
UVOD: Preparati biljke Viscum al bum se
intenzivno koriste kao komplementarna terapija
u leèenju  kancera. Mehanizmi antitumorskog
delovanja, potvrðeni in vi tro, ukljuèuju citotok-
sièno delovanje, indukciju apoptoze, inhibiciju
angiogeneze, imunomodulatorno delovanje.
CILJ: Cilj ovog istraživanja je ispitivanje uticaja
ekstrakta bele imele na funkciju trombocita i mo- 

nocita kao važnih faktora u imunomodulaciji kan-
cerskog procesa, metastatskom potencijalu i tu mor-
skoj angiogenezi. 
METODE: Uticaj razlièitih koncentracija ekstrakta
bele imele na markere agonistom indukovane akti-
vacije trombocita i njihove agregacije sa leukocitima
ispitivan je u krvi zdravih ispitanika (n=6) prime-
nom protoène citometrije. Uticaj na markere LPS
indukovane aktivacije odreðivan je u krvi ispitanika i
kulturi THP-1 æelija korišcìenjem ELISA eseja i pro-
toène citometrije.
REZULTATI: Ekstrakt imele znaèajno inhibira eks-
presiju P-selektina i trombocitno-monocitnu agrega-
ciju. Pokazana stimulacija produkcije TNF-a u
LPS-om aktiviranim monocitima dodatno doprinosi
antitumorskom potencijalu.
ZAKLJUÈAK: Dobijeni rezultati potvrðuju potenci
jal ekstrakta imele da modulira trombocitnu i mono-
citnu funkciju, kao deo pleotropnog antitumorskog
delovanja.

Kljuène reèi: Viscum al bum, trombociti, P-selektin,
monociti

UVOD

Bela imela (lat. Viscum al bum) je poluparazitska biljka 
iz familije Viscaceae (Loranthaceae). Poreklom je iz

Evrope, zapadne i južne Azije. Raste u krošnjama raz-
lièitih vrsta drveæa (jabuka, bor, jela, javor, brest, breza)
kao zimzeleni žbun sveriènog oblika. Najznaèajnije i

najintenzivinije prouèavane biološki aktivne komponente 
bele imele su lektini i viskotoksini1-3. Ova biljka
predstavlja i znaèajan biološki izvor i drugih
farmakološki aktivnih komponenti, pre svega: drugih
proteina malih molekulskih masa, oligo i polisaharida,
flavonoida, triterpenskih kiselina i dr. 4-10. Dugi niz
godina komercijalin ekstrakti bele imele se koriste kao
komplementarna altrnativna terapija (KAM) za pacijente
obolelele od kancera 11,12. Terapeutska korist ekstrakta
bele imele u razlièitim oboljenjima zavisi od postupka
pripreme, odnosa razlièitih bioaktivnih jedinjenja prisut-
nih u ekstrakatu, kao i od vrste drveta domaæina na kome
je imela rasla.

Veliki broj in vi tro studija je pokazao da je antikan-
cersko dejstvo ekstrakta bele imele zasnovano na induk-
ciji apoptoze tumorskih æelija, inhibiciji æelijske
proliferacije, kao i inhibiciji procesa angiogeneza 13-20.
Klinièke studije su pokazale da adjuvantni tretman
bolesnika obolelih od kancera preparatima bele imele
kada se koriste zajedno sa hemioterapijom, radiotera-
pijom ili operativnim leèenjem, doprinosi ukupnom
poboljšanju kvaliteta života 21-30. Bioaktivne komponente
bele imele pokazuju i imunostimulatorno dejstvo u
interakciji sa æelijskim i humoralnim komponentama
imunog sistema i na taj naèin potencirajuæi antitumorski
imunološki odgovor5-7,31-35. Uprkos njihovoj upotrebi u
poslednjih nekoliko decenija, precizni mehanizmi pove-
zani sa antitumorskim efektima biljke bele imele nisu u
potpunosti poznati.

Rezultati brojnih epidemioloških studija i brojnih
eksperimenata u in vi tro uslovima i na animalnim mode-
lima pokazuju da trombociti imaju veliki znaèaj u pato-
genezi i progresiji malignih bolesti. Aktivacija trom-
bocita, prisutna kod malignih bolesti, posredovana je
trombinom koji oslobaðaju maligne æelije, ADP-om po-
reklom iz malignih æelija ili trombocita, i tromboksanom
A2 iz trombocita. Trombin, prisutan na površini
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aktiviranih trombocita, stimuliše njihovu aktivaciju i
agregaciju sa malignim æelijama, posredovanu pre svega
P-selektinom, ali i GPIIb-IIIa, fibronektinom i vWF-om
(von Willebrand fac tor). Sekvestracija trombocita
omoguæava malignim æelijama da izbegnu mehanizme
imunološke kontrole tumorskog procesa i dodatno
doprinosi njihovom metastatskom potencijalu. Uloga
trombocita u rastu tumora i njegovom metastatskom po-
tencijalu poznata je dugi niz godina, podržana studijama
koje su pokazale inhibiciju rasta tumora i inhibicuju
metastaziranja smanjenjem broja trombocita36,37.

Aktivirani trombociti oslobaðaju faktore rasta tumora
(PDGF) i faktore angiogeneze (VEGF i angiopoetin-1).
Pored VEGF koji se smatra odgovornim za poveæanje
permeabilnosti endotela važnu ulogu imaju i integrini i
glikoproteini, a pre svega P-selektin koji se smatra
primarnim medijatorom38-40. P-selektin eksprimiran na
aktiviranim trombocitima i endotelnim æelijama posre-
duje u vezivanju tumorskih æelija i olakšava ekstra-
vazaciju, mikrocirkulatorni zastoj i formiranje metastaza.
Shodno tome, ekstravazacija tumorskih æelija i njihov
metastatski potencijal direktno je srazmeran njihovoj
sklonosti da vezuju trombocite, odnosno da formiraju
agregate 41-43. 

Cilj ovih istraživanja je bio utvrditi potencijalni efekat
bioaktivnih sastojaka bele imele na funkciju trombocita i
njima posredovane meðuæelijske interakcije, kao i na
aktivacioni sta tus monocita/makrofaga u kulturi. Kao
specifièni markeri aktivacije trombocita praæeni su
površinski antigeni (P-selektin i GPIIb-IIIa), koji
predstavljaju ujedno i adhezione receptore kojim je
posredovana homotipska, odnosno heterotipska agre-
gacija trombocita. Uporedo sa delovanjem na aktivaciju,
ispitivan je i uticaj ekstrakta bele imele na formiranje
heterotipskih agregata trombocita sa drugim krvnim
æelijama (monocitima i neutrofilma), koje je posredovano 
prvenstveno P-selektinom, kljuènim molekulom za ulogu
trombocita u procesu metastaze i angiogeneze. Dodatno,
uticaj ekstrakta na funkciju monocita/makrofaga praæen
je uporednim odreðivanjem više markera aktivacije
monocot/makrofaga u kulturi nakon delovanja LPS-a:
nivoa oksidativnih vrsta u æelijama, ekspresije CD11b
receptora na površini æelija i nivoa TNF-a u supernatantu.

MATERIJAL I METODE

Ekstrakt bele imele
Ekstrakt bele imele je dobijen ultrazvuènom metodom.

Lišæe bele imele (Viscum al bum) je brano sa biljke koja
raste na drvetu jabuke (Malus domestica B.) u zapadnom
regionu Srbije. Vodeni ekstrakt je dobijen od sveže
samlevenog lišæa ultrazvuènom ekstrakcijom. 44 

Æelijske linije u kulturi

THP-1 æelije akutne monocitne leukemije (Amer i can
Type Cul ture Col lec tion, Rockville, MD) su gajene u
hranljivom medijumu (RPMI1640)  uz dodatak penicilina 
(192 U/ml), streptomicina (200 µg/ml),  HEPES (25
mM), L-glutamina (3 mM) i 10% fetalnog teleæeg seruma 

(FCS) (pH 7.2), na 37°C u 5% CO2 u atmosferi poveæane 
vlažnosti.

Odreðivanje sadržaja ukupnih pro tein i fenola

Sadržaj ukupnih proteina u vodenom ekstraktima bele
imele odreðivan je spektrofotometrijski Bradford-ovom
mikro metodom45, a sadržaj ukupnih fenola reakcijom sa
Folin Ciocalteu (FC) reagensom46,47. Rezultati sadržaja
fenola su izraženi kao ekvivalenti galne kiseline po gramu
vodenog ekstrakta 
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GRAFIKON 1
EFEKAT TRETMANA EKSTRAKTOM BELE IMELE NA
EKSPRESIJU P-SELEKTINA I GPIIB-IIIA AKTIVIRANIH
TROMBOCITA. 

(Procenat P-selektin i GPIIb-IIIa pozitivnih trombocita u ukupnoj
populaciji trombocita nakon delovanja suboptimalne koncentracije
ADP-a (0.25µM) u uzorcima predhodno tretiranim ekstraktom bele
imele-VA (1.0, 2.0 i 4.0 µg/mL ukupnih proteina) u odnosu na
kontrolu, odreðivan je metodom protoène citometrije.  Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost ± SD; Zvezdice predstavljaju
statistièku znaèajnost u odnosu na kontrolu (

*
p=0,05; Studentov t-test)

GRAFIKON 2
EFEKAT TRETMANA EKSTRAKTOM BELE IMELE NA
RESPODELU GUSTINE P-SELEKTINA I GPIIB-IIIA NA
AKTIVIRANIM TROMBOCITIMA. 

(Gustina P-selektina i GPIIb-IIIa na pojedinaènim trombocitima
nakon delovanja suboptiimalne koncentracije ADP-a (0.25 µM) u
uzorcima prethodno tretiranim ekstraktom bele imele-VA (1.0, 2.0 i
4.0 µg/mL ukupnih proteina) u odnosu na kontrolu odreðivana je
metodom protoène citometrije. 



Odreðivanje parametara aktivacije trombocita i njihove
agregacije sa leukocitima primenom protoène citometrije

Uzorkovanje krvi

Krv zdravih dobrovoljaca uzorkovana je u skladu sa
standardnim protokolima za odreðivanje markera akti-
vacije trombocita i agregacije trombocita i leukocita
metodom protoène citometrije48,49, na tašte, u ranim
jutarnjim èasovima, nakon potpunog mirovanja u trajanju 
od najmanje 20 minuta. Uzorci krvi su korišæeni u daljoj
analizi odmah po venepunkciji, uz minimalnu mani-
pulaciju uzoraka, na sobnoj temperaturi. 

Odreðivanje parametara aktivacije trombocita u in vi tro
eksperimentalnim uslovima

Aktivacijoni sta tus trombocita pod dejstvom ekstrakta
bele imele odreðivan je metodom protoène citometarije.
Za ispitivanje delovanja ekstrakta bele imele u in vi tro
eksperimentalnim uslovima, korišæena je modifikovana
metoda Frelingera i sar.50. Ukratko, alikvot razblažene
krvi (1:10 u Hepes-Tyrode puferu, ph 7.4) inkubiran je sa 
razlièitim koncentracijama (1.0; 2.0 i 4.0 mg/mL ukupnih 
proteina) ekstrakta bele imele u trajanju od 30 minuta na
sobnoj tem per a ture, a potom je obeležena anti-CD61-
PerCP (trombocitni marker), anti-CD62P-PE (anti-P-
selektin) i PAC1-FITC (anti-GPIIb-IIIa) antitelima i
tretirana rastvorom ADP-a, kao agonistom aktivacije
trombocita, u finalnoj koncentraciji od 0.25 µM, 20
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon fiksacije uzorci su
analizirani na protoènom citometru BD FACSCalibur
koristeæi Cell Quest pro gram. 

 Odreðivanje parametara agregacije trombocita sa
monocitima i neutrofilima- in vi tro 

Agregati trombocita sa monocitima TMA (eng.
platelet-monocyte ag gre gates, PMA) i agregati trom-
bocita sa neutrofilima, TNA (eng. platelet-neutrophil ag -
gre gates, PNA) odreðivani su korišæenjem pune krvi
ispitanika po prethodno opisanim metodama49,51. Puna krv 
tretirana je razlièitim koncentracijama (1.0, 2.0 i 4.0
mg/mL ukupnih proteina) ekstrakta bele imele na isti
naèin kao i uzorci razblažene krvi pri analizi markera
aktivacije trombocita. Po završetku inkubacije, alikvot
pune krvi tretirane ispitivanim ekstraktom obeležen je
anti-CD61-FITC, anti-CD11b-PE i anti-CD14-PerCP
antitelima i tretiran rastvorom ADP-a, kao agonista
aktivacije trombocita, u finalnoj koncentraciji od 0.25
µM 15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Zatim su
uzorci lizirani 10 minuta na sobnoj temperaturi u mraku.
Nakon fiksacije uzorci su analizirani na protoènom
citometru BD FACSCalibur koristeæi Cell Quest pro -
gram. 

Diferencijacija THP-1 æelija

2.5x 105 THP-1 æelije/mL su tretirane vitaminom D3
pri koncentraciji od 100 nM, 72 sata. Nakon 72 sata
tretmana æelije su isprane dva puta RPMI 1640 medi-
jumom, kako bi se odstranio vi ta min D3, i tako dife-
rencirane æelije su kasnije polarizovane LPS-om. 

Odreðivanje aktivacije monocita u kulturi merenjem
produkcije TNFá

0.5x105 THP-1 æelije/otvoru mikrotitar ploèe tretirane
su u trajanju od 1 h na 37°C razlièitim koncentracijma
ekstrakta bele imele (2.0, 4.0, 8.0 µg/mL), nakon èega su
stimulisane sa 1µg/mL LPS-a u trajanju od èetiri sata na
37°C. Kao kontrola korišæene su netretirane nestimu-
lisane THP-1 æelije i tretirane nestimulisane THP-1 æe-
lije. Delovanje ekstrakata poreðeno je sa netretiranim
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GRAFIKON 3
UTICAJ EKSTRAKTA BELE IMELE NA INDEKS
AKTIVACIJE TROMBOCITA (IAT) U ODNOSU NA
P-SELEKTIN I GPIIBIIIA.

(IAT u ukupnoj populaciji trombocita nakon delovanja suboptimalne

koncentracije ADP-a (0.25 µM) u uzorcima prethodno tretiranim

ekstraktom bele imele (1.0, 2.0 i 4.0 µg/mL ukupnih proteina) u

odnosu na kontrolu, odreðivan je metodom protoène citometrije.  

GRAFIKON 4
EFEKAT EKSTRAKTA BELE IMELE NA PARAMETRE
HETEROTIPSKE AGREGACIJE TROMBOCITA SA
LEUKOCITIMA. 

(Procenat agregata trombocita i monocita (TMA); i agregata
trombocita i neutrofila (TNA) u ukupnoj populaciji monocita, odnosno
neutrofila nakon delovanja suboptimalne koncentracije ADP-a (0.25
µM) u uzorcima prethodno tretiranim ekstraktom bele imele (1.0, 2.0 i
4.0 µg/mL ukupnih proteina) u odnosu na kontrolu, odreðivan je
metodom protoène citometrije. 



THP-1 æelijama stimulisanim delovanjem LPS-a. Nakon
isteka èetvoroèasovne inkubacije nivo produkcije TNF-á
u supernatantu odreðen je komercijalnim ELISA esejem
(Bio sci ences,) u skladu sa protokolom proizvoðaèa. 

Odreðivanje aktivacije monocita/makrofaga u kulturi
merenjem nivoa slobodnih kiseoniènih radikala i
ekspresije CD11b

5×105 diferenciranih THP-1 æelija tretirano ekstraktom
bele imele u razlièitim koncentracijama (2.0, 4.0, 8.0
µg/mL ukupnih proteina) u trajanju od 1 h na 37°C, na-
kon èega su æelije izložene delovanju 1 µg/mL LPS-a u
periodu od 2 sata  na 37°C. Nakon toga, æelije isprane
PBS-om inkubirane su 15 min anti-CD11b monoklon-
skim antitelom i sukcesivno bojene rastvorom dihloroflu- 
orescein diacetata (DCFDA, 50 µM)  30 minuta inkubi-
ranjem na 37°C. Æelije su nakon toga isprane PBS-om i
analizirane na BD FACS Calibur protoènom citometru,
koristeæi Cell Quest Pro kompjuterski softver. 

REZULTATI 

Uticaj ekstrakta bele imele na ekspresiju P-selektina i
GPIIb-IIIa

Uticaj ekstrakta bele imele (1.0, 2.0 i 4.0 µg/mL
ukupnih proteina) na ekspresiju P-selektina i GPIIb-IIIa
in vi tro, ispitivan je u uzorcima krvi 6 zdravih ispitanika,
nakon delovanja suboptimalne koncentracije ADP-a
(0.25 µM). Dobijeni rezultati, u uzorcima pune krvi tre-
tirane ekstraktom bele imele, u odnosu na  kontrolu
tretiranu samo ADP-om, prikazani su na Grafikonu 1. 

Prikazani rezultati, izraženi kao procenat trombocita
koji eksprimira odgovarajuæe aktivacione markere
(P-selektin i GPIIbIIIa) u ukupnoj populaciji trombocita
(20000 ispitivanih dogaðaja), pokazuju da je ekstrakt
bele imele u koncentracijama od 2.0 i 4.0 µg/mL ukupnih 
proteina doveo do statistièki znaèajnog smanjenja
procenta P-selektin pozitivnih trombocita, tretiranih
suboptimalnom koncentracijom ADP-a kao agoniste.
Istovremeno pri ispitivanim koncentracijama ekstrakta
nije pokazan efekat na procenat trombocita koji
eksprimiraju GPIIbIIIa aktivacioni marker.

Pored procenta P-selektin i GPIIb-IIIa pozitivnih trom-
bocita odreðivana je i gustina ovih receptora na površini
trombocita. Dobijeni rezultati, izraženi su kao geo-
metrijska sredina intenziteta flu o res cence ukupne po-
pulacije trombocita (eng. mean flu o res cence in ten sity,
MFI), koja je srazmerna proseènoj gustini aktivacionih
markera na pojedinaènom trombocitu prikazani su na
Grafikonu 2. 

Pokazano je da smanjenje procenta P-selektin pozi-
tivnih trombocita nije bilo praæeno smanjenjem gustine
P-selektina. Istovremeno, nije uoèeno delovanje ekstrakta 
bele imele na gustinu GPIIbIIIa. 

Relativnu meru svih raspoloživih receptora na površini
an ti gen-pozitivnih trombocita daje „indeks aktivacije
trombocita“ - IAT (eng. in dex of platelet ac ti va tion, IPA)
kao proizvod udela an ti gen pozitivnih trombocita u
analiziranoj populaciji trombocita i odgovarajuæe MFI

vrednosti (njihove gustine), na osnovu jednaèine
MPA=% x MFI / 100 52. Uticaji ekstrakta bele imele na
indeks aktivacije trombocita prikazan je na Grafikonu 3.
Delovanje ekstrakta bele imele na smanjenje procenta
P-selektin pozitivnih trombocita kao odgovora na delo-
vanje ADP-a praæeno je i smanjenjem indeksa aktivacije
trombocita u odnosu na P-selektin kao markera
aktivacije, bez pokazanog delovanja na indeks aktivacije
u odnosu na GPIIbIIIa.
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GRAFIKON 5
EFEKAT EKSTRAKTA BELE IMELE NA RASPODELU
GUSTINE TROMBOCITA NA MONOCITIMA I
NEUTROFILIMA. 

(Gustina trombocita na monocitima i neutrofilima u ukupnoj

populaciji monocita, odnosno neutrofila nakon delovanja

suboptimalne koncentracije ADP-a (0.25µM) u uzorcima prethodno

tretiranim ekstraktom bele imele (1.0, 2.0 i 4.0 µg/mL ukupnih

proteina) u odnosu na kontrolu, odreðivana je metodom protoène

citometrije. 

GRAFIKON 6
UTICAJ EKSTRAKTA BELE IMELE NA INDEKS
AGREGACIJE TROMBOCITA (IAT) SA MONOCITIMA I
NEUTROFILIMA.

Indeks agregacije trombocita (IAT) sa monocitima, odnosno

neutrofilima nakon delovanja suboptimalne koncentracije ADP-a

(0.25µM) u uzorcima prethodno tretiranim ekstraktom bele imele (1.0,

2.0 i 4.0 µg/mL ukupnih proteina) u odnosu na kontrolu, odreðivana je 

metodom protoène citometrije. 



Uticaj ekstrakta bele imele na agregaciju trombocita sa
monocitima i neutrofilima

Uporedo sa uticajem na parametre aktivacije praæen je i 
uticaj ekstrakata bele imele na parametre agregacije
trombocita sa monocitima i neutrofilima: procenat
agregata trombocita i monocita u ukupnoj populaciji
monocita (TMA) i procenat agregata trombocita i neutro- 
fila u ukupnoj populaciji neutrofila (TNA) zdravih
ispitanika, kao odgovor na agonistièko delovanje subop-
timalne koncentracije ADP-a (0.25µM/mL). Dobijeni re-
zultati prikazani su na Grafikonu 4. 

Pokazano je da je ekstrakt bele imele u veæim
koncentracijama (2.0 i 4.0 µg/mL) dovodi do smanjenja
procenta agregata trombocita sa monocitima u ukupnoj
populaciji monocita. Nije uoèeno statistièki znaèajno
delovanje ispitivanog ekstrakta na agregaciju trombocita
sa neutrofilima, najverovatnije kao posledica interin-
dividualnih varijacija u odgovoru ispitanika, ali je uoèen
pozitivan trend (p=0.080 i p=0.096, redom). 

Odreðivanjem MFI karakteristiène flu o res cence na
monocitima i neutrofilima, pokazano je da nema statis-
tièki znaèajnog smanjenja relativne gustine trombocita na 
površini pojedinaènih monocita i neutrofila u ukupnoj
populaciji ovih æelija pod delovanjem ispitivanog
ekstrakta (Grafikon 5). Dobijeni rezultati prikazani kao
„indeks agregacije trombocita“- IAT (eng. in dex of
platelet agregation, IPA), tj. proizvod udela an ti gen
pozitivnih trombocita u ukupnoj populaciji monocita,
onosno neutrofila, i odgovarajuæe MFI vrednosti, koji
daje relativnu meru svih raspoloživih trombocitnih
receptora na površini monocita, odnosno neutrofila,
pokazuju da nema statistièki znaèajnog delovanja ispi-
tivanog ekstrakta (Grafikon 6). 

Imunomodulatorno dejstvo ekstrakta bele imele na
monocitno/makrofagne æelije u kulturi 

U cilju ispitivanja imunomodulatornog dejstva ekstra-
kta bele imele na monocite/makrofage korišæene su
THP-1 æelije u kulturi. THP-1 æelije su diferencirane u
mirujuæe M0 makrofage vitaminom D3 (100nM) 72 sata.
Nakon 72 sata odreðivana je ekspresija CD11b, kako bi
se proverila uspešnost diferencijacije (rezultati nisu
prikazani). Potom su M0 makrofage stimulisane LPS-om
kako bi se dobile M1 polarizovane proinflamatorne mak-
rofage. Kako bi smo potvrdili prisustvo M1 makrofaga,
odreðivali smo ekspresiju CD40, kao marker koji je kara- 
kteristièan za M1 makrofage, CD36 kao marker ka-
rakteristièan za M2 makrofage i odreðivali nivo IL-6 i
TNF-á u supernatantu, takoðe kao markeri M1 makro-
faga (rezultati nisu prikazani). 

Rezultati prikazani na Grafiku 7, pokazuju da vodeni
ekstrakt bele imele dovodi do znaèajnog otpuštanja
TNF-á u hranljivi medijum jedino iz LPS-om stimu-
lisanih THP-1 æelija, odnosno proinflamatrornih M1
makrofaga i to na dozno-zavisan naèin. 

Uticaj ekstrakta bele imele na nivo slobodnih kiseoniènih 
radikala i ekspresiju CD11b u monocitima/makrofaga u
kulturi

Da bi smo ispitali uticaj ekstrakta bele imele na mar-
kere aktivacije monocita pored delovanja na sekreciju
TNF-á odreðivali smo nivo slobodnih kiseoniènih
radikala (ROS) unutar æelija i ekspresiju CD11b na povr- 
šini diferenciranih THP-1 æelija protoènom citormet-
rijom. Diferencirane æelije su prvo tretirane razlièitim
koncentracijama ekstrakta bele imele (2.0, 4.0 i 8.0
µg/mL ukupnih proteina), a zatim stimulisane LPS-om. 

Rezultati prikazani na Grafiku 8  pokazuju da tre-
tiranjem diferenciranih THP-1 æelija ekstraktom bele
imele dolazi do sniženja nivoa slobodnih kiseoniènih
radikala, dok se procenat CD11b pozitivnih THP-1 æelija
i proseèna gustina CD11b na pojedinaènim THP-1
æelijama ne menjaju znaèajno. 

DISKUSIJA

Ekstrakti biljke bele imele su meðu najèešcìe pri-
menjenim komplementarnim anlternativnim terapijama
(KAM) za bolesnike obolele od raka. Veliki broj studija
je pokazao da u osnovi antikancerskog dejstva ekstrakta
bele imele leži njena sposobnost indukcije apoptoze
tumorskih æelija, inhibicija cìelijske proliferacije, kao i
inhibicija procesa angiogeneza13-20. Rezultati epidemio-
loških studija i brojnih eksperimenata u in vi tro uslovima 
i na animalnim modelima su pokazali da trombociti imaju 
veliki znaèaj u patogenezi i progresiji malignih bolesti.
Interakcija trombocita sa malignim æelijama znaèajno
doprinosi razvoju malignog procesa i dovodi do stanja
poveæane aktivacije trombocita, hiperkoagulacije i
trombocitopenije, kao èestih prateæih simptoma malignih
bolesti. Znaèaj uloge trombocita u nastanku i progresiji
malignog procesa potvrðen je i antitumorskim efektima
trombinskih inhibitora i prostaciklina. Najnovija saznanja 
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GRAFIKON 7
EKSTRAKT BELE IMELE STIMULIŠE OSLOBAÐANJE
TNF-Á IZ PROINFLAMATORNIH M1 MAKROFAGA. 

(Diferencirane THP-1 æelije su prethodno tretirane ekstraktom bele

imele-VA u koncentracijama 2.0, 4.0 i 8.0 µg/mL ukupnih proteina,

tokom  30 minuta, a zatim su æelije stimulisane LPS-om (1.0 µM/mL),

èetiri sata, nakon èega je merena produkcija TNF-á u supernatantu

ELISA esejem. 



o ulozi trombocita u nastanku i progresiji malignog
procesa otvaraju novu oblast istraživanja antitumorskog
delovanja sastojaka biljaka, usmerenog na funkciju
trombocita 53. 

Ispitivanjem delovanja ekstrakata bele imele na funk-
ciju trombocita pokazali smo da bioaktivne komponente
bele imele dovode do smanjenja ekspresije P-selektina,
kao i smanjenjem indeksa aktivacije trombocita u odnosu 
na ekspresiju P-selektina. Pored znaèaja za sam tumorski
proces, inhibicija ekspresije P-selektina, kao kljuènog
medijatora u patogenezi ateroskleroze, ukazuje na poten-
cijal bele imele da prevenira dodatne vaskularne kompli-
kacije tumorima posredovane aktivacije trombocita.
Ekstrakt bele imele nije uticao na ekspresiju GPIIbIIIa,
receptora koji posreduje u homotipskoj agregaciji i pato-
genezi tromboze. 

Takoðe smo pokazali da uporedo sa uticajem na
ekspresiju P-selektina ekstrakt bele imele dovodi i do
smanjenja heterotipske agregacije trombocita posre-
dovane P-selektinom, što je pokazano smanjenjem
procenta agregata trombocita i monocita u ukupnoj
populaciji monocita izloženih ispitivanom ekstraktu i
stimulisanih adenozin-difosfatom. O delovanju ekstrakta
imele na funkciju trombocita nema podataka u dostupnoj
literaturi.

Makrofage predstavljaju još jednu veoma znaèajnu
æelijsku populaciju koja saèinjava tumorsko mikrookru-
ženje54. Ova heterogena æelijska populacija je sposobna
da menja svoj fenotip u zavisnosti od okruženja55, efekat
koji je posebno zapažen kod tumora56,57. THP-1 æelijska
linija koja se rutinski koristi kao model ispitivanja
imunomodulatornog delovanja agenasa, je linija hu mane
mijeloidne monocitne leukemije. THP-1 monociti
predstavljaju hematopoetski CD34+ prekursore koji lako
mogu diferencirati u makrofage pomoæu razlièitih
stimulusa. Dva glavna tipa makrofaga su klasièno
aktivirane proinflamatorne M1 i alternativno aktivirane
imunosupresivne M2 makrofage. U našem radu THP-1
æelije predhodno diferencirane u mirujuæe makrofage

vitaminom D3 su stimulisane LPS-om kako bi se dobile
M1 polarizovane proinflamatorne makrofage, a zatim je
meren nivo TNF-á u hranljivom medijumu. Dobijeni
rezultati pokazuju da tretiranje proinflamatrornih M1
makrofaga ekstraktom bele imele dovodi do znaèajnog
otpuštanja TNF-á u hranljivi medijum. 

Poznato je da TNF-á ima dvojaku ulogu u tumorima i
obièno je povezan sa indukcijom kancera, angiogenezom, 
proliferacijom i pojavom metastaza58-60. Sa druge strane,
visok nivo TNF-á ima antitumorsko dejstvo58. Ovo
poveæanje produkcije TNF-á može biti posledica
prisustva lektina i/ili triterpena, kao što je sugerisano u
prethodnim studijama na M1 makrofagama 61. 

S obzirom da smo u predhodnim eksperimentima
pokazali da ekstrakt bele imele stimuliše oslobaðanje
TNF-á iz proinflamatornih makrofaga, postavlja se
pitanje da li pod dejstvom ekstrakta bele imele dolazi do
promena u aktivacijonom statusu monocita/makrofaga. 

Ispitivanjem uporedo i delovanja na druge aktivacione
markere M1 makrofaga, nivo kiseoniènih radikala i
ekspresiju CD11b, pokazano je da je aktivacija mono-
cita/makrofaga selektivna i ogranièena iskljuèivo na
stimulaciju oslobaðanja TNF-á. Sve ovo ukazuje da
ekstrakt bele imele ima TNF-á posredovano antitumorsko 
dejstvo bez prateæih komplikacija u smislu nespecifiène
aktivacije monocita. Sumirani, dobijeni rezultati ukazuju
na složen mehanizam delovanja ispitivanih ekstrakata na
trombocite i monocite. S jedne strane, delovajem na
trombocite inhibira se njihova agregacija sa monocitima i 
time smanjuje verovtanoæa kardiovaskularnih kompli-
kacija. Pokazano inhibitrono delovanje na LPS-om
stimulisanu produkciju slobodnih radikala i odsustvo
stimulatornog delovanja na ekspresiju CD11b ukazuje da 
i monociti mogu predstavljati ciljno mesto delovanja
ispitivanog ekstrakta u prevenciji njegove agregacije sa
trombocitima. Takoðe, stimulacijom produkcije TNF-á u
LPS-om polarizovanim æelijama, potencira se uloga
makrofaga i njihovih citokina u imunskom odgovoru na
tu mor. 
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GRAFIKON 8
EKSTRAKT BELE IMELE NE DOVODI DO AKTIVACIJE DIFERENCIRANIH  THP-1 ÆELIJA

Diferencirane THP-1 æelije su prethodno tretirane ekstraktom bele imele pri koncentracijama 2.0, 4.0 i 8.0 µg/mL ukupnih proteina tokom 60

minuta, a zatim su tako tretirane æelije stimulisane LPS-om (1.0 µg/mL) tokom dva sata, nakon èega je odreðivan nivo ekspresije CD11b i

DCFDA protoènom citometrijom. 



ZAKLJUÈAK

Po prvi put je pokazana sposobnost ispitivanog
ekstrakta da moduliše heterotipsku interakciju aktiviranih 
trombocita sa monocitima u ex vivo uslovima kao
kljuènog dogaðaja u patogenezi ateroskleroze, ali i hete-
rotipsku agregaciju sa drugim æelijama, takoðe posre-
dovanu P-selektinom, ukljuèujuæi interakciju aktiviranih
trombocita sa malignim æelijama, i potencijalni uticaj na
njihovu sekvestraciju, interakciju sa endotelnim æelijama
i uticaj na ekstravazaciju sekvestriranih malignih æelija,
kao i delovanje na aktivaciju trombocita i oslobaðanje
faktora rasta znaèajnih za proces angiogeneze. Uzimajuæi 
u obzir stimulatorno delovanje ekstrakta bele imele na
monocite i makrofage i time potenciranje njihovog anti-
kancerogenog potencijala, smanjenje agregacije monocita 
sa trombocitima delovanjem direktno na trombocite
predstavlja regulatorni protektivni mehanizam u sklopu
pleotropnog antikancerskog potencijala ispitivane biljke.
Prikazani rezultati predstavljaju osnovu za ispitivanje
delovanja ekstrakta bele imele na funkciju trombocita i
monocita, kao važnog mehanizma njihovog antitumor-
skog delovanja, kako u in vi tro uslovima tako i u okviru
klinièkih studija.

SUM MARY

EF FECTS OF MIS TLE TOE EX TRACT ON MARK ERS
OF PLATELET AC TI VA TION AND AG GRE GA TION

BACK GROUND: Viscum al bum prep a ra tions are ex -
ten sively used as com ple men tary ther apy in can cer and
are shown to ex ert antitumor ac tiv i ties which in volve the
cytotoxic prop er ties, in duc tion of apoptosis, in hi bi tion of
angiogenesis and sev eral other immunomodulatory mech -
a nisms. 

AIM: The aim of this study was to in ves ti gate the ef -
fects of mis tle toe ex tract on platelet as well as monocyte
func tions, as an im por tant fac tors in immunomodulation
of can cers met a static potencial and angiogenesis in tu -
mors.

METH ODS: The ef fect of dif fer ent con cen tra tions of
mis tle toe ex tract on ag o nist -in duced platelet ac ti va tion
mark ers and their ag gre ga tion with leu ko cytes was ex am -
ined in the blood of healthy sub jects ( n = 6 ) us ing flow
cytometry. Ef fects on LPS -in duced ac ti va tion mark ers
was de ter mined in the blood of healthy sub jects as well
as on THP- 1 cell line us ing an ELISA es says and flow
cytometry.

RE SULTS: Mis tle toe ex tract sig nif i cantly in hib ited ag -
o nist in duced P selectin ex pres sion and
platelet–monocytes ag gre ga tion. Ad di tion ally, mis tle toe
ex tract ex erts anti-tu mor ef fect through the stim u la tion of 
TNF-á pro duc tion in LPS in duced monocytes ac ti va tion.

CON CLU SION: Ob tained data dem on strate that mis -
tle toe ex tract was ef fec tive in mod u lat ing platelet and
monocyte func tions, as a part of pleiotropic anticancer ef -
fect.

Key words: Viscum al bum, plate lets, P-selectin,
monocytes
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Skraæenice
ADP     adenozin difosfat
CAF     ciklofosfamid, adriamicin, 5-fluorouracil
CD       (eng. clus ter of dif fer en ti a tion), diferencijacijska grupa
DCFDA dihlorofluorescejin diacetat
FITC     fluorescein izotiocijanat, fluorescentna boja,
ELISA  (eng. en zyme-linked immunosorbent as say)
HTP      modifikovani HEPES Tirode-ov pufer
IAT       indeks aktivacije trombocita, (eng. in dex platelet 
             ac ti va tion, IPA)
KAM    komplementarni ili alternativni medikamenti 
LPS       lipopolisaharid
MFI       (eng. mean flu o res cence in ten sity), geometrijska sredina
              intenziteta fluorescencije
PDGF    faktor rasta poreklom iz trombocita
VEGF    vaskularni endotelni faktor rasta

ZAHVALNICA: Ovaj rad je finansiran od strane
Ministarstva za prosvetu i nauku Republike Srbije, kroz
projekat broj III 41030.

Br. 2 Efekti ekstrakta bele imele na markere aktivacije i agregacije trombocita . 13


