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1. UVOD



1.1 Micromeria croatica

Biljke roda Micromeria pripadaju porodici Lamiaceae i obuhvadaju 70-ak vrsta od ¢ega
se njih 9 nalazi na podrucju Hrvatske (Kremer i sur. 2011). Rasprostranjene su na
makronezijskom i mediteranskom podrucju, u sjevernoj Africi, Indiji i Kini (Brauchler i sur.
2008). Biljke ovog roda imaju tradicionalno Siroku primjenu u kuhinji te kao insekticidi i
herbicidi. Smatra se da imaju pozitivan ucinak kod lije¢enja bolesti srca, glavobolje, prehlade,
rana te koznih infekcija (Duru i sur. 2004; Stojanovic¢ i Pali¢ 2008). Najpoznatiji predstavnici
ovog roda u Hrvatskoj su svakako endemske M. croatica (Pers.) Schott i M. thymifolia (Scop.)
Fritsch dok je M. juliana (L.) Bentham ex Reichenb karakteristicna za cijelo mediteransko

podrucje.

Micromeria croatica (hrvatska bresina) nadena je na podrucju Kleka, Velebita, Postaka,
Dinare, Like, Krbave, donjeg dijela kanjona Cetine te u susjednim zemljama alpskog i
subalpskog podruéja (Samec 2013). Raste na visini od 150 do 2000 m. To je viegodinja
bilijka veli¢ine od 5 do 30 cm ruziasto-ljubicastih cvjetova i dlakavih listova bez peteljke

(Kremer i sur. 2011).

Micromera croatica Bilg: F, Oberwinkier 8,7.2003, Botanischer Garten Tubingen

Slika 1. Micromeria croatica (Nikoli¢ i sur., 2001).



M. croatica, kao i ostale vrste tog roda, imaju dokazano jako antioksidacijsko
djelovanje povezano s udjelom polifenolnih spojeva (Nikoli¢ i Reetnik 2007; Samec 2013). U
biljci M. croatica identificirano je nekoliko polifenolnih spojeva, a to su flavonoidi, fenolne
kiseline ruzmarinska i klorogenska te tanini. RuZmarinska kiselina je najzastupljeniji spoj, a
ukupni udio fenolnih kiselina iznosi 6,84%, iza Cega slijede tanini s udjelom od 6,08% te
flavonoidi s 0,01% (Nikoli¢ i ReSetnik 2007). Polifenoli se danas sve viSe istrazuju zbog svoje

velike potencijalne primjene u medicini (Samec 2013).

1.2  Moltkia petraea

Rod Moltkia pripada porodici Boraginaceae. U Hrvatskoj nalazimo samo jednu vrstu
roda Moltkia (lasinje) a to je Moltkia petraea (Tratt.) Griseb. dok u svijetu postoji 5 vrsta
rasprostranjenih kroz isto¢ni Mediteran. U Hrvatskoj je M. petraea rasprostranjena duz obale
sredidnje Dalmacije, prema jugu te na otocima Korcula, Mljet i Sipan (Samec 2013). Ova vrsta
spada u ilirsko-balkanske endemicne vrste jer ju, osim u Hrvatskoj, nalazimo i u Bosni i
Hercegovini, Crnoj Gori, Albaniji, Makedoniji i Grckoj gdje se ocuvala zahvaljujudi zasticenosti
unutar klanaca tih podrucja tokom zadnjeg ledenog doba (Georgiou i sur. 1999). Raste na
vapnenackoj podlozi na stijenama i liticama od 10 m nadmorske visine sve do 2000 m
nadmorske visine. Preferira osuncane i tople poloZaje, a raste kao gusti grm visine do 40 cm.
Listovi su zavrnutih rubova, a cvjeta u kasno proljece i ljeti ljubiasto-plavim cjevastim

cvijetovima (Zovko Konci¢ i sur. 2010).

Slika 2. Moltkia petraea (Nikoli¢ i sur., 2001).



Moltkia sadrzi razlicite polifenolne spojeve. Njihov udio znatno varira u razliCitim
organima biljke, a takoder ovisi i o lokalitetu na kojem se biljka nalazi. Najveéi udio ukupnih
polifenolnih spojeva pronaden je u listovima M. petraea, stoga sam upravo taj dio koristila za
svoje eksperimente. Kava kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina u cvjetovima biljke, s
koncentracijom od 110,8 do 192,2 pug/g, dok je u listovima najzastupljenija 4-
hidroksibenzojeva kiselina s koncentracijama koje variraju od 25,5 do 126,4 ug/g. Ostale
zastupljenije fenolne kiseline kod M. petraea su protokatehinska, salicilna, gentisticna,
ferulinska, vanilinska, 4-kumarinska, sinapinska... U najmanjim koncentracijama u oba
organa biljke prisutna je siringi¢na kiselina s koncentracijama od 1 do 3,1 ug/g (Zovko Konci¢
i sur. 2010). Sinapinska kiselina nije pronadena u slobodnom obliku ve¢ samo u glikozidno

vezanoj formi zbog visokog stupnja glikozilacije in vivo.

1.3 Reaktivni radikali kisika

Reaktivni radikali kisika (ROS, engl. reactive oxygen species) su molekule s
nesparenim elektronom zbog kojeg mogu sudjelovati u brojnim kemijskim reakcijama, a
najpoznatiji su superoksid (0,""), hidroksil (OH®), peroksil (RO,"), alkoksil (RO®) te vodikov
peroksid (H,0,) (Wiseman i Halliwell 1996). Reaktivni kisikovi radikali mogu biti veoma
opasni ukoliko reagiraju s bioloskim molekulama kao Sto su DNA, proteini ili lipidi jer im pri

tome mijenjaju strukturu te ih tako ostecuju narusavajuéi njihovu funkciju.

1.3.1 Nastanak reaktivnih radikala kisika

loniziraju¢e zracenje dovoljno je velike energije da moZe uzrokovati razmjestanje
elektrona unutar atoma, a ako se to dogodi na molekuli vode nastanu slobodni kisikovi
radikali procesom koji nazivamo radioliza. 1z vode najprije nastane hidroksil, zatim vodikov
peroksid te superoksid, pri ¢emu se u svakom koraku izgubi po jedan elektron. Vodikov
peroksid moZe revertirati u hidroksil primanjem elektrona s iona Zeljeza Fentonovom
reakcijom, a Zeljezo se nakon toga obnavlja primanjem elektrona sa superoksidnog radikala

(Pecorino 2012).



Slobodni radikali kisika takoder nastaju i prirodno u stanici njenim aerobnim
metabolizmom, odnosno na mitohondrijskim membranama za transport elektrona
(Ambrosio i sur. 1993). Ti slobodni radikali ¢es¢e ostecuju mitohondrijsku DNA koja je puno
blize mjestu njihova nastanka nego jezgrena DNA, a takoder i zato Sto ne sadrZi zasStitne
histone i ima manje efikasne mehanizme popravka. Ostecenja mitohondrijske DNA ¢esto su
povezana s neurodegenerativnim bolestima. Kada se koli¢ina ROS-a u stanici znatno poveda
te premasuje mogucnosti obrambenih mehanizama, kazemo da je stanica u stanju

oksidativnog stresa (Sharma i sur. 2012).

1.3.2 Ostecenja bioloskih molekula

NajéeSca ostecenja DNA koja nastaju reakcijom s ROS su tockaste mutacije,
pregradnje, delecije, insercije, amplifikacije ¢este u tumorskim stanicama, te se stoga ROS-
evi smatraju i karcinogenima. ROS-evi takoder mogu mijenjati aktivnost proteina i gena
odgovornih za proliferaciju stanica, diferencijaciju i apoptozu ¢ime dolazi do deregulacije
ovih procesa (Cerutti 1994). Konvertiraju guanin u 8-hidroksiguanin sto moze uzrokovati
promijenjenu metilaciju citozina, koja je inae veoma bitan mehanizam genske regulacije
(Weitzman i sur. 1994). Bitno je naglasiti da razli¢iti ROS-evi uzrokuju drugacija ostecenja,
npr. hidroksil moZe promijeniti strukturu sve Cetiri dusSicne baze, dok superoksid i vodikov
peroksid uopcée ne reagiraju s bazama (Wiseman i Halliwell 1996). Reakcijom hidroksila sa
Se¢erom u DNA nastaju jednolancani lomovi. Hidroksil je jedan od najreaktivnijih kisikovih
radikala, ali zato i manje opasan za DNA jer ne stigne uci u jezgru stanice i oStetiti DNA u
svom reaktivnom obliku. 1z tog razloga vodikov peroksid puno ¢esée oste¢uje DNA bududi da,
kako nema nesparenih elektrona, ima dovoljno vremena difundirati kroz membranu i uéi u

jezgru (Pecorino 2012).

ROS-evi osteduju lipide napadom na dvostruku vezu izmedu dva ugljikova atoma ili
estersku vezu izmedu glicerola i masne kiseline te dolazi do peroksidacije lipida. Na taj se
nacin narusava normalna funkcija membranskih i topivih lipida u stanici. Kvantifikacija
peroksidacije lipida se Cesto koristi kao indikator oSteéenosti stani¢nih membrana ROS-

evima.



Ostecenja na proteinima dijelimo na direktna kao Sto su nitrozilacija, karbonilacija,
stvaranje disulfidnih veza, glutationizacija te indirektna oStec¢enja konjugacijom s produktima
peroksidacije masnih kiselina (Yamauchi i sur. 2008). Posljedica ovakvih osteéenja su
modifikacije specificnih aminokiselina, fragmentacije peptidnog lanca, promijenjen elektri¢ni
naboj proteina te pojacana sklonost proteolizi. Spomenuta karbonilacija proteina koristi se
kao indikator opée oStecenosti proteina stanice ROS-evima (Mgller i Kristensen 2004). Za
ostecenu DNA postoje mnogi mehanizmi popravka, npr. glikozilaze za oksidirane baze.
Osteceni proteini se pak uklanjaju proteazama, a peroksidirani lipidi glutation peroksidazom

(Ames i sur. 1993).

1.4 Antioksidansi

Antioksidansi imaju veoma bitnu ulogu u redukciji slobodnih radikala kisika ¢ime se
sprjeava oksidacija nizvodnih molekula. Antioksidansi imaju posebnu strukturu koja im
omogucuje da ostaju nepromijenjeni ¢ak i kada prime nespareni elektron s molekule ROS-a i
time ju neutraliziraju. Medutim, moguce je da neka od nastalih oSteédenja ostanu
nepopravljena, sto zatim dovodi do narusavanja raznih funkcija unutar stanice, spomenutih u
prethodnom poglavlju. To se posebno dogada pri oksidativnom stresu kada razina ROS-a
poraste te mehanizmi popravka ne mogu efikasno uklanjati sva nastala oste¢enja. Veoma je
bitno odrzavati ravnotezu antioksidansa u tijelu, stoga je potrebno uz endogene
antioksidanse, unositi dodatne zdravom prehranom (Ames i sur. 1993). Antioksidansa najvise

ima u vocu, povréu, Zitaricama, tamnoj ¢okoladi...

Antioksidanse dijelimo na enzimatske i neenzimatske. Neki od najznacajnijih
enzimatskih antioksidansa su superoksid dismutaza, katalaza, askorbat peroksidaza i
glutation reduktaza. Superoksid dismutaza je metaloenzim zasluZan za dismutaciju 0,"” u
H,0, i O,; nalazi se u citosolu, mitohondrijima, peroksisomima, a kod biljnih stanica i u
kloroplastima. Katalaza pak sudjeluje u dismutaciji dvije molekule H,0, u vodu i kisik. To je
tetrameran enzim koji sadrzi molekulu hema, a najviSe ga nalazimo u peroksisomima gdje
H,0, nastaje tijekom B-oksidacije masnih kiselina (Del Rio i sur. 2006). Askorbat, glutation,
karotenoidi i polifenoli su neki od najvaznijih neenzimatskih antioksidansa. Askorbat je

najzastupljeniji antioksidans pronaden u svim tipovima biljnih stanica i veoma je bitan za
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zastitu membrana jer reagira direktno s O," i H,0,. Polifenoli su sekundarni metaboliti
biljaka sa snaznim antioksidativnim svojstvima zahvaljuju¢i moguénosti da doniraju elektron
ili vodikov atom slobodnim radikalima. Gradeni su od aromatskog prstena s —OH ili -OCH;
supstituentima koji su veoma bitni za njihovu funkciju. Polifenolno zastitno djelovanje
ocituje se na nekoliko razina. Mogu kelirati metalne ione, inhibirati peroksidaciju lipida,
modificiraju lipidne membrane kako bi bile manje propusne za ROS-eve (Arora i sur. 2000).

Polifenoli se danas istrazuju zbog velike potencijalne primjene u medicini i farmaciji.

1.5 Telomere

1.5.1 Struktura telomera

Telomere su nukleoproteinske strukture na krajevima linearnih kromosoma ¢ija je
uloga prvenstveno ocuvanje integriteta i strukture kromosoma. Sastoje se od velikog broja
uzastopno ponavljajuce sekvence DNA. Velik udio nukleotida G u ponavljajucoj sekvenci DNA
karakteristi¢an je za telomere, medutim sama sekvenca nije univerzalna i razlikuje se medu
skupinama eukariota. Kod kraljeSnjaka telomere ¢ine ponavljajuci sljedovi heksanukleotida
(TTAGGG),, a sli¢ne pravilne sljedove nalazimo i kod biljaka, nekih sluznjaca (Myxomycetes) i
Protozoa, dok kvasci imaju nepravilne sljedove poput G;3T/C;3A kod Saccharomyces
cerevisiae (Blackburn 2001). Broj ponavljanja telomerne sekvence odreduje duljinu
telomere, a znacajno se razlikuje izmedu vrsta, kao i medu jedinkama iste vrste. Kod ljudi u
prosjeku iznosi oko 15 kb u spolnim stanicama te od 3 do 10 kb u somatskim stanicama (De
Lange i sur. 1990). Bitno je napomenuti da duljina telomera znatno varira i medu razli¢itim

stani¢nim tipovima unutar iste jedinke (Kappei i Londono-Vallejo 2007).

Nadalje, kod bicaSa, kvasaca, sluznjada, gljiva i sisavaca telomere imaju 3'
jednolanéani kraj. Duljina 3' jednolan¢anog kraja kod S. cerevisiae regulirana je stani¢nim
ciklusom i povecava se tijekom S faze. Kod ljudi 3' jednolancani kraj telomere radi invaziju na
dvolancéani dio telomere i spari se s komplementarnim lancem na grani¢énom podrucju
subtelomerne i telomerne regije. Nastala struktura nalik je Hollidayevoj strukturi prilikom
rekombinacije te se naziva D-petlja (engl. displacement loop), a ostatak 3' jednolancanog

kraja Cini karakteristicnu telomernu petlju (T-petlju) (Greider 1999). Na ovaj nacin su krajevi



linearnih kromosoma zasticeni od mehanizama dvolan¢anog popravka koji bi krajeve
kromosoma prepoznali kao lomove te ih pokusali popraviti fuzijom kromosoma (McClintock

1942).

Nature Reviews | Cancer

Slika 3. Struktura telomere s prikazanim T- i D-petljom te nekim od telomernih proteina

(Neumann i Reddel 2002).

1.5.2 Telomerni proteini

Telomernu petlju stabiliziraju brojni specifiéni proteini koji tako ¢ine kompleks tzv.
telosom sastavljen ponajvise od Sesteroclanih proteinskih kompleksa tzv. Selterina (engl.
Shelterin complex). Selterin sisavaca ¢ine proteini TRF1, TRF2, POT1, TIN2, TPP1 i RAP1 koji
stupaju u interakciju i s drugim signalnim proteinima ili kompleksima te na taj nacin Stite

kromosomske krajeve i reguliraju duljinu telomera.

Proteini TRF1 i TRF2 (engl. telomere repeat binding factor) se vezu na dvolancane
krajeve telomera, a unatoc sliénim biokemijskim svojstvima imaju znacajno razli¢ite funkcije
odrzavanja strukture telomera. DNA veZu kao homodimeri pomocu svoje vezne domene
srodne domeni Myb koja se nalazi na C-kraju proteina (lwano i sur. 2004). TRF1 nalazi se

vezan po cijeloj duljini telomere, a djeluje kao glavni negativni regulator duljine telomera
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(van Steensel i de Lange 1997). Prekomjernom ekspresijom proteina TRF1 u stanicama s
aktivnom telomerazom dolazi do skradivanja telomera, obzirom da TRF1 inhibira enzim
telomerazu zasluzan za odrzavanje duljine telomera. TRF1 asocira s proteinima tankirazom 1
i 2 koje uzrokuju disocijaciju TRF1 s telomere. Tankiraze su poli-ADP-riboza-polimeraze te
uzrokuju progresivno povecanje duljine telomera (Smith i de Lange 2000; Cook i sur. 2002).
Osim s tankirazama, TRF1 asocira i s mnogim drugim proteinima i molekulama, kao $to su
TIN2, KU70/80 i PINX1 koji mogu modulirati njegove funkcije (Kim i sur. 1999). Druga bitna
uloga proteina TRF1 je stvaranje i stabilizacija telomernih suprastruktura zahvaljujudi
njihovoj sposobnosti da se medusobno povezuju i tako premoséuju medusobno udaljene

dijelove telomere.

Protein TRF2 lokaliziran je specificno na podrudju gdje jednolancani 3' kraj telomere
stvara ve¢ spomenutu D-petlju. Smatra se da TRF2 ima bitnu ulogu kod stvaranja T-petlje
zbog svoje sposobnosti da savija DNA vezanjem na nju (Bianchi i sur. 1997). Prekomjernom
ekspresijom proteina TRF2 aktiviraju se putevi ATM/p53 ili p16/RB koji vode stanicu u
starenje ili apoptozu. Inhibicijom TRF2 pak, dolazi do kromosomske nestabilnosti fuzijom

krajeva kromosoma (D'Alcontres i sur. 2007).

Protein POT1 (engl. protection of telomeres) veze se na 3' jednolancani kraj telomere.
Pronaden je i kod Schizosaccharomyces pombe (Baumann i Cech 2001). Jedna od glavnih
funkcija je zaStita krajeva kromosoma zbog ¢ega se ¢esto naziva i proteinom "end capping".
Delecijom proteina POT1 ipak ne dolazi do ocekivanih fuzija krajeva kromosoma ve¢ do
ubrzane elongacije telomera enzimom telomerazom (Loayza i de Lange 2003). Iz toga se
moze zakljuciti da POT1 ima bitnu ulogu i u regulaciji duljine telomera. Prekomjernom
ekspresijom POT1 u stanicama s aktivnom telomerazom dolazi do elongacije telomera, dok
kod stanica bez aktivne telomeraze ne dolazi do elongacije (Colgin i sur. 2003). Protein POT1
privlaci telomerazu, ali moze i onemogucavati njeno vezanje za telomeru, stoga kazemo da

ima dvostruku ulogu u odrZavanju telomera.

Protein RAP1 se ne veZe direktno na telomernu DNA veé cini dio Selterina
interakcijom s proteinom TRF2 (Li i sur. 2000). Na sli¢an su nacin povezani i proteini TIN2 i
TPP1 koji su u interakciji s drugim telomernim proteinima, a ne sa samom telomerom. TIN2

(engl. TRF-interacting nuclear factor) povezuje proteine TRF1 i TRF2, stabilizira TRF2 na



telomeri te veZe i TPP1 stoga ima centralnu ulogu u odrzavanju telomernih proteina na
okupu. TIN2, poput proteina RAP1 i TPP1, negativni je regulator duljine telomera. Protein
TPP1 svojom C-terminalnom domenom veZze TIN2, dok centralna domena omoguduje

vezanje proteina POT1 (Chen i sur. 2008).

1.5.3 Senescencija i telomere

Senescencija ili stani¢no starenje permanentan je i ireverzibilan zastoj stani¢nog
ciklusa popracen karakteristicnim morfoloskim i funkcionalnim promjenama, i posljedica je
ograni¢enog diobenog potencijala stanice (Ben-Porath i Weinberg 2004). Sve somatske
stanice in vivo i in vitro nakon odredenog broja dioba ulaze u senescenciju, za razliku od
spolnih, mati¢nih te tumorskih stanica koje se mogu trajno dijeliti. Nakupljanje senescentnih
stanica in vivo u organizmu se povecava s godinama te na poslijetku dovodi do starenja
organizma. Prvi model koji objaSnjava povezanost senescencije stanica sa starenjem
organizma zasniva se na Cinjenici da senescencija progenitorskih mati¢nih stanica dovodi do
smanjenog potencijala obnavljanja tkiva. Drugi model objasnjava kako senescentne stanice
izluCuju proteaze te ostale faktore kao Sto su metaloproteinaze matriksa, epitelni faktor
rasta te upalne citokine koji narusavaju samu funkciju tkiva (Krtolica i Campisi 2002; Pelicci

2004).

Telomere imaju nezamjenjivu ulogu u regulaciji ulaska stanice u senescenciju te se
nazivaju "brojaci dioba". Naime, prilikom svake diobe somatske stanice udvostrucuje se i
njena DNA pomocu enzima DNA polimeraze koji zbog svog mehanizma replikacije ne moze u
potpunosti replicirati krajeve linearnih kromosoma, odnosno 3' kraj DNA lanca. Nepotpuna
replikacija se dogada zbog toga $to DNA polimeraza zahtijeva RNA pocetnicu kako bi
zapocela replikaciju u smjeru 5'= 3', a ta se pocetnica nakon Sto je replikacija zavrSena
uklanja i zamjenjuje DNA slijedom. Na samom kraju linearne DNA viSe se ne moZze replicirati
dio gdje je pocetnica uklonjena te je novnonastali lanac nesto kraé¢i na svom 3' kraju
(Olovnikov 1973). Ovakvom nepotpunom replikacijom kromosomi bi se skracivali prilikom
svake diobe pri éemu bi dolazilo do gubitka geneticke informacije, a to bi bilo veoma Stetno i

letalno za stanicu. Kako se ovaj scenarij ipak ne bi dogodio, telomere koje se nalaze na
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krajevima kromosoma su te koje se svakom diobom stanice skracuju. Kod ljudskih fibroblasta

je stopa skracivanja telomera 30-200 bp po diobi (Harley i sur. 1990).

Kada se telomere skrate na kriticnu duljinu stanica ulazi u senescenciju i vise nije
mogucda replikacija. Kod ljudi je ta kriti¢na duljina 6-8 kb (Herbig i sur. 2004) pri kojoj dolazi
do uklanjanja proteina TRF2 s telomere te se otvara t-petlja (engl. uncapping). To se
prepoznaje kao ostecenje dvolancane DNA i aktivira se signalni put popravka DNA (Takai i
sur. 2003). Najvazniji pokreta¢ ovog signalnog puta je kinaza ATM (engl. ataxia-
telangiectasia mutated), koja se i inaCe aktivira kao odgovor na dvolancane lomove DNA.
Osim kinaze ATM, pokretaci su i kinaze ATR (engl. ATM and Rad3-realted) te DNA-PK (engl.
DNA-dependent protein kinase), dok sekundarne kinaze Chkl i Chk2 dalje prenose signale
(Shiloh 2003). ATR se aktivira kada je aktivnost kinaze ATM smanjena ili je uop¢e nema. Ove
kinaze imaju mnogo zajednickih molekula u svojim uzvodnim i nizvodnim signalnim
putevima. ATR se inacCe aktivira kod osStecenja izazvanih UV zrafenjem te kod zastoja
replikacijskih raslji. ATM i ATR nizvodno aktiviraju p53 i p21 te dolazi do zastoja stani¢nog
ciklusa u fazi G1 ili G2.

1.5.4 Naglo skracivanje telomera

Osim skracdivanja telomera tijekom svake diobe, poznat je i fenomen naglog
skradivanja telomera (engl. abrupt telomere shortening) kojim se skrati velik dio telomere
odjednom. Naglo skracivanje telomera prvi put je primije¢no u stani¢noj kulturi gdje dolazi
do znacajnih razlika u diobenom potencijalu (engl. population doubling) kod stanica kéeri
nastalih u istoj mitozi. Ova interklonalna varijacija posljedica je naglog skracivanja telomera
(Rubelj i Vondracek 1998). Telomerna D-petlja je iste strukture kao Holliday-eva petlja
tijekom homologne rekombinacije te ukoliko dode do razrijeSenja D-petlje odcijepit ¢e se
cijela T-petlja. Ovaj model naglog skracivanja telomera naziva se intra-alelnom homolognom
rekombinacijom. Model je dokazan pronalaskom ekstrakromosomske kruzne telomerne DNA
koja nastaje kao produkt odcjepljivanja T-petlje (Rubelj i Vondrac¢ek 1998; Skrobot Vidacek i
sur. 2010; Wang 2004). Jednolancani lomovi telomera uzrokovani slobodnim radikalima
predstavljaju drugi model naglog skracivanja telomera. Zbog kompleksne strukture telomera,
oSteéenja se popravljaju manje ucinkovito nego drugdje u genomu (Richter i sur. 2007).
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Prisutnost nepopravljenih jednolancanih lomova telomerne DNA tijekom replikacije dovodi
do naglog skradivanja telomera. Oksidativna oSteéenja telomera najbitniji su cimbenik
regulacije duljine telomera (Richter i Zglinicki 2007), a bitno je naglasiti da su telomere zbog

velikog udjela guanina posebno izloZzene oksidativnim oStecenjma.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ekstrakti biljaka Micromeria croatica i Moltkia petraea imaju dokazano antioksidacijsko
djelovanje, stoga je u ovom istraZivanju ispitano na koji nacin ti ekstrakti djeluju na Zive

stanice u kulturi.

Ciljevi mojeg diplomskog rada su:

i.  Provjeriti utjecaj ekstrakata biljaka Micromeria croatica i Moltkia petraea na rast
stanica MJ90 u kulturi kroz dulje vrijeme rasta

ii.  Odrediti njihov utjecaj na vijabilnost i proliferaciju stanica koriste¢i metodu
obiljezavanja BrdU

iii.  Ustanoviti kako ekstrakti utjecu na stani¢no starenje koristeéi se metodom bojanja
SA-8-gal

iv.  Provijeriti utjecaj ekstrakata na dinamiku skracivanja telomera
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3. MATERUALI | METODE
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3.1 Priprava biljnih ekstrakata

Za pripravu ekstrakata koristeni su osuSeni i usitnjeni listovi biljaka Micromeria
croatica i Moltkia petraea. M. croatica je prikupljena na lokalitetu Baci¢ kuk, a M. petraea na
Dinari. Obje su biljke determinirane u Botanickom vrtu "Fran KusSan'" Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu uz pomoé dr. sc. Darija Kremera.

Analitickom vagom je izvagano 60 mg svake biljke te je dodano po 2 ml 80%-tnog
metanola (Kemika) u svaku epruvetu. Nakon kratkog mijeSanja na vorteksu, epruvete s
biljnim materijalom i metanolom stavljene su u ultrazvu¢nu kupelj na 15 min. Potom je
uslijedila ekstrakcija na rotacijskom homogenizatoru tijekom jednog sata pri 15
okretaja/min. Zatim su epruvete centrifugirane 10 min pri 12000 okretaja/min uslijed Cega
su odvojeni supernatant i talog. Pipetom je oprezno odvojen supernatant i prebacen u nove
epruvete, prethodno izvagane na analitickoj vagi zbog tariranja. Dobiveni supernatant
podvrgnut je wuparavanju strujom dusSika. Uparavanje je pomognuto povisSenom
temperaturom od +40°C. Postupak je trajao nekoliko sati, sve dok sav metanol nije u
potpunosti ishlapio te je dobiven ekstrakt u volumenu od otprilike < 0,5 ml po epruveti.
Epruvete su spremljene u zamrziva€ na -20°C. Nakon zamrzavanja, ekstrakti su stavljeni u
liofilizator kako bi se uklonila voda. Kada je liofilizacija zavrSena, masa svake epruvete je
ponovno izvagana analitickom vagom kako bi se odredila kona¢na masa izoliranog ekstrakta
prema formuli: m; (epruvete s ekstraktom) — m, (prazne epruvete). Na kraju je dodan 100%
metanol u svaku epruvetu tako da konacna koncentracija ekstrakta bude 10 mg/ml. Ovako

pripremljeni ekstrakti Cuvaju se na temperaturi -20°C.

3.2 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakata

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakata koristena je modificirana
metoda Brand-Williams (Brand-Williams i sur. 1995). Metoda se zasniva na redukciji
slobodnog radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) antioksidansom (AH) ili nekim drugim

slobodnim radikalom (Re).
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Prikaz navedenih reakcija:

a) DPPHe + AH - DPPH-H + Ae
b) DPPHe + Re - DPPH-R

U reakciji a) je redukcijom nastali DPPH-H neutraliziran, te ne sudjeluje u daljnjim
lan¢anim reakcijama kojima se mogu oStetiti molekule u stanici. Ishod je isti ukoliko se
DPPHe reducira nekim drugim slobodnim radikalom kao Sto je prikazano u reakciji b). Obje
reakcije prate se spektrofotometrijski jer DPPHe apsorbira na valnoj duljini od 515 nm te je
otopina s navedenim slobodnim radikalom ljubi¢aste boje. Reducirani oblik DPPHe (DPPH-H

ili DPPH-R) ne apsorbira pri valnoj duljini od 515 nm te otopina postaje zZute boje.

Najprije je pripremljena 0,094 mM otopina DPPH od 1,84 mg DPPH praha (Sigma) i 50
ml 100% metanola (Kemika). Otopina je zasti¢ena od svjetla aluminijskom folijom i stavljena

na mijesSanje dok sav DPPH nije u potpunosti otopljen.

U meduvremenu su pripremljena razrijedenja ekstrakata od 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20
ug/ml i 40 pg/ml Cija se antioksidacijska aktivnost mjerila. Zatim je pomijeSano 980 pl DPPH i
20 ul ekstrakta pojedine koncentracije i inkubirano na sobnoj temperaturi 30 min prije
pocetka mjerenja na spektrofotometru. Kontrolni uzorak je pripremljen s 980 pl DPPH i 20 pl

100% metanola. Mjerena je apsorbancija na valnoj duljini od 515 nm.

3.3 Kultura stanica

Stanic¢na linija MJ90 izolirana iz ljudskih fibroblasta koze muskarca (XY). MJ 90 stanice
dobivene su iz laboratorija prof. Jamesa Smitha, Sam and Ann Barshop Center on Longevity

and Aging Studies, UTHSCSA, San Antonio, SAD.
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Slika 4. MJ90 fibroblasti. Fotografija mlade stani¢ne kulture (poveéanje 100x)

3.3.1 Odmrzavanje stanica

Epruveta za zamrzavanje s 1x10° stanica je na kratko uronjena u vodu zagrijanu na
37°C zbog S$to brieg odmrzavanja. Nakon odmrzavanja stanice su resuspendirane i
prebacene u konusnu epruvetu s 9 ml svjezeg medija DMEM (Sigma) s 10% fetalnog govedeg
seruma (FCS) (Gibco). Stanice su istalozene centrifugiranjem 5 min na 1000 rpm kako bi se
uklonio supernatant s dimetilsulfoksidom (DMSO) u kojem su stanice bile smrznute, a stanice
u talogu su resuspendirane u 5 ml novog medija s 10% FCS i prebacene u kultivacijsku bocicu.
Stanice su uzgajane u inkubatoru na +37°C pri 5% CO, i 95% vlaznosti. Kada su dostigle
konfluentnost od otprilike 90%, stanice su presadene u 9 kultivacijskih bocica povrsine 25
cm?. Kultivacijske botice su zatim raspodjeljene na kontrolnu skupinu, skupinu tretiranu
ekstraktom biljke Micromeria croatica i skupinu tretiranu ekstraktom biljke Moltkia petraea.
Svi eksperimenti, kontrole i tretirane stanice, su radeni u triplikatu. Sve stanice uzgajane su u
istim uvjetima, a medij je mijenjan svakih 24 sata te je dodavan svjeZi ekstrakt u konaénoj
koncentraciji 10 ug/ml. Kontrolnim stanicama dodavan je 100% metanol kako bi njegova

koncentracija bila ista kao i u tretiranim stanicama.

3.3.2 Presadivanje stanica i odredivanje broja dioba

Kada su stanice dostigle konfluentnost od otprilike 90%, presadene su u nove

kultivacijske bocice. Stari medij je uklonjen, stanice su isprane s 5 ml fizioloske otopine
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(0,9%-tna otopina NaCl), dodano im je 0,5 ml 0,25%-tnog tripsina (Gibco) te su inkubirane 10
min na +37°C. Kada su se stanice odvojile od podloge, dodano je 4,5 ml novog medija, a
agregati stanica su razbijeni viSestrukim provlacenjem kroz pipetu. Odvojeno je 250 pl
stani¢ne suspenzije u 750 ul PBS-a za brojanje. Stanice su brojane brojatem Scepter
Handheld Automated Cell Counter (Milipore). Dobiveni broj stanica koristi se za raCunanje

broja dioba prema formuli:

ukupni br. st.

PD = log( ) x 3,323

br.nasadenih st.

Ukupni broj dioba stani¢ne kulture dobiva se zbrojem dioba nakon svakog presadivanja.
Stanice su uzgajane u kulturi pod utjecajem ekstrakata tijekom otprilike 15 presadivanja pri

¢emu su napravile oko 30 dioba.

3.4 Odredivanje starih stanica metodom bojanja pomo¢u SA-B-gal

Metoda bojanja stanica zasniva se na sposobnosti enzima B-galaktozidaze da cijepa
supstrat X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid). B-galaktozidaza je enzim
inae prisutan u lizosomima stanica, no starenjem stanica izlazi i u citoplazmu, pa je
lokalizacija ovog enzima Siroko prihvaéen nadin detekcije starih stanica. Naime, dodatkom
supstrata X-gal stanicama, B galaktozidaza ga pocijepa te nastanu galaktoza te 5-bromo-4-
kloro-3-hidroksiindol. 5-bromo-4-kloro-3-hidroksiindol dimerizira te nastaje plavo obojenje.
Ovaj plavi produkt vidljiv je pod svjetlosnim mikroskopom kao plavo obojenje u

citoplazmama starih stanica.
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Slika 5. Prikaz reakcije B-galaktozidaze s X-gal supstratom te nastanak plavog obojenja

(preuzeto iz Product Datasheet-beta Galactosidase Kit, Novusbio).

Za bojanje SA-8-Gal, stanice su u triplikatu nasadene na plocicu s 24 bunarica, tako da
je iz svake kultivacijske bocice nasadeno po 30000 stanica po bunari¢u. Konacni volumen
medija u svakom bunari¢u je bio 0,5 ml. Stanicama je potom dodan ekstrakt u istoj
koncentraciji kao i prilikom rasta. Stanice su uzgajane u inkubatoru na +37°C pri 5% CO, i

95% vlaznosti tijekom dva dana.

Pripremljene su otopine za bojanje SA 8-gal: limunska kiselina (0,2M)/natrij fosfatni pufer

(pH 6), kalij ferocijanid x 3H,0 (100mM), kalij fericijanid x H,O (100 mM),

Ove otopine su koristene u pripremi svjeze reakcijske smjese neposredno prije bojanja kako

je prikazano u tablici.
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Tablica 1. Priprema reakcijske smjese za bojanje pomocu SA-B-gal

Komponenta Volumen

20 mg/ml X-gal u dimetil formamidu 0,5 ml

Limunska kiselina / natrij fosfatni pufer | 2 ml

K ferocijanid 0,5 ml

K fericijanid 0,5 ml
NaCl (5M) 0,3 ml
MgCl, (1M) 20 ul
dH,0 do 10 ml

Stanice su isprane tri puta u PBS-u (fosfatni pufer pH 7,4 od 137 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 10mM Na,HPO4, 2 mM KH,PQ,) te fiksirane 10 min na sobnoj temperaturi u 1%-tnom
glutaraldehidu (Sigma) u mediju DMEM. Nakon fiksacije, stanice su ponovno isprane tri puta
u PBS-u te je dodan 1 ml otopine za bojanje SA-6-Gal u svaki bunari¢. Stanice su inkubirane
16 h na +37°C bez CO,. Nakon inkubacije, otopina za bojanje je uklonjena i stanice su isprane
tri puta u PBS-u. Stanice su ostavljene u PBS-u te kao takve mogu neko vrijeme biti

pohranjene na +4°C.

Nakon Sto su stanice obojane, promatrane su svjetlosnim mikroskopom Zeiss na
povecanju 200x te su prebrojane za statisticku analizu. Plava boja jasno je vidljiva u

citoplazmama stanica pozitivnih na SA-B-Gal .

3.5 Obiljezavanje stanica s BrdU

Za obiljezavanje stanica s BrdU koristen je komplet reagencija (Labeling and

Detection Kit I, Roche) prema uputama proizvodaca.
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Stanice tretirane ekstraktima nasadene su na plocicu s 24 bunari¢a, po 20000 stanica
u pojedini bunaric. Sljedeéi dan pripremljene su otopine potrebne za obiljeZzavanje s BrdU, te
je stanicama dodan novi medij s BrdU. U 10 ml medija DMEM s 10% FCS je dodano 5 ul 20
mM BrdU (Roche). Stanice su rasle u ovakvom mediju 18 h kako bi se tijekom diobe ugradio

BrdU u genomsku DNA.

Pripremljene su otopine za BrdU obiljeZzavanje supstratni pufer (1 M TrisHCI pH 9,5, 1
M MgCl,, 5 M NacCl) i fiksativ s etanolom (50 mM glicin pH 2, 96% etanol) koje se ¢uvaju na
+4°C.

Nakon 18 h, stanice su isprane 3 puta u PBS-u te fiksirane fiksativom etanolom 20 min
pri temperaturi -20°C. U svaki bunari¢ je dodan 1 ml fiksativa. Zatim su stanice ponovno
isprane 3 puta u PBS-u te je dodano antitijelo anti-BrdU (Roche) i inkubirano 1 h na +37°C.
Nakon toga je uslijedilo ispiranje 3 x u PBS-u te inkubacija s anti-mouse Ig-alkalna fosfataza
antitijelom (Roche), takoder 1 h na +37°C. Nakon inkubacije stanice su isprane 3 x u PBS-u te
je dodan 1 ml otopine za bojanje u svaki bunarié. Inkubirano je 15 min na sobnoj
temperaturi, zasticeno od svjetla aluminijskom folijom. Otopina za bojanje pripremljena je
dodatkom 39 pl NBT (nitroblue tetrazolium salt u 70% dimetilformamidu; Roche) i 30 ul BCIP
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidin u dimetilformamidu; Roche) u 9 ml
unaprijed pripremljenog supstratnog pufera. Otopina za bojanje je nakon inkubacije isprana
u PBS-u te su stanice ostavljene u PBS-u i ¢uvane na +4°C sve do brojanja obiljeZenih stanica

svjetlosnim mikroskopom.

3.6 Hibridizacija po Southernu

3.6.1 lzolacija DNA

Izolacija DNA je napravljena pomocu kompleta DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)

prema uputama proizvodaca.

Stanice resuspendirane u PBS-u (pH 7,4) su najprije inkubirane 2 min s 4 pul RNaze A
(Qiagen) koncentracije 100 mg/ml kako bi se uklonila RNA iz uzorka. Nakon toga je dodano

20 ul proteinaze K (Qiagen) za razgradnju proteina. Uslijedila je inkubacija s 200 ul lizacijskog
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pufera 10 min na +56°C. Nakon inkubacije dodano je 200 ul 96%-tnog etanola te je sve
promijesano. Smjesa je prebacena na kolonu DNeasy Mini Spin i centrifugirana 90 sec na
8000 okretaja/min. Kolona je prebacena u novu epruvetu te je dodano 500 ul pufera za
ispiranje AW1 (Qiagen), centrifugirano 90 sec na 8000 okretaja/min i zatim opet prebaceno u
novu epruvetu. Dodano je 500 pl pufera za ispiranje AW2 (Qiagen) i centrifugirano 4 min na
13500 okretaja/min. Kolona je prebacena u novu epruvetu i inkubirana 1 min u 200 pl pufera
za eluiranje (pufer AE) nakon cega je uslijedila elucija centrifugiranjem 90 sec na 8000
okretaja/min. Korak elucije ponovljen je jos jednom radi poveéanja prinosa DNA. Ovako

izolirana DNA moZe biti pohranjena na +4°C.

3.6.2 Mijerenje koncentracije izolirane DNA

Za mjerenje koncentracije DNA koristen je uredaj NanoVue koji koncentraciju DNA
mjeri spektrofotometrijski pri valnim duljinama od 260 i 280 nm. Uredaj je prije mjerenja
normaliziran puferom AE (Qiagen), a zatim je stavljano po 2 ul uzorka DNA na uredaj za

mjerenje.

3.6.3 Uparavanje DNA uzoraka

Za daljnje korake u hibridiziranju po Southernu bila je potrebna masa od 4 ug svakog
DNA uzorka, stoga je, ovisno o izmjerenoj koncentraciji svakog uzorka, izradunat volumen
koji sadrzi zadanu masu. Uparavanjem koje je uslijedilo volumen svih uzoraka je sveden na
100 pl te su na taj nacin svi uzorci DNA podeseni na isti zadani volumen i masu DNA. Ukoliko
je neki od uzoraka bio uparen do volumena manjeg od 100 ul tada je dodana reH,0 do

zadanog volumena.

Uzorci DNA pociijepani su restrikcijskim enzimi Rsa | i Hinf | (BioLabs) razrjedeni u 10x
puferu za restrikciju 2 (NEB) te je uslijedila inkubacija preko noci na +37°C prema uputama

proizvodaca (tablica 2).
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Tablica 2. Priprema smjese restrikcijskih enzima i uzoraka DNA

Komponenta Volumen
Rsa | 1,5 ul
Hinf | 1,5 ul
Pufer za restrikciju 2 15 ul
DNA 100 pl
reH,O Do 150 pl

Pripremljeni su otopina za depurinaciju (0,2 M HCI), otopina za denaturaciju (0,5 M
NaOH, 1,5 M NaCLl), otopina za neutralizaciju (1 M TrisHCI pH 7,5, 3 M NacCl), 20x SSC pufer

(NaCl, Na-citrat dihidrat) i 2x SSC pufer koji ¢e se koristiti u sljede¢im koracima.

3.6.4 Elektroforeza i prijenos DNA na membranu

Nakon razgradnje restrikcijskim enzimima, uzorci DNA su ponovno upareni kako bi se
dobio volumen od 20 pl. Zatim je u svaki uzorak dodano 4 pl 6x pufera za bojanje uzoraka LB
(Loading Buffer), pripremljen je 0,8% agarozni gel s etidij bromidom konac¢ne koncentracije
0,5 pug/ml te je pokrenuta elektroforeza 30 min na 120 V, a nakon toga 2 h na 140 V. Gel je
nakon elektroforeze pregledan pod UV svjetlom te izrezan na odgovarajuéu veli¢inu. Zatim je
uslijedila depurinacija otopinom za depurinaciju 5 min uz lagano mijesanje, ispiranje s dH,0,

2 x 15 min denaturacija, ispiranje s dH,0, 2 x 15 min neutralizacija, jedno ispiranje u 2x SSC.

Nakon toga DNA iz gela je prenesena na najlonsku membranu. Preko kadice
napunjene s 20x SSC puferom stavljeno je staklo te preko stakla Whatman-papir (BioRad)
namocen i uronjen u 20x SSC. Na Whatman papir stavljen je gel okrenut stranom s DNA
uzorcima prema gore, na njega najlonska membrana (Roche) iste veli¢ine kao gel, a sav zrak

izmedu gela i membrane istisnut staklenom pipetom. Na membranu je poloZen drugi
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Whatman-papir, takoder prethodno namocen u 20x SSC. Gel je obrubljen parafilmom kako
bi se sprijecila difuzija s gela na donji Whatman-papir. Na ovako pripremljen gel za transfer
stavljeno je jos adekvatno izrezanih slojeva upijajuceg papira, a na vrh staklo s utegom (~500

g) koje jednoliko pritiS¢e papire. Transfer DNA s gela na membranu tekao je preko nodi.

Sutradan je membrana odvojena od gela i isprana jednom u 2x SSC te osu$ena pri
sobnoj temperaturi na suhom Whatman-papiru. Nakon 10 min premjestena je na 120°C 30
min da bi se DNA kovalentno vezala na membranu. Time je DNA stabilno fiksirana na

membrani te se moze hibridizirati obiljezenom sondom.

<— Uteg

<— Staklena ploca

Papirnati rucnici

Whatman papir

Najlonska

membrana 20x SSC pufer

Agarozni gel

Whatman most

V]

Slika 6. Shematski prikaz transfera DNA na membranu kapilarnom elektroforezom

(Prilagodeno prema Streit i sur. 2008).

3.6.5 Hibridizacija

Membrana je stavljena u stakleni tubus s uzorcima DNA okrenutim prema unutrasnjoj
strani tubusa te je uliveno oko 25 ml predhibridizacijske otopine (0,25 M Na,HPO4 pH 7,2,
0,1M EDTA pH 8,0, 20% SDS, 0,5% blokiraju¢i reagens) zagrijane na +65°C. Tubus s
membranom stavljen je u hibridizator na 2 h pri temperaturi +68°C. Neposredno prije
zavrSetka predhibridizacije otopina telomerne sonde koncentracije 10 ng/ml u

predhibridizacijskom puferu stavljena je na denaturaciju 10 min na +100°C. Nakon zavrSetka
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predhibridizacije, joS uvijek zagrijana otopina sonde je stavljena u tubus umjesto

predhibridizacijske otopine te je hibridizacija tekla pri +68°C preko noci.

Pripremljeni su pufer za ispiranje | (20 mM Na,HPO,4, 1% SDS, 1 mM EDTA), pufer za
ispiranje Il pH 8 (3 M NaCl, 0,1 M maleinska kiselina, 0,3% Tween), pufer za blokiranje (0,5%
Blocking reagens, pufer za ispiranje Il) i supstratni pufer (1 M TrisHCI pH 9,5, 1 M NaCl).

Sutradan je otopina sonde izvadena iz tubusa te je membrana isprana u puferu za
ispiranje | pri +65°C 20 min. Postupak je ponovljen tri puta. Nakon toga je membrana
izvadena iz tubusa i stavljena u kadicu s puferom za ispiranje Il na 5 min na nagibnoj
mjesalici, a zatim u pufer za blokiranje na 1 h. Zatim je pufer za blokiranje zamijenjen sa 60
ml novog pufera za blokiranje s 3 pl antitijela Anti-DIG-AP (Roche) i inkubirano na klackalici
30 min. Nevezana protutijela su ispirana 5 puta po 10 min u puferu za ispiranje I, te 2 puta

po 5 min u supstratnom puferu.

3.6.6 Razvijanje filma

Signal dobiven hibridizacijom sonde s DNA na membrani detektiran je metodom
kemiluminiscencije. U tamnoj komori membrana je stavljena u plasti¢nu vredicu zataljenu s
tri strane te je dodano 4 pl boje CDP Star (Roche) razrijedene u 400 pl supstratnog pufera.
Boja je dobro rasporedena po cijeloj membrani i zatim je plasti¢éna vredica zataljena i s
Cetvrte strane. Nakon 10 min inkubacije, membrana je stavljena u kazetu za razvijanje te je
na nju stavljen rendgenski film (AGFA). Eksponirana je 5, 10 i 15 min. Film je zatim inkubiran
u razvijacu (Kodak) sve do pojave signala nakon ¢ega je razvijanje prekinuto ispiranjem u vodi
te fiksirano u fiksiru (Kodak). Film je ispran u destiliranoj vodi i osusen. Dobiveni film

obraden je programom Image Master VDS Software kako bi se analizirale duljine telomera.
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4. REZULTATI
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4.1 Antioksidacijska aktivnost ekstrakata biljaka M. croatica i M. petraea

Rezultati antioksidacijske aktivnosti ekstrakata biljaka M. croatica i M. petraea
dobiveni su metodom DPPH koja se zasniva na sposobnosti neutraliziranja DPPHe slobodnih
radikala. Antioksidacijska aktivnost izmjerena je za svaki ekstrakt u nekoliko koncentracija
kako bi se mogla odrediti ona koncentracija pri kojoj je 50% slobodnih radikala
neutralizirano. Neutralizacija slobodnih radikala pracena je smanjenjem apsorpcije pri valnoj

duljini od 515 nm.

Tablica 3. spektrofotometrijske analize smjese slobodnih radikala DPPHe i biljnih

ekstrakata pri razli¢itim koncentracijama.

Apsorbancija
(A=515 nm)
1. mjerenje 2. mjerenje 3. mjerenje Prosjek
Slijepa proba 1,03 1,02 1,03 1,03
Koncentracije
M. petraea
5 ug/ml 0,93 0,99 0,91 0,94
10 pg/ml 0,81 0,78 0,77 0,78
20 pg/ml 0,47 0,55 0,53 0,52
40 pg/ml 0,13 0,18 0,15 0,15
Koncentracije
M. croatica
5 ug/ml 0,92 0,90 0,91 0,91
10 pg/ml 0,79 0,80 0,81 0,80
20 pg/ml 0,59 0,57 0,59 0,58
40 pg/ml 0,30 0,33 0,29 0,31

Napravljena je bazdarna krivulja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata s koje je
vidljivo da oba ekstrakta imaju priblizno iste koncentracije pri kojima neutraliziraju 50%
slobodnih radikala DPPH. Za ekstrakt biljke M. petraea ta koncentracija iznosi 20 pg/ml, a za

ekstrakt biljke M. croatica 23 pg/ml.
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Slika 7. Bazdarna krivulja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata.

4.2 Djelovanje ekstrakata biljaka M. croatica i M. petraea na stanicnu proliferaciju

Stanice MJ90 tretirane su ekstraktima biljaka te je praéen njihov rast od ~32 do ~50
stani¢nih dioba. Djelovanje ekstrakata praéeno je kroz duZi vremenksi period kroz koji je
stani¢na kultura presadivana te je praéenjem broja stanica izradunat prirast stanica, tj. broj
dioba populacije kod netretiranih, kontrolnih i tretiranih stanica. Tijekom 46 dana praéenja
proliferacije, prosjecan broj dioba populacije kontrolnih stanica bio je 50,69, stanica
tretiranih ekstraktom biljke M. croatica 50,12, a tretiranih ekstraktom M. petraea 48,22.

Krivulja proliferacije stanica prikazana je na slici 8.
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Slika 8. Proliferacija kontrolnih stanica i stanica tretiranih ekstraktima.

4.3 Djelovanje ekstrakata biljaka Micromeria croatica i Moltkia petraea na stanicno

starenje

Bojanjem stanica metodom SA-B-gal odreden je postotak starih stanica koje su usle u
senescenciju kod kontrolne i kulture stanica MJ90 tretiranih ekstraktima. Ovom metodom
nastaje plavo obojenje vidljivo u citoplazmama specificno starih stanica. Kako bi jezgre
neobojanih stanica ipak bile bolje vidljive pod mikroskopom, napravljeno je i bojanje

orceinom. Ovaj korak je napravljen radi Sto tocnije statisticke obrade.

Stanice su slikane pod mikroskopom radi dokumentacije te izbrojane kako bi se
odredio postotak stanica pozitivnih na SA-B-gal . Metoda bojanja SA-B-gal napravljena je dva

puta, kod kultura koje su prosle 40 i 50 populacijskih dioba, kako bi se pratio dugotrajni
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utjecaj ekstrakata na starenje stanica. Oba ekstrakta su pokazala pozitivan ucinak na
vitalnost stanica. Tako je kod 40 stani¢nih dioba udio stanica pozitivnih na SA-B-gal u odnosu
na ukupan broj stanica u kulturama tretiranim ekstraktom biljke M. croatica bio 16,26%, a
kod kultura tretiranih ekstraktom biljke M. petraea 20,94%. Kontrolne stanice imale su

najveci udio starih stanica, 23,29%

Udio starih stanica pri PD 40
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Slika 9. Udio starih stanica u odnosu na ukupan broj stanica kod kulture nakon 40 stani¢nih
dioba. Prikazane su i vrijednosti standardne pogreske, a udio SA-B-gal pozitivnih stanica

odgovara udjelu starih stanica.

Sa starenjem je udio SA-B-gal pozitivnih stanica porastao u svim stani¢nim kulturama,
ali je pozitivan efekt ekstrakata i dalje prisutan. Tako su kod kultura s prijedenih 50 stani¢nih
dioba kontrolne stanice ponovno imale najveci udio SA-B-gal pozitivnih stanica u odnosu na

ukupan broj stanica, 79,13%, dok je vrijednost za stanice tretirane ekstraktom biljke M.
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croatica iznosila 73,27% ,a za M. petraea 65,13%. Na slici 10. prikazane su srednje vrijednosti

udjela starih stanica s izracunatom standardnom pogreskom.
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Slika 10. Udio starih stanica u odnosu na ukupan broj stanica kod kulture nakon 50

stanic¢nih dioba.

Udio starih stanica kod kultura tretiranih ekstraktima izrazen je takoder i u odnosu na
udio starih stanica kontrole kako bi se jasnije predocile razlike izmedu tretiranih i kontrolnih
stanica. Stanice tretirane ekstraktima M. croatica imaju 30,19% manje starih stanica nego
kontrole nakon 40 populacijskih dioba, a pri prijedenih 50 populacijskih dioba 7,41% manje
od kontrolnih stanica. Stanice tretirane ekstraktima M. petraea su pak imale 10,09% manje
starih stanica nego kontrole pri 40 stani¢nih dioba Sto se povecalo na razliku od 17,69% pri

prijedenih 50 populacijskih dioba. Svi rezultati prikazani su u tablici 4.
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Tablica 4. Udio starih stanica.

U odnosu na ukupan broj U odnosu na
stanica kontrolu
Kontrola 23,29% 100%
PD 40 M. croatica 16,26% 69,81%
M. petraea 20,94% 89,91%
Kontrola 79,13% 100,00%
PD 50 M. croatica 73,27% 92,59%
M. petraea 65,13% 82,31%

Slika 11. Bojanje SA-8-gal kontrolnih stanica kod prijedenih 40 populacijskih dioba. Crne
strelice: stanice pozitivne na SA-B-gal; crvena strelica: stanica negativna na bojanje SA-B-gal

(povedéanje 200x)
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4.4 Djelovanje ekstrakata biljaka Micromeria croatica i Moltkia petraea na proliferaciju

stanica

Obiljezavanje DNA pomoc¢u BrdU korisSteno je kako bi se odredio udio stanica u
DNA stanica tijekom replikacije, Sto se zatim vizualizira imunohistokemijski koristeéi antitijelo
anti-BrdU. Kod stanica koje su proliferirale vide se zrnate, smede obiljezene jezgre pod
mikroskopom. Kako bi jezgre neobiljezenih stanica bile jasnije vidljive, napravljeno je i

bojanje orceinom.

Slika 12. Kontrolne stanice nakon 40 populacijskih dioba obiljezene s BrdU. Crna strelica:

stanica pozitivna na BrdU; crvene strelice: stanice negativne na BrdU (povecanje 200x)
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Stani¢na proliferacija pra¢ena je pomocu BrdU kod netretiranih i kultura MJ90
tretiranih ekstraktima koje su prosle 40 populacijskih dioba. Pokazalo se da oba biljna
ekstrakta imaju pozitivan ucinak na vitalnost stani¢ne kulture. Tako je statistiCkom analizom
ustanovljeno da su stanice tretirane ekstraktom M. croatica imale najveci postotak BrdU
obiljezenih stanica u odnosu na ukupan broj stanica, 82,56%. Stanice tretirane ekstraktom
M. petraea imale su 81,49% BrdU obiljeZenih stanica, a kontrolne stanice 77,81% (slika 10).

Sli¢ni rezultati su dobiveni i u ponovljenom pokusu.

Udio stanica u proliferaciji

100

90

80

70 -

50 -

30 A

% stanica obiljezenih s BrdU

10 -

Kontrola M. croatica M. petraea

Slika 13. Udio stanica obiljezenih s BrdU kod neobradene i kultura MJ90 obradenih

ekstraktima kod prijedenih 40 populacijskih dioba.

Kada su udjeli proliferirajucih stanica izrazeni relativno prema udjelu proliferirajucih
stanica kontrole dobiveno je da su stanice tretirane ekstraktom biljke M. croatica imale 6,1%
viSe obiljeZzenih stanica od kontrole, stanice tretirane ekstraktom M. petraea imale su 4,73%

vise. Sli¢ni rezultati su dobiveni i u ponovljenom pokusu.
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4.5 Analiza duljine telomera

Utjecaj ekstrakata biljaka Micromeria croatica i Moltkia petraea na duljinu telomera
istrazio se metodom hibridizacije po Southernu DNA izolirane iz tretiranih i netretiranih
kultura MJ90 koje su prosle 40 i 50 populacijskih dioba. Dobiveni rezultati obradeni su u
programu Master VDS Software. Ekstrapolacijom tocaka najveée opticke gustoce na os s
vrijednostima molekulske teZine kalibrirane prema standardu veli¢ine moZe se izraCunati

srednja vrijednost duljine telomera (Slike 14 i 15).

U tablici 5. prikazane su srednje vrijednosti duljine telomera kultura tretiranih
ekstraktima i kontrolnih stanica, koje su prosle 40 i 50 populacijskih dioba, dobivene
denzitometrijskom analizom. Izracunat je i postotak skracenja telomera tijekom proliferacije
stanica izmedu 40 i 50 populacijskih dioba. Vidljivo je skraéenje duljine telomera kod svih
kultura s tijekom proliferacije. Stanice tretirane ekstraktom M. croatica imale su najdulje
telomere i nakon 40 i nakon 50 populacijskih dioba. Kod kulture s 40 populacijskih dioba
stanice tretirane ekstraktom M. croatica imale su u prosjeku za 260 bp dulje telomere od
kontrolnih stanica, a kod kulture s 40 populacijskih dioba ta razlika postala je jos veca te je
iznosila 453 bp. Stanice tretirane ekstraktom M. petraea su kod kulture s 40 populacijskih
dioba imale u prosjeku za 23 bp dulje telomere od kontrolnih stanica, a nakon sljedeéih 10
populacijskih dioba imale su za 277 bp dulje telomere u odnosu na kontrolne stanice jednake

starosti.

Tablica 5. Srednje vrijednosti duljine telomera kod kultura nakon 40 i 50 populacijskih

dioba.

Duljina telomera (bp)

PD 40 PD 50 Skracenje

Kontrola 6428 6043 386 (6%)
M. croatica 6689 6496 193 (2,88%)
M. petraea 6452 6320 132 (2,04%)

36



05 M. petraea

. A
J\
PZAR

0 T T T | [ -l [/ YW L&
a4 AR 4 a4 a4

23130 9416 6557 4361 2320

OPTICKA GUSTOCA

MOLEKULSKA TEZINA/PB

M. croatica

0,1 l\
< 008 l \
b
% 0,06
(U]
g /N \{ R
5 004 e &
2 < o e
o & & ]
(@] 0[02 4 @ %’0 @ @

0 111 1 1 1 1 y -l 7 'y i L 1 y -l

a4 D A G a4

MOLEKULSKA TEi'NA/PB 23130 9416 6557 4361 2320

23130 pb —— wew
> Kontrola

, 9416 pb —— e
! 6557 pb —— s

0,8 ’
/A\ 4361 pb —— s

0,6
[\
02 / \ 2322 pb —— v
{ E 2027 pb ——
0 .

. 23130 9416 6557 4361 2320
MOLEKULSKA TEZINA/PB

OPTICKA GUSTOCA

Slika 14. Distribucija duljine telomera kod kultura MJ90 nakon 40 populacijskih dioba.
Stani¢na DNA je nakon elektroforeze prenesena na membranu i telomerne sekvence su
detektirane hibiridizacijom s obiljezenom sondom. Signali dobiveni duZ linije razdvajanja
uzorka elektroforezom su denzitometrirani u programu Master VDS Software, a molekulska

teZina odredena je prema standardu veli¢ine DNA (A Hindlll).
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5. RASPRAVA
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Mehanizmi regulacije starenja organizama jedno su od centralnih pitanja koje je
oduvijek intrigiralo istraZivate tog podrucja. U proslosti se starenje pokusavalo objasniti
mnogim teorijama, medutim danas je poznato da je starenje proces na koji utjece vise
¢imbenika. Za jedno od najbitnijih otkriéa je svakako zasluZan L. Hayflick primijetio da
fibroblasti koje je uzgajao imaju ogranic¢en broj dioba (Hayflick i Moorhead 1961). Danas se
taj termin koristi da bi se opisala replikacija stanica u kulturi. Kasnije je odreden i
maksimalan broj populacijskih dioba za pojedine vrste stanica koji se naziva Hayflickov limit.
Za humane fibroblaste kakvi su koriSteni i u ovom istraZivanju iznosi 50-60 populacijskih
dioba, nakon ¢ega stanica ulazi u senescenciju. Nakupljanje senescentnih stanica kao i sve
manja regenerativna sposobnost tkiva temelj su za starenje na razini organizma. Nadalje,
otkrice telomera oznacilo je veliku prekretnicu u istrazivanju starenja i dovelo do niza drugih
otkriéa koja su konacno rasvijetlila molekularnu pozadinu procesa starenja stanica. Danas je
poznato da su telomere i njihova uloga ,brojaca dioba” glavni ogranicavajuci ¢imbenik
replikacijskog potencijala stanica. To je potvrdeno i mnogim istrazivanjima (Bodnar i sur.
1998) te takoder otkricem enzima telomeraze koji je zasluzan za produljivanje telomera.
Ekspresijom telomeraze u somatskim stanicama dobiveni su impresivni rezultati odgode
senescencije stanica (Vaziri i Benchimol 1998). Kod eksperimenata in vivo na misevima doslo
je, ekspresijom telomeraze, do znacajnog produljenja Zivotnog vijeka te reverzije na fenotip
mladih jedinki. U prilog telomerama kao najbitnijem faktoru odredivanja stani¢nog starenja
svakako ide i ¢injenica da je telomeraza aktivna u mati¢nim, spolnim i tumorskim stanicama
za koje znamo da imaju neogranicen replikativni potencijal. Korelacija izmedu duljine
telomera i Zivotnog vijeka jedinke konstantno je vidljiva u brojnim studijama. Medutim, uz
telomere, postoje i drugi unutarnji te vanjski ¢imbenici koji mogu utjecati na stani¢no
starenje. Medu njima su svakako slobodni radikali koji oSteéenjima bioloskih molekula mogu
dovesti do ubrzanog starenja stanice. Zbog toga mozemo reéi da su antioksidanski kao
neutralizatori slobodnih radikala prirodan nacin zastite stanice od osStecenja, te je klju¢no

odrzavanje njihove ravnoteze u tijelu (Ames i sur., 1993) .

U ovom diplomskom radu potvrdeno je antioksidacijsko djelovanje ekstrakata biljaka
M. croatica i M. petraea definirano u prethodnim istrazivanjima (Vladimir-Knezevi¢ i sur.

2011; Zovko Koné&ié i sur. 2010; Samec 2013). Iz dobivene baZdarne krivulje vidljivo je da
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ekstrakti obje biljke imaju podjednaku antioksidativnu aktivnost pri koncentraciji od 10

ug/ml koja je koristena za tretiranje stani¢nih kultura.

Osim definiranja antioksidativnih svojstava, dosad nisu provedena detaljnija
istrazivanja ucinaka ovih ekstrakata biljaka na bioloske molekule izuzev doktorske disertacije
Samec (2013). Takoder, ovo je prvo istraZivanje dugotrajnog efekta ekstrakata M. croatica i
M. petraea provedeno na bioloSkom sustavu in vitro. lako jo$ uvijek malobrojna, sli¢na
istrazivanja bioaktivnih svojstava biljaka sve su viSe prisutna, posebice u zadnje vrijeme kada
se sve viSe uocava njihova potencijalna primjena u medicini (Yang i sur. 2010). U ovom
istrazivanju promatran je utjecaj ekstrakata biljaka M. croatica i M. petraea na stani¢no

starenje na nekoliko razina.

Odredena je krivulja proliferacije stanica iz koje je vidljivo da tretiranje stanica
ekstraktom kroz dulje vrijeme (~18 dioba rasta u kulturi) nema nikakav toksi¢an niti
inhibitorni efekt na stani¢ne diobe. Tretirane i kontrolne stanice napravile su priblizno jednak
broj dioba koji je iznosio 50,69 kod kontrolnih stanica, 50,12 kod stanica tretiranih
ekstraktom M. croatica te 48,22 kod stanica tretiranih ekstraktom M. petraea. Razlika
izmedu kontrolnih i stanica tretiranih ekstraktom M. croatica nije znacajna i iznosi manje od
jedne stani¢ne diobe (0,57), a takoder se s grafa na slici 8. vidi da su krivulje proliferacije tih
dviju stani¢nih kultura preklapajuc¢e kroz cijelo vrijeme. Broj dioba stanica tretiranih
ekstraktom M. petraea razlikuje se od kontrolnih stanica za 2,47 stani¢nih dioba. Iz grafa je
vidljivo da stanice tretirane ekstraktom M. petraea imaju paralelnu krivulju proliferacije s

kontrolnim stanicama te ne dolazi do nikakvog usporavanja rasta.

Bojanje SA-8-gal opce je prihvacena metoda odredivanja udjela starih stanica u
sustavima in vitro kao i in vivo. Prilicno je jednozna¢na metoda kod koje udio stanica
pozitivnih na SA-B-gal s plavim obojenjem u citoplazmi odgovara udjelu starih stanica (Dimri i
sur. 1995). Kod kultura s prijedenih 40 i 50 populacijskih dioba stanice tretirane ekstraktom
M. croatica pokazale su znatno manji udio starih stanica u odnosu na kontrolne stanice, ¢ak
30,19% kod stanicne diobe 40, te 7,41% kod stani¢ne diobe 50. Ovakvi rezultati upucuju da je
kod stanica tretiranih ekstraktom M. croatica saCuvana morfologija mladih stanica dulje
vremena nego kod kontrolnih stanica. Moguce je nekoliko nacina djelovanja ekstrakta na

odgodu stani¢nih promjena povezanih sa starenjem, a to su svakako smanjena razina
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ostecenih proteina i oSteCene DNA u stanici. Ovakvi rezultati u skladu su s istrazivanjem
Samec (2013) gdje je dokazano smanjenje od ¢ak 60% u odnosu na kontrolu oksidacije
proteina govedeg albumina in vitro kod inkubacije ekstraktom M. croatica pri koncentraciji
10 pg/ml. Usporedbom rezultata tog istraZivanja s rezultatima detekcije starih stanica
bojanjem pomoéu SA-B-gal, moiemo zakljuciti da ekstrakt ima zastitno djelovanje od
oStecéenja proteina i u Zivim stanicama. Obzirom na ove rezultate, daljnja istraZivanja utjecaja
ovog ekstrakta svakako bi trebala ukljucivati detaljnu analizu oSteéenja proteina u Zivoj

stanici.

Duljina telomera svakako je najvazniji ¢imbenik koji odreduje nastanak starih stanica,
kao Sto je vec prethodno objasnjeno. 1z tog razloga su izmjerene duljine telomera tretiranih i
kontrolnih stanica. Stanice tretirane ekstraktom M. croatica pokazale su znatno dulje
telomere od kontrolnih stanica (261 bp pri 40, i 453 bp dulje pri 50 stani¢nih dioba) Sto
takoder moze biti uzrok sacuvane morfologije mladih stanica uo¢ene kod stanica tretiranih
ovim ekstraktom. Ukoliko uzmemo u obzir da se telomere mogu skratiti 30-200 bp po diobi
(Harley i sur. 1990), te u prosjeku 50-100 bp po diobi (Hodes 1990) mozemo izracunati da ¢e
s navedenim razlikama u duljini telomera, tretirane stanice u prosjeku moci napraviti 3,9 do
6,8 stani¢nih dioba vise od kontrolnih stanica prije ulaska u senescenciju. Ovakav pozitivan
ucinak ekstrakta M. croatica na duljinu telomera mozZemo objasniti na dva nacina. Zastitom
telomernih proteina od osStecenja osigurava se stabilnost telomera i smanjuje se moguénost
naglog skradivanja telomera. Drugi nacin je da ekstrakt smanjuje sama osteéenja telomerne
DNA, za koja znamo da su veoma opasna jer se telomerna DNA zbog svoje specifitne
strukture teZe popravlja od ostatka DNA molekule (Richter i sur. 2007). Ovakvi rezultati
ponovno potvrduju eksperimente in vitro doktorske disertacije Samec (2013) u kojoj su
ekstrakti biljke M. croatica pokazali zastitno djelovanje na molekulu DNA od osteéenja

uzrokovanih UV zracenjem uz prisutnost vodikova peroksida.

Metodom obiljezavanja DNA s BrdU odreden je udio proliferirajucih stanica. Stanice
tretirane ekstraktom M. croatica pokazale su 6,1% vise proliferirajucih stanica u odnosu na
kontrolne stanice. Zbroj udjela stanica pozitivnih na SA-B-gal i pozitivnih na BrdU iznosio je
~100% Sto ukazuje na komplementarnost ovih dvaju testova te na tocnost prilikom njihova

izvodenja.
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Stanice tretirane ekstraktom M. petraea reagirale su slicno kao i stanice tretirane
ekstraktom M. croatica. Udio starih stanica bio je manji u odnosu na kontrolne stanice za
10,09% kod kultura s 40 populacijskih dioba, te 17,69% kod 50 populacijskih dioba. Ovi
rezultati potvrdeni su i mjerenjem duljine telomera pri ¢emu su tretirane stanice ekstraktom

M. petraea imale dulje telomere u odnosu na kontrolne stanice.

Prema ovim rezultatima kulture tretirane s oba ekstrakta pokazale su znacajne razlike
u udjelu starih stanica i u duljini telomera u odnosu na kontrolne stanice. Time moZemo
pretpostaviti da ekstrakti imaju slican ili isti nacin djelovanja u stanici, odnosno na isti nacin
sudjeluju u zastiti stani¢nih proteina i same DNA, s time da ekstrakt biljike M. croatica

konstantno pokazuje nesto izraZeniji efekt odnosu na ekstrakt M. petraea.
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6. ZAKLJUCCI
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U ovom istraZivanju dokazan je pozitivan efekt ekstrakata biljaka M. croatica i M.

petraea na stanice. Efekt je vidljiv na nekoliko razina, ukljuc¢ujuéi morfologiju i metabolizam

stanica. Koristena koncentracija ekstrakata od 10 pg/ml nije pokazala nikakve toksi¢ne ili

negativne utjecaje na stanicni rast.

Iz dobivenih rezultata mogu se izvudi sljededi zakljucci:

Ekstrakti biljaka M. croatica i M. petraea ne inhibiraju stani¢nu proliferaciju tijekom
duljeg perioda rasta u kulturi.

Pokazano je da ekstrakt biljke M. croatica pozitivho utjeCe na vitalnost stanica te
pokazuje sposobnost usporavanja pada broja proliferiraju¢ih stanica u kulturi, u
odnosu na kontrolne stanice. Ekstrakt biljke M. petraea takoder pozitivno utjece na
vitalnost stanica.

Pokazano je da stanice tretirane ekstraktom M. croatica kao i M. petraea imaju
znatno sacuvaniju morfologiju i fiziologiju mladih stanica Sto znaci da je usporeno
stani¢no starenje u odnosu na netretirane kontrolne stanice. Ovakav efekt moze biti
posljedica zastitnog djelovanja ekstrakta na proteine stanice ili na samu DNA.
Telomere su dulje kod stanica tretiranih ekstraktom M. croatica u odnosu na
kontrolne stanice $to ukazuje na to da ekstrakti imaju pozitivan utjecaj na zastitu
telomera. Stanice tretirane ekstraktom M. petraea takoder imaju dulje telomere u

odnosu na kontrolne stanice.
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