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POVZETEK

Izvlecek lesa bele jelke (Abies alba) vsebuje Stevilne polifenole in je v dosedanjih Studijah
izkazal nekatere pozitivne farmakoloske uc¢inke. Med pomembnejSe spadajo njegovi ugodni
vplivi na pogoste bolezni sodobnega ¢asa, diabetes, kardiovaskularna in rakava obolenja.
Kljub temu pa je bilo doslej opravljenih razmeroma malo raziskav na temo delovanja ter
potencialne uporabe izvlecka lesa bele jelke v farmacevtske namene. Z 0zirom na spodbudne
rezultate preteklih $tudij smo se odlocili preskusiti njegove vplive na rast ¢loveskih celi¢nih
linij, in sicer raka prostate LNCaP, jetrnega raka HepG2 ter akutne T-celi¢ne levkemije
Jurkat, v pogojih in vitro. Obseg njihove rasti v prisotnosti in odsotnosti razli¢nih
koncentracij izvlecka smo dolocali spektrofotometricno. Ugotovili smo, da raztopina
izveCka v fosfatni pufrski raztopini (PBS) v koncentracijskem razponu od 3,63 mg/mL do
0,23 mg/mL, znatno zavira proliferacijo vseh treh vrst celic. Pri tem je bil zaviralni ucinek
na proliferacijo celic LNCaP in HepG2 sorazmeren uporabljenim koncentracijam raztopine
izvlecka lesa bele jelke, v primeru celic Jurkat pa je bilo zaviranje rasti zelo intenzivno v
celotnem koncentracijskem obmocju. Dolocili smo tudi obsege citotkosi¢nega delovanja
preskusanih raztopin izvlecka na vsako izmed celi¢nih linij. Ugotovili smo, da je bila
citotkosi¢nost izvlecka odvisna tudi od vrste uporabljene celi¢ne linije. Tako so na celice
LNCaP in Jurkat vi§je koncentracije izvlecka delovale citotoksi¢no, na celice HepG2 pa ne.
V okviru magistrske naloge smo torej dokazali pomemben zaviralni vpliv raztopine izvlecka
lesa bele jelke na rast treh ¢loveskih rakavih celi¢nih linij in vitro, s ¢imer smo pridobili

novo, koristno znanje o njegovem delovanju.

Kljucne besede: izvlecek lesa bele jelke, celicna linijja LNCaP, celi¢na linija HepG2,
celi¢na linija Jurkat, proliferacija, citotoksi¢nost
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ABSTRACT

Silver fir (Abies alba) bark extract contains many polyphenols and has shown some positive
pharmacological effects in previous studies. The most important ones are its beneficial
activities on common modern time disorders like: diabetes, cardiovascular and cancerous
diseases. Nevertheless, to date, relatively little research has been carried out regarding the
mechanisms of action and the potential use of silver fir wood/bark extract for pharmaceutical
purposes. In view of encouraging results of past studies, we decided to test its effects in vitro
on the growth of human cancer cell lines, namely, LNCaP (prostate cancer), HepG2 (liver
cancer), and Jurkat (acute T-cell leukemia). The extent of their growth in the presence and
absence of different concentrations of the extract was defined spectrophotometrically. We
found that the extract dissolved in the phosphate buffer (PBS) significantly inhibited
proliferation of all three cell lines in the concentration range from 3,63 mg/mL to 0,23
mg/mL. In this regard, the inhibitory effect on the proliferation of LNCaP and HepG2 cells
was proportional to the used concentrations of the extract solution, while in in case of Jurkat
cells, it was very intense throughout the applied concentration range. We have also
determined the extent of cytotoxic activity of silver fir wood/bark extract duillutions on each
of the three cell lines. Additionally, we found that the cytotoxicity of the extract depended
on the cell type used. Thus, higher concentrations were cytotoxic to LNCaP and Jurkat cells,
wehereas no cytotoxicity could be detected on HepG2 cells. To conclude, we showed an
important inhibitory effect of the silver fir wood/bark extract solution on the growth of three
human cancer cell lines in vitro, thus gaining new, useful knowledge regarding its biological

activity.

Keywords: silver fir bark extract, LNCaP cell line, HepG2 cell line, Jurkat cell line, cell
proliferation, cytotoxicity
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SEZNAM KRATIC IN OKRAJSAV

Bowmso = raztopina izvlecka bele jelke v DMSO

Bprss = raztopina izvlecka bele jelke v DPBS

Buvoda = raztopina izvlecka bele jelke v vodi

CCK-8 = barvilo/substrat za dolo¢anje proliferacije celic (ang. Cell Counting Kit-8),
DMSO = dimetil sulfoksid

DPBS = uravnotezena fosfatna pufrska raztopina soli, ki ne vsebuje kacijevih in

magnezijevih ionov (ang. Dulbecco's Phosphate Buffered Saline)

EGF = epidermalni rastni dejavnik (ang. Epidermal Growth Factor)

FBS = fetalni goveji serum (ang. Eetal Bovine Serum)

HepG2 = Human hepatoma cells / celice ¢loveskega hepatocelularnega karcinoma

LDH = laktatna dehidrogenaza

LNCaP = celi¢na linija ¢loveskega raka prostate (ang. Lymph Node Carcnoma of the Prostate)
m/v (%) = masno volumski odstotek

PFA = paraformaldehid

Rpm = stevilo obratov na minuto (ang. Revolutions per minute)

TGF-a = transformirajoci rastni dejavnik-a (ang. Transforming Growth Factor-a.)

vIv (%) = volumsko volumski odstotek
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1 UVvOD

1.1 Izvlecek lesa bele jelke: sestava in lastnosti

Znano je, da izvlecki lesa razliénih dreves vsebujejo raznovrstne polifenolne spojine in

izkazujejo zanimive farmakoloske ucinke. Med njimi je zelo dobro raziskan izvlecek

obmorskega bora (Pinus maritima), znan pod trznim imenom Pycnogenol®. Njegova
uporaba je moc¢no razsirjena v kozmeti¢nih izdelkih ter prehranskih dodatkih, njegovo
farmakolosko delovanje pa pripisujejo mesanici flavonoidov, med njimi v najve¢ji meri
procianidinom in fenolnim kislinam. Stevilne koristne bioloske u¢inke pripisujejo tudi

izvleCkom lesa bele jelke (Abies alba), ki spada med bolj zastopane drevesne vrste v Srednji

Evropi. Izvlecek njenega lesa je znan pod trgovskima imenoma Abigenol® in Belinal®. Leta
2013 je raziskovalka Tavc¢ar Benkovic s sodelavci z uporabo analitskih laboratorijskih tehnik
dolocila sestavo izvlecka lesa bele jelke. Pri tem so se avtorji Studije osredoto¢ili na analizo
vsebnosti razli¢nih polifenolov, ki imajo stevilne dokazane pozitivne farmakoloske ucinke
(1). Polifenoli rastlinskega izvora so velika skupina spojin, ki jih glede na njihove strukture
delimo na: fenolne kisline, flavonoide, stilbene, lignane, tanine, idr. (2). Ugotovili so, da
vsebuje izvlecek lesa bele jelke 6 fenolnih kislin, 3 flavonoide in 4 lignane. Posamezne
spojine so predstavljene v Preglednici I., kromatogram izvlecka, na katerem je oznacenih

vseh trinajst identificiranih spojin, pa je prikazan na Sliki 1 (1).

Preglednica I: Prikaz polifenolnih spojin, ki jih vsebuje izvlecek lesa bele jelke; povzeto
po (1).

Vrste polifenolov Identificirane spojine

o galna, homovanilinska, protokatehujska, p-hidroksibenzojska,
Fenolne kisline vanilinska in p-kumarna kislina

Flavonoidi katehin, epikatehin in katehin tetrametil eter

. . taksiresinol, 7-(2-metil-3,4-dihidroksitetrahidropiran-iloksi)-
Lignani taksiresinol, sekoizolariciresinol in laricresinol
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Slika 1: Kromatogram izvlecka lesa bele jelke. Oznacenih je 13 identificiralnih spojin; prirejeno
po (1).

Polifenoli u¢inkujejo antioksidativno preko ve¢ razlicnih mehanizmov. V prvi vrsti so
ucinkoviti lovilci prostih radikalov, poleg tega pa tudi u¢inkovito kelirajo Zelezove (1) ione
(Fe*™). Slednji vstopajo v Fentonovo reakcijo, v kateri nastaja najreaktivnejSi in
najnevarnej$i hidroksilni radikal (¢OH) (3). Poleg vstopanja v neposredne oksidativne
reakcije, polifenoli zniZujejo oksidativni stres v celicah tudi tako, da interagirajo s
pomembnimi celi¢nimi receptorji, vplivajo na celi¢ne signalne poti in encime, ki sodelujejo
pri tvorbi reaktivnih kisikovih zvrsti (npr. ksantinske oksidaze, ciklooksigenaze,
lipoksigenaze, mikrosomske monooksigenaze in oksidaze NADH) (4). Izvlecek lesa bele
jelke je torej bogat vir naravnih antioksidantov. Poleg znanih antioksidativnih lastnosti
posameznih spojin, je tudi njihova kombinacija v izvleCku mocan antioksidant, kar

predstavlja njegovo potencialno uporabnost (1).

1.2 Dokazani udinki izvle¢ka lesa bele jelke

Izvlecek lesa bele jelke je v dosedanjih raziskavah, tako in vitro kot in vivo, izkazal zelo
zanimive in obetavne ucinke, vendar pa je o specificnih nacinih njegovega delovanja Se
vedno na razpolago razmeroma malo podatkov. V nadaljevanju si oglejmo rezultate

nekaterih objavljenih $tudij.
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1.2.1 Protektivno kardiovaskularno delovanje

Drevensek in sodelavci so testirali u¢inke izvlecka lesa bele jelke na izolirana podganja srca
(5). Raztopino izvlecka so v razliénih koncentracijah vanje dovajali malo pred ter
neposredno po indukciji ishemije, in sicer v fazi reperfuzije. Potrdili so hipotezo, da ima
izvlecek kardioprotektivne uc¢inke in obenem pokazali, da je bilo zmanjsanje poskodbe srca
sorazmerno uporabljeni koncentraciji. Poleg vplivov izvlecka lesa bele jelke so preverili tudi
delovanje njegovih posameznih polifenolnih sestavin. Ugotovili so, da je imel izvle¢ek vecji
kardioprotektivni ucinek med ishemijo, v primerjavi z njegovima pomembnima
posameznima sestavinama, p-kumarno in protokatehujsko kislino (5). Med drugim so
spremljali koli¢ino spros¢ene laktatne dehidrogenaze (LDH), citoplazemskega encima, ki je
pokazatelj obsega celi¢nih poskodb in ugotovili, da je bila koli¢ina spros¢ene LDH v srcih,
ki so jih tretirali z raztopinami izvlecka lesa bele jelke znacilno manjsa, v primerjavi s
kontrolnimi vzorci (5). Poleg zmanjsane koli¢ine LDH, so, v primerjavi s kontrolo, zaznali
tudi skrajsanje trajanja aritmij za kar 80%. Tudi koronarni pretok je bil pri uporabi raztopin
izvlecka lesa bele jelke med reperfuzijo vecji, kar je dodaten dokaz za boljso ohranitev

funkcije srca po ishemiéni poskodbi (5).

1.2.2 Vpliv na aterosklerozo

Drevensek in sodelavci so na morskih prasi¢kih dokazali zas¢itne ucinke izvlecka lesa bele
jelke pri kroni¢ni aterogeni dieti. Spremljali so morfoloske in funkcionalne spremembe aorte
(6). Dolgotrajna aterogena dieta, ki vsebuje veliko nasi¢enih mas¢ob, malo antoksidantov
ter vlaknin in povzro¢a spremembe 0z. poskodbe Zilja, je pogost nacin prehranjevanja v
zahodnem svetu. Socasno uzivanje izvlecka lesa bele jelke ob tovrstni prehrani je v
poskusnih zivalih statisti¢no znacilno zmanjsalo debelino ateroskleroznega plaka in s tem
prepreéilo spremembe funkcije aorte. TO spoznanje odpira moznosti za uporabo tega

izvlecka v profilaksi razvoja srénozilnih bolezni (6).

1.2.3 Vpliv na diabetes

Debeljak in sodelavci so v okviru klini¢ne Studije na ljudeh dokazali potencialno uporabnost
izvlecka lesa bele jelke v preventivnem in podpornem zdravljenju sladkorne bolezni tipa 2

(2). Ugotovili so, da zauzitje izvlecka skupaj z obi¢ajnim obrokom zniza postprandialno
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koncetracijo glukoze v krvi. Ta je bila pri posameznikih, ki so z obrokom zauzili kapsulo z

izvleckom lesa bele jelke (Belinal®), 35% nizja kot pri tistih, ki so prejeli placebo. Prav tako
so bile, v primerjavi s slednjimi, tudi plazemske koncentracije inzulina posameznikov, Ki so
zauzili izvlecek, 25% nizje (2). Fenolni spojini, p-kumarna kislina ter
nordihidrogvaiaretinska kislina, dokazano zavirata delovanje prebavnih encimov vpletenih
v postprandialno regulacijo glukoze v krvi. Prav p-kumarna Kislina, ki je prisotna tudi v
izvleCku lesa bele jelke (Slika 1), znatno inhibira encim a-glukozidazo (1, 7).
Nordihidrogvaiaretinska kislina, ki je v izvlecku sicer niso identificirali, pa zavira delovanje
kar treh razlicnih encimov prebavne poti glukoze, in sicer a-glukozidazo, a-amilazo in
dipeptidil peptidazo 4 (7). Polifenoli v prehrani (sadje in zelenjava) delujejo torej
hipoglikemi¢no tako, da: inhibirajo encima a-amilazo in/ali a-glukozidazo, zmanjsajo
absorpcijo glukoze, stimulirajo izlo¢anje inzulina, §¢itijo B-celice trebusne slinavke pred
glukotoksicnostjo, zmanjSajo sproS¢anje glukoze iz jeter in izbolj$ajo prevzem glukoze v
perifernih tkivih preko moduacije znotrajceli¢nih signalnih poti (2, 8). Tovrstne spojine
zmanj$ajo tudi verjetnost pojava retinopatij, nefropatij ter nevropatij, ki so pogosti zapleti
kroni¢ne izpostavljenosti hiperglikemiji. Prehrana bogata s polifenoli torej poveca
ucinkovitost zdravljenja in obvladovanja diabetesa, kar lahko na dolgi rok poveca kakovost

Zivljenja bolnikov s to boleznijo (7, 4).

1.2.4 Vplivi na rast rakavih celic in potek rakave bolezni

Ena od najnevarnejsih bolezni sodobnega ¢asa, poleg ze omenjenih sré¢nozilnih bolezni in
diabetesa, je rak. Karkabounas in sodelavci so dokazali antiproliferativno in protirakavo
delovanje izvlecka lesa bele jelke, in sicer tako in vitro, na rakavi celi¢ni liniji L-1210 (misji
levkemi¢ni limfociti), kot tudi in vivo, na podganah (9). V slednjih so z benzopirenom
inducirali tvorbo tumorjev, nato pa poskusnim zivalim vse do njihove smrti v hrano dodajali
izvlecek lesa bele jelke v koncentraciji 50 mg/kg telesne mase. Ucinki izvleCka na rakave
celice so se pokazali v zmanjsanem obsegu proliferacije celic L-1210 (IC50 = 49,6 + 1,4
ug/mL), na tretirane poskusne zivali pa v znatnem podaljsanju njihove Zzivljenjske dobe,
pocasnejsi rasti tumorjev in za 16,6% manjsi tvorbi le-teh, v primerjavi s kontrolno skupino
(9). Kljub tem obetavnim rezultatom pa vse od njihove objave leta 2000 nismo zasledili
nobene raziskave o vplivih izvlecka lesa bele jelke na rakave celice. To je bil dodaten motiv

za nase raziskovalno delo, opravljeno v sklopu magistrske naloge.
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2 NAMEN DELA

V okviru magistrske naloge nameravamo preuciti delovanje izvlecka lesa bele jelke na
¢loveske celi¢ne linije raka prostate LNCaP, jetrnega raka HepGz2 in Jurkat, v pogojih in
vitro. Pri tem bomo najprej dolocili vplive razliénih koncentracij njegovih raztopin,
pripravljenih s tremi razlicnimi topili, H.O, DMSO in DPBS, na rast celic LNCaP. Tako
nameravamo izbrati najprimernejSe topilo, ki ga bomo uporabili za pripravo raztopin
izvlecka za vse nadaljnje poskuse, s katerimi bomo ugotavljali, katere koncentracije
zaviralno vplivajo na proliferacijo omenjenih celi¢nih linij in vitro. Celice bomo gojili v
zanje optimalnih pogojih, jim dodali razli¢ne koncentracije raztopine izvlecka in nato po 24,
48 in 72 urah inkubacije spektrofotometri¢no ugotavljali obseg njihove rasti z uporabo
reagenta WST-8 (Cell Counting Kit-8 oz. CCK-8) in meritvami absorbance pri 450 nm.
Razlike v morfologiji in obsegu rasti celic LNCaP v celi¢nih kulturah, nastale zaradi

prisotnosti razli¢nih koncentracij izvlecka, bomo opazovali tudi z invertnim mikroskopom.

Dolo¢ili bomo tudi citotoksi¢nost testiranih koncentracij izvlecka lesa bele jelke na vseh treh

celi¢nih linijah, za kar bomo uporabili reagenéni komplet CytoTox 96®, s katerim
spektrofotometricno (490 nm) dolocamo koli¢ino laktatne dehidrogenaze (LDH), ki se
sprosti iz poskodovanih celic. Citotoksi¢no delovanje razli¢nih koncentracij izvle¢ka na
celice LNCaP pa bomo poleg tega skusali oceniti tudi z uporabo raztopine barvila tripansko
modrilo, ki lahko prodre izklju¢no v notranjost mrtvih celic in jih obarva temno modro. Cilj
nasega dela bo poiskati tiste koncentracije izvlecka lesa bele jelke raztopljenega v izbranem
topilu, ki bodo povzrocile najvecji upad proliferacije celic izbranih ¢loveskih rakavih linij,
temu pa bo sledilo tudi ugotavljanje njihovega morebitnega neposrednega citotoksi¢nega

delovanja.

Dobljeni rezultati bodo prispevali k poznavanju u¢inkov izvlecka lesa bele jelke na ¢loveske
rakave celi¢ne linije in vitro ter odprli nove moznosti za ciljano preucevanje natan¢nejsih

mehanizmov njegovega delovanja na nivoju specifi¢nih celi¢nih signalnih poti.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali, reagenti in aparati

Preglednica I1: Seznam uporabljenih materialov in aparatur.

Material/aparatura Proizvajalec in drZzava

0,4 % raztopina barvila
tripansko modrilo
10 mL sterilne brizge

15 mL epruvete oz.
centrifugirke

4 % raztopina
paraformaldehida

70 % etanol

96 % etanol

100 % etanol

Celicna linija LNCaP
Celicna linija HepG2
Celi¢na linja Jurkat

Cell Counting Kit-8 (CCK-
8)

Centrifuga centric 322 PCC
Citalec mikrotitrskih plog¢
Synergy H4 Hybrd Reader
Digestorij PIO MC 152
Digitalna kamera NIKON
DIGITAL SIGHT DS-Fil

Destilirana voda
DMEM-F12+GlutaMAX-I

DMSO
DPBS

Heat Inactivated FBS

Filter iz polietilensulfata z
0,22 pm porami

Filter SFCA iz celuloze z
0,20 um porami

GlutaMAX-I CTS™ (100x)

Igle

Inkubator Heraeus
Cytoperm 2

Invertni mikroskop NIKON
ECLIPSE TE 300

Sigma-Aldrich, ZDA

Becton Dickinson, ZDA
Corning Inc., ZDA

Sigma-Aldrich, ZDA

Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA

ATCC Number: CRL-1740™

ATCC Number: HB-8065™
ATCC Number: TIB-152™

Bimake, ZDA
Tehtnica, Slovenija
BioTek, ZDA

Iskra, Slovenija
Nikon, Japonska

/

Gibco Life Technologies,
ZDA

Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA

Gibco Life Technologies,
ZDA

TPP, Svica

TPP, Svica

Gibco Life Technologies,
ZDA
Tik, Slovenija

Heraeus, Nemcija

Nikon, Japonska
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Izvlecek lesa bele jelke (B)

Komercialni komplet
reagentov Promega CitoTox
96® Non Radioactive
Citotoxicity Assay

Krovno stekelce

Mesanica antibiotikov in
antimikotikov Antibiotic
Antimycotic Solution
(100x)

Mikrotitrske plosce s 96
vdolbinami z ravnim dnom
Multikanalna pipeta
Nastavki za pipetiranje
Natrijev piruvat 100 mM
(100x)

Neubauerjeva komora
Pasteurjeve pipete

Pipete 1mL, 2mL, 5 mL, 10
mL

Plastenke za gojenje celic
Programska oprema za
zajem in obdelavo
mikroskopskih slik NIS
ELEMENTS F3.2

Pufer HEPES (1M)
Raztopina neesencialnih
aminokislin MEM NEAA
(100x)

Rokavice Green Nitrile,
powder free gloves
RPMI-1640
Mikrocentrifugirke (2 mL)
Tehtnica Sartorius AX124
Tripsin — EDTA (1x)
Vrtinéni stresalnik Lap
Dancer

Zamrzovalna skrinja
FORMA 88000 SERIES
(-80°C)

FFA, Katedra za farmacevtsko
biologijo

Promega, ZDA

Thermo Fisher Scientific,
ZDA

Sigma-Aldrich, ZDA

TPP, Svica

Corning, ZDA
Sarstedt, Nemcija

Gibco Life Technologies,
ZDA

Brand, Nemcija
Sarstedt, Nemcija

Sarstedt, Nemcija

CoStar, ZDA
Nikon, Japonska

Sigma-Aldrich, ZDA

Gibco Life Technologies,
ZDA

Kimtech, Kimberly-Clark,
ZDA

Sigma-Aldrich, ZDA
CoStar, ZDA

Sartorius AG, Nemcija
PAA, Avstrija

IKA, Nemc¢ija

Thermo Fisher Scientific,
ZDA

Sara Lorbek
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3.2 Metode

Vse postopke razen S$tetja celic s pomocjo Neubauerjeve Stevne komore smo izvajali v
asepti¢nih pogojih, v komori z laminarnim pretokom filtriranega zraka ter z uporabo

sterilnega materiala in reagentov.

3.2.1 Priprava osnovnih sterilnih raztopin izvle¢ka lesa bele jelke

3.2.1.1 Tehtanje in raztapljanje izvleCka lesa bele jelke v vodi, DMSO in DPBS za
pilotne poskuse

Izvlecek lesa bele jelke, ki je dokaj homogena trdna snov v obliki prahu rjave barve, so
pripravili na Katedri za farmacevtsko biologijo FFA in nam oddelili ustrezno koli¢ino za
izvedbo poskusov. Pripravili smo tri zatehte, in sicer smo v dve epruveti zatehtali po 50 mg,
v tretjo pa 25 mg izvlecka. Nato smo v prvo epruveto dodali 5 mL H2O, v drugo 5 mL pufra
DPBS, v tretjo pa 2,5 mL DMSO. Vse epruvete smo zaprli z navojnimi pokrovi in jih stresali
na vrtinénem stresalniku 10-15 minut pri sobni temperaturi. Tako smo pridobili tri raztopine,
pri tem pa opazili, da je v H20 in DPBS ostalo $e nekaj neraztopljenega izvlecka, medtem

ko ga je bilo v DMSO bistveno man;.

3.2.1.2 Tehtanje in raztapljanje izvlecka lesa bele jelke v izbranem topilu DPBS

Za vse nadaljnje poskuse, z izjemo pilotskih, smo v 50 mL centrifugirko, ki smo jo
predhodno stehtali, natehtali 100 mg izvlecka lesa bele jelke in mu dodali 10 mL DPBS.
Nato smo postopali tako, kot je opisano v predhodnem poglavju.

3.2.1.3 Sterilno filtriranje in alikvotiranje raztopin

Pridobljene raztopine za pilotske poskuse smo najprej centrifugirali (1.500 rpm, 5 minut),
nato pa supernatante sterilno filtrirali. Za filtriranje vodne raztopine in raztopine z DPBS
smo uporabili polietilensulfatni (pore 0,20 um), za filtriranje raztopine z DMSO pa celulozni
filter (pore 0,22 pum). Zatem smo sterilni raztopini v DPBS in H20 s pomogjo sterilnih pipet
v 1 mL alikvotih raztocili v ustrezno $tevilo sterilnih 2 mL mikrocentrifugirk s pokrovi,
raztopino v DMSO pa razdelili na 0,5 mL alikvote. Oznacene vsebnike smo nato prenesli v

zamrzovalno skrinjo na temperaturo -80 °C, kjer smo jih hranili do uporabe.
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Osnovno raztopino izvlecka v izbranem topilu DPBS, ki smo jo uporabili v nadaljnjih
poskusih, smo prav tako centrifugirali, filtrirali, alikvotirali in do uporabe zamrznili pri -80
°C. Neraztopljeni ostanek v centrifugirki pa smo 6 dni susili pri temperaturi 42 °C, nato pa
centrifugirko ponovno stehtali in dolocili maso neraztopljene snovi, ki je bila 9,3 mg.
Raztopilo se je torej 90,7 mg izvleCka, tako, da je bila koncentracija njegove osnovne

raztopine 9,07 mg/mL.

3.2.2 Priprava gojitvenih medijev in delovnih raztopin za ugotavljanje vplivov

izvle€ka lesa bele jelke na rast celic LNCaP, HepG2 in Jurkat

3.2.2.1 Priprava osnovnega medija RPMI-1640 za celice LNCaP in Jurkat
V 500 mL medija RPMI-1640 smo dodali 5 mL 1 M pufra HEPES, 5 mL raztopine
GlutaMax (100x) in 5 mL meSanice antibiotikov in antimikotikov (100x). Zaprti plasti¢ni

vsebnik z medijem smo nekajkrat obrnili, da so se dodane raztopine enakomerno premesale.

3.2.2.2 Priprava osnovnega medija DMEM-F12 za celice HepG2

V 500 mL medija DMEM-F12 smo dodali 5 mL 1 M pufra HEPES, 5 mL raztopine
GlutaMax (100x), 5 mL raztopine antibiotikov ter antimikotikov (100x), 5 mL 100 mM
raztopine Na-piruvata (100x) in 5 mL meSanice neesencialnih aminokislin (100x) in vse

dobro premesali.

3.2.2.3 Priprava gojitvenega medija z 10% FBS za celice LNCaP in Jurkat
Za gojenje celi¢nih linij LNCaP in Jurkat smo pripravili po 50 mL medija tako, da smo k 5
mL FBS dodali 45 mL osnovnega medija RPMI-1640 in meSanico dobro premesali na

vrtin¢nem stresalniku.

3.2.2.4 Priprava gojitvenega medija z 10% FBS za celice HepG2
Za pripravo 50 mL medija za gojenje celic HepG2 smo postopali enako kot v prejSnjem

poglavju, le da smo k 5 mL FBS dodali 45 mL osnovnega medija DMEM-F12.

3.2.2.5 Priprava medija za odmrzovanje celic
Odmrzovalni medij smo pripravili sproti, in sicer iz 80% ustreznega osnovnega medija in
20% FBS. Ker smo za vsak poskus odmrznili po eno 2 mL kriovialo ustreznih, v teko¢em

dusiku shranjenih celic, smo za ta postopek potrebovali dvakratni volumen odmrzovalnega
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medija, torej 4 mL (3,2 mL osnovnega medija in 0,8 mL FBS), ki smo ga najprej dobro

premesali, nato pa neposredno pred uporabo segreli na 37 °C v vodni kopeli.

3.2.2.6 Priprava razli¢nih koncentracij izvlecka lesa bele jelke iz njegovih osnovnih
raztopin v H20, DPBS in DMSO

Iz osnovnih sterilnih raztopin izvlecka lesa bele jelke [konc. 100% o0z. ~ 1% (m/v)], ki smo
ga raztapljali v topilih DMSO, H2O in DPBS, smo pripravili delovne redéitve s
koncentracijami: 50%, 25%, 5%, 2,5%, 0,5%, 0,25%, 0,05%, 0,025% in 0,005% (vse Vv/v,
glede na konc. osnovnih raztopin — 100%) (Preglednica Ill). Za red¢enje smo uporabili
ustrezen gojitveni medij z 10% FBS. Navedene koncentracije smo izbrali za pilotni
eksperiment, s katerim smo Zzeleli orientacijsko preveriti njihove vplive na proliferacijo celic
LNCaP, obenem pa testirati tudi katero od topil za pripravo osnovnih raztopin, torej DMSO,
H20 ali DPBS, bomo uporabili za nadaljnje delo. Ob tem smo pripravili tudi kontrole, in
sicer tako, da smo omenjena tri topila brez raztopljenega izvlecka, na enak nacin kot vzorce,
redcili z ustreznim gojitvenim medijem, Ki je vseboval 10% FBS.

Preglednica I11: Primer delovnega naérta za pripravo redCitev osnovne raztopine izvlecka

lesa bele jelke v H20 in ustreznih kontrol, ki je enak kot v primeru red¢enja osnovnih
raztopin v DMSO in DPBS.

Koncentracija

ini & Koncentracija topila
raztopin izvlecka 1) p!

Pri Citev izvleck -
riprava reddcitev izvlecka kontrolah (v/v)

Priprava redcitev kontrol

(v/v)

50% Byoda 500 pL Byogat+ 500 pl medija 50% H-0 500 pL H,0 + 500 pL medija
25% Byoda 250 plL Byoda+ 750 plL medija 25% H>0 250 puL H20 + 750 uL medija

5% Byoda 100 pL 50% Byodat 900 pL medija 5% H>0 100 pL 50% H,0+ 900 pL medija
2,5% Buyoda 100 pl 25% Byoga+ 900 pL medija 2,5% H;0 100 pl 25% H,0 + 900 pL medija
0,5% Byoda 100 pL 5% Byoda+ 900 pL medija 0,5% H>0 100 pL 5% H,0 + 900 pL medija
0,25% Byoda 100 pL 2,5% Byoda+ 900 pL medija 0,25% H>0 100 pL 2,5% H,0+900 pL medija
0,05% Byoda 100 pL 0,5% Byoda+ 900 pL medija 0,05% Hz0 100 pL 0,5% H,0+900 pL medija
0,025% Byoda 100 pL 0,25% Byodat+ 900 pL medija 0,025% H>0 100 plL 0,25% H,0+900 pL med.
0,005% Boda 100 pL 0,05% Byoda + 900 pL medija 0,005% H>0 100 pL 0,05% H,0+900 pL med.

Legenda: Byoda— OSNovNa sterilna raztopina izvlecka lesa bele jelke v H20; medij — RPMI-1640 z 10% FBS

10
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3.2.3 Doloc¢anje obsega proliferacije ¢loveskih rakavih celi¢nih linij in vitro v

prisotnosti razli¢nih koncentracij izvleCka lesa bele jelke

3.2.3.1 Odmrzovanje celic

Pred vsakim poskusom smo iz Dewarjeve posode s teko¢im duSikom vzeli po eno
krioampulo s priblizno 2 mL suspenzije celic in jo na hitro odtalili v vodni kopeli (37 °C). S
Pasteurjevo pipeto smo k odtaljenim celicam nemudoma dodali nekaj odmrzovalnega medija
(osnovni medij z 20% FBS), ki smo ga predhodno segreli na 37 °C, in celi¢no suspenzijo v
celoti prenesli v 50 mL centrifugirko z odmrzovalnim medijem. Po nekaj minutah smo v
centrifugirko dodali osnovni medij do oznake 45 mL in celi¢no suspenzijo 10 minut
centrifugirali pri 1.700 rpm, brez zavore, na sobni temperaturi. Nato smo odlili supernatant,
celi¢no usedlino dobro pretresli na vrtinénem mesalu, dodali DPBS do oznake 35 mL in
celice ponovno centrifugirali pod enakimi pogoji. Po temeljiti odstranitvi supernatanta smo
celi¢no usedlino resuspendirali s stresanjem na vrtin¢nem stresalniku, celicam dodali 1,9 mL

gojitvenega medija z 10% FBS in suspenzijo $e enkrat dobro pretresli.

3.2.3.2 Dolocanje koncentracije celic s pomo¢jo Neubauerjeve komore

V vdolbinico mikrotitrske plos¢e (96 vdolbinic) smo odpipetirali 80 uL 0,4 % raztopine
tripanskega modrila, dodali 20 pL predhodno dobro premesane celi¢ne suspenzije in zmes
rahlo pomesali. Suspenzijo celic v barvilu smo, tik pred nanosom vzorca pod krovno steklo
polozeno na Neubauerjevo stevno komoro, dobro homogenizirali z me$anjem z mikropipeto.
Nato smo s pomocjo svetlobnega mikroskopa presteli celice v petih kvadratkih Stevne

komore. Koncentracijo celic v suspenziji smo izracunali s pomo¢jo Enacbe 1.
Enacba 1: lzracun $tevila celic/mL celi¢ne suspenzije z uporabo Neubaurjeve komore.

Stevilo celic/mL = $tevilo celic v petih kvadratkih x 25 x 10*

Nato smo suspenzijo celic razred¢ili z gojitvenim medijem z 10% FBS do zelene
koncentracije, ki smo jo potrebovali za izvedbo eksperimenta, v nasem primeru do
25 x 103 celic/mL.
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3.2.3.3 Priprava celi¢nih kultur v mikrotitrskih ploS¢ah s 96 vdolbinicami za dolo¢anje
obsega proliferacije celic LNCaP v prisotnosti razli¢nih koncentracij izvlecka lesa bele
jelke v topilih DPBS, DMSO in H20

Pripravili smo 9 mikrotitrskih plos¢ s 96 vdolbinicami z ravnim dnom. V vse vdolbinice na
skrajnih robovih smo z multikanalno pipeto prenesli po 100 uLL DPBS, s ¢imer smo skusali
zmanjsati izhlapevanje iz vdolbinic s celicami med eksperimentom. V ostale vdolbinice na
mikrotitrskih plos¢ah smo, skladno z delovnim naértom (Preglednica IV) z 12-kanalno
pipeto raztocili po 80 uL suspenzije celic LNCaP s koncentracijo 25 x 103/mL, kar pomeni
2.000 celic/vdolbinico. Mikrotitrske plos¢e smo pokrili s pokrovi in jih za 24 ur prenesli v
inkubator (37 °C, 5% CO> v zraku in 96% vlaga), da so se celice LNCaP pritrdile na dno

vdolbinic.

Naslednji dan smo v ustrezne vdolbinice s celicami na enako pripravljenih 9 mikrotitrskih
plosc¢ah, skladno z delovnim na¢rtom (Preglednica IV), dodali po 20 puL preskusanih redc¢itev
(50%, 25%, 5%, 2,5%, 0,5%, 0,25%, 0,05%, 0,025% in 0,005%) vseh treh razli¢nih
osnovnih raztopin izvlecka lesa bele jelke (H2O, DPBS in DMSO), pri ¢emer smo vsako od
koncentracij testirali v trojniku. K pozitivnim (celice brez dodatka izvleckov) in slepim
(samo gojitveni medij) kontrolam pa smo dodali po 20 uL gojitvenega medija.

Prve tri plos¢e Smo pred meritvami obsega celi¢ne proliferacije inkubirali 24 ur, druge tri 48
ur in zadnje tri 72 ur. Kot kontrole smo uporabili ustrezne redcitve topil (v/v), ki smo jih
uporabili za raztapljanje izvlecka (H20, DPBS in DMSO), pripravljene z gojitvenim
medijem RPMI-1640 z 10% FBS (v Preglednici IV so obarvane s sivo barvo). Z njimi smo
ugotavljali morebitne vplive omenjenih topil na rast celic LNCaP. Za dolocitev absorbance
ozadja pa smo, tako kot smo to Ze opisali, uporabili slepe kontrole, in sicer 4 vdolbinice brez
celic s po 100 uL samega gojitvenega medija ter po 3 vdolbinice s kombinacijami 80 uL
gojitvenega medija z 20 puL 50%, 25% in 5% red¢itve posameznih topil, H.O, DPBS in
DMSO. Te kontrole so v Preglednici IV obarvane rdece-rjavo. Pozitivno kontrolo pa so
predstavljale celice LNCaP, ki so rastle v 100 pL gojitvenega medija, brez kaksnega koli
drugega dodatka (bela polja v Preglednici V).
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Preglednica 1V: Shema mikrotitrske plos¢e s 96 vdolbinicami s prikazanim primerom
delovnega nacrta za pripravo 3 identi¢nih plos¢, za 24, 48 in 72 ur inkubacije. Predstavljene
so razporeditve, z razlicnimi red¢itvami osnovne vodne raztopine izvlecka lesa bele jelke
(Bvoda), tretiranih mikrokultur celic LNCaP (zelena barva ozadja) ter ustrezne kontrole.
Pozitivna kontrola (bela barva ozadja); kontrola za ugotavljanje vplivov ustreznih redcitev
uporabljenega topila za raztapljanje izvlecka na celice (siva barva ozadja) in razli¢ne slepe
kontrole (rdece-rjava barva ozadja). Delovni naért za pripravo mikrotitrskih plos¢ je bil enak
tudi v primerih testiranja izvlecka lesa bele jelke, raztopljenega v DPBS in DMSO.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |DPBS [DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
B [DPBS |LNCaP LNCaP LNCaP LNCaP+50% Buada |LNCaP+50% Byoda [LNCaP+50% Bucda |LNCaP+25% Buoda |LNCaP+25% Buoda [LNCaP+25% Bvoda [LNCaP+5% Bwods [DPBS

LNCaP+2,5% LNCaP+2,5% LNCaP+2,5% LNCaP+0,5% LNCaP+0,5% [LNCaP+0,5% LNCaP+0,25%  |LNCaP+0,25%

c DPBS  [LNCaP+5% Buoda [LNCaP+5% Buoda DPBS

Boda Buoda Bvoda Buoda Bvoda Buoda Bvoda
D |opss LNCaP+0,25%  [LNCaP+0,05%  [LNCaP+0,05% [LNCaP+0,05% [LNCaP+0,025% [LNCaP+0,025% |LNCaP+0,025% [LNCaP+0,005% |LNCaP+0,005% [LNCaP+0,005% Dpes
[Broda Brods [Buoda Buoda Buoda Bicda Buods [Bioda Brods Buoda

E DPBS  |LNCaP+50% H20 |LNCaP+50% H20 [LNCaP+50% H20 [LNCaP+25% Ha0 |LNCaP+25%H20 [LNCaP+25% H20 |LNCaP+5% Hz0 |LNCaP+5% H:0 [LNCaP+5% H20 [LNCaP+2,5% H20[DPBS

LNCaP+0,25%  |LNCaP+0,25%  |LNCaP+0,25%  [LNCaP+0,05% [LNCaP+0,05%

F |DPBS [LNCaP+2,5% H20|LNCaP+2,5% H20[LNCaP+0,5% H20|LNCap+0,5% H20[LNCap+0,5% H20 DPBS

H20 H.0 H20 H.0 H20
LNCaP+0,05% LNCaP+0,025% [LNCaP+0,025% [|LNCaP+0,025% [LNCaP+0,005% |LNCaP+0,005% |LNCaP+0,005% " " ™
G [pPBs H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 e R Medij DPBS
H [DPBS  |[Medij Medij s 50% H20 [Medij s 50% H20 [Medij s 50% Hz0 [Medij s 25% H20 |Medij s 25% Hz20 |Medij s 25% Hz0 [Medijs 5% H20 [Medijs 5% H20 [Medijs 5% H:0 |DPBS

Legenda: Medij — RPMI-1640 z 10% FBS

Po 24 urah inkubacije smo prve tri plosce (topila H.O, DPBS in DMSO) vzeli iz inkubatorja
in v vse vdolbinice z izjemo obrobnih, v katerih je bil DPBS, dodali po 10 pL reagenta WST-
8, ki je mononatrijeva sol, 2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-
2H-tetrazolij, namenjena dologanju obsega celi¢ne proliferacije. Zive, presnovno aktivne
celice WST-8 reducirajo z dehidrogenazami, pri ¢emer nastane oranzno obarvan vodotopni
formazan, njegova koli¢ina pa je neposredno proporcionalna Stevilu zivih celic.

Po dodatku reagenta WST-8 smo plosce pokrili, prenesli v inkubator, jih inkubirali 4 ure,
nato pa s pomocjo Citalca mikrotitrskih plos¢ izmerili absorbanco pri 450 nm. Aparat je
avtomatsko odsteval vrednosti slepe kontrole (samo gojitveni medij), vrednosti absorbanc
pa so bile premosorazmerne koli¢inam zivih, presnovno aktivnih celic LNCaP v posamezni
mikrokulturi. Enako smo postopali tudi s preostalimi mikrotitrskimi plo§¢ami po 48- in 72-

urni inkubaciji.
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3.2.3.3 Natan¢nejSe ugotavljanje vplivov razli¢nih koncentracij izvlecka lesa bele jelke,
raztopljenega v izbranem topilu DPBS, na rast celi¢ne linije LNCaP

Na enak nacin, ki je opisan v prejSnjem poglavju, Smo pripravili 3 mikrotitrske plosce s 96
vdolbinami (za inkubacijo 24, 72 in 96 ur). Delovni nac¢rt njihove priprave je predstavljen v

Preglednici VI.

Tokrat smo preverjali vplive 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10% in 5% koncentracij (vse
v/v) osnovne raztopine izvlecka v topilu DPBS (Bpess), ki sSmo ga izbrali za vse nadaljne
poskuse. Nacrt njihove priprave je prikazan v Preglednici V. Dejanske koncentracije
preskusanih red¢in osnovne raztopine Bpess, Ki so bile v stiku s po 2.000 celicami
LNCaP/vdolbinico pa so bile: 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% in 1% (vse V/v).

Preglednica V: Nacrt priprave red¢itev osnovne raztopine Bppes (100%) in ustreznih
kontrol.

Koncentracija . L Y Koncentracija . .
raztopine izvletka Priprava raztopine izvlecka " | kontrolne raztopine Priprava kontrolne raztopine
50% Bppss 2.500 pL Bppgs+ 2.500 pL medija 50% DPBS 2.500 pL DPBS + 2.500 pL medija
40% Bppss 800 pL 50% Bppas+ 200 pL medija 40% DPBS 800 pL 50% DPBS + 200 pL medija
35% Bpess 700 pL 50% Bppas+ 300 pL medija 35% DPBS 700 pL 50% DPBS + 300 pL medija
30% Bppss 600 pL 50% Bppas+ 400 plL medija 30% DPBS 600 L 50% DPBS + 400 pL medija
25% Bppss 500 pL 50% Bppas+ 500 pL medija 25% DPBS 500 pL 50% DPBS + 500 pL medija
20% Bppss 400 pL 50% Bppss+ 600 puL medija 20% DPBS 400 pL 50% DPBS + 600 pL medija
15% Bppss 300 plL 50% Bppas+ 700 pL medija 15% DPBS 300 pL 50% DPBS + 700 pL medija
10% Boppss 200 pL 50% Bppas+ 800 pL medija 10% DPBS 200 pL 50% DPBS + 800 pL medija
5% Bppss 100 pL 50% Bppes+ 900 pL medija 5% DPBS 100uL 50% DPBS + 900 pL medija
2,5% Bppgs 50 puL 50% Bppes+ 950 pL medija 2,5% DPBS 50 pL 50% DPBS + 950 pL medija

Legenda: Bppes — osnovna sterilna raztopina izvlecka lesa bele jelke v DPBS; medij — RPMI-1640 z 10%
FBS

Preglednica VI: Shema mikrotitrske plos¢e s 96 vdolbinicami s prikazanim delovnim
nacrtom za pripravo 3 identicnih plos¢, za 24, 48 in 72 ur inkubacije. Predstavljene so
razporeditve, z razliénimi red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke (Bopess),
tretiranih mikrokultur celic LNCaP (rumena barva ozadja) ter ustreznih kontrol. Pozitivna
kontrola (bela barva ozadja); kontrola za ugotavljanje vplivov red¢itev uporabljenega topila
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za raztapljanje izvlecka na celice (siva barva ozadja) in razli¢ne slepe kontrole (rdece rjava
barva ozadja).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [oess Jores DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
5 lorss |car Neap Neap INCaP+40% | INCaP+a0%  |INCaP+dO%  |LNCaP+35%  [INCaPs35%  |INCaPs35%  [INCaP430% |
a a a
Bopes Bopes Bopss Bopes Bopes Bopss Bopes
c lopss |NGaP30%  [INCaps30%  [INCaps25%  [INCaP+25%  |INCaPv25%  [NCaPs20%  |INCaP+20% |INCaP+20% [INCapeis%  |INCaPelste |
Bopas Bopas Bopes Bopas Bopas Bopes Bopas Bopas Bopes Bppas
[NCaP+15%  |INCaP+10% _ |LNCaP+10%  |LNCaP+10% 9
D oees [ aresn . @ . areon . ATE0% | INCaP+5% Bopgs [LNCaP+5% Bopas |LNCaP+5% Bopas '[‘)':;PMO% :‘)':CB"'SPMM :‘)’:C;SPMO% DPBS
DPBS DPBS DPBS DPBS
£ |opes |NCaPs35%  [NCaPi35%  |NCaP+3s%  [INCaP+30%  [INCaPs30%  |NCaP+30%  [INCaP+25%  [INCaPs25% |INCaPs25%  |NCaP+20% | oo
DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
5 5
¢ |opes |NCPs20%  [NCaP+20% ncaPisw  [incapa1sw  [INCapsas  |Nca+io%  [wcapeiow  [weapssowe | oo o
DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
G |opBs |LNCaP+5% DPBS |Medij Medij Medij Medij g::s” Sl '[‘)"::;’ IS g::;’ TS g::s” BERES '[‘)"::;’ *35%  |ppes
W lopas |Medii+35%  [Medij+30% [Medij+30% |Medij+30% [Medij+25% |Medij+25% |Medij+25% |Medj+20% |Medij+20% [Medij+20% | oo
DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS

Legenda: Medij — RPMI-1640 z 10% FBS

Po 24, 48 in 72 urah inkubacije, smo z uporabo reagenta WST-8, kot je opisano v prej$njem
poglavju, dolo¢ili obseg proliferacije celic. Ker pa smo pri tem, tako kot v pilotnem poskusu,
opazili, da prihaja pri meritvah absorbance, predvsem v vdolbinicah z vi§jimi
koncentracijami raztopin izvlecka, zaradi njihove obarvanosti, do interferenc z barvo
nastalega formazana, smo v nadaljevanju izvedli e en poskus, kar je opisano v naslednjem

poglavju.

3.2.3.4 Ugotavljanje vplivov razlicnih koncentracij izvleCka lesa bele jelke,
raztopljenega v izbranem topilu DPBS, na rast celi¢ne linije LNCaP, ob upoStevanju
ustreznih slepih kontrol

Nacrt za pripravo 3 mikrotitrskih plos¢ je predstavljen v Preglednici VII. Testirali smo 40%,
35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5% in 2,5% (vse v/v) redc¢itve osnovne raztopine Bppas S
koncentracijo 9,07 mg/mL, kar predstavlja naslednje koncentracije izvlecka lesa bele jelke
(m/v): 3,63 mg/mL, 3,17 mg/mL, 2,72 mg/mL, 2,27 mg/mL, 1,81 mg/mL, 1,36 mg/mL, 0,91
mg/mL, 0,45 mg/mL in 0,23 mg/mL. Konéne koncentracije, s katerimi so bile v stiku celice
LNCaP (po 2x10%vdolbinico) pa so bile: 72,6 ug, 63,5 pg, 54,4 pg, 45,3 pg, 36,3 ug, 27,2
ug, 18,1 pg, 9,1 ug in 4,5 pg. Vdolbinice, v katerih so bile celice z dodanimi razli¢nimi

koncentracijami izvlecka, so v Preglednici VII oznac¢ene z modro barvo.

Tokrat smo uporabili slepe kontrole za vsako testirano koncentracijo Bppes (v Preglednici
VII so oznacene z rumeno barvo), Ki smo jih pripravili tako, da smo 80 uL medija RPMI-
1640 z 10% FBS dodali po 20 pL raztopine izvlecka lesa bele jelke z ustrezno koncentracijo.

Po opravljenih meritvah absorbanc pri 450 nm, ki so sledile dodatku reagenta WST-8 in
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nadaljnji 6-urni inkubaciji, smo njihove povpreéne vrednosti odsteli od ustreznih

posameznih vrednosti meritev v vdolbinicah s celicami.

Preglednica VII: Shema mikrotitrske plosée s 96 vdolbinicami s prikazanim delovnim
nacrtom za pripravo 3 identi¢nih plosC, za 24, 48 in 72 ur inkubacije. Predstavljene so
razporeditve z razlicnimi red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke (Bppss)
tretiranih mikrokultur celic LNCaP (modra barva ozadja) ter ustreznih kontrol. Pozitivha
kontrola (bela barva ozadja) in slepe kontrole (rumena barva ozadja).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

E |opBs [iNcaP LNCaP LNCaP Medij Medij Medij Medij+40% Bopas| Medij+40% Bopas| Medij+40% Bopas| Medij+35% Bopas| DPBS

F |DPBS |Medij+35% Bppgs| Medij+35% Bppgs| Medij+30% Bppgs| Medij+30% Bppgs| Medij+30% Bppgs| Medij+25% Bppgs| Medij+25% Bppss| Medij+25% Bppgs| Medij+20% Bppgs| Medij+20% Bppss| DPBS

G |DPBS |Medij+20% Bppgs| Medij+15% Bppas| Medij+15% Bppas| Medij+15% Bppas| Medij+10% Bppas| Medij+10% Bppgs| Medij+10% Bppgs| Medij+5% Bppss |Medij+5% Bppss |Medij+5% Bppss |DPBS

Medij+2,5% Medij+2,5% Medij+2,5%
H DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
Bopss Boess Boess

Legenda: Medij — RPMI-1640 z 10% FBS

Predstavljeni eksperimentalni pristop smo uporabili pri vseh nadaljnjih testiranjih razli¢nih
koncentracij izvleCka lesa bele jelke, pripravljenih iz osnovne raztopine Bppess (9,07

mg/mL).

3.2.3.5 Ugotavljanje vplivov razlicnih koncentracij izvleCka lesa bele jelke,
raztopljenega v izbranem topilu DPBS, na rast celi¢ne linije HepG2, ob upostevanju
ustreznih slepih kontrol

Za poskus smo zopet pripravili 3 mikrotitrske plosce (za inkubacijo 24, 48 in 72 ur), skladno
z delovnim nacrtom, ki ga prikazuje Preglednica VIII, pri ¢emer smo postopali enako kot v
prejs$njih poglavjih. Pripravi osnovnega in gojitvenega medija za celice HepG2 sta opisani v
poglavjih 3.2.2.2 in 3.2.2.4. Testirali smo deset razli¢nih red¢itev (v/v) osnovne raztopine
Bores (9,07 mg/mL): 50% (4,54 mg/mL), 40% (3,63 mg/mL), 35% (3,17 mg/mL), 30%
(2,72 mg/mL), 25% (2,27 mg/mL), 20% (1,81 mg/mL), 15% (1,36 mg/mL), 10% (0,91
mg/mL), 5% (0,45 mg/mL) in 2,5% (0,23 mg/mL). Koli¢ine izvlecka, s katerimi so bile v
stiku celice HepG2 (po 2x10%/vdolbinico) pa so bile: 90,7 g, 72,6 ug, 63,5 ug, 54,4 ug, 45,3
ug, 36,3 ng, 27,2 pg, 18,1 pg, 9,1 pgin 4,5 pg.

Preglednica VIII: Shema mikrotitrske plosc¢e s 96 vdolbinicami s prikazanim delovnim
nacrtom za pripravo 3 identi¢nih ploS¢, za 24, 48 in 72 ur inkubacije. Predstavljene so
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razporeditve z razlicnimi red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke (Bprss)
tretiranih mikrokultur celic HepG2 (modra barva ozadja) ter ustreznih kontrol. Pozitivna
kontrola (bela barva ozadja) in slepe kontrole (rumena barva ozadja).

1 2 3 4 5 30 7 8 9 10 11 12

Medij+50% Boess [Medij+50% Boess [Medij+50% Bosss [Medij+40% Borss [DPBS

F |DPBS  [Medij+40% Borees [Medij+40% Borss [Medij+35% Bores [Medij+35% Bores [Medij+35% Boses [Medij+30% Boras [Medij+30% Boess [Medij+30% Bores |[Medij+25% Bosas [Medij+25% Boeas [DPBS

G |DPBS  [Medij+25% Bores [Medij+20% Boess [Medij+20% Borees [Medij+20% Borss [Medij+15% Boees [Medij+15% Boras [Medij+15% Boess [Medij+10% Bores [Medij+10% Bosss [Medij+10% Borss [DPBS

H [DPBS  |Medij+5% Boees [Medij+5% Boras  [Medij+5% Boess  [Medij+2,5% Boess|Medij+2,5% Boess|Medij+2,5% BoeasMedij IMedij Medij Medij DPBS

Legenda: Medij —- DMEM-F12 z 10% FBS

Absorbance po 24-, 48- in 72-urni inkubaciji smo, po dodatku reagenta WST-8 in nadaljnji
6-urni inkubaciji, merili pri 450 nm. Pri izraCunih obsega celi€ne proliferacije pa smo

ustrezno upostevali oz. odstevali vrednosti absorbanc kontrol.

3.2.3.6 Ugotavljanje vplivov razlicnih koncentracij izvleCka lesa bele jelke,
raztopljenega v izbranem topilu DPBS, na rast celi¢ne linije Jurkat, ob uposStevanju
ustreznih slepih kontrol

Na standarden nac¢in smo pripravili 3 mikrotitrske plosce (za inkubacijo 24, 48 in 72 ur),
skladno z delovnim nacrtom, ki ga prikazuje Preglednica IX. Razlika glede gojenja celi¢ne
linije Jurkat ter celic LNCaP in HepG2 je v tem, da sta slednji celi¢ni liniji adhezijski,
medtem ko celice Jurkat (rakavo spremenjeni limfociti T) rastejo v suspenziji. Po naselitvi
v vdolbinice mikrotitrske plos¢e, smo tudi te celice pred dodatkom razli¢nih koncentracij
izvlecka inkubirali 24 ur, da so se stabilizirale. Sicer pa smo postopali na enak, ze predhodno
opisan nacin. Za gojitveni medij smo, tako kot v primeru celi¢ne linije LNCaP, uporabili
RPMI-1640 z 10% FBS. Testirali smo enake red¢itve osnovne raztopine Bppss (9,07
mg/mL), kot v primeru celi¢ne linije HepG2 (poglavje 3.2.3.5).

Preglednica IX: Shema mikrotitrske plos¢e s 96 vdolbinicami s prikazanim delovnim
nacrtom za pripravo 3 identi¢nih ploSC, za 24, 48 in 72 ur inkubacije. Predstavljene so
razporeditve z razliénimi red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke (Boppss)
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tretiranih mikrokultur celic Jurkat (modra barva ozadja) ter ustreznih kontrol. Pozitivna
kontrola (bela barva ozadja) in slepe kontrole (rumena barva ozadja).

1 2 3 4 5 30 7 8 9 10 11 12
A |DPBS |DPBS DPBS DPBS IDPBS DPBS DPBS

urkat

E Medij+50% Boess [Medij+50% Boees

Medij+50% Bosas [Medij+40% Boess [DPBS

F |DPBS [Medij+40% Bores [Medij+40% Boess [Medij+35% Borss [Medij+35% Boess [Medij+35% Boess [Medij+30% Boeas [Medij+30% Boess [Medij+30% Boess |Medij+25% Bosss [Medij+25% Boess [DPBS

G |DPBS  [Medij+25% Boees [Medij+20% Boess [Medij+20% Borees [Medij+20% Boess [Medij+15% Boess [Medij+15% Boess [Medij+15% Boess [Medij+10% Boees [Medij+10% Boess [Medij+10% Boess [DPBS

H |DPBS  |Medij+5% Boees [Medij+5% Boeas  [Medij+5% Borss  |Medij+2,5% Borss|Medij+2,5% Bores|Medij+2,5% Bosas|Medij IMedij Medij IMedij DPBS

Legenda: Medij — RPMI-1640 z 10% FBS

Absorbance po 24-, 48- in 72-urni inkubaciji smo, po dodatku reagenta WST-8 in nadaljnji
6-urni inkubaciji, merili pri 450 nm. Pri izraCunih obsega celi¢ne proliferacije pa smo

ustrezno upostevali oz. odstevali vrednosti absorbanc kontrol.

3.2.4 Ugotavljanje citotoksi¢nosti razli¢nih red¢itev osnovne raztopine izvlecka
lesa bele jelke v DPBS

Citotoksi¢nost razli¢nih red¢itev osnovne raztopine izvlecka Bppas za celice LNCaP smo

ugotavljali z dvema razlicnim metodama, za celice HepG2 in Jurkat pa le z eno.

3.2.4.1 Ugotavljanje citotoksi¢nosti razli¢nih koncentracij osnovne raztopine izvlecka
lesa bele jelke v DPBS na celicah LNCaP z uporabo tripanskega modrila

Uporabili smo mikrotitrsko plos¢o s 24 vdolbinami. Ker je rastna povr$ina v posamezni
vdolbini priblizno 6x vedja (1,9 cm?) kot v primeru mikrotitrske plosée s 96 vdolbinicami
(0,32 cm?), smo v 8 vdolbin prenesli po 240 uL suspenzije celic LNCaP s koncentracijo
25 x 103 celic/mL, torej po 6 x 103 celic LNCaP (Preglednica X). K celicam smo nato
dodali se 100 pL gojitvenega medija (RPMI-1640 z 10 % FBS) in plos¢o inkubirali 24 ur,
da se so celice v celoti pritrdile na plasti¢no povrsino. Naslednji dan smo iz celi¢nih kultur
najprej odstranili ves gojitveni medij in ga nadomestili z 240 uL svezega. Potem smo v vsako
od 6 vdolbin s celicami dodali po 60 pL vsake od naslednjih testiranih red¢itev (v/v) osnovne
raztopine izvlecka lesa bele jelke v DPBS (Borss): 30%, 25%, 20%, 15%, 10% in 5%. Za
pripravo negativnih kontrol pa smo v dve vdolbini s celicami LNCaP dodali po 60 pL

gojitvenega medija. Skupni volumen v vsaki vdolbini je bil tako 400 pL.
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Preglednica X: Shema mikrotitrske plosce z 24 vdolbinami s prikazanim delovnim nacrtom
za pripravo plos¢e za 72-urno inkubacijo. Predstavljene so razporeditve z razli¢nimi
red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke (Bppss) tretiranih mikrokultur celic
LNCaP (modra barva ozadja) ter negativne kontrole (rumena barva ozadja).

1 2 3 4 5 6

Legenda: Medij — RPMI-1640 z 10% FBS

Mikrotitrsko plo$¢o smo po dodatku razli¢nih red¢itev osnovne raztopine izvle¢ka Bppas
inkubirali 72 ur, nato odstranili medij iz vseh vdolbinic s celicami ter vse celi¢ne kulture 2x
sprali s po 0,5 mL na 37 °C ogretega medija RPMI-1640, brez dodanega FBS. Se pred tem
smo pripravili 2 mL, z DPBS v razmerju 1:1, razred¢ene 0,4% raztopine tripanskega modrila.
Za ugotavljanje citotoksi¢nosti smo uporabili prirejeni protokol, ki so ga objavili Perry in
sodelavci (10). V vsako vdolbino smo po spiranju celic dodali po 200 pL razred¢ene
raztopine tripanskega modrila tako, da smo pokrili celotno rastno povrsino. Sledila je 1-
minutna inkubacija pri sobni temperaturi, nato pa smo iz vdolbin previdno odstranili celotno
koli¢ino barvila. Celi¢ne kulture smo pregledali pod invertnim svetlobnim mikroskopom, jih
fotografirali ter primerjali glede na stevilo opazenih mrtvih celic LNCaP v vsaki od vdolbin,
v katere smo dodali razli¢ne koncentracije izvlecka Bppgs, S Stevilom mrtvih celic, ki smo

jih opazili v kontrolah.

3.2.4.2 Pilotno ugotavljanje obsega takojSnje citotoksi¢nosti razli¢nih koncentracij

osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke v DPBS na celicah LNCaP s kompletom

reagentov Promega CytoTox 96® Non Radioactive Cytotoxicity Assay

S tem testom kvantitatvno dolo¢amo koli¢ino stabilnega citoplazemskega encima laktatne
dehidrogenaze (LDH), ki se v medij celicne kulture sprosti iz liziranih oziroma
poskodovanih celic, kjer ga zaznamo s pomocjo sklopljene encimske reakcije. V njej se
tetrazolijeva sol INT (p-nitrojodotetrazolij vijolicno) pretvori v rde¢i formazan, katerega
intenziteto izmerimo spektrofotometri¢éno pri 490 nm. Reakcija je kvantitativna, saj je

koli¢ina nastalega formazana sorazmerna Stevilu poskodovanih in liziranih celic (11).
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Poskus smo izvedli tako, da smo, skladno z delovnim nacrtom, ki je predstavljen v
Preglednici XI, na ustaljeni nacin, v ustrezno $tevilo vdolbinic mikrotitrske plos¢e s 96
vdolbinicami, naselili po 2 x 103 celic (po 80 uL celi¢ne suspenzije). Kot pri spremljanju
celi¢ne proliferacije, smo mikrotitrsko plos¢o inkubirali preko no¢i, da so se celice pritrdile
na rastno povrSino. Naslednji dan smo v ustrezne vdolbinice s celicami (polja pobarvana
modro v Preglednici XI) v triplikatih dodali po 20 pL vsake od naslednjih testiranih redcitev
osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke v pufru DPBS (Boess) (V/Vv): 50%, 40%, 30%,
25%, 20%, 15%, 10%, 5% in 2,5%. Nato smo mikrotitrsko plo$c¢o inkubirali 6 ur ter
dosledno upostevali protokol proizvajalca uporabljenega kompleta reagentov (11). Pozitivno
kontrolo smo pripravili tako, da smo 45 minut pred iztekom inkubacije v 3 vdolbinice, ki so
vsebovale le celice, brez dodatka izvlecka, dodali po 10 uL prilozene raztopine detergenta
(polja pobarvana rumeno v Preglednici XI). Pripravili smo tudi negativno kontrolo, in sicer
samo celice LNCaP v gojitvenem mediju (polja pobarvana belo v Preglednici XI). Za slepe
kontrole pa smo v 3 vdolbinice odpipetirali le gojitveni medij, v 3 pa gojitveni medij z
dodatkom 50% red¢itve Bppas (polja pobarvana rdece-rjavo v Preglednici XI).

Preglednica XI: Shema mikrotitrske plos¢e s 96 vdolbinicami s prikazanim delovnim
nacértom za pripravo plosce za 6-urno inkubacijo. Predstavljene so razporeditve z razlicnimi
red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke (Boess) tretiranih mikrokultur celic

LNCaP (modra barva ozadja) ter ustreznih kontrol. Negativna kontrola (bela barva ozadja),
pozitivna kontrola (rumena barva ozadja) in slepe kontrole (rdece-rjava barva ozadja).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |DPBS |DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
B DPBS |LNCaP LNCaP LNCaP DPBS
C DPBS DPBS
D |ppBs DPBS

Medij+50% Medij+50% Medij+50% L " - il

E DPBS |LNCaP LNCaP LNCaP BDPBS BDPBS BDPBS Medij Medij Medij Medij DPBS
F DPBS |DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
G DPBS |DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
H

Legenda: Medij — RPMI-1640 z 10% FBS

Iz vseh vdolbinic s celicami in kontrolami smo po 6 urah z multikanalno pipeto odstranili po

50 pL medija in vzorce prenesli v novo mikrotitrsko plos¢o, kjer smo jim dodali po 50 pL

reagenta CytoTox 96® in ploico, za¢iteno pred svetlobo, inkubirali 30 minut na sobni
temperaturi. Nato smo v vsako vdolbinico dodali po 50 pL raztopine za prekinitev reakcije
in znotraj 1 ure s Citalcem izmerili absorbance pri 490 nm ter izracunali % relativne

citotoksi¢nosti z uporabo enacbe 2.

Enacba 2: Izracun deleza relativne citotoksi¢nosti.
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(m=s)-(1-9) 4,
(p—s)-(n-s)

% relativne citotoksicnosti =

Legenda:

m — vrednost meritve posameznega vzorca

n — vrednost meritve negativne kontrole

p — vrednost meritve pozitivne kontrole

S — povprecna vrednost meritev slepih kontrol

Ker se je izkazalo, da je zaradi obarvanosti testiranih redCitev osnovne raztopine izvlecka
Boees, prihajalo do interferenc pri spektrofotometriji, smo v nadaljnjih poskusih pripravili
slepe kontrole z dodatki vsake od uporabljenih koncentracij Bpees. Njihove povpreéne
vrednosti absorbanc smo pri izracunih odstevali od ustreznih posameznih vrednosti meritev
v vdolbinicah s celicami. Poleg tega smo se, glede na rezultate pilotnega poskusa, odlocili,
da bomo v nadaljevanju ugotavljali $e citotoksi¢nosti razli¢nih koncentracij izvlecka po 24-

urni inkubaciji.

4.2.4.3 Ugotavljanje obsega zgodnje citotoksi¢nosti razlicnih koncentracij osnovne

raztopine izvle¢ka lesa bele jelke v DPBS na celicah LNCaP s kompletom reagentov

Promega CytoTox 96® Non Radioactive Cytotoxicity Assay, ob upostevanju ustreznih
slepih kontrol

Pripravili smo 2 mikrotitrski plos¢i s 96 vdolbinicami in v ustrezno Stevilo le-teh, skladno z
delovnim naértom (Preglednica XII), naselili celice LNCaP. Pri tem smo na prvo
mikrotitrsko plo$¢o nanesli po 2 X 103 celic/vdolbinico, na drugo pa po 4 x 103
celic/vdolbinico. Testirali smo citotoksi¢nost naslednjih devetih red¢itev osnovne raztopine
Boras (9,07 mg/mL): 50% (4,54 mg/mL), 40% (3,63 mg/mL), 35% (3,17 mg/mL), 30%
(2,72 mg/mL), 25% (2,27 mg/mL), 20% (1,81 mg/mL), 15% (1,36 mg/mL), 10% (0,91
mg/mL) in 5% (0,45 mg/mL). Tako kot v pilotnem poskusu, ki smo ga opisali v prejSnjem
poglavju, smo pripravili negativne (polja obarvana zeleno v Preglednici XII) in pozitivne
kontrole (polja obarvana rdece-rjavo v Preglednici XII), tem pa smo dodali $e slepe
kontrolne vzorce z dodatki vsake od uporabljenih red¢itev osnovne raztopine Bppes (polja
obarvana rumeno v Preglednici X11). Cas inkubacije po dodatku raztopin izvlecka k celicam
smo tokrat podaljsali na 24 ur.

Preglednica XII: Shema mikrotitrske plos¢e s 96 vdolbinicami s prikazanim delovnim
nacértom za pripravo plosce za 24-urno inkubacijo. Predstavljene so razporeditve z razli¢nimi
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red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke (Bppas) tretiranih mikrokultur celic
LNCaP (modra barva ozadja) ter ustreznih kontrol. Negativna kontrola (zelena barva
ozadja), pozitivna kontrola (rdece-rjava barva ozadja) in slepe kontrole (rumena barva
ozadja).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |DPBS [DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
B |DPBS NCaP, neg LNCaP, neg NCaP, neg LNCaP, poz LNCaP, poz LNCaP, poz DPBS
c DPBS DPBS
D |oPBS DPBS
E |DPBS Medij Medij IMedij Medij+50% Bores [Medij+50% Bores [Medij+50% Bores [Medij+40% Bores |DPBS

F |DPBS  [Medij+40% Boess |Medij+40% Borss [Medij+35% Boess |Medij+35% Boras [Medij+35% Boess |[Medij+30% Bores [Medij+30% Boess [Medij+30% Boees |Medij+25% Boess [Medij+25% Boess |DPBS

G [DPBS  |Medij+25% Boees |[Medij+20% Boeas (Medij+20% Boees [Medij+20% Boeas [Medij+15% Boess [Medij+15% Boees |Medij+15% Boees [Medij+10% Boses [Medij+10% Boeas [Medij+10% Boeas [DPBS

H [Medij+5% Bores |Medij+5% Bores |Medij+5% Bores |DPBS DPBS DPBS DPBS [DPBS DPBS DPBS DPBS

Legenda: Medij — RPMI-1640 z 10% FBS

Doloc¢anje obsega citotoksi¢nosti je potekalo tako, kot je opisano v prejSnjem poglavju

(3.2.4.2).

3.2.4.4 Ugotavljanje obsega takojSnje (po 6 urah) in zgodnje (po 24 urah)

citotoksi¢nosti razli¢nih koncentracij osnovne raztopine izvle¢ka lesa bele jelke v DPBS

na celicah HepG2, s kompletom reagentov Promega CytoTox 96® Non Radioactive
Cytotoxicity Assay, ob upostevanju ustreznih slepih kontrol

Za poskus smo pripravili mikrotitrski plos¢i s 96 vdolbinicami in skladno z delovnim
nac¢rtom, v izbrane vdolbinice naselili po 2 x 103 celic HepG2, v po 80 pL. Po 6-urni oz.
24-urni inkubaciji smo v ustrezne vdolbinice v triplikatih dodali po 20 pL naslednjih red¢itev
osnovne raztopine Bpees S koncentracijo 9,07 mg/mL: 50% (4,54 mg/mL), 40% (3,63
mg/mL), 35% (3,17 mg/mL), 30% (2,72 mg/mL), 25% (2,27 mg/mL), 20% (1,81 mg/mL),
15% (1,36 mg/mL), 10% (0,91 mg/mL), 5% (0,45 mg/mL) in 2,5% (0,23 mg/mL). Na enak
nacin kot v prej$njem poskusu s celicami LNCaP, smo pripravili negativne (polja obarvana
zeleno v Preglednici XII1), pozitivne (polja obarvana rdece-rjavo v Preglednici XI11) in slepe
kontrole (polja obarvana rumeno v Preglednici XII1).

Preglednica XIII: Shema mikrotitrske plosc¢e s 96 vdolbinicami s prikazanim delovnim
nafrtom za pripravo plos¢e za 6-urno oziroma 24-urno inkubacijo. Predstavljene so

razporeditve z razlicnimi red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke (Bpres)
tretiranih mikrokultur celic HepG2 (modra barva ozadja) ter ustreznih kontrol. Negativna
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kontrola (zelena barva ozadja), pozitivna kontrola (rdece-rjava barva ozadja) in slepe
kontrole (rumena barva ozadja).

1 2 3 4 H 30 7 8 9 10 11 12
A |opes |DPBS |DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS
B [DPBS 2, neg epG2,neg  |HepG2,neg  |HepG2, poz HepG2, poz epG2, poz DPBS
c [opes DPBS
D |opes DPBS
E |DPBS IMedij+50% Bores [Medij+50% Boses [Medij+50% Boess [Medij+40% Boess [DPBS

F |DPBS  |Medij+40% Bores [Medij+40% Boeas [Medij+35% Bores [Medij+35% Bores [Medij+35% Boees [Medij+30% Bores [Medij+30% Boess [Medij+30% Bores [Medij+25% Boess [Medij+25% Borss [DPBS

G |DPBS  [Medij+25% Borss [Medij+20% Boess [Medij+20% Borees [Medij+20% Borss [Medij+15% Boees [Medij+15% Boras [Medij+15% Boess [Medij+10% Bores [Medij+10% Bosss [Medij+10% Borss [DPBS

H [DPBS  |Medij+5% Bores  [Medij+5% Boeas  [Medij+5% Boeas  [Medij+2,5% B, dij+2,5% B dij+2,5% Boess|Medij IMedij Medij Medij DPBS

Legenda: Medij — DMEM-F12 z 10% FBS

Po 6-urni in po 24-urni inkubaciji smo obsege citotoksi¢nosti dolo¢ili tako, kot je opisano v

poglavju 3.2.4.2.

3.2.4.5 Ugotavljanje obsega takojSnje (po 6 wurah) in zgodnje (po 24 urah)

citotoksi¢nosti razli¢nih koncentracij osnovne raztopine izvle¢ka lesa bele jelke v DPBS

na celicah Jurkat, s kompletom reagentov Promega CytoTox 96® Non Radioactive
Cytotoxicity Assay, ob upostevanju ustreznih slepih kontrol

Na standarden nacin in skladno z delovnim nacrtom, ki je prikazan v Preglednici X1V, smo
na mikrotitrski plos¢i s 96 vdolbinicami pripravili ustrezno Stevilo mikrokultur s po 2 X
103celic Jurkat/vdolbinico (v po 80 uL). Po inkubaciji preko no¢i, smo Vv izbrane vdolbinice
v triplikatih dodali po 20 pL naslednjih red¢itev osnovne raztopine Bppes S koncentracijo
9,07 mg/mL: 50% (4,54 mg/mL), 40% (3,63 mg/mL), 35% (3,17 mg/mL), 30% (2,72
mg/mL), 25% (2,27 mg/mL), 20% (1,81 mg/mL), 15% (1,36 mg/mL), 10% (0,91 mg/mL),
5% (0,45 mg/mL) in 2,5% (0,23 mg/mL). Na enak nacin kot v prej$nejih dveh poskusih s
celicami LNCaP in HepG2, smo pripravili negativne (polja obarvana zeleno v Preglednici
X1V), pozitivne (polja obarvana rdece-rjavo v Preglednici X1V) in slepe kontrole (polja
obarvana rumeno v Preglednici XIV).
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Preglednica XIV: Shema mikrotitrske plos¢e s 96 vdolbinicami s prikazanim delovnim
naértom za pripravo plos¢e za 6-urno oziroma 24-urno inkubacijo. Predstavljene so
razporeditve z razlicnimi red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke (Bppss)
tretiranih mikrokultur celic Jurkat (modra barva ozadja) ter ustreznih kontrol. Negativna
kontrola (zelena barva ozadja), pozitivna kontrola (rdece-rjava barva ozadja) in slepe
kontrole (rumena barva ozadja).

1 2 3 4 5 30 7 8 9 10 11 12
A |DPBS [DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS DPBS IDPBS DPBS IDPBS DPBS DPBS
B |DPBS |lurkat, neg Purkat, neg. urkat, neg urkat, poz urkat, poz urkat, poz DPBS
C |DPBS DPBS
D |DPBS DPBS
E [DPBS [Medij+50% Bores [Medij+50% Bores [Medij+50% Boses [Medij+40% Bores [DPBS

F |DPBS |Medij+40% Bopes [Medij+40% Boess [Medij+35% Borss [Medij+35% Boras [Medij+35% Boras [Medij+30% Bores [Medij+30% Borss [Medij+30% Bores [Medij+25% Borss [Medij+25% Bopes |DPBS

G |DPBS  [Medij+25% Boees [Medij+20% Boess [Medij+20% Boess [Medij+20% Boess [Medij+15% Boeas [Medij+15% Boess [Medij+15% Boess |Medij+10% Borss [Medij+10% Boess [Medij+10% Bores |DPBS

H |DPBS  [Medij+5% Bores [Medij+5% Bosss [Medij+5% Boras [Medij+2,5% Bosas|Medij+2,5% BosesMedij+2,5% BoeasMedij Medij Medij Medij DPBS

Legenda: Medij - RPMI-1640 z 10% FBS

Po 6-urni in po 24-urni inkubaciji smo obsege citotoksi¢nosti dolocili tako, kot je opisano v

poglavju 3.2.4.2.

3.2.5 Statisti¢ne analize in grafi¢na predstavitev rezultatov

Izmerjene rezultate smo uredili, statisticno obdelali ter grafi¢no predstavili z uporabo
ra¢unalniskih programov Excel (Microsoft, ZDA) in GraphPad Prism® v. 6.07 (GraphPad
Software, ZDA). Uporabili smo: deskriptivno statistiko za dolo¢anje povpre¢nih vrednosti
in standardnih odklonov (SD; angl. standard deviation) ter enosmerne in dvosmerne analize
varianc (ANOVA) z Dunnett-ovo post-hoc analizo za primerjanje razlik med povpre¢nimi
vrednostmi meritev absorbanc pri posameznih uporabljenih red¢itvah oz. koncentracijah
osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke in povpre¢no vrednostjo pozitivne kontrole. Kot
statisti¢no znacilne smo obravnavali vse tiste rezultate, katerih vrednosti p so bile manjse ali

enake 0,05 (p <0,05).
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA

4.1 Dolocanje obsega proliferacije ¢loveskih rakavih celi¢nih linij in vitro

v prisotnosti razli¢nih koncentracij izvlec¢ka lesa bele jelke

4.1.1 Dolocanje obsega proliferacije celic LNCaP v prisotnosti razli¢nih redcitev

treh osnovnih raztopin izvle¢ka lesa bele jelke v H.O, DPBS in DMSO

Celice LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the Prostate) so izolirali leta 1977 iz metastaze
v bezgavki 50-letnega belca z rakom prostate (12). Gre za adherentne epitelne celice, ki v
celiéni kulturi rastejo hitro (njihov podvojitveni ¢as je 60 ur), in sicer tako v agregatih kot
tudi posamezno. Predstavljajo zanimiv eksperimentalni celi¢ni model, saj so edina doslej
znana celi¢na linija raka prostate, katere rast je odvisna od androgenov. Celice LNCaP
proizvajajo znacilno alkalno fosfatazo, za prostato specifi¢en antigen (PSA) ter polipeptidne
dejavnike, kot sta npr. epidermalni rastni dejavnik (EGF) in transformirajoci rastni dejavnik
(TGF-0) (12). Zaradi navedenih dejstev je ta celi¢ni model zelo uporaben tudi za Studije

vplivov posameznih potencialnih u¢inkovin na rak prostate (13).

Najprej smo s pilotnimi poskusi dolocili obsege prolifracije celic LNCaP v prisotnosti
razli¢nih redc¢itev osnovnih raztopin izvlecka lesa bele jelke, ki smo jih pripravili z uporabo
treh razli¢nih topil (H20, DPBS in DMSO), in sicer po 24, 48 in 72 urah (Sliki 2 in 3).
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Slika 2: Proliferacija celic LNCaP (2x10%kulturo) po 24-, 48- in 72-urni inkubaciji z razli¢nimi
red¢itvami (v/v) treh osnovnih raztopin izvle¢ka lesa bele jelke. A - osnovna raztopina v H,O
(Bvoda); B - 0snovna raztopina v pufru DPBS (Bppss); C - osnovna raztopina v DMSO (Bpwmso).
Prikazane so povpre¢ne vrednosti meritev triplikatov (n=3) s standardnimi odkloni (SD). Legenda:

navedene odstotne koncentracije (v/v) so tiste, ki so bile dejansko prisotne v posameznih kulturah
celic LNCaP.

Ugotovili smo, da so v primeru vseh treh osnovnih raztopin izvlecka lesa bele jelke (H20,
DPBS ali DMSO) celi¢no proliferacijo najbolj zavrle njihove 5% red¢itve (v/v). Za bolj
ilustrativen in pregleden prikaz ugotovljenih u¢inkov izvle¢ka smo zaviranje proliferacije
celic LNCaP in vitro graficno predstavili z meritvami, opravljenimi po njihovi 48-urni
inkubaciji z 10%, 5%, 1%, 0,5%, 0,1% in 0,05% redc¢itvami (v/v) vsake od osnovnih raztopin
(H20, DPBS in DMSO) (Slika 3).
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Slika 3: Proliferacija celic LNCaP (2x10%kulturo) po 48-urni inkubaciji s Sestimi razli¢nimi
red¢itvami (v/v) treh osnovnih raztopin izvlecka lesa bele jelke razli¢nih koncentracij. A -
osnovna raztopina v HO (Buoda); B - osnovna raztopinav DPBS (Bpees); C - osnovna raztopina v
DMSO (Bowmso). Navedene odstotne koncentracije (v/v) so tiste, ki so bile dejansko prisotne v
posameznih kulturah celic LNCaP. Prikazane so povpre¢ne vrednosti meritev triplikatov (n=3) s
standardnimi odkloni (SD). Statisti¢no znacilne razlike smo doloé¢ili z enosmerno analizo varianc
(ANOVA) in Dunnett-ovo post-hoc analizo. Legenda: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; ****
p <0,0001

Na osnovi izsledkov uvodnih poskusov smo se odlocili, da bomo v vseh nadaljnjih
eksperimentih uporabljali red¢itve osnovne raztopine izvlec¢ka v pufru DPBS (Bopess), med
drugim tudi zato, ker je vrednost pH tega topila znotraj fizioloskega interavala (pH = 7,0 -
7,4).
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4.1.2 NatancnejSe ugotavljanje vplivov razli¢nih red¢itev osnovne raztopine

izvle€ka lesa bele jelke v DPBS (Bppas), na rast celi¢ne linije LNCaP

Za poskus smo izbrali serijo redCitev osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke Bppss (8%,
7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% in 1%, vse Vv/v), s katerimi smo, glede na predhodne rezultate,
zeleli natan¢neje dolociti, katera med njimi najmocneje zavre proliferacijo celic LNCaP po
24-, 48- in 72-urni inkubaciji. Rezultati poskusa po 72-urni inkubaciji, ko je bila inhibicija

celi¢ne proliferacije najvecja, so prikazani na Sliki 4.

A (450 nm- 650 nm)
% inhibicije rasti celic LNCaP

Slika 4: Obsegi proliferacije (A) in odstotki inhibicije rasti (B) celic LNCaP (2x10%/kulturo) po
njihovi 72-urni inkubaciji z izbranimi red¢itvami osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke
Borss. Navedene odstotne koncentracije (v/v) so tiste, ki so bile dejansko prisotne v posameznih
kulturah celic LNCaP. Prikazane so povpreéne vrednosti meritev triplikatov (n=3) s standardnimi
odkloni (SD). B - odstotki inhibicije rasti celic so izracunani glede na povpre¢no vrednost pozitivne
kontrole. A - statistiéno znacilne razlike med izmerjenimi absorbancami smo dolo¢ili z enosmerno
analizo varianc (ANOVA) in Dunnett-ovo post-hoc analizo. Legenda: * p <0,05; ** p <0,01; ***p
<0,001; **** p <0,0001

Proliferacija celic LNCaP je bila, glede na pozitivno kontrolo, statisticno zna¢ilno manjsa v
prisotnosti koncentracij 7 od 8 uporabljenih red¢itev osnovne raztopine Bpess (0d 8% do
2%), najnizjo vrednost absorbance pa smo ponovno, tako kot v pilotnem poskusu, izmerili
v primeru 5% redc¢itve (Slika 4A). Rezultate smo prikazali tudi v obliki odstotkov inhibicije
celi¢ne rasti, glede na povprecno vrednost pozitivne kontrole (Slika 4B). Pri uporabi 5%

raztopine izvlecka je odstotek inhibicije presegel 80% (81,9%).
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4.1.3 Ugotavljanje vplivov razli¢nih redcitev osnovne raztopine Bppgs, Na rast

celi¢ne linije LNCaP, ob upostevanju ustreznih slepih kontrol

Ker smo tekom uvodnih poskusov ugotovili, da raztopine izvlecka povzrocajo nespecificno
absorbanco ozadja in s tem vplivajo na rezultate meritev, smo ugotavljanje obsega
proliferacije celic LNCaP v prisotnosti razli¢nih red¢itev osnovne raztopine izvlecka lesa
bele jelke v DPBS (Bpras) ponovili tako, da smo od meritev odsteli povpreéne vrednosti
absorbanc ustreznih slepih kontrol. Meritve absorbanc smo izvedli po 24-, 48- in 72-urni
inkubaciji celic z izbranimi red¢itvami Bppss, pri ¢emer smo uporabili osnovno raztopino
izvle€ka z znano koncentracijo (m/v). Preskusili smo naslednje koncentracije raztopin Bppes:
3,63 mg/mL (72,6 pg/celi¢no kulturo), 3,17 mg/mL (63,5 pg/celi¢no kulturo), 2,72 mg/mL
(54,4 pg/celicno kulturo), 2,27 mg/mL (45,4 ng/celicno kulturo), 1,81 mg/mL (36,3
pg/celicno kulturo), 1,36 mg/mL (27,2 pg/celicno kulturo), 0,91 mg/mL (18,1pg/celi¢no
kulturo), 0,45 mg/mL (9,1 pg/celi¢no kulturo) in 0,23 mg/mL (4,5 pg/celicno kulturo).

Rezultate poskusa prikazujeta Sliki 5 in 6.
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Slika 5: Obsegi proliferacije celic LNCaP po 24-, 48- in 72-urni inkubaciji z razli¢nimi
koncentracijami izvlecka lesa bele jelke, pripravljenimi z red¢enjem osnovne raztopine Bpess
(90,7 mg/mL), ob upostevanju ustreznih slepih kontrol. Navedene so koli¢ine izvlecka, Ki so bile
dejansko prisotne v posameznih celi¢nih Kulturah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti meritev
triplikatov (n=3) s standardnimi odkloni (SD). Statistiéno znacilne razlike med izmerjenimi
absorbancami smo dolo¢ili z dvosmerno analizo varianc (ANOVA) in Dunnett-ovo post-hoc analizo.
Legenda: * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001
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Slika 6: Prikaz odstotkov inhibicije rasti celic LNCaP po 72 urah inkubacije z izbranimi
koncentracijami izvle¢ka lesa bele jelke, pripravljenimi z red¢enjem osnovne raztopine Bppgs
(90,7 mg/mL), ob upostevanju ustreznih slepih kontrol. Navedene so koli¢ine izvlecka, Ki so bile
dejansko prisotne v posameznih celiénih Kkulturah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti meritev
triplikatov (n=3) s standardnimi odkloni (SD). Odstotki inhibicije rasti celic so izracunani glede na
povprecno vrednost pozitivne kontrole.

Tokrat smo opazili jasno koncentracijsko-odvisno inhibicijo proliferacije celic LNCaP in
obenem nedvoumno potrdili, da izvlecek lesa bele jelke uc¢inkovito zavira njihovo rast v

pogojih in vitro.

4.1.4 Mikroskopska detekcija morfoloskih sprememb in obsega rasti celic
LNCaP, gojenih 72 ur v prisotnosti razli¢nih redcitev osnovne raztopine izvle¢ka

Bores

Kulture celic LNCaP, gojene 72 ur v mikrotitrskih plos¢ah s 96 vdolbinicami, bodisi v
odsotnosti (0%; pozitivna kontrola) ali prisotnosti razli¢nih red¢itev osnovne raztopine
izvlecka lesa bele jelke Bpeas, in sicer 10%, 8%, 7%, 6%. 5%, 4%, 3%, 2%, 1% in 0,5% (vse

v/v), smo opazovali z invertnim mikroskopom in jih fotografirali (Slika 7).
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Slika 7: Mikrofotografije celi¢nih kultur celic LNCaP, gojenih 72 ur v odsotnosti (0%0) in
prisotnosti izbranih red¢itev osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke Bppss. Na slikah so
prikazane koncentracije (%), ki so bile dejansko prisotne v posameznih celi¢nih kulturah. Povecava:
10x.

Ugotovili smo, da prisotnost visjih koncentracij izvlecka (10 — 3%), v primerjavi s pozitivno
kontrolo (0%), mo¢no zmanjSa Stevilo celic v kulturah in izrazito spremeni njihovo

morfologijo.
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4.1.5 Ugotavljanje vplivov razli¢nih redcitev osnovne raztopine Bppgs, Na rast

celi¢ne linije HepG2, ob upoStevanju ustreznih slepih kontrol

Celice HepG2 so nesmrtna celi¢na linija, ki so jo izolirali iz jeter 15-letnega belca z dobro
diferenciranim jetrnoceli¢nim rakom (hepatocelularnim karcinomom). Gre za adherentne
celice, ki so morfolosko podobne epitelnim, proizvajajo pa stevilne plazemske proteine, npr.
transferin, fibrinogen, plazminogen in aloumin. Njihovo rast in vitro stimulira rastni hormon
somatotropin, sicer pa jih lahko dokaj enostavno namnozimo v ve¢jem $tevilu (14).

Vplive izvlecka lesa bele jelke na proliferacijo celic HepG2 smo ugotavljali tako kot v

primeru celic LNCaP (poglavje 4.1.3), rezultati poskusa pa so prikazani na Slikah 8 in 9.

Poz kontrola

B: 90,7 pg

B: 72,6 pg

B: 63,5 pug

B 544 pgy

: 45,3 ug

B: 36,3 pug

A (450 nm - 650 nm)

B: 27,2 ug

B: 18,1 pg

B: 91pg

I 1 U U T |

B: 45ug

24 ur 48 ur 72 ur

Slika 8: Obsegi proliferacije celic HepG2 po 24-, 48- in 72-urni inkubaciji z razli¢nimi
koncentracijami izvleCka lesa bele jelke, pripravljenimi z red¢enjem osnovne raztopine Bppss
(90,7 mg/mL), ob upostevanju ustreznih slepih kontrol. Navedene so koli¢ine izvlecka, ki so bile
dejansko prisotne v posameznih celiénih Kulturah. Prikazane so povpreéne vrednosti meritev
triplikatov (n=3) s standardnimi odkloni (SD). Statistiéno znacilne razlike med izmerjenimi
absorbancami smo dolo¢ili z dvosmerno analizo varianc (ANOVA) in Dunnett-0vo post-hoc analizo.
Legenda: * p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001
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Slika 9: Prikaz odstotkov inhibicije rasti celic HepG2 po 72 urah inkubacije z izbranimi
koncentracijami izvle¢ka lesa bele jelke, pripravljenimi z red¢enjem osnovne raztopine Bppgs
(90,7 mg/mL), ob upostevanju ustreznih slepih kontrol. Navedene so koli¢ine izvlecka, Ki so bile
dejansko prisotne v posameznih celiénih Kkulturah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti meritev
triplikatov (n=3) s standardnimi odkloni (SD). Odstotki inhibicije rasti celic so izracunani glede na
povprecno vrednost pozitivne kontrole.

Ugotovili smo, da so preskusane red¢itve osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke Bppgs Vv
vseh treh ¢asovnih intervalih (24, 48 ter 72 ur) koncentracijsko-odvisno zavirale proliferacijo
celic HepG2, pri ¢emer pa je bil potek navideznih krivulj inhibicije celi¢ne rasti manj
enakomeren kot v primeru celic LNCaP (primerjava rezultatov na Slikah 5 in 8). Te razlike
so najverjetneje posledica razliénih mehanizmov zaviranja rasti, ki jih sproZijo sestavine

izvlecka v celicah posamezne celi¢ne linije.

4.1.6 Ugotavljanje vplivov razlicnih red¢itev osnovne raztopine Bppss, Na rast

celi¢ne linije Jurkat, ob upoStevanju ustreznih slepih kontrol

Celice Jurkat so nesmrtna celi¢na linija limfocitov T, ki so jo izolirali v poznih 70-tih
prejSnjega stoletja iz periferne krvi 14-letnega belca s T-celicno levkemijo. Zanje je
znacilno, da proizvajajo interlevkin 2 (IL-2), najpogosteje pa jih uporabljajo za preucevanje
mehanizmov delovanja zdravil ter obsevanja, raziskovanje mehanizmov akutne T-celi¢ne
levkemije, T-celi¢ne signalizacije ter izrazanja kemokinih receptorjev, ki sodelujejo pri
virusnih okuzbah, predvsem pri okuzbi z virusom HIV (15). Za razliko od celic LNCaP in

HepG2, celice Jurkat niso adherentne, zato med gojenjem in vitro proliferirajo v suspenziji.
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Vplive razli¢nih red¢itev osnovne raztopine izvlecka lesa bele jelke Bppas na rast celic Jurkat

smo ugotavljali na enak nacin kot predhodno, z uporabo celi¢nih linij LNCaP in HepG2.

Rezultati poskusa so grafi¢no predstavljeni na Slikah 10 in 11.
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Slika 10: Obseg proliferacije celic Jurkat po 24-, 48- in 72-urni inkubaciji z razli¢nimi
koncentracijami izvleCka lesa bele jelke, pripravljenimi z red¢enjem osnovne raztopine Bppss
(90,7 mg/mL), ob upostevanju ustreznih slepih kontrol. Navedene so koli¢ine izvlecka, ki so bile
dejansko prisotne v posameznih celi¢nih kulturah. Prikazane so povpreéne vrednosti meritev
triplikatov (n=3) s standardnimi odkloni (SD). Statistino znacilne razlike med izmerjenimi
absorbancami smo dolo¢ili z dvosmerno analizo varianc (ANOVA) in Dunnett-ovo post-hoc analizo.

Legenda: * p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001
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Slika 11: Prikaz odstotkov inhibicije rasti celic Jurkat po 72 urah inkubacije z izbranimi
koncentracijami izvlecka lesa bele jelke, pripravljenimi z redéenjem osnovne raztopine Bppss
(90,7 mg/mL.), ob upostevanju ustreznih slepih kontrol. Navedene so koli¢ine izvle¢ka, Ki so bile
dejansko prisotne v posameznih celi¢nih Kkulturah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti meritev
triplikatov (n=3) s standardnimi odkloni (SD). Odstotki inhibicije rasti celic so izracunani glede na

povprecno vrednost pozitivne kontrole.
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Ugotovili smo, da je izvlecek lesa bele jelke v obmocju od 90,7 ug do vklju¢no 27,2 ug zelo
mocno, za vec¢ kot 95%, zavrl proliferacijo celic Jurkat, in to po vseh treh inkubacijskih ¢asih
(Sliki 10 in 11). Preostale tri koli¢ine, in sicer 18,1 pug (82,1% inhibicija po 72 urah), 9,1 pg
(48,5% inhibicija po 72 urah) in 4,5 ug (26,4% inhibicija po 72 urah) pa so celi¢no rast
inhibirale manj intenzivno, poleg tega je bila inhibicija znotraj tega omejenega obmocja
koncentracijsko odvisna, kar se pri preostalih preskusanih red¢itvah, ki so vsebovale vecjo
koli¢ino izvlecka, ni izkazalo. V primerjavi z zaviralnim delovanjem izvlecka na rast celic
LNCaP in HepG2, je le-ta najmocneje in v najSirSem koncentracijskem intervalu inhibiral
proliferacijo celic Jurkat. Glede na naSe izsledke pa bi bilo zanimivo preskusiti delovanje
razli¢énih koncentracij izvlecka lesa bele jelke tudi na poliklonsko izzvano proliferacijo
normalnih limfociov T. Opisane razlike so najverjetneje posledica razli¢nih lastnosti
uporabljenih celi¢nih linij. Seveda pa bi bilo klju¢no odkriti in raziskati mehanizme, preko
katerih sestavine izvlecka lesa bele jelke inhibitrajo rast celic vsake od uporabljenih celi¢nih

linij.

4.2 Ugotavljanje citotoksi¢nosti razlicnih red¢itev osnovne raztopine

izvleCka lesa bele jelke Bppas

4.2.1 Poskusno ugotavljanje obsega citotoksi¢nega delovanja razli¢nih redcitev

osnovne raztopine Bppas na celice LNCaP, z uporabo tripanskega modrila

Tripansko modrilo je barvilo, ki prodre izkljuéno v notranjost poskodovanih 0z. mrtvih celic,
zato lahko z njegovo uporabo dolo¢imo deleze zivih in mrtvih celic v celiénih suspenzijah
in adherentnih kulturah. Kulturam s po 6x10° celic LNCaP v mikrotitrski plos¢i s 24
vdolbinami smo po 24-urni inkubaciji dodali po 60 ul izbranih red¢itev osnovne raztopine
izvleCka v DPBS (30%, 25%, 20%, 15%, 10% in 5%, vse v/v) in jih inkubirali 72 ur. Nato
smo odstranili medij, celi¢ne kulture sprali, jim dodali razredéeno raztopino tripanskega
modrila, jo odstranili, nato pa pod invertnim mikroskopom ocenili stevilo mrtvih, modro
obarvanih celic v posamezni vdolbini mikrotitrske plosce. Rezultate smo primerjali z

negativno kontrolo, v kateri celic pedhodno nismo tretirali z izvle¢kom (Slika 12).
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Slika 12: Mikrofotografije kultur celic LNCaP po 72 urah inkubacije brez (0%) ali z razli¢nimi
koncentracijami izvlecka lesa bele jelke Bppgs, 0barvanih s tripanskim modrilom. Koncentracije
(%) na slikah so tiste, ki so bile dejansko prisotne v posamezni celi¢ni kulturi. Povecava: 10x.

Najvec mrtvih celic smo opazili v kulturi, ki smo jo gojili v prisotnosti najvisje koncentracije
Bores. Ker smo med spiranjem celi¢nih kultur, po nasi oceni, izgubili kar nekaj celic, so
rezultati testa zgolj informativni. V kolikor bi Zeleli uporabljati ta naéin ugotavljanja
citotoksi¢nosti, bi ga morali temeljito optimizirati, pri tem pa nikakor ne bi mogli dobiti
natan¢nih rezultatov, zato bi bil zgolj informativen. Kljub temu pa smo, glede na izsledke,
ki so prikazani na Sliki 12, sklepali, da je izvlecek v uporabljenih koncentracijah deloval
Sibko citotoksi¢no na celice LNCaP. Odlo¢ili smo se, da bomo v nadaljevanju za vrednotenje
citotoksi¢nosti izvletka lesa bele jelke uporabljali komercialno dostopni test CytoTox 96®

Non Radioactive Cytotoxicity Assay, proizvajalca Promega.
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4.2.2 Pilotno ugotavljanje obsega takoj$nje citotoksi¢nosti (po 6 urah) razli¢nih
red&itev osnovne raztopine Bppss na celice LNCaP, s testom CytoTox 96® Non

Radioactive Cytotoxicity Assay

Pilotno dolo¢anje citotoksic¢nosti izvlecka lesa bele jelke Bppes smo opravili po 6 urah
inkubacije celic LNCaP (po 2x10%/vdolbinico oz. kulturo) s po 20 pL naslednjih red&itev
(v/v) osnovne raztopine Bpess, V triplikatih: 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 5% in
2,5%. V poskusu smo pripravili tudi pozitivno (celice LNCaP gojene brez prisotnosti
izvlecka, ki smo jih lizirali z raztopino detergenta — 100% citotoksi¢nost) in negativno
kontrolo (celice LNCaP gojene brez prisotnosti izvlecka) ter dve slepi kontroli (samo
gojitveni medij in medij z dodatkom 20 pL najvisje uporabljene koncentracije izvlecka).
Rezultati v obliki % relativne citotoksi¢nosti, ki smo jih izracunali iz izmerjenih vrednosti

absorbanc pri 490 nm s pomocjo Enacbe 2 (poglavje 3.2.4.2), so prikazani na Sliki 13.
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Slika 13: Prikaz odstotkov relativne citotoksi¢nosti razli¢nih red¢itev osnovne raztopine
izvle€ka Bppgs na celicah LNCaP, po 6-urni inkubaciji. Navedene so koncentracije (v/v), ki so
bile dejansko prisotne v posameznih kulturah. Prikazane so povpreéne vrednosti meritev triplikatov
(n=3) s standardnimi odkloni (SD). Crtkani pravokotnik v rde¢i barvi omejuje odstotka relativnih
citotoksi¢nosti, ki smo ju dobili potem, ko smo od posameznih meritev odsteli bodisi povpre¢no
vrednost slepe kontrole samega gojitvenega medija, brez dodanega izvlecka (10% Boppss) ali pa
povprecno vrednost slepe kontrole, pripravljene iz gojitvenega medija z dodatkom 20 uL 50%
red¢itve osnovne raztopine izvleca (10% Bppes*). Pri izracunih vseh ostalih vrednosti pa smo odsteli
izklju¢no povprecne vrednosti slepe kontrole, ki je vsebovala le gojitveni medjij.

Zmerno 0z. nizko citotoksic¢nost, ki ni presegla 20%, smo zaznali v prisotnosti vseh redCitev
Bores, z izjemo 1% in 0,5% koncentracije. Ugotovili smo, da je na obseg realtivne
citotoksi¢nosti vplivalo nespecifi¢no ozadje, Ki S0 ga povzrocile obarvane raztopine izvle¢ka

(Slika 13). Zato smo se odlo¢ili, da bomo v nadaljnjih poskusih obvezno pripravili in pri
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izraCunih upoStevali slepe kontrole za vsako od preskusanih redCitev osnovne raztopine
Bpoees. Prav tako smo sklenili, da bomo obseg citotoksi¢nosti merili tudi po 24-urni

inkubaciji.

4.2.3 Ugotavljanje obsega zgodnje citotoksi¢nosti (po 24 urah) redcitev osnovne
raztopine Bpess na celice LNCaP, s testom CytoTox 96® Non Radioactive

Cytotoxicity Assay

Po 24 urah inkubacije kultur s po 2x10% in 4x10% celic LNCaP/vdolbinico mikrotitrske
plosée, v prisotnosti izbranih red¢itev osnovne raztopine izvlecka lesa bele Bpess, S
koncentracijami: 90,7 pg/celi¢no kulturo, 72,6 pg/ celi¢no kulturo, 63,5 ug/ celi¢no kulturo,
54,4 pgl celi¢no kulturo, 45,3 pg/ celi¢no kulturo, 36,3 ug/ celicno kulturo, 27,2 pg/ celiéno
kulturo, 18,1 pg/ celiéno kulturo in 9,1 pg/ celiéno kulturo, smo izmerili absorbance in
izraCunali obsege citotoksi¢nosti. Pri tem smo upoStevali izmerjene vrednosti ustreznih

slepih kontrol. Rezultate prikazuje Slika 14.
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Slika 14: Prikaza odstotkov relativne citotoksi¢nosti razli¢nih red¢itev osnovne raztopine
izvlecka lesa bele jelke Bppgs, na celice LNCaP, po 24 urah inkubacije. A - 2.000 celic/vdolbinico;
B - 4.000 celic/vdolbinico. Navedene so kolicine izvlecka, ki so bile dejansko prisotne v posameznih

celi¢nih kulturah. Prikazane so povpre¢ne vrednosti meritev triplikatov (n=3) s standardnimi odkloni
(SD).

Na kulture s po 2x10° celicami LNCaP so zmerno citotoksi¢no delovale koli¢ine izvlecka
od 90,7 pg do vkljuéno 45,3 ug (Slika 14A). Zanimivo je, da najvisja uporabljena koli¢ina

izvlecka (90,7 ng) ni povzrocila najvecjega obsega relativne citotoksicnosti, Ki Smo ga sicer
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zaznali pri 63,5 pg (32,8%). VVzrok za to bi bila lahko kompleksna sestava izvlecka lesa bele
jelke, zaradi katere bi ta v dolocenih koncentracijah oz. koli¢inah glede na Stevilo v
posamezni kulturi prisotnih celic LNCaP deloval manj, v drugih pa bolj citotoksi¢no.

V primeru uporabe 4x102 celic/kulturo so bili odstotki relativne citotoksi¢nosti pri¢akovano

oy

vrednost (11,6%) ponovno dolo¢ili pri 63,5 pg (Slika 11B).

V poskusih, v katerih smo spremljali zaviralne ucinke izvlecka lesa bele jelke na rast celic
LNCaP, smo ugotovili, da so bile v vseh ¢asovnih tockah (24, 48 in 72 ur) najucinkovitejse
najvi$je uporabljene koncentracije red¢itev osnovne raztopine Bppgs, in sicer 72,6 pg, 63,5
ug, 54,4 pg in 45,3 ug (Slika 5). Glede na razmeroma majhen prispevek citotoksi¢nosti
(najveé 32,8% po 24 urah) sklepamo, da testirane kolicine izvlecka lesa bele jelke zavirajo
rast Se preko drugih, zazdaj Se naznanih mehanizmov, ki jih bo potrebno raziskati.
Nenazadnje pa moramo biti pozorni tudi na dejstvo, da ima citoplazemski encim laktatna
dehidrogenaza (LDH), ki se sprosti iz liziranih oziroma poskodovanih celic in Smo ga
dolocali s testom CytoTox 96® Non Radioactive Cytotoxicity Assay, razpolovno dobo
priblizno 9 ur. Zato bi bili lahko rezultati dolo¢anja obsega citotoksi¢nosti po 24 urah do

dolocene mere vprasljivi.

4.2.4 Ugotavljanje obsega takoj$nje (po 6 urah) in zgodnje citotoksi¢nosti (po 24
urah) razli¢nih red¢itev osnovne raztopine Bppes na celice HepG2, s testom

CytoTox 96® Non Radioactive Cytotoxicity Assay

Obsege citotoksi¢nosti 90,7 ug, 72,6 pg, 63,5 ug, 54,4 ug, 45,3 pg, 36,3 ug, 27,2 pg, 18,1
ug in 9,1 ug izvlecka bele jelke (uporaba red¢itev osnovne raztopine Bppes) Smo na enak
nadin kot v primeru celic LNCaP ugotavljali tudi v kulturah s po 2x10° celic HepG2. Tokrat,
tako po 6 kot po 24 urah inkubacije, nismo zaznali nobenega citotoksi¢nega ucinka.
Pravzaprav ni presenetljivo, da je citotoksi¢nost izvlecka lesa bele jelke odvisna tudi od vrste
uporabljene rakave celi¢ne linije. Najverjetneje je v primeru celic HepG2 pomembno
dejstvo, da proizvajajo Stevilne plazemske proteine, ki lahko vezejo polifenolne spojine v
izvleCku in s tem preprecijo njihovo neposredno citotoksi¢no delovanje. Ker pa smo v

predhodnih poskusih dokazali, da izvlec¢ek bele jelke moc¢no zavira proliferacijo teh celic
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(Sliki 8 in 9), so za ta efekt o¢itno odgovorni drugi, necitotoksi¢ni mehanizmi, ki jih Se ne

poznamo, bodo pa tar¢e nadaljnjih raziskav.

4.2.5 Ugotavljanje obsega takoj$nje (po 6 urah) in zgodnje citotoksi¢nosti (po 24
urah) razli¢nih red¢itev osnovne raztopine Bppss na celice Jurkat, s testom

CytoTox 96® Non Radioactive Cytotoxicity Assay

Citotoksi¢nost 90,7 ug, 72,6 ug, 63,5 ug, 54,4 ug, 45,3 pg, 36,3 pg, 27,2 pug, 18,1 pgin 9,1
ug izvlecka bele jelke (uporaba redcCitev osnovne raztopine Bppss) smo na enak nacin kot v
primeru celic LNCaP in HepG2 ugotavljali tudi z uporabo kultur celi¢ne linije Jurkat (2x10°

celic/kulturo). Rezultati poskusa so predstavljeni na Sliki 15.
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Slika 15: Prikaza odstotkov relativne citotoksi¢nosti razli¢nih red¢itev osnovne raztopine
izvle€ka lesa bele jelke Bppgs, Na celice Jurkat, po 6 (A) in 24 urah (B) inkubacije. Navedene so
koli¢ine izvleCka, ki so bile dejansko prisotne v posameznih celi¢nih Kkulturah. Prikazane so
povprecne vrednosti meritev triplikatov (n=3) s standardnimi odkloni (SD).

Medtem, ko so bili po 6 urah inkubacije sicer Sibki citotoksi¢ni uéinki (najvisja, 13,5%
relativna citotoksi¢nost v prisotnosti 72,6 ng) videti odvisni od uporabljenih koli¢in izvlecka
(Slika 15A), pa se je po 24-urni inkubaciji citotoksi¢nost nekoliko povecala pri uporabi 54,4
ug (27,7%), 45,3 pg (23,7%) in 36,3 pg (20,8%) (Slika 15B). Poleg Ze navedenih
predpostavk glede razlicnih vplivov izvlecka na razlicne vrste celic ter morebitne
vprasljivosti rezultatov dolo¢anja obsega citotoksi¢nosti na osnovi LDH po 24-urni
inkubaciji, je vsekakor pomembno tudi dejstvo, da so celice Jurkat za razliko od celi¢nih
linij LNCaP in HepG2 neadherentne.
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Glede na ugotovitev, da izvlecek lesa bele jelke zelo mo¢no in v Sirokem koncentracijskem
obmocju zavira rast celic Jurkat (Sliki 10 in 11), medtem ko nanje deluje le Sibko
citotoksi¢no, lahko ponovno trdimo, da so za inhibicijo celi¢ne proliferacije tudi v tem
primeru odgovorni $e neznani mehanizmi, ki jih bo potrebno odkriti in raziskati. Poleg tega
pa bi bilo zanimivo ugotoviti ali izvleéek vpliva tudi na proliferacijo normalnih limfocitov
T.
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5 SKLEP

Za ugotavljanje vplivov izvlecka lesa bele jelke na rast ¢loveskih celi¢nih linij raka prostate
(LNCaP), raka jeter (HepG2) in T-celicne levkemije (Jurkat) in vitro, smo uporabljali
ustrezne redCitve njegove osnovne raztopine v fosfatnem pufru DPBS (Bpess) in pri tem

dokazali naslednje u¢inke:

e izrazito zaviranje proliferacije vseh treh vrst celic, pri ¢emer je bilo to v primeru celic
LNCaP in HepG2 koncentracijsko odvisno, v primeru celic Jurkat, kjer je bil ta efekt
najmoc¢nejsi, pa praviloma ne. Inhibicija proliferacije celic Jurkat je bila koncentracijsko
odvisna le v spodnjem koncentracijskem obmocju preskuSanih raztopin izvlecka.

e Sibko do zmerno citotoksi¢nost na nivoju spremljanja koli¢in laktatne dehidrogenaze
(LDH) v supernatantih celi¢nih kultur, in sicer pri vi§jih koncentracijah izvlecka v

primeru celic LNCaP in Jurkat ter njeno popolno odsotnost v primeru celic HepG2.

Ker na osnovi Sibkega oz. odsotnega citotoksi¢nega delovanja izvlecka lesa bele jelke na
izbrane ¢loveske rakave linije ne moremo pojasniti njegovega mocnega zaviralnega ucinka
na rast omenjenih celic, bo potrebno poiskati in raziskati mehanizme, ki so za to odgovorni.
Ena od lazje izvedljivih metod bi lahko bilo ugotavljanje morebitne fragmentacije DNA po
obdelavi celic z razliénimi koncentracijami izvlecka. Sicer pa bi morali preuciti njegove

vplive na delovanje signalnih poti, ki so klju¢ne za celi¢no rast.

Delo, ki smo ga opravili, je torej razkrilo pomembne zaviralne ucinke izvlecka lesa bele jelke
na izbrane ¢loveske rakave celi¢ne linije, gojene in vitro, kar odpira $tevilne moznosti, ob

tem pa Se StevilnejSa vprasanja, za katera menimo, da nujno potrebujejo odgovore.
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