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Ma osnovu Lgover o poslovno-tehniéko) sarslngi sklophenog izmedu INSTITUTA 2A
MEDICINSKA ISTRAZIVANIA i "INTERNATIONAL HEALTH" dostavlamo iweitn]

Ispitivanja anti-tumorske aktivnosti | citotoksinost preparata GE132+Natural

Ispitivanje mdena u Loboratonji #a eksperimentalnu hematologiju | matitne cefije,
Instituts 7n medicinskn istradivanjs, obubvataln su odredivanje citotoksiénosti | anti-imorske
nktivnosti dijetetskog proizvoda GE132+Natural, firme International Health, Ovaj proizved
dobijen je u formi kapsula, pei cermu j¢ dekludsmne da fedna kapsuln od 500 mg ssdek
kombinactju pet veoma =nadnih antioksidanasa i 10

- ekstraki ghiive Ganoderena fucidw (il Reidi gliiva) 1830mg,
= pmatitni mled [60mge,

- nesveratrol 1img,

- likopen 35mz 1

= sulforafin i’jmg.

Odredivagje  anti-proliferativoog  efclia preparaia GE1324+Natural  obobvatalo e

testirnme dejstva prepamta ne tri tumorske celijake linije:
linija -3 (humting celijska linijn kancern prostate),
- linija MCF-7 (humann éelijska linipo sdenokarcinoma dojke)

- lingja SW4ED (humonn celijske linija kolorekmlnoe adenokarcinoma)



ko | na kontrolno) delijskaoj lniji
- linija EA hy 926 (humans endotelijalng éelijska linjak

PC-3 humano celijska lintja je v, Sklasina” linija kancers prostste sa velikim
mclastaiskim potencijalom, & obemom da je dobijena iz kodlanih metastioen wmapredovalog
ondrogen-nezavisnog mka prostete. PC-3 éelije eksprimiraiu PSA (Prostote Specifican Antigen) i
i nisko akiivnost testosteron-3-alia redukiaze.

MCF-T humana ¢elijska linija adenokarcinoma dojke je celijska linija epitelijplnog tipa,
izolovana iz malignog plewsinog fzliva. MOF-T Celije ispuljavaju specifitne karakierisike
epitela dojke, kao 810 je ofuvana estrogenskn osetliivost | zadrkan nive estrogenskib receptora,

SWABU  humoena  celijska linije  kolorektslnog  adenckarcinmma  je éelijska linja
epitelijplngg tips, izolovena @2 primarnog adenokarcinoma kolonn MfDukes’ tpe B, sa
karakteristikom produkcije Karcinoembrionninog antigena (CEA) 1 ofuvanom  hormonskom
oseljivesiu

EAhy 926 humang endotelijalng ¢elijska linja je “hibridna™ éelijska linijy nastala
fuzijorn HUWEC celija, primarnih éelifa humine umbilikalne viene, sa AS4Y9 éelijama humanog
adenckercinoma pluce. Owva éelijska linila ispoljova morfoloike, fenotipske | funkeionalne
kamnkienstike humanth vaskularnih endotelijalnih delija i kornsti =2 kap dr vitre model sistem 2
proulavanje razlititih fiziolo®kil i patolo®kih process, prvenstveno w ispitivanjimg procesa

angiogeneze,

Odredivanje citotoksifnog efehta preparatn GEI3Z4Natural obulvatalo je testimnje
dejstva preparata na pritamim humanim éelijema, i to mezenhimalnim matitnim éelijamn
(“Mesenchymal Stem Cells™ - MSC) jzofovanim iz pulpe mlefnih zuba (“DP-MSC"), i éelijama
kevi edravib Qudi, Mezenhimalne maticne éelije sw specijalizovane malitne éelije nadene u
muogim tkivime odraslog organizmsa (kostna s, jetr mozak, sree, zuban pulpa, folikul diske,
ko, migicl, masno tkive, krv, reting, komen, epitel gastrointestinalnog trakta) o kajimo imeju
prvenstveno ulogy v odrzavanju tkivee homeostize, U poslednjih 15 goding mezenhimalne
matidne Celije su izolovane iz gotovo svih adultnih tkiva, jer su ih osobine samoobnwvljanja
sopsivene populacije @ osposohoosti diferentovenja u éefije razlicitih kive meeodermalnog
porekla, uéinile najpristupsénijim izvorom maténih delija za ¢elijsku terapije. Medutim, zhog
lakote sa kojom se mogu prikupiti | jednostavnosti procedura kultivaciie | ex vive ekspanzije
ovih éelijs, mezenahimalpe matidne éelije su | snafajan model sistem za mzva) | lspitlvanje
delovanjs Vili predikeiju toksitnosti novih farmakolodki sktivnih suspstanct | patencijalnih

lekova, U vvirn ipilivanjima koristili smo mezenhimalie matitne &elije tzolovane u Laboratoriji

(&=



va ckaperimentalnu hematologiju | matitne &elije, Instituta zn medicinska iswrazivanja, iz pulpe
mleénih zuba - DP-MSC, koje i tokom dugotrajnog kultivisanja ispoljavaju sve karnkteristike
prediozene od strane fnvernacionalnog drudiva za celipsku ferapifa 2 definisanje merenhimalnih
matiénih éelija (Dominici et al. 2006, Nikolié et al. 2011). Pored mezenhimalnih maticnib celija
wu ispitivanje citotoksiénog efekta preparats GEI32+Natural na primame, normalne humine

delije, koridéons su i éelije pune kevi adravib ljudi,

Materijal | metode

Ekstrakt preparata. 73 ispitivanjc antilumorske oktivoosti | eitoioksifnosti - prepanits
GE132+Natural, asled njegove nepotpune rustvorfjivesti u velikom broju rastvarnéa, karidten je
“ekstraki” originalne kapusule preparata, &ija je priprema opisina u daljem tekstn, Od pedetnog
pastvora kol je sterilisan flracijom keoz 02 pum filter, pripeemane su razlidite koneentracije
ekstrakts koje su dodavane u éelijske kolture, o koncentracije predstavljenc u rezultatima su

efekiivoe koneentracie u finalnom rastvor testa,

Celijska kultura. Humane tumorske celijske linije, PC-3, MCF-7, SW4S0, kao i humana
endotelijalng Celijskn linijn EAhy 926 mabavljene su od ATCC (*American Type Culture
Coltection”™, Rockville, USA), DP-MSC sy izolovane no prethodno opisan natin (Mikolic ef al.
011Y Sve ravedene delijske linje i DP-MSC odrfavane su u DMEM medijumu (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium, Sigma St Louwis, MO, USA) sa dodatim 10% FBS (Fetalnim
Govedim Serumom, Fetal Bovine Serum-FBS, PAA Laboratories, Linz, Austria) i 100 Ul
penicilin/sereptomicing (PAA Laboratories, Ling, Austria). Celijske kulture odravane su u
inkubatory, u atmaosfen gasicena) vadenom parom, sa 3% 002 na 37 90

MTT test. Za odeedivanje anti-proliferativoog | eilotoksifnog efekta preparats GE1324+Natural
koristen je kolorimetrijski MTT fest koji se zasniva no redukeiji Zute tetrazolijumove soli-MTT
(3-{4.5-Dimethylthiazol-2-v1)-2 5-diphenyletrazolium bromide, Sigma-Aldrich, S1 Louis, MO,
1UsA) mitchondrijalnom sukeinat dehidrogenszom iz metaboligki aktivoih celija, pr emu

pastaje plavi nerastvomi formazan.



Za e, Selife su zascjavane u koncentraciji od 1x10* éelija100plfotvoru ploée sa 96
otvori | pre-kultivisane u standardnom medijumu za kultivaciju 24h, Narednog dana, delije su
tretirane s po 100! rastedih koncentracija ekstrukea spitivanog GE132+Natural preparata ili
medijumem | odgovarajuéim rastvarstem koo kontrolama, Makon odgovamjuéih inkubacijo
(24h-48h), medijum u kome su inkubirane delije je fzvulen, a éelijama je dodavane 10ul MTT-a
koncentracije 0.5 me/ml. Nakon trodasovne inkubacije na 37%C, nastali keistli formazana
rastvarani su dodotkem mstvors 0.1 N HC! v izopropanolo. Opticks pusting merena j@ na
purtomatskom Stafu e mikrotitarske: plofe na 340 nm (Labsystems Multiskan PLUS, Finska),

Test je raden u triplikatu i 2 svaku éelijsku liniju je ponavian e puta,

Test citotoksinosti. lspitivanje uticaja preparats GE1324Natural na smrtnost celija kevi (lizn
Eelija) adeavib ljudi vrdeno je teston odredivania broja éeliin nukon direkinop komakin sa

preparilom u uslovima iz vitre inkubacije.

Periforna krv admvibh doscra vzimans je e jogularne vene sa heparinom Koo
mtikoapulansem. Za inkubsciju, na 1 ml pune kevi dodavano je po 0.5 ml weorkn (rustucth
koncentmeija preperatn ili kontrobnih medijuma: fiziolodki mstvor-FR, DMEM medijum i
sdgovarajuée rzblazenje rastvarata apsolutnog alkohols), Uzorci su inkubirani 1h i 4h ne 37°C
W tmiosfer s 5% OO0 | 100% vioinosti. Po savedetku inkubacije v svakom weorko odredivan je
bro lewkecin (LEUKD), entrocits (ERITROY, wombeocita (TROMBQ), diferencijalni sastav
celiin perifierne kevi i veednost hematokrnia (Het), Testimnje je ponavijano i puta,

Odredivanie broga leukocita, ertrocita i trombocita je vrieno standardnim metoduma. U
odeovarajudem melandery za lewkocile, odnosne eritrocite, puns ke je razbladivann se Tirk-
ovim mastvorom, Hipem-ovim mastvorom 18 l'ﬂ.ﬁ!‘r'TTH.Tl wmanijim oksdlan, nakon Gepa je
brojanje éelija vrieno u Spenser-ove] komorici. Diferencijoini sustav éelijn periferne kevi
udredivan J&¢ na tarmazims perlirne kevi bojenim po metodi  May-Cirdmwalo Gimse,
beukocitarna formuly je odredivana na 100 delfja sa jedrom. Hemateksit je odredivan
mikrohematokniskom metodom,

Statistifka analizn. Stundardni oumeniékl parsmetn (sednja viednost, standardng devijaeija,
standardng greska), kao i Stdenr-ov t-test za odredivanje mmnnjnosti melikn izmedju pojedinih
chsperimentalnih prupa odredivani su koriSéenjem Origin PC programa. Statistizkl znatajnom je

smutruna verovamoea mania od 0,05,



Ispitivanje rastvorijivosti preparata GE132+Natural i modifikovanje MTT testa

Priprenimia testiranja su okazala 5 jedne strane na slsbu mstvartjivost ssdrkaja oviginddne
kapsule preparata GE132+Natural u vodi, a 5 druge strane na ohojenast mstvors, koja je hitoo
uticala no reznltate kolorimetrijshog MTT testa. Stopa su poéetna ispitivanja hila usmercoa nn
odredivanje oplinalne rstvorijivostl dobijenog prepacats, kao | na modifikovanie samog MTT
testo u cilju dobijanja relevantnib rezul o,

Rastvorljivost sadr¥aja onginalne kapsule preparsta GEI3I2+Natueal testirana je u
raliGitim organskim i neorganskim rasivarofima @ oo eelidiim pH o vrednosiima, o u skladu sp
literaturnim podacima o rastvoerljivostt svake od pojedineénih komponent Kapsule. Testirani su
slededi rastvarndi i uslovi mstyoronja, sa nopomenom do jo usloy msbvamnje on povienosg
temperaturi odnosno u kljuéalom rastvoru whegnut, = obrrom do podoct i literature pekaziju
da toplota wtice no rezprdnu pojedinth komponenti preporata:

1. 5040 g sadrzaja kapsule v 10 ml Ha0, 240 ns sobao] iemperaturi,

2. 500 myg sadrfaja kapsule u 10 ml H;0, 24h na 37°C,

3, 500 mg sadrFaja kapsule o 10 ml apsalutnog alkoholw®5%, 24h no sobno) tempersiur,
4, 500 mg sadrFaja knpsule u 10 ml apsolutnog alkoholw@5%, 24h na 37°C,

5. A00 me sodriaja kapsule u 10 mil 40% alkohola, 24h no sobno) femperaturi,

B, 500 mg sadrfaja kapsule u 10 mil 40% alkohola, 24h ne 37°C,

T, 501 myg sadrdaja kapsule u 10 ml DMS0, 24h mtguhnnj temperaiir,

H. 50 me sadrfaja kopsule u 10 ml DS, 245 na Tc,

9. 500 mg sadrZaja kapsule u 10 ml 100 mM glicinskog putera pH=1.93, 24h na sobnoj
temperatur,

10, 500 me sadrEaja kapsale u 10 ml 100 mdd glicinskog pofera pH=1.95, 240 na 37°C,

11500 me sadekja kapsule u 10 mi - 100 mM glicinskog pufiera pH=87, 24h na sobnoj

temperaiun,
12. 300 mg sadrija kapsube o 10ml - 100 mM glicinskog pufera pH=8,7, 2dh na 37°C,

13. 500 my sadriajn kapsule u 10 ml 100 mM seetmtnog pufera pH=2.2, 24h na sobnoj
Temperaiur,



14, 500 me sadrzgje kapsule u 10 ml 100 mM acetatnog pufers pH=2,2, 24hna 37°C,

15,500 me sadvdajne kapsule o 10 ml 100 mM acetwnog pufern pli=7.5. 24h na sobnog
Iemperatiir,

L6, 500 my =adrraja kapsule o 10 ml 100 mM gcelalnog pulera pH=7.5. 24h na 37'C,
17, 500 my sade¥afa kapsule w 10 m hloroforma, 24h ns sobpoj temperturi,
18, 500 mg sadrigga kapsule w 1 ml 100 mM hloroforma. 24h nu 37°C,
1%, 500 mg sedrznga kapsule u 30 ml 408 alkohols, 24h na sobnoj emperatur,
20, 300 mg sadrzajn kapsule u 50 m] 40% alkohola, 24hna 370
Livrdens je dose sadrZaj kapsule ne rastvarn u petpunost ni w jedoom od navedenih uslova,

Paralelng sa odredivanjem mastvorljivost saddma kapsule preparata GGEI32+Natural,
ispitivan je i uticaj boje ekarakam na dobijanje relevantnih rezmftata v MTT 1estu, 5 ohzirom da
je ST best kolorimeirijski test w kome postoji direking proporcionalnost izmedu rasa éelijske
kulture @ intenzitetn boje, Kojose aivrdige spekirofotometrijskim mersmem apsorbance mstvord,
Stoga, svaki obojent mstvor mode dovesti do nespevifidnog povedanin apsorbance 1 lifno-
pozitivail regultatn, MNa Shier 1A prikazan je uticn] koncentrocije ckstrakin GE132+Natural
prepuraly no pevedanje vrednosti ofitane absorbance pa $40nm u ne-modifikovanom MTT tesiu
madenom sa -1 morskim ¢elijama. 12 ovog razloga test je morao da se modifikue | © o
smislu uvodenjy dodsinog koraka pri izvodenju testa, koji je podrazumevio odsiranjivanje
wzorks pre dodavanja tetrazolijumove soli-MTT. Na Slici 1B prikazeno je da je mvidenom
modifikaciiom  testn uklonjen otica)  koncentracije samog ekstrokin e vrednost  ofjiane

ahsorbance.

Wa osnovu nidilh rezultats, kao i [iiemttuﬁ.ih podataka da je najvedi broj komponenti u
sadriaju kapsule GE132+Natural prepamta rastvorlivo w alkoholu, kao § da alkoholn mstvor
imaju judi efekat na inhibiciju msta tumorskih éelijo. za dalja ispitivania konsten je ekstraki
pripreman ny sledeéi nadin: na 500 mg originalnog sadrfaje kapsule dodavano je 10 ml
epsolutnop alkohols, sadréaj je inkubiren 24h na temperatud] od 37°C, w2 poviemeno melaije.
Makon inkubacije, sukupljen je mstvor tmad wloga i filtrivan keae 0.2 o filier v eilju dobijona

bistrog i stenlnog rastor za dalj rad u celijskim kulturmma,
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Bliks 1. Uticaj koncentracije ckstrakin GE13Z+MNatural preparata na  vrednosti
absorbance u: A. ne modifikovanom MTT testu; B, modifikovanom MTT testu.

Frekat prepamta GE1324+Natural na tumorske | normulne mezenhimalne matitne éelije
i M testu uporedivim fe | za dva termina inkubacije 24h 1 48h (Slika 23 5 obeirom du je
makon 48h inkubseife detektovan poviden nive nespecifigne reakeije testn (veéa sbsorbanca u
kontrolnim uzoreima, pogotove tumorskih éelijal, a podjednak anti-profiferativan efeknt na
tumorzke celije za dalji rad je koriséena 24h inkubocija preparata =a delijama.



i
S or-mMECs 241
[ OF'-ME Ce4h
0k
E
S 0x
&
B
aa
OMER AADE 1 3 4 b o CER B 180 15590
cont, gfimil
B
PGS calis 24h
e I PCA colje 48h
[T
E piq
E Bad
=]
o >3
an
aid
OvEn AAns |3 4 K W A K18 IRNE
cenG, pgiml
un
il CMCFT enlijo 2an
B MICFT calije 48R
LT
B
c =8
i o o
=] 4
g e
T
an
10

.L'llll'.li Aa0s 1 3 4 B W I b0 106 260830
COne, jgimi

Slika 2. Uticaj vremena inkubacije ekstrakia GE132+Natural preparata sa normalnim
DP-MSC ¢elijama i tumorskim PC3 i MCF7 éelijama na vrednosti absorbance u
modifikovanom MTT testu,



Ispitivanje anti-proliferativnog efekia preparata GE132+Natural na tumorskim

celijskim linijama

Ispitivanju anti-proliferativnog efekts preparats GEI32+Natural na tumorskim éelijskim
linijmma vrieno je MTT testom: Celije svake od testiranih lindja inkubirane su 24h sa mstudim
koncentracijoma  peeparatn GEI32+Natoreal, kao | a0 kontrolnim  restvasséima: DMEM
medijumom | odgovarsjudim razblafenjem apaolutnog alkobola koo mstvarafs preparata. 8
obziem da u MTT tesiu postoji direking proporcionalnost zmedu rosta éelijske kuliure |
intenziteta boje, sa smanjenjem inenziteta redukovanog MTT-a raste antiprolifeeativi efikat,
odnosns citotoksiénost, Epitivanog weorkn, Kako je tedt e svaku celijske linfu ponavijan i
puta, rezuliat svakop pojedinadnog testa su predsurvljam kao promena apsorhance u odnosu nn
Kontrolne vrednosti, Sumirani reeoltoti svih merenja za svaku o testimnib delijskib lintja su
normalizovani 1 predstavljeni kae procenat intenzitets redukeije MTT-a u odnosu na kontrolne
vrednost (predstvljene keo 100% ragt delija).

Odredivanje anti-proliferntivoog efekia preparaia GEE324+Natoral na FO-3 tumaorskim
Celijumn,  prikoesno  je oo Slici 3. Odredivanje asti-proliferativiog  efekta  preparata
GE13I+Matural na MOFT tumorskim celijama prikezano je oo Shel 4. Odredivanie onti-
proliferativeog efekta prepamty GE132+Matural na SWAE) tumoerskim delijuma prikizzmo je na
Slici 3. Odredivanje anti-poliferativiog efekta preparata GE1324Matural no EAhy 926

Eelijama prikozano je ng Slici 6.

Anti-proliferativii efekat prepuraia bio je podjednako lzrafen kod svih testicanih
tumarskih celijskih linija, jer & statisick :Jl.ué:ljnu*inhihic:ijﬂ rista umorskih delija, PC-3, MCF7
i SWARD, detekiovinn ved sa koncentrocijams preparatn od 250 odnosno 500 ppdml. Ono So b
trebalo posehno naglasiti je da je glitan inhibltomi efekal preparatn detekiovan i na rast EAlvy
926 hwimane endotelijalne celijske linije, koja je kovidtenn kao “kontrolna”™ Selijska linfja S jedne
strane, oviy nalng ukicuje da su komponenie u preparain GEI32Z+Naturml dgovome @ onii-
profiferatiyn efekal “prepoemule” tumorsku komponentu u ovo) hibridneg delijskol lingi, koja
potife § od A549 felija humanog sdenokarcinoma pheda, Medutim, ovakoy efekal moeao bi do
ihize i nn inhibitorno delovanje preparsta na proces angiogeneze, s obzirom da je ova celijskn
linijs model sistem za proudavanje mzlicitih Gaokodkih | patoloskih process, prvenstveno u

ISP vVanjImal Process Qg eeneee,
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Slika 3. Anti-proliferativni efekat preparata GEI132+Natursl na PC-3 iumorskim
celijama. A-C, Rezultati pojedinaénih cksperimenata, D, Sumirani rezultati — inhibicija
praliferacije PC3 celijske lingje fzraens kao procenst od kontrole - 100%, rezultati su
predstavijent kao srednja veednost & standardng devijactia 2a (i cksperimenta, Statisticki
znatajne razlika u odnosu na kontrolu: *** p< 0,001,

14
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Slika 4. Anu-proliferativei efekal preparata GEL3Z+Natural na MCF? tumorskim
éelijoma. A-C. Rezultati pojedinaénih eksperimenata, D, Sumirani rezultati — inhibicija
proliferacije MCFT delijske linije izraZena kao procenat od kontrole - 100%, rezultati su
predstavijeni kao srednja veednost + standardna devijacija za tri eksperimenta. Statistiki
znatajna razlika u odnosu na Kontrolu: *p< 0,015 *** p< 0,001,
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Slika 5. Anti-proliferativii efekal preporats GELI2+Natural na SWAB0 tumorskim
¢elijama, A-C, Reeuliati pojedinadénih ekspernimenats, D, Sumirani reeoftati — inhibiciga
proliferacije SW480 celijske linije izraZena kao procenat od kontrole -1 00%, rezultaii su
predatuvijent kao srednja veednost + standacdna devijacijo za il eksperimenta Statisticki
enadajnn razlika u odnosu na kontrolu: *p< 0,05, ** p< 0,01,
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Slika 6. Anti-proliferativoi efckal preparata GE132+Natural na EA.hy 926 celijama.
AC. Rezulinti  pojedindtnih  ckspenimenata, DL Swmimmd rezoltati - imhihicija
profiferacije EAhy 926 celijske lintje LrraZena kao procenat od kontrole - 1H%6, rezultat
su predetovljeni koo srednjs veednost + standardna devijacija za tri ekyperimenta.
StatistiCki znacang razlika v odnoesu na kontrole: *p< 0,05; ** p= 00001 *** pe (L0001,
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Ispitivanje citotoksiénog efekta preparata GE132+Natural na celije zdravih donora

Amnti-proliferstivor elekat preprata GEI32+Natural, v smislu citoioksiénog delovania na
cehije sdrvih donera, ispittvan je 1 na mezenhimalnim matidnim éelijama rolovenim iz pulpe
mleénih rubn (Slika T) Dobijeni rerultoti pokazali sa da o #irokom msponu koncenfracija
preparnt GE132+Natwral ne inhibira rast i proliferaciju ovib éelija u MTT testu, $to ukazuje da
preparal nemo oksiéen efekol np gormalne, sdrave éelije § da je zpaZenl wnti-proliferstivad
efekat specifiéan za tumorske éelijske linije,

Citoteksitn efeknt preparsts GE132+Natureal ispitivan je 1 u direktnom kontaktu sa
celijumn periferne krvl edravih donors. U in vitro usfovima, rastuebe koncenirseije preparnin
inkubirane su sy punom keviju sdrovih donors, 6 prefivijavanje leekocits, eritroeita § mombocita,
kao | vrednostl hemotokrita uporedivane su sa vrednostima dobijenim w kultursma pune kevi
inkubiranim sa kentrolnim rastvorima. Rezultatl su pokaeali da ispitivani preparan, o Sirokom
opsegu koneentracija, ne werokuju statisticki mocajne promene u broju éelija perifere kevi o
toka inkubacije od 1h i 4h, jer su nadene vrednoss leokocim (Tabela 1), eritrocita (Tabela 23,
trombocitn (Tabela 3} 1 hemntokntn (Tebela 43 bile na nivou vrednosts dobijenih o kontrolnim
eheperimentalnim prupama sa Gziolodkim astvorom, DMEM medijumom i/l odgovarsjudim
razblndenjem rastvarafa-apsolutnog  alkehola,  Preparat  GEIM#+Natural o ispitivanio
kencentracijamas nije wrrpkovao promene ni u diferencijolnom sastove éelija periferne krvi nakon
nkubacija od Th | 4h, 8 v poredenfu sa vrednostima dobijenim pakon inkubacije delijn sa
komrolnim msvorima ( Tabela 5 § Tabeln &),
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Slikn 7. Ant-proliferntivoifcitotoksitni efckat preparata GE1324Natural na DP-MSC

celije. A-C. Rerultati pojedinacnih eksperimensta, D. Swmironi rezultati - elekal n

profiferaciju DP-MSC éelije izrafena kao procenst od kontrole -100%, resultati su
predstavljen] kao srednja vrednost + standardna devijacija za wi cksperimenti.



Tabela 1. Efekat in vitve inkubacije preparatn GE132+Natural na leukoeite periferne
krvi

Grupe LEUKO x 1071
I exp. 11 exp. I exp.
Frkubaciia 1h
Konirale
FR 5,75 3,35 3 40
DMEM 3,500 385 230
| Aps.alkohol 1:2.5 4600 3,35 2,65
Lizorgi
4 pg'ml - 4,10 1,5
8 pg/ml . 5,00 1,70
16 pe/ml - 425 180
32 pe/ml - 385 175
B4 pgimi - 4,15 2,35
125 peiml - 3,55 1,85
250 pg/ml 3,25 4,10 2,85
S04 pg/mi 3,65 34 2,65
1000 peg/ml 220 435 240
20080 p'ml 230 4.20 275
o fnlribaciia 4
Kantrole
FE 340 4,14 235
DMER 245 411 205
Aps.alkohol 1:2,3 255 | 3,600 2400
orei
4 paimil - A4 20
& pg/mi - 3,300 21
16 pg/ml - 345 1,95
32 pg/ml . 3,45 235
64 pgiml - 345 240
125 pg/ml - 315 2105
250 pg/ml 1,35 3,00 1,85
S00 ppfml - 3,55 2,60
1000 pe/ml 1,55 4,10 275
2000 po/ml 1,30 3,60 205




Tabeln 2. Efekal {r viiro inkubacije preparatn GE1324+Natural na eritroeite periferne

krvi
Grupe ERITRO x 10"
I exp. 1 exp.
Inkubaciia 1h
Kontrale
FR R 3,19 4.3
DIEM 20 352 4,446
Aps.alkohol 1:2.5 257 3,60 438
Lizorei
4 pg/ml - ENE! a08
8 pg/ml - 3,18 3,60
‘] ﬁ 'J_E_."|n1 - 3,1!] 4,!2
32 p/ml . 285 37
i piml . [ 2,81 3,88
125 pg/ml - 302 q ,J_fEI
250 pgiml 274 A7 387
500 pg/ml A00 313 4,56
1000 pg/ml 284 346 316
2000 pgfml 2.3 32T 142
[ Inkubacija 4h
Kotroale
FR 454 316 4.83
DMEM 225 0 5,17
Aps.alkohol 1:2,5 505 " 275 4,69
Lzovet
4 peiml — 265 4540
8 piml = 267 420
16 pg/ml - 3,10 4,30
32 pg/mil : 2,69 4,53
4 pe/ml : 313 352
125 pg/ml - 2,68 34
250 pg/ml 210 293 4,05
500 pe/ml - gl 3,55
LO0D pgfml A2 321 3,81
2000 pg/ml 262 A0 377
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Tabela 3. Efckat in vifro inkubacije preparata GE1324+Natural na trombocite periferne
kv

Grupe ) TROMBO x 1011
I exp. 11 exp. Il exp.
drkuhacija Lh
Kontrole
Fi 203 241 115
DMER 185 285 102
Aps.alkohol 1:2,5 119 253 M)
Lizarc!
4 pg/ml . 11& 83
# pgml - 290 128
16 peg/ml . 228 70
32 pg/ml " 165 92
6 el B 187 120
125 pg'ml - 216 101
| 250 pig/ml 124 270 135
500 grafml 11 244 124
1000 j.Lga"l‘l'll 168 30} 118
2000 jpeeml 128 104 10z
Inkubaciia 4k
Kontrole
FR 163 122 118
DMEM 168 | 134 132
| Aps.alkohol 1:2.5 159 187 43
Uzorei ,
4 pg/ml =i 187 122
| & pg/ml - 174 2
16 pg/ml - 193 932
32 pg/ml - 229 o7
64 pg'm| - 168 123
125 pg/ml - 149 85
250 pg/ml - 154 130
S00 paimi - 23 1071
1000 pgiml 154 212 114
2000 pg/ml 200 211 a7




Tubeln 4. Efekat i viree inkubacije preparata GE1324+-Natural na hematokrit

. Grupe Het % —
I exp. IT exp. I exp.
Inkubaciia Hh
Kontrale

FR 20 26,5 a8
DMEM B 245 = 27,5
Aps.alkohol 1:2,5 25 T 28

Lizarei

4 pgiml - 25,5 28
B gl : 26,5 2
16 pgdml = <0 25
32 pp/ml = 21 20
4 pg/ml 25 23

125 pg/ml : P] 28
250 jig/ml 24 20 27
| S04 g/l 24 25 28

1000 pg/ml 77 23 25
2000 peimi 26 22 26

frkneherciia i
Komirole

FR 24 27 H
DMEM 25 28 29
Aps.alkohol 1:2.5 73 27 M5

Uzarei

4 pg/ml - 25 32
8 pg/ml 5 26,5 0.5
16 pe/ml - 25 £l
32 ppiml - x| 29
64 g/l - 26 a7
125 pg/ml g 2.5 28
250 pgiml 22 24 24
S00 pa'mi 23 5 a7

1000 pg/mi 22 26,5 26
2000 pg/ml 24.5 23 24
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Tabela 5, Efekat in vitro inkubacije preparatn GE132+Natural na diferencijalni sastav

lenkocits periferne krvi
B broj éelija x 10"/ krvi _ ]
Grupe Ukupan br. Ukup. MOMC LIMEFC Ostale
levkocita GRAN celije
Inkubacija th
Konrrole
FR | 266405 | 1.02402 | 0,11+0,09 | 1,53 £0,07 0
Lizared B
4 pg/ml o413 1,14+03 | 0,02£0,02 | 146+ 1,0 | 0,015£0,01
2(HH) pgml 3.33+07 L65+03 | 0,14+003 | 1424078 | 00152 0.01
| Inkubacija 4k
Keantrale
FR 3.1 09 1.23°% 0,08 | 0.1 3+ 005 | 169+ 0,65 | 0044002
LUzarei . .
4 pp/ml 296+03 LA L0006 | 0522048 | 1M £0,66 b
2000 pedmil 302411 [ 142+0005| 0,060,057 | 150204 | 004 £0007




Tabela 5. Efekot i vitro inkubacije preparata GE132+Natural na diferencijalni sastav
polimorfonuklearnib éelija perifome Krvi

broj éelija x 107/ krvi

-l_]mpr.- Likupan br. Stapicasti epnofili hazofili granulociii
pranulociis
Imkubacifo Lh
Aoirole
FR LA2402 | 009+0,05 | 000 +0.00] 0 082 +0.2
Uzw'c:.i o
4 pgiml L1403 | 019 +0,00 0010 ( {194 +141.3
200W) p'ml 15+ 0.3 019+0,1 | 0,007 0,003 ] 146 £0.2
fnkuboiiio 4l ol
Kentole | {0 4
FR 123+ 0,08 | 0,192002 | 0,008 £0,002 i 1035+ 0.1
Lizorei
4 pg/ml 1432006 [ 022+006 | 0007£0 | 0 | 121200
2 piml 142+ 0,005 | 027 +£0,05 | 0,01 20,002 ] 1,14 £ 005
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