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IZVOD 
 

Cilj ovog rada bilo je uvođenje parametra za preciznu procenu 
efikasnosti in vitroantitumorske aktivnosti ekstrakata vrsta Plantago 
altissima, P. lanceolata, P. reniformis, Allium flavum, A. cepa, Tuber 
aestivum i T. magnatum. Za određivanje uticaja ekstrakata na rast ćelija 
korišćene su humane tumorske ćelijske linije HeLa, MCF7 i HT-29, kao 
i linija humanih zdravih ćelija MRC-5. Intenzitet ćelijskog rasta određen 
je merenjem ukupne količine proteina kolorimetrijskim sulforodamin B 
(SRB) testom. Prema NT/T IC50 parametru najveću efikasnost u 
antitumorskom delovanju pokazali vodeni ekstrakti crnog i belog tartufa 
prema adenokarcinomu dojke sa izuzetno visokim vrednostima NT/T 
odnosa (NT/T=200-500). Efikasnost određenih matanolnih ekstrakata 
tartufa je bila visoka (NT/T=21,33-70): dok je efikasnost ekstrakata svih 
vrsta roda Plantago bila umerena (NT/T=3,24-4,27) prema 
adenokarcinomu dojke i karcinomu grlića materice. Najmanje efikasni 
bili su ekstrakti nadzemnog dela A. flavum ispoljili snažnije citotoksično 
delovanje prema zdravim ćelijama nego prema adenokarcinomu 
debelog creva (NT/T=0,23) i karcinomu cerviksa (NT/T=0,75). Veoma 
visoke NT/T vrednosti koje su dobijeni delovanjem vodenih ekstrakata 
crnog i belog tartufa preporučuju njihovu upotrebu u antitumorskoj 
terapiji, u proizvodnji nutraceutika i suplemenata u ishrani. 

 
Ključne reči: Antitumorska aktivnost, in vitro, prirodni proizvodi, Plantagosp., 

Allium sp., Tuber sp. 
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UVOD 
 

Prirodni proizvodi su priznati u farmaceutskoj industriji po velikoj 
strukturnoj raznolikosti i širokom opsegu farmakološkog dejstva [1]. U objavljenim 
bazama podataka prirodnih proizvoda prisutno je oko 40% hemijskih struktura koje 
su nepoznate sintetskoj hemiji [2]. Ranijim istraživanjima aktivnih komponenti 
biljaka i mikroorganizama otkrivena su mnoga korisna organska jedinjenja kao što 
su aspirin, penicilin i taxol [3]. Od ukupnog broja odobrenih lekova, 80% 
antibiotika i antitumorskih lekova je izvedeno iz prirodnih proizvoda [2] dok je 
približno 30% antitumorskih agensa dobijeno iz prirodnih proizvoda ili su njihovi 
derivati [4]. Ispitivanje ekstrakata prirodnih proizvoda je efektan metod za 
identifikaciju organizama koji produkuju potencijalno korisne supstance. Ukupni 
doprinos prirodnih proizvoda u terapiji različitih oboljenja je veliki i oni će sigurno 
i u budućnosti biti izvor kompleksnih hemijskih jedinjenja. 

Allium flavum je vrsta divljeg luka koja je karakteristična za južnu, 
centralnu i istočnu Evropu [5]. Karakteriše ga blaži ukus i miris od tradicionalnog 
crnog luka Allium cepa. U regionu Balkana koristi se kao začin i povće [6]. 
Plantago altissima i P. lanceolata su široko zastupljene vrste bokvice koje se 
tradicionalno koriste u narodnoj medicini i ishrani [7], dok je P. reniformis 
endemična vrsta za područje jugoistočne Evrope i nalazi se u Srbiji, Crnoj Gori, 
Bosni i Hercegovini, Grčkoj i Albaniji [8]. Tuber aestivum se nalazi širom Evrope, 
sa izuzetkom severa Skandinavije i Baltičkih zemalja [9], dok je prisustvo T. 
magnatum zabeleženo u Italiji, Hrvatskoj i Mađarskoj [10]. U Srbiji je dokazano 
prisustvo dvanaest vrsta tartufa uključujući i vrste T. aestivum i T. magnatum [11]. 

Cilj ovog rada bilo je uvođenje parametra za preciznu procenu in 
vitroefikasnosti antitumorske aktivnih komponenti vrsta Plantago altissima, P. 
lanceolata, P. reniformis, Allium flavum, A. cepa, Tuber aestivum i T. magnatum. 

 
MATERIJAL I METODE 

 
Biljni materijal 
Biljni materijal korišćen za istraživanja u ovom radu, sakupljen je 2009. 

godine na području Republike Srbije sa lokaliteta Vršački breg, Dimitrovgrad i 
Babušnica (Allium flavum L.): sela Neradin, Fruška Gora (Allium cepa L.): sa 
lokaliteta Novi Sad (Plantago altissima L.) i Fruška Gora (Plantago lanceolata L.). 
Biljni material vrste Plantago reniformis G. Beck sakupljen je sa lokaliteta Visitor, 
Republika Crna Gora. Materijal je uzet sa originalnih staništa u fenofazi cvetanja, 
determinisan i deponovan u herbarijumu Departmana za biologiju i ekologiju 
Prirodno-matematičkog fakulteta u Novom Sadu, Republika Srbija (BUNS 
Herbarium). 



 
 

 105
 

Plodonosna tela jestivih gljiva vrsta Tuber aestivum Vittad. i Tuber 
magnatum Pico sakupljena su u zapadnom delu Repubike Srbije uz pomoć dresiranih 
pasa i identifikovana upotrebom odgovarajućih taksonomskih ključeva [9, 12]. 

 
Priprema ekstrakata 
Odmerena masa osušenog i samlevenog biljnog materijala macerirana je 

70% ili 80% (v/v) metanolom (~8 mL MeOHpo 1 g mase) utoku 72 časa na sobnoj 
temperaturi uz mućkanje. Fino isečena plodonosna tela tartufa ekstrahovana su 
maceracijom vodom ili 80% (v/v) metanolom u toku 72 h i Soxhlet ekstrakcijom 
vodom ili 80% (v/v) metanolom u toku 5h (~10 mL ekstragensa po 1 g mase) na 
sobnoj temperaturi uz mućkanje. Nakon ceđenja preko Büchner-ovog levka ekstrakti 
su upareni do suva na rotacionom vakuum uparivaču na temperaturama manjim od 
45 °C da bi se izbegla degradacija termolabilnih prirodnih proizvoda, a zatim 
dodatno sušeni u vakuum-eksikatoru, na sobnoj temperaturi do konstantne mase. 

Suvi ostatak je zatim rastvoren u DMSO, pri čemu su napravljen i osnovni 
rastvori koncentracije 100-300 mg mL‒1, koji su korišćeni za ispitivanje 
antiproliferativne aktivnosti. Svi ekstrakti, razblaženi su 9 mgmL‒1NaCl do željenih 
koncentracija i sterilisani filtracijom kroz 0,22 μm membranske mikrofiltere 
(Sartorius, Germany). 

 
Kulture ćelijskih linija 
Za određivanje uticaja ekstrakata na rast ćelija korišćene su humane 

tumorske ćelijske linije HeLa (epitelni karcinom cerviksa, ECACC93021013): 
MCF7 (adenokarcinom dojke, ECACC 86012803): HT-29 (adenokarcinom 
debelog creva, ECACC 91072201): kao i linija humanih zdravih ćelija MRC-5 
(fetalni fibroblasti pluća, ECACC84101801). Ćelije su gajene u DMEM 
(Dullbecos Modified Essential Medium) medijumu sa dodatkom 100 µLmL‒1FBS, 
100 gmL‒1 streptomicina i 100 IUmL‒1 penicilina, u flaskovima od 25 cm2 u 
(Corning, NewYork, USA): na 37 C u atmosferi od 95 % vazduha i 5 % CO2 pri 
visokoj relativnoj vlažnosti. Ćelije su presađivane dva puta nedeljno upotrebom 1 
mg mL‒1 tripsina sa 0.4 mgmL‒1 EDTA i tretirane u logaritamskoj fazi rasta.  

Suspenzije ćelija, gustine 3–5×103 ćelija po otvoru, u 180 l DMEM 
medijuma sa 50 mg mL‒1 FBS dodate su u mikrotitar ploče sa 96 otvora (Sarstedt, 
Newton, USA) i preinkubirane 24 h na 37 °C. U svaki otvor dodato je po 20 l 
ekstrakta (serija duplih razblaženja u 9 mg mL‒1 NaCl) do postizanja željene 
finalne koncentracije (0,0039-1 mgmL‒1). U kontrole je umesto uzorka dodavana 
ekvivalentna zapremina rastvarača. Koncentracija DMSO u ćelijskoj kulturi bila je 
 5 µL mL‒1. Posle dodavanja uzoraka, ploče su inkubirane 48 h na 37 °C, što je 
adekvatno vremenu od 2–3 generacije ćelija u kontroli. Svi tretmani su ispitani u 
osam ponavljanja (n=8). 
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Sulforodamin B (SRB) TEST 
Intenzitet ćelijskog rasta određen je merenjem ukupne količine proteina 

kolorimetrijskim sulforodamin B (SRB) testom [13]. Sulforodamin B je 
fluorescentna anjonska boja koja se u blago kiseloj sredini elektrostatički vezuje za 
pozitivno naelektrisane aminokiselinske ostatke ćelijskih proteina dajući izrazito 
stabilne konjugate koji fluoresciraju jarko crveno. Nakon vezivanja proteina i 
ispiranja viška boje, dodatkom slabe baze (TRIS) SRB se kvantitativno ekstrahuje 
iz ćelije i određuje ćelijski rast. 

Ćelije u mikrotitar pločama su fiksirane 0,5 gmL‒1 trihlorsirćetnom 
kiselinom (TCA) u toku 1 h na 4 °C, isprane automatski četiri puta (Wellwash 4, 
Lab systems; Helsinki, Finland) destilovanom vodom i osušene. Nakon toga su 
bojene 4 mg mL‒1 SRB u 10 mL L‒1 sirćetnoj kiselini (75 L/otvoru) u toku 30 min 
na sobnoj temperaturi. Ploče su zatim isprane automatski četiri puta 10 mL L‒1 

sirćetnom kiselinom da bi se uklonio višak boje. SRB boja je ekstrahovana iz ćelija 
dodatkom 10 mmol L‒1 tris [hidroksimetil] amino metanom (TRIS) (200 L / 
otvoru). 

 
Određivanje anti proliferativne aktivnosti, IC50 vrednosti i NT/T odnosa 
Absorbanca dobijenog rastvora merena je na 540 nm (specifična talasna 

dužina za SRB) i 620 nm (referentna talasna dužina za uklanjanje apsorbance 
pozadine) pomoću fotometra (Multiscan Ascent, Labsystems; Helsinki, Finland). 
Efekat inhibicije ćelijskog rasta (anti proliferativna aktivnost) je izražen kao 
procenat od kontrole i računat prema formuli  

 

K [%] = (Au/Ak) × 100 
 

gde su K procenat od kontrole, Au absorbanca uzorka, Ak absorbanca 
kontrole. IC50 vrednost (koncentracija ekstrakta/standarda pri kojoj inhibicija 
ćelijskog rasta iznosi 50 %) očitana je iz krivih zavisnosti ćelijskog rasta od finalne 
koncentracije ekstrakta dobijenih polinomskom regresionom analizom (software 
ORIGIN 8.0, OriginLab, USA). Ne-tumor/tumor odnos je izračunat za svaki 
ekstrakt korišćenjem IC50 vrednosti dobijenih za ne-tumorsku i tumorsku ćelijsku 
liniju prema formuli NT/T = IC50 ne-tumorske ćelijske linije/ IC50 tumorske ćelijske 
linije. Vrednosti NT/T iznad 1 odgovaraju većoj inhibiciji rasta tumorske ćelijske 
linije u odnosu na ćelijsku liniju izvedenu od zdravog tkiva [14]. 

 
REZULTATI I DISKUSIJA 

 
Antiproliferativni efekat pojedinih ekstrakata ispitivanih vrsta bio je 

najizraženiji prema ćelijama adenocarcinoma dojke (MCF7) i grlića materice 
(HeLa) (IC50=0,002-0,10 mg/ml): dok je prema adenokarcinomu debelog creva 
većinom bio umeren (IC50=0,40-0,59 mg/ml) (Tabela 1).  
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Najveću in vitro antitumorsku aktivnost prema adenokarcinomu dojke 
pokazali su vodeni ekstrakti WM crnog (T. aestivum) i WM i WS belog tartufa (T. 
magnatum) koji su dostigli IC50 vrednosti pri izuzetno niskim koncentracijama 
(IC50=0,002-0,005 mg/ml) koje su u nivou aktivnosti citotoksičnih lekova.Izuzetnu 
antitumorsku aktivnost pokazali su i ekstrakti cele biljke i nadzemnih delova vrste 
Allium flavumprema svim ispitanim ćelijskim linijama (IC50=0,02-0,11 mg/ml). 
Ekstrakt gajene vrste Allium cepa pokazao je značajno nižu in vitro antitumorsku 
aktivnost (IC500,72 mg/ml) od samonikle vrste A. flavum. Ekstrakt vrste A. cepa 
pokazao je i nižu antiinflamatornu aktivnost u odnosu na A. flavum, dok im je 
antioksidativna aktivnost bila uporediva [15]. Navedene razlike u aktivnosti mogu 
se pripisati velikom broju biološki aktivnih jedinjenja koja se po pravilu nalaze kod 
samoniklih vrsta, što ih i čini izuzetno atraktivnim kandidatima za dobijanje novih 
lekova, nutraceutika i suplemenata u ishrani. Kod vrste A. flavum dokazano je 
prisustvo velikog broja fenolnih kiselina i drugih fenola, koji su najverovatnije 
nosioci njihove visoke in vitro antitumorske aktivnosti [15]. 

Međutim, iako su ekstrakti vrste Allium flavum jedini pokazali značajno 
antiproliferativno delovanje prema ćelijama adenocarcinoma debelog creva (HT-29): 
njihovo delovanje je bilo izuzetno citotoksično (IC50=0,03-0,11) i prema ćelijskoj liniji 
izvedenoj od zdravog tkiva (MRC-5). Sa druge strane vodeni estrakti crnog i belog 
tartufa pored izuzetnog antitumorskog delovanja prema ćelijama adenocarcinoma 
dojke i karcinoma grlića materice nisu pokazali citotoksično delovanje prema ćelijama 
zdravog tkiva u ispitivanom opsegu koncentracija (IC501).  

Parametar IC50 ima značajnu ulogu u definisanju aktivnosti smešai 
supstanci i poređenju njihove aktivnosti [19]. Međutim, uvođenjem NT/T IC50 

parametra dobija se precizan podatak o efikasnosti ispitivanih ekstrakata prilikom 
delovanja na tumorsko i zdravo tkivo jer vrednosti NT/T iznad 1 odgovaraju većoj 
inhibiciji rasta tumorske ćelijske linije u odnosu na ćelijsku liniju izvedenu od 
zdravog tkiva. Tako su prema ovom parametru najveću efikasnost u antitumorskom 
delovanju pokazali vodeni ekstrakti crnog i belog tartufa prema adenokarcinomu 
dojke sa izuzetno visokim vrednostima NT/T odnosa (NT/T=200-500). Efikasnost 
određenih matanolnih ekstrakata tartufa je bila visoka (NT/T=21,33-70): dok je 
efikasnost svih vrsta roda Plantago bila umerena (3,24-4,27) prema 
adenokarcinomu dojke ikarcinomu grlića materice. Najmanje efikasni ekstrakti 
imali su vrednosti niže od 1, jer su ekstrakti nadzemnog dela A. flavum ispoljili 
snažnije citotoksično delovanje prema zdravim ćelijama nego prema 
adenokarcinomu debelog creva (NT/T=0,23) i karcinomu cerviksa (NT/T=0,75). 
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ZAKLJUČAK 
 

Uvođenjem NT/T IC50 parametra dobija se precizan podatak o efikasnostiin 
vitro antitumorskog delovanja ispitivanih ekstrakata prilikom delovanja na 
tumorsko i zdravo tkivo.Efikasnost vodenih ekstrakata crnog i belog tartufa prema 
adenokarcinomu dojke bila je izuzetno visoka. Efikasnost određenih matanolnih 
ekstrakata tartufa je bila visoka, dok je efikasnost svih vrsta roda Plantago bila 
umerena prema adenokarcinomu dojke i karcinomu grlića materice.Najmanje 
efikasni su bili ekstrakti nadzemnog dela A. flavum koji su ispoljili snažnije 
citotoksično delovanje prema zdravim ćelijama nego prema adenokarcinomu 
debelog creva i karcinomu cerviksa. 

Veoma visoki ne-tumor/tumor IC50 odnosi koji su dobijeni delovanjem 
vodenih ekstrakata crnog i belog tartufa preporučuju njihovu upotrebu u 
antitumorskoj terapiji, u proizvodnji nutraceutika i suplemenata u ishrani. 
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SUMMARY 
 

The goal of this work was to introduce the parameter for the precise 
evaluation of in vitroanti-tumor activity of Plantago altissima, P. lanceolata, P. 
reniformis, Allium flavum, A. cepa, Tuber aestivum i T. magnatumextracts.For the 
evaluation of the cell growth human tumor cell lines HeLa, MCF7 and HT-29 were 
used, as well as cell line derived from the healthy tissue (MRC-5). The cell growth 
was evaluated using colorimetric sulforhodamine B (SRB) assay.NT/T IC50 
parameter gives precise information on the in vitro anti-tumor efficiency of 
evaluated extracts. The highest efficiency was achieved using water extracts of 
black and white truffle towards breast adenocarcinoma , reaching extremely high 
NT/T values (NT/T=200-500). The efficiency of several methanolic extracts of 
truffles was high (NT/T=21,33-70): while the efficiency of all Plantago sp.extracts 
was moderate (NT/T=3,24-4,27) towards breast adenocarcinoda and cervix 
carcinoma. The least efficient were extracts of aerial parts of A. flavum that have 
been more cytotoxic towards healthy cells than to colon adenocarcinoma 
(NT/T=0,23) and cervix carcinoma (NT/T=0,75).Extremely high NT/T valus that 
were obtained using water extracts of black and white truffle recommend their use 
in the anti-tumor therapy and suggest their use in health prevention and in the 
production of nutraceuticals and food supplements. 
 
Key words: Anti-tumor acitivity, in vitro, natural products, Plantago sp., Allium sp., 

Tuber sp. 
 
 
 
 
 
 


