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POVZETEK

V nalogi primerjamo bioloSko aktivnost ekstraktov sladkega pelina (Artemisia annua L.) ob
nanosu na humane ¢revesne epitelne celice. Surov rastlinski material je obdelan s superkriti¢cnim
CO: in nato ekstrahiran z ekstrakcijo po Soxhletu ali z ultrazvo¢no ekstrakcijo. Po dolocitvi
antioksidacijske ucinkovitosti ekstraktov in njihove koli¢inske vsebnosti izbranih spojin smo
vodne raztopine ekstraktov nanesli na celice HUIEC in preverili njihovo obnaSanje ob prisotnosti
raztopin. Najvisjo antioksidacijsko u€inkovitost so izkazali ekstrakti, ekstrahirani z uporabo topila
50 % etanola. Ob nanosu na ¢revesne celice pri razred¢ini 1:32 je ekstrakt, ekstrahiran z uporabo
uktrazvocne kopeli s 50 % etanolom, izkazal najpozitivnejsi u¢inek na povecano viabilnost celicne
kulture (126,26 %). Ugotavljamo, da so ekstrakti sladkega pelina z visokimi vrednostmi
antioksidacijske ucinkovitosti ob nanosu na humane crevesne celice HUIEC najbolj vzpodbujali

celi¢no rast.
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1 UVOD

Kitajska rastlina ginghao z latinskim imenom Artemisia annua L, v slovens¢ini poimenovana
enoletni ali sladki pelin, ze veC stoletij velja za eno najpomembnejSih zdravilnih rastlin v
tradicionalni kitajski medicini. Ta mocno diSeca rastlina je postala na Zahodu cenjena zaradi
vsebnosti artemisinina, aktivne spojine, nahajajoCe se v listih rastline, ki je zadnjih trideset let
predmet Stevilnih znanstvenih raziskav.! Artemisinin se je namre¢ izkazal za izjemno u¢inkovitega
pri zdravljenju malarije. Strokovna literatura poro€a, da je artemisinin ucinkovit proti vsem
okuzbam s paraziti rodu Plasmodium, prav tako kaze antikancerogene in fungicidne ucinke
(O'Neill s sod., 2010). Zaradi ucinkovitosti in vse pogostejSe rabe in vitro testov v medicinske
namene smo se v raziskavi odloc€ili nanesti ekstrakte rastline Artemisie annue L. na humane celice
in tako ovrednotiti njihove bioloske ucinke. V teoreti¢nem delu naloge podrobneje predstavljamo
aktivno komponeneto rastline Artemisie annue L., artemisinin, flavonoide, ki lahko delujejo kot
modulatorji oksidativnega stresa proti raku ter razvoj in pomen in vitro testov. V empiricnem delu
nalogeraziskujemo, kateri od fenolnih ekstraktov Artemisie annue L, pridobljenih z razlicnimi
metodami ekstrakcije in z uporabo razli¢nih organskih topil, bo ob nanosu na humane celice

1zkazali biolosko aktivnost.

1.1 NAMEN RAZISKAVE

V nalogi raziskali bioloSko aktivnost razli¢nih fenolnih ekstraktov Artemisie annue L. ob nanosu
na humane celice. Surov rastlinski material bo obdealan s superkriticnim CO», z namenom, da iz
vzorcev izlo¢imo nepolarne oz. lipofilne snovi. Za izolacijo fenolnih ekstraktov iz obdelanega
materiala bodo izvedene razlicne metode ekstrakcije. Pri prvi metodi, ekstrakcija po Soxhletu,
bomo primerjali razlike med u¢inkovitostjo dveh topil: metanola in 50 % etanola. Druga metoda
bo ekstrakcija aktivnih spojin z uporabo ultrazvo¢ne kopeli. Dobljene ekstrakte bomo raztopili v
metanolu in vodi ter opravljali analize na vsebnost katehina, klorogenske kisline in artemisinina
ter dolocili antioksidacijsko u¢inkovitost (AOU) s stabilnim prostim radikalom 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil (DPPH). Ekstrakte, raztopljene v vodi, bomo nato v nanesli na ¢revesne epitelne

! Ce v iskalno vrstico spletne strani PubMed vnesemo geslo artemisinin, ugotovimo, da je bilo v zadnjih petih letih s
to kljuéno besedo objavljenih 2869 ¢lankov.



celice, da preverimo obnaSanje celic v prisotnosti raztopin ter s tem dolocili varnost ekstraktov za

preoralno uporabo.

1.2 RAZISKOVALNO VPRASANIJE

Temeljno raziskovalno vprasanje naloge je, kateri ekstrakt Artemisie annue L., pridobljen z
razliénimi metodami ekstrakcije (z ekstrakcijo po Soxhletu z uporabo metanola ali 50 % etanola
ali z ekstrakcijo z uporabo ultrazvo¢ne kopeli), bo ob nanosu na humane celice izkazal najvecjo
biolosko aktivnost (tj. kateri ekstrakt doloceno antioksidacijsko uc¢inkovitostjo, bo izkazal najvecjo

mero varnosti ter u¢inkovitosti ob nanosu na celi¢no kulturo),

1.3 HIPOTEZE

Na osnovi opredelitve problema smo postavili naslednje hipoteze:

ey

kot ekstrakti ekstrahirani z metanolom.

Razlaga hipoteze:

Temperatura vreliS¢a se zanemari pri ultrazvo¢ni ekstrakciji, saj vse ekstrakcije potekajo pri enaki
temperaturi. Predpostavljamo, da bo izkoristek vi§ji pri uporabi 50 % etanola, ker se bodo

ekstrahirale tako polarne kot tudi nepolarne snovi.

2. hipoteza: Socasno pri ekstrakciji po Soxhletu ekstrakti pridobljeni z metanolom izkazujejo visji
izkoristek kot ekstrakti, pridobljeni s topilom 50 % etanol.

Razlaga hipoteze:

Metanol doseze temperaturo vrelisca pri 64 °C, etanol pri temperaturi 78 °C, voda pa pri 100 °C.
1z tega sklepamo, da bo v primeru Soxhlet ekstrakcije z uporabo metanola poteklo ve¢ ciklov, kot

pri uporabi 50 % etanola, posledi¢no bo izkoristek visji.

3. hipoteza: Vec snovi z visoko antioksidacijsko ucinkovitostjo je ekstrahiranih z ultrazvocno
ekstrakcijo, pri kateri je kot topilo uporabljen 50 % etanol.

Razlaga hipoteze:

10



Predvidevamo, da se bodo v primeru ultrazvocne ekstrakcije s 50 % etanolom ekstrahirale polarne

in nepolarne komponente.

4. hipoteza: Pri analizi s tekocinsko kromatografijo z masno spektrometrijo metanolne raztopine
ekstraktov izkazujejo vecjo vsebnost katehina, klorogenske kisline in artemisinina.

Razlaga hipoteze:

Fenolne snovi so spojine, katerih polarnost je blizja polarnosti metanola kakor vode.

5. hipoteza: Vzorci, ki izkazujejo najvi§jo antioksidacijsko ucinkovitost, izkazujejo tudi najvecjo
vsebnost katehina, klorogenske kisline in artemisinina.

Razlaga hipoteze:

Glede na rezultate lanske raziskave (Koletnik, 2018) in druge literature predvidevamo, da
antioksidacijska ucinkovitost v veliki meri izvira iz fenolnih spojin, med katere spadata tudi

klorogenska kislina in katehin ter artemisinina.

6. hipoteza: Ekstrakti z najvi§jo vsebnostjo fenolov vzpodbujajo rast celi¢ne kulture HUIEC bolj
kakor ekstrakti, katerih antioksidacijska ucinkovitost je nizja.

Razlaga hipoteze:

Oksidacijska reakcija lahko vodi do nastanka prostih radikalov, ki verzino reagirajo in lahko
poskodujejo celice. Antioksidanti so spojine, ki oksidacijo zavirajo, zato nas zanima
antioksdicaijska uc¢inkovistost ekstraktov, tj. zmoznost prepre¢evanja nastanka prostih radikalov.
Predpostavljamo, da bodo torej (med drugim tudi) antioksidacijsko ucinkovitejs$i ekstrakti

vzpodbujali celi¢no rast.

1.4 METODE DELA

V nalogi bomo najprej preucili rastlino Artemisia annua L., njeno aktivno spojino artemisinin,
fenolni spojini katehin in klorogensko kislino, ki sta bili izbrani glede na rezultate tekocinske
kromatografije visoke loclijvosti opravljene v sklopu lanske raziskave (Koletnik, 2018). Zaradi
aplikacije pridobljenih ekstraktov na celi¢ne kulture, se bomo posvetili tudi tako imenovanim in

vitro testom. V empiri¢nem delu bomo uporabili naslednje metode: obdelava surovega materiala
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z uporabo superkriticnega CO», ekstrakcijo po Soxhletu, ekstrakcijo z uporabo ultrazvocne kopeli,
z uporabo prostega radikala DPPH bomo dolocili antioksidativno ucinkovitost pridobljenih
ekstraktov, ekstrakt bomo analizirali z uporabo analizne metode tekocCinske kromatografije z

masno spektrometrijo ter ekstrakte v izbranih koncentracijah nanesli na humane ¢revesne celice.

2 TEORETICNI DEL

V teoreti¢nem delu bomo opravili pregled literature v povezavi z izbrano rastlino, Artemisie annue
L. ali sladkega pelina, njene aktivne komponente artemisinina, flavnoidov ter pomena in vitro

testov pri testiranju bioloskih u¢inkov novih ekstraktov.

2.1 ARTEMISIA ANNUA L (SLADKI PELIN)?

Rastlina ginghao z latinskim imenom Artemisia annua L. in slovenskim imenom sladki ali enoletni
pelin ze vec stoletij velja za klju¢no rastlino kitajske medicine. Rod Artemisia po Mali flori
Slovenije (1999) spada v druzino nebinovk (Asteraceae). Rod zajema Stirinajst rastlinskih vrst
(prav tam: 570-571), med drugim tudi Artemisio absinthium, ki se je do leta 1920 uporabljala za
pripravo mocne in aromati¢ne Zgane pijace z visoko vsebnostjo alkohola (absint), in Artemisio
dracunculus, znanao tudi kot pehtran, ki se danes uporablja kot za¢imba. Ceprav obe rastlini
vsebujeta artemisinin, so raziskave pokazale, da visoke koli¢ine te u€inkovine vsebuje le Artemisia

annua L (Tu, 2017).

2 Podpoglavje 2.1 je povzeto po Koletnik, 2018 (19-27)
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SLIKA 1: ARTEMISIA ANNUA L.

2.1.1 KEMIJSKA SESTAVA LISTOV ARTEMISIE ANNUE L

Kemijska sestava listov sladkega pelina je prikazana v preglednici 1. Vidimo, da je delez hranilnih
snovi, mascob in beljakovin manjsi od deleza nehranilnih snovi, kot sta fitan in tanin. Vsebnost
pepela, nastalega med susenjem, nakazuje veliko koli¢ino anorganskih mineralov. Z razli¢nimi
metodami je bila potrjena tudi prisotnost skupnih fenolov, flavnoidov in antioksidantov (Igbal et

al, 2012).

PREGLEDNICA 1: KEMIJSKA SESTAVA LISTOV SLADKEGA PELINA (ARTEMESIA ANNUA L.) (IQBAL ET
AL, 2012)

Snov Koli¢ina (% suhe mase)
Pepel 7,5

Oglijkovihidrati | 8,3

Mascobe 6,07

Vlaknine 14,2

Tekocine 11,4
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Proteini 24,37 mg/100 g
Fitat 140,4 mg/100 g

Skupni tanini 0,61 mg/100 g
Vitamin B 2,74 mg/100 g

V raziskavi je predstavljeno, da je glavna sestavina ekstraktov listov sladkega pelina kafra (48 %),
sledi cineol (9 %), artemisinina je relativno malo — 2,7 %. Avtor pravtako poroca, da so izkoristki

ekstrakcij obicajno zelo nizki — od 0,4 % do 4,0 %.

2.1.2 ARTEMISININ

Leta 1971 je raziskovalna skupina kitajske znanstvenice Youyou Tu iz listov Artemisie annue L.
uspesno izolirala spojino, ki je izkazala 100 % ucinkovitost pri zaviranju Sirjenja plazmodijev.
Leta 1972 so iz prej omenjenega ekstrakta izolirali seskviterpen lakton. Sprva so ga imenovali
quinghasou, kasneje pa so ga po rodu Artemisija preimenovali v artemisinine (angl. Artemisinine).
Ker je koncnica “ine” rezervirana za poimenovanje duSikovih spojin, npr. alkaloidov in
aminokislin, ta spojina pa dusSika ne vsebuje, so ga v okviru Chemical Abstracts preimenoval v

artemisinin (Tu, 2017).

CHs

SLIKA 2: STRUKTURNA FORMULA ARTEMISININA

Zaradi svoje specifi¢ne strukture, razvidne iz slike 2, in vsebnosti aktivnih kisikovih funkcionalnih
skupin, kot so peroksi, acetal, ketal in lakton, se njegov mehanizem delovanja, ki po treh desetletjih
raziskav Se ni povsem pojasnjen, razlikuje od vseh do sedaj znanih antimalarikov (Tu, 2017).
Artemisinin v parazitovo celico vstopi z veziklom, ki povezuje parazitsko membrano z eritrocitom,
kar je vzrok za selektivno toksicnost, saj artemisinin veliko bolj u¢inkuje na parazitske celice kot

na Cloveske (Starkl, 2012). Bioaktivacijo artemisinina sprozi dvovalentno zelezo, ki je lahko del
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hema ali pa je prosto v intercelularni tekoc¢ini. Mehanizem delovanja artemisinina opisujeta
radikalni in ionski model, oba pa vodita do nastanka radikalov (O'Neill et al., 2010).

Prvo hipotezo o delovanju artemisinina preko hema v hemoglobinu so znanstveniki izoblikovali
na osnovi delovanja endoperoksida, ki je klju¢nega pomena za antimalarijsko delovanje
artemisinina. Endoperoksid “aktivira” Fe** ione, ki so skoncentrirani v hemu, in tako unici
parazitne beljakovine (Meshnick, 1993). Glavna ugotovitev, ki podpira to hipotezo, je, da lahko
artemisinin reagira s hemom tako in vitro kot tudi in vivo (Pandey, 1999). Ker se po hemolizi
okuzenih rdec¢ih krvnick sprosti v kri hemozoin, ni mogoce sklepati, da se interakcija med
artemisininom in hemom dogaja izklju¢no znotraj eritrocitov (Eckstein-Ludwig, 2003).

Vezava na Fe?" sprozi razpad endoperoksidnega mostu, kjer se nastali radikali premestijo v

primarne in sekundarne ogljikove radikale. (Glej sliko 3.)

artemisinin

sekundarni C-radikal

SLIKA 3: MODEL REDUKTIVNEGA RAZPADA ARTEMISININA DO REDUKTIVNIH VRST (STARKL, 2012)

Artemisinin ima lahko tudi citotoksicne ucinke. Na podlagi nevtralizacije njegovega
citotoksicenga citotoksi¢nega ucinka apreko dodatka monoklonskega protitelesa proti trasferinu,
lahko sklepamo, da je slednji klju¢no povezan s tem u¢inkom. Transferrin je protein, ki prenasa
zeleo po krvi in ia klju¢no vlogo pri uravnavanju koncentracije prostega Zeleza. To je Se en namig
za specificnost celi¢nih u€inkov, povezanih z Zelezom. Ugotovili so, da tumorske celice izrazajo
bistveno ve€ receptorja transferina na svoji povrsini kot normalne celice, kar kaze, da bi lahko
zelezo in transferin vsaj deloma spodbudila citotoksi¢nost artemisinina pri delovanju na tumorske
celice. Znano je, da rakaste celice vsebujejo ve¢ Zeleza kot normalna tkiva, namrec¢ hitro rastoci

tumorji potrebujejo ucinkovito preskrbo s hranilnimi snovmi, kar posledi¢no vpliva na moc¢no
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razvejano krvozilje. Tako je vsaj delno pojasnjeno, zakaj zdravila tipa artemisinin v vecji meri
unicujejo rakaste celice kot normalne celice. Kompleksi transferin-zelezavztopijo v celico preko
receptorja za transferin (tj. s procesom endocitoze). Izrazanje kompleksa je visoko v tumorjih,
vendar nizko v normalnih tkivih in omejeno na nekaj mest, hepatocitov, testisov, hipofize. Zato je
vredno raziskati, ali lahko omenjeni kompleksi sluzijo kot biomarkerji za napovedovanje

odzivnosti tumorjev na zdravila tipa artemisinin (Efferth, 2017).

2.1.2.1 IZOLACIJA ARTEMISININA

Leta 1975 so na ICMM-CACMS? dolo¢ili kemijsko strukturo artemisinina, kar je omogocilo
napredek v raziskovanju njegovih fizikalnih in kemijskih znacilnosti. Na podlagi izsledkov
raziskav je priSlo do napredka tako na tehnoloskem podrocju kot tudi pri metodah ekstrahiranja te
spojine.

Pri ekstrakciji artemisinina se sooamo z dvema velikima tezavama. Vsebnost spojine v listih
Artemeisiae annuae L. je nizka, zaloga rastline, dostopna za raziskovalne namene, pa je omejena.
Drugi problem predstavlja dejstvo, da se aktivne komponente med ekstrakcijo spros¢ajo v medij
pocasi, kar zniza izkoristek, hkrati pa se zaradi daljSega poteka ekstrakcij zviSuje njihova cena (Tu,
2017).

Ekstrakcije z uporabo organskih topil potekajo v ekstraktorju Soxhlet. Kot topilo se lahko izberejo
topila z nizko polarnostjo, kot so eter, aceton in petroleter, pri ¢emer je slednji pokazal najboljse
rezultate (Brown, 1994; Klayman, 1984).

Ekstrakcija s pomoc¢jo mikrovalovne pecice (MAE) je relativno nova metoda ekstrahiranja, ki
zdruzuje mikrovalovno pecico in tradicionalno ekstrakcijo z organskimi topili. V. MAE se
ekstrakcija pojavlja kot posledica sprememb celicne strukture, ki jo povzrocajo mikrovalovi.
Uporaba mikrovalov za segrevanje topil in rastlinskih tkiv povecuje kinetiko ekstrakcije, s cimer
skrajSamo Cas ekstrakcije, zviSamo stopnjo ekstrakcije, zmanjSamo stroske ekstrakcije in porabo
topila (Hao,2002).

Superkriti¢na ekstrakcija (SFE) je postopek loevanja ene komponente od druge z uporabo
superkriticnih teko€in kot ekstrakcijskega topila. Metoda je primerna za ekstrakcijo nepolarnih

komponent ali pa za odstranitev nezelenih snovi iz materiala. Kot superkriti¢na tekocCina se

3 Institute of Chinese Materia Medicine, China Academy of Chinese Medical Sciences.
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najpogosteje uporablja COz. Pogoji ekstrakcije pri uporabi ogljikovega dioksida presegajo kriticno
temperaturo 31 °C in kritiéni tlak 74 barov (Knez in Skerget, 2003). Ge (2000) navaja, da lahko
hitrost ekstrakcije artemisinina zelo dobro usmerjamo z izbiro prave temperaturne in tlaka.
Primerjava MAE, superkriti¢ne in ekstrakcije po Soxhletu je pokazala, da absolutni etanol ali

kloroforom nista primerni topili (Hao, 2002).

2.1.2.2 DERIVATI ARTEMISININA

Za medicinske namene se uporabljajo trije derivati artemisinina: artemeter, artesunate in

dihidroartemisinin. Za njihovo delovanje je odloc¢ilna endoperoksidna skupina, oznacena na sliki.

..p .l\\.o\
090 0- &
O :

(0]
u3 U4 us
aktiven neaktiven aktiven neaktiven aktiven

SLIKA 4: BIOLOSKO AKTIVNI IN NEAKTIVNI ANALOGI ARTEMISININA (STARKL, 2012).

Prvo generacijo predstavljajo eterski, esterski in karboantni derivati dihidrioartemisinina, katerih

predstavnika sta artemeter in arteeter.

Artemeter

SLIKA 5: STRUKTURNA FORMULA ARTEMETRA

Artemeter je eter, pridobljen iz dihidroartemisinina. Spojina je topna v olju, v velikih

koncentracijah se nahaja predvsem v arasSidovem olju. Aktivno deluje proti okuzbam s paraziti vrst
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P. vivax in P. falciparum, vro€ino, ki jo povzroci slednji parazit, pomaga preboleti med tridesetimi
in Stiriinosemdesetimi urami. Artemeter uspesno deluje tako in vitro kot tudi in vivo (Kyu, 2009).
V organizem se vnese intravenozno. Ker se absorbira zelo pocasi, vrh koncentracije v krvi doseze
Sele v roku Sestih ur. Intravenozna terapija z artemetrom sprva zahteva zauzitje 3.2 mg/kg, nato pa
dnevno po 1.6 mg/kg. Poteka lahko najve¢ sedem dni oziroma dokler pacient ne more zdravil
zauziti peroralno. Kljub temu, da so terapije z artemetrom ucinkovitejSe od terapij s kininom, je
slednji Se zmeraj prva izbira. Injekcije artemetra se tako uporabljajo le v primerih, ko se terapija s

kvininom odsvetuje ali pa je parazit nanj odporen (White, 2013).

Artesunat

SLIKA 6: STRUKTURNA FORMULA ARTESUNATA

Artesunat je spojina, topna v vodi. Uporablja se pri zdravljenju hudih oblik malarije, katere
povzrocitelji so paraziti P. ovale in P. malarie. Artesunat se najveckrat uporablja v kombinaciji z
drugimi spojinami. V organizem vstopi intravenozno, vsebina injekcije mora biti pripravljena tik
pred uporabo in ne sme biti motna. Pripravi se z dodatkom 5 %-raztopine natrijevega
hidrogenkarbonata (za razredCitev se uporablja 5 %-fizioloska raztopina). Zauzije se lahko tudi
oralno, sprva 5 mg/kg, nato pa enkrat dnevno 2.5 mg/ kg. Snov hidrolizira preden vstopi v krvni
obtok (White, 2013). Nevrotoksi¢nost ni bila opazena, pogost nezeleni ucinek zdravljenja pa je

vrocina, ki je ne smemo zamesati z vrocino, ki je posledica malarije.
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Dihidroartemisinin

SLIKA 7: STRUKTURNA FORMULA DIHIDROARTEMISININA

Dihidroartemisinin je aktiven metabolit, ki se nahaja v artemisininu in v vseh njegovih derivatih,
uporablja pa se tudi kot samostojno zdravilo, najpogosteje v kombinaciji s piperkvinom. Omenjena
kombinacija zdravil je po ucinkovitosti enakovredna, v tretji fazi testiranja v Afriki je pokazala

celo boljse rezultate kot terapija z artemetrom (White, 2013).

2.1.2.3 UPORABA ARTEMISININA V MEDICINSKE NAMENE

Danes je znano, da artemisinin u¢inkovito deluje proti vsem okuzbam s paraziti rodu Plasmodium.
Zdravilo je Se posebej koristno pri zdravljenju okuzb, ki vkljuCujejo parazite, odporne proti
klorokinu in kininu. Trenutno potekajo tudi zgodnje faze testiranja artemisinina za zdravljenje
rakavih obolenj. Predvideva se, da ko peroksidni lakton pride v stik z visokimi koncentracijami
zeleza v rakastih celicah, postane molekula nestabilna in pri¢ne sproscati reaktivne kisikove
radikale. Dokazano je bilo, da zmanjSa angiogenezo in spros¢anje rastnega faktorja v nekaterih
tkivnih kulturah (Ferreira, 2007). Artemisinin se lahko zauzije preoralno, intramuskularno ali kot
svecka (supozitorij). Najvisjo koncentracijo v krvi doseze nekaj ur po zauzitju. Deluje zelo hitro,
tako da Stevilo parazitov zniza ze v prvih nekaj dneh po pricetku zdravljenja. Kot izjemno
ucinkovit se je izkazal derivat artemisinina, imenovan artezunat, ki ga je mogoce injicirati
intravenozno, kar pomeni, da takoj vstopi v krvni obtok. Uporablja se pri zdravljenju cerebralne
malarije, akutne oblike bolezni, za katero je znacilno hitro Sirjenje parazitov v moZzgane in ki

povzroéi smrt v 72 urah po okuzbi, e se pacient ne zdravi®.

4 Vir: https://www.britannica.com/science/artemisinin; pridobljeno 27. 8. 2017.
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2.2 FENOLI

Fenoli predstavljajo najvecjo skupino rastlinskih sekundarnih metabolitov, ki se medsebojno
razlikujejo po velikosti in kompleksnosti strukture. Naravni fenoli so lahko enostavne molekule,
kot so fenolne kisline, ali pa visoko polimerizirane spojine, kot so tanini. Osnovni skelet
predstavlja benzenski obro¢ na katerega je vezana vsaj ena hidroksilna skupina (-OH) (Kale, 2008;

Robbinson, 2003). Glede na kemijske lastnosti jih delimo na tri vecje skupine (glej sliko 8):

e polifenoli (tanini in flavnoidi),
e preprosti fenoli (fenolne kisline)

e in v skupino razno.

Phenolics
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SLIKA 8: RAZDELITEV FENOLOV GLEDE NA KEMIJSKE LASTNOSTI (NIJVELDT, 2001)

V nadaljevanju bomo na kratko predstavili fenolne kislin ter flavnoide, saj so klju¢ni za nadaljnje
razlage. Glede na rezultate tekocinske kromatografije, ki smo jo opravili v sklopu lanske raziskave

(Koletnik, 2018), smo katehin in klorogensko kislino dolo¢ili kot poglaviti komponenti ekstraktov

Artemisie annue L.
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2.2.1 FENOLNE KISLINE

Fenolne kisline so kemijsko definirane kot karboksilni derivati fenolov. Delijo se na dva SirSa
razreda: hidroksilcinamicne in hidroksilbenzoi¢ne kisline. V skupino fenolnih kislin pogosto

klsificiramo tudi analoge aldehidov, kot na primer vanilin.
Klorogenska kislina

Klorogenska kislina je trivialno ime, ki se uporablja za opredelitev glavne fenolne spojine v kavi,
estra kofeinske kisline in (-) - kininske kisline, lahko tudi feruli¢ne ali kumarinske kisline.
Strukturna formula klorogenske kisline je prikazana na sliki 9. Klorogenska kislina je vmesni

metabolit pri sintezi lignina, v velikih koncentracijah se nahaja v kavi.

HQ CO,H

OH
OH

SLIKA 9: STRUKTURNA FORMULA KLOROGENSKE KISLINE (WIKIPEDIA, 2018)

Klorogenska kislina in njeni derivati so pogosto preucevani zaradi svojih bioloskih in kemijskih
lastnosti. Dokazana je bila antioksidativna aktivnost kafeoilkinske kisline, dikafeoilkinska kislina

je pokazala mo¢no inhibitorno aktivnost proti encimom integraze (Trugo, 2003).
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2.2.2 FLAVONOIDI

Flavonoidi je skupno ime za aromati¢ne spojine s petnajstimi ogljikovimi atomi in tremi obroci
(C6-C3-C6). Vec kot 4.500 razlicnih flavonoidov je bilo izoliranih iz rastlin, po velikosti so malce

vecji od kvinonov in se nahajajo v vseh vaskularnih rastlinah.
Katehin

Katehin sestavljata dva benzenska obroca in dihidropiranski heterocikel, kjer je na tretjem
ogljikovem atomu vezana hidroksilna skupina, skeletna formula je predstavljena na sliki 9.
Molekula vsebuje dve kiralni sredis¢i, na ogljikovem atomu 2 in 3, kar pomeni, da ima Stiri
diastereoizomere. Dva, ki sta trans konfigurirana, se imenujeta katehin, druga dva, ki sta cis
konfigurirana, pa epikatehin. Najpogostejsa stereoizomera sta (+) — katehin in (-) - katehin ali ent-
katehin, med seboj jih lo¢imo s polarimetrijo. Tako katehin kot epikatehin sta osnovni enoti

proantocianidov, vrste taninov.

OH

H W
© O OH

OH

SLIKA 10: STRUKTURNA FORMULA KATEHINA (WIKIPEDIA, 2018)

Prisoten je v rastlinah, sadju, zelenem c¢aju, vinu, kakavu in mnogih drugih izdelkih naravnega
izvora. Njegovo antioksidacijsko delovanje je bilo dokazana z in vitro, kot tudi in vivo testi. Vpliva
na molekularne mehanizme, ki sodelujejo pri angiogenezi, razgradnji zunajcelicnega matriksa, pri
mehanizmih, ki regulirajo celi¢no smrt in odpornost na zdravila proti raku. Pozitvna korelacija je
bila opaZena med porabo zelenega ¢aja in kardiovaskularnim zdravjem, kar se pripisuje se

katehinovim antioksidativnim, antitrombogenim in protivnetnim u¢inkom (Tao, Lambert, 2014).
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2.3 IN VITRO TESTIRANIJA

Zaradi u¢inkovitosti in vse pogostejSe rabe in vitro testov v medicinske namene smo se v raziskavi
odlocili nanesti ekstrakte rastline Artemisie annue L. na epitelne Crevesne celice, saj smo zeleli
preuciti njihovo biolosko aktivnost.

Pri eksperimentiranju v grobem lo¢imo med in vitro ter in vivo modeli. Slovar slovenskega
knjiznega jezika in vitro ( < lat. vitrium ‘steklo’) definira kot “ki poteka zunaj zivega organizma,
navadno \% epruveti ali drugi laboratorijski posodi”
(https://fran.si/iskanje? View=1&Query=in+vitro; pridobljeno 15. 1. 2019), prikazan na sliki 11, in
vivo ( < lat. wvivus ‘ziv’) pa kot “ki poteka znotraj zivega organizma”
(https://fran.si/iskanje?View=1&Query=in+vivo; pridobljeno 15. 1. 2019).

Celicne kulture, pridobljene iz razli¢nih ¢loveskih ali zivalskih tkiv, se trenutno uvr$¢ajo med
najboljSe izbire pri opravljanju bioloskih raziskav in ugotavljanju toksi¢nosti. /n vitro testni
sistemi, ki se uporabljajo za vrednotenje sprememb v bioloskih procesih z uporabo celic, celi¢nih
linij ali dolocenih celi¢nih komponent, imajo klju¢no vlogo pri vzpostavljanju in vitro metodologij
za diagnosticiranje in zdravljenje dolo¢enih obolenj. /n vitro toksikoloski testi ne omogocajo samo
globljega razumevanja celi¢ne aktivnosti, marvec tudi pomagajo izboljsati in povecati u¢inkovitost
terapij, hkrati tudi zmanjSujejo testiranje z uporabo in vivo modelov, pri ¢emer se ravnajo po

nacelih treh R-jev (Shingatgeri, 2018).

SLIKA 11: PRIMER IN VITRO TESTA
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Nacela 3R (anglesko: replacement, refinement and reduction) uveljavljajo zmanjSanje, izboljSanje
ter nadomestne alternative eksperimentiranju z uporabo Zivali, z namenom premostiti globel med
in vivo testi toksi¢nosti baziranimi na zivalih, in novimi in vitro metodami, baziranimi na celi¢nih

in tkivnih kulturah. Predstavitev nacel 3 R (Srivastava et al, 2018):

e Prvi R, angl. reduction ali zmanjSanje, se nanasa na zniZevanje Stevila zivali, ki se
uporabljajo za poskuse. Morebiten primanjkljaj podatkov, ki bi se izkazal kot posledica

zmanjSanega Stevila zivali, je potrebno ublaziti z izsledki in vitro raziskav.

e Drugi R, angl. refinement ali izboljSanje, se nanasa na zmanjSevanje trpljenja in travm, ki
jih dozivljajo zivali, izpostavljene poskusom. Priporoc¢a se uporaba tistih zivalskih vrst, ki
se na filogenetski lestvici nahajajo nizje. S tehniko izboljSevanja lahko tako dosezemo

zmanjSanje ali (vsaj delno) zamenjavo zivalskih vrst.

e Tretji R, angl. replacement ali nadomesc¢anje, se nanasa na uporabo raziskovalnih tehnik,
ki ne vklju€ujejo zivali, ampak temeljijo na uveljavljenih celi¢nih linijah ter proliferaciji

celi¢nih kultur in tkiv. S tem se izognemo poskusom na Zivalih za namene razli¢nih Studij.

In vitro testiranja se najpogosteje izvajajo med razvojem novih zdravil, ko raziskovalci poskusajo
razumeti pogosto zapletene procese bolezni in/ali mehanizme delovanja zdravil na celi¢ni in
molekularni ravni. Tako se npr. na podroc¢ju biotehnologije celi¢ne kulture v veliki meri
uporabljajo pri razvijanju specifi¢nih in manj tveganih cepiv in biolosko podobnih snovi po vzorcu
bioloskih molekul, kot npr. inzulin. Prav tako zagotavljajo potrebne podlage za nekatera bioloska
testiranja, kot je npr. testiranje ucinkovitosti in potentnosti cepiv ter odkrivanje nezazelenih spojin
v konénih produktih. Dokazano je, da so in vitro testi, pri katerih se uporabljajo mikroorganizmi
ali ¢loveske oz. Zivalske celi¢ne linije, pripomogli k identificiranju in ugotavljanju genotoksi¢nosti
kemikalij ter k predvidevanju akutnih lokalnih toksi¢nosti ksenobiotikov. V studijah in vitro, ki
preucujejo toksi¢ne ucinke, se uporabljajo razlicne jetrne, ledvicne, pljucne, sréne in mozganske

celicne vrste (Stacey, 2004).
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Ob tem pa je potrebno opozoriti tudi na dejavnike tveganja ob delu s kulturami. Najpomembnejsi
ovirajo¢ dejavnik, je celovitost celi¢ne linje z nespremenjenimi primarnimi karakteristikami celic
tkiva, od koder so bile izolirane (ohranjen fenotip). Te se namre¢ ohranijo samo, ¢e ne pride do
kontaminacije z mikroorganizmi ali drugimi celi¢nimi kulturami. Do kontaminacije najpogosteje
prihaja med nesterilnimi postopki dela. Tvegano je tudi ravnanje s citotoksi¢nimi kemikalijami in

hitroprodornimi topili, kot sta tekoci dusik in COs.

Z raziskavo bomo nadaljevali, saj zelimo preuciti u€inkovitost ekstraktov rastline Artemisie annue
L. na rakastih kulturah. V ta namen bomo prav tako uporabili in vitro model, in sicer model raka
Crevesja, na katerem bomo testirali razli¢ne bioloske ucinke pripravljenih ekstraktov. Obstojeci in
vitro modeli raka, so se Ze izkazali kot nepogresljivo orodje za identifikacijo rakotvornih snovi,
razvoj novih terapij raka, pregled u¢inkovitosti obstojecih uc¢inkovin za ta namen ter zagotavljanje

vpogleda v molekularne mehanizme rasti tumorjev in metastaziranja.
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2.4 METODE

V sklopu poglavja bodo predstavljene analiticne kemijske metode, uporabljene v empiri¢nem delu

naloge, in priprava celi¢ne linije.

2.4.1 EKSTRAKCIJE

2.4.1.1 SUPERKRITICNA EKSTRAKCIJA®

Ekstrakcija iz trdnih delcev s superkriti¢nimi teko¢inami (fluidi) — SFE® je ena najpogostejsih
aplikacij superkriti¢nih teko€in, zato ni presenetljivo, da je ekstrakcija s superkriticnim CO; v
zadnjih dvajsetih letih eden najbolj uveljavljenih industrijskih procesov za pridobivanje naravnih
produktov visokih vrednosti. Z njo pridobivamo ekstrakte hmelja, brezkofeinsko kavo in ¢aj,
zeliSEne in zaCimbne ekstrakte ter Stevilne ekstrakte zdravilnih zelis¢. CO» je zelo selektivno topilo
za nepolarne oz. lipofilne snovi, zato ga ne moremo uporabiti za ekstrakcijo biomase z visokim
delezem vlage. Posledi¢no morajo biti surovi materiali pred ekstrakcijo posuseni in zmleti. Susenje
in mletje imata izjemno velik vpliv na kon¢ni izkoristek (maso ekstrakta), saj znizata razgradnjo

ekstrakta (Catchpole et al., 2012).

2.4.1.1.1 VISOKOTLACNA EKSTRAKCIJA NA PILOTNI APARATURI UHDE

Na sliki 12 je prikazana procesna shema aparature namenjene superkriticni ekstrakciji v t. i.
pilotnem merilu. Fluid, ki tece skozi filter F1 in se ohladi ter kondenzira v kondenzatorju K1, stece
v rezervoar. Na poti do visokotlacne membranske crpalke, s pomocjo katere vzpostavimo zeljen
delovni tlak, se med tokom skozi toplotni menjalnik E3 dodatno ohladi do 0 °C. Po vzpostavitvi
tlaka se fluid v topolotnem menjalniku greje na delavno temperaturo in tece nato v enega izmed
ekstraktorjev C1 (4 L) ali C2 (1 L), ki je bil predhodno napolnjen s poljubno koli¢ino surovega
materiala, ki ga Zzelimo ekstrahirati. Topljenec se raztopi v topilu (CO2). Separacija komponent

poteka v separatorju S1. CO; upari. Topljenec se izlo¢, lahko ga vzamemo skozi ventil na dnu

5 Povzeto po Koletnik, 2018
6 angl. Supercritical fluid extraction (ekstrakcija s superkriti¢nimi fluidi)
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separatorja. Preostali CO; teGe skozi filter v kondenzator in rezervoar, kjer se reciklira (Skerget et

al., 1998).

SLIKA 12: SHEMA PILOTNE APARATURE ZA EKSTRAKCIJO - UHDE (SKERGET
ET AL., 1998)

2.4.1.2 EKSTRAKCIJA PO SOXHLETU

Za ekstrakcijo iz trdnih zmesi pogosto uporabljamo ekstrakcijski aparat po Soxhletu, ki ga je leta
1879 izumil Franz von Soxhlet (1884-1926). Aparat je bil prvotno zasnovan za ekstrakcijo lipidov
iz trdnega materiala (slika 12). Ekstrakcijsko topilo se v bucki segreva z grelno plosco. Pare topila
potujejo po destilacijski cevi do kondenzatorja, kjer se utekocinijo in zbirajo v zbirni posodi s
papirnim tulcem, napolnjenim z mletim materialom. Kondenzat topila kaplja na material v tulcu,
pri ¢emer nastaja raztopina spojin, ki jih ekstrahiramo. Ko raztopina napolni zbirno posodo do
viSine odtoka, po principu natege, stece topilo nazaj v bucko in postopek se ponovi. Ekstrahirane

spojine se nabirajo v bucki, v tulcu pa ostanejo netopne sestavine prvotne zmesi.
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SLIKA 13: SHEMA SOXHLET-OVEGA APARATA (PETROVIC, 2013)

2.4.1.3 ULTRAZVOCNA EKSTRAKCIJA

Ultrazvo¢na ekstrakcija je metoda ekstrakcije, s katero lahko izboljSamo kvaliteto vzorca, tj.
odstranimo nezazelene komponente, in pove€amo izkoristek, namre¢ topilo ali meSanico topil
lahko optimiziramo tako, da zagotovimo najvecji mozni izkoristek. Hkrati lahko vzporedno poteka
ve¢ ekstrakcij in postopek ne zahteva posebne laboratorijske opreme. Kakorkoli, ker sta
selektivnost in obogatenost vzorcev omejena, so ponavadi potrebni dodatni koraki za dolocanje

vsebnosti vseh spojin v vzorcu (Ridgway et al, 2007).

2.4.2 TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA / MASNA SPEKTROMETRIJA (LC /
MS)

Analitska metoda z uporabo tekocinske kromatografije (LC) — masne spektrometrije (MS) se
najpogosteje uporablja pri loCevanju vecjih in nehlapljivih molekul, npr.proteinov in kompleksnih
peptidov. Metoda je priljubljena, ker omogoca separacijo kompleksnih zmesi, koli¢insko
dolocanje analitov in identifikacijo organski snovi.

V tekocinski kromatografiji je bistvenega pomena izbira stacionarne in mobilne faze, tako se

namre¢ ucinkovito lo¢ujejo komponente vzorca glede na njihovo tezo in afiniteto za mobilno,
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oziroma stacionarno, fazo kolone. Hkrati s tem povzroamo razdrobljenost vzorca in njegovo
anionizacijo zaradi izgube H" ionov. Ko zapustijo LC se ionizirajo v masnem spektrometru z
uporabo elektronskih ali kemijskih virov ionizacije. lonizirane molekule se nato pospeSeno
premikajo do masne analize, kjer se lo¢ijo glede na razmerja med maso in nabojem (m/z). V
zadnjem koraku se po ionski zaznavi in analizi ustvari graf, kjer vsaka komponenta predstavlja
enega izmed njegovih vrhov. Visina vrhov je sorazmerna koli¢ini komponente v zaCetnem vzorcu

(Thermofisher, 2018).

2.4.3 TESTI ZA DOLOCANIJE ANTIOKSIDACIJSKE UCINKOVITOSTI’

Ker antioksidanti nimajo identi¢nega mehanizma delovanja, poznamo razli¢ne teste za dolo¢anje
antioksidativnih lastnosti. Ker bomo v nalogi uporabili in vitro teste (poskusi v »epruvetah«), se
bomo v nadaljevanju osredotocili samo nanje. Huang in sod. (2005) so in vitro teste razdelili v

naslednje skupine:

1. Testi, ki merijo zmoznost antioksidanta, da odda vodikov atom;
2. Testi, ki temeljijo na reakcijah prenosa elektrona in merijo stopnjo spremembe barve zaradi
reduciranega oksidanta; to so:

- Zmogljivost, izrazena kot ekvivalent troloksne raztopine.

- Parameter antioksidanta za zniZzevanje Zelezovega iona.

- Oksidacija bakra (II).

- Vsebnost skupnih fenolov, doloc¢enih s Folin-Ciocalteujevim reagentom.

- Dolocanje antioksidativnega delovanja z 2,2-difenil-1-dipikrilhidrazilom (DPPH).

3. Ostali in vitro testi za dolocanje antioksidativne zmoznosti.

Ker fenolne spojine verjetno niso edine spojine z antioksidacijsko sposobnostjo, bomo v nasi

raziskavi izvedli S¢ DPPH-test.

7 Povzeto po Koletnik, 2018 (str. 27-28)
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2.4.3.1 UPORABA DPPH (2,2-DIFENIL-1-PIKRILHIDRAZIL)®

DPPH:' je eden izmed stabilnejsih in komercialno dostopnejSih organskih dusikovih radikalov.
Barva metanolne raztopine DPPH: je vijoli¢na in ima absorpcijski maksimum pri 515 nm. Ko
antioksidanti reagirajo z DPPH" radikali (po mehanizmu prenosa elektrona, slika 14), nastane
produkt difenildipikrilhidrazin — DPPH,. To lahko opazimo kot spremembo barve raztopine, ki
variira od vijoli¢ne do svetlo rumene, odvisno od tega, koliko DPPH-ja se je reduciralo (Skerget,

2012; Huang et al., 2005)

NO,

NO,
O.N NO, . O,N NO,
AH + —» A +

Ne T_H
DPPH" DPPH-H

SLIKA 14:STRUKTURA DPPH PRED IN PO REAKCIJI Z ANTIOKSIDANTOM (HUANG ET AL., 2005)

Hitrost in s tem tudi u¢inkovitost lahko spremljamo s spremembo absorbance pri valovni dolzini
z najvecjo abosrbcijo (Amax), ki je 517 nm. Ob prisotnosti reducentov (antioksidantov) absorbanca
po &asu pada. Ceprav je radikal stabilen, ga pred uporabo hranimo v hladilniku in pazimo, da

reagencne steklenicke po nepotrebnem ne izpostavljamo dnevni svetlobi (slika 15).

8 Povzeto po Koletnik, 2018
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SLIKA 15: SPREMEMBE V ABSORBCIJSKEM SPEKTRU (OD VIJOLICNE DO RUMENE) V REAKCIJAH
DPPH Z RADIKALI REDUCENTI

2.4.4 CELICE

2.4.4.1 HUIEC PRIPRAVA

HUIEC so hitro rastoce crevesne epitelne celice. 1zhajajo iz osnovnega tkiva ¢loveskega darovalca,
nakar so bile pripravljene s selektivno tripsinizacijo in kloniranjem, pri ¢emer so odstranili
morebitne druge tipe celic. V primarnih fazah so bili v suspenziji prisotni mnogi razli¢ni tipi celic,
po veCih ponovljenih tripsinizacijah in kloniranju je kultura razvila unformno epitelno
morfologijo. Celice so bile v postopku ustvarjanja nadaljnih pasaz rutinsko kultivirane v T25

buckah in inkubirane pri 37 °C ter 5 % CO; (Gradisnik, 2015)
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SLIKA 16: CELICNA KULTURA HUIEC UPORABLJENA V EMPIRICNEM DELU

2.442 MTT TEST

MTT test se uporablja za dolo¢anje viabilnosti celi¢nih kultur. Encimska redukcija 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazoli bromida (MTT) do MTT-formazana je katalizirana s strain
mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze, zato je MTT test odvisen od mithondrijske respiracije in
neposredno sluzi za oceno energijske kapacitete celice. Je kolometrijska reakcija in kot kon¢ni

rezultat se meri absorbcija svetlobe po dodatku 10% reagenta (Kelc, 2015).
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3 EMPIRICNI DEL

Celoten potek prakticnega dela je prikazan na organigramu 1.

Priprava materiala
1. Ekstrakcija z uporabo superkriticnega CO,

Ekstrakcija
1. Ekstrakcije po Soxhletru z uporabo organskih topil
2. Ultrazvocna ekstrakcija

Analize

1. Tekocinska kromatografija / Masna spektroskopija
2. DPPH test

Aplikacija na celice
1. Nanos ekstraktov na celi¢ne kulture
2. MTT test

ORGANIGRAM 1: POTEK LABORATORIJSKEGA DELA

3.1 IZVEDBA EKSTRAKCIJE S SUPERKRITICNIM CO,

V sklopu priprave rastlinskega materiala smo izvedli dve ekstrakciji s superkriticnim CO», ki sta
se razilikovali v tlaku, tempertauri in ¢asu trajanja. Pogoji so bili izbrani glede na rezultate lanske
raziskovalne naloge, kjer so se izkazali za uc¢inkovite. Surov material smo namestili v ekstraktor,

skozi katerega je tekel superkriti¢ni fluid in sicer s pretokom 15 litrov na uro.

Prva ekstrakcija je potekala 2 uri pri tlaku 200 barov (£ 0.1 bar) in temperaturi 50 °C (= 1 °C).
Druga ekstrakcija je potekala 2 uri pri tlaku 300 barov (£ 0.1 bar) in temperaturi 35 °C (= 1 °C).

Pogoji separatorja se med seboj niso razlikovali, vzdrzeval se je tlak 50 barov (£ 0.1 bar) in
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temperatura 20 (= 1 °C). Tako pridobljena ekstrakta smo ozn¢ili z Vi (material pridobljen s prvo

ekstrakcijo) in V2 (material pridobljen z drugo ekstrakcijo).

Po opravljenih ekstrakcijah smo material temu primerno shranili do nadaljne uporabe. V
reagencnih stekleni¢kah, s ¢imer smo preprecili izhlapevanje eteri¢nih olj, je bil postavljen v

hladilnik pri 6 °C (£ 1 °C).

3.2 IZVEDBA EKSTRAKCIJE PO SOXHLETU

Z materialom, obdelanim s superkriticnim CO>, smo nato izvedli ekstrakcije po Soxhletu z uporabo

razli¢nih organskih topil, ki so se med seboj razlikovala v polarnosti:

e Metanol; dipolni moment = 1,69 D (National Center for Biotechnology Information,

2018).°
e Etanol; dipolni moment =~ 1.66 D (National Center for Biotechnology Information, 2018).
e Voda; dipolni moment = 1.85 (National Center for Biotechnology Information, 2018).

Za izvedbo prvih ekstrakcij smo uporabili 130 mL metanola, za izvedbo drugih dveh pa smo
pripravili raztopino vode in etanola v razmerju 50 : 50 (volumen %), torej 65 mL vode ter 65 mL
etanola. Ekstrakcije so vzporedno potekale 4 ure. Vse aparature smo prekrili z aluminijevo folijo
ter tako minimizirali toplotne izgube. Ekstrakcijsko topilo smo v buckah segrevali z grelnimi
ploscami, 75 °C (£ 1 °C) v primeru metanola ter 105 °C (£ 1 °C) v primeru raztopine 50 % etanola.
Kondenzat je kapljal na trdno zmes v tulcu, pri Cemer je nastajala raztopina. Postopek se je ponovil,
ko je raztopina napolnila nastavek do vrha in po principu natege stekla nazaj v bucko, kjer so se

nabirale ekstrahirane spojine.

Ker se je ob ekstraktu v buckah nabralo tudi topilo, smo po kon¢anih ekstrakcijah slednje odstranili
z uporabo rotavaporja Buechi R-114 pri temperaturi 40 °C in podtlaku v obmocju od 400 —100

mbar.

% Vir: "Methanol". The PubChemProject. USA: National Center for Biotechnology Information, 2018; pridobljeno
28.12.2018.
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Po odstranitvi topila smo ekstrakte postrgali s sten buck, jih zatehtali v steklene posodice ter
shranili v hladilniku pri 6 °C (= 1 °C) in s tem preprecili potencialno razgradnjo ekstrahiranih

aktivnih komponent.

3.3 IZVEDBA EKSTRAKCIJE Z UPORABO ULTRAZVOCNE KOPELI

Tudi v primeru ekstrakcije z ultrazvocno kopelijo smo uporabili predhodno obdelan material s
superkriticnim COz ter 130 mL metanola, oziroma raztopine etanol — voda. Ekstrakcije so potekale
2 uri (Stirikrat 30 minut) pri temperaturi 40 °C (+ 0.1 °C). Na sliki 17 je prikazana uporabljena

naprava za izvedbo ekstrakcije z uporabo ultrazvocne kopeli.

Po koncanih ekstrakcijah smo s pomocjo vakuuma vzorce prefiltrirali, da smo loc¢ili raztopino
topila z ekstrahiranimi snovmi od trdnega rastlinska materiala. Sledila je odstranitev topila z
uporabo rotavaporja, upostevali so se enaki pogoji kot v primeru odstranitve topila pri ekstraktih

ekstrahiranih po Soxhletu (glej poglavje 2.4.1.2).

Po odstranitvi topila smo ekstrakte postrgali s sten buck, jih zatehtali v steklene posodice ter
shranili v hladilniku pri 6 °C (= 1 °C) in s tem preprecili potencialno razgradnjo ekstrahiranih

aktivnih komponent.
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SLIKA 17: ULTRAZVOCNA KOPEL

3.4 TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA / MASNA SPEKTROMETRIJA

Za koli¢insko dolo¢anje analitov smo opravili analizov vzorcev z uporabo tekocinske
kromatografije / masne spektrometrije (LC/MS). Ker smo v naslednjem koraku vzorce nanasali na
celicno kulturo, je bilo potrebno ob metanolnih raztopinah pripraviti §e vodne raztopine (metanol

na celice deluje toksicno).

V 2 mL bucko z ravnim dnom smo zatehtati priblizno 30.00 mg (£ 0.01 g) ekstrakta. Pripravljeni
vzorci so se zato razlikovali po koncentraciji, izrauni so bili temu prilagojeni. Ko smo zatehtali

ekstrakte, smo bucke do oznake napolnili z vodo oz. metanolom in raztopino prefiltrirali v viale.

Analize so potekale na tekoCinskem kromatografu proizvajalca Agilent 1200 z masnim
spektrometrom Agilent 6460 JetStream s trojnim kvadropolom. Aparat omogoca kvantitativno
analizo znanih spojin. Separacija komponent je bila izvedena na kromatografski koloni Agilent
Poroshell C18 (dimenzij 150 x 4,6 mm z delci 2,7 pum) s pomocjo mobilne faze voda in acetonitril
z dodano mravlji¢no kislino v delezu 0,1 vol. %. Pretok mobilne faze je bil 0,4 mL/min in
retenzijski Casi komponent: za artemisinin 2,7 min, za klorogensko kislino 0,6 min in za katehin

1,1 min. Kvantifikacija komponent je bila izvedena z masno spektrometrijo na ionih za artemisinin
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283,3 -> 265, za klorogensko kislino 353 -> 191 in za katehin 289 -> 245 s pomoc¢jo umeritvene
krivulje (grafi 13, 14 in 15 so predstavljeni v Prilogi), ki je bila predhodno doloc¢ena za vsako

posamezno komponento. Primer kromatograma loc¢itve komponent je prikazan na sliki 18.

%10 2 |+/ESI TIC MRM Frag=45.0V CF=0.000 DF=0.000 (** -> **) SOX_V2_EtOH-H20_14112018-r002.d

1 [ artemisinin

0625 Klorogenska kislina

05 1 15 2 245 3 35 4 45 ik 6 6.
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

SLIKA 18: KROMATOGRAM LOCITVE KOMPONENT V EKSTRAKTU
1Z PELINA

Z enako metodo smo dolo¢ili vsebnost iskanih komponent v vodni in metanolni raztopini.

3.5 DOLOCITEV ANTIOKSIDACIJSKE UCINKOVITOSTI

V 100 mL merilno bu¢ko smo zatehtali 0.00400 (+0.0001) g DPPH, ga raztopili v 10 mL metanola
(Merck, > 98 %) in nato do oznake dopolnili s topilom. Raztopina je bila moc¢no vijolicno

obarvana.

VIS spekter DPPH je bil posnet z Vernierjevim spektrometrom (SpectroVIS plus), ki v obmocju

okoli 500 nm meri z natan¢nostjo = 5 nm; natan¢nost meritev absorbance je + 13 %.
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Najprej smo dolocili valovno dolzino, pri kateri je absorbanca najvi§ja (Amax). Pri tej valovni
dolZini smo dolocili antioksidativno uc¢inkovitost ekstraktov s pomocjo spodnje enacbe 1 (Yen in

Duh, 1994; Markovi¢, Tali¢, 2013):

% ANTIOKSIDACIJSKA UCINKOVITOST (INHIBICIJA) = % - 100 (D)

kjer je:
A°... absorbanca metanolne raztopine, ki je sluzila kot kontrola;
A'... absorbanca ekstraktov po 5-minutnih casovnih intervalih (5, 10, 15, 20, 25 in 30 min).

0.500 mL ekstrakta smo z avtomatsko pipeto (= 0.008 mL) prenesli v kivete ter dodali 2.500 mL
DPPH'. Kot kontrolo smo namesto ekstrakta uporabili 0.5000 mL metanola. Meritve smo

opravljali v ¢asovnih intervalih 0, 3, 5, 7 in 9 minut.

Opravili smo Stiri sklope meritev, ki so se razlikovali po koncentraciji osmih vzorcev: 5,00 mg

mL!, 2,50 mg mL-!, 1,50 mg mL"! ter 1,00 mg mL"!. Vzorci so bili raztopljeni v metonolu.

3.6 PRIPRAVA CELIC

Celice HUIEC enajste pasaze, gojene v inkubatorju pri 37 °C (£ 0.1 °C) in atmosferskih pogojih s
5 % vsebnostjo CO,, smo pripravili za nasaditev na mikroteterski ploscici s 96 vodnjaki (P96). V
gojilno posodico T25 smo dodali 0.25 % raztopino tripsina, s ¢imer so se celice odlepile od
podlage. V naslednjem koraku smo pripravili gojitveni medij, sestavljen iz Advanced DMEM
(komercialno dostopni medij), ki vsebuje L-glutamin ter penicilin, ki smo mu dodali tripsin in

serum, v tem primeru fetalni goveji serum (5 %).
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SLIKA 19: CELICE HUIEC POD INVERTNIM SVETLOBNIM MIKROSKOPOM

Mikrotetrski plos¢ici s 96 vodnjaki smo razdelili na ve¢ delov: prvo kolono, ki je vsebovala zgolj
medij in sluzila kot kontrola, drugo kolono, ki je sluzila kot kontrola medija z ekstrakti, vsebovala
je namre¢ medij in ultra-¢isto vodo, '° sledile so kolone 4 — § na prvi ploi¢ici in 1 — 3 na drugi, ki
so v prvem delu eksperimenta vsebovale medije z ekstrakti v razlicnih koncentracijah (1:2, 1:4,
1:8, razredCine se nanasajo na vsebnost v ekstraktih v Preglednicah 4 in 5). Vsak vodnjak je
vseboval 100 pL raztopine medija in suspenzije celic, 10.000 na vodnjak, zato je bilo slednje
potrebno presteti. V drugem delu eksperimenta smo postopek ponovili, pri tem pa nanesli ekstrakte
v koncentracijah 1:16, 1:32 in 1:64 (razredCine se nanaSajo na vsebnost v ekstraktih v Preglednicah

41in 5).

Stevilo celic v 1 mL teko¢ine smo doloéili z enacbo 2:

Stevilo celic Stevilo celic
= -106 2)

mL 25

10 Voda z rezistenco 18.2 MQ cm, pri temperaturi 25 °C.
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in sicer tako, da smo pod invertnim svetlobnim mikroskopom (Axiovert 40 CFL, Zeiss) s povecavo
50 x mikroskopirali 900 pL 0.10 % tripanskega modrila, ki je obarvalo celice, in 100 pL suspenzije

celic na citometru znamke Malassez.

Glede na izracune je 7.1 mL suspenzije vsebovalo 2. 000. 000 celic, zato je bila kon¢na raztopina,

namenjena nanosu na dve mikrotetrski ploscici s 96 vodnjaki, pripravljena iz:
e 7.1 mL suspenzije celic,
e 1.1 mL FBS (5 % serum),

e 13.8 mL DMEM (medij).

3.6.1 MTT TEST

Po 24-ih urah inkubacije (primer mikrotetrske plos¢ice s 96 vodnjaki na sliki 20), ki je potekala
pri 37 °C in 5 % CO», smo ugotavljali viabilnost celic s testom MTT. V vsak vodnjak smo dodali
10 uL MTT- reagenta in ploscici inkubirali 3 ure na 37 °C, 5 % CO». Zatem smo odpipetirali medij
iz vodnjakov, formirane vijoli¢ne kristalcke pa raztopili z dodatkom 100 pL DMSO v vsak
vodnjak. Sledila je meritev absorbance pri valovni dolzini 570 nm s spektrofotometrom Varioskan.

Postopek je bil enak v prvem in drugem delu eksperimenta.

SLIKA 20: MIKROTETRSKA PLOSCICA S 96 VODNJAKI PO INKUBACIJI
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4 REZULTATI

Surov rastlinski material je bil obdealan s superkriticnim CO2 z namenom, da smo iz vzorcev
izlo¢ili nepolarne oz. lipofilne snovi. Za izolacijo fenolnih ekstraktov iz obdelanega materiala smo
uporabili razlicni metodi ekstrakcije. Pri prvi metodi, ekstrakcija po Soxhletu, smo primerjali
razlike med ucinkovitostjo dveh topil: metanola in 50 % etanola. Druga metoda ekstrakcije
aktivnih spojin je potekala z uporabo ultrazvocne kopeli. Dobljene ekstrakte smo nato raztopili v
metanolu in vodi ter opravili analize na vsebnost katehina, klorogenske kisline in artemisinina ter
dolocili antioksidacijsko u¢inkovitost s stabilnim prostim radikalom DPPH. Ekstrakte, raztopljene
v vodi, smo nato nanesli na Crevesne epitelne celice in preverili obnaSanje celic ob prisotnosti

raztopin ter s tem dolocili varnost in primernost ekstraktov.

4.1 IZKORISTKI EKSTRAKCIJ

V nadaljevanju bomo uporabljali sledec¢i nacin oznacevanja vzorcev:

PREGLEDNICA 2: SISTEM OZNACEVANJA VZORCEV EKSTRAKTOV

Oznaka Pogoji obdelave Tip ekstrakcije Uporabljeno

VvZorca topilo

Vi 200 barov (£ 0.1 bar), 50 | Ekstrakcija po Soxhletu 50 % etanol
°C(x1°0)

V2 300 barov (£ 0.1 bar), 35 | Ekstrakcija po Soxhletu 50 % etanol
°C(x1°0)

Vs 200 barov (£ 0.1 bar), 50 | Ekstrakcija po Soxhletu metanol
°C(x1°0)

V4 300 barov (£ 0.1 bar), 35 | Ekstrakcija po Soxhletu metanol
°C(x1°0)

Vs 200 barov (£ 0.1 bar), 50 | Ekstrakcija V4 uporabo | 50 % etanol
°C (£ 1°C) ultrazvocne kopeli
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Ve 300 barov (£ 0.1 bar), 35 | Ekstrakcija z uporabo | 50 % etanol
°C (£ 1°C) ultrazvocne kopeli

\% 200 barov (£ 0.1 bar), 50 | Ekstrakcija z uporabo | metanol
°C (£ 1°C) ultrazvocne kopeli

Vs 300 barov (£ 0.1 bar), 35 | Ekstrakcija z uporabo | metanol
°C (£ 1°C) ultrazvocne kopeli

PREGLEDNICA 3: MASA VHODNEGA MATERIALA IN EKSTRAKTA, SOXHLET

Vzorec Masa vhodnega | Masa ekstrakta (g + 0.01 | Izkoristek (%)
materiala (g £ 0.01 g) g)

Vi 5,00 0,72 14,40
V2 5,00 0,54 10,80
Vs 4,99 0,68 13,63
V4 5,00 0,56 11,20

PREGLEDNICA 4: MASA VHODNEGA MATERIALA IN EKSTRAKTA, ULTRAZVOCNA EKSTRAKCIJA

Vzorec Masa vhodnega | Masa ekstrakta (g + 0.01 | Izkoristek (%)
materiala (g £ 0.01 g) g)

Vs 5,00 0,42 8,40

Vs 5,00 0,42 8,40

\%i 5,00 0,40 8,02

Vs 5,00 0,36 7,20

Izkoristki ekstrakcij po Soxhletu z uporabo organskih topil in izkostki ekstrakcij z uporabo

ultrazvocne kopeli so bili izraCunani po enacbi 3:

masa ekstrakta (g)

% izkoristek = x 100 (3)

masa obdelanega materiala (g)

Iz preglednic 4 in 5 je razvidno, da pri vzorcih, ki so bili predhodno obdelani s superkriticnim CO»
pri tlaku 200 barov in temperaturi 50 °C, v primerjavi z vzorci, obdelanimi pri tlaku 300 barov in

35 °C, dobimo vigje izkoristke. Ce primerjamo razliéna tipa ekstrakcij, je razvidno, da so bile
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ekstrakcije po Soxhletu uspesnjese od ekstrakcij z ultrazvo¢no kopeljo, od tega je najvecji
izkoristek viden pri ekstrakciji s 50 % etanolom. To sovpada s podatki iz literature, kjer Jin-yu
Hao et al (2002) navajajo, da je izkoristek z uporabo etanola kot topila presegel izkoristke

ekstraktov ekstrahiranih s heksanom in petroletrom in je znasal 12.3 %.

4.2 TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA IN MASNA SPEKTROMETRIJA

Po opravljeni analizi z uporabo sklopljene tehnike tekoCinske kromatografije in masne
spektroskopije smo rezultate meritev zbrali v tabeli v prilogi 1. Ker je bila vsaka meritev vzorcov
ponovljena trikrat, smo izracunali povpre¢ne vsebnosti artemisinina, katehina in klorogenske
kisline v posami¢nih vzorcih, izracuni so predstavljeni vpreglednicah 6 in 7. Pomembno je
poudariti, da ko smo z DPPH metodo dolo¢ili antioksidacijsko u¢inkovitost metanolnih vzorcev,
smo za analiti¢no tehniko LC / MS pripravili tako metanolne kot tudi vodne raztopine ekstraktov.
V naslednjem koraku smo ekstrakte razlicnih koncentracij nanesli na celicne kulture, za kar
metanolne raztopine ne bi bile primerne, ker bi celice unicile. Predpostavili smo, da se lahko pri
pripravi metanolnih in vodnih raztopin ekstraktov zaradi polarnosti topil raztopijo razlicne

ucinkovine ozrioma razli¢ne koli¢ine u¢inkovin, zato smo lo¢eno analizirali oba tipa vzorcev.

PREGLEDNICA 5: VSEBNOSTI KOMPONENT V VODNIH RAZTOPINAH EKSTRAKTOV

Vzorec | Artemisinin Katehin Klorogenska kislina | Skupne vrednosti
(mg/g na mat.) | (mg/g na mat.) | (mg/g na mat.) (mg/g na mat.)

Vi 0.0502 7.065 0.1648 7.28

Va2 0.0774 7.064 0.2836 7.425

V3 0.0745 6.553 0.3283 6.9558

V4 0.0365 3.492 0.2383 3.7668

Vs 0.0259 0.0960 0.0599 0.1818

Vs 0.0273 0.0836 0.0473 0.1582

\%i 0.0288 5.309 0.1172 5.455

Vs 0.0320 3.767 0.1147 3.9137

43



PREGLEDNICA 6: VSEBNOSTI KOMPONENT V METANOLNIH RAZTOPINAH EKSTRAKTOV

Vzorec | Artemisinin Katehin Klorogenska Skupne
kislina vrednosti
(mg/g na mat.) | (mg/g na mat.) | (mg/g na mat.) (mg/g na mat.)

Vi 0.0948 5.020 0.1665 5.2813
V2 0.1083 5.406 0.2990 5.8133
Vs 0.1218 5.259 0.4272 5.808

V4 0.0919 3.040 0.2085 3.3404
Vs 0.0282 2.402 0.0232 2.4534
Vs 0.0462 1.847 0.0150 1.9082
\%i 0.0535 3.868 0.1211 4.0426
Vs 0.0590 2.949 0.1211 3.1291

Iz preglednic 6 in 7 je razvidno, da je ne glede na uporabljeno topilo v vzorcih najvisja vsebnost

katehina. Sledi klorogenska kislina, v najmanjsi meri pa smo dolo¢ili tudi artemisinin.

V grafih 1, 2 in 3 so prikazane koli¢ine posamezne spojine v vzorcu ekstraktov, pri katerih smo

kot topilo uporabili metanol, in ekstraktov, pri katerih smo kot topilo uporabili vodo.
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GRAF 2: PRIMERJAVA VSEBNOSTI KATEHINA V VODNIH IN METANOLNIH RAZTOPINAH
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GRAF 3: PRIMERJAVA VSEBNOSTI KLOROGENSKE KISLINE V VODNIH IN METANOLNIH RAZTOPINAH

Po opravljeni analizi lahko zatrdimo, da vzorci vsebujejo najvec¢ katehina, sledi klorogenska
kislina, najmanj pa je artemisinina. Iz grafov tako vodnih kot tudi metanolnih raztopin je razvidno,
da je v povprecju najbogatejsi vozrec Vo, torej tisti, Cigar material je bil obdelan s superkritiénim
COz pri 300 barih in 35 °C ter nato ekstrahiran s klasi¢no ekstrakcijo po Soxhletu z uporabo 50 %
etanola. Potrebno je poudariti, da pa V ni izkazal najvisje vsebnosti aktivnih spojin v vseh
primerih. V primerih vodnih raztopin je V3 izkazal najvi§ji vsebnosti artemisinina in katehina. V
primerih metanolne raztopine pa je izkazal najvi§jo vsebnost katehina, pri ¢emer vzorceva
antioksidacijska ucinkovitost pri koncentraciji 5 mg/mL po petih minutah doseze 94,28 %, kar je

druga najvisja izmerjena vrednost.
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4.3 ANTIOKSIDACIJSKA UCINKOVITOST

Oksidacija lahko vodi do nastanka prostih radikalov, ki verzino reagirajo in lahko poskodujejo
celice. Antioksidanti so spojine, ki oksidacijo zavirajo, zato nas zanima antioksidacijska
ucinkovitost ekstraktov, tj. zmoznost preprecevanja nastanka prostih radikalov.

Kot navedeno pod metodami (razdelek 3.5), smo kot valovno dolzino z najvi§jo absorbanco
dolocili valovno dolzino pri 517,7 (£ 0.006) A, povzeto po metodi Yen in Duh (1994) in Markovi¢,
Tali¢ (2013).

V preglednicah od 11 do 14 (zbranih v prilogi) so zbrani podatki sprememb absorbanc DPPH po
dodatku 50 pL ekstraktov pri razlicni koncentracijah (5; 2,5; 1,5; 1,00 mg/mL). Kot kontrolno

raztopino smo uporabili reagent DPPH in metanol.

Odstotek inhibicije po ¢asu je bil izracunan po enacbi 1, navedeni v razdelku 3.5. Primer izra¢una

za V1 po 5 minutah je predstavljen v spodnji enalcbi:

(1,642 — 0,088)
1,642
FORMULA 1: PRIMER IZRACUNA ANTIOKSIDACIJSKE UCINKOVITOSTI

100

AOU (%) =

Rezultati vseh izracunov odstotkov inhibicije po ¢asu so zbrani v preglednicah od 15 do 18, ki se
nahajajo v prilogi. V preglednici 8 (spodaj) pa so predstavljeni odstotki inhibicije posameznih
vzorcev pri razliénih koncentracijah po 5 minutah.

PREGLEDNICA 7: ODSTOTEK INHIBICIJE VZORCEV PO 5 MINUTAH

% inhibicije po 5 minutah
pri razli¢nih koncentracijah vzorca (mg/mL)
Vzorec 5,00 2,50 1,50 1,00
Vi 94,64 87,73 84,12 70,72
V2 94,28 86,63 75,10 55,08
V3 93,79 88,88 80,73 61,82
V4 91,05 93,56 93,70 93,87
Vs 92,69 94,35 93,03 92,30
Ve 92,39 91,61 86,12 84,73

47



V7 94,21 86,63 73,64 73,18
Vs 92,87 69,56 58,79 55,80
Kontrola 0 0 0 0

Grafi od 4 do 7 prikazujejo odvisnost odstotka inhibicije DPPH od casa,

koncentracijo posebe;.
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GRAF 4: ODVISNOST ODSTOTKA INHIBICIJE OD CASA PRI KONCENTRACIJI 5,00 MG/ML.
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GRAF 7: ODVISNOST ODSTOTKA INHIBICIJE OD CASA PRI KONCENTRACIJI 1,00 MG/ML.

Iz grafov je razvidno, da smo najve¢ snovi z najvisjo antioksidacijsko ucinkovitostjo ekstrahirali
v vzorcih V4 in Vs. Rastlinski material ekstrakta V4 je bil obdelan s superkriticnim CO; pri 300
barih in 35 °C ter nato ekstrahiran s klasi¢no ekstrakcijo po Soxhletu z uporabo metanola; rastlinski
material Vs je bil obdelan s superkriticnim CO; pri 200 barih in 50 °C ter nato ekstrahiran z
ultrazvocno ekstrakcijo z uporabo etanola. V vzorcu V> je najve¢ katehina, 5,406 mg/g na
materiala (0,1083 mg/g na mat!!. artemisinina ter 0,2990 mg/g na mat. klorogenske kisline), kar v
kombinaciji z rezultati DPPH testa pomeni, da ima taka sestava najvecji potencial za
antioksidativne pripravke. Posledi¢no to nakazuje, da je tip ekstrakcije, s katero je bil pripravljen

ekstrakt, za ta namen najbolj primeren

4.4 VIABILNOST CELIC HUIEC

Test MTT smo izvedli v dveh delih. V prvem smo na celi¢no kulturo HUIEC nanesli ekstrakte v
razredCinah 1:2, 1:4 in 1:8 (razred¢ine se nanasajo na vsebnost v ekstraktih v preglednicah 4 in 5).

Ker so visoko konecntrirami ekstrakti izkazali neugoden ucinek na celi¢no rast (razvidno iz grafov

! Okraj$ava za material.
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8 in 9), smo v drugem delu testirali Se ekstrakte nizjih koncentracij, in sicer 1:16, 1:32, 1:64.
Vzporedno smo na celice nanesli tudi posamic¢ne standarde ciljnih spojin, tj. katehin, klorogensko
kislino ter artemisinin, in njihove zmesi, pri cemer veljajo sledee oznake:

e Si: katehin

e So: klorogenska kislina

e S3: aretmisinin

e Mix 1: katehin, klorogenska kislina in artemisinin

e Mix 2: klorogenska kislina in artemisinin

e Mix 3: katehin in artemisinin

Rezultati meritev so predstavljeni v loCenih grafih glede na uporabljeno metodo ekstrakcije
(ekstrakcija po Soxhletu ali ekstrakcija z uporabo ultrazvocne kopeli).

Ekstrakti po Soxhletu (glej graf 8 spodaj) so pri vi§jih koncentracijah izkazali inhibitorne ucinke,
le ekstrakt V> je presegel 100 % in v primeru visjih razredcitev tudi izkazal najpozitivne;jsi ucinek
na celi¢no kulturo — medtem ko so vsi vzorci dosegli vrh pri razred¢itvi 1:32, je Vo v primeru
1:64 svoj ucinek presegel za 0,69 %. Ekstrakt V> po analizi vsebuje najvec katehina in v primerjavi
s samim standardom pri optimalni razredc€itvi, tj, 1:64, presega odstotek delovanja standarda za

20,37 %.
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GRAF 8: PRIMERJAVA VPLIVA EKSTRAKTOV, PRIDOBLJENIH Z EKSTRAKCIJO PO SOXHLETU, NA
VIABILNOST CELIC HUIEC.

Tako kot ekstrakti, pridobljeni z ekstrakcijo po Soxhletu, tudi ekstrakti, pridobljeni z ultrazvocno
ekstrakcijo, pri nizjih razred¢inah izkazujejo citotoksi¢ni u¢inek. Vsi ekstrakti so izkazali najboljsi
ucinek pri razredcitvi 1:32, pri cemer je Vs, predhodno obdelan pri tlaku 300 barov in 35 °C ter
nato ekstrahiran z ultrazvo¢no ekstrakcijo z uporabo topila 50 % etanol, izkazal najpozitivnejsi
ucinek in s 126,26 % presegel vrednosti standardov spojin ter zmesi standardov. Izpostavili bi tudi,
da imamo v dolocenih primerih, npr. pri vzorcu S1, Ze pri razredcitvi 1:4, tj. visji koncentraciji,

pozitivne rezultate viabilnosti napram kontorli.
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GRAF 9: PRIMERJAVA VPLIVA EKSTRAKTOV, EKSTRAHIRANIH Z EKSTRAKCIJO Z UPORABO
ULTRAZVOCNE KOPELI, NA VIABILNOST CELIC HUIEC.

Rezultate MTT potrdimo s fotografijami celi¢nih kultur pri doloCenih razredcitvah za ekstrakte, ki
so najpozitivneje u¢inkovali na viabilnost celic. V vseh primerih je prikazan ucinek razredcitve
1:2, kjer so bili ekstrakti najbolj citotoksi¢ni, in nato 1:32, kjer je bil ucinek ekstraktov pozitiven
na celi¢no rast. V primeru razredcitve 1:8 je pozitivni u€inek pricel narascati, pri 1:64 pa je
ponovno upadel. Ker gre za epitelijske celice, tj. celice, ki tvorijo epitelje, na fotografijah
opazujemo obliko, ki jo tvorijo na povrsini. Bolj kot so celice sprijete in podolgovate, zrnaste
oblike, bolj jim okolje ugaja. Nasprotno, ¢e so celice sfericne oblike in se nahajajo v suspenziji, so
dejavniki, ki vplivajo na njihovo rast, manj ugodni. To je razvidno iz razred¢in 1:2 ter razredcin
1:32, predstavljenih na fotografijah od 21 do 24. Medtem ko so se celice pri visji razredCinini
(1:32) prijele na podlago ter prevzele podolgvato obliko, so sferi¢ne celice pri nizji razredc€itvi
suspenzirane v mediju. Iz tega lahko zaklju¢imo, da je razredcCitev 1:32 ugodnejsa za celi¢no rast

epitelijskih celic kot razredcina 1:2.
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Ucinkovitost Vi (glej sliko 21), predhodno obdelanega pri tlaku 200 barov in tempertauri 50 °C
ter nato ekstrahiranega z ekstrakcijo po Soxhletu z uporabo topila 50 % etanol, je iz razredCine

1:2, kjer je vrednost meritve znaSala 61,00 %, narasla za 59,20 %, tj. na 120,20 %, v primeru

razredcitve 1:32.

1:32 1:64
SLIKA 21: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN EKSTRAKTA V; NA VIABILNOST CELIC.

V primerjavi z ekstraktom Vi so vrednosti ekstrakta V> (glej sliko 22), predhodno obdelanega s
CO; pri tlaku 300 barov in temperaturi 35 °C ter nato ekstrahiranega z ekstrakcijo po Soxhletu z
uporabo topila 50 % etanol, prav tako presegle 100 % oziroma rast celic glede na kontrolo.
Najpozitivnejsi ucinek je vzorec Vs izkazal pri najvisji razredcCitvi, 1:64, in sicer 123,27 %, kar je

podobno rezultatom razredcitve 1:32.
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1:32 1:64
SLIKA 22: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN EKSTRAKTA V; NA VIABILNOST CELIC.

Surovi material Vs je bil tako kot surovi material Vi predhodno obdelan s CO> pri tlaku 200 barov
in temperaturi 50 °C in ekstrahiran z ultrazvocno kopeljo z uporabo 50 % etanola. Rezultati
meritev viabilnosti so presegli 100 % pri razred¢itvi 1:16 in dosegli vrh, 116,55 %, pri razredcitvi

1:32. Primerjava je prikazana na sliki 23 (spodaj).
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1:32 1:64
SLIKA 23: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN EKSTRAKTA Vs NA VIABILNOST CELIC.

Ekstrakt Vi (slika 24), predhodno obdelan s CO> pri tlaku 300 barov in temperaturi 35 °C ter nato
ekstrahiran z ultrazvokom z uporabo topila 50 % etanol, je med vsemi testiranimi vzorci izkazal

najpozitivnejsi ucinek na viabilnost celic HUIEC, in sicer je pri razred¢ini 1:32 dosegel 126,26 %.

56



1:32 1:64
SLIKA 24: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN EKSTRAKTA Vs NA VIABILNOST CELIC.

Kot omenjeno, smo na celi¢ne kulture nanesli tudi zmesi ciljnih spojin, tj. katehina, klorogenske
kisline in artemisinina. Od treh kombinacij (glej str. 40) je bil najpozitivnejsi ucinek izmerjen pri
Mix 1 (slika 25), tj. zmesi vseh treh komponent. Pri razredcitvi 1:16 je dosegel 112,49 %, kar je
samo 11,48 % ve¢ kot v primeru razredCine 1:2. V sklopu kvalitativne analize lahko na sliki 24
opazimo, da ze pri razredCini 1:2 ni izrazito negativnega ucinka na samo morfologijo celic, kot je

bilo to vidno na prejsnjih slikah, kjer so bile celice pri razredcitvi 1:2 Se sferi¢ne oblike.
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1:16

1:64

SLIKA 25: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN STANDARDOV MIX 1 NA VIABILNOST
CELIC.

Mix 1, ki je vseboval katehin, klorogensko kislino ter artemisinin, je pri visjih razred¢inah sicer

slabSe vplival na viabilnost celic kot Mix 3 (slika 26), a Se zmeraj izkazal za 2,54 % visjo

ucinkovitost pri razred€itvi 1:32 kakor zmes z oznako Mix 1, ki je vsebovala klorogensko kislino

in artemisinin.
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1:32 1:64
SLIKA 26: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN STANDARDOV MIX 3 NA VIABILNOST
CELIC.

Fotografije preostalih ekstraktov so v prilogi (slike 27 do 34).

5 RAZPRAVA

5.1 IZKORISTKI EKSTRAKCIJ

Rastlinski material je bil predhodno obdelan s superkriticnim CO; z namenom, da bi odstranili
vsebovane mascobe. Stebla in liste rastline Artemisie annue L. smo obdelali pod razlicnimi pogoji
(Martinez-Correa et al., 2016), in sicer pri tlaku 200 barov in temperaturi 50 °C ter pri tlaku 300
barov in temperaturi 35 °C.
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V naslednjem koraku smo obe liniji rastlinskega materiala ekstrahirali s klasi¢no ekstrakcijo po
Soxhletu, pri ¢emer smo uporabili dve topili z razlicno polarnostjo, metanol ter 50 % etanol. S tem
smo pridobili §tiri vzorce. Izkoristek vzorca Vi, obdelan s COz pod tlakom 200 barov in 50 °C ter
ekstrahiranega s topilom 50 % etanol, je znasal 14,40 %, izkoristek V>, prav tako ekstrahiranega s
topilom 50 % etanol, a obdelanega pod tlakom 300 barov in 35 °C je znasal 10.80 %, izkoristek
V3, obdelanega pod tlakom 200 barov in 50 °C ter ekstrahiranega z metanolom pa je znasal 13,63

%.

Tudi v primeru ekstrakcije z ultrazvocno kopeljo smo uporabili predhodno obdelan material s
superkritiécnim CO; ter 130 mL metanola oziroma 130 mL 50 % raztopine etanola. Ekstrakcije so
potekale 2 uri (Stirikrat 30 minut) pri temperaturi 50 °C (£ 0.1 °C). Izkoristek Vs, obdelanega pod
tlakom 200 barov in 50 °C ter ekstrahiranega s topilom 50 % etanol, je znasal 8,40 %, enako tudi
izkoristek vzorca Vs, obdelanega s superkriticnim CO2 pod tlakom 300 barov in 35 °C. Izkoristek
metanolnega vzorca V7, obdelanega pod tlakom 200 barov in 50 °C, je znasal 8,02 %, izkoristek

metanolnega vzorca Vg, obdelanega pod tlakom 300 barov in 35 °C, pa je znasal 7,20 %.

Primerjava izkoristkov ekstrakcij kaze (glej graf 10), da je najoptimalnejSa ekstrakcija ekstrakcija
po Soxhletu z uporabo topila 50 % etanola, pri Cemer je bil surov rastlinski material predhodno
obdelan s superkriticnim CO; pod tlakom 200 barov in pri temperaturi 50 °C. Izkoristek je za 7,20
% vi§ji od najnizje ekstrahirane vrednosti pri vzorcu Vg, kjer je bil surov rastlinski material
predhodno obdelan s superkriticnim CO» pod tlakom 200 barov in 50 °C. 1z grafa je razvidno, da
so ekstrakcije po Soxhletu zasluzne za vi§je izkoristke kot ekstrakcije, pri katerih je bila

uporabljena ultrazvocna kopel. Pri tem je potrebno opozoriti sledece:

1. V vseh primerih ekstrakcij so ekstrakti, katerih rastlinski material je bil obdelan s
superkriti¢cnim CO; pod tlakom 200 barov in 50 °C, izkazali visje izkoristke kakor ekstrakti,
obdelani pod tlakom 300 barov in 35 °C. Izjema je ekstrakcija z uporabo ultrazvo¢ne

kopeli, kjer sta ekstrakta, ekstrahirana s 50 % etanolom, izkazala enak izkoristek.
2. Ekstrakcije, kjer smo kot topilo uporabili raztopino 50 % etanola, so v vseh primerih (z

izjemo ekstrakcije po Soxhletu, kjer je bil material obdelan pod tlakom 300 barov in 35

°C) izkazali vi§je izkoristke.
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Iz tega lahko sklepamo, da so ekstrahirane snovi bolje topne v topilu 50 % etanolu, torej je
njihova polarnost bliZja etanolu kot pa metanolu. Hkrati razlo¢imo, da je bila superkriti¢na
ekstrakcija s CO; pri tlaku 200 barov in temperaturi 50 °C uspesnej$a pri odstranjevanju

lipofilnih snovi kot pa ekstrakcija, ki je potekala pod tlakom 300 barov in temperaturi 35 °C.
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GRAF 10: PRIMERJAVA IZKORISTKOV EKSTRAKTOV.

5.2 TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA Z MASNO SPEKTROSKOPIJO

Z analiti¢no tehniko LC — MS smo analizirali metanolne in vodne raztopine ekstraktov. V
naslednjem koraku smo ekstrakte razlicnih koncentracij namre¢ nanesli na celi¢ne kulture, za kar
metanolne raztopine ne bi bile primerne, ker bi celice unicile. Predpostavili smo, da se lahko pri
pripravi metanolnih in vodnih raztopin ekstraktov zaradi polarnosti topil raztopijo razli¢ne
ucinkovine ozrioma razli¢ne koli¢ine uc¢inkovin, zato smo lo¢eno analizirali oba tipa vzorcev.

Po opravljeni analizi lahko zatrdimo, da so vzorci najbogatejsi s katehinom, sledi klorogenska
kislina in nazadnje artemisinin. Iz grafov 1, 2 in 3, kjer so primerjane tako vodne kot tudi

metanolne raztopine ekstraktov, je razvidno, da je v povprecju fenolno najbogatejsi vzorec Vs,
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torej tisti, Cigar material je bil obdelan s superkriticnim CO; pri 200 barih in 50 °C ter nato
ekstrahiran s klasi¢no ekstrakcijo po Soxhletu z uporabo metanola. Potrebno je poudariti, da pa
vzorec V3 ni izkazal najvi§je vsebnosti aktivnih spojin v vseh primerih. V primeru metanolne
raztopine je izkazal najviS§jo vsebnost katehina ekstrakt V», ¢igar material je bil obdelan s
superkriti¢cnim COz pri 350 barih in 35 °C ter nato ekstrahiran z ultrazvo¢no ekstrakcijo s 50 %
katehina.

Pri primerjavi ekstraktov, pridobljenih z ekstrakcijo po Soxhletu, in ekstraktov, ekstrahiranih z
ultrazvocno kopeljo, opazimo, da ekstrakti po Soxhletu vsebujejo visje koli¢ine katehina,
klorogenske kisline in artemisinina kot vzorci, ekstrahirani z ultrazvoéno kopeljo. Ce sedaj
primerjamo rezultate DPPH-testa metanolnih raztopin ekstraktov z rezultati LC — MS, bi
pri¢akovali, da bodo ekstrakti, kjer so bile ekstrahirane najvisje koli¢ine izbranih fenolnih spojin
ter artemisinina, izkazali najvi§jo antioksidacisjko ucinkovitost. Toda viSjo antioksidacisjko
ucinkovitost so pri koncentracijah 2,50 mg/mL, 1,50 mg/mL in 1.00 mg/mL izkazali prav vzorci,
ekstrahirani z ultrazvocno kopeljo (Vs, Ve), ter Va4, ekstrahiran po Soxhletu, ki je v primerjavi z
ekstrakti Vi, Va2, V3, prav tako ekstrahiranih po Soxhletu, vseboval najmanj testiranih spojin. Iz
tega lahko sklepamo, da antioksidacijska ucinkovitost v najvecji meri ne izhaja iz katehina,
klorogenske kisline in artemisinina, kljub temu da smo v lanski raziskavi (Koletnik, 2018) s
tekoCinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) katehin in klorogensko kislino dolo¢ili za
poglavitni komponenti. Zaklju¢imo lahko, da verjetno vseh komponent, ki prispevajo k

antioksidativnemu uc¢inku, Se ne poznamo oz. jih nismo dolo¢ili.

5.3 ANTIOKSIDACIJSKA UCINKOVITOST

AOU smo dolocili s stabilnim prostim radikalom DPPH, ki ga spojine z antioksidacijsko
ucinkovitostjo reducirajo do DPPH2. Ob prisotnosti reducentov, tj. antioksidantov, absorbanca
vzorcev po ¢asu pada.

Na grafu 11 (spodaj), kjer je prikazana primerjava odstotka inhibicije vzorcev pri posami¢nih
koncentracijah, lahko opazimo, da rezultati, izmerjeni pri najvisji izbrani koncentraciji, tj. 5,00
mg/mL, odstopajo od trenda, vzpostavljenega pri preostalih koncentracijah, tj. 2,50 mg/mL, 1,50
mg/mL in 1.00 mg/mL. Najvi§jo AOU pri koncentraciji 5 mg/mL po petih minutah sta izkazala
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etanolna ekstrakta po Soxhletu, Vi in Va, in sicer 94,64 % ter 94,28 %. Pri nadaljnih analizah smo
opazili spremembo trenda, v povprecju smo najvec snovi z najvisjo antioksidacijsko u€inkovitostjo
ekstrahirali v vzorcih V4 in Vs. Rastlinski material ekstrakta V4 je bil obdelan s superkritiénim
CO; pri 300 barih in 35 °C ter nato ekstrahiran s klasi¢no ekstrakcijo po Soxhletu z uporabo
metanola, rastlinski material Vs je bil obdelan s superkriticnim CO> pri 200 barih in 50 °C ter
ekstrahiran z ultrazvocno ekstrakcijo z uporabo 50 % etanola. Presenetljivo je pri koncentraciji 5
mg/mL najslabSo antioksidacijsko ucinkovitost izakazal ekstrakt Vs, pri 2,50 mg/mL ter 1,50
mg/mL je najslabse delovanje izkazal ekstrakt Vg, obdelan s superkriticnim CO; pri 300 barih in
35 °C ter nato ekstrahiran z uporabo ultrazvo¢ne kopeli z uporabo metanola, pri koncentraciji 1.00
mg/mL pa je najslabse delovanje izkazal V.

Sanchez-Moreno et al. (1998) je glede na hitrost popolne oksidacije razvrstil antioksidante v tri
skupine, hitre (<5 min), zmerne (5-30 min) in pocasne (> 30 min). Glede na njegovo Studijo je
Cas, ki je potreben za vzpostavitev stabilnega stanja reakcije, odvisen od koncentracije
antioksidantov. Ce pri analizi rezultatov upostevamo navedeno predpostavko, bi torej pricakovali
vzpostavitev padajocega trenda. Slednji je bil vzpostavljen v smislu, da je opazen padec v odstotku

inhibicije, ampak kot omenjeno, pride do spremembe t. i. najucinkovitejSih vzorcev.
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GRAF 11: PRIMERJAVA % INHIBICIJE VZORCEV MED KONCENTRACIJAMI

5.4 MTT TEST

V 1. delu poskusa smo ugotovili, da zaetne koncentracije ekstraktov nezeleno vplivajo na rast
celic, zato smo s poskusom nadaljevali in v drugem delu testirali nizje koncentracije vzorcev.
Najvisja dosezena vrednost, 126,22 %, za 26,22 % presega vrednost kontrole (ta je sestavljena iz
Advanced DMEM, tj. komercialno dostopnega medija, ki vsebuje L-glutamin ter penicilin, in
seruma, v tem primeru 5 % fetalnega govejega seruma) in nakazuje, da ekstrakti Artemisie annue
L pozitivno vplivajo na viabilnost celicne kulture epitelnih ¢revesnih celic. Vrednost je bila
izmerjena pri nanosu ekstrakta Vi, predhodno obdelanega pri tlaku 300 barov in temperaturi 35
°C ter nato ekstrahiranega z ultrazvo¢no kopeljo z uporabo topila 50 % etanola, in sicer v primeru

razredcine 1:32.

Iz grafa 12, kjer so predstavljeni ekstrakti, ki so najbolje u€inkovali na celice, je razvidno, da v

razredCinah 1:2, 1:4 ter 1:8 doloCeni vzorci (Vi, Vs ter Vg) celiCno rast zavirajo. Njihova
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ucinkovitost ponovno naraste pri razredcitvi 1:16 in izkaZe najboljSe rezultate pri 1:32, nakar je
razviden ponoven padec pri razred¢itvi 1:64. 1z tega lahko sklepamo, da so ekstrakti pri razredcitvi
1:2 preve¢ skoncentrirani in zavirajo celicno rast, medtem ko so ekstrakti razredCitve 1:64
pretirano razredceni, torej izgubljajo ucinek oz. se njihova sestava pribliza kontroli, tj. mediju
samemu. V razdelku 5.2 smo zakljucili, da antioksidacijska u¢inkovitost vzorcev v najvecji meri
ne izhaja iz klorogenske kisline, katehina ter artemisinina, toda z nanosom raztopine omenjenih
snovi, ki je v grafu oznacena z Mix 1, smo dokazali pozitiven u¢inek komponent na rast celic, ki
je najvisji v primeru razred¢ine 1:16. Pri analizi LC — MS so vzorci izkazali najvisjo vsebnost
katehina, iz ¢esar bi lahko sklepali, da bo slednji v veliki meri spodbujal celi¢no rast, toda vzorec
Mix 3, ki je vseboval katehin in artemisinin, je slabse vplival na celi¢no rast kot vzorec Mix 2, ki
je vseboval klorogensko kislino in artemisinin. Ponovno lahko zaklju¢imo, da ekstrakti vsebujejo

tudi komponente, ki jih nismo dolocili.
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GRAF 12: PRIMERJAVA NAJPOZITIVNEJSIH UCINKOV EKSTRAKTOV NA VIABILNOST CELIC.
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Zaklju¢imo lahko, da imajo ekstrakti pri ekstrakciji z uporabo topila 50 % etanola bolj pozitiven
ucinek na viabilnost celic kot ekstrakti, pri katerih ekstrakciji je bil kot topilo uporabljen metanol.
Razlog je verjetno razlika v ekstrahiranih spojinah. Zaradi razli¢ne polarnosti topil so se v
ekstrakcijah ekstrahirale razli¢ne spojine, pri cemer opazimo, da so tiste, ekstrahirane s 50 %
etanolom, izkazale pozitivnej$i ucinek na viabilnost celic HUIEC. Izkljucili smo wvpliv
citotoksi¢nosti metanola, saj je bilo topilo po ekstrakcijah v celoti odstranjeno z rotavaporjem.
Najpozitivnejsi ucinek je izkazal ekstrakt Vi, kar je podprto z rezultati DPPH-analize. V¢ je v vseh
antioksidacijske ucinkovitosti pa je zabelezen v primeru koncentracije pri 2,50 mg/mL, in sicer
91,61 %, kar je tretja najvi§ja vrednost. To nadalje nakazuje, da antioksidacijska ucinkovitost
ekstraktov ne izhaja zgolj iz artemisinina, katehina ter klorogenske kisline, marve¢ tudi iz drugih,
nedolocenih spojin. Vendar smo z nanosom zmesi fenolnih spojin in artemisinina, to so vzorci Mix
1, Mix 2 in Mix 3, dokazali pozitivni u¢inek na viabilnost celi¢ne kulture. Pri primerjavi vzorca
Ve in zmesi fenolnih spojin, ki je izkazala najpozitivnejsi u¢inek, opazimo, da se, po pri¢akovanjih,
rezultati razlikujejo odvisno od razred¢ine ekstrakta. Medtem ko v primeru nizje razredCine
ekstraktov Mix 1 preseze ucinek V¢ za 1,77 %, pri visji razredcCini, tj. 1:32, V¢ preseze ucinkovitost
Mixa 1 za 22,97 %, kar pomeni, da je pri niZji koncentraciji vzorcev vzpodbujeno delovanje
aktivnih spojin, ki jih nismo kvantitativno dolo¢ili.

Za natancnejSe rezultate bi bilo pri nadaljnih raziskavah smotrneje izmeriti antioksidacijsko
ucinkovitost ekstraktov po njihovem neposrednem nanosu na celice.

S tem, ko smo dokazali, da artemisinin v kombinaciji s katehinom pozitivno vpliva na rast
¢revesnih celic HUIEC, se nam je zdelo smiselno nadaljevati z raziskavo Se na rakastih ¢revesnih
celicah. Tako preverjamo, ali ekstrakti Artemisie annue L. ugodno vplivajo tudi na te, tj. zavirajo
njihovo rast. Rezultati te Studije presegajo okvir te raziskovalne naloge, zato bodo predstavljeni v

prihodnosti.

6 ZAKLJUCEK

Zakljucek je trodelen. V prvem podpoglavju bomo opravili pregled hipotez in jih potrdili ali ovrgli
v skladu z rezultati raziskave, v drugem delu bomo povzeli poglavitne izsledke in odgovorili na

raziskovalno vprasanje, v tretjem pa bomo predstavili moznost nadaljnih raziskav.
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6.1 POTRDITEV / ZAVRNITEV HIPOTEZ

ey

kot ekstrakti ekstrahirani z metanolom. Potrjena.

Izkoristek etanolnih ekstraktov, katerih material je bil prehodno obdelan s superkritiénim CO» pri
300 barih in 35 °C, kot tudi izkoristek tistih, katerih material je bil predhodno obdelan s

ey

ekstrakciji je bil kot topilo uporabljen metanol. Metanolni in 50 % etanolni ekstrakt

12

superkriticnega materiala Vi 's se razlikujeta za 0,38 %, ekstrakta superkriticno obdelanega

materiala V2!3 pa za 1 %.

2. hipoteza: Socasno pri ekstrakciji po Soxhletu ekstrakti pridobljeni z metanolom izkazujejo visji

izkoristek kot ekstrakti, pridobljeni s topilom 50 % etanol. Delno potrjena.

Hipoteza smo potrdili glede na rezultate ekstrakcije, pri kateri je bil rastlinski material obdelan s
superkriticnim CO> pri 200 barih in 50 °C. Izkoristek 50 % etanolnega ekstrakta je presegel
izkoristek metanolnega ekstrakta za 0,80 %, kar je v okvirih eksperimentalne napake. V primeru
rastlinskega materiala, obdelanega s superkriticnim CO> pri 300 barih in 35 °C je izkoristek
metanolnega ekstrakta presegel izkoristek 50 % etanolnega za 0,40 % in s tem izpodbil del

zastavljene hipoteze.

3. hipoteza: Vec snovi z visoko antioksidacijsko ucinkovitostjo je ekstrahiranih z ultrazvocno

ekstrakcijo, pri kateri je kot topilo uporabljen 50 % etanol. Delno potrjena.

Visjo antioksidacisjko ucinkovitost sta pri koncentracijah 2,50 mg/mL, 1,50 mg/mL in 1,00
mg/mL izkazala vzorca, ekstrahirana z ultrazvo¢no kopeljo z uporabo 50 % etanola, medtem ko
sta najvi§jo AOU pri koncentraciji 5 mg/mL po petih minutah izkazala etanolna ekstrakta po

Soxhletu, V1 in V2. Zato lahko hipotezo potrdimo le delno.

12 Material je bil predhodno obdelan s superkriti¢nim COz pri 200 barih in 50 °C.
13 Material je bil prehodno obdelan s superkritiénim CO; pri 300 barih in 35 °C.
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4. hipoteza: Pri analizi s tekocinsko kromatografijo z masno spektrometrijo metanolne raztopine
ekstraktov izkazujejo vecjo vsebnost katehina, klorogenske kisline in artemisinina. Delno

potrjena.

Hipotezo so podprli rezultati analize za klorogensko kislino in artemisinin, za katehin pa velja, da
je njegova vsebnost visja v ekstraktih, kjer je bila kot topilo uporabljena voda (z izjemo ekstraktov
Vs in Vs, katerih vsebnost katehina na material (mg/g) je znasala 0,0960 ter 0,0836). 1z tega lahko
sklepamo, da je katehin fenolna spojina, ki je bolj topna v vodi kot metanolu. V primeru, kjer je
bil ekstrakt ekstrahiran z uporabo ultrazvocne ekstrakcije s 50 % etanolom, in nato raztopljen v

vodi, se je pri analizi katehin slabse raztapljal.

5. hipoteza: Vzorci, ki izkazujejo najvi§jo antioksidacijsko ucinkovitost, izkazujejo tudi najvecjo

vsebnost katehina, klorogenske kisline in artemisinina. OvrZena.

Visjo antioksidacisjko u€inkovitost so pri koncentracijah 2,50 mg/mL, 1,50 mg/mL in 1,00 mg/mL
izkazali vzorci, ekstrahirani z ultrazvocno kopelijo (Vs, V) ter Va, ekstrahiran po Soxhletu, ki je
v primerjavi z ekstrakti Vi, V2, V3, prav tako ekstrahiranimi po Soxhletu, vseboval najmanj
testiranih spojin. Iz tega lahko sklepamo, da antioksidacijska u¢inkovitost v najvecji meri ne izhaja

iz katehina, klorogenske kisline in artemisinina. Zato smo hipotezo ovrgli.

6. hipoteza: Ekstrakti z najvi§jo vsebnostjo fenolov vzpodbujajo rast celi¢ne kulture HUIEC bolj

kakor ekstrakti, katerih antioksidacijska ucinkovitost je nizja. Delno potrjena.

Najpozitivnejsi ucinek na celi€no viabilnost so izkazali ultrazvo¢ni ekstrakti in ekstrakti po
Soxhletu, pri katerih je bil kot topilo uporabljen 50 % etanol, tj. ekstrakti Vi, V2, Vs in Ve. Vi§jo
antioksidacijsko ucinkovitost sta pri koncentracijah 2,50 mg/mL, 1,50 mg/mL in 1.00 mg/mL
izkazala vzorca, ekstrahirana z ultrazvocno kopeljo z uporabo 50 % etanola, medtem ko sta
najvisjo AOU pri koncentraciji 5 mg/mL po petih minutah izkazala etanolna ekstrakta po Soxhletu,

V1 in V2. Zato hipotezo delno ovrzemo.
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6.2 ODGOVOR NA RAZISKOVALNO VPRASANIE

Temeljno raziskovalno vprasanje v nalogi je bilo, kateri fenolni ekstrakt Artemisie annue L.,
pridobljen z razli¢nimi metodami ekstrakcije (z ekstrakcijo po Soxhletu z uporabo metanola ali 50
% etanola ali z ekstrakcijo z uporabo ultrazvo¢ne kopeli), z dolo¢eno antioksidacijsko
ucinkovitostjo bo ob nanosu na humane celice izkazal najvecjo mero bioloske uc¢inkovitosti.

Etanolni ekstrakti, katerih material je bil predhodno obdelan s superkriticnim CO> pri 300 barih in
35 °C, kot tudi etanolni ekstrakti, katerih material je bil predhodno obdelan s superkriticnim CO»
topilo uporabljen metanol. Pri tem je potrebno izpostaviti, da so izkoristki ekstrakcij po Soxhletu
presegli izkoristke ekstraktov, pridobljenih z uporabo ultrazvocne kopeli. Najvi§ji izkoristek je
izkazal ekstrakt Vi, Cigar material je bil predhodno obdelan s CO; pri tlaku 200 barov in
temperaturi 50 °C (x 1 °C) ter nato ekstrahiran z ekstrakcijo po Soxhletu z uporabo 50 % etanola.
V1 in V2 sta izkazala tudi najvisjo antioksidacijsko ucinkovitost pri koncentraciji 5 mg/mL po petih
minutah, medtem ko sta vi§jo antioksidacisjko u¢inkovitost pri koncentracijah 2,50 mg/mL, 1,50
mg/mL in 1,00 mg/mL izkazala vzorca, ekstrahirana z ultrazvo¢no kopeljo z uporabo 50 % etanola.
Pri primerjavi rezultatov izmerjene antioksidacijske u¢inkovitosti in analize vzorcev s tehniko LC
— MS opazimo, da so vi§jo antioksidacijsko ucinkovitost pri koncentracijah 2,50 mg/mL, 1,50
mg/mL in 1.00 mg/mL izkazali vzorci, ekstrahirani z ultrazvo¢no kopeljo (Vs, Vi), ter Vy,
ekstrahiran po Soxhletu, ki je v primerjavi z ekstrakti Vi, V2, V3, prav tako ekstrahiranimi po
Soxhletu, vseboval najmanj testiranih spojin. Iz tega lahko sklepamo, da antioksidacijska
ucinkovitost v najvecji meri ne izhaja zgolj iz katehina, klorogenske kisline in artemisinina.

V zadnjem koraku smo analizirali u¢inek vodnih raztopin ekstraktov razli¢nih razred¢in na
crevesne celice HUIEC. V razred¢inah 1:2, 1:4 ter 1:8 doloCeni vzorci (V1, Vs ter Vi) celi¢no rast
zavirajo. Zato smo na celicah testirali tudi razredCine 1:16, 1:32 ter 1:64. U¢inkovitost ekstraktov
je tako ponovno narasla pri razred¢itvi 1:16 in izkazala najboljSe rezultate pri 1:32. Iz tega lahko
sklepamo, da so ekstrakti pri razred€itvah 1:2 ter 1:4 preve¢ skoncentrirani in zavirajo celi¢no rast.
Najpozitivnejsi ucinek na celi€no viabilnost so izkazali ultrazvo¢ni ekstrakti in ekstrakti po

Soxhletu, pri katerih je bil kot topilo uporabljen 50 % etanol, tj. ekstrakti Vi, V2, Vs in V.

Glede na pridobljene rezultate lahko sklenemo, da so najprimerne;jsi ekstrakti Vi in Vz ter V. Tako

ekstrakt Vi kot tudi V> je ekstrahiran z ekstrakcijo po Soxhletu z uporabo 50 % etanola. Ceprav je
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izkoristek Vi presegel izkoristek ekstrakta V2 za 3,6 %, je V2 izkazal za 0,145 mg/g materiala visjo
vsebnost katehina, klorogenske kisline in artemisinina v primeru vodnih ekstraktov ter za 0,53
mg/g materiala vi§jo vsebnost spojin v primeru metanolnih raztopin. Vzorec Vs je bil predhodno
obdelan s CO> pri tlaku 300 barov in temperaturi 35 °C in nato ekstrahiran z ultrazvo¢no
ekstrakcijo z uporabo 50 % etanola. Izkoristek ekstrakta Vi je z 8,40 % obcutno nizji od izkoristkov
ekstraktov Vi in Va, tudi vsebnost katehina, klorogenske kisline ter artemisinina se je izkazala za
izjemno nizko (v primeru vodnih raztopin pod 1,00 mg/g mat.). Medtem ko sta najvisjo
antioksidacijsko ucinkovitost ekstrakta Vi in V;izkazala pri koncentraciji 5 mg/mL (94,64 % ter
94,28 %), je pri nizjih koncentracijah Vg izkazal vi§ji odstotek inhibicije ter ob nanosu na ¢revesne
celice HUIEC pri razred¢ini 1:32 tudi najpozitivnejsi ucinek (126,26 %). Ekstrakt Vi je dosegel
svojo najvi§jo vrednost v primeru razred¢ine 1:32 (120,20 %), V2 pa v primeru razred¢ine 1:64

(123,27 %).

Zatorej, fenolni ekstrakti Artemisie annue L., V1, Va2 ter Ve, z visokimi vrednostmi antioksidacijske
ucinkovitosti so ob nanosu na humane celice tankega ¢revesja HUIEC najbolj vzpodbujali celi¢no

rast.

6.3 NADALJNJE RAZISKAVE

Povod za nadaljevanje raziskovanja, osredoto¢enega na izvlecek Artemisie annue L., je domnevno
antikancerogeno delovanje njene aktivhe komponente, artemisinina. Slednji se ekstrahira v
kombinaciji s flavnoidi, ki lahko delujejo kot modulatorji oksidativnega stresa proti raku. Zato bi
v naslednjem koraku raziskovanja optimalne razred¢ine 1:32 vodnih ekstraktov nanesli na rakaste

cloveske epitelne celice tankega Crevesja in preucili u¢inkovitost delovanja.

7 DRUZBENA ODGOVORNOST

Naloga temelji na izvedbi in vitro testa, ki upoSteva opisana nacela 3R (anglesko: replacement,
refinement and reduction). Slednja uveljavljajo zmanjSanje, izboljSanje ter nadomestne alternative
eksperimentiranju z uporabo zivali, ki smo jih z izbranim postopkom Zeleli priblizati §irsi javnosti.
V skladu s teorijo etike in vivo testi ne ravnajo moralno, ker se posluzujejo zivih bitji, medtem ko

se z uporabo in vitro testov temu izognemo. Zaradi izsledkov lanske raziskave smo se lahko
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odlocili za najucinkovitejSe procese ekstrakcij in s tem dosegli najmanjSo mozno porabo vhodnega
materiala. Naloga je bila izdelana na okolju prijazen nacin z minimalnimi odpadki, ki smo jih v
skladu s splosno sprejetimi smernicami odstranili in reciklirali, ¢e se je le dalo. Pomembno je tudi
omeniti doprinos naloge k razvoju morebitnih zdravil, namre¢ aktivha komponenta sladkega
pelina, artemisinin, se ekstrahira v kombinaciji s flavnoidi, ki lahko delujejo kot modulatorji

oksidativnega stresa proti raku.
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9 PRILOGA

artemisinin - 4 Levels, 4 Levels Used, 12 Points, 12 Points Used, 0 QCs
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catechine - 3 Levels, 3 Levels Used, 8 Points, 4 Points Used, 0 QCs
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PREGLEDNICA 8: POVPRECNA VSEBNOST SPOJIN V VODNIH RAZTOPINAH EKSTRAKTOV

Vzorec Artemisinin Katehin Klorogenska
% % %
Vi 0.0348 4.906 0.1145
Va2 0.0717 6.540 0.2626
Vs 0.0548 4.818 0.2414
V4 0.0326 3.118 0.2127
Vs 0.0308 0.1143 0.0713
Vs 0.0325 0.0995 0.0564
\% 0.0359 6.620 0.1462
Vs 0.0444 5.232 0.1592

PREGLEDNICA 9: POVPRECNA VSEBNOST SPOJIN V METANOLNIH RAZTOPINAH EKSTRAKTOV

Vzorec Artemisinin Katehin Klorogenska
% % %

Vi 0.0658 3.486 0.1156

V2 0.1003 5.005 0.2769

Vs 0.0895 3.867 0.3141
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V4 0.0821 2.715 0.1861
Vs 0.0336 2.860 0.0277
Vs 0.0550 2.199 0.0179
\%i 0.0667 4.823 0.1510
Vs 0.0819 4.096 0.1682

PREGLEDNICA 10: ABSORBANCA VZORCEV

PRI KONCENTRACII 5.00 MG

Cas (min) / 0 3 5
Vzorec

Vi 1,129 10,089 | 0,088
Vo 1,254 10,096 | 0,094
V3 1,109 | 0,112 | 0,102
V4 1,221 | 0,148 | 0,147
Vs 0,971 0,114 |0,12
Vs 1,106 |0,115 |0,125
V7 1,08 0,106 | 0,095
Vs 1,177 10,294 |0,117
Kontrola 1,636 | 1,634 | 1,642

PREGLEDNICA 12: ABSORBANCA VZORCEV

PRI KONCENTRACUI 1,50 MG/ML

Cas (min) / 0 3 5
Vzorec

Vi 1,598 | 0,593 | 0,262
Va 1,586 | 0,599 | 0411
V3 1,407 | 0,53 0,318
V4 1,426 | 0,151 | 0,104
Vs 1,147 |0,247 | 0,115
Vs 1,195 | 0,421 | 0,229
V7 1,158 | 0,797 | 0,435
Vs 1,332 | 0,904 | 0,68
Kontrola 1,662 | 1,631 | 1,65

PREGLEDNICA 11: ABSORBANCA VZORCEV
PRI KONCENTRACUI 2,50 MG/ML

Cas (min) / 0 3 5
Vzorec

Vi 1,359 | 0,304 | 0,202
V» 1,204 | 0,316 | 0,22
V3 1,414 | 0,383 | 0,183
V4 1,343 | 0,112 | 0,106
Vs 1,35 0,11 0,093
Vs 1,379 | 0,267 | 0,138
\%i 1,382 | 0,432 | 0,22
Vs 1,361 | 0,726 | 0,501
Kontrola 1,66 1,648 | 1,646

PREGLEDNICA 13: ABSORBANCA VZORCEV
PRI KONCENTRACII 1,00 MG/ML

Cas (min)/ |0 3 5
Vzorec

Vi 1,413 | 0,681 | 0,487
V» 1,347 | 0,927 | 0,747
V3 1,384 | 0,861 | 0,635
\Z 1,362 | 0,159 | 0,102
Vs 1,347 | 0,23 0,128
Vs 1,275 |0,433 | 0,254
V7 1,276 | 0,724 | 0,446
Vs 1,157 0,972 | 0,735
Kontrola 1,665 | 1,651 | 1,663
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PREGLEDNICA 14: ODSTOTEK INHIBICIJE
VZORCEV PRI KONCENTRACIII 5§ MG/ML

Cas (min) / 0 3 5
Vzorec

Vi 30,99 | 94,55 | 94,64
V» 23,35 (94,12 | 94,28
V3 32,21 | 93,15 |93,79
V4 25,37 190,94 | 91,05
Vs 40,65 |[93,02 |92,69
Vs 32,40 92,96 |92,39
V7 33,99 | 93,51 |94,21
Vs 28,06 | 82,01 |92,87
Kontrola 0 0 0

PREGLEDNICA 16: ODSTOTEK INHIBICIJE

VZORCEV PRI KONCENTRACII 1,50 MG/ML

PREGLEDNICA 15: ODSTOTEK INHIBICIJE
VZORCEV PRI KONCENTRACII 2,5 MG/ML

Cas (min) / 0 3 5
Vzorec

Vi 18,13 | 81,55 | 87,73
V» 27,47 | 80,83 | 86,63
V3 14,82 | 76,76 | 88,88
V4 19,10 | 93,20 | 93,56
Vs 18,67 |93,33 | 94,35
Vs 16,93 | 83,80 | 91,61
V7 16,75 | 73,79 | 86,63
Vs 18,01 | 55,95 | 69,56
Kontrola 0 0 0

PREGLEDNICA 17: ODSTOTEK INHIBICIJE

VZORCEV PRI KONECNTRACII 1,00 MG/ML

Cas (min) / 0 3 5
Vzorec

Vi 3,85 63,64 | 84,12
V» 4,57 63,27 | 75,10
V3 15,34 | 67,50 | 80,73
\Z 14,20 | 90,74 | 93,70
Vs 30,99 | 84,86 | 93,03
Vs 28,10 | 74,19 | 86,12
V7 30,32 | 51,13 | 73,64
Vs 19,86 | 44,57 | 58,79
Kontrola 0 0 0

Cas (min) / 0 3 5
Vzorec

Vi 15,14 | 58,75 | 70,72
V» 19,10 | 43,85 | 55,08
V3 16,88 | 47,85 | 61,82
\Z 18,20 | 90,37 | 93,87
Vs 19,10 | 86,07 | 92,30
Vs 23,42 | 73,77 | 84,73
V7 23,36 | 56,15 | 73,18
Vs 30,51 | 41,13 | 55,80
Kontrola 0 0 0
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1:32

1:64

SLIKA 27: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN EKSTRAKTA V3 NA RAST CELIC
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1:32 1:64
SLIKA 28: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN EKSTRAKTA V4 NA RAST CELIC

1:32 1:64
SLIKA 29: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN EKSTRAKTA V; NA RAST CELIC
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SLIKA 30: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN EKSTRAKTA Vg NA RAST CELIC
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SLIKA 31: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN EKSTRAKTA MIX 3 NA RAST CELIC

1:32

1:64

SLIKA 32: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN SPOJINE S1 NA RAST CELIC
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SLIKA 33: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN SPOJINE S, NA RAST CELIC
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SLIKA 34: PRIMERJAVA VPLIVA RAZLICNIH RAZREDCIN SPOJINE S; NA RAST CELIC
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