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in karnozojsko kislino.  Zanimalo nas je antimutageno, antioksidativno in antigenotoksično 

delovanje izbranih izvlečkov. Z Amesovim testom smo preverili antimutageno delovanje na 

bakteriji Salmonella typhimurium, sev TA98. Izvleček CONH deluje antimutageno, saj je 
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b]piridinom (PhIP) ter benzo[a]pirenom (B[a]P). Izvlečka sta delovala antigenotoksično v 

primeru, ko so bile celice z njima predtretirane. Antioksidativno delovanje v brezceličnem mediju 

smo preverili s testom sposobnosti lovljenja prostih radikalov (test DPPH), kjer sta izvlečka 

delovala podobno kot askorbinska kislina, katera je znan antioksidant. Rezultati so pokazali, da 

izvlečka RA in CONH delujeta antimutageno, antioksidativno in antigenotoksično. 
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on Salmonella typhimurium, strain TA98. Extract CONH showed antimutagenic activity, with 

concentration-dependent decrease of mutagene-induced revertants, while extract RA showed 
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antimutagenic, antioxidant and antigenotoxic activity. 
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1 UVOD 

 

 

Splošno je znano, da lahko številne snovi naravnega izvora delujejo antioksidativno ter 

zavirajo mutagenezo in karcinogenezo tako v in vitro kot tudi v in vivo pogojih. Veliko 

tako imenovanih kemopreventivnih snovi se pogosto pojavlja tudi v naši prehrani, zato je 

pomembno poznati njihov učinek ter mehanizem delovanja na organizem oziroma celice. 

 

Prosti radikali lahko povzročijo poškodbe celic in njihovih sestavin, kar lahko vodi v 

nastanek in razvoj kroničnih degenerativnih bolezni. Odkar se je v evoluciji organizmov 

pojavila aerobna presnova, se je pojavila potreba po antioksidantih, ker je prišlo do večje 

izpostavljenosti prostim radikalom, ki znotraj organizmov nastajajo iz kisika. Prosti 

radikali so v organizmu nujno potrebni, saj uravnavajo številne fiziološke procese, kot je 

na primer obramba pred bakterijskimi infekcijami. Pri nekaterih fiziloških procesih, ter 

zaradi zunanjih vplivov, lahko nastane preveč prostih radikalov, katere mora organizem 

odstraniti. 

 

Ljudje in drugi organizmi smo izpostavljeni tudi številnim mutagenim karcinogenom. V 

okolju je veliko onesnažil, med katerimi so tudi policiklični aromatski ogljikovodiki (na 

primer zelo razširjen benzo[a]piren (B[a]P)) in zanje je znano, da delujejo karcinogeno. 

Pomemben dejavnik izpostavljenosti je tudi prehrana in najpomembnejši mutageni 

prehranskega izvora so heterociklični amini (na primer 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-

qkvinolin (IQ) in 2-amino-1-metil-6-fenilimldazo[4,5-b] piridin (PhIP)), ki nastanejo pri 

toplotni obdelavi živil. Omenjeni primeri mutagenov oziroma prokarcinogenov (za njihovo 

pretvorbo v aktivno obliko je potrebna metabolna aktivacija) povzročajo DNK adukte, te 

poškodbe pa lahko vodijo v mutagenezo.  

 

Ob izpostavljenosti mutagenom, se v celicah organizmov sproži detoksifikacijska pot, 

katalizirana s pomočjo encimov faze II. Ker pa v celicah obstajajo tudi encimi, ki 

prokarcinogene pretvorijo v aktivno obliko (encimi faze I), je pomembno, da lahko to 

pretvorbo zavremo preko zmanjšanja produkcije teh encimov, ali preko inhibicije 

njihovega delovanja.  
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Za vzdrževanje ustreznega ravnovesja med prostimi radikali in obrambo pred njihovimi 

škodljivimi učinki ter za vzpodbujanje metabolnih encimov faze II in inhibicijo delovanja 

encimov faze I za zaščito pred mutageni, se v organizmih nahajajo endogeni antioksidtanti 

(glutation, peroksidaze, vitamin A, vitamin D,...), ki pa se lahko hitro porabijo, zato imajo 

pomembno vlogo tudi tisti, ki jih v organizem vnašamo s hrano. Ti so v njej naravno 

prisotni, ali dodani v obliki farmacevtskih pripravkov.  

 

Zaradi potencialne uporabnosti antioksidantov naravnega izvora v boju proti rakavim 

obolenjem, je potrebno poznati njihovo delovanje. 
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2 PREGLED OBJAV 

 

2.1 Izvlečki rožmarina 

 

Rožmarin (Rosmarinus officinalis L.) je olesenela zimzelena večletna rastlina, ki izvira iz 

južne Evrope in pripada družini usnatic (Lamiaceae). Ime izvira iz latinske besede 

rosmarinus, ki pomeni rosa z morja. Rastlina je precej odporna proti suši, zato brez težav 

uspeva v mediteranskem podnebju.  Rožmarin vsebuje flavonoide, fenole, terpenoide in do 

2.5 % hlapnih olj (povzeto v Petersen in Simmonds, 2003). 

 

2.1.1 Rožmarinska kislina 

 

Rožmarinska kislina (Slika 1) je ester kofeinske kisline in 3,4-dihidroksifenilmlečne 

kisline. Prekurzorja za sintezo rožmarinske kisline sta dve aromatski aminokislini, tirozin 

in fenilalanin. Shema biosinteze je prikazana na Sliki 2. Med rastlinami se rožmarinska 

kislina najpogosteje pojavlja pri dvokaličnicah v družinah Boraginaceae in Lamiaceae, 

najdemo pa jo tudi v številnih drugih družinah in celo pri praprotih in nižjih mahovih 

(Petersen in Simmonds, 2003).  

 

Po intravenoznem vbrizgu se rožmarinska kislina hitro odstrani iz krvnega obtoka 

(razpolovni čas je 9 min) in kaže nizko toksičnost pri miših po intravenoznem vbrizgu 

(LD50 je 561 mg/kg) (povzeto v Petersen in Simmonds, 2003). 

 

 

 
Slika 1: Strukturna zgradba rožmarinske kisline 
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Slika 2: Biosinteza rožmarinske kisline v suspenzijski kulturi rastlinskih celic Coleus blumei 
 
PAL – fenilalanin amonijeva liaza; CAH – 4-hidroksilaza cinaminske kisline; 4CL – ligaza 
hidroksicinamat:koencima A; TAT – tirozinska aminotransferaza; HPPR – hidroksifenilpiruvatna reduktaza; 
HPPD – hidroksifenilpiruvatna dioksigenaza; RAS - hidroksicinamil-CoA:hidroksifenillaktat hidroksicinamil 
transferaza; 3-H, 30-H - hidroksicinamil-hidroksifenillaktat 3- in 30-hidroksilazi. 
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2.1.2 Karnozol in karnozojska kislina 

 

Karnozol je fenolni diterpen, ki nastane z oksidacijo karnozojske kisline (Slika 3). Obe 

spojini sta široko zastopani v družini usnatic (Lamiaceae). V in vivo študijah, kjer je 

karnozol predstavljal do 1% zaužite hrane, niso opazili toksičnih učinkov, prav tako ni 

deloval toksično do koncentracije 200 mg/kg telesne teže, če je bil vbrizgan v telo (Dörrie 

s sod., 2001). 

 

 
Slika 3: Strukturna zgradba karnozojske kisline in karnozola 
 

 

2.2 ROS – reaktivne kisikove zvrsti 

 

Pri aerobnem metabolizmu kot stranski produkti nastajajo tudi reaktivne kisikove zvrsti 

(ROS; iz ang. reactive oxygen species), in sicer v procesu oksidativne fosforilacije oziroma 

v  mitohondrijskem elektronskem transportu, pri vnetjih in metabolizmu ksenobiotikov. 

Običajno se v mitohondriju 2 - 5 % sprejetega kisika pretvori v ROS. 

 

Med ROS uvrščamo superoksidne radikale (O2
•-), hidroksilne radikale (•OH), peroksilne 

radikale (ROO•-) in vodikov peroksid (H2O2) (Lopaczynski in Zeisel, 2001). Prosti radikali 

(atomi, ioni ali molekule z enim nesparjenim elektronom na zunanji orbitali) lahko 

nespecifično reagirajo s sosednjo molekulo, torej tudi s celičnimi komponentami, ki 

vsebujejo nenasičene maščobne kisline, proteine, nukleinske kisline in ogljikove hidrate. 

Te reakcije nato vodijo do poškodb celic (Mba Gachou in sod., 1999). 

 

Poškodbe celic lahko zaradi delovanja prostih radikalov vodijo do razvoja raznih kroničnih 

bolezni, kot so na primer rak, kardiovaskularne bolezni in staranje (Mba Gachou in sod., 
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1999). Hkrati prosti radikali pomagajo pri odstranjevanju patogenov iz telesa (Fang in sod., 

2002). Da bi se ljudje in ostali aerobni organizmi zaščitili pred škodljivimi vplivi ROS, so 

se tekom evolucije razvili številni zaščitni mehanizmi. Tako lahko njihove učinke 

zmanjšajo nekateri endogeni encimi (na primer katalaza, superoksid dismutaza, glutation 

reduktaza, glutation peroksidaza) in antioksidanti – tisti, ki so prisotni v celici (na primer 

glutation) in takšni, ki jih pridobimo s hrano ter se nato kopičijo v celicah (na primer 

askorbinska kislina, β-karoten, α-tokoferol, izoflavoni) (Lopaczynski in Zeisel, 2001). 

Oksidativni stres nastopi, ko se ravnotežje med antioksidativnim obrambnim sistemom in 

prostimi radikali poruši, kar vodi v razvoj številnih degenerativnih bolezni (Gheldof in 

Engeseth, 2002). 

 

Ena izmed tarčnih molekul reaktivnih kisikovih zvrsti v celici je tudi DNK in poškodbe le 

te lahko vodijo v karcinogenezo. Prosti radikali povzročajo na DNK prelome ene verige 

(SSB; iz ang. single strand breaks), prelome obeh verig (DSB; iz ang. double strand 

breaks), nastanek alkalno labilnih mest (ALS; iz ang. alkali labile sites) in oksidacijo 

purinov ter pirimidinov (Mba Gachou in sod., 1999). Oksidativne reakcije v organizmih 

vsak dan povzročajo poškodbe DNK, zato je učinkovit popravljalni mehanizem ključen za 

preživetje in normalno funkcijo celic. V kolikor se oksidativne poškodbe ne popravijo 

lahko pride do mutacij, te pa lahko vodijo v maligno transformacijo (Møller in Wallin, 

1998). Poleg popravljalnih mehanizmov, ki popravljajo poškodbe DNK, pa njihov 

nastanek preprečujejo antioksidativni encimi in ostale komponente z antioksidativno 

aktivnostjo, ki odstranjujejo ROS. 

 

 

2.3 Mutageni 

 

Na razvoj rakavih obolenj poleg genetskih predispozicij, vplivajo tudi okoljski dejavniki. 

Pomemben okoljski dejavnik, ki pripomore k povečanju tveganja razvoja rakavih obolenj, 

je prehrana. Najpomembnejši mutageni prehrambenega izvora so heterociklični amini 

(HA). Pojavijo se kot stranski produkti pri toplotni obdelavi živil predvsem mišičnega 

izvora (meso), saj so v njej prisotni vsi potrebni prekurzorji za njihovo sintezo (povzeto v 

Cheng s sod., 2006). V okolju je tudi veliko onesnažil, med katerimi je zelo razširjen 
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benzo[a]piren (B[a]P), ki spada v skupino policikličnih aromatskih ogljikovodikov, ki 

nastajajo ob nepopolnem izgorevanju organskih snovi. Znano je, da policiklični aromatski 

ogljikovodiki delujejo karcinogeno (Chen s sod., 2002; Nebert s sod., 2004; Tsuji in Walle, 

2007; Wen s sod., 2005).  

 

HA lahko po metabolni aktivaciji tvorijo DNK adukte, te poškodbe lahko vodijo v 

mutagenezo. Za 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-kvinolin (IQ) in 2-amino-1-metil-6-

fenilimldazo[4,5-b] piridin (PhIP) je znano, da v večini tvorita transverzije enega baznega 

para (največ GC v AT). Pokazali so tudi karcinogeno delovanje obeh omenjenih 

mutagenov v različnih tkivih in organih ter pri različnih vrstah poskusnih živali, vključno z 

opicami. Prav zaradi delovanja na različna tkiva, je tveganje za razvoj rakavih obolenj 

zaradi izpostavljenosti HA pri ljudeh toliko večje (povzeto v Cheng s sod., 2006, Felton s 

sod., 2004). DNK adukte povzroča tudi B[a]P, saj se v celicah po metabolni pretvorbi v 

diolne epokside kovalentno veže na DNK (Chen s sod., 2002; Nebert s sod., 2004). IQ, 

PhIP in B[a]P so primeri posrednih mutagenov, ki za delovanje znotraj celic potrebujejo 

metabolno aktivacijo z encimi citokroma P450. Obstajajo pa tudi neposredni mutageni, ki 

za delovanje ne potreujejo metabolne aktivacije. Tak je 4-nitrokvinolin-N-oksid (NQNO), 

ki se veže na DNK, in sicer na adenin in gvanin.  Reduciran metabolit NQNO pa lahko v 

celici sproži nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti, ki povzročijo oksidativne poškodbe DNK 

(povzeto v Nunoshiba in Demple, 1993). 

 

 

2.4 Delovanje izvlečkov rožmarina 

 

Rožmarin ljudje uporabljajo kot začimbo ali zelišče, saj naj bi imel analgetičen, 

pomirjevalen, diuretičen in proti bakterijski učinek. Že v sredini dvajsetega stoletja so 

ugotovili, da izvlečki iz rožmarinovih listov delujejo antioksidativno. Največji del 

antioksidativnega delovanja so pripisali karnozolu in karnozojski kislini, učinkovita pa je 

tudi rožmarinska kislina. Zato izvlečke rožmarina dodajajo k raznim prehrambenim 

izdelkom (kot antioksidant) in jim tako podaljšajo rok uporabe (povzeto v Petersen in 

Simmonds, 2003). 
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Poleg splošno znanih učinkov obstajajo tudi specifični, kateri so se pokazali kot rezultat 

različnih poskusov. Diterpeni iz rožmarina (karnozol, karnozojska kislina, rožmarinska 

kislina, rosmadial in genkvanin) utrdijo lipidno membrano, kar lahko prispeva k njihovi 

antioksidativni aktivnosti, saj pride do oviranja difuzije prostih radikalov (Perez-Fons s 

sod., 2006). Nogala-Kalucka in sodelavci (2004) so pokazali, da je izvleček rožmarina 

učinkovitejši antioksidant, kot tokoferoli. V primerjavi s sintetičnim antioksidantom 

butiliranim hidroksitoluenom (BHT) je eterično olje bolje varovalo nenasičene 

dolgoverižne maščobne kisline pred oksidacijo in v splošnem je rožmarinovo eterično olje 

v primerjavi z BHT bolje varovalo jetrno pašteto pred oksidativnim kvarjenjem (Estevez s 

sod., 2007). V in vivo poskusih na podganah so ugotovili, da je zaužitje rožmarina 

preprečilo poškodbe jeter povzročene s CCl4 (Sotelo-Felix s sod., 2001). Izboljšanje 

antioksidativnega stanja jeter so opazili tudi v drugi študiji, kjer so sicer uporabljali žajbelj, 

ki pa vsebuje podobne snovi kot rožmarin (na primer rožmarinsko kislino, karnozol in 

karnozojsko kislino) (Lima s sod., 2005). Izvleček rožmarina zmanjša genotoksično 

aktivnost vodikovega peroksida že ob dveurni predinkubaciji celične linije CaCo-2 z 

izvlečkom (Slamenova s sod., 2002).  

 

 

2.4.1 Delovanje rožmarinske kisline 

 

Za rožmarinsko kislino je bilo opisanih več bioloških aktivnosti, med katerimi so glavne 

antioksidativno, protivnetno, antitimutageno, antibakterijski in antitivirusno delovanje. 

Osnova protivnetnega delovanja naj bi bila inhibicija lipoksigenaz in ciklooksigenaz ter 

vmešavanje v kaskado komplementa (povzeto v Petersen in Simmonds, 2003). 

 

Rožmarinska kislina kaže zaščitni potencial pred oksidativnimi poškodbami HepG2 celic 

povzročenimi s t-BHP (Lima s sod., 2006). Skupaj s kemoterapevtskim agensom 

cisplatinom pomaga zmanjševati poškodbe ledvičnih celic, ki jih povzroči cisplatin, hkrati 

pa ne zmanjšuje njegovega učinka (Tian in Jiang, 2006). Prav tako zmanjšuje 

kardiotoksičnost kemoterapevtskega agensa adriamicina, saj je zmanjšala raven apoptoze v 

H9c2 srčnih mišičnih celicah (med drugim tudi z znižanjem znotrajcelične produkcije 

ROS) (Kim s sod., 2005). Predtretiranje človeških keratinocitov z rožmarinsko kislino, 
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povzroči zmanjšanje z UVA sevanjem sprožene produkcije ROS. Zmanjša tudi učinek 

UVA sevanja, ki povzroči zmanjšano viabilnost keratinocitov (Psotova s sod., 2006). 

Rožmarinska kislina inhibira angiogenezo pri človeških umbilikalnih venskih endotelnih 

celicah (HUVEC), in sicer v koncentracijski odvisnosti. Ker je rožmarinska kislina pri 

endotelnih celicah tudi zmanjšala intracelularni nivo ROS, od H2O2 odvisno izražanje 

VEGF in izpust IL-8, so predpostavili, da bi lahko bil protiangiogenetski potencial povezan 

z antioksidativno aktivnostjo (Huang in Zheng, 2006). Prav tako inhibira s citokini 

inducirano proliferacijo mišjih mesangialnih celic (Makino s sod., 2000). Deluje tudi 

protivnetno in antimiotoksično v primeru delovanja kačjega strupa (fosfolipaze A2) (Ticli s 

sod., 2005). Inhibira nastanek poškodb pljuč povzročenih z delci dizelskih izpušnih plinov, 

tako da zmanjša izražanje provnetnih molekul (Sanbongi s sod., 2003). V testu prisiljenega 

plavanja pri miših je rožmarinska kislina delovala antidepresivno (Takeda s sod., 2002). 

 

 

2.4.2 Delovanje karnozola in karnozojske kisline 

 

Tudi karnozol in karnozojska kislina imata več bioloških aktivnosti. V izvlečku iz listov 

rožmarina lahko kar 90% antioksidativnega delovanja pripišemo karnozolu in karnozojski 

kislini (Huang s sod., 2005). Oba inhibirata aktivnost pankreasnih lipaz (Ninomiya s sod., 

2004). Vplivata tudi na celični cikel, saj lahko ustavita celice v posameznih fazah 

celičnega cikla, najverjetneje preko vpliva na ciklinske proteine (Visanji s sod., 2006). 

 

Karnozol ima antioksidativno, protivnetno in kemopreventivno delovanje (Lo s sod., 

2002), kot tudi protibakterijsko delovanje na sevih Staphylococcus aureus (Oluwatuyi s 

sod., 2004). Prepreči lahko poškodbe DNK povzročene s 7,12-dimetilbenz[a]antracenom 

in nastanek tumorjev v podganji mlečni žlezi (Singletary s sod., 1996). Prav tako deluje 

protikarcinogeno, saj inhibira invazijo visoko metastatskih mišjih celic B16/F10 in vitro 

(Huang s sod., 2005). Protikarcinogeno aktivnost so pokazali tudi na primeru B-povezanih 

levkemij (Dörrie s sod., 2001). Intraperitonealno injiciran karnozol je pri podganah povečal 

in vivo aktivnost jetrne glutation-S-transferaze in NAD(P)H-kinon reduktaze (Singletary, 

1996).  
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Karnozojska kislina je pri miših, ki so bile hranjene s hrano z visoko vsebnostjo maščob, 

zmanjšala pridobivanje teže in akumulacije epididimijskega maščobnega tkiva (Ninomiya 

s sod., 2004). 
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2.5 Namen naloge in delovne hipoteze 

 

V nalogi smo želeli ugotoviti ali izbrana izvlečka iz rožmarina delujeta: 

a) antimutageno 

b) antioksidativno in  

c) antigenotoksično.  

 

Zanimalo nas je, ali izvlečka iz rožmarina ščitita celice pred oksidativnimi poškodbami 

DNK povzročenimi z dejavniki, ki povzročajo oksidativni stres, ter ali delujeta 

antigenotoksično in antimutageno proti posredno delujočim mutagenom.  

 

 

Namen naloge je bil ugotoviti, ali: 

• izvlečka iz rožmarina delujeta kot lovilca prostih radikalov, kar pomeni, da imata 

antioksidativne lastnosti 

• imata izvlečka iz rožmarina antimutagen učinek na bakterije 

• imata izvlečka iz rožmarina antigenotoksičen učinek na HepG2 celice 
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3 MATERIALI IN METODE 

 

 

3.1 Izvlečka iz rožmarina (Rosmarinus officinalis L.) 

 

V diplomski nalogi smo raziskovali delovanje dveh izvlečkov iz rožmarina, ki sta bila 

proizvedena v podjetju VITIVA (Slovenija). Prvi izvleček – RA – je vseboval 17 % 

rožmarinske kisline, drugi izvleček – CONH – pa je vseboval 5.65 % karnozola in 50.27 % 

karnozojske kisline. Pripravili smo založne raztopine obeh izvlečkov v koncentraciji 10 

mg/ml (kot topilo za CONH smo uporabili 99.8 % etanol, za RA pa destilirano vodo). 

 

 

3.2 Kemikalije 

 

Tabela 1: Seznam uporabljenih kemikalij 

 

kemikalija proizvajalec kataloška številka 

benzo[a]piren (B[a]P) Sigma, St. Louis, ZDA B-1760 
DMSO Sigma, St. Louis, ZDA 154938-1L 
EDTA Sigma, St. Louis, ZDA E 5134-5006 
etanol  Merck, Nemčija 1.00971.1000 
etidijev bromid Gibco BRL, VB 15585-011 
FBS Euro clone ECS 0180L 
HCl Merck, Nemčija 1.00318.1000 
L-glutamin Euro clone EC B3000D 
LMP agaroza Invitrogen, VB 15517-022 
MTT Sigma, St. Louis, ZDA M-5655 
NaCl Merck, Nemčija 1.06404.1000 
NaOH Merck, Nemčija 1.06482.1000 
NMP agaroza Invitrogen, VB 15510-027 
PBS Euro clone ECM 4004XL 
penicilin/streptomicin Euro clone EC B3001D 
t-BHP; tert-butil-hidroperoksid Sigma, St. Louis, ZDA 458139-100ML 
tripansko modrilo Sigma, St. Louis, ZDA T-8154 
tripsin Sigma, St. Louis, ZDA T-4174 
Triton X-100 Sigma, St. Louis, ZDA X100-500ML 
Williamsov medij E Sigma, St. Louis, ZDA W-1878 
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3.3 Sevi bakterije Salmonella typhimurium 

 

Sevi bakterije Salmonella typhimurium, ki smo jih uporabili v Amesovem testu, imajo 

mutacije v različnih genih na histidinskem operonu in so odvisni od histidina. Za 

povečanje občutljivosti bakterijskih sevov so vnešene dodatne mutacije/genetske 

spremembe ( na primer delecija uvrB, mutacija rfa, plazmid pKM101).  

Uporabili smo sev TA98, kateri ima za specifično tarčno sekvenco marker hisD3052. Ta se 

uporablja za ugotavljanje mutacij, pri katerih pride do -1 premika bralnega okvirja blizu 

ponavljajoče se sekvence CGCGCGCG. Ob mutaciji oziroma deleciji baznega para se tako 

ponovno vzpostavi pravilno bralno zaporedje za sintezo histidina (Maron in Ames 1984). 

 

3.3.1 Gojenje kultur bakterij Salmonella typhimurium 

 

Testni sev smo gojili v hranilnem gojišču (Oxoid nutrient broth N°2) z ampicilinom (25 

µg/ml) čez noč pri 37°C. Dve uri pred začetkom testa smo bakterijsko kulturo stresali na 

stresalniku (približno 600 obratov/min) pri 37°C. 

 

 

3.4 Celična linija HepG2 

 

Potencialno citotoksično, genotoksično in antigenotoksično delovanje RA in CONH smo v 

naši študiji raziskali na modelu s celično linijo humanega hepatoma (celice HepG2). 

Celice HepG2 so leta 1979 izolirali iz hepatoblastoma 11-letnega dečka (Aden s sod., 

1979). Ta celična linija se uveljavlja predvsem v študijah genotoksičnosti. Celice HepG2 

so ohranile metabolno aktivnost in imajo aktivne metabolne encime I in II faze, ki igrajo 

ključno vlogo pri aktivaciji in detoksifikaciji mutagenov, ki delujejo na DNK. Aktivnosti 

teh encimov so podobne kot aktivnosti v sveže izoliranih primarnih človeških hepatocitih 

(Knasmüller s sod., 1998). Delitveni čas celic je 20 do 28 ur (Natarajan in Darroudi, 1991).  
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3.4.1 Gojenje celic HepG2 

 

 Celično linijo HepG2 smo imeli shranjeno v tekočem dušiku. Celice smo uporabljali do 

največ enajste pasaže po odmrznitvi, saj se s časom gojenja in pri višjih pasažah 

spremenijo morfogenetske lastnosti celic, encimske aktivnosti pa se zmanjšajo. 

Celice smo gojili v plastenkah za gojenje celičnih kultur (Corning Costar Corporation, 

New York, USA) pri 37°C v 5 % CO2 atmosferi  v celičnem gojišču sestavljenem iz 

Williamsovega gojišča E, 15 % FBS, 1 % penicilin/streptomicina (100E/ml) in 1 % L-

glutamina. Presajali smo jih ob 80 % preraščenosti plošče. 

Pri presajanju smo iz plastenke odstranili gojišče, celice sprali z 1x PBS, ga odstranili in 

dodali 0.1 % tripsin za celice HepG2 (1.5 ml za malo plastenko, 3 ml za srednjo) ter 

inkubirali 5 minut pri 37°C. Po inkubaciji smo celice rahlo pretresli, da so se odlepile od 

podlage, nakar smo dodali sveže gojišče. Serum v gojišču zavre delovanje tripsina in tako 

prepreči morebitne dodatne poškodbe DNK, ki bi nastale zaradi predolge izpostavljenosti 

tripsinu. Suspenzijo celic smo centrifugirali 5 min pri 800 obratih/minuto. Supernatant smo 

po centrifugiranju zavrgli, celice pa smo resuspendirali v svežem gojišču in jih  prenesli v 

novo plastenko. S pomočjo brizge smo resuspendirane celice 3-5x potegnili skozi 

injekcijsko iglo (0.9x40 mm, Becton Dickenson, Fraga, Španija). Dobili smo suspenzijo 

posameznih celic, ki smo jih nasadili v novo plastenko. 

Za odlepljanje celic smo uporabili 0.1 % raztopino tripsina za celice HepG2. Raztopino 

smo pripravili tako, da smo za 1 l zatehtali 1 g tripsina, 0.1 g EDTA, 8 g NaCl, 0.4 g KCl, 

1 g glukoze monohidrata in 0.84 g NaHCO3. Nato smo pripravljeno raztopino tripsina 

sterilizirali s filtriranjem skozi filter s porami velikosti 0.22 µm. 

Za preverjanje številčnosti celic med gojenjem smo uporabljali 0.4 % tripansko modrilo. 

 

 

3.5 Določanje mutagenega/antimutagenega delovanja z Amesovim testom 

 

3.5.1 Amesov test 

 

Amesov test oziroma Salmonella mikrosomalni test povratnih mutacij je metoda za 

določanje snovi, ki povzročajo mutacije. 
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Na minimalnih glukoznih gojiščih, katera vsebujejo histidin le v sledovih, bakterije testnih 

sevov tvorijo kolonije le, če je pri njih prišlo do povratnih mutacij in se je tako vzpostavilo 

normalno stanje (so neodvisne od histidina). Število spontanih revertantov na ploščo je 

relativno konstantno, prisotnost mutagenov pa število povratnih mutacij poveča, kar se 

odraža kot povečano število kolonij na ploščah. 

 

 

     
Slika 4: Amesov test – plošči s kolonijami bakterij Salmonella typhimurium sev TA 98 
 
Plošče minimalnega glukoznega gojišča za Amesov test, na katerih so zrasle kolonije bakterij Salmonella 

typhimurium sev TA 98, in sicer na levi (K) spontane revertante (kontrola) ter na desni (IQ 10) z mutagenom 
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-kvinolin (IQ) inducirane in spontane revertante (pozitivna kontrola), obe po 
treh dneh inkubacije pri 37°C. 
 

 

3.5.2 Metabolna aktivacija S9 

 

Mnoge karcinogene snovi (na primer aromatski amini ali policiklični aromatski 

ogljikovodiki) niso biološko aktivne, dokler niso metabolizirane v aktivno obliko. Ker 

bakterije nimajo metabolnega oksidacijskega sistema s citokromom P450, kot ga imajo 

živali, moramo v testu dodajati tudi eksogen sesalski metabolni aktivacijski sistem S9. To 

je mikrosomalna frakcija pridobljena iz podganjih jeter, ki vsebuje encime metabolne 

aktivacije (Maron in Ames 1984). 
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3.5.3 Priprava medijev in reagentov 

 

Plošče minimalnega glukoznega gojišča 

Sestavine Za 1000 ml 

Agar 15 g 

Destilirana voda 930 ml 

50x VB sol 20 ml 

40% glukoza 50 ml 

 

Agar smo dodali v steklenice za avtoklaviranje v destilirano vodo ter mešali z magnetnim 

mešalom ob segrevanju (~50°C) dokler se agar ni raztopil. Steklenice smo avtoklavirali 20 

min pri 121°C. Nato smo sterilno dodali sterilno raztopino VB soli in 40% glukozo (ti smo 

avtoklavirali ločeno). Raztopino smo premešali, razlili v petrijevke (v vsako približno 30 

ml gojišča) in počakali, da se je agar strdil. Plošče smo hranili v obrnjenem položaju v 

plastičnih vrečkah na hladnem. 

 

Vogel-Bonner medij (50x VB sol) 

Sestavine Za 1000 ml 

Destilirana H2O 670 ml 

Magnezijev sulfat (MgSO4) 10 g 

Citronska kislina monohidrat 100 g 

Kalijev fosfat anhidrid (K2HPO4) 500 g 

Natrijev amonijev fosfat (NaHNH4PO4x4H2O) 175 g 

 

Soli smo dodali v toplo destilirano vodo v navedenem vrstnem redu (vedno smo počakali, 

da se ena sol raztopi in šele nato dodali naslednjo). Raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 

121°C, nato pa smo jo hranili v hladilniku. 

 

 

 

 



17 
Dobnik D. Antioksidativno in antigenotoksično delovanje izbranih snovi naravnega izvora. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2007  
 

40% glukoza 

Sestavime Za 100 ml 

Destilirana H2O 100 ml 

Glukoza 40 g 

 

Glukozo smo raztopili v destilirani vodi ob mešanju z magnetnim mešalom in segrevanjem 

(~50°C). Raztopino 40 % glukoze smo avtoklavirali 20 min pri 121°C, nato pa smo jo 

hranili v hladilniku. 

 

Top agar 

Sestavine Za 1000 ml 

Agar 6 g 

NaCl 5 g 

Destilirana H2O 1000 ml 

 

Agar in sol smo raztopili v destilirani vodi ob mešanju z magnetnim mešalom in 

segrevanju (~50°C). Raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 121°C, nato pa smo jo hranili 

v hladilniku. Pred uporabo smo dodali histidin/biotin (5 mM) s končno koncentracijo 0.05 

mM. 

 

Raztopina histidin/biotina (5 mM) 

Sestavine Za 50 ml 

D-biotin (FW 247.3) 61,8 mg 

L-histidin (FW 191.7) 48 mg 

Destilirana H2O 50 ml 

 

Biotin smo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pečici, raztopili smo tudi histidin. 

Raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 121°C, nato pa smo jo hranili v hladilniku. 
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Hranilno gojišče 

Sestavine Za 1000 ml 

Nutrient Broth N°2 Oxoid 25 g 

Destilirana H2O 1000 ml 

 

Hranilni agar smo raztopili v destilirani vodi ob mešanju z magnetnim mešalom in 

segrevanju (~50°C). Raztopino smo avtoklavirali 20 min pri 121°C, nato pa smo jo hranili 

v hladilniku.  

 

Fosfatni pufer, pH 7,4 

Sestavine (NaHPO4) Za 500 ml 

0.2 M natrijev dihdrogen fosfat (NaH2PO4xH2O); 13.8 g/500 ml 60 ml* 

0.2 M dinatrijev hidrogen fosfat (Na2HPO4); 14.2 g/500 ml 500 ml* 

*približni volumen raztopine 
 

0.2 M raztopini natrijevega dihdrogen fosfata in dinatrijevega hidrogen fosfata smo 

zmešali v navedenih volumnih in umerili pH na 7.4 (če je bil pH prenizek, smo dodali 0.2 

M dinatrijev hidrogen fosfat). Pufer smo avtoklavirali 20 min pri 121°C. 

 

 Metabolna aktivacija S9 

                                                                                 

+ za 1 ml 

 

 

 

 

 

Pripravili smo mešanico vseh raztopin, razen sterilne vode in S9 jetrne frakcije. Raztopino 

smo sterilizirali s filtriranjem skozi z 0.22 µm membranski filter (Corning Costar 

Corporation, New York, ZDA). Tik pred uporabo smo sterilno dodali še ustrezen volumen 

sterilne vode in S9 frakcije. Med testom smo pripravljeno S9 mešanico imeli ves čas na 

ledu. 

sestavine  Za 1 ml 

1 M KCl 33 µl 

0.2 M MgCl2x6H2O 32 µl 

0.2 M G-6-P 25 µl 

0.04 M NADP 100 µl 

0.2 M NaHPO4 500 µl 

4 % S9 mix Za 1 ml 

Sterilna H2O 270 µl 

S9 40 µl 



19 
Dobnik D. Antioksidativno in antigenotoksično delovanje izbranih snovi naravnega izvora. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2007  
 

3.5.4 Vzorci 

 

Z Amesovim testom smo testirali tri različne koncentracije izvlečkov rožmarinske kisline 

(RA) in karnozojske kisline ter karnozola (CONH). Končne koncentracije izvlečkov so bile 

0.5, 1 in 2 mg/ml, kar ustreza koncentracijam 0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo. 

 

3.5.5 Izvedba Amesovega testa 

 

Bakterije S. typhimurium TA98, ki smo jih čez noč gojili pri 37°C, smo dve uri pred 

začetkom testa stresali na stresalniku (600 obratov/min) pri 37°C. Med inkubacijo in 

stresanjem smo pripravili koncentracije izvlečkov ter top agar. 

Top agar smo segreli in mu dodali 5mM histidin/biotin (1ml his/bio na 100 ml top agarja). 

Epruvetke smo postavili v termoblok ter v vsako dodali 2 ml pripravljenega top agarja, 100 

µl bakterijske suspenzije in 100 µl vzorca, v tiste s S9 metabolno aktivacijo pa še 500 µl 

mešanice S9. Vsebino epruvetke smo nato na kratko premešali na mešalniku (800 obratov), 

razlili na ploščo minimalnega glukoznega gojišča tako da smo prekrili celotno površino.  

− Preverjanje mutagenosti vzorcev: 

Testirali smo različne koncentracije RA in CONH. Negativna kontrola je 

bila sterilna voda, pozitivna kontrola pa 4-nitrokvinolin-N-oksid (NQNO) 

v primeru brez, in 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-kvinolin (IQ) v primeru 

testiranja v prisotnosti metabolne aktivacije. 

− Preverjanje antimutagenega delovanja vzorcev: 

Bakterijski suspenziji v testih brez metabolne aktivacije je bil dodan 

NQNO s končno koncentracijo 5 µg/ml (500 ng/ploščo). Pri testih z 

metabolno aktivacijo je bil dodan IQ s končno koncentracijo 100 ng/ml 

(10 ng/ploščo). Tako pripravljeno bakterijsko suspenzijo smo nato 

uporabili v testu, kjer smo dodali različne koncentracije vzorcev. Za 

negativno kontrolo je služil vzorec brez dodanega mutagena, samo s 

sterilno vodo, pozitivna kontrola pa je bila samo bakterijska suspenzija z 

mutagenom brez vzorca. 

Vsako koncentracijo vzorca smo testirali v treh ponovitvah. 
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Plošče smo inkubirali 3 dni pri 37°C. Po končani inkubaciji smo prešteli število spontanih 

revertantov, z mikroskopom pa smo preverili tudi ozadje na ploščah, da smo izključili 

morebitno toksično delovanje vzorcev in mutagenov (povzeto po navodilih 10G-Pos02-01, 

Ames (S. typhimurium) laboratorija GEN). 

 

 

3.6 Določanje citotoksičnega delovanja izvlečkov rožmarina na celice HepG2 s 

testom MTT 

 

3.6.1 Test MTT 

 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) je rumena vodotopna 

substanca, ki jo mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze metabolno aktivnih celic reducirajo 

v vijolične nevodotopne kristale formazana. Kristali formazana so topni v DMSO, 

izopropanolu in podobnih topilih. 

                                        

            MTT                                                                               MTT formazan 

 
Slika 5: Pretvorba tetrazolijeve soli MTT v formazanske kristale 
 

 

Količina nastalega formazana je sorazmerna s številom živih celic. Količino nastalih 

formazanskih kristalov dobimo z merjenjem absorbcije pri svetlobi valovne dolžine 570 

nm z referenčnim filtrom 690 nm (povzeto po navodilih 10G-Pos02-01, MTT test, 

laboratorija GEN). 
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Pripravili smo raztopino MTT s koncentracijo 5 mg/ml v 1x PBS, jo sterilizirali s 

filtriranjem preko filtra s porami velikosti 0.22 µm (Corning Costar Corporation, New 

York, ZDA) in do uporabe shranili pri -20°C na temi. 

 

3.6.2 Priprava celic HepG2 

 

Na mikrotitrsko ploščo s 96 luknjicami (Nunc, Naperville, ZDA) smo nasadili celice 

HepG2 z gostoto 50 000 celic/ml. V vsako luknjico smo dodali 200 µl celične suspenzije 

ter tako dobili gostoto 10 000 celic/luknjico. Ploščo smo inkubirali 4 ure (37°C, 5% CO2, 

vlažna atmosfera), da so se celice prilepile na podlago. 

 

3.6.3 Določanje citotoksičnega delovanja RA in CONH 

 

Po inkubaciji smo gojišče zamenjali s svežim, ki je vsebovalo 0.5, 5, 25, 50 in 100 µg/ml 

RA oziroma CONH. Vsako koncentracijo vzorca smo testirali v petih paralelkah. Kontroli 

smo dodali le sveže gojišče. Sledila je 21-urna inkubacija pri 37°C, 5% CO2 in v vlažni 

atmosferi. Nato smo v vsako luknjico dodali 20 µl MTT (50 mg/ml) ter inkubirali še 3 ure.  

Po inkubaciji smo odstranili gojišče in v vsako luknjico dodali 200 µl DMSO, da smo 

raztopili formazanske kristale. Izmerili smo absorbcijo pri svetlobi valovne dolžine 570 nm 

z referenčnim filtrom 690 nm. 

 

 

3.7 DPPH – test ugotavljanja sposobnosti lovljenja prostih radikalov 

 

DPPH (2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazil) je radikal, ki se uporablja v testu 

sposobnosti lovljenja prostih radikalov. DPPH radikal se veže na reaktivne kisikove zvrsti 

in reakcijo izmerimo spektrofotometrično kot spremembo barve. 

 

Test z DPPH smo uporabili, da bi ugotovili, ali RA in CONH delujeta kot lovilca prostih 

radikalov. 
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Test smo izvedli na mikrotitrski plošči s 96 luknjicami (Nunc, Naperville, ZDA). V vsako 

luknjico smo nanesli 100 µl vzorca in 100 µl DPPH (300 µM raztopina pripravljena v 99.8 

% etanolu), ki smo ga dodali tik pred začetkom merjenja. Testirali smo štiri različne 

koncentracije vsakega od izvlečkov (0, 5, 10, 50 in 100 µg/ml, za koncentracijo 0 µg/ml 

smo namesto ekstrakta dodali 100 µl 1x PBS). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 

askorbinsko kislino, in sicer v enakih koncentracijah kot vzorca. Za slepo probo smo v pet 

luknjic dodali etanol in PBS (vsakega po 100 µl) brez dodanega DPPH na koncu. 

Takoj, ko smo dodali DPPH, smo začeli meriti absorbcijo pri svetlobi valovne dolžine 515 

nm. Reakcijo smo merili 90 minut v 10-minutnih intervalih. 

 

 

3.8 Določanje genotoksičnega in antigenotoksičnega delovanja izvlečkov rožmarina 

s testom komet 

 

Test komet ali gelska elektroforeza posameznih celic (SCGE; iz ang. single cell gel 

electrophoresis) je hitra in občutljiva metoda za določanje poškodb DNK, katero sta leta 

1984 razvila Östling in Johanson. S to metodo lahko z v nevtralnih pogojih zaznamo 

prelome obeh verig DNK (DSB; iz ang. double strand breaks). Prvotni test so tudi 

modificirali tako, da so izpostavili celice na elektroforezi alkalnim pogojem, pri katerih je 

možno zaznati tudi enoverižne prelome DNK (SSB; iz ang. single strand breaks) in alkalno 

labilna mesta (ALS; iz ang. alkali labile sites) (Singh in sod., 1988). 

Z alkalno verzijo testa komet, lahko poleg omenjenih poškodb zaznamo tudi takšne, ki so 

le prehodno prisotne (na primer nastanejo pri nukleotidnem ali baznem izrezovanju) in so 

posledica celičnih popravljalnih mehanizmov. Prelomi, ki jih zaznamo s testom komet, 

nakazujejo na poškodbe DNK, ali na uspešno popravljanje poškodb nastalih na DNK 

(Collins s sod., 1997). 

Večina genotoksičnih agensov povzroči več enoverižnih prelomov DNK ter alkalno 

labilnih mest, kot pa dvoverižnih. Ker se pri pH>12.6 alkalno labilna mesta izrazijo kot 

enoverižni prelomi, je alkalna različica testa najprimernejša za določanje genotoksičnega 

delovanja, saj na ta način zaznamo največ poškodb (Tice s sod., 2000). 
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Pri testu komet suspenzijo posameznih celic pomešamo z agarozo in jo nanesemo na 

objektno stekelce, katerega položimo v hladno raztopino za liziranje. Ta vsebuje visoko 

koncentracijo soli in detergentov (pH 10), kateri odstranijo celično vsebino, tako da ostane 

samo jedro z dodatno zvito DNK. Stekelca z geli nato prenesemo v alkalno raztopino 

(pH>13), kjer se DNK denaturira, odvije in izrazijo se enoverižni prelomi. Sledi 

elektroforeza v alkalnem okolju. Negativno nabita DNK v električnem polju potuje proti 

anodi. Po koncu elektroforeze stekelca prestavimo v raztopino za nevtralizacijo. 

Pomembno je, da so vse faze od liziranja celic naprej izvedene v temi in pri 4°C, da se 

izognemo dodatnim poškodbam DNK (povzeto po Žegura in Filipič, 2004). Sledi barvanje 

s fluorescenčnim barvilom (na primer etidijev bromid), ki omogoči vizualizacijo DNK s 

fluorescenčnim mikroskopom. Bolj poškodovana kot je DNK, manjši so njeni fragmenti, 

hitrejše bo njihovo potovanje po gelu proti anodi. Slike poškodovanih jeder so podobne 

kometom, saj manjši fragmenti v električnem polju pripotujejo dalje kot pa nepoškodovana 

DNK (Slika 6). Za ovrednotenje poškodb uporabimo računalniško analizo slik posameznih 

jeder oziroma kometov.  

Pri kometih lahko izmerimo različne parametre, ki odražajo obseg poškodovanosti DNK: 

• % DNK v repu (odstotek DNK, ki je prepotovala iz jedra v rep kometa) 

• dolžina repa kometa (prepotovana razdalja delcev DNK od glave do repa) 

• različni momenti kometa (na primer razširjen moment, ki je produkt % DNK v repu 

in njegove dolžine) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
Dobnik D. Antioksidativno in antigenotoksično delovanje izbranih snovi naravnega izvora. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2007  
 

A                                                                   B 
 

 

 

 

 

 
 

C                                                                            D 

 

 

 

 

 

 

 
Slika 6: Jedra celic HepG2 po testu komet 
 
Jedra so pobarvana z etidijevim bromidom in slikana pri 400x povečavi. Na sliki A je nepoškodovano jedro 
kontrolne celice, slike B, C in D prikazujejo različno poškodovana jedra celic, ki so bile izpostavljene 25 µM 
B[a]P. 
 

 

3.8.1 Priprava reagentov in raztopin za test komet 

 

Agaroza 

• 1 % NMP; agaroza z normalno točko tališča (iz ang. normal melting point) 

• 1 % LMP; agaroza z nizko točko tališča (iz ang. low melting point) 

10 mg/ml NMP in LMP agaroze smo ob mešanju in segrevanju v mikrovalovni pečici 

raztopili v 1x PBS. Po potrebi smo strjeno agarozo med poskusom ponovno segreli. 

 

Raztopina za liziranje celic 

• 2.5 M NaCl (146.4 g/l H2O) 

• 100 mM EDTA (37.2 g/l H2O) 

• 100 mM Tris (1.21 g/l H2O) 
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Za vsak poskus smo pripravili svežo raztopino, kateri smo uravnali pH vrednost na 10 z 10 

M NaOH ali s HCl. Raztopino smo ohladili na 4°C in pred uporabo dodali 1% Triton X-

100 ter dobro premešali. 

 

Pufer za elektroforezo 

• 0.3 M NaOH (30 ml 10 M NaOH/l H2O) 

• 1 mM EDTA (5 ml 0.2 M EDTA/l H2O) 

Za vsak poskus smo pripravili svež pufer in ga do uporabe hranili pri 4°C. 

 

Pufer za nevtralizacijo 

• 0.4 M Tris (48.44 g/l H2O) 

Za vsak poskus smo pripravili svež pufer in uravnali pH na 7.5 z 10 M NaOH ali s HCl. 

Do uporabe smo ga hranili pri 4°C. 

 

3.8.2 Alkalni test komet 

 

3.8.2.1 Izvedba testa komet 

 

Nasajanje celic HepG2 

Ustrezno gostoto celic smo nasadili na ploščo z dvanajstimi luknjicami (Corning Costar 

Corporation, New York, ZDA) in jih inkubirali 4 ure pri 37°C, pri 5 % CO2 in v vlažni 

atmosferi, da so se celice prilepile na podlago. Nato smo gojišče zamenjali z raztopino 

vzorca (v gojišču ali v PBS). Po ustreznem času tretiranja smo gojišče ali raztopino 

odstranili, sprali celice z 1x PBS in dodali 0,1 % tripsin za HepG2 celice. Ko so se celice 

odlepile od podlage smo dodali sveže gojišče, kar je ustavilo delovanje tripsina. Suspenzijo 

celic smo odpipetirali v centrifugirke ter centrifugirali 5 minut pri 800 obratih/min. 

Supernatant smo zavrgli, celice pa resuspendirali v svežem gojišču. 

 

Priprava stekelc in nanos agaroze 

Za test smo uporabili objektna stekelca peskana po celi površini (Gerhard Menzel 

Glasarbeitungswerk Braunschweig, Nemčija), katera so bila čez noč namočena v metanolu, 
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da so se razmastila. Pred uporabo smo stekelca posušili z obžiganjem. Na označena 

stekelca smo nanesli plast 1 % NMP agaroze, in sicer 2x po 80 µl, ter pokrili s krovnim 

stekelcem. Tako smo dobili dva gela. Objektno stekelce smo nato položili v hladilnik, 

dokler se agaroza ni strdila. Krovno stekelce smo odstranili tik pred nanosom druge plasti 

agaroze iz 1 % LMP agaroze in celične suspenzije. 30 µl celične suspenzije smo zmešali s 

70 µl 1 % LMP agaroze in 70 µl te suspenzije nanesli na prvo plast agaroze na stekelcu ter 

ponovno pokrili s krovnim stekelcem.  Objektnik smo ponovno položili v hladilnik, dokler 

se agaroza ni strdila. Takrat smo krovna stekelca previdno odstranili. 

 

Liza 

Pripravljena stekelca smo položili v raztopino za liziranje in jih pri 4°C in v temi inkubirali 

vsaj 60 minut. 

 

Odvijanje DNK 

Po liziranju smo stekelca prestavili v elektroforetsko kadičko. Zložili smo jih tesno skupaj 

in enako orientirane (del z gelom proti anodi). Da smo zagotovili homogenost električnega 

polja, smo prazna mesta zapolnili s stekelci. V kadičko smo dodali elektroforetski pufer, do 

približno 3 mm nad stekelci. Sledila je 20-minutna inkubacija pri 4°C v temi. 

 

Elektroforeza 

Po odvijanju smo stekelca izpostavili električnemu polju za 20 min pri napetosti 0,5-1 

V/cm (nastavili smo napetost 25 V, tok  pa je znašal približno 300 mA in se je uravnaval z 

volumnom pufra). 

 

Nevtralizacija 

Po elektroforezi smo stekelca prenesli v novo kadičko, v katero smo nalili hladen 

nevtralizacijski pufer (pH 7,5). Stekelca smo nevtralizirali pri 4°C v temi 15 min. 

 

Shranjevanje stekelc 

Stekelca smo položili v kadičko, v kateri smo na dno položili navlaženo stančevino. 

Kadičko smo pokrilu z alu-folijo, jo zaprli v vrečko in shranili v hladilnik pri 4°C. Stekelca 

smo analizirali v roku enega tedna. 
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Barvanje 

Tik pred mikroskopiranjem smo na vsak gel dodali 20 µl etidijevega bromida s 

koncentracijo 5 µg/ml ter ga pokrili s krovnim stekelcem. 

 

Slikanje jeder celic 

Slike kometov smo opazovali z mikroskopom (Nikon Eclipse E800, Japonska) s 

fluorescenčno svetlobo (Nikon HB-10104AF, Japonska) pri 400x povečavi (40x objektiv). 

Ekscitacijski filter za etidijev bromid je 515-560nm in barierni 590 nm. 

Na vsakem objektnem stekelcu smo slikali po 50 jeder, pri čemer smo se izogibali robnim 

delom gela. Slike smo s kamero (Marlin F046B, Allied, Vision Technologies, Velika 

Britanija) prenesli na računalnik in jih analizirali s pomočjo programa Comet Assay 

(Comet Assay IV, Perspective instruments, Velika Britanija). Program je izmeril več 

parametrov, za prikaz rezultatov pa smo izbrali % DNK v repu kometa. Rezultate smo 

obdelali s statističnim programom SigmaStat 3.11 (SPSS, Chicago, ZDA), kjer smo za 

analizo razlik med skupinami uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-

Wallis). Za primerjavo vrednosti median % DNK v repu znotraj poskusov smo uporabili 

test Dunnet; p<0,05 smo določili kot statistično značilno razliko. 

 

Vsako izvedbo testa smo ponovili v treh neodvisnih poskusih. 

 

3.8.3 Določanje genotoksičnega delovanja RA in CONH s testom komet 

 

Najprej smo določili, ali netoksične koncentracije izvlečkov RA in CONH delujejo 

genotoksično na celice HepG2 (ali povzročata prelome DNK celic HepG2). 

Celice smo nasadili na ploščo z dvanajstimi luknjicami in ko so se prilepile na podlago, 

smo odstranili gojišče ter jih tretirali s svežim, ki je vsebovalo najvišjo netoksično 

koncentracijo vzorcev: RA 50 µg/ml in CONH 5 µg/ml. Ploščo smo inkubirali 21 ur (37°C, 

5 % CO2, vlažna atmosfera). Negativno kontrolo smo tretirali samo z gojiščem, pozitivno 

kontrolo pa z 0,75 mM IQ. Po inkubaciji smo odstranili gojišče in celice sprali z 1x PBS. 

Nato smo pripravili celično suspenzijo in pričeli s testom komet (glej Izvedba testa komet). 
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3.8.4 Ugotavljanje antigenotoksičnega delovanja vzorcev RA in CONH po izpostavitvi 

celic HepG2 tert-butil hidroperoksidu (t-BHP) 

 

3.8.4.1 Ugotavljanje antigenotoksičnega delovanja vzorcev RA in CONH ob izpostavitvi 

celic HepG2 t-BHP po predhodnem tretiranju celic z RA oziroma s CONH 

(predtretma) 

 

Celice smo nasadili na ploščo z dvanajstimi luknjicami in ko so se prilepile na podlago, 

odstranili gojišče ter jih tretirali s svežim, ki je vsebovalo različne koncentracije vzorcev 

RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml). Negativno in pozitivno 

kontrolo smo tretirali samo s svežim gojiščem. Ploščo smo inkubirali 21 ur (37°C, 5 % 

CO2, vlažna atmosfera). Po končani inkubaciji smo odstranili vzorce, celice sprali z 1x 

PBS. Nato smo za 20 minut v luknjice dodali v 1x PBS razredčen 0,5 mM t-BHP (v 

luknjico z negativno kontrolo smo dodali samo 1x PBS). Po 20-minutnem tretiranju smo 

vzorce odstranili, celice sprali z 1x PBS, pripravili celično suspenzijo in pričeli s testom 

komet (glej Izvedba testa komet).  

 

3.8.4.2 Ugotavljanje antiogenotoksičnega delovanja vzorcev RA in CONH po hkratnem 

tretiranju celic z RA oziroma s CONH in t-BHP (kotretma) 

 

Celice smo nasadili na ploščo z dvanajstimi luknjicami in ko so se prilepile na podlago, 

smo odstranili gojišče ter jih sprali z 1x PBS. Celice smo nato izpostavili različnim 

koncentracijam izvlečkov RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml), ki 

so bile pripravljene v 1x PBS v kombinaciji z 0.5 mM t-BHP. V luknjico z negativno 

kontrolo smo dodali samo 1x PBS, pozitivna kontrola pa je bil samo t-BHP (0.5 mM). 

Celice smo tretirali 20 minut, nakar smo vzorce odstranili, celice sprali z 1x PBS, pripravili 

celično suspenzijo in pričeli s testom komet (glej Izvedba testa komet).  
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3.8.4.3 Ugotavljanje antigenotoksičnega delovanja vzorcev RA in CONH po predhodnem 

tretiranju celic z RA oziroma s CONH  in po hkratnem tretiranju celic z RA 

oziroma s CONH in t-BHP (pred in kotretma) 

 

Celice smo nasadili na ploščo z dvanajstimi luknjicami in ko so se prilepile na podlago, 

smo odstranili gojišče ter jih tretirali s svežim, ki je vsebovalo različne koncentracije RA 

(0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml). Negativno in pozitivno kontrolo 

smo tretirali samo s svežim gojiščem. Ploščo smo inkubirali 21 ur (37°C, 5 % CO2, vlažna 

atmosfera). Po končani inkubaciji smo odstranili vzorce in celice sprali z 1x PBS. Celice 

smo nato izpostavili različnim koncentracijam izvlečkov RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in 

CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml), ki so bile pripravljene v 1x PBS v kombinaciji z 0.5 mM t-

BHP. V luknjico z negativno kontrolo smo dodali samo 1x PBS, pozitivna kontrola pa je 

bil samo t-BHP (0.5 mM). Celice smo tretirali 20 minut, nakar smo vzorce odstranili, 

celice sprali z 1x PBS, pripravili celično suspenzijo in pričeli s testom komet (glej Izvedba 

testa komet). 

 

3.8.5 Ugotavljanje antigenotoksičnega delovanja vzorcev RA in CONH ob izpostavitvi 

celic HepG2 mutagenu B[a]P (kotretma) 

 

Celice smo nasadili na ploščo z dvanajstimi luknjicami in ko so se prilepile na podlago, 

smo odstranili gojišče ter jih tretirali s svežim, ki je vsebovalo različne koncentracije RA 

(0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) v kombinaciji z B[a]P (končna 

koncentracija 40 µM). Negativno kontrolo smo tretirali samo s svežim gojiščem, pozitivno 

kontrolo pa samo z B[a]P (40 µM). Ploščo smo inkubirali 21 ur (37°C, 5 % CO2, vlažna 

atmosfera). Po končani inkubaciji smo odstranili vzorce, celice sprali z 1x PBS, pripravili 

celično suspenzijo in pričeli s testom komet (glej Izvedba testa komet). 

 

3.8.6 Ugotavljanje antigenotoksičnega delovanja vzorcev RA in CONH ob izpostavitvi 

celic HepG2 mutagenu PhIP (kotretma) 

 

Celice smo nasadili na ploščo z dvanajstimi luknjicami in ko so se prilepile na podlago, 

smo odstranili gojišče ter jih tretirali s svežim, ki je vsebovalo različne koncentracije RA 
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(0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) v kombinaciji s PhIP (končna 

koncentracija 80 µM). Negativno kontrolo smo tretirali samo s svežim gojiščem, pozitivno 

kontrolo pa samo z PhIP (80 µM). Ploščo smo inkubirali 21 ur (37°C, 5 % CO2, vlažna 

atmosfera). Po končani inkubaciji smo odstranili vzorce, celice sprali z 1x PBS, pripravili 

celično suspenzijo in pričeli s testom komet (glej Izvedba testa komet). 
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4 REZULTATI 

 

V prvem delu diplomske naloge smo želeli preveriti ali izvlečka rožmarinske kisline (RA) 

in karnozola ter karnozojske kisline (CONH) delujeta mutageno na bakterije vrste S. 

typhimurium, sev TA98. Predvsem pa nas je zanimal njun antimutageni potencial. 

 

4.1 Amesov test 

 

Najprej smo z Amesovim testom ugotavljali potencialno mutageno delovanje izvlečkov 

RA in CONH. Bakterije vrste S. typhimurium, sev TA98, smo izpostavili delovanju 

različnih koncentracij RA (0, 0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo) in CONH (0, 0.05, 0.1 in 0.2 

mg/ploščo) v odsotnosti in prisotnosti metabolne aktivacije S9. 

 

    
Slika 7: Relativno razmerje števila kolonij S. typhimurium seva TA98 (odnos med kontrolno skupino in 
skupinami tretiranimi z različnimi koncentracijami A) RA in B) CONH brez metabolne aktivacije) 
 
Bakterije S. typhimurium seva TA98 smo izpostavili različnim koncentracijam RA (0.05, 0.1 in 0.2 
mg/ploščo) in CONH (0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo). Za kontrolno skupino (koncentracija 0 mg/ploščo) smo 
namesto vzorca dodali sterilno vodo, za pozitivno kontrolo pa smo dodali 2-n-nonil-4-hidroksikvinolin 

N-
oksid (NQNO) v koncentraciji 500 ng/ploščo. Vsaka koncentracija je bila testirana v treh paralelkah. 
Rezultati so prikazani kot relativno razmerje med številom spontanih revertant pri kontroli in vzorčni skupini 
± SD. * predstavlja statistično značilno razliko glede na kontrolno skupino (Studentov t-test, p<0.05). 
 

 

Različne koncentracije vzorcev RA in CONH brez metabolne aktivacije niso statistično 

značilno povečale števila revertant v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna kontrola 2-

n-nonil-4-hidroksikvinolin 
N-oksid (NQNO 500 ng/ploščo) je inducirala statistično 
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značilno več revertant glede na kontrolno skupino in je povečala relativno razmerje med 

spontanimi in induciranimi revertanti za faktor 12 do 16 (Slika 7). 

 

    
Slika 8: Relativno razmerje števila kolonij S. typhimurium seva TA98 (odnos med kontrolno skupino in 
skupinami tretiranimi z različnimi koncentracijami A) RA in B) CONH z metabolno aktivacijo) 
 
Bakterije S. typhimurium seva TA98 smo izpostavili različnim koncentracijam RA (0.05, 0.1 in 0.2 
mg/ploščo) in CONH (0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo) ter mešanici za metabolno aktivacijo S9. Za kontrolno 
skupino (koncentracija 0 mg/ploščo) smo namesto vzorca dodali sterilno vodo, za pozitivno kontrolo pa smo 
dodali 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-kvinolin (IQ) v koncentraciji 10 ng/ploščo. Vsaka koncentracija je bila 
testirana v treh paralelkah. Rezultati so prikazani kot relativno razmerje med številom spontanih revertant pri 
kontroli in vzorčni skupini ± SD. * predstavlja statistično značilno razliko glede na kontrolno skupino 
(Studentov t-test, p<0.05). 
 

Različne koncentracije vzorcev RA in CONH z metabolno aktivacijo niso statistično 

značilno povečale števila revertant v primerjavi s kontrolno skupino. Pozitivna kontrola 2-

amino-3-metilimidazo[4,5-f]-kvinolin (IQ 10 ng/ploščo) je inducirala statistično značilno 

več revertantov glede na kontrolno skupino in je povečala relativno razmerje med 

spontanimi in induciranimi revertantami za faktor 6 (Slika 8). 

 

Ugotovili smo, da RA in CONH pri nobeni testirani koncentraciji brez ali v prisotnosti 

metabolne frakcije S9 nista delovala mutageno na bakterijski testni sistem. 
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Slika 9: Relativno razmerje števila kolonij S. typhimurium seva TA98 zraslih na ploččah, ki so bile 
izpostavljene različnim koncentracijam vzorcev A) RA in B) CONH skupaj z mutagenom NQNO 
 
Bakterije S. typhimurium seva TA98 z dodanim NQNO (500 ng/ploščo) smo izpostavili različnim 
koncentracijam RA (0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo) in CONH (0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo). Skupina brez 
dodanega izvlečka je služila kot kontrola, saj je bila izpostavljena le mutagenu (NQNO). Vsaka koncentracija 
je bila testirana v treh paralelkah. Rezultati so prikazani kot relativno razmerje med številom spontanih 
revertant pri kontroli in vzorčni skupini ± SD. * predstavlja statistično značilno razliko glede na kontrolno 
skupino (Studentov t-test, p<0.05). 
 

Nobena od testiranih koncentracij RA (0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo), ni značilno znižala 

števila z NQNO induciranih revertant.   

Izvleček CONH (0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo)  je pri vseh koncentracijah statistično značilno 

znižal število z NQNO induciranih revertant. Število induciranih revertantov je bilo 

znižano v odvisnosti od koncentracije CONH, pri najnižji koncentraciji za okrog 40% in 

pri najvišji za več kot 60% (Slika 9). 
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Slika 10: Relativno razmerje števila kolonij S. typhimurium seva TA98 zraslih na ploččah, ki so bile 
izpostavljene različnim koncentracijam vzorcev A) RA in B) CONH skupaj z IQ 
 
Bakterije S. typhimurium seva TA98 z dodanim IQ (10 ng/ploščo) smo izpostavili različnim koncentracijam 
RA (0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo) in CONH (0.05, 0.1 in 0.2 mg/ploščo) ter mešanici za metabolno aktivacijo 
S9. Skupina brez dodanega izvlečka je služila kot kontrola, saj je bila izpostavljena le mutagenu (IQ). Vsaka 
koncentracija je bila testirana v treh paralelkah. Rezultati so prikazani kot relativno razmerje med številom 
spontanih revertant pri kontroli in vzorčni skupini ± SD. * predstavlja statistično značilno razliko glede na 
kontrolno skupino (Studentov t-test, p<0.05). 
 

Izvleček RA je le pri najvišji koncentraciji (0.2 mg/ploščo) statistično značilno znižal 

število z IQ induciranih revertant, medtem ko nižje koncentracije niso povzročile 

statistično značilnega znižanja števila induciranih revertant.   

Izvleček CONH je pri vseh uporabljenih koncentracijah statistično značilno znižal število z 

IQ induciranih revertant. Zmanjšanje števila induciranih revertant je pokazalo 

koncentracijsko odvisnost. Pri najnižji koncentraciji je bilo število revertant zmanjšano za 

okrog 25% in pri najvišji za skoraj 70% (Slika 10). 

    

Pri vseh opravljenih testih je bilo ozadje na ploščah normalno (auksotrofne bakterije, ki so 

se delile le nekajkrat so bile enakomerno gosto prisotne na celi plošči), torej vzorca in 

mutagena na bakterije nista delovala toksično. 
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V drugem delu diplomske naloge smo ugotavljali potencialno citotoksično in genotoksično 

ter antioksidativno in antigenotoksično delovanje izvlečkov rožmarinske kisline (RA) in 

karnozola ter karnozojske kisline (CONH) na celični liniji humanega hepatoma, HepG2 

celicah. 

 

 

4.2 Test MTT 

 

S testom MTT smo najprej želeli ugotoviti, ali vzorca RA in CONH delujeta citotoksično 

na HepG2 celice.  

 

 
Slika 11: Določanje citotoksičnega delovanja vzorcev RA na celicah HepG2 s testom MTT 
 
Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam RA (0.5, 5, 25, 50 in 100 µg/ml) in nato 
ugotavljali živost celic s testom MTT. Celice kontrole smo izpostavili le gojišču. Rezultati so podani kot 
odstotek živih celic po izpostavitvi RA glede na kontrolo ± SD. 
 

Pri testiranju različnih koncentracij vzorca RA (0.5, 5, 25, 50 in 100 µg/ml) s testom MTT, 

smo ugotovili, da vzorec RA ni deloval citotoksično na celice HepG2 (Slika 11). 
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Slika 12: Določanje citotoksičnega delovanja vzorcev CONH na celicah HepG2 s testom MTT 
 
Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam CONH (0.5, 5, 25, 50 in 100 µg/ml) in nato 
ugotavljali živost celic s testom MTT. Celice kontrole smo izpostavili le gojišču. Rezultati so podani kot 
odstotek živih celic po izpostavitvi CONH glede na kontrolo ± SD. * predstavlja statistično značilno razliko 
glede na kontrolno skupino (p<0.05). 
 

Pri testiranju različnih koncentracij vzorca CONH s testom MTT smo ugotovili, da 

koncentracije 0.5 in 5 µg/ml ne vplivajo na preživetje celic HepG2, medtem ko so višje 

koncentracije (25, 50 in 100 µg/ml) statistično značilno znižale preživelost celic; pri 50 in 

100 µg/ml za več kot 95% (Slika 12).  
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4.3 Genotoksičnost RA in CONH 

 

Najprej smo želeli preveriti, ali najvišje koncentracije rožmarinske kisline (RA) in 

karnozola ter karnozojske kisline (CONH), ki pri testu MTT niso pokazale citotoksičnega 

delovanja na celice HepG2, same po sebi povzročajo poškodbe DNK. 

 

 

 

Slika 13: Določanje genotoksičnega delovanja vzorcev RA in CONH na celicah HepG2 s testom komet 
 
Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili najvišjim koncentracijam vzorcev RA (50 µg/ml) in CONH (5 
µg/ml), ki na celice ne delujejo toksično. Genotoksično delovanje smo ugotavljali s testom komet. Celice 
kontrole (K) smo izpostavili samo gojišču, celice pozitivne kontrole pa 0.75 mM IQ. Celoten poskus smo 
ponovili 3x in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNK v repu in 
prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je 
črta, ki razmejuje boks, srednje vrednosti so prikazane kot kvadrati (▫), maksimalne oziroma minimalne 
vrednosti kot –, 99% interval zaupanja pa kot x. Ročaji grafikona kvantilov predstavljajo 95-ti percentil; * 
statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Kruskal Wallis test, p<0.05).  
 

Rezultati so pokazali, da najvišje necitotoksične koncentracije vzorcev niso povzročile 

statistično značilno povišanega števila prelomov DNK (niso bile genotoksične) v 

primerjavi z negativno kontrolo, medtem ko je IQ, ki je služil kot pozitivna kontrola, 

povzročil statistično značilno večje število prelomov DNK (Slika 13). 
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Pri nadaljnjih poskusih ugotavljanja antigenotoksičnega delovanja RA in CONH smo 

uporabili koncentracije, ki niso citotoksične za HepG2 celice: RA: 0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml 

in CONH: 0.05, 0.5 in 5 µg/ml. 

 

 

4.4 Antigenotoksično delovanje izvlečkov RA in CONH proti poškodbam DNK 

povzročenimi s t-BHP (predtretma) 

 

Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam RA (0.05, 0.5, 5 in 50 

µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml), nato smo gojišče zamenjali z 1x PBS, ki je 

vseboval tert-butil hidroperoksidom (t-BHP) s končno koncentracijo 0.5 mM in tretirali 20 

minut. 
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Slika 14: Ugotavljanje antigenotoksičnega delovanja vzorcev A) RA in B) CONH ob izpostavitvi celic 
HepG2 oksidativnem agensu tert-butil hidroperoksidu (t-BHP) po predhodnem tretiranju celic z RA oziroma 
s CONH (predtretma) 
 
Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam vzorcev RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in 
CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml). Po inkubaciji smo celice za 20 minut izpostavili 0.5 mM t-BHP. Genotoksično 
delovanje smo ugotavljali s testom komet. Celice kontrole smo za 21 ur izpostavili samo gojišču, nato pa 20 
minut 1x PBS pufru. Pozitivna kontrola (koncentracija 0 µg/ml) je bila 21 ur izpostavljena samo gojišču, nato 
pa 20 min t-BHP. Celoten poskus smo ponovili 3x in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder. Rezultati so 
podani kot odstotek DNK v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa prikazujejo prvi in drugi 
interkvartilni razmik, mediana je črta, ki razmejuje boks, srednje vrednosti so prikazane kot kvadrati (▫), 
maksimalne oziroma minimalne vrednosti kot –, 99% interval zaupanja pa kot x. Ročaji grafikona kvantilov 
predstavljajo 95-ti percentil; * statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Kruskal Wallis test, 
p<0.05).  
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Rezultati so pokazali, da so pri poskusih, kjer smo celice HepG2 21 ur predtretirali z 

različnimi koncentracijami RA, vse testirane koncentracije RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) 

statistično značilno zmanjšale število poškodb, ki smo jih povzročili z oksidativnim 

agensom t-BHP. 

Pri poskusih, kjer smo celice HepG2 21 ur predtretirali z različnimi koncentracijami 

CONH, sta koncentraciji 0.5 in 5 µg/ml statistično značilno zmanjšali število poškodb, ki 

smo jih povzročili s t-BHP. Pri koncentraciji 0.05 µg/ml nismo ugotovili statistično 

značilnega zmanjšanja poškodb DNK v primerjavi s pozitivno kontrolo (Slika 14). 
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4.5 Antigenotoksično delovanje izvlečkov RA in CONH proti poškodbam DNK 

povzročenimi s t-BHP (kotretma) 

 

Celice HepG2 smo za 20 minut izpostavili različnim koncentracijam RA (0.05, 0.5, 5 in 50 

µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) skupaj z 0.5 mM t-BHP in tretirali 20 minut. 

 

 

 
Slika 15: Ugotavljanje antigenotoksičnega delovanja vzorcev A) RA in B) CONH po hkratnem tretiranju 
celic z RA oziroma s CONH in t-BHP (kotretma) 
 
Celice HepG2 smo za 20 minut izpostavili različnim koncentracijam vzorcev RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in 
CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) skupaj z 0.5 mM t-BHP. Celice kontrole smo za 20 ur izpostavili 1x PBS pufru. 
Pozitivna kontrola (koncentracija 0 µg/ml) je bila 20 minut izpostavljena samo t-BHP. Celoten poskus smo 
ponovili 3x in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNK v repu in 
prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je 
črta, ki razmejuje boks, srednje vrednosti so prikazane kot kvadrati (▫), maksimalne oziroma minimalne 
vrednosti kot –, 99% interval zaupanja pa kot x. Ročaji grafikona kvantilov predstavljjoa 95-ti percentil; * 
statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Kruskal Wallis test, p<0.05).  
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V poskusih, kjer smo celice hkrati izpostavili različnim koncentracijam RA (0.05, 0.5, 5 in 

50 µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) skupaj s t-BHP, smo ugotovili, da vzorca pri 

nobeni koncentraciji nista statistično značilno zmanjšala poškodb DNK, ki smo jih 

povzročili s t-BHP, v primerjavi s pozitivno kontrolo (Slika 15). 

 

 

4.6 Antigenotoksično delovanje izvlečkov RA in CONH proti poškodbam DNK 

povzročenim s t-BHP (pred- in kotretma) 

 

Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam RA (0.05, 0.5, 5 in 50 

µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml). Nato smo gojišče zamenjali z gojiščem, ki je 

vsebovalo enake koncentracije RA in CONH kot tekom predtretiranja ter 0.5 mM t-BHP in 

tretirali še 20 minut. 
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Slika 16: Ugotavljanje antioksidativnega delovanja vzorcev A) RA in B) CONH po predhodnem tretiranju 
celic z RA oziroma s CONH  in po hkratnem tretiranju celic z RA oziroma s CONH in t-BHP (pred in 
kotretma) 
 
Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam vzorcev RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in 
CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml). Po 21 urni inkubaciji smo celice HepG2 za 20 min izpostavili različnim 
koncentracijam vzorcev RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) v kombinaciji z 0.5 
mM t-BHP. Celice kontrole smo za 21 ur izpostavili samo gojišču in nato 20 minut 1x PBS pufru. Pozitivna 
kontrola (koncentracija 0 µg/ml) je bila 21 ur izpostavljena samo gojišču in nato 20 minut samo t-BHP. 
Celoten poskus smo ponovili 3x in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder. Rezultati so podani kot odstotek 
DNK v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, 
mediana je črta, ki razmejuje boks, srednje vrednosti so prikazane kot kvadrati (▫), maksimalne oziroma 
minimalne vrednosti kot –, 99% interval zaupanja pa kot x. Ročaji grafikona kvantilov predstavljajo 95-ti 
percentil; * statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Kruskal Wallis test, p<0.05). 
 

Rezultati so pokazali, da so pri poskusih, kjer smo celice HepG2 21 ur predtretirali z 

različnimi koncentracijami RA in nato še 20 minut z vzorci v kombinaciji s t-BHP, 

koncentracije 0.5, 5 in 50 µg/ml RA statistično značilno zmanjšale število poškodb, ki smo 

jih povzročili z oksidativnim agensom t-BHP, medtem ko najnižja koncentracija RA (0.05 

µg/ml) ni statistično značilno zmanjšala števila poškodb v primerjavi s pozitivno kontrolo. 
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Pri poskusih, kjer smo celice HepG2 21 ur predtretirali z različnimi koncentracijami 

CONH in nato še 20 minut z vzorci v kombinaciji s t-BHP, sta koncentraciji 0.5 in 5 µg/ml 

CONH statistično značilno zmanjšali število poškodb, ki smo jih povzročili z oksidativnim 

agensom t-BHP, medtem ko najnižja koncentracija CONH (0.05 µg/ml) ni statistično 

značilno zmanjšala števila poškodb v primerjavi s pozitivno kontrolo (Slika 16). 
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4.7 Ugotavljanje delovanja izvlečkov RA in CONH kot lovilcev prostih radikalov 

(test DPPH) 

 

V testu DPPH smo kot pozitivno kontrolo uporabili askorbinsko kislino (AK), ki je znan 

antioksidativen agens in deluje kot lovilec prostih radikalov.  

 

 
Slika 17: Ugotavljanje delovanja izvlečkov RA in CONH kot lovilcev prostih radikalov po 90 minutah 
 
Na mikrotitersko ploščo smo v vsako luknjico nanesli 100 µl vzorcev RA in CONH (štiri različne 
koncentracije obeh izvlečkov: 0, 5, 10, 50 in 100 µg/ml; za koncentracijo 0 µg/ml smo namesto izvlečka 
dodali 100 µl 1x PBS) in 100 µl DPPH (300 µM v 99.8 % etanolu), ki je bil dodan tik pred začetkom 
merjenja. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili askorbinsko kislino (AK), v koncentracijah 0, 5, 10, 50 in 
100 µg/ml (za koncentracijo 0 µg/ml smo namesto AK dodali 100 µl 1x PBS). Za slepo probo smo uporabili 
100 µl etanola in 100 µl 1x PBS, brez dodatka DPPH. Vsako koncentracijo smo nanesli v pet luknjic. Takoj 
po dodatku DPPH smo začeli meriti absorpcijo pri svetlobi valovne dolžine 515 nm. Reakcijo smo merili 90 
minut v 10-minutnih intervalih. Prikazani so rezultati po 90 minutah ± SD. 
 

Rezultati so pokazali, da sta RA in CONH učinkovita lovilca prostih radikalov, primerljiva 

z učinkovitostjo askorbinske kisline. 
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Slika 18: Sposobnost RA, CONH in AK (koncentracija 5 µg/ml) pri lovljenju DPPH prostih radikalov 
 
Na mikrotitersko ploščo smo v vsako luknjico nanesli 100 µl vzorcev RA in  CONH (s koncentracijo 5 
µg/ml) in 100 µl DPPH (300 µM v 99.8 % etanolu), ki je bil dodan tik pred začetkom merjenja. Kot 
pozitivno kontrolo smo uporabili askorbinsko kislino (AK) v koncentraciji 5 µg/ml. Vsak vzorec smo nanesli 
v pet luknjic. Takoj po dodatku DPPH smo začeli meriti absorpcijo pri svetlobi valovne dolžine 515 nm. 
Reakcijo smo merili 90 minut v 10-minutnih intervalih. Graf prikazuje rezultate sposobnosti lovljenja DPPH 
prostih radikalov vzorcev RA, CONH ter pozitivne kontrole AK (vsi s koncentracijo 5 µg/ml) v odvisnosti od 
časa. 
 

Rezultati so pokazali, da sta vzorca (RA in CONH) pri koncentraciji 5 µg/ml zmanjšala 

količino prostih radikalov v odvisnosti od časa.  
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4.8 Antigenotoksično delovanje izvlečkov RA in CONH proti poškodbam DNK 

povzročenim z BaP in PhIP 

 

V diplomski nalogi nas je zanimalo tudi, ali imata izvlečka RA in CONH poleg 

antigenotoksičnega potenciala zaradi antioksidativnega delovanja, tudi antigenotoksičen 

potencial proti delovanju prokarcinogenov:  benzo[a]pirena (B[a]P) in 2-amino-1-metil-6-

fenilimldazo[4,5-b]piridina (PhIP), ki povzročata poškodbe DNK, ki večinoma niso 

posledica tvorbe prostih radikalov. 

 

Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam RA (0.05, 0.5, 5 in 50 

µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) v kombinaciji s promutagenom B[a]P (40 µM).  
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Slika 19: Ugotavljanje antigenotoksičnega delovanja vzorcev A) RA in B) CONH ob hkratnem tretiranju 
celic z RA oziroma s CONH in B[a]P 
 
Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam vzorcev RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) ali 
CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) v kombinaciji z B[a]P (40 µM). Celice kontrole smo za 21 ur izpostavili samo 
gojišču. Pozitivna kontrola (koncentracija 0 µg/ml) je bila 21 ur izpostavljena gojišču s 40 µM B[a]P. 
Celoten poskus smo ponovili 3x in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder. Rezultati so podani kot odstotek 
DNK v repu in prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, 
mediana je črta, ki razmejuje boks, srednje vrednosti so prikazane kot kvadrati (▫), maksimalne oziroma 
minimalne vrednosti kot –, 99% interval zaupanja pa kot x. Ročaji grafikona kvantilov predstavljajo 95-ti 
percentil; * statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Kruskal Wallis test, p<0.05). 
 

Rezultati so pokazali, da je pri poskusih, kjer smo celice HepG2 21 ur izpostavljali 

različnim koncentracijam RA skupaj s 40 µM B[a]P, le RA pri najvišji koncentraciji 50 

µg/ml statistično  značilno zmanjšala število prelomov DNK, ki smo jih povzročili z B[a]P. 

Pri poskusih, kjer smo celice HepG2 21 ur izpostavili različnim koncentracijam CONH 

skupaj s 40 µM B[a]P,  sta koncentraciji 0.5 in 5 µg/ml statistično značilno zmanjšali 

število prelomov DNK, ki smo jih povzročili z mutagenom B[a]P. Pri koncentraciji 0.05 
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µg/ml nismo ugotovili statistično značilnega zmanjšanja števila prelomov DNK v 

primerjavi s pozitivno kontrolo (Slika 19). 

 

Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam RA (0.05, 0.5, 5 in 50 

µg/ml) in CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) v kombinaciji z mutagenom PhIP (80 µM).  

 

 

 
Slika 20: Ugotavljanje antigenotoksičnega delovanja vzorcev A) RA in B) CONH ob hkratnem tretiranju 
celic z RA oziroma s CONH in PhIP 
 
Celice HepG2 smo za 21 ur izpostavili različnim koncentracijam vzorcev RA (0.05, 0.5, 5 in 50 µg/ml) ali 
CONH (0.05, 0.5 in 5 µg/ml) skupaj s PhIP (80µM). Celice kontrole smo za 21 ur izpostavili samo gojišču. 
Pozitivna kontrola (koncentracija 0 µg/ml) je bila 21 ur izpostavljena gojišču z 80 µM PhIP. Celoten poskus 
smo ponovili 3x in znotraj poskusa analizirali po 50 jeder. Rezultati so podani kot odstotek DNK v repu in 
prikazani kot grafikon kvantilov. Robovi boksa prikazujejo prvi in drugi interkvartilni razmik, mediana je 
črta, ki razmejuje boks, srednje vrednosti so prikazane kot kvadrati (▫), maksimalne oziroma minimalne 
vrednosti kot –, 99% interval zaupanja pa kot x. Ročaji grafikona kvantilov predstavljajo 95-ti percentil; * 
statistično značilna razlika glede na kontrolno skupino (Kruskal Wallis test, p<0.05). 
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Rezultati so pokazali, da je pri HepG2 celicah izpostavljenih 0.5, 5 in 50 µg/ml RA v 

kombinaciji z 80 µM PhIP statistično značilno zmanjšano število prelomov DNK, v 

primerjavi s pozitivno kontrolo izpostavljeno le PhIP. Najnižja koncentracija RA (0.05 

µg/ml) ni statistično značilno zmanjšala števila prelomov DNK v primerjavi s pozitivno 

kontrolo. 

Pri poskusih, kjer smo celice HepG2 21 ur izpostavili različnim koncentracijam CONH 

skupaj z 80 µM PhIP,  sta koncentraciji 0.5 in 5 µg/ml statistično značilno zmanjšali 

poškodbe, ki smo jih povzročili z mutagenom PhIP. Pri koncentraciji 0.05 µg/ml nismo 

ugotovili statistično značilnega zmanjšanja poškodb DNK v primerjavi s pozitivno 

kontrolo (Slika 20). 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

5.1 Razprava 

 

Rožmarinska kislina, karnozol in karnozojska kislina so aromatske spojine, ki jih najdemo 

pri nekaterih družinah rastlin, med drugim tudi v družini usnatic (Lamiaceae), kamor spada 

rožmarin (Rosmarinus officinalis L.). Te spojine so do sedaj pokazale svojo biološko 

aktivnost na mnogih področjih, kjer so ugotovili njihovo antioksidativno, protivnetno, 

antimutageno, antikarcinogeno, antibakterijsko in antivirusno delovanje. Razvoj mnogih 

bolezni pri človeku je povezan z oksidativnim stresom, proti kateremu igrajo pomembno 

vlogo antioksidanti, ki jih najdemo v hrani (na primer vitamin C, vitamin E in karotenoidi). 

Opazili so tudi, da imajo nekatere fenolne snovi celo močnejše antioksidativno delovanje 

kot vitamin C in vitamin E (Aljadi in Kamaruddin, 2004). 

 

V diplomski nalogi smo želeli oceniti delovanje dveh izvlečkov rožmarina. Prvi je 

vseboval rožmarinsko kislino (RA), drugi pa karnozol in karnozojsko kislino (CONH). 

Preverili smo njuno citotoksično, genotoksično, mutageno, antimutageno, antigenotoksično 

in antioksidativno delovanje. 

 

Mutageno delovanje smo preverili z Amesovim testom. Pokazali smo, da ekstrakta RA in 

CONH do koncentracije 0.2 mg/ploščo (najvišja uporabljena koncentracija) na bakterije 

Salmonella typhimurium, sev TA98, nista delovala mutageno. Skupaj z metabolno 

aktivacijo izvlečka prav tako do koncentracije 0.2 mg/ploščo nista delovala mutageno, iz 

česar lahko povzamemo, da naša vzorca ne preideta v aktivno obliko po izpostavitvi z S9. 

V literaturi nismo zasledili drugih raziskav, ki bi preučevale mutagenost rožmarinske in 

karnozojske kisline ter karnozola. 

 

Nato smo z Amesovim testom preverili še antimutageno delovanje izvlečkov na bakterije 

Salmonella typhimurium, sev TA98. Izvleček RA ni deloval antimutageno ob uporabi 

neposrednega mutagena NQNO, medtem ko je izvleček CONH pri vseh treh preizkušenih 

koncentracijah statistično značilno znižal število induciranih revertant. Ob uporabi 

posrednega mutagena IQ in metabolne aktivacije S9, sta oba izvlečka delovala 



52 
Dobnik D. Antioksidativno in antigenotoksično delovanje izbranih snovi naravnega izvora. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2007  
 

antimutageno, vendar izvleček RA le pri najvišji uporabljeni koncentraciji. Sklepamo 

lahko, da je delovanje izvlečkov RA in CONH različno, saj izvleček RA ni imel vpliva na 

neposreden mutagen NQNO, medtem ko je proti posrednemu mutagenu IQ pokazal 

učinek. V literaturi podatkov o antimutagenem delovanju rožmarinske kisline nismo 

zasledili, za karnozol in karnozojsko kislino pa so Minnunni in sod. (1992) pokazali 

antimutageno aktivnost na bakterijah S. typhimurium seva TA102, vendar pri oksidativnem 

stresu povzročenem s t-BHP in H2O2. Podatkov, da karnozol in karnozojska kislina 

inhibirata delovanje mutagenov, v literaturi nismo zasledili. Lahko pa omenimo, da so 

Edenharder in sod. (1997) opravili raziskave s podobnimi snovmi (flavonoidi), kjer so na 

bakterijah S. typhimurium seva TA98 pokazali antimutageno delovanje proti IQ pri 

šestnajstih različnih flavonoidih. Za metabolno aktivacijo so uporabili frakcijo S105, 

vendar je bil mehanizem inhibicije pri dvajsetih flavonoidih zelo podoben kot pri frakciji 

S9. Konkretnega mehanizma delovanja niso ponudili. Miranda in sod. (2000) so ugotovili, 

da ksantohumol, ki je prav tako flavonoid,  pri bakteriji S. typhymurium TA98 deluje 

antimutageno proti IQ preko inhibicije aktivnosti citokroma P450. Tako lahko sklepamo, 

da izvlečka, ki smo jih uporabili, delujeta podobno, in sicer tako, da zavirata metabolno 

pretvorbo prokarcinogena v aktivno obliko. 

 

V naši diplomski nalogi smo na celicah HepG2 s testom MTT ugotovili, da izvleček RA 

pri testiranih koncentracijah (do 100 µg/ml) ni vplival na preživetje celic. Sklepamo lahko, 

da tudi višje koncentracije ne delujejo citotoksično, saj sta Huang in Zheng (2006) 

pokazala, koncentracije do 400 µg/ml ne vplivajo na preživetje endotelnih celic. Izvleček 

CONH je deloval citotoksično pri koncentraciji 25 µg/ml, medtem ko koncentracija 5 

µg/ml ni vplivala na preživetje HepG2 celic. Podobno so Dörrie in sod. (2001) ugotovili, 

da karnozol pri koncentraciji 9 µg/ml zniža viabilnost mononuklearnih krvnih celic, 

medtem ko pri koncentraciji 6 µg/ml znižanja viabilnosti niso opazili. Zanimivo pa je, da 

je karnozol pri koncentraciji 6 µg/ml po 24-urni izpostavitvi sprožil apoptozo celic pri B-

povezanih levkemijah, in sicer preko vpliva na izražanje Bcl-2 proteina, ki sodeluje pri 

apoptozi. Aruoma in sod. (1996) so pokazali, da karnozol pri koncentraciji 8 µg/ml ni 

toksičen za C8166 človeške limfoblastidne celice. V poskusih, ki so jih opravili Visanji in 

sod. (2006) pa karnozol na celice Caco-2 ni deloval citotoksično pri koncentraciji 16.5 
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µg/ml. Seveda je potrebno ponovno omeniti, da izvleček CONH vsebuje poleg karnozola 

tudi karnozojsko kislino in zato primerjave samo s karnozolom niso popolnoma zanesljive. 

 

Ugotavljali smo tudi, ali v brezceličnem mediju izvlečka RA in CONH delujeta kot lovilca 

prostih radikalov. Oba izvlečka sta dobro delovala kot lovilca prostih radikalov, saj smo ju 

lahko primerjali z učinkovitostjo askorbinske kisline, ki je znan antioksidant. Oba izvlečka 

sta pokazala izredno veliko sposobnost lovljenja DPPH radikala tudi prek daljšega časa, 

vendar se je po 90 minutah že opazilo nasičenje in zravnanje krivulje (Slika 18). Tudi Yesil 

Celiktas in sod. (2007) so z izvlečki, ki so vsebovali karnozol in karnozojsko kislino 

ugotovili visoko kapaciteto lovljenja prostih radikalov (najvišji uporabljeni koncentraciji 

sta bili 4 µg/ml za karnozol v kombinaciji s 25 µg/ml karnozojske kisline).  

 

Znano je, da mnogi antioksidanti v hrani delujejo kot lovilci prostih radikalov in na tak 

način zmanjšajo poškodbe DNK (Sierens s sod., 2001). Antigenotoksično delovanje 

izvlečkov RA in CONH proti oksidativnim poškodbam smo testirali s testom komet na 

celični liniji humanega hepatoma (HepG2 celice). Test komet je preprosta  in občutljiva 

tehnika za analizo poškodb DNK na nivoju posameznih celic. Znanstveniki so to metodo 

že velikokrat uporabili v študijah o učinkih reaktivnih kisikovih zvrsti na DNK ter o 

delovanju nekaterih naravnih antioksidantov.  

 

Za testiranje antigenotoksičnega delovanja izvlečkov smo uporabili koncentracije, ki na 

celice HepG2 niso delovale citotoksično in genotoksično, kar smo predhodno določili s 

testom MTT in testom komet. Poškodbe DNK smo povzročili z oksidativnim agensom t-

BHP (tert-butil-hidroperoksid), zaznali pa smo jih kot prelome DNK v repu kometov po 

elektroforezi. Oksidativno delovanje t-BHP je odvisno od reaktivnih kisikovih zvrsti, t-

BHP radikalov in železovih ionov znotraj celice in vpliv na te dejavnike lahko zmanjša 

raven poškodb DNK (Lima s sod., 2006). Preveriti smo želeli, na kakšen način izvlečka 

delujeta antigenotoksično, zato smo v ločenih poskusih celice 1) izpostavili izvlečkoma (za 

21 ur) ter nato za 20 minut t-BHP (predtretma), 2) za 20 minut samo skupaj izvlečkoma ter 

t-BHP (kotretma) in 3) izpostavili izvlečkoma (za 21 ur) ter nato za 20 minut skupaj 

izvlečkoma in t-BHP (pred- in kotretma). 
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V poskusih, kjer smo celice najprej izpostavili izvlečkoma ter nato t-BHP je izvleček RA, 

pri vseh uporabljenih koncentracijah, statistično značilno zmanjšal poškodbe DNK. 

Izvleček CONH je statistično značilno znižal poškodbe DNK pri koncentracijah 0.5 in 5 

µg/ml, pri najnižji 0.05 µg/ml pa ne (Slika 14), kar kaže, da je nekoliko manj učinkovit od 

RA. Sklepamo lahko, da tekom predtretiranja RA in CONH vzpostavita zaščito, ki varuje 

celice proti kasnejši izpostavitvi oksidativnemu stresu. Možno razlago za ta pojav ponujajo 

Perez-Fons in sod. (2006), ki so pokazali, da diterpeni iz rožmarina utrdijo celično 

membrano, kar lahko pripomore k njihovi antioksidativni kapaciteti, saj je tako otežena 

difuzija prostih radikalov preko membrane. Ker so bile celice dlje časa (21 ur) 

izpostavljene izvlečkom, so ti lahko prešli tudi v notranjost celic. Fenolne spojine lahko 

vzdržujejo normalno raven reduciranega glutationa (GSH) v celici, ki ob izpostavitvi t-

BHP upade, kar povzroči celično smrt (Lima s sod., 2006). Iz tega lahko sklepamo, da sta 

izvlečka RA in CONH delovala antigenotoksično proti t-BHP z utrditvijo celične 

membrane kar je vplivalo na prehod t-BHP v celico, znotraj celic pa preko vpliva na GSH 

obvarovala celice pred oksidativnimi poškodbami s t-BHP.  

 

V poskusih s testom DPPH smo ugotovili, da izvlečka RA in CONH delujeta kot dobra 

lovilca prostih radikalov, zato nas je zanimalo ali lahko celice neposredno zaščitita pred 

oksidativnim stresom, ki smo ga povzročili z oksidativnim agensom t-BHP. Rezultati, ki 

smo jih dobili pri naših pogojih izpostavitve celic, so pokazali, da izvlečka nista zaščitila 

celic. Razlog za to je verjetno ta, da se t-BHP, ki je analog vodikovega peroksida, v celici 

najprej pretvori v prosti radikal in šele nato povzroča poškodbe. Tako je verjetno čas, ki 

smo ga izbrali (20 minut) prekratek, da bi prišlo do pretvorbe t-BHP v radikal ter hkrati do 

zaščite DNK z izvlečkoma, ki smo jih po 20 minutah odstranili. V primeru, da bi podaljšali 

čas kotretmaja, bi morda dobili zaščiten učinek izvlečkov. Ta rezultat torej nakazuje na 

dejstvo, da izvlečka RA in CONH delujeta antigenotoksično v daljšem časovnem okvirju, 

kjer sprožita druge načine obrambe, ne le neposredno lovljenje prostih radikalov. Naša 

izvlečka spadata med fenolne substance, za katere je znano, da delujejo tudi kot kelatorji 

kovinskih ionov, ki so pomembni za oksidativno delovanje t-BHP. Znižanje količine 

kovinskih ionov bi tako lahko tudi zmanjšalo delovanje t-BHP (Rice-Evans s sod., 1996).  

V tako kratkem času (20 minut) pa izvlečka najverjetneje ne preideta v celice, kjer bi lahko 

s keliranjem železovih ionov znižala delovanje t-BHP (povzeto v Lima s sod., 2006). Prav 
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tako, v primeru da izvlečka ne prideta v celico, ne moreta vplivati na druge obrambne 

mehanizme, kot je na primer vzdrževanje normalnega nivoja GSH in povečanje aktivnosti 

glutation S-transferaze (Lima s sod., 2005). 

 

V zadnjem delu diplomske naloge smo želeli ugotoviti, ali imata izvlečka RA in CONH 

antigenotoksičen učinek na celice HepG2, če jih izpostavimo delovanju okoljskega 

mutagena benzo[a]pirena (B[a]P) in prehrambenega mutagena 2-amino-1-metil-6-

fenilimldazo[4,5-b]piridina (PhIP). Celice smo hkrati izpostavili izvlečkom in mutagenom 

za 21 ur (kotretma). 

 

Oba izvlečka sta zmanjšala število poškodb DNK, povzročenih z mutagenom B[a]P. Tudi 

Offord in sod. (1997) so pokazali, da je izvleček rožmarina (oziroma njegove aktivne 

komponente, kot na primer karnozol) potencialen inhibitor tvorbe poškodb DNK 

povzročenih z B[a]P (deluje antikarcinogeno), in sicer preko vsaj dveh mehanizmov: (i) 

preko inhibicije metabolne aktivacije prokancerogenov z encimi faze I (citokrom P450); 

(ii) z indukcijo detoksifikacijske poti katalizirane z encimi faze II, kot je na primer 

glutation S-transferaza. Da rožmarinska kislina in karnozol stimulirata aktivnost encimov 

faze II (glutation S-transferaza, NAD(P)H kinon reduktaza) je pokazal tudi Singletary 

(1996). Najpomembnejši encim za pospeševanje z B[a]P inducirane karcinogeneze v jetrih 

je citokrom 1A1 (CYP1A1) (Drahushuk s sod., 1998). V primeru, da ga je v celicah malo, 

B[a]P z vezavo na receptor za aromatske ogljikovodike sproži prepis genov za CYP1A1. 

Miši z utišanim genom za ta receptor so bile odporne na nastanek kožnih tumorjev 

induciranih z B[a]P (Nebert s sod., 2004). Wen in sod. (2005) so pokazali, da pride do 

najvišjega nivoja povezovanja B[a]P z DNK pri celicah HepG2 po 6 urah od izpostavitve, 

prav tako pa po 6 urah pride do najvišje aktivnosti CYP1A1. Pokazali so tudi, da polifenol 

5-hidroksi-7-metoksiflavon (20 µM) že ob 6-urnem kotretmaju učinkovito odstrani 

CYP1A1 protein, medtem ko nivo izražanja mRNK ostaja visok dlje časa (do 48 ur). Tsuji 

in Walle (2007) menita, da ob kotretmaju jetrnih celic postrvi s polifenoli in B[a]P pride do 

inhibicije CYP1A1 na ravni proteina, prav tako pa se prepreči vezava B[a]P na DNK. 

Zaključimo lahko, da naša izvlečka varujeta pred poškodbami DNK tako, da inhibirata 

aktivacijo B[a]P z zaviranjem aktivnosti ali izražanja CYP1A1 in s stimulacijo izražanja 

encimov faze II. 
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Izvlečka sta ob kotretmaju zmanjšala število poškodb DNK, povzročenih z mutagenom 

PhIP. Thomas in sod. (2006) so ugotovili, da se ob izpostavitvi celične linije MCF10A 

mutagenu PhIP poveča izražanje večjega števila genov za citokrome P450, med drugim 

tudi tistih, ki katalizirajo aktivacijo PhIP-a. Nozawa in sod. (2006) so ugotovili, da je 

liofilizirano pivo v kombinaciji z mutagenom PhIP povzročilo povečano aktivnost 

glutation S-transferaze v jetrih podgan in znižalo aktivnost citokroma 1A2 ter zmanjšalo 

število DNK aduktov. Tako lahko sklepamo, da izvlečka RA in CONH ščitita pred 

genotoksičnostjo PhIP tako, da stimulirata delovanje encimov faze II in/ali inhibirata 

delovanje encimov I faze (citokrom 1A2).  
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5.2 Sklepi 

 

Na podlagi dobljenih rezultatov smo oblikovali naslednje sklepe: 

 

• Izvleček karnozola in karnozojske kisline (CONH) je v testnem sistemu z bakterijo 

Salmonella typhimurium, sev TA98, pokazal močno antimutageno delovanje. V 

odvisnosti od koncentracije je znižal število revertant induciranih z neposrednim 

(4-nitrokvinolin-N-oksid – NQNO) in posrednim (2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-

kvinolin – IQ) mutagenom. 

 

• Izvleček rožmarinske kisline (RA) je v testnem sistemu z bakterijo S. typhimurium 

TA 98 pokazal šibko antimutageno delovanje le proti posrednemu mutagenu IQ, 

medtem ko ni deloval antimutageno proti neposrednemu mutagenu NQNO.   

 

• Za celice humanega hepatoma HepG2 je izvleček CONH bolj citotoksičen kot 

izvleček RA. Izvleček RA pri koncentracijah do 100 µg/ml ni deloval toksično, 

medtem ko je bil izvleček CONH toksičen že pri koncentraciji 25 µg/ml. 

 

• RA in CONH sta v brezceličnem mediju delovala kot učinkovita lovilca prostih 

radikalov. Njuna učinkovitost je primerljiva z učinkovitostjo askorbinske kisline. 

 

• Pri predtretmaju HepG2 celic sta oba izvlečka, RA in CONH, delovala 

antigenotoksično proti poškodbam DNK povzročenim z oksidativnim stresom, 

medtem ko pri kotretmaju nista bila učinkovita. To kaže, da je njuno 

antigenotoksično delovanje posledica preprečevanja vstopa oksidanta v celico in/ali 

vplivov na znotrajcelične antioksidativne procese. 

 

• Oba izvlečka, RA in CONH, sta delovala antigenotoksično proti poškodbam DNK 

povzročenim z okoljskim mutagenom benzo[a]pirenom (B[a]P) in prehrambenim 

mutagenom 2-amino-1-metil-6-fenilimldazo[4,5-b]piridinom (PhIP). BaP in PhIP 



58 
Dobnik D. Antioksidativno in antigenotoksično delovanje izbranih snovi naravnega izvora. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2007  
 

sta posredna mutagena in sklepamo, da je mehanizem antigenotoksičenga delovanja 

verjetno povezan z vplivom na inhibicijo metabolne aktivacije teh mutagenov. 

 

• Izvlečka rožmarina sta v naših raziskavah pokazala učinkovito zaščitno delovanje 

proti genotoksičnim učinkom oksidativnega stresa in posrednih mutagenov, kar 

kaže na njuno potencialno uporabo za razvoj prehranskih dodatkov ali pa 

farmacevtskih pripravkov z zaščitnim delovanjem proti nastanku raka. 
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6 POVZETEK (SUMMARY) 

 

V organizmih se reaktivne kisikove zvrsti (ROS) tvorijo kot stranski produkt aerobnega 

metabolizma, nastajajo pa lahko tudi pod vplivom različnih drugih dejavnikov (na primer 

izpostavljenost onesnaženemu okolju, kajenje, infekcije...). Poleg tega smo ljudje in drugi 

organizmi v okolju izpostavljeni tudi številnim drugim mutagenim karcinogenom. Za 

široko izpostavljenost ljudi so med najpomebnejšimi snovmi s takšnim delovanjem 

poliaromatski ogljikovodiki, ki nastajajo pri nepopolnem izgorevanju ter karcinogeni, ki 

nastajajo pri toplotni obdelavi nekaterih živil. Aerobni organizmi, med njimi tudi ljudje, so 

tekom evolucije razvili mehanizme za zaščito pred škodljivimi vplivi ROS in mutagenov. 

V primeru, kadar obramba pred takšnim stresom odpove, lahko pri človeku pride do 

razvoja številnih degenerativnih bolezni, kot so rak, bolezni srca in ožilja. Negativen vpliv 

ROS in mutagenov lahko zmanjšamo z ustrezno prehrano, ki vsebuje antioksidativne in 

antigenotoksične učinkovine, kot na primer askorbinsko kislino ali flavonoide. Snovi z 

antioksidativnimi lastnostmi najdemo tudi v zdravilnih rastlinah, katere ljudje uporabljajo 

tudi v prehrani in ena izmed njih je rožmarin (Rosmarinus officinalis L.). 

 

Rožmarin je olesenela zimzelena večletna rastlina, ki izvira iz južne Evrope in pripada 

družini usnatic (Lamiaceae). Vsebuje flavonoide, fenole, terpenoide in hlapna olja.  

 

V diplomski nalogi smo ugotavljali antimutagene, antioksidativne in antigenotoksične 

lastnosti dveh izvlečkov iz rožmarina. Izvleček RA je vseboval rožmarinsko kislino, 

izvleček CONH pa karnozol in karnozojsko kislino. Poskusi za ugotavljanje 

antimutagenosti so potekali na bakterijah Salmonella typhimurium, sev TA98. Mutacije 

smo inducirali z dvema mutagenoma, 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-kvinolinom (IQ) in 

4-nitrokvinolin-N-oksidom (NQNO) ter z Amesovim testom spremljali antimutageno 

delovanje. Antigenotoksičnost smo testirali na celični liniji humanega hepatoma (HepG2 

celice), ki ima ohranjeno metabolno aktivnost in ima aktivne encime I in II faze. S testom 

MTT smo preverili tudi citotoksičnost obeh izvlečkov za HepG2 celice. Poškodbe DNK 

smo povzročili z oksidativnim agensom t-BHP (tert-butil hidroperoksid) in z mutagenoma 

PhIP (2-amino-1-metil-6-fenilimldazo[4,5-b]piridin) ter B[a]P (benzo[a]piren). Zaščitno 

delovanje izvlečkov smo spremljali s testom komet. Antioksidativno delovanje smo 
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preverili v brezceličnem testnem sistemu kot neposredno sposobnost lovljenja prostih 

radikalov s testom DPPH.  

 

Rezultati Amesovega testa so pokazali, da izvleček CONH deluje antimutageno, saj je 

koncentracijsko odvisno znižal število z neposrednim in s posrednim mutagenom 

induciranih revertantov, medtem ko je izvleček RA pokazal zelo šibko antimutageno 

delovanje, saj je znižal število z IQ (posrednim mutagenom) induciranih revertantov, ne pa 

tudi revertantov povzročenih z neposrednim mutagenom NQNO. 

 

S testom MTT smo določili najvišje necitotoksične koncentracije obeh izvlečkov za 

HepG2 celice, pri katerih smo nato ugotavljali antigenotoksično delovanje. RA pri 

koncentracijah do 100 µg/mL ni bil citotoksičen, medtem ko je bil CONH pri 

koncentracijah nad 25 µg/mL citotoksičen. 

 

Antigenotoksično delovanje izvlečkov na HepG2 celice po oksidativnem stresu smo 

določali s tremi različnimi načini izpostavitve celic. Najprej smo celice predtretirali z 

izvlečkoma in jih nato izpostavili oksidativnemu stresu s t-BHP. V drugem poskusu smo 

celice hkrati izpostavili izvlečkoma in t-BHP. Zadnji tretma je obsegal tako predtretma z 

izvlečkoma kot tudi hkratno tretiranje z izvlečkoma in t-BHP. Oba izvlečka sta v poskusih, 

ki sta vključevala predtretma, celice zaščitila pred poškodbami DNK. Pri hkratnem 

tretiranju z izvlečki in t-BHP pa nismo zaznali antigenotoksičnega delovanja, verjetno 

zaradi kratkega časa inkubacije z izvlečki. 

 

Test antioksidativnosti oziroma sposobnosti lovljenja prostih radikalov v brezceličnem 

mediju je pokazal, da sta oba izvlečka učinkovita lovilca prostih radikalov, saj je bilo njuno 

delovanje primerljivo z delovanjem znanega antioksidanta, askorbinske kisline. 

 

Izvlečka sta pokazala antigenotoksično delovanje tudi proti poškodbam DNK povzročenim 

s pro-mutagenoma B[a]P ter PhIP. 

 

Raziskava je pokazala, da imata izvlečka rožmarinske kisline antimutageni, 

antigenotoksični in antioksidativni potencial.  
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