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Flavonoidne sastavnice propolisa biolo{ki su aktivne tvari koje posjeduju antioksidativna, protutumorska, 
imunomodulacijska i protuupalna svojstva. Istra`ili smo citotoksi~no djelovanje polifenolnih spojeva 
(kvercetina, kavene kiseline, krizina, naringenina i naringina) na razli~ite linije leukemijskih stanica (MOLT, 
JURKAT, HL-60, RAJI, U937). Stanice su inkubirane u mediju RPMI-1640 oboga}enom 10 %-tnim fetalnim 
tele}im serumom, pri temperaturi od 37 °C u atmosferi s 5 % CO2, uz dodatak polifenolnih/flavonoidnih 
spojeva razli~itih koncentracija (100 µg mL-1, 50 µg mL-1, 25 µg mL-1 i/ili 12,5 µg mL-1). Utvr|eno je da 
citotoksi~nost flavonoida ovisi o vrsti i koncentraciji; najja~i citotoksi~ni u~inak imaju kvercetin te krizin i 
kavena kiselina. Krizin i/ili naringenin primijenjeni na U937 i HL-60-stanice stimuliraju proliferaciju stanica, 
{to upu}uje na bifazni u~inak istra`ivanih spojeva na monocitne leukemijske stanice. Dobiveni rezultati 
upu}uju na potrebu daljnjih istra`ivanja u~inkovitosti flavonoida na molekularnoj razini.

KLJU^NE RIJE^I: HL-60, JURKAT, kavena kiselina, krizin, kvercetin, MOLT, neringenin, propolis, 
RAJI, U937-stanice
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Hematopoieza je proces nastanka i kontrole 
odr`avanja broja krvnih stanica. Ona objedinjuje 
mijelopoiezu, koja stvara eritrocite, granulocite, 
monocite i trombocite u ko{tanoj sr`i te limfopoiezu 
koja stvara T i B-limfocite, prvobitno u ko{tanoj sr`i, ali 
daljnja diferencijacija, sazrijevanje i proliferacija odvijaju 
se u timusu, limfnim ~vorovima i slezeni. Odjeljak 
nezrelih stanica iz kojih nastaju hematopoietske 
stanice naziva se odjeljak mati~nih stanica. Leukemija 
je maligna bolest s obilje`jem proliferacije nezrelih i 
funkcionalno o{te}enih mati~nih stanica. Posljedice 
zlo}udne preobrazbe mati~nih stanica razli~ito su 
istaknute u obje loze krvnih stanica. Leukemija je 
izrazito heterogena bolest s mnogo razli~itih tipova 
i podtipova. S obzirom na tijek nastanka, leukemija 
mo`e biti akutna i/ili kroni~na, dok s obzirom na 
tip mati~nih stanica u kojima je do{lo do maligne 
promjene razlikujemo limfocitnu i/ili mijeloidnu 

(mijelogenu) leukemiju. Daljnja podjela na podtipove 
ovisi o razini diferenciranosti i zrelosti mati~nih stanica 
na kojima se zbila zlo}udna preobrazba.

U svojim pokusima istra`ili smo citotoksi~ni u~inak 
polifenolnih/flavonoidnih spojeva na razli~ite kulture 
leukemijskih stanica. Rabili smo: leukemijske stanice 
T (JURKAT, MOLT), stanica Burkittova limfoma (RAJI), 
leukemijske monocitne stanice difuznoga histiocitnog 
limfoma (U937) i stanice akutne promijelocitne 
leukemije (HL-60).

Flavonoidi su polifenolni spojevi koje nalazimo 
u hrani biljnog podrijetla te medu i propolisu. Imaju 
razli~ite biolo{ke aktivnosti, od protualergijskih, 
protuoksidativnih, protuupalnih do neutralizacije 
slobodnih radikala, a mogu djelovati i protutumorski 
(1, 2). Jaki su inhibitori klju~nih enzima va`nih u 
prijenosu signala (1); inhibiraju protein kinazu C (PKC), 
tirozin kinaze ili lipidne kinaze, a djeluju i na razli~ite 
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metaboli~ke putove poput aktivacije glikoliti~kih 
enzima ili sinteze proteina, blokiraju stani~ni ciklus 
u G0/G ili G1/M-fazi ovisno o njihovoj strukturi te 
modelu stanice na koju djeluju. Dokazani su vezanje 
flavonoida na estrogenske receptore tipa II, regulacija 
i modulacija stani~nog rasta te poticanje apoptoze 
razli~itih stani~nih linija (3). Flavonoidi iskazuju 
selektivni u~inak prema stanicama tumora te smanjuju 
popratne {tetne u~inke zra~enja i kemoterapeutika 
(1, 4). Potvr|eno je da flavonoidi svojim djelovanjem 
mogu poja~ati protuproliferativni u~inak nekih 
kemoterapeutika, me|utim nema dovoljno podataka 
o njihovoj me|usobnoj me|ureakciji te molekularnim 
mehanizmima djelovanja (4).

S obzirom na to da ljudi normalnom dnevnom 
prehranom (vo}e, povr}e) unose 1 g do 2 g 
flavonoida (5, 6), logi~no je i razmi{ljanje o primjeni i 
mogu}im biolo{kim u~incima temeljenima na njihovoj 
jedinstvenoj strukturi. U istra`ivanju smo rabili pet u 
prirodi (vo}e, povr}e) najzastupljenijih flavonoida, radi 
usporedbe njihova citotoksi~nog djelovanja na pet 
razli~itih kultura leukemijskih stanica (T i B-limfocita 
te monocita).

Kvercetin je u biljnom svijetu {iroko rasprostranjen 
flavonoidni aglikon iz skupine flavonola, prisutan u 
hrani (vo}e, povr}e, za~ini), ~aju (Camellia sinensis
L), vinu, a brojni istra`iva~i upozoravaju da je i 
naju~inkovitiji flavonoid. Kvercetin je jak protuoksidans 
te pozitivno djeluje na ljudsko zdravlje s obzirom na to 
da ima protualergijsko, protuupalno, protureumatsko, 
protuvirusno i protukancerogeno djelovanje (1, 2, 4).

Kavena kiselina i njezini derivati {iroko su 
rasprostranjeni fenol-karboksilni spojevi u biljnim 
vrstama te se posljedi~no u organizam unose kao i 
flavonoidi hranom. Koli~ina kavene kiseline u nekoj 
biljci ovisi o vrsti. Kavena kiselina je protuoksidans, 
te smanjuje proizvodnju aflatoksina vrste Aspergillus 
flavus za vi{e od 95 %, {to joj otvara mogu}nost 
primjene kao prirodnog protufungicida (7). Oralna 
primjena visokih koncentracija kavene kiseline (CA) 
u {takora uzrokuje intestinalne papilome, {to upu}uje 
na kancerogena svojstva kavene kiseline (8). Zdru`ena 
primjena visokih doza razli~itih protuoksidanata, 
uklju~uju}i i kavenu kiselinu, uzrokuje smanjen rast 
tumora kod pokusnih `ivotinja. Potko`na i oralna 
primjena CA i njezinih derivata, primjerice CAPE 

Slika 1 Strukturne formule kvercetina (A), kavene kiseline (B), krizina (C), naringenina (D), naringina (E)
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(fenetil ester kavene kiseline) smanjuje metastaze 
plu}a i rast tumora (9). Rezultati Orbana i sur. (10) 
potvr|uju terapeutski potencijal CA i CAPE, a njihovi 
u~inci posredovani su selektivnom supresijom 
enzimske aktivnosti metaloproteinaza 9 (MMP-9) 
i regulacijom transkripcije nuklearnog ~imbenika 
kapa B (NF-kB), kao i kataliti~ke aktivnosti MMP-9 
(10). Rezultati drugih istra`ivanja tako|er pokazuju 
da CA i CAPE suprimiraju akutnu upalnu reakciju, 
{to pru`a veliku mogu}nost primjene u praksi (10). 
Ova protuupalna i protutumorska svojstva tako|er 
dolaze do izra`aja kod za{tite stanica ko`e izlo`enih 
UV zra~enju (11).

Krizin je flavonoid-aglikon iz skupine izoflavona 
i {iroko je rasprostranjen u biljnim vrstama. U 
komercijalne svrhe rabi se kao inhibitor aromatizacije 
androsterona i testosterona u estrogen (12), a 
potvr|en je njegov protutumorski u~inak (13).

Naringenin ima protuoksidativna, protuupalna i 
imunomodulacijska svojstva, ve`e slobodne radikale te 
je pokreta~ metabolizma ugljikohidrata (14). Temeljem 
rezultata brojnih pokusa naringenin zna~ajno smanjuje 
oksidativni stres u stanici te sprje~ava o{te}enja 
molekule DNA u uvjetima in vitro (14). Naringenin je 
sadr`an u grejpu (Citrus paradisi) kao i naringin.

Naringin je flavonoid-glikozid, odnosno konjugat 
naringenina s molekulom {e}era ramnoglukozida. 
Poznata su njegova protuoksidativna i protukancerogena 
svojstva, a dokazano je i da smanjuje razinu kolesterola 
u krvi i poma`e pri mr{avljenju (13, 15). Naringin se 
metabolizira hidrolizom u metabolit naringenin koji 
poja~ava farmakokinetiku mnogih lijekova (16).

Cilj je ovog istra`ivanja utvrditi te usporediti 
citotoksi~ni u~inak polifenola na nekoliko linija ljudskih 
leukemijskih stanica u uvjetima in vitro.

MATERIJALI I METODE

Flavonoidi

U istra`ivanju su upotrijebljeni polifenoli: kvercetin-
dihidrat (QU) (Fluka, BioChemica, [vicarska), 
kavena kiselina, krizin, naringenin i naringin (Sigma, 
Njema~ka), a njihove strukturne formule prikazane su 
na slici 1. Flavonoidi su pripremljeni neposredno prije 
obrade stanica u koncentracijama od 100 µg mL-1,
50 µg mL-1, 25 µg mL-1, 12,5 µg mL-1. Flavonoidi su 
otopljeni u DMSO-u; koncentracija DMSO-a bila je 
≤0,1 %.

Slika 2 Fotomikrografije prikazuju izgled neobra|enih stanica HL60 (A), RAJI (B) i U937 (C) pod inverznim svjetlosnim mikroskopom pri pove}anju
od 160 puta.
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Stani~ne kulture i uvjeti kultiviranja stanica

U istra`ivanju smo rabili sljede}e stani~ne linije: 
MOLT, JURKAT, U937, HL-60 i RAJI stanice (slika 
2).

Stanice u koncentraciji 2×104 mL-1 kultivirali smo 
72 sata u mikrotitarskim plo~icama s 96 bunar~i}a 
(Falcon, Engleska) u RPMI-1640-mediju (Imunolo{ki 
zavod, Zagreb) oboga}enom 10 %-tnim fetalnim 
tele}im serumom (FCS) na temperaturi od 37 °C u 
inkubatoru, u vla`noj atmosferi s 5 % CO2. Stanice 
su rasle u suspenziji i/ili grozdastim nakupinama, 
ovisno o stani~noj liniji. U uvjetima in vitro izlagane 
su flavonoidima razli~itih koncentracija: 100 µg 
mL-1, 50 µg mL-1, 25 µg mL-1, 12,5 µg mL-1. Kontrolne 
stani~ne linije dr`ane su u RPMI-1640-mediju uz 
dodatak DMSO-a jednake koncentracije kao u otopini 
pripremljenih flavonoida (<0,1 %).

Svaki je pokus napravljen u triplikatu.

TEST CITOTOKSI^NOSTI IN VITRO
(MTS-TEST)

U odre|ivanju citotoksi~nosti rabili smo MTS-test
(CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation 
Assay, Promega, SAD) u kojem je citotoksi~ni u~inak 
flavonoida na razli~ite leukemijske stanice utvr|en s 
pomo}u tetrazolij soli MTS-a [3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolij] i reagensa za hvatanje elektrona PMS-a 
(fenazin metosulfat) prema metodi po Mosmannu 
(17). Nakon obrade i inkubacije tijekom 72 sata, na 
stanice smo dodali boju MTS (20 µL po bunar~i}u) 
te ih dodatno inkubirali na 37 °C tijekom tri sata. 
Vijabilne stanice uz pomo} enzima dehidrogenaze 
pretvaraju boju MTS u ljubi~asti formazan. Formazan 
smo mjerili s pomo}u ELISA (engl. Enzyme Linked 
Immunosorbent Assays) ~ita~a (Bio-Rad, Model 550, 
Japan). Apsorbanciju smo mjerili na 490 nm. Postotak 
citotoksi~nosti izra~unali smo prema formuli:

Citotoksi~nost (%) = 1 – (OD eksp. uzorka st. – SP 
/ OD kontr. uzorka st. – SP) x 100

OD - opti~ka gusto}a
SP - slijepa proba

STATISTI^KA OBRADA PODATAKA

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 
triplikata ± standardna pogre{ka (SP) od tri neovisna 
pokusa. Rezultate smo obradili Studentovim t-testom

kori{tenjem ra~unalnog programa za statisti~ku 
obradu podataka STATISTICA 6.0 (Stats Soft Inc., 
SAD.). Razlika je smatrana statisti~ki zna~ajnom ako 
je p<0,05.

REZULTATI

Rezultati citoksi~nosti razli~itih koncentracija 
flavonoida na stani~ne kulture prikazani su na slici 3.

Najve}i citotoksi~ni u~inak na stanice RAJI, 
neovisno o koncentraciji izazvao je kvercetin. Kavena 
kiselina pri najni`oj koncentraciji iskazuje smanjen 
citotoksi~ni u~inak (slika 3A). Citotoksi~ni u~inak 
krizina ovisan je o dozi; visoke doze uzrokuju ve}u 
citotoksi~nost. Naringenin i naringin pokazuju slabiji 
citotoksi~ni u~inak na stanice RAJI u odnosu na 
druge istra`ivane flavonoide kod vi{ih koncentracija 
(100 µg mL-1 i 50 µg mL-1), a kod ni`ih koncentracija 
nemaju nikakav utjecaj ili ~ak djeluju blago stimulativno 
na rast stanica.

Najve}i citotoksi~ni u~inak na stanice JURKAT 
iskazuju kavena kiselina i krizin; citotoksi~ni 
u~inci utvr|eni nakon primjene svih navedenih 
koncentracija statisti~ki zna~ajno odstupaju u 
odnosu na kontrolu (p<0,05). Kvercetin pokazuje 
ujedna~enu citotoksi~nost (15 % do 30 %) neovisnu 
o koncentraciji, dok naringenin i naringin imaju slab 
citotoksi~ni u~inak neovisan o koncentraciji (slika 
3B).

Nadalje, svi istra`ivani flavonoidi osim flavonoid-
glikozida naringina imaju citoksi~ni u~inak na stanice 
linije MOLT (slika 3C). Naringin djeluje stimulacijski na 
rast stanica MOLT neovisno o koncentraciji. Kvercetin i 
kavena kiselina iskazuju vi{u citotoksi~nost pri manjim 
koncentracijama, a krizin i naringenin iskazuju u~inak 
ovisan o dozi. Kvercetin u vi{im koncentracijama 
djeluje stimulacijski na rast stanica MOLT, a u ni`im 
koncentracijama poti~e citotoksi~nost.

Flavonoidi primijenjeni u koncentraciji od 
100 µg mL-1 djeluju citotoksi~no na mijeloidne 
leukemijske stanice HL-60 (slika 3D). Kvercetin, 
kavena kiselina i krizin kod ni`ih koncentracija 
zadr`avaju citotoksi~ni u~inak, dok naringenin 
pri koncentracijama od 50 µg mL-1, 25 µg mL-1 i 
12,5 µg mL-1 djeluje stimulacijski. Naringin u ovom 
pokusu pokazuje stimulacijsko djelovanje samo pri 
koncentraciji od 25 µg mL-1.

Najve}u toksi~nost na stanice U937 ima kavena 
kiselina (47,36 %) pri koncentraciji od 100 µg mL-1.

Jospovi} P, Or{oli} N. FLAVONOID CYTOTOXICITY IN LEUKAEMIA CELLS
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Slika 3 Citotoksi~ni u~inak 
polifenolnih/flavonoidnih
spojeva na stani~ne linije 
RAJI (A); JURKAT (B), MOLT 
(C), HL-60 (D), i U937 (E). 
Svaka to~ka na histogramu 
predstavlja srednju vrijednost 
± SP od tri nezavisna pokusa 
napravljena u triplikatu. 
Postotak citotoksi~nosti 
izra~unali smo prema formuli:
Citotoksi~nost ( %) = 1 – (OD 
eksp. uzorka st. – SP / OD 
kontr. uzorka st. – SP) x 100
OD - opti~ka gusto}a; SP 
- slijepa proba. Statisti~ki 
zna~ajno (*p<0,05; 
**p < 0,01, ***p < 0,001) 
razli~ito u odnosu na 
kontrolnu skupinu.
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Krizin je relativno citotoksi~an pri najvi{oj koncentraciji, 
dok u ostalim koncentracijama pokazuje jak stimulativni 
u~inak (slika 3E).

RASPRAVA

Rezultati provedenog istra`ivanja pokazuju 
da citotoksi~nost polifenola u uvjetima in vitro
ovisi o njihovoj strukturi, koncentraciji i o vrsti 
(tipu) leukemijskih stanica. Usporedbom rezultata 
prethodnih radova (13) jasno je da flavonoidi kao 
sastavnice propolisa (etanolna otopina propolisa; 
EEP) imaju ja~i sinergisti~ki u~inak nego {to ga imaju 
pojedina~no.

U literaturi se navodi da citoksi~nost razli~itih 
flavonoida ovisi o njihovoj kemijskoj strukturi. 
Plochman i sur. (18) pokazali su na stanicama JURKAT 
da ve} i male strukturne razlike u molekuli flavonoida 
zna~ajno utje~u na njihovu citoksi~nost. ^imbenik 
citotoksi~nosti vezan za strukturne razlike flavonoida 
zasigurno je prisutnost 4-karbonilne skupine uklju~ene 
u inhibiciju sinteze masnih kiselina. Druga zna~ajna 
osobitost poja~ane citotoksi~ne aktivnosti flavonoida je 
postojanje dvaju do triju dvostrukih veza koje formiraju 
planarnu strukturu A i C-prstena kostura flavonoida. 
Postojanje dvostrukih veza usko je povezano s 
u~inkovitim vezanjem i inhibicijom P-glikoproteina 
(P-gp), membranskog prijenosnika odgovornog za 
izbacivanje kemoterapijskih tvari. Inhibicija ovoga 
va`nog detoksifikacijskog sustava mo`e pridonijeti 
poja~anoj citotoksi~nosti. Rezultati na{ih istra`ivanja 
(slika 3) pokazuju da ve}ina flavonoida ima citotoksi~ni 
u~inak na razli~ite leukemijske stanice ovisan o dozi, 
ali neki od flavonoida pokazuju stimulacijski u~inak 
(primjerice krizin u U937, naringenin i naringin u 
HL60). Ovi rezultati pokazuju da je potrebno istra`iti 
molekularne mehanizme, kao i optimalne doze za 
njihovu mogu}u primjenu u klini~koj praksi. Neki 
od mogu}ih molekularnih mehanizama prikazani su 
kako slijedi. Chen i sur. (19) dokazali su da kvercetin 
inhibira aktivnost pro~i{}enog proteasoma 20S i 
proteasoma 26S kod netaknutih JURKAT T-stanica, 
a osim toga poti~e aktivaciju kaspaze-3 i cijepanje 
poli(ADP-riboza)polimeraze. Yoshida i sur. (20) u 
opse`nu istra`ivanju nekih flavonoida na razli~ite linije 
tumorskih stanica zaklju~uju da kvercetin zaustavlja 
rast leukemijskih T-stanica ljudi u kasnoj G1-fazi 
stani~nog ciklusa, dok su Liesveld i sur. (21) pokazali 
smanjenu proliferaciju i vijabilnost AML-stani~nih 
linija (U937) i primarnih blasta pacijenata s AML-om. 

Kim i sur. (22) pokazuju da je broj –OH-skupina na 
B-prstenu flavonola sli~ne kemijske strukture va`an za 
njihovu citotoksi~nost te protuoksidativnu aktivnost 
na stanice U937, a utje~u i na proces angiogeneze 
endotelnih stanica, ekspresiju adhezijskih molekula i 
me|ustani~nu adheziju.

Park (23) upozorava da su flavonoidi (kvercetin, 
naringenin i naringin) potencijalni ihibitori procesa 
unosa glukoze u stanice U937 te tako inhibiraju rast 
leukemijskih stanica.

Temeljem ovih saznanja, a i na osnovi na{ih rezultata, 
flavonoidi imaju velik potencijal u kemoprevenciji 
tumora, posebice zbog toga {to mogu potaknuti 
apoptozu te pokazuju selektivni u~inak na tumorske 
stanice (9). Programirana stani~na smrt mo`e biti 
pokrenuta modulacijom razli~itih signalnih putova koji 
pridonose stani~noj smrti. Primjerice, kvercetin poti~e 
apoptozu otpu{tanjem citokroma c iz mitohondrija, 
aktivacijom kaspaza i regulacijom porodice Bcl-2 (24). 
Isti autor pokazuje da niske koncentracije kvercetina 
mogu aktivirati MAPK (mitogen-aktiviraju}a protein 
kinaza) put, {to uzrokuje ekspresiju gena opstanka 
(c-fos i c-jun) te obrambenih gena (glutation-S-
transferaza) koji pokre}u mehanizme opstanka i 
obrane, dok visoke koncentracije kvercetina aktiviraju 
put kaspaze {to izravno vodi u apoptozu. Kanno 
i sur. (25) pokazali su da je apoptoza potaknuta 
naringeninom u HL-60-stanicama posredovana 
kaspazom 3 i kaspazom 9, ali ne i kaspazom 8. Jedan 
od mehanizama kojim naringenin pokre}e apoptozu 
povezan je s aktivacijom NF-kB. Visoke koncentracije 
naringenina uzrokuju nekroti~nu stani~nu smrt 
ispra`njenjem zaliha unutarstani~nog ATP-a.

Ti podaci, jednako kao i rezultati na{eg istra`ivanja 
pokazuju da je koncentracija flavonoida odlu~uju}i 
~imbenik koji poti~e proliferaciju i/ili stani~nu smrt 
apoptozom i/ili nekrozom. Iz rezultata je razvidno da 
flavonoidi primijenjeni u visokim koncentracijama 
kod nekih stani~nih linija mogu me|udjelovati sa 
stani~nim procesima te prouzro~iti proliferaciju. 
Nadalje, koli~ina slobodnih radikala odlu~uju}a je u 
aktivaciji proliferacijskog i/ili apoptotskog puta.

Or{oli} i sur. (13) utvrdili su da flavonoidi djeluju 
selektivno na tumorske stanice u odnosu na normalne, 
{to je sukladno s drugim autorima koji tako|er pokazuju 
da flavonoidi izazivaju apoptozu u transformiranih 
stanica glodavaca i ljudskih stanica u kulturi (26). 
Smatra se da je poja~ana osjetljivost transformiranih 
stanica na flavonoide kao protutumorske tvari 
povezana s nesposobno{}u transformiranih stanica da 
sintetiziraju glutation kao odgovor na oksidativni stres 
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(27, 28). Smanjenje oksidativnog stresa s pomo}u 
reduciraju}ih tvari sprje~ava proces apoptoze u nekim 
stanicama (29), dok u drugima redukcija oksidativnog 
stresa uzrokuje proces apoptoze (30). Sli~no potvr|uju 
i na{i rezultati. Zanimljivo je da na stanice JURKAT 
svi flavonoidi djeluju citotoksi~no, a sli~an je slu~aj 
i sa stanicama RAJI gdje blagi stimulativni u~inak 
na razmno`avanje stanica imaju niske koncentracije 
naringenina i naringina. Kod stanica MOLT zabilje`eno 
je stimulativno djelovanje kvercetina u najvi{oj 
koncentraciji te naringina pri vi{im koncentracijama. 
Stanice U937 kao stanice monocitnih osobitosti 
pokazuju najve}u otpornost na citotoksi~nost 
flavonoida neovisno o vrsti i koncentraciji, {to sugerira 
da bi te stanice mogle imati ve}u koli~inu glutationa i 
popratnih mu enzima.

Oksidativni stres mijenja signalni prijenos i 
genomske procese (31) i  mo`e prouzro~it i 
neodgovaraju}u stimulaciju ili apoptozu izlo`enih 
stanica. Kontrola stani~ne proliferacije u odnosu na 
apoptozu u razli~itim tipovima `ivotinjskih stanica 
posredovana je receptorima i doga|ajima vezanim za 
njih, {to vodi proizvodnji O2

- i H2O2. Nadalje, stani~na 
proliferacija i apoptoza dva su alternativna odgovora 
koja ovise o specifi~noj stani~noj redoks-ravnote`i 
(32, 33).

Brojna istra`ivanja pokazuju da se flavonoidi 
ovisno o dozi mogu pona{ati kao protuoksidansi i/ili 
prooksidansi. Naime, razli~ita razina prooksidanata 
mo`e imati suprotan u~inak u istom sustavu. 
Primjerice, nasuprot citotoksi~nom u~inku prevelikih 
oksidativnih o{te}enja, slaba razina oksidativnog 
stresa mo`e voditi aktivaciji nekih enzima; tako 
je aktivacija protein kinaze C zna~ajno pove}ana 
redoks-ciklusom kinona preko tiol/disulfidnog puta 
(34), {to mo`e biti mehanizam kojim prooksidansi 
mogu modelirati stani~ni rast i diferencijaciju (35). 
Isti autori pokazali su i selektivno uklju~ivanje 
razli~itih mehanizama za proliferaciju ovisno o dozi 
te stani~nu smrt uzrokovanu protuoksidansima ili 
prooksidansima. Tako|er, mo`e se zaklju~iti da su 
odvojeni putovi prijenosa signala za proliferaciju i 
apoptozu (36). Na{i rezultati tako|er potvr|uju ova 
ranija opa`anja. Sposobnost nekih flavonoida u 
redoks-ciklusu i proizvodnji toksi~nih radikala kisika 
mo`e pridonijeti poja~anoj citotoksi~noj aktivnosti, 
kao i apoptozi u leukemijskim stanicama, s obzirom 
na to da su tumorske stanice u cijelosti deficijentne 
u mehanizmu detoksifikacije kisikovih radikala i na 
taj na~in osjetljivije na prooksidativne protutumorske 
tvari (37); u drugim stanicama niske doze djeluju 

stimulacijski i sprje~avaju proces apoptoze. O~ito je 
da postoji izravan odnos izme|u koli~ine glutationa 
u stanicama, citotoksi~nosti i apoptoze. Dobiveni 
podaci potvr|uju istra`ivanja Zimmermana (38), 
koji sugerira da nisu samo reaktivni radikali kisika 
posrednici o{te}enja stanica, nego se prije radi o 
oksidativnoj izmjeni redoks-stanja u stanicama, {to 
vjerojatno modificira prirodne stimulatorne signale i 
vodi stani~noj smrti.

ZAKLJU^AK

Rezultati na{eg istra`ivanja pokazuju da flavonoidi 
imaju citotoksi~an u~inak na razli~ite kulture 
leukemijskih stanica te da su vijabilnost i proliferacija 
leukemijskih stanica ovisne o koncentraciji flavonoida. 
Flavonoidi razli~itih koncentracija mogu stimulirati 
proliferaciju monocitnih stani~nih kultura. Nasuprot 
tomu, najve}i stupanj toksi~nosti pokazuju kvercetin, 
kavena kiselina i krizin, dok su naringenin i naringin 
manje toksi~ni. S obzirom na to da flavonoidi mogu 
djelovati na leukemijske stanice brojnim mehanizmima, 
daljnje podatke o njihovoj u~inkovitosti trebalo 
bi temeljiti na nekim od navedenih mehanizama, 
primjerice razini glutationa i popratnih enzima, 
apoptozi/nekrozi, aktivaciji signalnih molekula, 
modulaciji gena, {to }e zasigurno biti cilj na{ih daljnjih 
istra`ivanja.
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Summary

CYTOTOXICITY OF POLYPHENOLIC/FLAVONOID COMPOUNDS IN A LEUKAEMIA CELL CULTURE

Flavonoid components of propolis are biologically active substances with antioxidative, immunostimulative, 
immunomodulative, and anti-inflamatory properties. The aim of the study was to investigate their cytotoxic 
effect on different leukaemia cell lines. For this purpose we used five different flavonoids (quercetin, caffeic 
acid, chrysin, naringenin, and naringin) and five types of leukemia cell lines (MOLT, JURKAT, HL-60, 
RAJI and U937). Cells were cultured at 37 °C in the RPMI-1640 medium supplemented with 10 % FCS 
in humified atmosphere with 5 % of CO2. Flavonoids were added in the following concentrations: 100 
µg mL-1, 50 µg mL-1, 25 µg mL-1, or 12.5 µg mL-1. The results show different dose- and cell-type-dependent 
cytotoxicity. Among the flavonoids, quercetin showed the strongest cytotoxic effect in all cell lines. Caffeic 
acid and chrisyn also expressed a high level of cytotoxicty. Treatment of U937 and HL-60 cell lines with 
low concentrations of chrisyn or naringenin stimulated cell proliferation. These results suggest a biphase 
effect of the tested compounds on monocyte cell lines. Cytotoxicity and growth stimulation mechanisms 
caused directly by flavonoids should further be investigated on the molecular level.

KEY WORDS: caffeic acid, cell proliferation, chrisyn, HL-60, JURKAT, MOLT, naringenin, propolis, 
quercetin, RAJI, U937 cells
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