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Ispitivanje protektivnog
dejstva ekstrakta koprive
na modelu humanih
hepatocita tretiranih
benzo[a]pirenom i
benz[a]antracenom

Policiklicni aromaticni ugljovodonici nastaju
nepotpunim sagorevanjem organskih materija i
predstavljaju znacajne kontaminante Zivotne
sredine. Metabolisu se u jetri, aktivnoScu enzima
iz grupe citohrom P450 monooksigenaza (CYP),
koji ih prevode u epokside, a zatim u reaktivniju
formu, diol-epokside, koji ometaju proces Ccelij-
ske deobe i mogu inicirati kancerogenezu. Fito-
hemijskim istraZivanjima je utvrdeno da kopriva
sadrZi bioloski aktivne supstance koje smanjuju
stopu nastanka reaktivnih metabolita policiklic-
nih aromaticnih ugljovodonika, kroz inhibiciju
aril ugljovodonicnog receptora. Cilj istraZivanja
je bio da se ispita potencijalno protektivno
dejstvo ekstrakta koprive pri tretmanu benzo-
(a)pirenom i benz(a)antracenom, odabranim je-
dinjenjima iz grupe policiklicnih aromaticnih
ugljovodonika. Koriscena je HepG2 kontinualna
Celijska linija humanog hepatocelularnog karci-
noma, kao model hepatocita. Na osnovu rezul-
tata pilot eksperimenta za dalji rad je odabrana
koncentracija 107 M za benzo(a)piren i 107 M i
4.6 x 10° M za benz(a)antracen. Ekstrakt kop-
rive je u testiranoj koncentraciji pokazao protek-
tivno dejstvo u kotretmanu sa 4.6 x 10° M ben-
Z(a)antracenom. Pretretman ekstraktom koprive
u trajanju od 24 h nije doveo do povecanja
preZivljavanja hepatocita nakon tretmana oda-
branim citotoksicnim koncentracijama policik-
licnih aromaticnih ugljovodonika.
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Uvod

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (engl.
polyaromatic hydrocarbons, PAH) su organska
jedinjenja izgradena od ugljenika i vodonika or-
ganizovanih u prstenastu strukturu, sa najmanje
dva aromati¢na prstena. U Cistom obliku, PAH
su ¢vrsta jedinjenja koja slabo isparavaju na so-
bnoj temperaturi, rastvorljivi su u mnogim or-
ganskim rastvaracima, a slabo rastvorljivi u vodi.
Najces§c¢e nastaju nepotpunim sagorevanjem
organskih materija, a neka jedinjenja iz grupe
PAH se i namenski proizvode radi upotrebe u ra-
zli¢itim granama industrije (Teodorovi¢ i Kai-
Sarevic 2015).

PAH su veoma rasprostranjeni u Zivotnoj
sredini. U atmosferi podlezu fotodegradaciji, a u
zavisnosti od temperature vazduha i veli¢ine
molekula PAH, mogu se adsorbovati na Cestice
praSine (PAH sa viSe od Cetiri aromati¢na prs-
tena) ili ostati u gasovitom stanju (PAH manje
molekulske mase) (Skupinska et al. 2004). Pri-
sutni su i u akvati¢nim ekosistemima, narocito na
lokalitetima gde dolazi do znacajnog slivanja
vode sa okolnog kontaminiranog zemljista ili
ulivanja otpadnih voda, a uglavnom se deponuju
u sedimentu (Radoni¢ 2009).

Ova grupa polutanata pobuduje veliko inte-
resovanje zbog znacajne izloZenosti ljudi i
toksic¢nih efekata koje izazivaju. Potentna su mu-
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tagena i kancerogena jedinjenja (Roy i Trinchieri
2017). Do intoksikacije ljudi ovom grupom jedi-
njenja uglavnom dolazi kroz respiratorni ili
digestivni sistem (Barranco ef asl. 2004).
Metabolisu se u jetri, aktivno§¢u enzima iz grupe
citohrom P450 monooksigenaza (CYP), od kojih
su CYP1A1 i CYPI1B1 odgovorni za aktivaciju
vecine kancerogenih PAH i njihovo prevodenje
u epokside koji se zatim konvertuju u reaktivniju
formu — diol-epokside koji iniciraju kancero-
genezu i ometaju rast i deobu ¢éelija (Shimada i
Fujii-Kuriyama 2004). Celije koje su najvige
ugrozene akutnim izlaganjem PAH su one koje
se brzo dele, kao §to su ¢elije kostne srZi, koZe i
pluénog epitela, dok su tkiva kod kojih se Ce-
lijske deobe odvijaju sporije manje podlozna
Stetnom dejstvu PAH.

Benzo[a]piren (BaP) je petoprsteno jedinje-
nje, najzastupljenije u atmosferi iz grupe PAH.
Pripada grupi 1 na IARC listi kancerogena (In-
ternational Agency for Research of Cancer). U
SAD je procenjeno da se godis$nje ispusti u atmo-
sferu oko 3000 t samo ovog jedinjenja (Vollhardt
i Schore 2004).

Benz[a]antracen (BaA) je kristalni, kancero-
geni PAH sastavljen od 4 kondenzovana benze-
nova prstena i komponenta je ukupnih
polinuklearnih aromati¢nih ugljovodonika u Zi-
votnoj sredini. Nalazi se u izduvnim gasovima,
duvanskom dimu i katranu i nastaje pri sagore-
vanju razlic¢itih organskih jedinjenja (IARC
20006).

Fitohemijskim istraZivanjima je utvrdeno da
kopriva sadrZi bioloski aktivne supstance, medu
kojima su taninska kiselina, kvercetin, miricetin i
elaginska kiselina. Ranija istraZivanja pokazuju
da ova jedinjenja smanjuju kancerogeno dejstvo
PAH (Das et al. 1987; Wood et al. 1982).

Cilj ovog istrazivanja je da se ispita da li ko-
priva ostvaruje protektivni efekat na éelije koje
su izloZene toksi¢nim koncentracijama BaP i
BaA.

Materijal 1 metode

Na osnovu rezultata pilot eksperimenta oda-
brane su koncentracije testiranih supstanci koje
su koris¢ene u daljem radu. Pomo¢u MTT i SRB
eseja ispitivano je protektivno dejstvo ekstrakta
koprive kroz kotretman ispitivanih PAH u
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toksi¢nim koncentracijama i kroz pretretman u
trajanju od 24 h pre izlaganja toksi¢nim koncen-
tracijama PAH.

HepG2 éelijska linija. HepG2 je kontinua-
Ina linija humanih hepatoma Celija koja je prvi
put izolovana iz hepatocelularnog karcinoma
jetre petnaestogodiSnjeg decaka. Po morfologiji,
to su epitelne adherentne ¢elije i rastu u vidu
jednog sloja zalepljene za podlogu. Ova Celijska
linija ne gubi osnovne funkcije i sadrZzi mnoge
enzime koji ucestvuju u transformaciji kseno-
biotika, Sto ih ¢ini pogodnim za toksikoloska i
ekotoksikoloska istrazivanja (Darroudi et al.
2004). Celije se kultivisu u Modified Eagle’s
Medium (MEM) sa dodatkom 10% govedeg
fetalnog seruma (FBS), 2 mM L-glutamina,
100 i.j./mL penicilina i 100 pg/mL streptomi-
cina, u vlaznoj sredini sa 5% CO, na temperaturi
od 37°C.

Testirane supstance. Etanolno-vodeni ras-
tvor lista koprive (Urticae folium) je nabavljen iz
Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif
Panci¢”. Citotoksi¢ni efekat etanolno-vodenog
rastvora lista koprive je ispitan u pilot eksperi-
mentu, tretmanom celija rastvorom u sledeé¢im
koncentracijama: 2%, 1%, 0.5%, 0.25%,
0.125%, 0.06%, 0.03%, 0.016%.

Ispitivani policikli¢ni aromatic¢ni ugljovodo-
nici, BaP i BaA, su testirani u pilot eksperimentu
u slede¢im koncentracijama: 1074 M, 10° M,
5x10°M, 10°M, 5x 107 M, 1077 M,
5% 10°M, 10° M.

Pilot eksperiment. Radi ispravnog odabira
koncentracija testiranih supstaci za eksperiment,
njihova citotoksi¢nost je prvo ispitana MTT i
SRB testom, u prethodno navedenom, Sirokom
opsegu koncentracija. Napravljeni su osnovni
rastvori BaP i BaA u 100%-nom etanolu u kon-
centraciji 107> M, a zatim su odabrane koncen-
tracije pravljene sukcesivnim razblaZivanjem u
medijumu. Odabrane koncentracije ekstrakta
koprive su postignute razblazivanjem vodeno-
-etanolnog rastvora u medijumu.

Eksperimentalni dizajn. Na osnovu rezul-
tata pilot eksperimenta, odabrana je najvisa kon-
centracija ekstrakta koprive koja nije pokazala
citotoksican efekat (0.25%), dok su koncen-
tracije koje su ispoljile najvecu toksi¢nost i IC50
koncentracije PAH koriséene u tretmanu. Ma-
ksimalna testirana koncentracija BaP je ujedno
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bila i IC50 koncentracija, pa je samo ona kori-
$¢ena u daljem radu (10~ M), dok je BaA testiran
u koncentracijama 107 M i 4.6 x 10° M.

Protektivno dejstvo ekstrakta koprive je ispi-
tivano na dva nacina. Prvi nacin je podrazume-
vao kotretman ekstraktom koprive i PAH u
odgovaraju¢im koncentracijama u trajanju od
24 h, nakon ¢ega su uradeni testovi citotoksic-
nosti. Pored toga, ispitivani su i efekti pre tret-
mana ekstraktom koprive u trajanju od 24 h,
nakon ¢ega su aplikovane odabrane koncentra-
cije BaP, odnosno BaA, u trajanju od 24 h.

Sadenje i tretman Celija. Celije su zasejane
u gustini 2 x 10* éelija/bunariéu u mikrotitar
ploce sa 96 bunara, u 0.1 mL MEM medijuma sa
dodatkom 10% FBS. Celije su tretirane nakon
adherencije na dno bunari¢a. U kotretmanu me-
dijum je zamenjen sveZim medijumom sa ek-
straktom koprive, BaP i BaA u odgovarajuéim
koncentracijama. Za tretman sa pretretmanom,
medijum je zamenjen sveZim medijumom sa
ekstraktom koprive, a nakon 24 h je medijum
odliven i zamenjen sveZim medijumom sa BaP i
BaA u odgovarajuc¢im koncentracijama, nakon
Cega su Celije inkubirane jo§ 24 h.

Testovi citotoksi¢nosti. MTT esej je test vi-
jabilnosti ¢elija, gde se ispituje sposobnost éelija
da redukuju tetrazolijumske soli (MTT) u plavi
formazan, aktivno$¢éu mitohondrijalne reduk-
taze. Po isteku eksperimentalnog tretmana, me-
dijum je odliven iz bunarica, i zatim u svaki
bunarié je dodato 100 uL MTT (koncentracije
500 pg/mL) i éelije su inkubirane na 37°C 3 h. Po
isteku inkubacije, medijum je temeljno odliven i
celije su lizirane pomocu 0.1 mL 0.04 M HCIl u
izopropanolu. Nakon inkubacije od 10 minuta,
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ocitane su vrednosti apsorbanci na 540 nm i 690
nm (referentna apsorbanca).

Za SRB esej, koji se zasniva na bojenju pro-
teina, nakon zavrSenog tretmana éelija u svaki
bunaric¢ je dodato 25 uL. 50% TCA direkno u
medijum nakon ¢ega su ploce inkubirane 1 h na
4°C. Ploce su isprane pet puta hladnom desti-
lovanom vodom i ostavljene na vazduhu da se
osuSe. Zatim je u bunarié¢e nasuto 50 uL 0.4%
rastvora sulforodamin B boje u 1% siréetnoj
kiselini i ploce su inkubirane 30 min na sobnoj
temperaturi. Plo¢e su isprane pet puta 1% sir-
¢etnom kiselinom, a zatim ostavljene da se osuse.
U svaki bunarié je dodato 100 pL 10 mM Tris
baznog rastvora (pH 10.5), a nakon 10 minuta
inkubacije, ocitane su vrednsoti apsorbanci na
talasnim duZinama 492 nm i 690 nm.

Prikazivanje citotoksi¢nog efekta. Proce-
nat citotoksic¢nosti i vijabilnosti je izracunat na
slededi nacin:

Citotoksi¢nost (%) =

_ 1 —apsorbanca uzorka
apsorbanca kontrole

100,

Vijabilnost (%) = 100 — citotoksi¢nost (%).

Rezultati 1 diskusija

Na osnovu rezultata MTT testa (slika 1) i
SRB testa (slika 2), kotretman ekstraktom kopri-
ve nije doveo do znac¢ajnih razlika u preZivljava-
nju Celija tokom tretmana odabranim toksi¢nim
koncentracijama BaP i BaA u trajanju od 24 h,
osim u slucaju tretmana IC50 koncentracijom
BaA.

I'

BaA IC 50

Slika 1. Prezivljavanje
hepatocita nakon 24 h
kotretmana ekstraktom koprive i
PAH u odabranim toksi¢nim
koncentracijama na osnovu
rezultata MTT testa. Eror-
-barovima oznacena je
standardna greska srednje
vrednosti.

Figure 1. Cell viability after

24 h cotreatment with nettle
extract and PAHs (dark grey),
based on MTT assay results.
Error bars represent the standard
error of mean.
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Slika 2. Prezivljavanje
hepatocita nakon 24 h
kotretmana ekstraktom koprive i
PAH u odabranim toksi¢nim
koncentracijama na asnovu
rezultata SRB testa. Eror-
-barovima oznacena je
standardna greska srednje
vrednosti. Zvezdicama je
oznacen statisticki znacajan
efekat tretmana (p < 0.001)

Figure 2. Cell viability after

24 h cotreatment with nettle
extract and PAHs (dark grey),
based on SRB assay results.
Error bars represent the standard
error of mean. Asterisks
represent the significant effect
of the treatment (p < 0.001).

Slika 3. Prezivljavanje
hepatocita nakon 24 h
pretretmana ekstraktom koprive
i tretmana PAH u odabranim
toksi¢nim koncentracijama u
trajanju od 24 h, na osnovu
rezultata MTT testa. Eror-
-barovima oznacena je
standardna greska srednje
vrednosti.

Figure 3. Cell viability after

24 h pretreatment with nettle
extract followed by 24 h
treatment with PAHs ((dark
grey), based on MTT assay
results. Error bars represent the
standard error of mean.

Slika 4. Prezivljavanje
hepatocita nakon 24 h
pretretmana ekstraktom koprive
i tretmana PAH u odabranim
toksi¢nim koncentracijama u
trajanju od 24 h, na osnovu
rezultata SRB testa. Eror-
-barovima oznacena je
standardna greska srednje
vrednosti.

Figure 4. Cell viability after

24 h pretreatment with nettle
extract followed by 24 h
treatment with PAHs (dark
grey), based on SRB assay
results. Error bars represent the
standard error of mean.
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Pretretman ekstraktom koprive u trajanju od
24 h nije ostvario protektivan efekat na celije
koje su nakon toga tretirane odabranim toksic-
nim koncentracijama BaP i BaA (slike 31 4).

Elaginska kiselina je u prethodnim istrazi-
vanjima prepoznata kao potencijalni inhibitor
kancerogenog efekta diol epoksida policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika. Ona direktno inte-
reaguje sa epoksidima, ¢ime se oni prevode u
bioloski neaktivne supstance (Wood et al. 1982).
Biljni fenoli kao Sto su kvercetin, miricetin i ta-
ninska kiselina, kao i jedinjenja njima sli¢ne
strukture, pokazali su inhibitorno dejstvo na aril
ugljovodoni¢nu hidroksilazu (CYP 1Al), ¢ime
je pokazano da smanjuju kancerogeni efekat
PAH (Das et al. 1987). Prisustvo navedenih sup-
stanci u ekstraktu koprive moZe objasniti njeno
protektivno dejstvo (Otles i Yalcin 2012).

Zastupljenost odredenih fenola u ekstraktu
zavisi od dela biljke iz kog se vr§i ekstrakcija,
kao i od njenog uzgoja (Otles i Yalcin 2012). Po-
Sto je u istraZivanju koriSéen etanolno-vodeni
ekstrakt lista koprive, moguce je da u njemu kon-
centracija aktivnih supstanci nije bila dovoljna za
ispoljavanje protektivnog dejstva. Iz navedenog
razloga trebalo bi analizirati sastav ekstrakata ra-
zlic¢itih delova biljke (koren, stablo, listovi), odre-
diti koncentracije aktivnih supstanci u uzorcima,
pa zatim uraditi eksperiment. Pored navedenog,
odustvo protektivnog dejstva moZze biti uzroko-
vano i greSkom pri izvodenju tretmana, zbog
¢ega bi bilo poZeljno ponavljanje eksperimenta.

Zakljucak

Kopriva je ispoljila protektivno dejstvo jedi-
no pri kotretmanu sa BaA koncentracije 46 uM.
Dalja istrazivanja bi trebalo usmeriti ka ispi-
tivanju potencionalnog protektivnog dejstva po-
jedinacnih bioloski aktivnih jedinjenja, koja se
nalaze u koprivi, kao i na utvrdivanje mehaniza-
ma kojima se ovo dejstvo ostvaruje.

Zahvalnost. Zahvaljujemo se dr Sonji Kaisa-
revi¢ i Dini Tenji iz Laboratorije za ekotoksi-
kologiju Prirodno-matematickog fakulteta u
Novom Sadu, na savetima, strpljenju, uloZenom
trudu i pomo¢i koju su nam pruZile i time omo-
gudile da sprovedemo ovo istraZivanje.
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Protective Effect Of Nettle Extract
on HepG2 Cell Line as a Hepatocyte
Model Treated with Benzo[a]pyrene
and Benz[a]anthracene

Polycyclic aromatic hydrocarbons are for-
med by the incomplete combustion of organic
matter and they represent significant contami-
nants of the environment. They are metabolized
in the liver, by the activity of cytochrome P450
monooxygenases (CYP), which converts them
into epoxides and then, in a more reactive form,
diol epoxides. Diol epoxides can interfere with
the cell cycle and induce cancerogenesis. Previ-
ous phytochemical studies showed that nettle
contains biologically active substances, such as
tannic acid, quercetin, mirycinin and elaginic
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acid. These compounds reduce the rate of the for-
mation of reactive metabolites of polycyclic aro-
matic hydrocarbons by inhibition of the aryl
hydrocarbon receptor. The aim of this research
was to investigate the potentially protective ef-
fect of nettle extract on hepatocytes treated with
cytotoxic concentrations of benzo(a)pyrene and
benz(a)anthracene. The HepG2 human hepato-
cellular carcinoma cell line was used as a
hepatocyte model. Based on the results of the pi-
lot experiment in which the cytotoxicity of
polycyclic aromatic hydrocarbons and nettle ex-
tract was tested in a wide range of concentra-
tions, 10™ M benzo(a)pyrene and 10~ M and 4.6
x 10~ M benz(a)anthracene were used for the
treatment. The nettle extract showed a protective
effect in the co-treatment with 4.6 x 107° M
benz(a)anthracene. The 24 hrs pre-treatment
with nettle extract did not increase the survival
rate of hepatocytes after treatment with the se-
lected cytotoxic concentrations of polycyclic ar-
omatic hydrocarbons. Further research should be
directed towards investigating the potential pro-
tective effect of biologically active compounds
present in the nettle extract, as well as the eluci-
dation of the mechanisms underlying their ef-
fects. v
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