RNl Co-funded by B
L the European Union ' 4
EURCPLANT-ACT
PRIRUCNIK

Naslov projekta: Primjena inovativnih metoda u primjeni ljekovitog bilja sa srediSnjom ulogom

u farmaciji, poljoprivredi i prehrani
Akronim projekta: EURO-PLANT-ACT
Project no: 2022-1-RO01-KA220-HED-000088958

Priruénik namijenjen struénjacima iz razli¢itih podrucja kao $to su poljoprivreda, biotehnologija,
prehrambena industrija, farmacija, nutricionizam predstavlja metodologije vezane uz: (i)
selekciju, uzgoj, berbu i karakterizaciju organskog ljekovitog bilja, (ii) procjenu kemijskog
sastava i analizu farmakoloskih svojstava, (iii) utvrdivanje profila farmakokinetiCke sigurnosti i

metoda valorizacije ljekovitog bilja i (iv) proizvoda dobivenih od njega (ekstrakta, eteri¢nih ulja).

Profesori odgovorni za teorijski dio:

Kordinator (UMFVBT): Dehelean Cristina Adriana, Pinzaru lulia Andreea, Macasoi loana
Gabriela, Soica Codruta Marinela

Partner 1 (USVT): Alexa Ersilia, Negrea Monica, Cocan lleana, Obistioiu Diana, Pop Georgeta
Partner 2 (UNIOS): Vrandeé&i¢ Karolina, Cosi¢ Jasenka, Bali¢evi¢ Renata, Ravlié Marija
Partner 3 (UNICAL): Conforti Filomena, Statti Giancarlo

Partner 4 (ROMPAN): Voica Daniela, Avram Dana

Profesori odgovorni za prakti¢ni dio:

Kordinator (UMFVBT): Dehelean Cristina Adriana, Pinzaru lulia Andreea, Minda Daliana
lonela, Draghici George Andrei

Partner 1 (USVT): Alexa Ersilia, Negrea Monica, Cocan lleana, Obistioiu Diana, Pop Georgeta
Partner 2 (UNIOS): Vrandeé&i¢ Karolina, Cosi¢ Jasenka, Bali¢evi¢ Renata, Ravlié Marija
Partner 3 (UNICAL): Conforti Filomena, Statti Giancarlo

Partner 4 (ROMPAN): Voica Daniela, Avram Dana



) 'i"}\
\‘@i \.‘::«‘
R Co-funded by K
L the European Union " 4
EURGPLANT-ACT
Sadrzaj
Poglavlje 1. Metode istrazivanja antifungalnog djelovanja eteri¢nih ulja na fitopatogene
GliVe (P2 = UNIOS)...... i s e s am e e s e s mnn s s n s nnns 5
PR P 1Y To PR 5
1.2. Volatilni test za procjenu utjecaja eteriCnih ulja in Vitro ............ccccccoiiiiiiiii, 5
1.3. In vitro ispitivanje kontaktnog djelovanja eteriCnih ulja na gljive..........ccccccoiiiiiiinnnn. 10
Poglavlje 2. Herbicidno djelovanje biljnih ekstrakata i eteri¢nih ulja (P2 - UNIOS)....... 13
P20 TR © Ao T U SOPPR 13
2.2. Herbicidno djelovanje biljnih ekstrakata ..............ccccooiiiii e 14
2.3. Herbicidni u€inak eteriCnin ulja.............ooooiiiii e 19

Poglavlje 3. Primjena ljekovitih biljaka kao sastojaka dodane vrijednosti u industriji
funkcionalnih pekarskih i slasti€arskih proizvoda (P1 - USVT)......ccccciiiiiniiiennnicenenne 22

............................................................................................................................................ 23
3.3. Ljekovite biljke kao antioksidansi u pekarskim proizvodima.................ccccce 25
3.4. Ljekovito bilje kao antimikrobna sredstva u pekarskim proizvodima .......................... 36

3.5. Djelovanije ljekovitog bilja protiv patogenih bakterija koje prevladavaju u prehrambenoj

1 gTe [0 ES £ OO PP OPPPPPPPPPP 38
Poglavlje 4. Trenutacni trendovi i metode za in vitro procjenu bioloske aktivnosti (CO -
LT = ) 41

R U 1Y o RSP SRRR 41

4.2. Priprema stanicne linije za staniCne testove.............ooiiiiiii e 44

4.2.1. Opca pravila za sigurnost u laboratoriju za kulturu stanica...............cccocceeennneen. 44

4.2.2. Tablica s kljuénim resursima za odmrzavanje/subkultiviranje/krioprezervaciju

STANICNE TINIJE .o e e e e e e e e 46
4.2.3. Pojedinosti metode (korak po KOrak) ..........c.eeeeiiiiiiiiiiiiiie e 50
4.3. STANICNE ANALIZE KORISTENJEM 2D STANICA........coioeeeeeeeeeeeeeee e, 59
4.3.1. Testovi vijabilnosti StaNICa ...........coooiiiiiiiii e 59



%" \.ﬁ?w-
R Co-funded by K
L the European Union " 4

EURGPLANT-ACT
4.3.2. Metode imunofluorescentnog bojenja za procjenu morfologije stanica ................ 67
4.3.3. Metode za procjenu sposobnosti migracije stanica .............cccccceeeiiiiiiiiiieee 74

4.3.4. Testovi molekularne biologije za prouCavanje mehanizama djelovanja Reverzna

transkripcija polimerazne lan€ane reakcije (RT-PCR)............ccccociiiiiiiiiiiiiee, 76
4.4. Pokus na stanicama koristeci 3D (trodimenzionalne) modele..............cccceeeviiieeennnee. 79
4.4 1. Odredivanje potencijala iritacije (EpiDerm test iritacije koze — OECD TG 439)....80
4.4.2. Odredivanje fototoksi¢nosti (EpiDerm test fototoksi¢nosti — OECD TG 498) ....... 82

Poglavlje 5. Uporaba in vivo metoda u procjeni bioloske aktivnosti (CO - UMFVBT)... 86

ST I U AV oo ISP RP P 86
5.2. Odredivanje antiangiogenog potencijala koristenjem CAM testa...........ccccvveeeeennnns 87
5.3. Odredivanje iritativnog i antiiritativnog potencijala..............cccccoiiiiiiiiiiie, 90

Poglavlje 6. Metode za dobivanje preparata iz biljaka (ekstrakti i etericnha ulja) (P3 -

0103 93
G I U AV oo ISP PRPP P 93
O |V = To7 =] =T - PP PPPPPPPPPP 94
6.3. Soxhletova eKSIraKCija........coooiiiiiiiiii s 96
6.4. Inovativne tehnike ekStrakCije..........coiiiiiiiiiiii e 98

6.4.1. Ekstrakcija uz upotrebu URFrazvuKa ..............cccuviiiiiiiiiiiee e 98
6.4.2. Ekstrakcija Uz pomOC €NZIMA ..........uiiiiiiiiiieii e 100
6.4.3. Ekstrakcija uz pomoC MIiKrovalova.............oooiiiiiiiiiiiiiiieecc e 101
6.4.4. Ekstrakcija superkritiCnim fluidima ... 102
6.4.5. Naviglio €XIractor ®.............oeii i 103
6.5. Ekstrakcija eteriCnin Ulja ... 105



Co-funded by
LN the European Union



I Co-funded by &
L the European Union ' 4
EURCPLANT-ACT

Poglavlje 1. Metode istrazivanja antifungalnog djelovanja eteri€nih ulja na
fitopatogene gljive (P2 - UNIOS)

1.1. Uvod

Etericna ulja (EO) poznata su kao bioloski pristup u kontroli Stetnih organizama. Bioloske
metode ukljuCuju koriStenje organizama i proizvoda dobivenih od njih za izravno ili neizravno
upravljanje populacijama Stetnika. Sli¢no tome, biljni ekstrakti imaju dobra antifungalna
svojstva protiv Sirokog spektra Stetnih gljivica. Ovi prirodni ekstrakti nude ekoloSki prihvatljive
alternative za zastitu poljoprivrednih usjeva od bolesti [Wilson i sur.., 1997.].

Alternativni pristup kemijskoj zastiti biljaka od Stetnih organizama uklju€uje koriStenje razlicitin
bilinih spojeva i ekstrakata, poput eteri¢nih ulja i njihovih komponenti [Kishore i sur., 2007.].
Vazno je napomenuti da je vise od 1300 biljnih vrsta identificirano zbog svoje sposobnosti
sintetiziranja spojeva s antimikrobnim svojstvima [Wilkins i Board, 1989.]. Etericna ulja su vrlo
sloZzenog sastava i €esto su u njihovom sastavu brojne komponente. NajéeS¢e u sastavu ulja
dominiraju tri glavne komponente, koje €ine priblizno 90 % ukupnog volumena, dok se
preostale komponente nalaze u malim koli¢inama [Dorman i Deans, 2000.]. Brojna su
nastojanja istraZiva¢a da eteri¢na ulja i biljni ekstrakti postanu alternativa za kontrolu biljnih
patogena jer su izvor bioloSki aktivnih spojeva, Sto moze dovesti do razvoja novih, sigurnijin
nacina zastite biljaka od uzro¢nika bolesti [Al-Reza i sur., 2010.; Veloz-Garcia i sur., 2010.].
EO se pojavljuju kao tekuce, hlapljive, bistre i obojene mjeSavine veceg broja aromatskih
spojeva. Dobivaju se iz svih biljnih dijelova. Poznato je oko 3000 etericnih ulja, od kojih je 300
komercijalno vaznih te se uglavnom koriste na trziStu aroma i mirisa, ali danas postoje brojna
istrazivanja o njihovoj upotrebi u zastiti bilja. Brojni in vitro testovi pokazuju da su ulja vrlo
ucinkovita protiv fitopatogenih gljiva.

U cilju odredivanja antifungalnog djelovanja koriste se razliCiti testovi medu kojima je znacajna
podjela na testovima u kojima se ispituje volatilni i testove u kojima se ispituje kontaktni utjecaj

ulja na ciljane organizme. Ulja se koriste u razli¢itim koncentracijama.

1.2. Volatilni test za procjenu utjecaja eteri¢nih ulja in vitro

Za istrazivanje volatilnog utjecaja eteri¢nih ulja koristi se disk difuzijska metoda koju su opisali
Edris i Farrag [2003.] i Silva i sur. [2019.].
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Protokol- korak po korak
1. U sredinu Petrijevih zdjelica (V = 65 mL) s 15 mL KDA podloge (krumpir-dekstrozni
agar), sterilnom iglom se stavlja 7 dana star kruzni isjeCak micelija (4 mm) (slika 1.1)

koji je uzgojen na KDA.

Slika 1.1. Kruzni isje€ak micelija

2. U poklopac Petrijeve zdjelice stavi se sterilni filter papir promjera 7 mm u koji se doda
eteri€no ulje (slika 1.2) kako bi se dobio eksperimentalno predviden volumni udio ulja u

zraku.

Slika 1.2. Apliciranje eteri€énog ulja
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3. Petrijeve zdjelice pripremljene na opisani nacin odlazu se u termostat komore na
temperaturu 18 do 25 °C (temperature ovisi o vrsti ciljanog organizma) i svjetlosni rezim
12 sati svjetlo / 12 sati mrak (slika 1.3).

Slika 1.3. Petrijeve zdjelice u thermostat komori

4. rast micelija mjeri se nakon 72 i 168 sati (ovisno o brzini rasta i vrsti gljive) (slike 1.4 i 1.5).
Kao kontrola koristi se filter papir na koji je aplicirana odgovarajuca koli¢ina sterilne destilirane
vode. Nakon posljednjeg mjerenja promjera micelija u pokusu s gljivama koje stvaraju
sklerocije npr. Sclerotina sclerotiorum, prebroje se sklerociji, odredi njihova prosje¢na masa i
nakon 4 mjeseca ¢uvanja na temperaturi od 4 °C odredi im se klijavost.

Slika 1.4. Rast micelija mjeri se nakon 48, 72 i 168 sati.
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Slika 1.5. Utjecaj razlicitih eteri¢nih ulja na rast micelija gljive Neofusicoccum parvum

5. U pokusu s gljivama koje produciraju konidije, a nakon zadnjeg mjerenja promjera micelija,
sporulacija se moze odrediti tako da se pripremi suspenzija konidija u 100 mL sterilne
destilirane vode i pomoc¢u hemocitometra odredi koncentracija konidija po ml suspenzije za
sve varijante pokusa (slika 1.6).

;‘l““--
E'lo’l--

Slika 1.6. Brojanje spora pomo¢u hemocitometra

6. Za odredivanje klijavosti konidija iz pripremljene suspenzije za svaku varijantu pokusa uzima
se 20 pL i razmazuje na PDA supstrat prethodno izliven u Petrijeve zdjelice promjera 60 mm.
Petrijeve zdjelice stavljaju se u termostat komoru na temperaturu izmedu 18 i 25 °C i svjetlosni

8
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rezim 12 sati svjetla / 12 sati tame. Nakon 24 sata na uzorku od 3 x 20 konidija odreduje se
broj proklijalih konidija. Konidije se smatraju proklijalima ako je kli€na cijev jednaka ili ve¢a od

duljine konidija (slika 1.7).

o~
\./’

O D)

R W\ O

Slika 1.7. Klijanje konidija

7. Za gljive koje tvore mikrosklerocije (npr. Stromatinia cepivora i Macrophomina phaseolina),
nakon posljednjeg mjerenja rasta micelija, moZe se uzeti kruzni isje€ak micelija promjera 4 mm
i mikrosklerocije se mogu prebrojati. KruzZni isjeCak za odredivanje broja mikrosklerocija mora

se uzeti na udaljenosti od 10 mm od ruba diska postavljenog u sredinu Petrijeve zdjelice (slika
1.8).
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Slika 1.8. Utjecaj eteri¢nih ulja na gljivu Stromatinia cepivora

1.3. In vitro ispitivanje kontaktnog djelovanja eteri¢nih ulja na gljive

Metoda ispitivanja kontaktnog djelovanja eteri¢nih ulja vrlo je sli€na prethodno opisanoj metodi

st tim da se ovdje ulje umijeda u PDA podlogu.

Postupak- korka po korak

1. U Petrijeve zdjelice promjera 90 mm ulije se 10 mL KDA u koje se prethodno umijeSa
etericno ulje kako bi se dobio istraZivanjima predviden volumni udio ulja u supstratu.
Negativna kontrola je sterilna destilirana voda.

2. Petrijeve zdjelice se zatvore parafilm trakom i pohrane u termostat komoru na

i reproduktivne strukture gljiva (npr. sklerocije ili konidije).

10
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3. Porast micelija mjeri se obi¢no nakon 62 i 168 sati.
4. Inhibicija rasta micelija izraCunava se pomoc¢u formule Wu et al. (2013):
(%) = [(C-T)/(C-0,4)] x 100,
gdje je:
I (%) - postotak inhibicije rasta micelija na testiranim spojevima
C - promjer rasta gljive na Cistom KDA,

T - promjer rasta gljive na KDA u koji je umijeSano eteri¢no ulje.

5. Na temelju dobivenih podataka mogu se izraCunati ECso vrijednosti za svako eteri¢no ulje.
Vrijednosti ECso pokazuju koja su eteri€na ulja i u kojoj koli¢ini utjecala na smanjenje rasta
micelija za 50 % (slika 1.9).

4.dan - Fusarium oxysporum

60 1
401

204

IC , (BL /10 mL PDA)

Slika 1.9. Usporedba ECso za eteri¢no ulje komoraca (Foeniculum vulgare) i njegove komponente
(anetol i d-limonen) za Fusarium oxysporum koristenjem analize varijance (ANOVA) i Tukey testa.

Rezultati su predstavljeni kao granice pouzdanosti od 95 %.

Napomene!!!
e U obje varijante pokusa (kontaktni i volatilni u€inak ulja) gdje zadnjim mjerenjem nije utvrden
rast micelija, uzme se kruzni isjeCak s micelijem i prenese u novu Petrijevu zdjelicu s KDA
podlogom (bez ulja).
e Ovako pripremljeni uzorci inkubiraju se 48 sati (npr. Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea,
Macrophomina phaseolina) ili 72 sata (npr. Stromatinia cepivora) u termostat komori na 25 °C.
e Ako je gljiva nakon inkubacije pocela razvijati micelij ulje djeluje fungistati¢no, a ako nema
razvoja novog micelija ulje djeluje fungicidno.
e Najniza koncentracija (koli¢ina) ulja pri kojoj je utvrdena potpuna inhibicija rasta micelija

oznacCava se kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC), a najniZza koncentracija (koli¢ina)

11
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ulja pri kojoj je utvrdeno fungicidno djelovanje oznaCava se kao minimalna fungicidna

koncentracija (MFC).
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Poglavlje 2. Herbicidno djelovanje biljnih ekstrakata i eteriénih ulja (P2 -
UNIOS)

2.1. Uvod

Suzbijanje korova u suvremenoj poljoprivredi prvenstveno se oslanja na koriStenje sintetskih
herbicida zbog njihove visoke ucinkovitosti, jednostavne primjene i isplativosti. Ipak, njihova
nepravilna i prekomjerna primjena dovodi do pojave rezistentnih populacija korova, rezidua
herbicida u hranidbenom lancu i Stetnih u€inaka na okoli$ te na zdravlje ljudi i Zivotinja [Macias
i sur.,, 2003.; Singh i sur., 2003.]. Osim toga, Cesta zabrana aktivnih tvari, nedostatak
registriranih sredstava za zastitu bilja i ograniCenja u primjeni sintetskih herbicida u sustavima
ekolodke poljoprivrede kao i u zasticenim podruéjima zahtijeva drugaciji pristup u suzbijanju
korova.

Alelopatija je bioloSki fenomen, definiran kao bilo koji izravan ili neizravan, Stetan ili koristan
ucinak jedne biljke na klijanje i rast druge kroz proizvodnju alelokemikalija koje se ispustaju u
okoli§ [Rice, 1984.]. Alelopatija se smatra alternativnom metodom za odrZivo suzbijanje
korova. Alelopatski usjevi koji imaju snaZan herbicidni u€inak mogu se primijeniti kao prirodni
herbicidi u obliku biljnih ekstrakata, praSiva i etericnih ulja koji smanjuju ili inhibiraju klijanje i
rast korova [Singh i sur., 2003.; Ravli¢ i sur., 2016.].

Ljekovite biljke iz razli€itih botani¢kih porodica, kultivirane i samonikle, predstavljaju veliki izvor
bioaktivnih spojeva za razvoj novih, sigurnih i biorazgradivih bioherbicida [Bhowmik i Inderijit,
2003.; Fujii i sur., 2003.; Amini i sur., 2016.]. Bioaktivni biljni sekundarni metaboliti
(alelokemikalije) prisutni su u razli€itim koncentracijama u svim biljkama i biljnim dijelovima
[Alam i sur., 2001.]. Fitotoksiéni potencijal biljnih ekstrakata i eteriCnih ulja ovisi o vise
¢imbenika, kao $to su geografsko podrijetlo, uvjeti rasta, sezonske varijacije i faza rasta biljke,
kao i o abiotiCkim i biotiCkim ¢imbenicima okoliSa koji mogu povecati proizvodnju sekundarnih
metabolita u biljkama i pojacati njihov inhibitorni u¢inak [Safdar i sur., 2014.; Sari¢-Krsmanovi¢
i sur., 2019.; Medina-Villar i sur., 2020.; Appiah i sur., 2022.; Ravli¢ i sur., 2022.]. Na aktivnost
utjeCu koncentracija, metoda ekstrakcije i je li biljni materijal svjez ili osuSen, ali takoder uvelike
ovisi o ciljanim vrstama jer se one razlikuju u svojoj osjetljivosti [Fuijii i sur., 2003.; Norsworthy,
2003.; Souza Filho i sur., 2009.; Ravli¢ i sur., 2016.; Ravli¢ i sur., 2022.].

Various tests and techniques are used for laboratory screening of plants in order to evaluate
their herbicidal potential. Za laboratorijski probir biljaka koriste se razli¢iti testovi i tehnike kako

bi se procijenio njihov herbicidni potencijal.

13
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2.2. Herbicidno djelovanje biljnih ekstrakata

Prvi korak za pripremu biljnih ekstrakata je sakupljanje biljnog materijala. Pravilna botanicka
identifikacija biljnih vrsta je kljuéna, a sve prikupljene biljke identificirane su prema njihovim
morfoloSkim obiljezjima pomocu dihotomnih klju€eva i atlasa. Biljni materijal bez vidljivih
simptoma bolesti i fiziCkih oStecenja prikuplja se na razli€itim lokacijama, izloZzen razli€itim

¢imbenicima okoli$a i u razli€itim razvojnim fazama biljke.

S

Slika 2.1. Sakupljanje biljnog materijala (Solidago gigantea) u fazi cvatnje.

Ako se istrazuju razli€iti dijelovi biljke, prije suSenja biljni dijelovi se razdvajaju (slika 2.2).

14
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Slika 2.2. Razdvajanje svjezeg biljnog materijala na biljne dijelove (Oenothera biennis)

Za pripremu ekstrakata moZe se koristiti svjeZa ili osuSena biomasa. Materijal se su8i na zraku
od 24 do 72 h, a zatim u suSioniku pri 40 do 50 °C. Suha biomasa se usitnjava na male
komadice, zatim melje elektricnim mlinom u fini prah (slika 2.3) i skladisti u papirnatim vre¢ama

na suhom i hladnom mjestu.

Slika 2.3. Biljni materijal nakon mljevenja.

Protokol korak po korak za pripremu vodenogq ekstrakta biljaka

Vodeni ekstrakti pripremaju se prema Norsworthyja (2003.) uz pojedine modifikacije.

15
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1) svjeza ili suha biljna biomasa u koli¢ini od 10 g ekstrahira se u 100 ml destilirane vode

na sobnoj temperaturi 22 (+2) °C tijekom 24 sata (slika 2.4). Alternativno, biljni materijal
se moze ekstrahirati vru¢om vodom.

Slika 2.4. Priprema vodenih ekstrakata

2) smjesa se nakon toga filtrira kroz muslinsko platno kako bi se uklonili grubi ostatci i
nakon toga kroz filter papir kako bi se dobio vodeni ekstrakt koncentracije 10 %.
Ekstrakti u razli€itim koncentracijama dobivaju se daljnjim razrjedivanjima destiliranom
vodom. Koristene koncentracije kre¢u se od 1 % do 10 %.

Protokol korak po korak za pripremu etanolskoq ekstrakta biljaka

1) etanolski ekstrakti se dobivaju maceracijom biljnog praSiva u etanolu od 24 do 72 sata
(slika 2.5).

Slika 2.5. Priprema etaloskih ekstrakata — maceracija biljnog materijala u etanolu.
2) nakon ekstrakcije, ekstrakt se filtrira i otapalo se uklanja pod tlakom na nizim

temperaturama kako bi se dobio sirovi etanolski ekstrakt (slika 2.6). RazliCite
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koncentracije dalje se dobivaju suspendiranjem sirovog ekstrakta u destiliranoj vodi i

Tween-u kao disperzantu [Silva i sur., 2018.]. KoriStene koncentracije su u rasponu od

]

0,01 % do 5 %.

Slika 2.6. Priprema etanolskih ekstrakata — dobivanje sirovog ekstrakta.

Protokol pokusa

1) sjemenke korovnih vrsta koje se koriste u pokusu kao testne vrste Ciste se i suSe na
sobnoj temperaturi (Slika 2.7).

Slika 2.7. Ci$éenje i odvajanje sjemena korova prije pokusa.
2) prije pokusa procjenjuje se klijavost sjemena korova kako bi se utvrdilo postoji li
zadovoljavajuci postotak klijavosti. Sjeme salate (slika 2.8) ili rotkvice koristi se pri
probiru velikog broja ekstrakata, a ekstrakti s najve¢im uCinkom dalje se procjenjuju na

korovne vrste.

17
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Slika 2.8. Testiranje ekstrakata Oenothera biennis iz razli€itih biljnih dijelova (stabljika i list) na
salati.

3) 3) uCinak ekstrakata se procjenjuje u pokusu u Petrijevim zdjelicama u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima. Sjeme korova stavlja se u sterilizirane Petrijeve zdjelice
oblozene filter papirom. Filter papir se navlazi sa 4 do 6 mL ekstrakta (ovisno o
testiranoj vrsti) u svakoj koncentraciji, dok se u kontroli koristi destilirana voda (slika
2.9, 2.10, 2.11). Sjeme se inkubira na izmjeni¢nim ili konstantnim temperaturama i

uvjetima svjetla/tame optimalnim za klijanje i rast svake korovne vrste.

Slika 2.9. Herbicidni u€inak vodenog ekstrakta Salvia pratensis na Abutilon theophrasti.

18
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Slika 2.10. Herbicidni ucinak razli¢itih koncentracija ekstrakata Chelidonium majus na

Solanum nigrum.

Slika 2.11. Herbicidni u€inak razli€itih koncentracija vodenih ekstrakata bosiljka na Solanum

nigrum.

2.3. Herbicidni u€inak eteri¢nih ulja

Herbicidno djelovanje eteri¢nih ulja na klijanje i rast korovnih vrsta procjenjuje se kao volatilno

[Souza Filho i sur., 2009] i izravno kontaktno djelovanje [Sari¢-Krsmanovi¢ i sur., 2019].

Protokol korak po korak

19

1)

2)

3)

4)

5)

koriste se komercijalna eteri€na ulja ili se dobivaju iz sakupljenog i na zraku osu$enog
biljnog materijala hidrodestilacijom u trajanju od 2,5 h u u aparaturi po Clevenger-u.
otopina eteri¢nih ulja se priprema u razli¢itim koncentracijama (od 0,1 do 1 %) s
destiliranom vodom i emulgira s Tweenom.

u pokusu s volatilnim u€inkom, sjeme korovnih vrsta stavlja se u Petrijeve zdjelice na
filter papir navlazen vodom, a na filter papir pri¢vrs¢en s gornje strane poklopca nanosi
se otopina etericnog ulja. U kontroli se koristi samo destilirana voda.

u pokusu s izravnim kontaktom sjeme istrazivanih vrsta stavlja se u Petrijeve zdjelice
na filter papir navlazen otopinom eteri¢nih ulja. U kontrolnom tretmanu sjeme pokusnih
vrsta naklijava se bez eteri¢nih ulja, samo s destiliranom vodom.

u obje metode, sjeme se inkubira na izmjeni¢nim ili konstantnim temperaturama i

razliCitim uvjetima svjetlo/tama optimalnim za klijanje i rast svake korovne vrste.
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Procjena herbicidnog potencijala biljnih ekstrakata i eteri¢nih ulja
Za sve navedene metode, na kraju inkubacije, za odredivanje herbicidnog potencijala mjere
se sljedeéi parametri: klijavost, duljina korijena i izdanka klijanaca te svjeZa i suha masa
klijanaca.
e Postotak klijavosti izraCunava se za svako ponavljanje pomocu formule:
o K (klijavost) = (proklijalo sjeme/ukupno sjeme) x 100.
e Razdoblje inkubacije je razli€ito za svaku ispitivanu vrstu i prosje¢no je od 8 do 12
dana.
e Svi prikupljeni podaci se statistiCki analiziraju pomo¢u ANOVA-e, a razlike izmedu
srednjih vrijednosti tretmana izmjerenih parametara za svaku korovnu vrstu testiraju se
LSD testom na razini vjerojatnosti od 0,05.
e Biljni ekstrakti i eteriCna ulja rangirani su prema njihovom inhibitornom potencijalu, tj.
postotku inhibicije u usporedbi s kontrolnim tretmanom. Materijali koji najviSe

obecavaju dalje se ispituju u stakleni¢kim pokusima.
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Poglavlje 3. Primjena ljekovitih biljaka kao sastojaka dodane vrijednosti u
industriji funkcionalnih pekarskih i slasti¢arskih proizvoda (P1 - USVT)

3.1. Uvod

Aromaticno i ljekovito bilje obuhvaca vrlo velik broj biljaka koje pripadaju razli€itim botanickim
porodicama i imaju godisnji, dvogodisniji ili viSegodisnji zivotni vijek.

Ljekovite biljke:

* koriste se tisucama godina u kuhiniji i jeftini su, lako dostupni i zdravi

* u obrocima se smatraju alternativom koristenju sintetickih kemikalija

* koriste se u nekoliko medicinskih formulacija za lije€enje i prevenciju bolesti

* koriste se u prehrambenom sektoru kao prirodni antioksidansi za sprjeCavanje oksidacije
lipida

* povecavaju hranjivu vrijednost hrane i daju okus raznim pic¢ima

Ljekovite biljke se mogu dodavati kao takve ili u obliku ekstrakata, etericnih ulja u pekarske
proizvode sa sljede¢om namjenom:

i) poboljSati senzorna svojstva proizvoda

ii) za antioksidativni u¢inak odreden polifenolnim aktivnim principima

iii) za antimikrobnu ulogu zahvaljuju¢i bioloSki aktivnim antifungalnim i antibakterijskim
spojevima koji se nalaze u ljekovitom bilju

Bilike sadrze fenolne spojeve, glukozinolate, cijanogene glikozide, oksilipine i alkaloide.
Namirnice bogate sekundarnim metabolitima i bioaktivnim spojevima poput flavonoida,
alkaloida i drugih preporucuju se prehrambenim smjernicama za prevenciju stresa, hipertenzije
i kardiovaskularnih bolesti [Rivera i sur., 2010.].

Vrijednost ljekovitog bilja iz porodice Lamiaceae leZi u proizvodnji Sirokog spektra sekundarnih
metabolita sa snaznim antibakterijskim, antioksidativnim, protuupalnim, antimikrobnim,
antivirusnim i antikancerogenim djelovanjem [Carovi¢-Stanko i sur., 2016.].

U sljedec¢im odjeljcima bit ¢e prikazano nekoliko primjera ljekovitih biljaka koje se koriste u
pekarskim proizvodima za poboljSanje senzorskih svojstava, ali i za antioksidativno i

antifungalno djelovanije.
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3.2. Ljekovite biljke koje se koriste za poboljSanje okusa, boje i mirisa pekarskih

proizvoda

Ljekovite bilike dodane u razliCite oblike pripreme tijesta poboljSavaju senzorna svojstva,

pozitivno ili negativho utjeCu na njegova reoloSka svojstva (Lavandula, Cichorium intybus)
(slika 3.1).

Slika 3.1. Cichorium intybus i Lavandula

Zbog Siroke namjene koriste se tijekom cijele godine, svjezi ili suhi.

Kod potroSaca sve viSe prevladava tendencija koriStenja prirodnih bojila naustrb umjetnih,
sintetskih, a neke ljekovite biljke svojim karakteristikama boje mogu predstavljati zdravu
alternativu sintetskim kemijskim bojilima u prehrambenoj industriji, kao $to su:

Metvica - osvjeZzavajuca biljka koja se moze Kkoristiti u kolaima, keksima, kremama,
glazurama i Cokoladama. Njegov hladan i blago sladak okus savrSen je za deserte. Paprena
metvica i metvica najceSc¢e su vrste koje se koriste u slastiCarstvu. Dobro se slaze s Cokoladom
i vocem poput bobiastog voca i citrusa [Sik i sur., 2023.].

Bosiljak - bilika slatkog, blago paprenog okusa koja se moZe Koristiti u slatkim pekarskim
proizvodima poput kola¢a, kolac¢a i sladoleda, kao i u slanim pekarskim proizvodima poput
focaccia kruha ili pizze. Dobro se slaze s vo¢em poput jagoda, breskvi i malina [Calderon Bravo
i sur., 2021.].

Lavanda - mirisna biljka koja se Cesto koristi u slasticama poput kolacica, kolaca i sladoleda.
Njegov blago slatki okus daje pekarskim proizvodima jedinstvenu ljubi€astu boju. Dobro se
slaZe s okusima citrusa i dodaje jedinstvenu aromu pecenim proizvodima [Valkova i sur.,
2021.].
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Korijander - popularna biljka koja se koristi u pe€enju za dodavanje svjeZeg, citrusnog okusa
hrani. OsuSeni korijander takoder se mozZe dodati u tijesta, kruSne mrvice ili njime zaciniti
slana peciva. Dobro se slaze s Cokoladom i moze se koristiti za dodavanje jedinstvenog okusa
pecivima, kruhu, krekerima i keksima [Sriti i sur., 2019.].

Majcina dusica - biljka koja se €esto koristi u slanim jelima kao $to su kruh, pizza i focaccia,
ali se takoder moze koristiti u slatkim pekarskim proizvodima poput kolaci¢a od prhkog tijesta.
Njegov zemljani i blago mentasti okus odli¢an je dodatak peCenim proizvodima s maslacem.
Kadulja - ima blago gorak, zemljani okus i ¢esto se koristi u slanim pekarskim proizvodima
poput kruha, keksa i preljeva. Takoder se moZe koristiti u slatkim pekarskim proizvodima poput
prhkog peciva i pogacica [Bassiouny i sur.,1990.].

Ruzmarin - drvenasta, aromati¢na biljka koja se mozZe koristiti u slatkim pekarskim
proizvodima poput kruha i keksa. Takoder moZe dodati jedinstven okus pekarskim
proizvodima, posebno kruhu, quicheevima i kolaCima. Jednostavno nasjeckajte svjeze listove
ruzmarina i umije8ajte ih u tijesto za kruh ili pecivo prije pe€enja [Valkova i sur., 2021.].
Origano - aromati¢na biljka koja dobro funkcionira u slanim pekarskim proizvodima poput kore
za pizzu i focaccie. MoZe se sitno nasjeckati i umije$ati u tijesto ili koristiti kao preljev sa soli i
maslinovim uljem.

BIO FUNKCIONALNI TPA MUFFINI na bazi integralnog pSeni¢nog brasna, cvijeta lavande i
korijena cikorije visokih nutritivnih svojstava, niskog glikemijskog indeksa, visokog bioloSkog
potencijala i ekonomski ucinkoviti, Cija se tehnologija izrade moze implementirati u pekarskim

pogonima (slika 3.2).

24



Sl Co-funded by
N the European Union

Slika 3.2. BIO FUNKCIONALNI TPA MUFFINS

3.3. Ljekovite biljke kao antioksidansi u pekarskim proizvodima

Dodatak 5% ekstrakata Camellia sinensis, Asparagus racemosus i Curcuma longa (slika 3.3)
povecao je antioksidativni kapacitet kruha bez promjene senzorskih svojstava. Antioksidativha
svojstva zelenog €aja u prahu koji zamjenjuju dio brasna u biskvitu takoder su izvijestili Sik i
sur. (2023.).

Slika 3.3. C. sinensis, A.s racemosus i C. longa — ljekovite biljke s antioksidativnim svojstvima.

Galna i taninska kiselina utjecale su na svojstva glutena i proizvele ¢vrSée i deblje filmove s
nizom paropropusnoscu.

Sljedeci dijelovi obuhvacaju razli€ite recepture pekarskih proizvoda s dodatkom ljekovitog bilja,
uz detaljan opis koristenih sastojaka i izgleda kona¢nog proizvoda.
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Kruh s dumbirom (C. longa L.) (slika 3.4)

Protokol- korak po korak - Sastojci

e brasno za bijeli kruh
e sol

e kurkuma u prahu

e brzodjelujuc¢i kvasac

e maslinovo ulje

e voda.
N
/ ~—
Slika 3.4. Presjek kruha s dumbirom
Napomene!!!

Prah kurkume (C. longa L.) koristen je kao zamjena za 0 %, 2 %, 4 %, 6 % i 8 % pSenic¢nog
brasna za izradu pSeni¢nog kruha s kurkumom.

* Dnevni unos 50 g ili dvije kriSke kruha s kurkumom koji ima 4 % zamjene pSeni¢nog brasna
kurkumom u prahu moze isporuditi priblizno 4,6 mg kurkumina i 40,12 mg GAE ukupnih
fenolnih spojeva koji mogu pruziti dodatne zdravstvene dobrobiti ljudskom tijelu [Lim i sur.,
2011.].

* Podaci o to¢nim preporu¢enim dozama ovih fitokemikalija nisu dostupni, medutim, provedene

su razliCite in vitro i in vivo studije kako bi se analizirali njihovi bioloSki ucinci.

Dijetalni kola¢ sa Zzeleom od pasjeg trna (Hippophae rhamnoides) (slika 3.5)

Protokol korak po korak — Sastojci

¢ integralno psSeni€¢no brasno

o mlijeko

o Secere

e maslac
e jaja
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e Zele od krkavine (H. rhamnoides).

i 4

Slika 3.5. Torta s Zeleom od krkavine

Kruh od kiselog tijesta kadulje (slika 3.6)

Protokol korak po korak - Sastojci

27

Voda - 697 g (73 %)

Kvasac - 191 g (20 %)

Ukupno brasno - 955 g (100 %)

Brasno za kruh - 859 g (90 %)

Integralno pSeni¢no brasno - 95 g (10 %)

Peceni Cesnjak - 29 g (3 %)

Kadulja-10g (1 %)

Sol - 19 g (2 %)

Ukupno 1900 g (199 %)
[https:/Ivituperio.com/roasted-garlic-sage-sourdough-bread/].
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Slika 3.6. Kruh s kaduljom

Krusna psenica, raz i cikorija (slika 3.7)
Protokol korak po korak - Sastojci

e Brasno-275g

e RaZeno brasno - 275 g
e Sol-1,5tsp.

e Secer-1,5tbsp

e Kvasac- 1,5 tsp.

e Ocat - 1/2 ZliCice.

e Cikorija - 1,5 tbsp

e Kumin - 2 ZliCice.

e Voda-400-420 ml

e Biljno ulje - 3 Zlice.

Slika 3.7. Razeni kruh s cikorijom
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e

Kruh od maslacka (slika 3.8)
Protokol korak po korak - Sastojci

e Latice maslacka - %5 Salice
e Milijeko - 1 Salica

e Suhi aktivni kvasac - 1 Zlica
e Toplavoda - 'z Salice

e Med - % Salice

e Sol -2 ZliCice

e Maslac, omekSao - V2 Salice
o Jaja-2

e PSeniéno brasno - 5 Salica.

Slika 3.8. Kruh od maslacka

Kruh s origanom (Slika 3.9)

Protokol korak po korak - Sastojci

29

e PSenitno brasno

o Aktivni suhi kvasac ili svjezi kvasac
e Secer

e Ekstra djevicansko maslinovo ulje
e Med

e Morska sol

e Svjezi origano [https://thegreekfoodie.com/greek-bread-with-oregano-and-olive-oil/]
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Slika 3.9. Kruh s origanom

Napomene!!!

+« Varijacije podataka u parametrima izrade kruha primijecene su kada su kruhovi pripremljeni
dodavanjem suSenog origana na razini od 1, 2, 3 i 4 % u brasnu [Dhillon i Kaur Amarjeet,
2013.].

% Specifi¢ni volumen (4,72 cc/g) bio je najbolji na razini od 1% i smanijio se na 4,22 cc/g na
razini 4% origana u mjesavini.

< Origano je takoder povecao tezinu Struce sa 145 g na razini 1 % na 149 g na razini 4 %
origana u kruhu.

+ Na razini od 2% origana, upijanje vode je bilo 72,24 % i poraslo je na 75 % na razini od 4%.
% Ovo je pokazalo da povec¢ana koli¢ina origana ima Stetan u€inak na specifi¢ni volumen

kruha.

Peciva s majéinom dusicom (Satureja hortensis L.) (slika 3.10)
Protokol korak po korak - Sastojci

e Integralno pSeni¢no brasno - 4 Salice (512 g)

e Sol - 2 Zligice (10 g)

o Secer - 2 Zligice (8 g)

e Suhi kvasac - 2 Zli¢ice (8 g)

e Mljeveno svjeze liSCe timijana - 2 Zlice

e Voda - 2 Salice (454 g)
[https://www.sidechef.com/recipes/8333/no_knead_thyme_dinner_rolls/].
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Slika 3.10. Pecivo s timjanom.

Napomene!!!

+ Dodatak aromati¢ne majcine dusice (suhe tvari kao i etericnog ulja) u receptu za kruh
rezultirao je antifungalnim djelovanjem protiv Penicilliuma i Aspergillusa.

+ Dodatak timijana nije pokazao gljivicno ili bakterijsko kvarenje tijekom Cetiri dana, Sto
ukazuje na njegov potencijal kao konzervansa za kruh [Skendi | sur., 2020.].

< Inkorporiranjem aromati¢ne biljke u suhom obliku in vitro, moze dovesti do antifungalnog

uCinka u pekarskim proizvodima [Skendi i sur., 2020.].

Kiflice od ruzmarina

Protokol korak po korak — Sastojci (slika 3.11)
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Slika 3.11. Shema protokola pripreme peciva od ruzmarina [https://www.gimmesomeoven.com/one-

hour-rosemary-garlic-dinner-rolls/]
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Slika 3.12. Rolice od ruZzmarina

Muffini s mentom (slika 3.13)

Protokol korak po korak — Sastojci

33

Spinat, svjezi - 2 Salice

Kokosovo ulje, otopljeno - 1/2 Salice
Umak od jabuka - 1 Salica

Ekstrakt metvice - 1 tsp

Jaja (ili jaja od lana) - 2

Zobeno brasno - 1 3/4 Salice
PraSak za pecivo - 1 1/2 ZliCice
Soda bikarbona - 1/2 Zli€ice

Sol - 1/2 Zligice

Komadici Cokolade - 1 Salica
(-muffins-naturally-colored-gluten-free-dairy-free-sugar-free-option-vegan-option/)

e

Slika 3.13. Mafini od mente
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Slatki kruh od lavande (slika 3.14)
Protokol korak po korak — Sastojci

A
Y

e Mlijeko - 3/4 Salice

e Suseni cvjetovi lavande nasjeckani - 2 Zlice
e PSenicno brasno - 2 Salice

e Prasak za pecivo - 1 1/2 ZliCice

e Sol - 1/4 ZliCice

e Maslac omeksao - 6 Zlica

e Secer - 1 Salica

o Jaja-2

o Jednostavna glazura

e Secer u prahu - 1 alica

o  Ekstrakt vanilije - 1/2 ZliCice

e Sok od limuna - 1/2 Zlice

Mlijeko - 1 1/2 Zlica [https://www.aliikulalavender.com/lavender-tea-bread/]

Slika 3.14. Slatki kruh od lavande

34



RENN Co-funded by
the European Union }X
EURCPLANT-ACT

Keksi s klinci¢ima
Protokol korak po korak — Sastojci (slika 3.15)

Slika 3.15. Shematski protokol pripreme keksa s klin¢i¢ima

[https://www.bbcgoodfood.com/recipes/clove-sugar-cookies]

Slika 3.16. Keksi s klin¢icima
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3.4. Ljekovito bilje kao antimikrobna sredstva u pekarskim proizvodima

Ljekovito bilje se u pekarstvu koristi kao zacin, za poboljSanje okusa i mirisa proizvoda, ali i
kao antimikrobno sredstvo protiv Stetnih mikroorganizama u pekarskim proizvodima. Kruh i
pekarski proizvodi skloni su kvarenju plijesni (nakon nekoliko dana skladistenja) i da bi se
izbjegla ova pojava potrebni su konzervansi za hranu ili pakiranje u modificiranoj atmosferi.
NajCeSce vrste plijesni koje se pojavijuju u pekarskim proizvodima su: Penicillium,
Cladosporium, Aspergillus, Neurospora i Mucor, a Penicillium se identificira kao naj¢esci izvor
kvarenja kruha.

Nekoliko vrsta eteri¢nih ulja, posebno ona iz obitelji Lamiaceae i Umbellifere, spominju se kao
antimikrobna sredstva u pekarskoj industriji, $to rezultira proizvodom s produljenim rokom
trajanja i povecanom sigurnosScu.

Rok trajanja pekarskih proizvoda koji se Cuvaju na sobnoj temperaturi ograni¢en je na 3-4 dana
i pod utjecajem je mikrobnog kvarenja uzrokovanog plijesnima, uglavnom Penicillium sp. i
druge gljive (Aspergillus, Monilia, Mucor, Endomyces, Cladosporium, Fusarium ili Rhizopus).
Origanum vulgare zahvaljuju¢i svom kemijskom sastavu pomaze u produljenju roka trajanja,
nutritivnih svojstava mnogih proizvoda, poput kruha i pekarskih proizvoda, Zitarica.

Dva antifungalna elementa prisutna u eteri¢nim uljima, karvakrol i eugenol, mogu se smatrati
snaznim antifungalnim agensima. Eteri¢na ulja imaju antifungalna svojstva. Poznato je da ulja
timijana, cimeta i klinCi¢a inhibiraju gljivice kvarenja, dok su ulja narance, kadulje i ruzmarina

imala samo zanemariv ucinak (slika 3.17).
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Slika 3.17. Majcina dusica, cimet i klin€i¢ koriSteni u pekarskim proizvodima

Rizik za ljudsko zdravlje predstavlja €injenica da kontaminacija gljivicama uzrokuje stvaranje
mikotoksina s hepatotoksicnim, kancerogenim djelovanjem.

Mikotoksini su sekundarni metaboliti gljivica koji izazivaju akutne i kroni¢ne toksi¢ne ucinke
kod ljudi i Zzivotinja. Istovremena kontaminacija proizvoda na bazi zitarica viSestrukim
mikotoksinima je sve viSe prijavljena, ukljuujuci hranu koju obi¢no konzumiraju djeca.
Najvaznije skupine mikotoksina su:

o Aflatoksini (AFLA)

e Ohratoksin A (OTA)

e Trihoteceni (deoksinivalenol DON, nivalenol)

e Zearalenon (ZEA)

e Fumonizini (FUMO)

Mikotoksini se mogu naci u kruhu, zitaricama za doruc¢ak, pecivima.

* Preradom se moZe samo smanjiti broj mikotoksina, a ne njihova potpuna eliminacija

* Pokazalo se da neke tradicionalno koriStene biljke pokazuju svojstva toksi¢na za gljive
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* Ljekovite biljke kao to su: Occimum gratissimum, Cymbopogon citratus, Xylopia aethiopica,
Monodera myristica, Sizygium aromaticum, Cinnamomum verum i Piper nigrum ucinkovite su
u inhibiciji stvaranja nesorbinske kiseline, prekursora u procesu sinteze aflatoksina.

* Prirodni pripravci emulzija na bazi eteri¢nih ulja koristeni su kao antifungicidi u pekarstvu.

» Potrebna su daljnja istraZivanja za razvoj zajednickih strategija za kontrolu i prevenciju

razvoja gljivica i mikotoksina u pekarskim i slasti€arskim proizvodima.

3.5. Djelovanje ljekovitog bilja protiv patogenih bakterija koje prevladavaju u

prehrambenoj industriji

SprjeCavanje kvarenja hrane i pojave patogena koji uzrokuju trovanje hranom obi¢no se
postize upotrebom kemijskih dodataka koji imaju niz negativnih uCinaka, uklju€ujuci: Stetnost
kemijskih spojeva za ljudsko zdravlje, pojavu kemijskih ostataka u hrani i hranidbenom lancu i
stjecanje otpornosti mikroba na koridtene kemikalije.

Kao rezultat ovih negativnih ¢Cimbenika, vaznije je nego ikad pronaci prirodnu, zdravu i sigurnu
alternativu konzervansima. Vec¢ neko vrijeme biljni ekstrakti koriste se za sprje¢avanje trovanja
hranom i konzerviranje hrane.

Neki od izazova s kojima se suoCavaju proizvodaci kruha ukljuuju produljenje roka trajanja
smanjenjem uzeglosti i smanjenjem mikrobnog kvarenja, jer te promjene dovode do kvarenja
kruha i drugih pekarskih proizvoda. Kako bi se prevladale te poteSkoce i produljio rok trajanja,
koriste se komercijalno dostupni antioksidansi i kemijski konzervansi kao Sto su inhibitori
plijesni.

Razna eteri¢na ulja mogu zaustaviti razvoj opasnih klica u kruhu, produzujuci im vijek trajanja
i poboljsavajuci njihovu sigurnost, poput majcine dusSice, cimeta, origana, limunske trave itd.
Vecina jestivih ljekovitih biljnih dijelova sadrzi tragove hidroksibenzojeve i hidroksicimetne
kiseline, dvije vrste fenolnih kiselina.

Zbog svog potencijala kao prirodnih konzervansa hrane, agensa za poboljSanje okusa i
dekontaminatora, biljna eteri¢na ulja privlace veliko zanimanje u prehrambenoj industriji jer su

takoder opcenito priznata kao sigurna — GRAS (slika 3.18).
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Slika 3.18. Hidroksibenzojeva i hidroksicinamenska kiselina
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Poglavlje 4. Trenutaéni trendovi i metode za in vitro procjenu bioloske
aktivnosti (CO - UMFVBT)

4.1. Uvod

In vitro testovi temeljeni na stanicama predstavljaju prvi korak u pretklinickim istraZivanjima
koji se primjenjuju kao klju¢ni alat u probiru biolodke aktivnosti kandidata za nove lijekove.
StoviSe, in vitro studije nude relevantne podatke o njihovom potencijalnom mehanizmu
djelovanja (signalni putovi) i njihovoj toksi¢nosti. Navedene su druge prednosti u vezi s
upotrebom stani¢nih linija kao in vitro modela, kako slijedi: (i) uklju€uju vremenski i troSkovno
ucinkovite metode, (ii) modeli su "kontrolirani" (uglavnom u slu€aju jednoslojnih kultura), i (iii)
u literaturi je dostupno viSe standardiziranih tehnika [Capula i sur., 2019].

Osim prednosti koriStenja in vitro modela i testova temeljenih na stanicama, identificirano je
nekoliko ¢imbenika koji bi mogli utjecati na rezultate, dovodec¢i do nepouzdanih podataka,

stoga se moraju uzeti u obzir neka osnovna nacela pri dizajniranju i izvodenju in vitro

eksperimenata [Capula i sur., 2019], kao:

1) Odabir odgovarajuce stanicne linije
Prije dizajniranja in vitro eksperimenta, obvezno je odabrati vrstu staniCnih linija koje se

smatraju prihvatljivim modelima za navedeni cilj istrazivanja.
Stani¢ne linije mogu se nabaviti: (i) unutar kuce (zahtijevaju autentifikaciju, detaljne klinicke
informacije i eksplicitnu oznaku stanica), (ii) nabavom iz drugih laboratorija (zahtijevaju
karantenu, autentifikaciju i karakterizaciju kako bi se potvrdile njihove specificne znacajke) ili
(iii) kupnjom od odobrenih staniénih banaka (ukljuCuju podatke o autentiCnosti, rezultate
testova kontaminacije mikroorganizmima i informacije o pohranjivanju stani¢ne linije i metodi
subkulture) [Geraghty i sur., 2014].

Vazno!!! Sve stani¢ne linije koriStene u eksperimentima moraju biti provjerene i

bez zagadivaca!!!

Priznate zbirke stani¢nih kultura/banke stanica: American Type Culture Collection (ATCC)

(www.atcc.org); CellBank Australia (www.cellbankaustralia.com); Coriell Cell Repository
(http://ccr.coriell.org); Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
(www.dsmz.de); Europska zbirka kultura Zivotinjskih stanica (ECACC) (www.phe-
culturecollections.org.uk/); Nacionalni instituti za biomedicinske inovacije, zdravlje i prehranu,
Japanska zbirka istrazivackih bioresursa (JCRB) (https://cellbank.nibiohn.go.jp/english);

Jedinica NIH-a za mati¢ne stanice (https://stemcells.nih.gov/NIH-Stem-Cell-Research);
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RIKEN Gene Bank (https://web.brc.riken.jp/en/), UK Banka mati¢nih stanica (UKSCB)
(https://nibsc.org/ukstemcellbank); WiCell (www.wicell.org) [Geraghty i sur., 2014].

Vrste stani¢nih kultura i stani€nih linija:

Kultura stanica je izraz koji se koristi za opisivanje odrZzavanja ili uzgoja stanica in vitro,
uklju€ujuci kulturu pojedinacnih stanica. Stani¢ne kulture mogu biti:

- primarne Kulture — dobivaju se izravno iz izrezanog tkiva i kultura bilo kao kultura
eksplantata ili nakon cijepanja u suspenziju jedne stanice putem enzimske
digestije

- kontinuirane kulture —formiraju se od jedne vrste stanica koje se mogu uzastopno
razmnozavati u kulturi bilo ograni¢enim brojem stanicnih dioba ili neograni¢eno
dugo.

Stanicna linija potjeCe iz primarne kulture i rezultat je prve uspjesne subkulture.
Stani¢ne linije se mogu klasificirati kao:

- primarne stanice - dobivaju se izravno iz ljudskog tkiva i poznate su kao
"konacne" jer njihova proliferacija prestaje nakon ograniCenog broja stani¢nih
dioba

- transformirane stanice — mogu se razviti prirodno ili genetskom manipulacijom, a
poznate su i kao besmrtne stanicne linije

- samoobnavljajuce stanice — imaju sposobnost diferencijacije u niz drugih tipova
stanica; primjeri ove vrste stanica: embrionalne mati¢ne stanice, neuralne i
intestinalne mati¢ne stanice, inducirane pluripotentne mati¢ne stanice [Segeritz i
Vallier, 2017.; Coecke i sur., 2005.].

2) Odabir odgovarajuceg otapala za ispitivane spojeve:

- neodgovarajuée otapalo moze utjecati na stabilnost lijeka $to dovodi do netonog
odredivanja koncentracije

- odabrano otapalo ne smije biti toksi€no za stanice u konacnoj koriStenoj
koncentraciji [Capula i sur., 2019.]

3) Koncentracija lijeka ispitivanih spojeva

- treba testirati Siroki raspon koncentracija kada se provodi probir novih spojeva,
nakon Cega slijedi uski raspon nakon $to se identificira koncentracija koja je
izazvala odgovor [Capula i sur., 2019.].

4) Izlozenost lijeku/trajanje lije¢enja
- trajanje tretmana in vitro uvjetima mora odgovarati in vivo situaciji

- takoder treba uzeti u obzir metabolizam ispitivanog lijeka [Capula i sur., 2019.]

42



I Co-funded by &
L the European Union ' 4
EURCPLANT-ACT

5) Gustoca nasadivanja i vrijeme analize — ovisi o stani¢noj liniji [Capula i sur., 2019.].
Prije poCetka rada sa stani¢nim linijama, preporuuje se poznavanje sljedecih temeljnih
aspekata:

% stani¢ne linije utjelovljuju stanice koje imaju sposobnost produljene proliferacije in vitro
i mogu se zadrzati serijskim supkulturama (pasiranjem)

« konacne stani€ne linije mogu se supkulturirati vise puta, ali nakon odredenog broja
pasaza (60-70 udvostru€enja stani¢ne populacije) postiZzu stanje starenja i prestaju se
razmnozavati; mogu se odrzavati dobro okarakterizirani, ali se mogu pojaviti promjene
u njihovoj morfologiji kako se priblizavaju starenju

% kontinuirane stanicne linije mogu se beskonacno supkultivirati; potjeCu iz tumora ili
normalnog embrionalnog tkiva; pokazuju visoku stabilnost tijekom dugotrajnih prolaza
in vitro, ali ipak mogu pretrpjeti znac¢ajne i nepovratne promjene [Coecke i sur., 2005.].

Napomena!!!Preporuca se za sve vrste stanicnih linija da imaju krioprezervirane zalihe ranih
stanica!ll

% faze rasta normalnih stanica su:

o lag faza — faza nakon nasadivanja kada se stanice ne dijele, samo se
prilagodavaju uvjetima kulture; ovisi o fazi rasta stani¢ne linije u vrijeme prolaza
i 0 gustoci nasadivanj

o logaritamska (log) ili eksponencijalna faza rasta — karakterizirana je
eksponencijalnim rastom stanica koji traje dok se ne zauzme cijela ploca ili
koncentracija stanica ne prede kapacitet medija za rast; smatra se da je
stani¢na populacija u ovom trenutku najodrzivija; je odgovaraju¢a faza za
procjenu stani¢nih funkcija i odredivanje vremena udvostru€avanja populacije;
takoder se preporucuje provesti postupak subkulture (prekasno provodenje
pasaze moze dovesti do prenapucenosti stanica, apoptoze i starenja)

o plato ili stacionarna faza — populacija stanica postaje konfluentna i
proliferacija se usporava; to je faza kada su stanice najosijetljivije na ozljede

o faza opadanja — karakterizirana je povec¢anom smréu stanica i smanjenjem
broja stanica sposobnih za zivot zbog prirodnog napredovanja stani¢nog
ciklusa.

¢ in vitro starost stani¢ne kulture moze se definirati pomocu:

o broja prolaza — broj puta kada je stani¢na linija subkultivirana/pasirana

43



I Co-funded by 3
DO the European Union " 4
EURGPLANT-ACT

o vremena udvostru¢avanja populacije (DT) — vrijeme potrebno kulturi da
udvostruci brojnost
DT=T In2/In(Xe/Xb),
Gdje je T vrijeme inkubacije u bilo kojoj jedinici
Xb je broj stanica na pocCetku vremena inkubacije
Xe je broj stanica na kraju vremena inkubacije [ATCC - Animal Cell Culture Guide].

Lag Phase Exponential Phase Stationary Phase
3x10°
Subculture

10°
e
<
2
K
(=)

10*

Doubling Time
3x10°
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Days After Subculture

Slika 4.1. Primjer krivulje rasta stanica u kulturi. Preporuca se provesti postupak subkulture kada su

stanice u logaritamskoj (eksponencijalnoj) fazi rasta [ATCC - Vodi¢ za kulturu zZivotinjskih stanical.

U sljedecim odjeljcima bit ¢e dano nekoliko smjernica u vezi s koracima uklju¢enim u pripremu
stani¢ne linije za 2D stani¢ne testove od trenutka primanja materijala iz stani¢ne banke do

dodavanja ispitivanih spojeva. Protokol se odnosi na adherentne stanice sisavaca uzgojene u

jednom sloju.

4.2. Priprema stanicne linije za stani¢ne testove

4.2.1. Opca pravila za sigurnost u laboratoriju za kulturu stanica

« Rad u laboratoriju smije obavljati samo obuéeno osoblje.
% Osoblje bi uvijek trebalo nositi osobnu zastithu opremu (laboratorijske kute i
ogrtaCe, kape, navlake za cipele, rukavice, zastitne naocale) pri ulasku u

laboratorij i skinuti je pri izlasku.
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Ne preporuCuje se izlaganje koZe u otvorenim cipelama, kratkim hlaéama i
suknjama.

U laboratoriju za kulturu stanica zabranjeno je konzumiranje hrane, pica,
skladiStenje namirnica, puSenje, nanoSenje kozmetike ili rukovanje kontaktnim

leéama.

+ Mobiteli se ne smiju koristiti tijekom rada u laboratoriju za kulturu stanica.

04
o

Siroke dijelove odjeée (npr. $alove, viseée ogrlice) treba skinuti prije podetka

rada, a kosu svezati.

« Sve radne povrSine moraju se dekontaminirati prije i poslije pokusa, te odmah

2
°o

2
o

nakon bilo kakvog izlijevanja ili prskanja potencijalno zaraznog materijala
odgovaraju¢im dezinficijensom. Laboratorijska oprema mora se redovito Cistiti,
¢ak i ako nije kontaminirana.

Svi laboratorijski predmeti koji su bili u kontaktu s potencijalno zaraznim ili
opashim agensima moraju se dekontaminirati prije i nakon rada s njima.
Radne povrsine treba temeljito dezinficirati etanolom (EtOH) 70% prije i poslije

upotrebe.

« Za sterilno rukovanije, ruke i radna podrucja moraju se uvijek obrisati EtOH 70%,

a sve vanjske tikvice, boce s medijima, plo€e ili drugi spremnici moraju biti

obrisani EtOH 70% prije nego $to se unesu u poklopac stani¢ne kulture.

+ Medij za rast stanica i druge reagense ne treba izlijevati izravno iz boca ili boCica

kako bi se izbjegla kontaminacija; treba koristiti sterilne seroloSke pipete.

+ Ruke treba oprati prije napustanja laboratorija za kulturu stanica.

2
°o

Sluzbenik za sigurnost u laboratoriju trebao bi biti obavijeSten o izlaganju ili
izlijevanju zaraznih ili opasnih agenasa kako bi dao savjet o prikladnoj strategiji
za zadrzavanje i dekontaminaciju [Segeritz i Vallier, 2017.; Osnove kulture
stanica Gibco; ATCC - Vodi€ za kulturu zivotinjskih stanica; ECACC priru¢nik].
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Slika 4.2. Primjer rasporeda organizacije stani¢ne kulture [Gibco Cell Culture Basics].

4.2.2. Tablica s kljuénim resursima za odmrzavanje/subkultiviranje/krioprezervaciju stani¢ne

linije

Tablica 1. Materijali i oprema potrebni za korake odmrzavanja/subkultiviranje i krioprezervaciju stani¢ne

kulture
Stanic¢na linija Proizvodac¢
e Testirana stani¢na linija e American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, US
e The European Collection of Authenticated
Cell Culture (ECACC), Salisbury, UK
e ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA
Reagensi/Kemikalije Proizvodac¢
e Medij za rast stani¢ne kulture (specifi¢an e American Type Culture Collection (ATCC),
za svaku stani¢nu liniju) Manassas, US
e The European Collection of Authenticated
Cell Culture (ECACC), Salisbury, UK
e ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA
e PAN-Biotech GmbH, Bayern, Germany
e Fetalni govedi serum (FBS/FCS) e ATCC, Manassas, US
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Specifini dodaci za rast stanica (ovisno o

stanic¢noj liniji)

Antibiotska otopina za kulturu stanica

(ovisno o stani¢noj liniji)

Tripsin/EDTA (TE) otopina

Tripan plavo otopina 0.4%

Etanol 70% (za dezinfekciju)

Fosfatno puferirana fizioloSka otopina
(PBS), pH=7,4 za kulturu stanica

Dimetil sulfoksid (DMSO)

H20 (bez pirogena)

.
" 4
" 4

EURG-PLANT-ACT
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA
PAN-Biotech GmbH, Bayern, Germany
ATCC, Manassas, US

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ATCC, Manassas, US

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Chimopar SA, Bucharest, Romania
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Millipore, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

* Napomena: mogu se koristiti i ekvivalentni reagensi/kemikalije drugih dobavljaca.

Potrosni materijal
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Tikvica za kulturu stanica (75 cm?)
Tikvica za kulturu stanica (25 cm?)

Ploce s 96 jazica (ravno dno) (Eppendorf,
Cyto-one)

Proizvodac

Eppendorf, Hamburg, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany
Starlab Schweiz AG, Switzerland
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Falcon epruvete za centrifugu (15 mL)

Falcon epruvete za centrifugu (50 mL)

Eppendorf epruvete (1.5 mL, 2 mL, 5 mL)
Stalci za epruvete
Krioviala (2 mL)

Nastavci za pipete (tips)

Sterilne seroloSke pipete (10 mL, 25 mL)

Sterilne Pasteurove pipete

Spremnici reagensa za viSekanalno

pipetiranje

Countess™ komorna stakalca za brojanje
stanica

Komora za brojanje po Neubauer-u
Brojac stanica

Spremnici za otpad

Trajni marker

Olovka

Sterilne rukavice

Rukavice za rukovanje teku¢im dusikom
Laboratorijska osobna zastitha oprema
(laboratorijska kuta i ogrtaci, kapa, navlake
za cipele, $titnici za lice, zastitne naocale

ili naocale)

4 % ¥ 7 &
3 4
" 4
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ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA

Eppendorf, Hamburg, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA

Eppendorf, Hamburg, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA

Eppendorf, Hamburg, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA

Eppendorf, Hamburg, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA

ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Merck KGaA, Darmstadt, Germany

MA,

MA,

MA,

MA,

MA,

MA,

MA,

MA,
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* Napomena: Mogu se koristiti i ekvivalentni potrosni materijali drugih dobavljaca. Sav potrosni

materijal mora biti sterilan kada se koristi za kulturu stanica.

Opremaloznaka

MikrobioloSki sigurnosni ormar (Microflow
ABS Class Il Cabinet ABS 1500 CLS2-
MK2)

Inkubator za kulturu stanica (Binder CB-
170)

Invertirani mikroskop s faznim kontrastom
i fluorescencijom IX73 and

Cytation 1)

(Olympus

Vodena kupelj (Raypa)

Centrifuga (Boeco S-8)

Centrifuga s modulom za zamrzavanje
(Hermle Centrifuge Z 326 K)

Hladnjak (4°C)

Zamrzivac (-20°C)

Zamrzivag (-80°C) (Ultra Low Temperature
Freezer MDF-U3386S)

Spremnik dusika (MVE Cryosystem 750)
Komora za brojanje stanica (Neubauer
komora)

Automatski broja¢ stanica (Countess Il FL
Automated Cell Counter)

Pipeta s podesivim volumenom
ViSekanalna pipeta

Set za pipetiranje (Easypet® 3)

Analytical scale (Sartorius CP 324S)

Mr. Frosty spremnik za zamrzavanje

Autoklav (Pol-EKO SLW 53)

Proizvodac

Bioquell UK LTD

BioTek Instruments Inc., Winooski, VT,
USA

Olympus, Tokyo, Japan

BioTek Instruments Inc., Winooski, VT,
USA

R. Espinar, S.L., Spain

Boeco, Hamburg, Germany

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Germany

Arctic, Romania

Arctic, Romania

Sanyo, Osaka, Japan

MVE Biological Solutions, GA 30107

Neubauer Hemacytometer

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Eppendorf, Hamburg, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany

Sartorius, Goéttingen, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

POL-EKO®, Wodzistaw Slgski, Poland

* Napomena: moze se koristiti i ekvivalentna oprema drugih dobavljaca.
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4.2.3. Pojedinosti metode (korak po korak)

Opcée napomene!!! Za svaku steCenu stanicnu liniju treba slijediti protokol koji preporucuje
proizvodac!!! Sve otopine i pribor koji dolaze u dodir sa stanicama moraju biti sterilni!!! Osim
ako nije drugacije navedeno, sve postupke treba provoditi u sterilnim uvjetima laminarnog
protoka, stanice treba drzati u vlaznim inkubatorima na 37°C, 5 % CO2 i 95 % viaznosti, a cijeli
medij za rast treba prethodno zagrijati u vodenoj kupelji. na 37°C 30 min!!! Svi predmeti koji ce
biti uneseni u napu laminarnog protoka moraju se obrisati EtOH 70%!!! Tijekom svih koraka
protokola, osoblje mora nositi osobnu zastitnu opremu!!!

A. Smjernice za uzgoj - postupak odmrzavanja zamrznutih stanica po primitku

©, Vrijeme 30 min — 1 sat

1) pripremite kompletan medij za rast specifiCan za stani¢nu liniju u skladu s tehnic¢kim
podacima i prethodno ga zagrijte u vodenoj kupelji na 37°C (!!! Medij se priprema u
asepticnim uvjetima u laminaru!!!)

2) stavite sterilnu epruvetu za centrifugiranje (15 mL Falcon epruveta) u poklopac
laminarnog protoka i dodajte 10 mL toplog cjelovitog medija za rast u epruvetu (!!!
NapiSite na epruvetu trajnim markerom naziv stani¢ne linije!!!)

3) pripremite odgovarajucu sterilnu tikvicu za kulturu stanica (25 cm2) dodavanjem 10 mL
cjelovitog medija za rast stanica (!!! Ako se u podatkovnom listu preporucuje drugadiji
volumen medija, tada treba slijediti upute proizvodaca! !!). Vrsta tikvice za kulturu
stanica ili koli€ina medija za rast mogu ovisiti o stanici. Na plocici treba postojanim
markerom ispisati: datum postupka odmrzavanja, naziv/Sifru stani¢ne linije, broj pasaze
i ime osobe koja je izvrSila postupak.

4) premjestite kriovijalu koja sadrzi zamrznute stanice kupljene/dobivene iz spremnika za
pohranu (suhi led ili tekuci dusik) u toplu vodenu kupelj postavljenu na 37°C (!!! Koristite
zastitne rukavice i stitnik za lice u slu€aju rukovanja teku¢im dusikom !!!)

BiljeSka!!! Kriovijalama sa zamrznutim stanicama treba rukovati jednom po jednom; ne
otapajte dvije ili vise krioviala odjednom!!!

5) drzite kriovijalu u vodenoj kupelji < 1 minute i otopite sadrzaj laganim vrtenjem sve dok
u bocici ne ostane malo leda

6) prebacite kriovijalu u poklopac laminarnog protoka i obriSite je 70% EtOH prije otvaranja

7) prenesite otopljene stanice iz krioviale kap po kap u prethodno pripremljenu epruvetu
centrifuge (2. korak). Lagano vrtite epruvetu dok dodajete kapi kako biste smanijili
osmotski Sok za stanice!!! Ovo je kljucni korak i sa stanicama treba postupati $to je

moguce njeznijel!!
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8) provjerite kriovijalu kako biste bili sigurni da je sav sadrzaj uklonjen, a ako nije, isperite
s 1 mL cjelovitog medija za rast specificnog za stani¢nu liniju
9) centrifugirajte stanice na 1700 okretaja u minuti 5-10 minuta (ovisno o stani¢noj liniji —
podaci se nalaze u podatkovnoj tablici)
10) njezno odbacite supernatant u spremnik za otpad koji se nalazi u poklopcu s
laminarnim protokom bez ometanja taloga stanica
11) njeZno resuspendirajte talog u 1-2 mL cjelovitog medija za rast i premjestite suspenziju
u prethodno pripremljenu tikvicu za kulturu stanica (korak 3). Lagano ljuljajte plo¢u s
jedne strane na drugu i naprijed-natrag (!!! medij ne smije uéi u ¢ep!!!) kako biste
ravnomjerno rasporedili stanice po ploci i inkubirajte na 37°C i 5 % COa..
BiljeSka!!! Preporuca se slikanje stanica odmah nakon odmrzavanja, 24 i 48 sati i kada se
postigne 70-80% konfluencije (Slika 4.3)!!!

Slika 4.3. Procjena izgleda stanica pomocu invertnog mikroskopa nakon postupka odmrzavanja

stanica.
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Il Savjeti za rjeSavanje problemal!!!

Problem Reason Solution
No viable cells after thawing  Cells were stored incorrectly Obtain new stock and store in liquid nitrogen. Keep the cells in liquid
stock nitrogen until thawing.

Home made freezer stock is not Freeze cells at a density recommended by the supplier.

viable

Use low-passage cells to make your own freezer stocks.

Follow procedures for freezing cells exactly as recommended by
the supplier. Note that the freezing procedure recommended in this
handbook is a general procedure provided as a guideline only.

Obtain new stock.

Cells were thawed incorrectly Follow procedures for thawing cells exactly as recommended by
the supplier. Note that the thawing procedure recommended in this
handbook is a general procedure provided as a guideline only.

Make sure that you thaw the frozen cells quickly, but dilute them
slowly using pre-warmed growth medium before plating.

Thawing medium is not correct Use the medium recommended by the supplier. Make sure the me-
dium is pre-warmed.

Cells are too dilute Plate thawed cells at high density as recommended by the supplier to
optimize recovery.

Cells not handled gently Freezing and thawing procedures are stressful to most cells. Do not
vortex, bang the flasks to dislodge the cells (except when culturing
insect cells), or centrifuge the cells at high speeds.

Glycerol used in the freezing If stored in light, glycerol is gets converted to acrolein, which toxic to
medium was stored in light (if cells. Obtain new stock.
applicable)

Cells grow slowly Growth medium is not correct Use pre-warmed growth medium as recommended by the supplier.
Serum in the growth medium is of ~ Use serum from a different lot.
poor quality
Cells have been passaged too Use healthy, low passage-number cells.
many times
Cells were allowed to grow Passage mammalian cells when they are in the log-phase before they
beyond confluency reach confluence.
Culture is contaminated with Discard cells, media, and reagents. Obtain new stock of cells, and use
mycoplasma them with fresh media and reagents.

Slika 4.4. Potencijalna rjeSenja za rjeSavanje problema koji se javljaju tijekom postupka odmrzavanja

stani¢ne linije [Gibco Cell Culture Basics].

B. Subkultiviranje adherentnih stani¢nih linija sisavaca

®© Vrijeme 30 min — 1 sat
Kada stanice dostignu odgovaraju¢u konfluenciju (70-80%), mora se primijeniti protokol
subkulture, kako slijedi:

12) pripremite sterilnu Falcon epruvetu — 15 mL i broj boca sa stani€nom kulturom
potreban za nasadivanje. | Falcon epruveta i tikvice za kulturu stanica moraju biti
oznaCene (datum postupka potkulture, naziv/Sifra stani¢ne linije, broj pasaza, ime
osobe koja je izvrsila postupak)

13) uzmite tikvicu sa stanicama iz inkubatora i provjerite morfologiju stanica pomocu

invertnog mikroskopa
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BiljeSka!!! Preporuca se slikanje stanica odmah nakon odmrzavanja, 24 i 48 sati i kada se
postigne 70-80% konfluencije!!!

14) odbacite stari medij za rast iz tikvice stani¢ne kulture pomocu vakuumske pumpe ili
sterilne seroloSke pipete pri€vrS¢éene na pomagalo za pipetiranje (Easypet ® 3,
Eppendorf)

15) isprati stanice prethodno zagrijanom fosfathom puferskom otopinom (PBS) bez
Ca2+/Mg2+- 10 mL za tikvice stani¢ne kulture od 75 cm2 (T75) i 5 mL za stani¢ne
tikvice od 25 cm2 (T25)!!! Otopinu PBS-a treba lagano dodati na suprotno mjesto tikvice
gdje su stanice pri¢vr§¢ene kako bi se sprijeCilo odvajanje stanica, i izvrSite ispiranje
tako da nekoliko puta njidete tikvicu naprijed-natrag!!! Ako je poznato da su stanice
jako prianjale, preporuca se ponoviti korak pranja!!!

Biljeska!!! Ovaj korak pranja je obavezan kako bi se uklonili tragovi govedeg seruma i drugih
komponenti medija (kalcij magnezij) koji inaktiviraju djelovanje enzima (Trypsin/EDTA
otopina) koji se koristi za odvajanje sloja stanica!!!

16) odbaciti PBS

17) dodajte 3 mL otopine tripsina/EDTA (TE) (koncentracija otopine TE navedena je u
podatkovnoj tablici koju ste dobili od proizvodaca) za tikvicu T75i 1,5 mL za tikvicu T25
i okrenite tikvicu kako biste ravnomjerno rasporedili otopinu TE

18) vratite tikvicu u inkubator na 2-10 minuta (vrijeme inkubacije ovisi o stani¢noj liniji)

19) pregledajte stanice pod invertnim mikroskopom kako biste provijerili jesu li sve stanice
odvojene i plutaju li. Kada se odvoji manje od 90% stanica potrebno je vrijeme
inkubacije produziti za nekoliko minuta, uz napomenu da se svakih 30 sekundi radi
pretraga na odvajanje stanica!!! bocna strana tikvice moze se njeZzno lupnuti kako bi se
odvojile preostale slijepljene stanice!!! (Slika 4.5).

BiljeSka!!! Dugotrajno izlaganje stanica otopini Tripsin/EDTA moZe oStetiti receptore na
povrsini stanice!!! Neutralizacija otopine tripsina/EDTA obavezna je prije sadnje stanica, inace

se stanice nece pricvrstitill!
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Slika 4.5. Slike koraka specificnih za postupak tripsinizacije

20) nakon odvajanja = 90% stanica, treba dodati 10 mL prethodno zagrijanog cjelovitog
medija za rast za bocicu T75 ili 5 mL za bo€icu T25 kako bi se inaktivirao u¢inak otopine
TE (ili dvostruki volumen dodane otopine TE, ovisno o preporuci proizvodac) i
diseminirajte medij pipetiranjem preko sloja stanica nekoliko puta.

21) prebacite suspenziju stanica u Falcon epruvetu — 15 mL prethodno pripremljenu (korak
12) i centrifugirajte na 1700 okretaja u minuti 5 minuta na sobnoj temperaturi. !/ Brzina
i vrijeme centrifuge ovise o vrsti stanice!!!

22) odbacite supernatant, resuspendirajte talog stanica u minimalnom (1 mL) volumenu
prethodno zagrijanog cjelovitog medija za rast i uklonite koli€inu (10 pL) stani¢ne
suspenzije kako biste izvrsili brojanje stanica

23) odredivanje ukupnog broja stanica i postotka vitalnosti moZe se provesti pomocu
hemacitometra (Neubauer komora) u prisutnosti otopine Trypan blue ili Countess Il FL

automatskog brojaca stanica.

Brojanje stanica pomocéu hemacitometra — Neubauerove komore
% ocistite (pomocu EtOH 70%) i temeljito osusite hemacitometar i pokrovno stakalce prije
upotrebe
< pripremite Eppendorf epruvetu (1,5 mL) oznacenu nazivom stani¢ne linije dodavanjem

50 uL Trypan blue i 10 pL staniéne suspenzije i promijeSajte pipetiranjem
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« prenesite 10 gL mjeSavine u posebnu komoru hemacitometra i njezno stavite pokrovno
stakalce kako biste izbjegli stvaranje mjehuri¢a zraka

« stavite hemacitometar pod invertni mikroskop i pregledajte stanice pod velikim
povecanjem (40x ili 100x)

% staviti u fokus kvadrante oznaCene s 1, 2, 3 i 4, kao $to se vidi na slici 4.6.

JLRLATLD

|
4] ! 10 1 !2

Slika 4.6. Kvadranti hemacitometra (Neubauerove komore)

« izbrojite broj stanica iz svakog kvadranta pomocu ruénog brojaca stanica
% ukupan broj stanica moze se izraCunati pomocu sljedece formule:

Ukupan broj stanica/mL = prosjek broja stanica dobivenih brojanjem kvadranata X 10

000 X faktor razrjedenja

Brojanje stanica pomoc¢u automatiziranog brojac¢a stanica Countess Il FL
< pripremite Eppendorf epruvetu (1,5 mL) oznacenu nazivom stani¢ne linije dodavanjem
50 uL Trypan blue i 10 pL staniéne suspenzije i promijeSajte pipetiranjem
« prenesite 10 yL mjeSavine u posebno stakalce za automatizirani broja¢ stanica
Countess Il FL
% umetnite stakalce u automatizirani broja¢ stanica Countess Il FL i pritisnite gumb za
Citanje
% za manje od 1 minute automatski ¢e se dobiti ukupan broj stanica/mL i dalje ¢e se
mnozenjem izraCunati broj stanica koji odgovara cijelom volumenu stani¢ne suspenzije
Na primjer:

U 1 mL suspenzije .................. 1 400 000 stanica
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U suspenzijiod 3mL ................... X stanica
X=4 200 000 stanica
24) prenesite potrebni broj stanica (preporu¢ena gusto¢a nasadivanja) u novu oznacenu
tikvicu prethodno pripremljenu (korak 12) koja sadrzi 10 mL cjelovitog medija za rast
(T25) ili 18 mL — 20 mL medija (T75) i inkubirajte stanice prema preporu¢enim uvjetima
25) ponovite korake 12-24 svaki put kada to zahtijevaju karakteristike rasta stani¢ne linije
26) sljedeci dan pregledaijte tikvicu kako biste provijerili jesu li se stanice ponovno spojile i
aktivno rastu
27) mijenjati podlogu za uzgoj kulture onoliko puta koliko je potrebno; 2-3 puta tjedno je

uobiCajeno za vecinu stanica koje aktivno rastu.

Korisni savjeti!!!
< Prije pocetka postupka potkulture stani¢ne linije provjerite list proizvoda od proizvodaca
% Vecinu cjelovitih medija za rast treba drzati na 2°C do 8°C mjesec dana i povremeno ih
pregledavati
% Zamrzavanje cijelog medija za rast se ne preporucuje jer bi dodani dodaci mogli
precipitirati
% Ispitivanje Kultura treba ukljucivati:

o makroskopski pregled medija na postojanje mikrobne kontaminacije: promjene
boje medija zbog promjena pH (Zuta ili ljubiCasta), zamucenje, Cestice, male
kolonije gljivica koje plutaju

o mikroskopska procjena medija: male, svjetlucave crne toCkice unutar prostora
izmedu stanica ukazuju na bakterijsku kontaminaciju; zaobljene i pupajuce
Cestice — kontaminacija kvascem; i tanki nitasti micelij — kontaminacija gljivama

o mikroskopska procjena morfologije stanica: prirasle stanice trebaju biti ¢vrsto
priévrséene na povrSinu tikvice; neke zdrave stanice se zaokruZuju i odvajaju
tiekom mitoze i lomljive su, ali nakon mitoze ponovno se pri¢vrscuju;, mrtve
stanice se zaokruZuju i plutaju u mediju te su manje i tamnije

o kao referenca, slike razliCitih stanicnih linija mogu se pronaci na web stranici
proizvodaca (npr. ATCC)

< redovita uporaba antibiotika za kulturu stanica se ne preporuca osim ako nisu izri¢ito

potrebni zbog njihove sposobnosti maskiranja kontaminacije mikoplazmom i
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rezistentnim bakterijama; ako se koriste, preporucuje se konaéna koncentracija od 50

do 100 IU/mL penicilina i 50 do 100 ug/mL streptomicina.

% serumi iz fetalnih i govedih izvora obi¢no se koriste za potporu rasta stanica u kulturi.!!!

Koristite serum koji je rigorozno testiran na uzrocnike infekcije i dolazi samo iz SAD-

alll

R
°

inkubatorima kako biste izbjegli rizik od kontaminacije

R
°

R
°

80% konfluencije ili prema preporuci proizvodaca

R
°

pasazama i bez vracanja na zamrznute zalihe

% odrzavajte vodenu kupelj ¢istom

% odrzavajte opremu kalibriranom

nemojte dopustiti nakupljanje otpada u mikrobioloSkim sigurnosnim ormarima ili

ne preporucuje se imati previse ljudi u laboratoriju odjednom

izbjegavajte da stanicne kulture postanu potpuno konfluentne; uvijek subkulturu na 70-

izbjegavajte kontinuirano drzanje stanicnih linija u kulturi bez pravijenja zaliha u ranim

% odrediti redoviti program testiranja na mikoplazmu [Geraghty et al., 2014.; ATCC - Vodi¢

za kulturu zivotinjskih stanica; ECACC priru¢nik].

Il Savjeti za rjeSavanje problemal!!! [ATCC - Vodi¢ za kulturu Zivotinjskih stanical

Tablica 2. Moguca rjeSenja za probleme koji su se pojavili tijekom postupka potkulture.

Problemi
Poteskoce s odvajanjem stanica
nakon dodavanja otopine

Tripsin/EDTA (TE).

Stvaranje nakupina stanica nakon
disocijacije s TE otopinom
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Potencijalni uzroci
Serum ili drugi dodaci prisutni u
mediju inaktiviraju TE

Otopina TE bila je preslaba

Stanice su bile previse konfluentne
i spojevi izmedu stanica su vrlo
uski

Odvajanje je bilo pregrubo i
genomska DNK je oslobodena iz
ozlijedenih stanica

Pipetiranje je bilo previse snazno
Otopina TE bila je previse
koncentrirana ili previse toksi¢na

Rjesenja
Isperite stanice dva puta otopinom
PBS-a bez Ca2+/Mg2+ prije

dodavanja otopine TE

Koristite TE otopinu umjesto PBS-a
za prvo pranje

Koristite ~ veée  koncentracije
enzima, vece koncentracije EDTA
ili druge enzime

Takoder se preporucuje inkubacija
na 37°C kako bi se povecala
aktivnost otopine TE

Upotrijebite stanice prije nego sto
postanu konfluentne

Dodajte sterilnu otopinu DNAze (1
mg/mL) u suspenziju stanica kako
biste unistili formirane DNA lance
Izvedite pipetiranje njeznije

Koristite manje koncentriranu
otopinu TE; smanijiti razdoblje
inkubacije
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Problemi s ponovnim
pricvrsc¢ivanjem stanica na bocicu

Smanjena sposobnost

prezivljavanja

i the European Union

Agregacija stanica prije
razrjedivanja i resuspendiranja u
mediju

Dugo i ostro centrifugiranje
Postupak odvajanja bio je predug i
utjecao je na pricvrsne proteine sa
staniéne membrane

Nedovoljno seruma ili drugih
komponenti sa svojstvima
pricvrscivanja u mediju za rast
Otopina TE nije inaktivirana niti
odbacena centrifugiranjem

Postupak odvajanja bio je pregrub
pH ili osmolalnost uravnoteZene
otopine soli koja sadrzi otopinu TE
je pogresna

Dugo razdoblje ostavljanja
suspenzije odvojenih stanica na
previsokoj koncentraciji stanica
prije ponovnog zasijavanja
Podloga za rast je oStecena

EURGPLANT-ACT

DrZite suspenziju stanica na ledu
ako ¢e dodi do kasnjenja izmedu
trenutka odvajanja stanica i
nasadivanja u novu tikvicu

NjeZno centrifugiranje

Koristite tikvicu obloZenu
proteinima (kolagen, poli-L-lizin,
fibronektin, Zelatina, itd.).

Dodavanje seruma i faktora
pricvrscivanja u medij
Dodavanje seruma ili drugih

inhibitora enzima, centrifugiranje i
resuspendiranje stanica u svjezem
cjelovitog mediju za rast
Ponasajte se njeZnije pri izvodenju
postupka

Provjerite otvorenu bocicu
upotrijebite novu

i/ili

DrZite stanice na ledu

Pripremite novu bocu cjelovitog
svjeZzeg medija za rast specifichog
za stanic¢nu liniju koja se koristi

C. Protokol krioprezervacije adherentne stani¢ne linije sisavaca

® Vrijeme trajanja - 1 sat
!11Za izvodenje protokola krioprezervacije adherentne stani¢ne linije sisavaca potrebno

je slijediti korake 12-23 opisane za postupak potkulture stani¢ne linije sisavaca!!!

28) pripremiti oznacenu kriovijalu koja sadrzi sljede¢e podatke: datum krioprezervacije,
naziv/Sifra stani¢ne linije, broj prolaza, broj stanica, ime osobe koja je izvrSila zahvat
(olovkom pisati na kriovijalu)

29) nakon brojanja stanica, suspenziju stanica centrifugirajte na 1700 okretaja u minuti 5
minuta.!!! Brzina i vrijeme centrifuge ovise o vrsti stanice!!!

30) resuspendirajte stanice u odgovaraju¢em volumenu medija za zamrzavanje (prema
preporuci proizvodaca) i dodajte 1710 pL stani¢ne suspenzije u prethodno pripremljenu
kriovijalu (korak 28) + 90 uL DMSO (dimetil sulfoksid — krioprotektivno sredstvo)

31) stavite kriovijalu u kutiju Nalgene Mr. Frosty koja je napunjena izopropanolom i
prebacite Mr. Frostyja u zamrziva¢ na -80°C preko noci

32) Prebacite zamrznute stanice u tekuéi dusik

58



I Co-funded by &
L the European Union ' 4
EURCPLANT-ACT

Biljeska!!l! Obavezno je da su stanice zdrave, bez zagadivaca i u log fazi rasta!!!
Korisni savjeti!!!
+ Koristite kao krioprotektivno sredstvo DMSO - je li naj¢eS¢e koristen, ako proizvodad
drugadije preporucuje, slijedite njegove upute
+ Da biste dobili zdrave stanice u fazi log rasta, preporuc€a se koriStenje pre-konfluentnih
kultura (stanice koje su ispod svoje maksimalne gustoée stanica) i mijenjanje medija
kulture 24 sata prije postupka krioprezervacije
% Alternativa mediju za zamrzavanje je: 70% bazalni medij + 20% FBS + 10% DMSO,
ipak medij za zamrzavanje ovisi o vrsti stanice
< Smrznute stanice drzane na temperaturi iznad -65°C brzo ¢e se ostetiti [ATCC - Vodi¢

za kulturu zivotinjskih stanica; ECACC priru¢nik].

4.3. STANICNE ANALIZE KORISTENJEM 2D STANICA

4.3.1. Testovi vijabilnosti stanica

Provjera razli€itih skupina spojeva, uglavnom lijekova, u smislu procjene njihovog utjecaja na
stani¢nu proliferaciju ili citotoksi€nog potencijala provodi se pomocu stani¢nih testova. Za
procjenu broja Zivih stanica mogu se primijeniti razliCite metode, kao $to su: tetrazolium test,
resazurin test, detekcija ATP-a, kao i proto¢na citometrija i snimanje visoke sadrzajnosti [Riss
i sur., 2016.].

Vijabilnost stanica je parametar koji se odnosi na broj vijabilnih/zdravih stanica u testnom
uzorku i njegova se kvantifikacija ¢esto odreduje u testovima toksi¢nosti, za probir odgovora
stanica na razlicite lijekove ili kemikalije ili za povezivanje pona$anja stanice s brojem stanica
[Kamiloglu i sur., 2020.]. Testovi stani¢ne vijabilnosti prate razlicite stani¢ne funkcije, kao $to
su: propusnost staniéne membrane, metabolizam ili aktivnost enzima, proizvodnja ATP-a,
adhezija stanice ili aktivnost usvajanja nukleotida [Adan i sur., 2016.; Kamiloglu i sur., 2020.].
Ovisno o mehanizmu djelovanja, testovi vijabilnosti stanica klasificirani su kao: (i) testovi
isklju€enja boje (tripan plavo, eozin, kongo crveno i eritrozin B); (ii) kolorimetrijski testovi (MTT,
MTS, WST-1, XTT, WST-8, LDH, sulfohodamin B (SRB), unos neutralnog crvenog (NRU)); (iii)
luminometrijski testovi (ATP test i test vijabilnosti u stvarnom vremenu) i fluorometrijski testovi
(Alamar blue i CFDA-AM test) [Aslanturk, 2017.; Adan i sur., 2016.; Kamiloglu i sur., 2020].

U narednim odjeljcima ovog vodi¢a bit ¢e detaljno predstavljeno nekoliko testova vijabilnosti

stanica kao $to su tripan plavo, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide
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(MTT) i Alamar blue testovi, metode koji se Cesto koriste u naSem laboratoriju za kulturu

stanica.

Metoda tripan plavo

Tehnika isklju€ivanja boje razvijena od 1975. za odredivanje broja zivih stanica i jo$ uvijek se
primjenjuje za potvrdu promjena u broju vijabilnih stanica nakon izlaganja lijeku ili toksichom
spoju. Ova metoda predstavlja viSestruke prednosti kao Sto su jednostavnost, smanjeni
tro8kovi i podaci o integritetu stani¢nih membrana [Aslanturk, 2017.; Kamiloglu i sur., 2020.].

Princip _metode: Tripan plavo je velika negativno nabijena molekula koja ne prodire kroz

netaknutu stani¢nu membranu Zivih stanica, dok su mrtve stanice propusne i obojene u plavo.
Mrtve stanice s citoplazmom obojenom u plavo promatraju se svjetlosnim mikroskopom i mogu

se izbrojati ruénim ili automatskim brojacem stanica [Aslanturk, 2017.; Kamiloglu i sur., 2020.].

Protokol - korak po korak

O Vrijeme trajanja 2-4 dana (ovisno o trajanju lije€enja — 24/48/72 h)
Il1Za odredivanje vijabilnosti adherentne stanicne linije sisavaca koriStenjem testa tripan plavo,
moraju se pratiti koraci 12-22 opisani za Postupak subkultiviranja stani¢ne linije sisavaca! !!!
Tablica kljuénih resursa opisana za odmrzavanje/subkultiviranje/krioprezervacija stani¢ne
linije potrebna je za ovaj test!!!
Ukratko, potrebno je izvrsiti sljedeCe korake:
(i) ocistite (koristec¢i 70% EtOH) i temeljito osusite hemocitometar i pokrovno stakalce prije
upotrebe
(i) pripremite Eppendorf epruvetu (1,5 mL) oznacenu imenom stani¢ne linije dodajuci 50
WL tripan plavog i 10 L stani¢ne suspenzije, te ih pomijeSajte pipetiranjem
(iii) prebacite 10 yL smjese u specificnu komoru hemocitometra i pazljivo postavite
pokrovno stakalce kako biste izbjegli stvaranje mjehuri¢a zraka
(iv) postavite hemocitometar pod invertni mikroskop i pregledajte stanice pri visokom
povecanju (40x ili 100x)
(v) usredotocite se na kvadrante oznacene s 1, 2, 3 i 4, kao $to je prikazano na slici 4.7.

(vi) izbrojite sve stanice iz svakog kvadranta koristeci ru¢ni broja¢ stanica
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Slika 4.7. Princip tripan pavo testa [Kamiloglu i sur., 2020.].

(vii) izbrojite stanice obojene plavom bojom iz svakog kvadranta koriste¢i ru€ni broja¢
stanica
(viii) vijabilnost stanica (%) trebala bi biti barem 95 % u slu€aju zdravih stanica u fazi
logaritamskog rasta.
Postotak vijabilnih stanica moze se izraCunati pomoc¢u sljedec¢e formule [Kamiloglu i sur.,
2020.]:

% Viable cells

_ Total number of viable cells per milliliter of aliquot

— - x 100.
Total number of cells per milliliter of aliquot

Ukupan broj stanica/mL = prosjek broja stanica dobivenih brojanjem kvadranata x 10

000 x faktor razrjedenja.

MTT - 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolij bromid test

MTT test predstavlja prvu tehniku za procjenu vijabilnosti stanica razvijenu za format sa 96
jazica, koja se Siroko koristi u istraZivanjima kao test za procjenu vitalnosti/proliferacije stanica
[Kamiloglu i sur., 2020.].

Princip metode: ovaj test temelji se na mjerenju aktivnosti sukcinat dehidrogenaze (poseban

enzim poznat kao Kompleks Il koji je dio Krebsovog ciklusa): Zuta tetrazolium sol podlijeze
kemijskoj reakciji, rezultirajuci kristalima obojenim u ljubi€asto. Ovi kristali se zatim otapaju, a
dobivena otopina se analizira kako bi se izmjerila apsorpcija [Aslantirk, 2017.].
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Reagens MTT ili 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij-bromid) je mono-tetrazolium sol

koja moze prolaziti kroz stani€énu membranu i unutarnju membranu mitohondrija Zivih stanica,

a zatim se reducira na formazan od strane metaboli¢ki aktivnih stanica. Produkat formazana

MTT tetrazoliuma nakuplja se kao netopljivi talog, a formazan se mora otopiti prije mjerenja

apsorpcije. Redoks kemijska reakcija koja se proizvodi u ovom testu omogucuje kolorimetrijsko

mjerenje intrastani¢nog proizvodnje formazana i sada se koristi s velikom primjenom [Ghasemi

i sur., 2021.].

Materijali_potrebni za provedbu testa uz kljuéne resurse opisane za odmrzavanje

Isubkultiviranje /krioprezervaciju stanicne linije:

Komplet za proliferaciju stanica | (MTT) Roche (Merck KGaA, Darmstadt,
Njemacka)

Pozitivha kontrola za izazivanje smrti stanica - SDS (0,05% u vodi bez pirogena,
konacna koncentracija — 0,005%) ili Triton-X 100

Cytation 5 Multimode Reader (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SAD)
Negativna kontrola — netretirane stanice

Testni spojevi

Odabir prikladnog otapala za otapanje testnih spojeva

Napomena: Takoder se mogu koristiti ekvivalentni reagensi, potroSni materijali i

oprema drugih dobavljaca.

Protokol - korak po korak

O Vrijeme trajanja: 2-4 dana (ovisno o vremenskom razdoblju tretmana — 24/48/72 h)

(i)
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priprema specifi¢nih cjelovitih medija za rast za svaku stani¢nu liniju prema
protokolu proizvodaca

subkultura stani¢ne linije u bocama za staniCne kulture (koraci 12-22 iz
protokola subkultiviranja)

brojanje stanica pomoc¢u hemacitometra ili automatiziranog broja¢a stanica
Countess Il FL (korak 23 iz protokola subkultiviranja)

nasadivanje stanica pri odgovarajuc¢oj gustoci nasadivanja (specifi¢no za svaku
staniénu liniju) - 1x10* stanica/jazZici/ 200 uL cjelovitog medija za rast u ploce s
96 jaZica

mikroskopski pregled konfluencije stanica kako bi se zapocela faza
stimulacije/tretmana

pripremanje razrjedenja testnih spojeva u sterilnim Eppendorf epruvetama od

1,5 mL oznacenim nazivom/kodom i koncentracijom spoja
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(vii)  priprema otopine pozitivne kontrole (SDS ili Triton-X 100 — ovisno o preporuci
proizvodaca)

(viii)  oblikovanje uzorka za plo€u koja odgovara pokusu (procjena razliCitih
koncentracija testnih spojeva) koji ukljuCuje: negativhu kontrolu (netretirane
stanice), pozitivnu kontrolu (SDS ili Triton-X 100 otopine), praznu jazicu (jazica
samo za medij za rast), serije razrjedenja za ispitivane spojeve i serije
razriedenja za otapalo

(ix) kada stanice dostignu odgovaraju¢u konfluenciju (70-80%), stari medij se
odstranjuje i zamjenjuje svjezim rastom koji sadrzi testne spojeve (triplikate),
odnosno razrjedenja otapala.

(x) inkubacija plo¢e 24/48/72 h (ovisno o cilju istrazivanja) na 37°C i 5 % CO;

(xi) nakon perioda inkubacije, medij se ukloni i u sve jaZice doda se 100 pL
kompletnog medija za rast

(xii)  morfologija stanica provjerava se pomocu invertnog mikroskopa, a snimaju se
slike kako bi se uo€ile moguée promjene nakon primjene tretmana

(xiii)  volumen od 10 yL MTT otopine (komplet 1 MTT) dodaje se u svaku jazicu, a
stanice se inkubiraju 3 sata na 37°C i 5 % CO: (slika 4.8).

Slika 4.8. Dodavanje kompleta-1 MTT u svaku jazicu (10 pl/jazici)
(xiv)  nakon razdoblja inkubacije od 3 sata, 100 ul pufera za solubilizaciju (komplet 2)
doda se u svaku jazicu kako bi se otopili kristali formazana i plo€a se inkubira
jo$ 30 minuta zasticena od svjetla na sobnoj temperaturi (Slika 4.9)

=g

P

Slika 4.9. Dodavanje kompleta-2 MTT u svaku jazicu (100 pl/jazici)
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(xv)  apsorbancija se o€itava na 570 nm pomoc¢u Cytation 5 Multimode Reader
(BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SAD) (Slika 4.10).

\Ep——

Slika 4.10. Ocitavanje apsorbancija na 570 nm.
(xvi)  (xvi) Postotak vijabilnosti stanica izraCunava se pomocu sljedec¢e formule

[Kamiloglu i sur., 2020.], gdje je OD vrijednost apsorbancije izmjerena:

% Viability

Mean OD
- sample % 100.
Mean ODbIank

(xvii) interpretacija podataka: vrijednosti apsorbancije koje su nize od kontrolnih
stanica ukazuju na smanjenje brzine proliferacije stanica; obrnuto, visa brzina
apsorbancije ukazuje na povecanje proliferacije stanica [MTT Cell Proliferation

Assay ATCC® 30-1010K].

1! Savjeti za rjeSavanje problemal!!! [MTT testiranje stani¢ne proliferacije ATCC® 30-1010K]
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Problem: MTT Reagent is blue-green.

Cause

Contamination with a reducing agent or cell/
bacterial contamination.

Excessive exposure to light.

Remedy

Discard. Remove aliquots of new MTT Reagent
using sterile technique.

Store solution in the dark at 4°C.

Problem: Blanks (medium only) give high absorbance readings.

Cause
The medium is contaminated with cells/

bacteria/yeast (visible under microscope).

The medium contains ascorbic acid.

Problem: Absorbance readings too high.
Cause
Cell number per well too high.

Contamination of culture with bacteria or
yeast.

Problem: Absorbance readings are too low.
Cause
Cell number per well is too low.

Incubation time for reduction of MTT is
too short. No purple color visible in cells
when viewed under microscope.

Incubation time for solubilization of
formazan dye too short (intact cells with
intracellular dye visible when viewed
under the microscope).

Cells not proliferating due to improper
culture conditions or inadequate time of
recovery after plating.

Problem: Replicates have different values.
Cause
Inaccurate plating or pipetting.

Remedy

Discard. Check medium before plating.
Use sterile technique for cell plating in

| biological hood. Use sterile 96-well plate.

Incubate plate in the dark. Find alterna-
tive medium if possible.

Remedy
Decrease cell density at plating.

Discard. View wells prior to addition of
MTT Reagent to check for contamination.

Remedy
Increase cell density at plating.

Increase incubation time with MTT Re-
agent until purple color is evident inside
cells when viewed under microscope.
Longer incubation of up to 24 hours may
be required for some cell types.

Increase incubation time with Detergent
Reagent or incubate at 37°C. View under
microscope to ensure no crystals remain
out of solution.

Check that culture conditions (medium,
temperature, humidity, CO,, etc.) are ap-
propriate. View cells periodically to check
condition. Increase time in culture after
plating for cell recovery.

Remedy

Increase accuracy of cell plating, check
accuracy of pipette.

Slika 4.11. Savijeti za rjeSavanje problema preporuceni za MTT test.

Alamar blue metoda

Ova tehnika je takoder poznata kao test redukcije resazurina. Resazurin je fenoksazin-3-on

boja i netoksi¢an redoks indikator koji moze prolaziti kroz stanicne membrane. Ovaj se spoj

moze koristiti za odredivanje broja zivih stanica primjenom protokola slicnih onima koji koriste

spojeve tetrayoliuma [Aslanturk, 2017.].

Princip metode: nakon ulaska u stanice, resazurin se reducira u resorufin. Resorufin je crvene

boje i visoko fluorescentni spoj. Zive stanice kontinuirano pretvaraju resazurin u resorufin, $to

povec¢ava ukupnu fluorescentnost i boju medija za kulturu stanica. Koli¢ina proizvedenog

resorufina povezana je s brojem vijabilnih stanica [Aslanturk, 2017.].
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Protokol - korak po korak

O Vrijeme trajanja 2-4 dana (ovisno o vremenskom razdoblju tretmana — 24/48/72 h)
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(i)

(vii)

(viii)

(xiii)

(xiv)

priprema specifi¢nih cjelovitih medija za rast za svaku stani¢nu liniju prema
protokolu proizvodaca

subkultura stani¢ne linije u bocama za stani¢ne kulture (koraci 12-22 iz
protokola subkultiviranja)

brojanje stanica pomoc¢u hemacitometra ili automatiziranog brojaca stanica
Countess Il FL (korak 23 iz protokola subkultiviranja)

nasadivanje stanica pri odgovarajuc¢oj gusto¢i nasadivanja (specifi¢no za svaku
stani¢nu liniju) - 1x10* stanica/jaZici/ 200 uL cjelovitog medija za rast u ploge s
96 jaZica

mikroskopski pregled konfluencije stanica kako bi se zapocCela faza
stimulacije/tretmana

pripremanje razrjedenja testnih spojeva u sterilnim Eppendorf epruvetama od
1,5 mL oznacenim nazivom/kodom i koncentracijom spoja

priprema otopine pozitivne kontrole (SDS ili Triton-X 100 — ovisno o preporuci
proizvodaca)

oblikovanje uzorka za ploCu koja odgovara pokusu (procjena razliitih
koncentracija testnih spojeva) koji ukljuCuje: negativnu kontrolu (netretirane
stanice), pozitivhu kontrolu (SDS ili Triton-X 100 otopine), praznu jazicu (jazica
samo za medij za rast), serije razrijedenja za ispitivane spojeve i serije
razrijedenja za otapalo

kada stanice dostignu odgovaraju¢u konfluenciju (70-80%), stari medij se
odstranjuje i zamjenjuje svjezim rastom koji sadrzi testne spojeve (triplikate),
odnosno razrjedenja otapala.

inkubacija plo¢e 24/48/72 h (ovisno o cilju istrazivanja) na 37°C i 5 % CO2
nakon perioda inkubacije, medij se ukloni i u sve jaZice doda se 100 pL
kompletnog medija za rast

morfologija stanica provjerava se pomocu invertnog mikroskopa, a snimaju se
slike kako bi se uo€ile mogucée promjene nakon primjene tretmana

volumen od 10 pL Alamar blue reagensa dodaje se u svaku jaZicu, a stanice se
inkubiraju 3 sata na 37°C i 5 % CO2 (slika 4.8).

apsorbancija se o€itava na 570 i 600 nm [https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/AlamarBluePIS.pdf]
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(xv)  postotak vijabilnih stanica izraCunava se pomocu sljedece formule:

Percentage of viable cells (%) = {[(€ox)A2 Ah1-(€ox)M1 A): of test agent
dilution]/[(g0x)A2 A°A1-(€0x)M A°L:2 of untreated positive growth control]} x100,
Gdje: eox= molarni koeficijent apsorpcije oksidirane forme Alamar Blue (BLUE)
A=apsorbancija testnih jaZica
A°= apsorbanca pozitivne kontrolne jazice (stanice bez ispitivanih spojeva)
A1=570 nm and A,=600 nm [Iftode i sur., 2021.].

4.3.2. Metode imunofluorescentnog bojenja za procjenu morfologije stanica

Imunofluorescencija je metoda bojenja poznata od 1950-ih, koja se smatra izvrsnim alatom u
pretkliniCkim eksperimentima, modernoj biologiji i srodnim podru¢jima medicinsko-
farmaceutskih istraZivanja. Takoder se moze opisati kao kombinacija morfoloske tehnologije i
tehnika imunofluorescencije za razvoj fluorescentnih stanica. Ova metoda omogucuje
vizualizaciju viSe komponenti tkiva ili stanice (staniCne jezgre, proteini, jezgrene kiseline ili
druge stani¢ne komponente). Medu prednostima tehnike imunofluorescencije navodi se visoko
pojacanje signala, ciljana specificnost, visoka razlucivost i analiticke moguénosti [Im i sur.,
2019.].

Opcenito, nacelo postupka temelji se na upotrebi specificnih fluorescentnih protutijela za
promatranje utjecaja testnih uzoraka na ekspresiju stani¢nih markera.

U sljede¢im odjeljcima bit ¢e predstavljeno nekoliko testova primijenjenih za vizualizaciju
imunofluorescentnim bojenjem jezgre i citoskeletnih karakteristika adherentnih kultiviranih

stanica u prisutnosti ili odsutnosti specifi¢nog spoja/tretmana.

Nuklearno bojanje
Hoechst 33342 bojanje
Hoechst 33342 (2'-[4-etoksifenil]-5-[4-metil-1-piperazinil]-2,5'-bi-1H-benzimidazol trihidroklorid

trihidrat) je stani€no propusna boja koja se veze na adenin-timin (AT) sekvence dvolan¢ane

DNA, koja se intenzivno primjenjuje kao nuklearna boja s plavom fluorescencijom na 460-490
nm. Posebno je poznat po razlikovanju kondenziranih jezgri u apoptotiénim stanicama. Boja
Hoechst 33342 koristi se za zive stanice i propusna je za stanice [Thermo Fisher Scientific
Hoechst 33342 protokol].

Princip_metode: nakon dodavanja u kulturu stanice, Hoechst 33342 boja ulazi u stanicu i

koncentrira se u jezgru, omogucujuci njezinu vizualizaciju u plavoj boji; smatra se pokazateljem
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statusa jezgre i takoder se moze koristiti za procjenu statusa stani¢nog ciklusa ili u testovima
apoptoze.

Materijali _potrebni za provodenje testa uz tablicu kljuénih resursa opisanih za

odmrzavanje/potkulturu/krioprezervaciju stani¢ne linije:
e Hoechst 33342 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
e Pozitivna kontrola za induciranje apoptoze - otopina staurosporina (5 uM; Merck
KGaA, Darmstadt, Njemacka) ili nekroza Triton-X 100 (0,5%; Merck KGaA,
Darmstadt, Njemacka)
e automatizirani mikroskop Lionheart FX (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT,
SAD)
e Negativna kontrola — netretirane stanice
e |spitivani spojevi
e Odabir odgovarajuceg otapala za solubilizaciju ispitivanih spojeva
* Napomena: Mogu se koristiti i ekvivalentni reagensi, potroSni materijal i oprema drugih
dobavljaca.

Protokol korak po korak

(i) priprema specificnog cjelovitog medija za rast za svaku stani¢nu liniju prema
protokolu proizvodaca

(ii) subkultura stani¢ne linije u bocama za stani¢ne kulture (koraci 12-22 iz protokola
subkultiviranja)

(iii) brojanje broja stanica pomoc¢u hemacitometra ili automatiziranog brojaca stanica
Countess Il FL (korak 23 iz protokola subkultiviranja)

(iv) nasadivanje stanica pri odgovaraju¢oj gusto¢i nasadivanja (specificno za svaku
staniénu liniju) - 1x10° stanicaljaZici/ 1500 uL potpunog medija za rast u ploce s 12
jaZica

(v) mikroskopski pregled konfluencije stanica kako bi se zapolela faza

stimulacije/lijecenja

(vi) pripremanje razrjedenja ispitnih spojeva u sterilnim Eppendorf epruvetama od 1,5

mL oznacenim nazivom/kodom i koncentracijom spoja

(vii) priprema otopine pozitivne kontrole (5 uyM staurosporina i 0,5 % Triton-X 100 —

ovisno o preporuci proizvodaca)

(viii) oblikovanje uzorka za plo¢u koja odgovara eksperimentu (procjena razlicitih

koncentracija ispitnih spojeva) koji ukljuCuje: negativnu kontrolu (netretirane
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stanice), pozitivhu kontrolu (5 uM staurosporina i 0,5% otopine Triton-X 100),
razriedenje serije za ispitivane spojeve i serije razriedenja za otapalo

(ix) kada stanice dostignu odgovaraju¢u konfluenciju (70-80%), stari medij se odbacuje
i zamjenjuje svjezim rastom Kkoji sadrzi ispitivane spojeve, odnosno razrjedenja
otapala

(x) inkubacija ploce 24/48/72 h (ovisno o cilju istrazivanja) na 37°C i 5 % CO?.

(xi) nakon isteka Zeljenog vremena, medij kulture se odbaci iz svake jaZice

(xii) pripremljena otopina za bojenje (20 mM Hoechst mati¢na otopina razrijedena u
PBS 1:2000) doda se u svaku jazicu u odgovarajuc¢em volumenu (300 — 500 pL)
da pokrije stanice

(xiii) plo€a s jaZzicom se inkubira 5-10 minuta na mjestu zasticenom od izravne svjetlosti
na sobnoj temperaturi

(xiv) nakon vremena inkubacije, otopina za bojenje se uklanja

(xv) svaka jazica se zatim ispere 2-3 puta s 1500 uL PBS otopine

(xvi) posljedniji korak je fotografiranje stanica pomocu invertnog mikroskopa ili posebnih
uredaja za tu svrhu
[https://www.thermofisher.com/ro/en/home/references/protocols/cell-and-tissue-
analysis/protocols /hoechst-33342-imaging-protocol.html]

Biljeska!!! Protokol bojenja Hoechst 33342 takoder se moZe izvesti u formatima ploca s 96
jazica ili 6 jaZica uz napomenu da se broj ili nasadene stanice i volumeni reagensa moraju

Sukladno tome prilagoditi!!!

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)

DAPI se koristi u modernoj biologiji, u in vitro tehnikama, kao plava fluorescentna boja za DNK.
Moze se Koristiti za analizu stani¢nih jezgri, kvantifikaciju apoptoze ili analizu temeljenu na
DNK. Poznato je da boji fiksne stanice i da je nepropustan za stanice.

Princip metode: DAPI boja prolazi kroz intaktnu stani€énu membranu i veze se na DNA niti

koje se nalaze u jezgri i emitira plavu fluorescenciju. Moze se koristiti za bojenje i zivih stanica
i fiksnih stanica (zahtijevaju fiksaciju i permeabilizaciju).

Materijali _potrebni za provodenje testa uz tablicu kljuénih resursa opisanih za

odmrzavanje/potkulturu/krioprezervaciju stani¢ne linije:
e DAPI otopina za bojenje (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
BiljeSka!!! Osnovna otopina DAPI (6 mg/mL) mozZe se dobiti korisStenjem deionizirane vode

(diH20) ili dimetilformamida (DMF) kao otapala. DAPI je slabo topljiv u vodi, pa potrebna
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sonikacija koliko je potrebno da se otopi. Osnovna otopina DAPI od 5 mg/mL moZe se ¢uvati
na 2—6°C do 6 mjeseci ili na <-20°C dulje vrijeme!!!
e Pozitivna kontrola za induciranje apoptoze - otopina staurosporina (5 uM; Merck
KGaA, Darmstadt, Njemacka) ili nekroza Triton-X 100 (0,5%; Merck KGaA,
Darmstadt, Njemacka)
e automatizirani mikroskop Lionheart FX (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT,
SAD)
e Negativna kontrola — netretirane stanice
e |spitivani spojevi
e Odabir odgovarajuceg otapala za solubilizaciju ispitivanih spojeva
* Napomena: Mogu se koristiti i ekvivalentni reagensi, potrosSni materijal i oprema drugih
dobavljaca.

Protokol korak po korak

(i) priprema specificnog cjelovitog medija za rast za svaku stani¢nu liniju prema
protokolu proizvodaca

(i) subkultura stani¢ne linije u bocama za stani¢ne kulture (koraci 12-22 iz protokola
subkultiviranja)

(iii) brojanje broja stanica pomoc¢u hemacitometra ili automatiziranog brojaca stanica
Countess Il FL (korak 23 iz protokola subkultiviranja)

(iv) nasadivanje stanica pri odgovaraju¢oj gusto¢i nasadivanja (specificno za svaku
staniénu liniju) - 1x10° stanicaljaZici/ 1500 uL potpunog medija za rast u ploce s 12
jaZica

(v) mikroskopski pregled konfluencije stanica kako bi se zapolela faza
stimulacije/lijeCenja

(vi) pripremanje razrjedenja ispitnih spojeva u sterilnim Eppendorf epruvetama od 1,5
mL oznacenim nazivom/kodom i koncentracijom spoja

(vii) priprema otopine pozitivne kontrole (5 uyM staurosporina i 0,5 % Triton-X 100 —
ovisno o preporuci proizvodaca)

(viii) oblikovanje uzorka za plo¢u koja odgovara eksperimentu (procjena razlicitih
koncentracija ispitnih spojeva) koji ukljuCuje: negativhu kontrolu (netretirane
stanice), pozitivnu kontrolu (5 uM staurosporina i 0,5 % otopine Triton-X 100),

razriedenje serije za ispitivane spojeve i serije razriedenja za otapalo
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(ix) kada stanice dostignu odgovaraju¢u konfluenciju (70-80 %), stari medij se odbacuje
i zamjenjuje svjezim rastom Kkoji sadrzi ispitivane spojeve, odnosno razrjedenja
otapala
(x) inkubacija ploce 24/48/72 h (ovisno o cilju istrazivanja) na 37 °C i 5 % CO?2.
(xi) nakon isteka Zeljenog vremena, medij kulture se odbaci iz svake jaZice i stanice se
isperu 2-3 puta s 1,5 mL PBS-a
(xii) dodatak 300 nM otopine za bojenje DAPI/jazici u koli€ini potrebnoj da pokrije sve
stanice
(xiii) plo¢a se inkubira do 5 minuta na mjestu zasti¢enom od izravne svjetlosti
(xiv) otopina za bojenje se aspirira
(xv) stanice su isprane s PBS 2-3 puta
(xvi) stanice se fotografiraju pomocu invertnog fluorescentnog mikroskopa ili Cytationa
1 [https://www.thermofisher.com/ro/en/home/references/protocols/cell-and-tissue-
analysis/protocols/dapi-imaging-protocol .html]
Biljeska!!! Protokol DAPI bojenja takoder se moZe izvesti u formatima ploca s 96 jaZica ili 6
JaZzica uz napomenu da se broj ili nasadene stanice i volumeni reagensa moraju prilagoditi u

skladu s tim!!!

Bojenje citoskeleta
Citoskelet je matrica koja podrzava oblik i funkciju stanica koje obavljaju bitne uloge u
transportu organela, diobi, pokretljivosti i signalizaciji, kao i u zdravlju stanica i procesima

bolesti.

TexasRed™-X bojenje faloidinom na fiksnim stanicama

Texas Red-X faloidin se koristi za kvantifikaciju F-aktina, boja je kompatibilna s drugim
fluorescentnim bojama koje se koriste in vitro. Ova se metoda koristi za visokokontrastnu
diskriminaciju bojenja aktina. Opcenito, teksaski crveni faloidin takoder se moze istrazivati u
kombinaciji s drugim bojama za Sira promatranja i analizu s ve¢om specificnoScu.

Princip metode: Faloidin je bicikli¢ki peptid i veZze se na F-aktin visokom selektivhoSc¢u $to

omogucuje vizualizaciju aktinskih vlakana u crvenoj fluorescenciji. Faloidin nije reagens Koji
propusta stanice, pa se preporucuje fiksacija i permeabilizacija stanica prije dodavanja boje
Texas Red-X faloidin [https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/MANO001777_Phalloidins_UG .pdf].
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Materijali _potrebni za provodenje testa uz tablicu kljuénih resursa opisanih za

odmrzavanje/potkulturu/kriokonzervaciju stani¢ne linije:
e Texas Red™-X Phalloidin (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD
¢ automatizirani mikroskop Lionheart FX (BioTek Instruments Inc., Winooski,
VT, SAD)
¢ Negativna kontrola — netretirane stanice
o |spitivani spojevi
¢ Odabir odgovarajuceg otapala za solubilizaciju ispitivanih spojeva
* Napomena: Mogu se koristiti i ekvivalentni reagensi, potroSni materijal i oprema drugih

dobavljaca.

Protokol korak po korak

(i) priprema specificnih cjelovitih medija za rast za svaku stani¢nu liniju prema
protokolu proizvodaca

(ii) subkultura stani¢ne linije u bocama za stani¢ne kulture (koraci 12-22 iz
protokola subkultiviranja)

(iii) brojanje broja stanica pomocu hemacitometra ili automatiziranog brojaca
stanica Countess Il FL (korak 23 iz protokola subkultiviranja)

(iv) nasadivanje stanica (1x10* stanical/jazica/200 L) u crne ploce s 96 jaZica s
ravnim staklenim dnom i prozirnim jaZicama

(v) mikroskopski pregled konfluencije stanica kako bi se zapocCela faza
stimulacije/lijeenja

(vi) pripremanje razriedenja ispitnih spojeva u steriinim Eppendorfovim
epruvetama od 1,5 mL oznacenim nazivom/kodom i koncentracijom spoja

(vii) izradu uzorka za plo¢u koja odgovara eksperimentu (procjena razliCitih
koncentracija ispitnih spojeva) koji uklju€uje: negativnhu kontrolu (netretirane
stanice), niz razrjedenja za ispitivane spojeve i niz razrijedenja za otapalo

(viii) kada stanice dostignu odgovaraju¢u konfluenciju (70-80%), stari medij se
odbacuje i zamjenjuje svjeZim rastom koji sadrzZi ispitivane spojeve, odnosno
razriedenja otapala

(ix) inkubacija plo¢e 24/48/72h (ovisno o cilju istraZivanja) na 37°C i 5 % CO?.

(x) nakon perioda inkubacije, medij kulture se ukloni i stanice se isperu s PBS dva

puta
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(xi) uzorak se fiksira u 3,7% otopini formaldehida bez metanola u PBS-u 15 minuta
na sobnoj temperaturi - 100 yL/jazici

(xii) isprati 2x s PBS

(xiii) inkubirajte uzorak u otopini za blokiranje koja sadrzi 1% BSA u PBS-u otprilike
45 minuta na sobnoj temperaturi u volumenu od 100 pL/jazici

(xiv) uzorci se inkubiraju u otopini za bojenje 30-60 minuta na sobnoj temperaturi;

(xv) isprati 2x s PBS;

(xvi) ako je potrebno, dodajte DNA kontrast (za analizu jezgri). Na primjer, moze
se dodati DAPI bojenje (bojenje izvedeno prema koracima opisanim gore u
odjeljku - DAPI bojenje);

(xvii) Snimite stanice (adekvatno skladiStenje plo¢a oko mjesec dana za konacne
slike)

Biljeska!!! Plo¢e se mogu ¢uvati na 4°C Celzija i moZe se dodati konzervans; pohranjene

ploc¢e su zapecacene posebnim ljepilom i zatim omotane aluminijskom folijom!!!

CellLight™ GFP Protokol bojenja tubulinom na zivim stanicama

Princip _metode: CellLight reagents contain fluorescent protein-signal peptide fusions

targeting specific cellular structures, in the present case, tubulin fibers, for live-cell imaging
applications. It can also be applied on fixed cells [https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/mp10582.pdf].

Materijali _potrebni za provodenje testa uz tablicu kljuénih resursa opisanih za

odmrzavanje/potkulturu/kriokonzervaciju stani¢ne linije:
e CellLight™ Tubulin-GFP, reagens BacMam 2.0 (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, SAD)
e automatizirani mikroskop Lionheart FX (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT,
SAD)
e Negativna kontrola — netretirane stanice
e |spitivani spojevi
e Odabir odgovarajuceg otapala za solubilizaciju ispitivanih spojeva
* Napomena: Mogu se koristiti i ekvivalentni reagensi, potroSni materijal i oprema drugih
dobavljaca.

Protokol korak po korak

(i) slijedite korake (i) — (ix) prethodno opisane za bojenje TexasRed ™-X faloidinom
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(i) izraCunajte volumen CellLight®-a za broj stanica pomocu formule dane u protokolu
proizvodaca [https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/mp10582.pdf]

number of cells x desired PPC

1 x 10% CellLight” particles/mL

Volume of CellLight” Reagent (mL) =

Where the number of cells is the estimated total number of cells at the time of labeling,
PPC is the number of particles per cell, and 1 x 10” is the number of particles per mL of
the reagent.

For example, to label 40,000 cells with a PPC of 30:

40,000 x 30

Volume of CellLight” Reagent (mL) =
1 x10°

=0.012mL (12 uL)

(iii) CellLight® reagens se mijeSa inverzijom da se dobije homogena otopina;
(iv) prethodno izraCunati volumen reagensa lagano se pomijeSa s punim stani¢nim
medijem za rast i doda u jazice sa stanicama
(v) stanice se inkubiraju preko noci
(vi) snimite slike stanica pomoc¢u odgovaraju¢e opreme (automatski mikroskop Cytation 1/
Lionheart FX)
Biljeska!!! Ako je potrebno, jezgre stanica takoder se mogu obojiti s Hoechst 33342 (bojenje

se izvodi prema koracima opisanim gore u odjeljku — Bojenje s Hoechst 33342).

4.3.3. Metode za procjenu sposobnosti migracije stanica

Scratch test

Migracija stanica ima srediSnju ulogu u razli€itim temeljnim bioloskim procesima, poput razvoja
embrija, imunoloske obrane, formiranja tkiva, zacjeljivanja rana, upale, kao i u napredovanju
raka. Sposobnost stanica da migriraju naglasava njihovu sposobnost prilagodbe odredenom
okruzenju u smislu ponovnog zauzimanja odgovaraju¢eg polozaja i obavljanja svojih funkcija;
medutim, oslabljena migracija stanica Cesto se susre¢e u brojnim patologijama (upala,
napredovanije raka, invazija i metastaze) il nakon izlozenosti razli€itim spojevima [Pijuan i sur.,
2019.].

In vitro 2D testovi zacjeljivanja rana, poput Scratch testa (ogrebotinskog testa), predstavljaju
izvrsne i pouzdane pristupe za prouavanje i pracenje migracijskog ponasanja stanica kao
odgovor na razliCite podrazaje (supstance od interesa) ili u razli¢itim patologijama [Pijuan i
sur.,, 2019.]. Kod zdravih stanica, zacjeljivanje rana Cesto se Kkoristi za promatranje
migracijskog ponasanja stanica nakon tretiranja stanica spojevima od interesa. Kod bolesnih
stanica, posebno stanica raka, metoda se koristi za procjenu utjecaja tretmana na sposobnost

stanica da invadiraju i razviju metastaze.
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Nacelo metode: ova metoda se koristi za mjerenje sposobnosti stanica da migriraju unutar
odredenog vremenskog okvira (24 h) nakon izlaganja razli¢itim podrazajima (spojevima koji se
analiziraju zbog bioloskih ili Stetnih uc¢inaka).

Materijali potrebni za provodenje testa uz tablicu kljuénih resursa opisanu za odmrzavanje,

podkultiviranje i krioprezervaciju stanicne linije:
e Lionheart FX automatizirani mikroskop (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT,
SAD)
e BioTek AutoScratch alat za izradu rana (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT,
SAD)
e |spitivani spojevi

e (Odgovarajucée otapalo za otapanje ispitivanih spojeva

*Napomena: Mogu se koristiti i ekvivalentni reagensi, potrosSni materijal i oprema

drugih dobavljaca.

Protokol- korka po korak

(i) nasadivanje stanica ovisno o stani¢noj liniji prema protokolima proizvodaca (vidi korake
12-22 iz protokola za subkultiviranje).

(i)  prikladan broj stanica (ovisno o stani¢noj liniji) uzgaja se u plo€icama s 96 ili 24 jazica
dok se ne postigne Zeljena konfluencija (op¢enito 90-95%).

(iii) izrada predloska za plo¢u prema eksperimentu (procjena razliCitih koncentracija
ispitivanih spojeva) koji ukljuuje: negativhu kontrolu (neobradene stanice), seriju
razriedenja za isptivane spojeve i seriju razriedenja za otapalo.

(iv) kada se postigne Zeljena konfluencija, stari medij se odbacuje, a linija ogrebotine se
rucno crta (koristeci sterilan vrh pipete) ili automatski koristeCi alat BioTek AutoScratch
za izradu rana u sredini svake jaZice.

(v) uklanjanje krhotina i nepri¢vrSéenih stanica pranjem 2x s prethodno zagrijanim PBS-om.

(vi) zamjena PBS-a svjezim kompletnim rastvornim medijem koji sadrzi spojeve od interesa
i razrjedenja otapala.

(vii) inkubacija plo¢ice 24 h na 37°C i 5% CO..

(viii) tijekom cijelog postupka prati se razvoj stanica i snimaju slike kako bi se na kraju
dodijeljenog vremena za eksperiment rezultati mogli analizirati.

(ix) analiza podataka pomocu specifi¢nih bioinformatickih alata.

Napomene!!!
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% Metoda ima za cilj procijeniti uCinak razlicitih spojeva ili tvari na stani¢ne linije; taj
ucinak moze biti stimulirajuci ili inhibirajuci na proces migracije/invazije kultiviranih
Stanica.

% Za bolju analizu podataka, plocice se fotografiraju u razli¢itim vremenskim tockama
(Oh, 3h, 8h i 24h) do kraja razdoblja tretmana.

% Ogrebotine se mogu izvoditi ru¢no ili automatski koriste¢i posebne uredaje za tu

svrhu (auto-scratchers)(slika 4.12).

rana BioTek AutoScratch

4.3.4. Testovi molekularne biologije za proudavanje mehanizama djelovanja

Reverzna transkripcija polimerazne lan¢ane reakcije (RT-PCR)

RT-PCR je laboratorijska tehnika koja se koristi za izradu viSestrukih kopija genetske sekvence
u svrhu analize. Ova metoda je poznata i kao reakcija polimeraze s reverznom transkripcijom

[https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/rt-pcr].

Princip metode: Postupak odreduje ucinak koji uzorci za analizu imaju na ekspresiju gena na

razini mMRNA (messenger RNA) specifi¢nih markera, ovisno o predlozenom eksperimentu. Ova
tehnika procjenjuje promjene koje se mogu dogoditi u genu, kromosomu ili za aktivaciju gena,

Sto Cesto dovodi do dijagnoze patologije.

Materijali potrebni za izvodenje testa, uz kljuéne resurse za odmrzavanje /subkultiviranje

I/krioprezervaciju stanicne linije:

e QuantStudio 5 Real-Time PCR sustav (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
SAD)

e Tadvanced Biometra proizvodna linija (Analytik Jena AG, Géttingen, Njemacka)

e DS-11 spektrofotometar (DeNovix, Wilmington, DE, SAD)

e ThermoMixer C (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
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peqGold RNAPure™ paket (Peqglab Biotechnology GmbH, Erlangen,
Njemacka) Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, USA)

Power SYBR-Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA)

Parovi primera (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, SAD)PCR
specifiCne ploCice s 96 jazica ili epruvete (Eppendorf, Hamburg, Germany,
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)

Ispitivane tvari

Odabir odgovarajuceg otapala za otapanje ispitivanih tvari

Napomena: Takoder se mogu koristiti ekvivalentni reagensi, potroSni materijali i

oprema drugih dobavljaca.

Protokol- korak po korak

(i) nasadivanje stanica prema protokolima proizvodaca, ovisno o stani¢noj liniji (vidi

korake 12-22 iz protokola za subkultiviranje)

(i) uzgajanje odgovarajuceg broja stanica (ovisno o stani¢noj liniji) u ploama s 6 jaZica

do postizanja Zeljene konfluencije

(iii) izrada predloSka za plo¢u u skladu s eksperimentom (procjena razli€itih koncentracija

ispitivanih tvari) koji ukljuCuje: negativnu kontrolu (netretirane stanice), serije

razriedenja za ispitivane tvari i serije razrijedenja za otapalo

(iv) stimulacija stanica tvarima od interesa, nakon ¢ega slijedi inkubacija pod optimalnim

uvjetima tijekom Zeljenog vremena - 24, 48 ili 72 sata

(v) korak izolacije RNA, koji se provodi na ledu prema sljedec¢im uputama:

a. Stari kultivacijski medij se uklanja, a stanice se ispiraju s 2 mL PBS-a.

b. Stanice se odvajaju s plo€e koristeci strugac€ stanica u 1 mL PBS-a (slika 4.13).
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Slika 4.13. Priprema stanica za korak izolacije RNA

c. Svaka suspenzija formirana u jazicama prenosi se u prethodno pripremljene
Eppendorf epruvete od 1,5 mL (oznagene imenom/kodom uzorka i datumom postupka,
te omotane samoljepljivom trakom) i drZi na ledu do dodavanja suspenzije (slika 4.14).

Slika 4.14. Aspiracija suspenzije stanica

d. Suspenzija se centrifugira pri 12,000xg tijekom 5 minuta na 4°C.
e. Supernatant se uklanja, a talog se pohranjuje na -20°C ako se izolacija RNA ne
provodi odmah.

f. 1zolacija RNA provodi se koriste¢i peqGold RNAPure™ paket (ili drugi

ekvivalentni set), prema uputama proizvodaca.
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g. Talog dobiven nakon izolacije RNA resuspendira se u 50 yL DEPC-vode,
zagrijava 30 minuta na 55 °C (kako bi se povecala topljivost RNA), a zatim se mjeri

koncentracija RNA pomoc¢u DS-11 spektrofotometra.

(vi) sliedeci korak je sinteza komplementarne DNA uz pomo¢ specificnog kompleta (Maxima®
First Strand cDNA Synthesis Kit).
(vii) RT-PCR postupak obuhvaca:

a. Odabir odgovarajucih parova primera

b. Pripremu smjese koja uklju€uje primere, dobivenu cDNA i SYBR-Green PCR Master

Mix
c. Pipetiranje smjese u plo€icu
d. Provodenje PCR reakcije koristenjem QuantStudio 5 Real-Time PCR sustava

(viii) Analiza rezultata.

4.4. Pokus na stanicama koristeci 3D (trodimenzionalne) modele

2D in vitro modeli, koji predstavljaju monoslojne adhezivne kulture stanica, najéeSce se koriste
u istrazivanjima. Medutim, zbog ograni€enja ravne geometrije, ovi modeli slabije predvidaju
ponasanje u zivom organizmu. Stoga, noviji 3D in vitro modeli sluze kao most izmedu in vitro
i in vivo modela, jer bolje reproduciraju fizioloSke i patofizioloSke karakteristike izvornih tkiva,
simulirajuéi trodimenzionalnu strukturu u organizmu. 3D strukture, zahvaljujuéi svojoj
prostornoj konfiguraciji, bolje prikazuju kontakt izmedu stanica i izmedu stanica i matrice u
prirodnom mikrookruzenju unutar organizma. Ovi modeli omoguéuju realistiCan prikaz
prijenosa plinova, hranjivih tvari i signalisirajucih molekula. Osim toga, 3D in vitro modeli mogu
rekonstruirati sloZzenu strukturu tumora i o€uvati njegove genotipske i fenotipske karakteristike,
ukljuCujuci heterogenost tumora [Leonard i Godin, 2016.; Jubelini sur., 2022.; Mu i sur., 2023.].
3D modeli koje koristimo u nasem laboratoriju za farmakotoksioloska istrazivanja uklju¢uju 3D
rekonstruirani ljudski epidermis (RHE) i EpiDerm tkiva tvrtke MatTek Corporation (Slovacka).
Ovi 3D rekonstruirani EpiDerm modeli su gotovi sustavi koji se sastoje od normalnih ljudskih
epidermalnih keratinocita (NHEK) uzgojenih na specijalno pripremljenim umetnutim
podlogama za kulturu tkiva [https://www.mattek.com/mattekproduct/epiderm/].

3D EpiDerm tkiva prikazuju ljudsku epidermalnu strukturu, ukljuujuci proliferativni bazalni sloj,
bodljikavi [ zrnasti sloj, kao [ roznate epidermalne slojeve
[https://www.mattek.com/mattekproduct/epiderm/]. Ovaj 3D in vitro model je potvrden prema

smjernicama ECVAM-a (Europski centar za validaciju alternativnih metoda) i OECD-a
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(Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj) kao in vitro modelni sustav za ispitivanje

kemikalija, farmaceutskih proizvoda i proizvoda za njegu koze.

4.4.1. Odredivanje potencijala iritacije (EpiDerm test iritacije koze — OECD TG 439)

Princip metode: Test se sastoji od topiCke primjene Cistih testnih spojeva na rekonstruirani

ljudski epidermis (RhE) model, nakon ¢ega slijedi test Zivotne sposobnosti stanica. Smanjenje
zivotne sposobnosti tkiva izloZzenih kemikalijama u usporedbi s negativnim kontrolama (koje
su tretirane vodom) koristi se za predvidanje potencijala iritaciie = koze
[https://www.mattek.com/wp-content/uploads/EPI-200-SIT-Skin-Irritation-MK-24-007-
0023.pdf].

Materijali potrebni za izvodenje testa uz kljuéne resurse za odmrzavanje /subkultiviranje/

krioprezervaciju stani¢ne linije:

e Komponente EPI-200-SIT kompleta (MatTek Corporation)
e Komponente MTT-100 kompleta (MatTek Corporation)
o Ispitivane tvari
e (Odabir odgovarajuceg otapala za otapanje ispitivanih tvari
*Napomena: Mogu se koristiti i ekvivalentni potrosni materijali i oprema drugih

dobavljaca.

Protokol- korak po korak (prema preporukama proizvodaca)

@ Trajanje 4 dana
(i) Nakon primitka, umetci koji sadrze tkiva uklanjaju se iz agaroze i prenose u plo€u sa 6
jazica u 900 uL/jazici testnog medija na 4 sata, pod specificnim uvjetima (37 °C i 5%
COy).
(i) Nakon 4 sata, inicijalno dodani medij zamjenjuje se s 900 pL/jazici svjezeg prethodno

zagrijanog medija, koji se inkubira do sljedeceg dana.
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(iii) Sljede¢eg dana mijenja se medij, a testni uzorci primjenjuju se na vrh umetaka koji
sadrze tkiva; prvo se povrsina tkiva navlazi (25 yL Dulbeccoove fosfatno-buferirane
otopine - DPBS), nakon ¢ega se dodaje 100 mg uzorka/mjesto i inkubira 18 sati (slika
4.15).

Slika 4.15. Postupak obrade 3D rekonstruiranih EpiDerm tkiva nakon primitka

(iv) Pozitivna kontrola (PC) — Triton X-100 1 % i negativna kontrola (NC) — ultrapure voda,
takoder se dodaju na vrh umetaka s tkivima i inkubiraju 18 sati;
(v) MTT test se provodi na sljedeci nacin:
a. Nakon 18-satne stimulacije, umetci se isperu s DPBS-om i prenose u plo¢u s
24 jazice koja sadrzi 300 yL/jazici MTT (1 mg/mL), te se inkubiraju 3 sata.
b. Nakon 3 sata inkubacije, umetci se uklanjaju i stavljaju u 2 mL otopine za
ekstrakciju u novu plo€u s 24 jazice, na 2 sata na sobnoj temperaturi, zasti¢eni

od svjetlosti.
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c. Zatim se 200 ulL/jazici otopine za ekstrakciju prenosi u novu plo¢u s 96 jazica,
gdje se mijeri apsorbancije se mjere spektrofotometrijski na odgovaraju¢im
valnim duljinama (570 nm i 650 nm).

d. Relativna vijabilnost uzoraka izraunava se pomoc¢u formule [Pinzaru i sur.,
2021.]):

Relativna vijabilnost % = OD uzorka / OD nc % 100

Relativna vijabilnost TS % = OD rs / Srednja vrijednost OD nc x 100

Relativna vijabinost NC % = OD nc / Srednja vrijednost OD nc x 100
Relativna vijabilnost PC % = OD pc / Srednja vrijednost OD nc x 100

Gdje je: TS = ispitivana tvar, NC = negativna kontrola, PC = pozitivha kontrola, OD = opti¢ka
gustoca.

4.4.2. Odredivanje fototoksic¢nosti (EpiDerm test fototoksi¢nosti — OECD TG 498)

Princip metode: Mjeri akutnu toksi¢nu reakciju nakon izlaganja koze odredenim kemikalijama

i naknadnog izlaganja svjetlu, ili reakciju uzrokovanu sli€nim nacinom, odnosno zracenjem
koze nakon sistemske primjene kemijske tvari.

[https://www.mattek.com/application/phototoxicity/].

Materijali potrebni za izvodenje testa, uz kljuéne resurse opisane u tablici za odmrzavanje

/subkultiviranje/krioprezervaciju stani¢ne linije:

¢ Komponente EPI-200 kompleta (MatTek Corporation)

e Komponente MTT-100 kompleta (MatTek Corporation)

e UVA-vis zraenja oprema — Biospectra

o Ispitivane tvari

e (Odabir odgovarajuceg otapala za otapanje ispitivanih tvari

*Napomena: Mogu se koristiti i ekvivalentni potroSni materijali i oprema drugih

dobavljaca.

Protokol- korak po korak (prema preporukama proizvodaca)

@ Trajanje 4 dana
(i) Nakon primitka, umetci koji sadrze tkiva uklanjaju se iz agaroze i prenose u plo¢u s 6
jazica, gdje se u svaku rupu dodaje 900 uL/jazici testnog medija. Inkubiraju se 1 sat
pod specificnim uvjetima (37 °C i 5 % CO,).
(i) Nakon 1 sata, inicijalno dodani medij zamjenjuje se s 900 pL/jazici svjezeg prethodno

zagrijanog medija, koji se zatim inkubira do sljedeceg dana.
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(ii) Sljede¢eg dana mijenja se medij, a testni uzorci nanose se na vrh umetaka s tkivima.
Najprije se povrSina tkiva navlazi s 25 pyL Dulbeccoove fosfatno-buferirane otopine
(DPBS), nakon ¢ega se dodaje 100 mg uzorka po umetku i inkubira 18 sati.

(iv) Prekriveni umetci izlazu se UVA zracenju na 6 J/cm?, dok se ploCe bez izlaganja drze
na sobnoj temperaturi u tami. Oznacite poklopce plo¢a kako biste identificirali tkiva
izlozena UVA zragenju.

(v) Nakon ovog koraka, svaki umetak se ispere s DPBS-om i prenese u nove plo¢e koje
sadrze 900 uL medija po jazZici te se inkubira 18-24 sata na 37 °C i 5% CO..

(vi) Tre¢eg dana umetci se isperu s DPBS-om i prenose u plo€u s 24 jaZice koja sadrzi 300

ML MTT po jaZici, nakon ¢ega se analiziraju prema gore opisanom protokolu.

RTV % = OD uzorka I OD kontrola otapala X 100

RTV kontrola % = OD xontrola otapala / OD prosjeéna kontrola otapala % 100

Gdje je: RTV = relativna vijabilnost tkiva, OD = optic¢ka gusto¢a
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Poglavlje 5. Uporaba in vivo metoda u procjeni bioloske aktivnosti (CO -
UMFVBT)

5.1. Uvod

Angiogeneza, stvaranje novih krvnih Zzila iz ve¢ postojecCih, igra kljunu ulogu u raznim
fizioloSkim i patoloSkim procesima, ukljuCuju¢i rast tumora i metastaze. Procjena
antiangiogenog potencijala spojeva klju¢na je u razvoju novih terapijskih strategija. U tom
kontekstu, analiza korioalantoicne membrane (CAM) pojavila se kao vrijedan alat za procjenu
bioloSke aktivnosti tvari na angiogenezu [Moreno-Jiménez i sur., 2016.].

CAM test ukljuCuje koristenje korioalantoicne membrane pile¢ih embrija u razvoju, koja je
visoko vaskularizirana i osjetljiva na angiogene podrazaje. Ovaj model omogucuje izravno
promatranje formiranja krvnih zila i pruza isplativu i eti¢ki prihvatljivu alternativu tradicionalnim
in vivo testovima. CAM test naSiroko se koristi u prou€avanju angiogeneze zbog svoje
jednostavnosti, ponovljivosti i vaznosti za ljudsku fiziologiju [Moreno-Jiménez i sur., 2016.].
Istrazivaci koriste CAM test za procjenu antiangiogenog potencijala razli€itih spojeva. Na
primjer, pokazalo se da biokonjugat derivata rodamin B-oleanolne Kkiseline pokazuje
antiangiogene sposobnosti, pokazujuéi zna¢ajne inhibitorne ucinke na stvaranje krvnih Zila
[Mangir i sur., 2019]. Sli¢no tome, prirodni spojevi poput onih izoliranih iz nadzemnih dijelova
Salvia officinalis istrazeni su zbog njihove antiangiogene aktivnosti koriStenjem CAM testa,
pokazujuci obecéavajuée rezultate u inhibiciji stvaranja krvnih Zila potrebnih za embrionalni rast
[Reichling i sur., 2006].

Stovise, CAM analiza je kompjuterizirana u procjeni antiangiogenih svojstava razligitih spojeva,
uklju€uju¢i organometalne komplekse [Fathalla i sur., 2017], dendrimere [Kluge i sur., 2016] i
frakcije otrova [Coelho i sur., 2019] . Ove studije naglaSavaju svestranost CAM testa u procjeni
ucinaka razli¢itih tvari na angiogenezu, pruZajuci dragocjene uvide u potencijalne terapijske
intervencije usmjerene na nenormalno stvaranje krvnih zila.

Nadalje, CAM test koriSten je ne samo u podrucju onkologije, ve¢ i u bioinZzenjeringu tkiva,
pokazujuc¢i njegovu primjenjivost u prouavanju regeneracije kostiju i biokompatibilnosti
biomaterijala [Butt i sur, 2018]. Sposobnost testa za procijenu i biokompatibilnost i
angiogenetski odgovor na biomaterijale naglaSava njegovu korisnost u razliCitim podrucjima
istraZivanja izvan studija angiogeneze. In ovo CAM test sluzi kao vrijedan i svestran alat za
procjenu antiangiogenog potencijala spojeva. Njegova jednostavnost, isplativost i relevantnost
za ljudsku fiziologiju €ine ga prvim izborom za istrazivace koji istrazuju angiogenezu i razvijaju

nove terapeutske agense koji ciljaju stvaranje krvnih Zila.
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5.2. Odredivanje antiangiogenog potencijala koriStenjem CAM testa

Protokol- korak po korak

Napomena !!! Ovo je modificirana verzija ICCVAM-Recommended Test Method
Protocol!!!
Priprema jaja:
¢ inkubator se priprema nekoliko sati prije inkubacije jaja. Cijela povrSina inkubatora se
dezinficira maramicama i 70 % etanolom. Temperatura je postavljena na 37,5 °C, a
vlaznost na 60 %.
o koriste se svjeza, oplodena jaja mase izmedu 50 i 60 g od kokoSi (slika 5.1.) uzgojenih
u optimalnim uvjetima. Prije stavljanja u inkubator jaja se operu mlakom vodom i

spuzvom ili se mogu bez muckanja obrisati maramicama i 70 % etanolom.

Slika 5.1. Oplodena kokosja jaja mase izmedu 501 60 g

¢ Na jajima se oznaCava datum kada su stavljena nainkubaciju (slika 5.2).

Slika 5.2. Dezinficirana i oznacena jaja
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e Jaja se stavljaju na policu inkubatora u vodoravnom polozZaju (slika 5.3).

Slika 5.3. Jaja stavljena u inkubator (1. dan)

e Cetvrtog dana inkubacije naprave se dvije rupice na dva kraja jajeta, a 5-8 mL bjelanjka
(albumena) ekstrahira se s vrha jajeta i preto€i u posudu za sakupljanje. Dvije rupe se
zatim prekriju medicinskom ljepljivom trakom i vrate u inkubator (slike 5.4 i 5.5).

Slika 5.4. Provjera razvoja embrija (4. dan)

e T

Slika 5.5. Jaja nakon uzimanja bjelanjka (4. dan)
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e Petog dana inkubacije, veliki komad ljepljive trake zalijepi se horizontalno na jaje kako
bi se Skarama mogao izrezati veliki otvor za otkrivanje korioalantoicne membrane i
krvnih Zila. Otvor jaja koja pokazuju odrzZive embrije zatim se prekriva velikim komadom
liepljive trake kako bi se izbjegla dehidracija i jaja se ponovno unose u inkubator dok
se ne provedu eksperimentalni testovi (slike 5.6 - 5.8).

Slika 5.6. Izrezivanje otvora Skarama za
otkrivanje korioalantoicne membrane i krvnih
zila (5. dan)

Slika 5.7. Jaja prekrivena trakom za
sprecCavanje dehidracije (5. dan)

Slika 5.8. Embrlj okruzen krvnim zilama (5. dan)

e Svaki dan se provjerava odrzavaju li se parametri temperature i vlaznosti na zadanim
vrijednostima za optimalan razvoj embrija [Meduagencijski koordinacijski odbor za
provjeru valjanosti alternativnih metoda (ICCVAM), ICCVAM Recommended Test
Method Protocol: Hen’s Egg Test—Chorioallantoic Membrane. 2010. [Dostupno na

internetu: http://iccvam.niehs.nih.gov/].

1) prsten na vaskulariziranom podrucju 8. dana inkubacije jaja, unutar prstena se nanosi 10
pL uzorka (slika 5.9.)
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Slika 5.9. Aplikacija prstena u CAM s ciljem
aplikacije uzorka za angiogensko testiranje (8.
dan)

2) uzorci se stavljaju 5 dana u prsten, slikanje prije svake aplikacije i nakon aplikacije uzoraka

3) tijekom cijelog pokusa jaja se drze u inkubatoru na optimalno zadanim parametrima.

5.3. Odredivanje iritativnog i antiiritativnog potencijala

HET-CAM (Hen's Egg Test-Chorioallantoic Membrane) test je Siroko koriStena metoda za
procjenu iritativnog i antiiritativnog potencijala razli¢itih tvari. Ovaj test ukljuCuje promatranje
korioalantoicne membrane oplodenih kokosjih jaja kako bi se procijenili u€inci ispitivanih tvari.
CAM test je prepoznat kao pouzdan model za prou€avanje odgovora tkiva, angiogeneze i
biokompatibilnosti [Moreno-Jiménez i sur., 2016.; Mangir i sur., 2019.].

Istrazivadi su prilagodili HET-CAM test za odredivanje potencijala iritacije tvari poput eteri¢nih
ulja i njihovih komponenti, pruzajuci vrijedan alat za procjenu blagih iritansa za oé€i i sluznicu
[Reichling i sur., 2006.]. Osim toga, studije su koristle HET-CAM test za potvrdu
nenadrazujuceg djelovanja formulacija kao Sto su in situ gelovi, pokazuju¢i njihovu sposobnost
zastite od jako nadrazujuéinh tvari [Fathalla i sur., 2017.].

HET-CAM test takoder je koriSten u raznim podrucjima izvan procjena biokompatibilnosti. Na
primjer, koriSten je za procjenu mutagenosti tretmana mlazom plazme i za procjenu
citotoksi¢nosti nano-hidroksiapatita u kozmetici za oralnu njegu [Kluge i sur., 2016.; Coelho i
sur., 2019.]. Nadalje, test je bio kljuéan u prouCavanju potencijala iritacije konjunktive
mikroemulzija dizajniranih za borbu protiv ophthalmia neonatorum uzrokovane patogenima
kao Sto su Neisseria gonorrhoeae i Staphylococcus aureus [Butt i sur., 2018.].

Stovise, test HET-CAM prepoznat je kao vrijedan alat za predvidanje potencijala oftalmoloske
iritacije, pokazujuc¢i dobru korelaciju sa situacijama in vivo [McKenzie i sur., 2015.]. Ovo
naglasava njegovu vaznost u farmaceutskoj industriji za procjenu iritacije razli€itih formulacija

namijenjenih uporabi u oftalmologiji.
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Protokol- korak po korak

Napomenal!!! Priprema jaja je opisana pod to¢kom 1 opisa metode za determinaciju

antiangiogenog potencijala!!!

1) osmog dana inkubacije 600 L ispitnog uzorka aplicira se na korioalantoicnu membranu
embrija, a promjene u vaskularnom pleksusu promatraju se stereomikroskopski u trajanju 300
sekundi (slika 5.10).

Slika 5.10. Otvor kroz koji su vidljivi CAM i krvne
zole pile¢eg embrija (8. dan)

2) uoCavaju se znakovi lize, krvarenja ili zgruSavanja, a vrijeme nastanka ovih procesa biljezi
se u tablici

3) na temelju dobivenih vrijednosti izraunava se rezultat nadrazljivosti iz kojeg se procjenjuje
potencijal nadrazljivosti ispitnih uzoraka.

Zaklju¢no, HET-CAM test je svestrana i pouzdana metoda za procjenu iritativnog i
antiiritativnog potencijala u razli¢itim primjenama. Njegova sposobnost pruzanja vrijednih uvida
u reakcije tkiva, biokompatibilnost i iritaciju €ini ga vrijednim alatom za istrazivace i industrije

uklju€ene u razvoj proizvoda u rasponu od kozmeti¢kih do farmaceutskih proizvoda.
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Poglavije 6. Metode za dobivanje preparata iz biljaka (ekstrakti i eteri€na ulja)
(P3 - UNICAL)

6.1. Uvod

Industrije koje se temelje na biljnim proizvodima ovise o procesu pripreme proizvoda iz biljaka.
Ekstrakcija je prvi korak u svakom istrazivanju ljekovitih biljaka i ima vaznu i klju€nu ulogu u

konacnom rezultatu i ishodu (slika 6.1).

Preliminarna evaluacija tradicionalno koristenih biljaka

Pregled literature i znanstvenih rezultata

Autentifikacija podataka radi provjere njihove valjanosti i sveobuhvatnosti
Odluka o potrebi testiranja

Prikupiti podatke o toksi¢nosti i, ako se ne pokaZe toksi¢nost, prijeci na sljedeci korak
Ako podaci o toksi¢nosti ne postoje, odabrati odgovarajuci test za analizu toksi¢nosti
Razviti i pripremiti protokol bioispravnosti za sigurnost i toksi¢nost

Prikupljanje uzoraka biljaka
Ekstrakcija
Analiza sadrzaja elemenata

Odabir odgovarajuceg bioloskog testa
Razvijanje protokola za bioloski test

Analiza bioloske aktivnost in vitro
Odredivanje vrste i razine bioloSke aktivnosti

Izolacija i karakterizacija spojeva odgovornih za promatranu biolosku aktivnost
Procjena aktivnih spojeva pojedinacno i u kombinaciji s drugim spojevima radi istrazivanja prisutnosti
aktivnosti i/ili sinergije bioloskog uc¢inka

Koristenje Zivotinjskog modela za analizu bioaktivnosti aktivnih spojeva
Ponovna analiza sigurnosti i toksicnosti, ali in vivo
Provodenje istrazivanja na ljudima

Razvijanje odgovarajuceg sustava isporuke doze
Analiza isplativosti
Odrziva industrijska proizvodnja

J L ,
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Slika 6.1. Dijagram tijeka istrazivanja ljekovitih biljaka i polozaj tehnika ekstrakcije (Azmir i sur., 2013.)

Bioaktivni spojevi iz biljnih materijala mogu se ekstrahirati razli€itim postupcima ekstrakcije

(slika 6.2).

Limitations:

< Low recovery

** Time consuming

» Large volumes of solvents are required

< Athigh temperature some volatile
compounds may be lost

2&_;';?
l_

Limitations:

«» High investment cost

«» Swelling of the plant material
“ High process cost

« High power consumption

* High analytical cost

S

5]
Supercritical fluid extraction
Extract

Microwave assisted extraction Enzyme assisted
Advantages:

< Time saving

< Less solvent consumption
< High speed of analysis

¢ High extraction efficiency
«“* Improved extraction yield

Terminalia chebula
fruit

pulsed electric field and high hydrostatic pressure

o of

Slika 6.2. Tehnike ekstrakcije bioaktivnih spojeva (Jha i Sit, 2022.)

6.2. Maceracija
Vecina ovih tehnika temelji se na ekstraktivnoj snazi razli€itih otapala koja se koriste, poput

maceracije (slika 6.3 i 6.4).

Slika 6.3. Maceracija Pinus nigra subsp. laricio Poiret (izvorne fotografije)
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Slika 6.4. Maceracija Capsicum baccatum (izvorne fotografije)

Ekstrakcija oznaava odvajanje jedne ili vie tvari iz matrice putem obrade mehanickim,
kemijskim i toplinskim sredstvima.

Maceracija se provodi u €elicnim posudama koje mogu imati kapacitet od malih do velikih
(1.000-10.000 litara) ili drugim inertnim materijalom prema c&vrstoj matrici i otapalu za
ekstrakciju. Cvrsti materijal koji treba ekstraktirati stavlja se u posudu potpuno prekrivenu
otapalom kako bi se postigla Sto potpunija ekstrakcija. Proces ekstrakcije obi¢no je priliéno
dugotrajan i zahtijeva dane ili €ak tjedne da bi se dovrSio. U ovom procesu ekstrakcije sudjeluju
fenomeni difuzije i osmoze, koji su u velikoj mjeri ovisni o temperaturi.

Obi¢no, upotreba topline mijenja termolabilnu komponentu ljekovite tvari; stoga je u vecini
sluCajeva potrebna upotreba kemijskih reagensa, najéed¢e organskih otapala koja Cine
kemijsku strukturu stani€éne membrane propusnom.

Maceracija, koja se provodi na sobnoj temperaturi, smanjuje rizik od toplinske degradacije

uzorka

Porotokol- korak po korak

Bilika se najprije odvaja od stranih materijala poput tla i dijelova koji nisu prikladni za
ekstrakciju. Da bi se povecao kontakt izmedu uzorka koji se ekstraktira i otapala, biljka se
odgovarajuce nasjecka. Cestice ne smiju biti prevelike, inage otapalo ne¢e mo¢i prodrijeti u
najdublje stanice, ali ni previSe sitne da ne bi doslo do gubitka hlapivih aktivnih sastojaka u
biljci i otezane separacije biljnih materijala od tekucine nakon zavrSetka maceracije.

1) Zatim se svaki uzorak uranja u organsko otapalo na 48 sati, unutar hermeticki

zatvorene posude, uz ponavljanje postupka 3 puta

Otapala navedena u Farmakopeji za ekstrakciju aktivnih sastojaka iz biljnih lijekova su: voda,
etil alkohol i etil eter. U industriji se mogu koristiti i druga otapala, poput izopropil alkohola i

toluena, koja mogu imati povoljne karakteristike s komercijalnog stajalista ili zbog svoje
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ekstraktivne snage. Otapalo treba odabrati prema kemijskoj prirodi spojeva sadrzanih u
uzorku. Alkohol je opcenito najceSce koriSteno otapalo jer mozZe ekstraktirati vecinu molekula
sadrzZanih u biljci (aktivnih sastojaka), bilo da su hidrofilne, tj. topljive u vodi, ili lipofilne i stoga
topljive u ulju ili drugim organskim otapalima.

2) Nakon toga, uzorak se filtrira i suSi pomocu rotacijskog isparivaca s vodenom kupelji
na 37 °C, Cija je posebnost isparavanje pod niskim tlakom uz pomo¢ vakuumske pumpe
koja omogucava nize temperature klju¢anja nego pri ambijentalnom tlaku, kako bi se
smanijila temperatura klju¢anja otapala i olak$ala njegova isparavanje.

Kombinacija temperature kupke i vakuumskog tlaka omogucuje preciznu destilaciju frakcija
otapala (Slika 6.5).

Slika 6.5. SuSenje ekstrakta (Izvorna fotografija)

Tehnika maceracije u vodenoj fazi ima nekoliko varijacija: infuzija, koja se moze predstaviti
kao maceracija vrlo kratkog trajanja u kipuéoj vodi. U ovom slucaju, ekstrakcija je svakako
brza, ali fenomen degradacije koji utjeCe na termolabilne tvari takoder se odvija brze. Druga
varijanta klasi¢ne maceracije je dekokcija. Ona se provodi stavljanjem matrice u kontakt s
otapalom, pri temperaturi klju€anja, tijekom varijabilnog vremena do 30 minuta ili viSe.

Stoga je ova tehnika pogodna za kompaktne materijale s aktivnim sastojcima koji su otporni
na toplinu i Cija ekstrakcija zahtijeva primjenu topline. Dekokcije, kao i infuzije, sklone su

promjenama i imaju ogranic¢en rok trajanja.

6.3. Soxhletova ekstrakcija

Soxhletov ekstraktor (slika 6.6) je uredaj koji omogucuje kontinuiranu ekstrakciju slabo topivih

komponenti iz Evrstih smjesa, odvajajuci ih od netopivih tvari pomocéu hlapljivog otapala.
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Uredaj je nazvan po Franzu von Soxhletu (1848-1926), koji ga je izumio 1879. godine za
ekstrakciju lipida iz évrstog materijala, koristeci etil eter kao otapalo; kompleks odvojenih

kemijskih komponenti dobio je naziv eterealni ekstrakt.

ez
|
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|
|

Slika 6.6. Soxhletov ekstraktor (Izvorna fotografija)

Soxhletov ekstraktor u osnovi se sastoji od 3 dijela: a) posude koja sadrzi otapalo; b) samog
ekstraktora; c) kondenzatora za povratni kondenzat, hladenog vodom. Takoder, u ekstraktoru
lateralni rukavac (1) omogucuje prolazak para otapala do kondenzatora, dok sifon (2)
omogudéuje periodiéno praznjenje ekstraktora. Cvrsti materijal koji sadrzi spoj za ekstrakciju
stavlja se u prstenasti filter, Cesto izraden od porozne celuloze (3), koji se umetne u glavnu
komoru ekstraktora. Najvaznije prednosti Soxhletove ekstrakcije su: i) jednostavnost postupka,
i) mogucénost rada na visokim temperaturama, §to poboljSava brzinu procesa, iii) niski pocetni
troskovi, iv) nema potrebe za filtriranjem, v) stalna prisutnost otapala i uzorka tijekom cijelog
postupka ekstrakcije. Jedan od glavnih problema ove metode ekstrakcije je njezina
ograni¢enost zbog slabe ucinkovitosti ekstrakcije, dugotrajnog postupka i potrebe za velikom
koliCinom otapala. Pripravci dobiveni iz biljaka su brojni. Ekstrakti su pripravci koji mogu biti
tekuci, polucvrsti ili kruti, ovisno o tehnici ekstrakcije (Azwanida, 2015.). Koristeéi procese
maceracije ili perkolacije, ekstrakti koji se dobivaju mogu se klasificirati na sljedeci nacin: (i)
tekuéi ekstrakti: ovi ekstrakti sadrze istu koli¢inu aktivhog sastojka koji se nalazi u po&etnom
biljnom lijekovnom materijalu; (ii) poluvrsti ekstrakti: tijekom procesa koncentracije postize se

konzistencija sli¢na medu, a oni su 2 do 6 puta koncentriraniji od tekucih ekstrakata; (iii) suhi
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ekstrakti: to su Cvrsti prahovi dobiveni potpunim isparavanjem otapala koriStenog za
ekstrakciju (Abubakar i Haque, 2020.). Druge pripravke dobivene maceracijom ili perkolacijom
nazivamo tinkturama. To su tekuce otopine dobivene preradom biljnih droga odgovaraju¢im
otapalom. NajCeSce se koristi hidroalkoholna otopina (mjeSavina vode i alkohola), pri Eemu se
udio alkohola odabire prema topljivosti aktivnih sastojaka koje treba ekstrahirati.

Glavna razlika izmedu ekstrakata i tinktura je u tome Sto se kod ekstrakata koristi proces
isparavanja za povecanje koncentracije aktivnih sastojaka. Tinkture, s druge strane, mogu se
dobiti jednostavnim razrjedivanjem tekuceg ekstrakta. Druga tvar koja se ekstrahira iz biljnih
materijala je oleorezina, koja sadrzi mjeSavinu eteri¢nih ulja (hlapljivih aromatskih komponenti)
i smola (nehlapljivih komponenti). Ova ekstrakcija obi¢no se provodi postupcima ekstrakcije

otapalima ili pod visokim tlakom (Hudz i sur., 2020.).

6.4. Inovativne tehnike ekstrakcije

Primjena inovativnih metoda ekstrakcije u prehrambenoj industriji intenzivno se istrazuje zbog
prihvatljivije jer smanjuju upotrebu sinteti¢kih i organskih kemikalija, skracuju vrijeme obrade
te omogucuju bolji prinos i kvalitetu ekstrakta.

Neke od najperspektivnijin tehnika ukljuéuju ekstrakciju uz pomo¢ ultrazvuka, enzimsku
ekstrakciju, ekstrakciju uz pomo¢ mikrovalova, ekstrakciju uz pomo¢ pulsirajucih elektri¢nih
polja, ekstrakciju superkriticnim fluidima i ekstrakciju teku¢inama pod tlakom. Koristenje novih
i kombiniranih tehnologija povecava iskoristivost, Sto dovodi do vecih prinosa i viSih stopa
ekstrakcije.

6.4.1. Ekstrakcija uz upotrebu ultrazvuka

Ekstrakcija uz pomo¢ ultrazvuka koristi ultrazvuCnu energiju i otapala za vadenje ciljnih
spojeva iz razli€itih biljnih materijala (Kumari sur., 2021.). Ovaj postupak omogucuje izdvajanje

bioaktivnih spojeva iz biljaka koriste¢i mehani¢ko djelovanje ultrazvuka na stijenke biljaka.
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Slika 6.7. Ekstrakcija uz pomoc¢ ultrazvuka (Yusoff i sur., 2022.).
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Ultrazvu¢na ekstrakcija obi¢no koristi maniji frekvencijski raspon (16 kHz — 100 kHz) jer bi viSe
frekvencije mogle biti previSe energetske i uzrokovati degradaciju aktivnih sastojaka u biljnim
matricama. Ovi valovi ¢ine niz ciklusa kompresije i rarifikacije koji se mogu prenijeti kroz ¢vrste,
tekuce ili plinovite medije, uzrokuju¢i pomicanje i oslobadanje molekula iz njihovih izvornim
poloZaja. Ultrazvuéna tehnologija omoguéava potpuno izdvajanje biljnih materijala, pri ¢emu
se oCuvava integritet svih molekula u biljci, bez obzira na to jesu li termolabilne (kao Sto su
proteini, amino kiseline, vitamini, enzimi), termostabilne, vodotopive ili topive u mastima. Ovo
je moguce zahvaljujuéi udarnom valu koji ultrazvuk generira, uzrokuju¢i mehani¢ko pucanje

stijenki stanica.

Tablica 1. Prednosti i nedostaci ekstrakcije uz pomoé¢ ultrazvuka u usporedbi s konvencionalnom

maceracijom

Glavne prednosti ekstrakcije uz pomo¢ ultrazvuka u  Nedostaci ekstrakcije uz pomoc ultrazvuka

usporedbi s konvencionalnom maceracijom

Znacajno smanjenje vremena proizvodnje jer Kod ekstrakcije uz pomoc¢ ultrazvuka nije mogude

ultrazvukovi razbijaju stijenke stanica i skraduju provesti selektivnu ekstrakciju jer dolazi do potpune

vrijeme prijenosa aktivnih sastojaka iz biljnih ekstrakcije svih molekula sadrzanih u biljnom

materijala u otapalo. materijalu, bez obzira na njihovu afinitet prema
koristenom otapalu.
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Moguce je dobiti litru macerata za samo 15 minuta.

To je tehnika ekstrakcije koja je dobila Bio akreditaciju
zbog svoje Cisto fizicke prirode, jer ne koristi niti
dodaje kemijske proizvode.

U praksi se koriste prirodna otapala (ulje, voda i
alkohol), bez obzira na topljivost aktivnih sastojaka.
Postignuti  prinosi  aktivnih sastojaka su wvrlo
zadovoljavajuéi, s obzirom na gotovo potpuno
iscrpljivanje biljnog materijala.

Protokol- korak po korak

EURGPLANT-ACT

Ako je potrebno odvojiti aktivne sastojke iz biljnih
materijala, potrebno je primijeniti dodatne metode.

1) Biljni materijal se usitnjava ili reZe na male komade kako bi se povecala povrSina za

ekstrakciju.

2) Biljni materijal se zatim mijeSa s otapalom (kao $to je etanol ili voda).

3) Ultrazvuk se koristi za poboljSanje procesa ekstrakcije primjenom visokointenzivnih,

niskofrekventnih ultrazvuénih valova na priblizno 20 kHz na smjesu. Ovi valovi uzrokuju

akusti¢nu kavitaciju, Sto je stvaranje mjehuri¢a u tekucini koji se brzo uruSavaju. Ovaj

ucCinak stvara intenzivne vibracije otapala, Sto dovodi do disintegracije i pucanja stijenki

stanica biljaka te oslobadanja bioaktivnih tvari poput polifenola, flavonoida i vitamina.

4) Smijesa se zatim filtrira kako bi se odvojio €vrsti biljni materijal od tekucine koja sadrzi

ekstrahirane bioaktivne spojave.

5) Tekucina se potom isparava ili dodatno obraduje kako bi se odstranilo otapalo i

koncentrirale bioaktivhe molekule.

6) Konacni proizvod je ekstrakt bogat bioaktivnim tvarima koji se moze primjenjivati u

razli¢itim podrucjima, uklju€uju¢i dodatke prehrani, funkcionalnu hranu i kozmetiku.

6.4.2. Ekstrakcija uz pomo¢ enzima

Fitokemikalije koje se nalaze u specificnim matricama koje sadrze polisaharid lignin stabiliziran

vodikovim vezama i hidrofobnim interakcijama, ostaju raspodijeljene u citoplazmi stanica i nisu

dostupne putem procesa ekstrakcije otapalom. Fitokemikalije vezane u takvim uzorcima

uCinkovito se oslobadaju u visokom prinosu prethodnim tretmanom biljnih materijala s

odredenim enzimima (celulaza, pektinaza i amilaza) koji se dodaju tijekom ekstrakcije kako bi

se povecao prinos fitokemikalija razgradivanjem stani¢nih stijenki. Nadalje, ti enzimi

hidroliziraju ugljikohidrate poput celuloze i lipidne komponente (Bitwell i sur., 2023.).
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Protokol po koracima

1) usitnjavanje biljnog materijala
2) suspenzija u vodi
3) koristenje specifi¢nih hidrolitickih enzima koji imaju zadatak osloboditi sve molekule

prisutne u fitokompleksu

4) dodavanije glicerina
5) filtracija
6) dodavanje limunske kiseline za stabilizaciju i dugoro€nu stabilnost proizvoda

7) pakiranje

Prednosti koriStenja hidroenzimatskih ekstrakata u usporedbi s klasi¢nim fitoterapijskim
pripravcima, kao Sto su majcine tinkture ili macerati u glicerinu, prvenstveno su u njihovoj
uCinkovitosti, visokoj bioraspolozivosti zahvaljujuci upotrebi hidrolitickin enzima, brzom

djelovaniju te sigurnosti proizvoda, buduéi da ne sadrZi ni alkohol ni ecer.

6.4.3. Ekstrakcija uz pomo¢ mikrovalova

Mikrovalovi su neionizirajuci elektromagnetski valovi s frekvencijom izmedu 300 MHz i 300
GHz. U spektru elektromagnetskih valova, smjeSteni su izmedu infracrvenih zraka i X-zraka.
Izravnim djelovanjem ovih valova na tvar elektromagnetska energija se pretvara u toplinsku
energiju. Mikrovalovi se sastoje od dva osciliraju¢a okomita polja — magnetskog i elektri¢nog,
koja omogucuju zagrijavanje. Ekstrakcija uz pomo¢ mikrovalova (MAE) (slika 6.8) ovisi o
zagrijavanju otapala i uzorka, a odvija se pod utjecajem dvaju fenomena: rotacije dipola i
ionske provodljivosti. Rotacija dipola podrazumijeva prilagodbu dipola molekule brzim
promjenama elektricnog polja, $to uzrokuje zagrijavanje dielektricnih materijala i otapala s
trajnim dipolima pod utjecajem mikrovalova. Pod ionskom provodljivo§éu podrazumijeva se
prijenos iona izazvan promjenom elektri€nog polja. Taj prijenos uzrokuje trenje (zbog otpora

otopine), Sto rezultira zagrijavanjem otopine.
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Slika 6.8. Shematski prikaz sustava za ekstrakciju uz pomo¢ mikrovalova (Mirzadeh i sur., 2020.).

Ekstrakcija se moZe provoditi na vlaznim i suhim matricama, koristeci tragove vlage prisutne
u uzorku koji se zagrijava (npr. voda unutar stani¢nih zidova biomase). Isparavanje koje
nastaje stvara iznimno visoke tlakove unutar stanica, Sto uzrokuje pucanje stanicnih zidova i
povecava prinos fitokondenzata u mediju. Alvarez i sur. (2017.) pokazali su da koristenje
mikrovalova kao predobrade za pogacu povecCava prinos ekstrakcije i ukupnu koli€inu
ekstrahiranih polifenola. S druge strane, Caldas i sur. (2018.) primje¢uju da su prinosi
polifenola veéi kada se koriste metode koje uklju€uju mikrovalove kao medij za ekstrakciju u

usporedbi s metodama konvencionalne ekstrakcije.

6.4.4. Ekstrakcija superkriticnim fluidima

Ekstrakcija superkriti¢nim fluidima vazna je tehnika separacije koja se koristi u prehrambenoj,
nutraceuti¢koj i farmaceutskoj industriji za izolaciju aktivnih sastojaka iz materijala primjenom
visokog tlaka u prisutnosti plina, najcesc¢e CO2.

Ekstrakcija superkriti¢nim fluidima je zelena tehnologija koja osigurava okoliSnu odrzivost
procesa te visok stupanj kvalitete i Cisto¢e ekstraktiranog proizvoda. Kao Cista i selektivha
tehnologija koja ne zahtijeva visoke temperature, ekstrakcija superkriticnim fluidima nudi

alternativu konvencionalnoj ekstrakciji s organskim otapalima. Ova tehnika omogucuje
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ekstrakciju spojeva osjetljivih na toplinu i oksidaciju, poput polinezasi¢enih masnih kiselina
(w3, w6), vitamina, kanabinoida, flavonoida, sterola, tokoferola i drugih spojeva visoke dodane
vrijednosti, uz potpunu sigurnost da neée doc¢i do njihovog ostecenja. Rezultat su ekstrakti

izuzetne CistocCe i vrlo rafinirane organolepticke karakteristike.

6.4.5. Naviglio extractor ®

Brzi dinamicki ekstraktor (Naviglio ekstraktor ®) (slika 6.9) predstavlja inovativhu tehnologiju
ekstrakcije Cvrsta-tekuc¢ina koja omogucuje ucinkovito isuSivanje ¢vrstih matrica koje sadrze
tvari izvadive u organskim ili neorganskim otapalima, ili njihovim mjeSavinama, u znatno
kracem vremenskom periodu u usporedbi s drugim trenutno dostupnim tehnikama ekstrakcije.
Novost ekstraktora leZi u tome 8to se mijenja pristup ekstrakciji, nasuprot trenutnim metodama
koje zagrijavaju ekstrakcijski sustav kako bi povecale prinos i ubrzale vrijeme ekstrakcije.
Naviglio Estrattore® provodi ekstrakciju na sobnoj ili blago povisenoj temperaturi, koristeci
povecanje tlaka ekstraktora na Cvrstu matricu. Ekstrakcija na niskim temperaturama je vazna

jer pomaze u izbjegavanju termi¢kog stresa na termolabilne tvari.

Shematski prikaz rada Naviglio ekstraktora ®

@ Korak 1. Ekstrakcijske komore se napune ¢vrstom matricom koja se
: ekstraktira i ekstraktnim otapalom, pri atmosferskom tlaku. Na dnu
svake cilindriéne ekstrakcijske komore nalaze se porozne pregrade

koje omogucuju prolaz tekucine, dok blokiraju évrstu matricu.

| Fig. 1

@ Korak 2. Nakon punjenja, sustav se zatvori i stavlja pod tlak (obi¢no
! izmedu 7 i 9 bara). Tlak koji stvaraju klipovi prenosi se na tekucinu

jer su dvije ekstrakcijske komore povezane putem cijevi.

Korak 3. Kada se postigne zadani tlak, sustav ostaje nepomi¢an
koliko je potrebno da se uspostavi ravnoteza izmedu unutradnjosti i

vanjstine ¢vrste matrice. Ovo je staticka faza.
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Korak 4. Nakon tog razdoblja, klipovi se pokrecu, $to uzrokuje naglo

smanjenje tlaka u sustavu. Time zapocinje dinamicka faza u kojoj se
odvija ekstrakcija; ekstraktabilne tvari prelaze u ekstraktno otapalo

zbog usisnog ucinka uzrokovanog negativnim tlakom izmedu

unutrasnjosti i vanjskog dijela ¢vrste matrice.

Korak 5. Dinami¢ka faza uklju€uje i mijeSanje ekstraktne tekucine,
Sto sprjeCava stvaranje koncentracijskih gradijenata u blizini izlozene
povrSine ¢&vrste matrice. Naizmjeni€no provodenje staticke i

dinamiCke faze Ccini jedan ekstrakcijski ciklus; ponavljanje vise

ciklusa dovodi do potpune ekstrakcije Cvrste matrice. Na kraju
procesa, ekstrakino otapalo se ispusta kroz solenoidni ventil i prikuplia u posebnom

spremniku.

Slika 6.9. Naviglio extractor ®

Gallo i sur. (2020) analizirali su kinetiku procesa ekstrakcije iz Zenskih cvatova Cannabis
sativa subsp. sativa var. sativa, na temelju odredivanja sadrzaja kanabinoida: kanabidiolske
kiseline (CBDA), A9-tetrahidrokanabinolske kiseline (THCA), kanabidiola (CBD) i A9-
tetrahidrokanabinola (THC), prije i nakon dekarboksilacije u pecnici, s ciliem procjene moguce
primjene dobivenog ekstrakta konoplje u prehrambenoj industriji. Prinos ekstrakcije bio je isti
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u oba ispitivana sluCaja, a konacne kvalitete bile su gotovo identiCne. Medutim, vremena
ekstrakcije bila su znacajno razli¢ita: maceracija je trajala najmanje 24 sata, dok je s Naviglio

ekstraktorom ekstrakcija zavrSena za samo 4 sata (slika 6.10).

HPLC analysis

S

Canapa sativa inflorescences

\_.7 J

Ciclically pressurized extraction

T 0 50 60 %0 120 150 120 220 200 270 300 330 %60 560 a2 0 a0 510 5@
] Time (minut es)

Kinetics diagrams for the extraction processes

Slika 6.10. Proces ekstrakcije za proizvodnju ekstrakata iz cvatova konoplje pomoc¢u konvencionalne

maceracije i brze dinamicke ekstrakcije ¢vrsta-tekucéina (Naviglio ekstraktor) (Gallo i sur., 2020.).

6.5. Ekstrakcija eteri€énih ulja

Etericna ulja mogu se dobiti iz biljnog materijala koji se podvrgava destilaciji parom,
hidrodestilaciji ili hladnom preSanju, ovisno o biljci i vrsti ulja koje se Zeli dobiti. Sadrzaj
eteri¢nog ulja u biljnom materijalu je nizak, obi¢no 1 do 3 % teZine biljke. Eteri¢na ulja sastoje
se od kompleksne mjeSavine kemijskih spojeva, ukljuCujuéi terpene, aldehide, ketone,
alkohole i druge, koji im daju karakteristiCan miris i potencijalna terapijska svojstva (Aziz i sur.,
2018.). Etericna ulja su kompleksna mjeSavina hlapljivih i mirisnih organskih tvari razlicite
kemijske prirode.
Neki od komponenti etericnih ulja ukljucuju:

» MONOTERPENI: antifungalna, antimicrobna, antipiretska i zacjeljuju¢a svojstva (npr.

lavanda, majcina dusica, cipres, kadulja, limun...);
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SESKVITERPENI: umiruju¢a, antifungalna i dezinfekcijska svojstva (npr. melisa,
ylang-ylang, cedar, borovnica...);

FENOLLI: antifungalna i antimicrobna svojstva (npr. maj€ina duSica, origano, vrsina,
klinci¢...);

ALDEHIDI: antibakterijska, protuupalna svojstva i u glavnoj mjeri odgovorni za miris
(npr. limun, melisa, cimet, eukaliptus...);

KETONI: balzami¢na i kolereticka svojstva (mogu takoder biti toksi¢ni sastojci) (npr.
pelin, absint, ruzmarin, tuja, metvica, ljekovita kadulja...);

ESTERI: uravnotezuju¢a, dekongestivna, antispazmodi¢na i umiruju¢a svojstva (npr.

lovor, lavanda, kamilica, ruzi€asti geranij...).

Karakteristike etericnih ulja

1.

N o g bk~ 0D

Sastoje se od kompleksne mjeSavine ugljikovodika, monoterpena i seskviterpena,
kisik-izvedenih materijala, fenil-deriviranih propanoida, spojeva iz kiselinskog
metabolizma masti i aminokiselina, te dusi¢nih i sumpornih spojeva;

Mogu biti mono-, di- ili timolekularni, ali vec¢inom su polimolekularni (>250);

Snazna, ugodna, ve¢inom bezbojna ili samo blago mirisna i obojena;

Sastoje se od izrazito hlapljivih molekula;they are insoluble or slightly soluble in water;
Netopiva su ili slabo topljiva u vodi;

Veoma topljiva u alkoholu, mastima, octenoj kiselini, eteru, kloroformu...;

Imaju manju gustoc¢u od vode (IZUZECI: eteri¢na ulja cimeta, karanfile, senfa...).

NajCeSce koriStena metoda za ekstrakciju eteri¢nih ulja je destilacija parom (slika 6.11). Koriste

je razliCiti sektori kao izvor sirovina za kozmetiku, farmaceutsku industriju, aromaterapiju,

prehrambene arome, konzerviranje i ku¢ne potrepstine (Machado i sur., 2022.).
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Slika 6.11. Pregled koraka u procesu destilacije parom (Machado i sur., 2022.).

Ova metoda koristi neka fizicka svojstva eteri¢nih ulja koja su prethodno navedena, kao $to su
hlapljivost, topljivost u vodi i gusto¢a. Destilacija je proces kojim se eteriCha ulja odvaja od
biljnih tkiva pomoéu njihove "prijenosne" sposobnosti u vodenoj pari. lako eteri¢na ulja imaju
visoku temperaturu kljuanja, njihova hlapljivost omoguéuje da se lako prenose vodenom
parom. Nakon §to se ispare, eteri¢na ulja se ucinkovito prenose tokovima vodene pare.
Povrce, nakon odgovarajuée pripreme, stavlja se u "destilacijski rezervoar", u koji se zatim
uvodi vodena para. Para nosi eteri¢na ulja, stvarajuéi mjeSavinu eteri€nog ulja i vodene pare
koja, prolazedi kroz hladnu kolonu, kondenzira i odvaja vodu od eteri¢nog ulja. Ova separacija
nastaje zato Sto se voda i eterina ulja ne mijeSaju i imaju razliCite gusto¢e. Odvajaju se
jednostavnim dekantiranjem. Ova metoda ekstrakcije je naj¢eS¢e koriStena zbog niza
prednosti koje pruza:

A. Temperatura vrenja mjeSavine pare/eteri¢nog ulja priblizava se 100 °C, $to je joS uvijek
daleko od temperature vrenja eteriCnih ulja. Ona ne raste tijekom cijelog trajanja
obrade, ¢ime se izbjegava rizik od pogorSanja eteriénih ulja i osigurava njihova dobra
hlapljivost.

B. Vodena para proSiruje biljna tkiva, Siri pore i razbija stani¢ne stijenke, ¢Cime olakSava
oslobadanje eteri¢nih ulja

C. Eteri¢no ulje dobiveno na taj nacin lako se odvaja od kondenzirane vode dekantacijom,

buduci da su spojevi nemjesivi i imaju razliite gustoce.
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D. Gubitak eteriénog ulja je minimalan zbog njegove vrlo slabe topljivosti u vodi. Ovaj
gubitak moZe se dodatno smanijiti koriStenjem aromati¢ne vode, koja se upravo odvojila
od eteriCnih ulja, za regeneraciju pare.

E. Proces je vrlo jeftin (koristi se pitka voda iz slavine) i ne stvara posebne sigurnosne
probleme na radu.

F. Tok vodene pare ne sadrzi kisik; stoga eteri¢na ulja nisu podloZzna oksidaciji. Jedini

nedostatak je mogucnost termalne razgradnje i hidroloSkih procesa.
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