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1. UvOD

Bosiljak (Ocimum basilicum L.) pripada familiji Lamiaceae i jedna je od
najrasprostranjenijih i najées¢e gajenih biljaka Sirom sveta, narocito u Aziji, Evropi i Severnoj
Americi. Njegova upotreba je Siroko rasprostranjena zbog bogatog sadrzaja i skladnog odnosa
vitamina, minerala kao i razli¢itih fenolnih jedinjenja. Pored toga $to se koristi kao zacin, obzirom
da predstavlja izvor prirodnih antioksidanata i drugih aktivnih komponenti, veliku primenu ima u
narodnoj medicini gde se upotrebljava u tretmanu inflamatornih procesa, nesanice, u tretmanu i
prevenciji glavobolje i otklanjanju bradavica, terapiji dijareje, kaSlja i astme, respiratornih
infekcija, pneumonije, a pokazuje i snazno antimikrobno dejstvo.

Poznato je da biljne vrste iz porodice Lamiaceae imaju snaznu antioksidativnu aktivnost.
Bosiljak, koji pripada toj familiji, sadrzi fenole i flavonoide, zasluzne za pomenuto dejstvo, i to
cimetnu, kafenu, sinapinsku i ferulnu kiselinu koje predstavljaju potentne antioksidanse, hvatace
slobodnih radikala i helatore metalnih jona.

Biljni polifenoli imaju veoma raznovrsne strukture i sisteme klasifikacije, ali svi imaju
jednu istu osobinu da sadrze najmanje jedan aromatican prsten i jednu ili viSe hidroksilnih grupa.
Polifenolne komponente u biljkama su prirodni antioksidansi i upravo antioksidativna aktivnost
fenola je povezana sa njihovom hemijskom strukturom koja poseduje redoks karakteristike. Igraju
bitnu ulogu u apsorbovanju i neutralizaciji slobodnih radikala, Sto omogucava zastitu od infekcija.
Pored svega, fenolne komponente uticu na kvalitet i dugoro¢nu stabilnost hrane, delujuci kao
korigensi ukusa i boje i kao antioksidansi. Najvise prouc¢avana i najvaznija fenolna jedinjenja su
flavonoidi i fenolne kiseline. Flavonoidi su prepoznati kao komponente sa izuzetno snaznim
bioloskim delovanjem koje moZe biti iskoriS¢eno u prevenciji hroni¢nih oboljenja. Epidemioloske
studije su potvrdile povezanost ishrane bogate flavonoidima i smanjenog rizika za razvitak
kardiovaskularnih bolesti. Flavonoidi preveniraju oksidativni stres i oksidaciju LDL frakcija
lipoproteina. Iz literature je poznato da fenolna jedinjenja inhibiraju enzime, pokazuju
antiinflamatorno,  antimikrobno, antialergijsko, hipoglikemijsko, hipolipidemijsko,
kardioprotektivno i antikancerogeno delovanje, ali se njihova najvaznija uloga ogleda u
antioksidativnoj aktivnosti koja prevenira nastanak pomenutih poremecaja.

Antioksidansi su danas od velike vaznosti u prevenciji starenja i mnogih bolesti koje se

dovode u vezu sa slobodnim radikalima, te su zbog toga supstance koje pokazuju ovu aktivnost
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sve Ce$¢i predmet istrazivanja. Mnogo paznje usmereno je na proucavanje antioksidativne
aktivnosti prirodnih supstanci, a posebno kada je utvrdeno da su poznati, jaki sintetski
antioksidansi, poput butil-hidroksianizola (BHA) i butil-hidroksitoluena (BHT), potencijalni
promoteri karcinogeneze.

Balans izmedu slobodnih radikala i antioksidanata je neophodan za adekvatnu fizioloSku
funkciju u organizmu. Mnogi slobodni radikali su nestabilni i visoko reaktivni, i kao takvi
predstavljaju donore ili akceptore elektrona od drugih molekula. Zahvaljujuc¢i zagadivacima
okoline, hemikalijama, toksinima, kao i psihickom stresu, slobodni radikali svode kapacitet
prirodnih endogenih antioksidanata na minimum. Ako slobodnih radikala u organizmu nastane
vise nego §to antioksidansi mogu da neutraliSu, nastaje stanje koje se naziva oksidativni stres. Na
taj na¢in dolazi do promena u ekspresiji gena i indukcije sinteze nefunkcionalnih proteina. Takode,
slobodni radikali kiseonika vrSe oksidaciju i degradaciju polinezasi¢enih masnih kiselina koje su
sastavni deo lipidnih membrana i na taj na¢in doprinose oksidativhom stresu. Oksidativni stres se
dovodi u vezu sa mnogim poremecajima i oboljenjima kao Sto su ateroskleroza, pojedini
karcinomi, inflamatorne reakcije (artritis, lupus eritematozis, vaskulitis), proces starenja, ishemija
(sréana oboljenja, slog), emfizem, Cir zeluca, hipertenzija, neuroloski poremecaji i alkoholizam.

Prema literaturnim navodima, takode korisna farmakodinamska delovanja ekstrakta
bosiljka obuhvataju i snizenje nivoa glukoze u krvi i hipolipidemijsko delovanje, $to se prema
tumacenju mnogih autora javlja prvenstveno kao posledica izrazenog antioksidativnog delovanja
aktivnih supstanci ove biljke, fenola i flavonoida. Uticaj ekstrakta bosiljka na nivo glukoze u krvi
obuhvata antihiperglikemijsko delovanje koje se objasnjava inhibicijom aktivnosti enzima a-
amilaze i a-glukozidaze, zbog Cega se usporava resorpcija glukoze iz intestinalnog trakta i
spreCava nastanak postprandijalne hiperglikemije. Na ¢elijama masnog tkiva, bosiljak ispoljava
delovanje sli¢no insulinu, tj. povecava preuzimanje glukoze iz krvi u adipocite. Na taj nacin
preparati bosiljka pokazuju sli¢nost u mehanizmu antihiperglikemijskog efekta kao i derivati
bigvanida i tiazolidindiona.

Sa druge strane, sve je viSe ispitivanja farmakodinamskih efekata sintetskih derivata zu¢nih
kiselina koji, deluju¢i na enzime uklju¢ene u metabolizam ugljenih hidrata i lipida, predstavljaju
nove, potencijalno korisne antidijabetesne supstance. Najvise podataka o korisnim efektima zu¢nih

kiselina na metabolizam glukoze odnosi se na natrijumovu so monoketoholne kiseline, ¢ije je
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antidijabetesno delovanje potvrdeno kako na zdravim, normoglikemi¢nim, tako i na pacovima sa
aloksanom izazvanom hiperglikemijom.

Uzevsi u obzir rezultate savremenih studija koji pokazuju pozitivne efekte bosiljka i sve
vecu zastupljenost bolesti koje se dovode u vezu sa oksidativnim stresom, uocen je znacaj

ispitivanja vodenog ekstrakta navedene biljke.
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2. OPSTI DEO

2.1. Lekovito bilje

Biljni resursi su za ¢oveka oduvek predstavljali izazov i bili raznovrstan izvor njegovih
zivotnih potreba, Sto datira jo§ od Vavilona, Egipta i stare Grcke. Lekovite biljke i lekoviti
preparati biljnog porekla imaju znac¢ajnu ulogu u leenju Coveka. Svaki treci lekoviti preparat ima
jednu, viSe ili sve komponente biljnog porekla. Medu mnogim biljnim vrstama koje rastu na
planeti, samo je nekoliko stotina interesantno i znacajno radi dobijanja sirovina za farmaceutske
proizvode (u naSoj zemlji ima oko 70 vrsta). Potrebe stanovnistva oduvek podsti¢u razvoj
pojedinih industrijskih grana, kao $to su industrija hrane, farmaceutskih i kozmeti¢kih proizvoda.
U poslednje vreme prednost se daje gajenju pojedinih vrsta lekovitih i aromati¢nih biljaka ¢iji su
bioloski aktivni sastojci osnovne sirovine za proizvodnju mnogih lekova, kozmetickih proizvoda
I aroma za prehrambene proizvode. To se moze objasniti zeljom Coveka da se vrati prirodnim
proizvodima, a takode i modnim trendom. Prema definiciji Svetske zdravstvene organizacije, u
lekovito bilje se ubrajaju biljne vrste ¢iji jedan ili vise delova sadrze bioloski aktivne materije koje
se mogu iskoristiti u terapijske, profilakti¢ke ili hemijsko-farmaceutske svrhe. Kao lekovita
sirovina mogu se upotrebiti koren, list, plod, seme, rizomi, lukovice i zeleni delovi. Lekovito
svojstvo biljaka poti¢e od njihovog razli¢itog hemijskog sastava, koji predstavljaju produkte
sekundarnog metabolizma. U lecenju kardiovaskularnih oboljenja ¢ak 77% ¢ine biljni preparati, a
u le€enju jetrenih insuficijencija 74%. Kontinuirana izlozenost stresu i negativnom uticaju Stetnih
materija iz zivotne sredine i hrane uticala je na savremenog ¢oveka da se sve viSe okrene upotrebi
materija i komponenata prirodnog porekla u svim oblastima, a najviSe u oblasti ishrane i prevenciji
bolesti (Keserovi¢ Z, 2008).

2.2. Aromaticne biljne vrste

Aromati¢ne biljke predstavljaju biljne vrste koje sadrze jednu ili vise aktivnih materija
posebnog mirisa ili ukusa, a koje se mogu iskoristiti za pravljenje mirisa, kozmetickih proizvoda,
napitaka i aroma za jestive namirnice. U novije vreme, svrstavaju se zajedno sa lekovitim biljem i
definiSu se kao biljne vrste sa aktivnim principima koje se koriste za izradu likera, konzervanasa,
mirisa i insekticida (Jevti¢ S, 1986; Keserovi¢ Z, 2008).

4
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2.3. Bosiljak (Ocimum basilicum, Lamiaceae)

Sinonimi: Ocimim album, Ocimum anisatum, Ocimum media

Narodna imena: bosilek, bosilj, bosilje, bazilek, bazulek, basiljak, faslidan, den, vesligen,
sarmas$, maslidan, bosiok.

Taksonomija biljke bosiljak (O. basilicum L.) prikazana je u tabeli 1.

Tabela 1. Taksonomija biljke Ocimum basilicum L.

Regnum (carstvo): Plantae
Divisio (razdeo): Magnoliophyta
Clasis (klasa): Magnoliopsida
Ordo (red): Lamiales
Familia (porodica): Lamiaceae
Genus (rod): Ocimum
Species (vrsta): O. basilicum

2.3.1. Istorijski podaci vezani za bosiljak

Ime bosiljka potice od latinske reci basilicum $to znaci carska trava, odnosno od grcke reci
basileus §to znaci kralj. Smatran je kraljem svih lekovitih biljaka. Dioskorid je bosiljak znao kao
okimon (§to znaci mirisljav), pa je po tome i rod dobio ime — Ocimum. Pradomovina ove biljke je
Indija, gde su delovi biljke nadeni u grobnicama iz 3500 godine p.n.e. U Egipatskim grobnicama
su takode pronalazeni listovi bosiljka, a i Grci su ga znali kao lekovitu biljku. Za vreme vladavine
Cezara, predstavljao je veoma cenjenu lekovitu, zacinsku i ukrasnu biljku. U XII veku monasi su
ga doneli u Evropu. Kultivisan je u Francuskoj, a u Italiji su ga devojke postavljale ispod prozora
kada su Zelele da nadu partnera. Takode je predstavljao simbol plodnosti, Sto je Povani Bokaco
upotrebio u svojoj noveli o Lisbeti u Dekameronu. U srpskoj narodnoj religiji je zauzeo izuzetnu
ulogu gde mu se pridaje misticna mo¢, pre svega zastitna 1 plodotvorna. Bosiljkom se Stitilo
novorodence, nosio se na ven¢anjima, sluzio je za ki¢enje obrednih hlebova uo¢i Nove godine,

Bozi¢a i BDurdevdana, kroz njegov venac se gledalo kako bi se iskazala Zelja za porodom, a na
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sahranama je pokojnikovo telo obavijano njegovim strukovima. Istovremeno, koristio se za
isterivanje i odbranu od S$tetnih i necistih sila, a takode i u ljubavnoj magiji kao sredstvo za
op¢injavanje (Tolstoj SM, 2001; Panteli¢, 1998; Kisgeci J, 2002; Bremnes L, 1994).

2.3.2. Izgled droge

Bosiljak je zeljasta, aromati¢na, lekovita biljna vrsta prijathog mirisa i predstavlja
najznacajniju jednogodisnju biljku iz roda Ocimum (slika 1). Gajeni taksoni bosiljka O. basilicum
svrstavaju se u tri kategorije:

e maximum (krupni listovi, visok sarmas),
e minimum (sitnolisni, razgranat),
e bullatum (kasno-cvetajuéi sa nabranim listovima).
Ima vretenast koren, koji je snazno razgranat,
zadebljao u gornjem delu. Stabljike su uspravne,
. 20-50 cm visoke, u donjem delu busenasto razgranate,
najéesce gole, prijatnog mirisa na balzam. Listovi su na
lisnim drskama jajasti do rombi¢ni, na vrhu zasiljeni i
grubo nazubljeni. Povrsina lista je gola, zelena ili sa
antocijanima. Na nali¢ju lista nalaze se zlezde koje luce
etarsko ulje. Cvast je terminalna, cimozna, dihazijum koji
se sastoji od 17 do 18 prsljenova. Cvetovi su sitni, beli ili
ruziCasti, sa kratkom cvetnom drskom, po 6 slozeni u
prsljenove i nalaze se na vrhu stabljika. Plod je
merikarpijum - jajasta, crna ili mrka orasica. Cveta od juna
do oktobra (Kisgeci J, 2002; Tasi¢ S, 2009; Janci¢ R,
2011).

Slika 1. Izgled biljke bosiljak
2.3.3. Uzgajanje i berba

Bosiljak je biljka koja voli toplotu, a to dokazuje ¢injenica da mlade bilj¢ice promrzavaju

ve¢ na 0°C. U fazi nicanja neophodna im je visoka temperatura vazduha (preko 25°C) i velika
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vlaznost zemljista. Pri ovim uslovima seme klija za 5-6 dana. Ne podnosi kiSovito i hladno vreme,
strada od prvih jesenjih mrazeva, a za gajenje su pogodna samo zemljista koja se brzo zagrevaju,
imaju dobar vodni kapacitet i koja su plodna. Predstavnici takvih zemljista su uglavnom
¢ernozemi, gajnjace i aluvijalna zemljista. Na peskovitom zemljistu bosiljak moze da se gaji samo
ako se obezbede redovno zalivanje i dubrenje mineralnim dubrivima. Kao jednogodisnja vrsta gaji
se u plodoredu. Vrsi se rotacija useva, $to predstavlja smenjivanje biljnih vrsta u vremenu i
prostoru. Biljna vrsta sa kojom se “rotira” je majoran, s tim da je bosiljak osetljiv na herbicide. Na
istom mestu moze da se gaji tek nakon 2-3 godine. Zemljiste se u jesen ore (na dubinu 30-40 cm)
i tako ostavlja da prezimi, a u prolece ¢im se prosusi, priprema se za setvu. Bosiljak dobro
iskori§¢ava produzeno dejstvo organskih dubriva, pa neposredno dubrenje stajnjakom nije
neophodno. U jesen se u zemljiste unosi mineralno dubrivo u najpogodnijem obliku. Azot u obliku
amonijum jona (NH4") i nitratnog jona (NO3z), fosfor u obliku dihidrogenfosfata (H2PO4") i kalijum
u obliku katjona (K*). Bosiljak se razmnozava semenom - direktnom setvom ili preko rasada.
Ranije se proizvodio jedino pomocu rasada. Seme se sejalo u drugoj polovini marta u nezagrejane
leje pokrivene folijom ili staklom. Rasad se proizvodio za 5-6 nedelja, a na stalno mesto se mogao
presaditi tek kada bi prosle opasnosti od kasnih prole¢nih mrazeva, sredinom maja. Poslednjih
godina bosiljak se proizvodi direkthom setvom semena, po¢etkom maja. Kod ovakvog nacina
uzgoja potrebno je navodnjavanje da bi se dobile dve Zetve. Mere nege koje se moraju primenjivati
obuhvataju okopavanje, redovno zalivanje i prihranjivanje (dodavanje azotnog dubriva).
Nadzemni deo bosiljka u cvetu moze da se koristi dva puta u toku vegetacije - na pocetku
masovnog cvetanja (sredinom jula) i pre jesenjih mrazeva kada se biljke regeneriSu nakon prve
kosidbe (krajem septembra). Kosi se po suvom i lepom vremenu. Ako se zakashi sa prvom
kosidbom, biljka bi mogla biti nesto slabijeg kvaliteta. Bosiljak se kosi ru¢no ili kosilicom, na 10-
12 cm iznad zemlje, da se ne bi zahvatali donji odrveneli delovi. Prinos je oko 7000-10000 kg/ha
zelene mase, iz koga se izdestilise 8-12 kg etarskog ulja. Droga se susi na promaji, u hladovini ili
susarama, na oko 40°C, u tankom sloju. Zelene je boje, prijatnog, aromati¢nog mirisa i gorkog
ukusa. Nakon susenja se pakuje u vreée i ¢uva na suvom i tamnom mestu. Etarska ulja se Cuvaju

u aluminijumskim posudama, na suvom i hladnom mestu (Kisgeci J, 2002; Jevti¢ S, 1986).
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2.4. Upotreba bosiljka

2.4.1. Antioksidativno delovanje

Antioksidansi igraju vaznu ulogu u prevenciji starenja i raznih bolesti koje se dovode u
vezu sa aktivnim kiseonikom i lipidnom peroksidazom, i zbog toga sve vise raste interesovanje za
izuCavanje supstanci koje pokazuju ovu osobinu. Kao poznati i jaki sintetski antioksidansi koristili
su se butil-hidroksianizol (BHA) i butil-hidroksitoluen (BHT) za koje se utvrdilo da su potencijalni
promoteri karcinogeneze. To je uslovilo da se proucava antioksidativna aktivnost prirodnih
supstanci. Upotreba prirodnih antioksidanata u prehrambenoj, kozmetickoj i terapeutskoj industriji
predstavlja obecavajucu alternativu u odnosu na sintetske antioksidanse u pogledu ekonomi¢nosti,
visoke kompatibilnosti sa dijetetskim unosom i neskodljivosti po organizme. Poznato je da biljne
vrste iz porodice Lamiaceae imaju snaznu antioksidativnu aktivnost (Jayasinghe C, 2003).
Bosiljak, koji pripada toj familiji, sadrzi flavonoide i fenolne kiseline (Grayer RJ, 1996; Loughrin
JH, 2001), kao $to su cimetna, kafena, sinapinska i ferulicna (Loughrin JH, 2001) koje
predstavljaju potentne antioksidanse, “hvatace” slobodnih radikala i helatore metala (Cook NC,
1996).

Poslednjih godina, velika paznja je usmerena ka polju slobodnih radikala i antioksidanata.
Oksidacija predstavlja transport elektrona sa jednog atoma na drugi i ¢ini esencijalan deo u nasem
metabolizmu, posto je kiseonik krajnji elektron akceptor koji proizvodi energiju u obliku adenozin-
trifosfata (ATP). Balans izmedu slobodnih radikala i antioksidanata je neophodan za adekvatnu
fiziolosku funkciju u organizmu. Poremecaji mogu nastati kada protok elektrona postane raspadnut
(transfer nesparenih slobodnih elektrona) generisuci slobodne radikale. Slobodni radikali se mogu
definisati kao nezavisne molekulske vrste koje sadrze slobodan elektronski par u atomskoj orbitali.
Mnogi slobodni radikali su nestabilni i visoko reaktivni. Mogu biti donori ili akceptori elektrona
od drugih molekula, odnosno mogu biti oksidaciona ili redukciona sredstva. Najées¢e pomenuti
radikali su hidroksilni radikal (OH"), superoksid anjon radikal (O2™), vodonik-peroksid (H20>),
singlet kiseonik (*O2), hipohloritni anjon (ClO"), azot-oksid radikal (NO") i peroksinitrat radikal
(ONOO"). Slobodni radikali napadaju vazne makromolekule (lipide, proteine i nukleinske
kiseline), sto dovodi do o$tecenja ¢elije i poremecéaja homeostaze. Ako u organizmu nastane vise
slobodnih radikala nego Sto antioksidansi mogu da neutralizuju, nastaje stanje koje se naziva

oksidativni stres. Slobodni radikali mogu nastati endogenim (inflamacija, vezbanje, ishemicne

8
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povrede) ili egzogenim putem (dim cigareta, zagadivaci iz vazduha, radijacija, pesticidi,
industrijski agensi). Oksidativni stres se dovodi u vezu sa mnogim poremecajima i oboljenjima
kao $to su ateroskleroza, pojedini karcinomi, inflamatorne reakcije (artritis, lupus eritematozis,
vaskulitis), proces starenja, ishemija (sréana oboljenja, Slog), emfizem, ¢ir zeluca, hipertenzija,
neuroloski poremecaji i alkoholizam (Lobo V, 2010).

Antioksidansi predstavljaju molekule velike stabilnosti koji mogu da doniraju elektron i
neutralizuju slobodne radikale. Oni odlazu ili inhibisu Celijska oSte¢enja, smanjuju oksidativni
stres, tako Sto interaguju sa slobodnim radikalima i prekidaju lan¢anu reakciju pre ostecenja
vitalnih molekula. Aktivnost antioksidativne odbrane moze da se podeli u nekoliko nivoa:

e prva linija odbrane obuhvata preventivne antioksidanse koji suprimuju nastanak slobodnih
radikala,

e U drugoj fazi antioksidansi suprimiraju inicijaciju ili uniStavaju propagaciju lancane
reakcije,

e treCa faza predstavlja oporavak i nastanak “de novo” antioksidanata. Oni prepoznaju,
uniStavaju i uklanjaju oksidativno modifikovane proteine i preveniraju akumulaciju
oksidovanih proteina,

e C(etvrta faza predstavlja adaptaciju, gde signal za produkciju slobodnih radikala indukuje

formiranje i transport antioksidanata na adekvatno mesto (Lobo V, 2010).

2.4.1.1. Aktivnost enzima antioksidativne zastite

Lipidna peroksidacija predstavlja najizrazeniji negativan fenomen u delovanju
kiseoni¢nih slobodnih radikala, tokom kojeg dolazi do oksidacije viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina sadrZanih u ¢elijskim membranama, i posledi¢no do oste¢enja Celijske membrane. Krajnji
proizvod lipidne peroksidacije je malondialdehid (MDA), biohemijski marker stepena
oksidativnog oStecenja ¢elijskih membrana (Ayala A, 2014).

Polinezasi¢ene masne kiseline fosfolipidnog dvosloja ¢elijskih membrana predstavljaju
glavne ciljne molekule za reaktivne kiseoni¢ne vrste. Najreaktivniji slobodni radikal kiseonika,
hidroksilni radikal (OH"), zapocinje proces lipidne peroksidacije koji se zatim nastavlja nizom
lanc¢anih reakcija do formiranja lipidnih hidroperoksida i aldehida. Akumulacija hidroperoksida u

¢elijskoj membrani i membrani organela dovodi do promene fluidnosti membrane i tako utie na
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aktivnost transmembranskih enzima, transportera, receptora i drugih membranskih proteina.
Krajnji rezultat je promena propustljivosti membrane, $to dovodi do naruSavanja celijskog
metabolizma, poremecéaja homeostaze, odnosno do ¢elijske smrti (Kruidener L, 2002).

U procesu oksidacije lipida, nezasi¢ene masne kiseline podlezu oksidativnom oStecenju,
pri ¢emu su slobodni radikali inicijatori i terminatori procesa lipidne peroksidacije (slika 2). Proces
lipidne peroksidacije zapocinje preuzimanjem vodonikovog atoma nezasi¢ene masne kiseline
lipida od strane inicijatornog radikala (OH’), sto dovodi do nastanka lipidnog radikala. On u
reakciji sa Oz prelazi u izrazito reaktivan lipidni peroksil radikal, koji zatim preuzima vodonikov
atom sa susednog lipida i formira lipidni hidroperoksid. Novonastali lipidni radikal interaguje sa
drugim susednim lipidom u lan¢anoj reakciji, koja naposletku dovodi do akumulacije oStec¢enih

lipida (Catala A, 2006).

H.O
Y+ oM _L, ¢ Lipidni radilcal
3 Inicijacija /"
Nezasicen lipid O
Propagacija
i 4 + i
oH H o*

Lipidni peroksid Lipidni peroksil radikal

Slika 2. Mehanizam lipidne peroksidacije

Produkt lipidne peroksidacije, lipidni hidroperoksid, u reakciji sa redukovanim metalima
(Fe?*) dovodi do nastanka lipidnog alkoksil radikala (LO"). On moze da stupi u reakciju sa drugim
lipidom (LH), pri ¢emu se formiraju lipidni radikal (L") 1 lipidni aldehid (LOH). Takode, lipidni
hidroperoksid (LOOH) moze da reaguje sa oksidovanim metalima (Fe®") formirajuéi lipidni
peroksil radikal (LOO). Novonastali lipidni radikali iniciraju dodatne lancane reakcije (Fagali N,
2009):

Fe* + LOOH — Fe®* + OH + LO
LO +LH — L +LOH
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Fe* + LOOH — Fe?*+ LOO + H*
LOO +LH — L + LOOH

Lipidni hidroperoksidi su nestabilni, razlazu se i formiraju veoma reaktivna jedinjenja, koja
Su znatno stabilnija od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i lako difunduju u ¢elijski medijum.
Najpoznatiji toksi¢ni aldehidni produkti lipidne peroksidacije su 4-hidroksi-2-noneal (HNE) i
malondialdehid (MDA), koji se koriste kao biomarkeri lipidne peroksidacije (Valko M, 2007;
Buonocore G, 2010).

Katalaza (CAT) je jedan od najefikasnijih enzima u Zivom svetu. Osnovna uloga ovog
antioksidativnog enzima je razlaganje neradikalskog vodonik-peroksida do vode, ¢ime se spre¢ava
njegova difuzija u druge delove ¢elije. Zbog svoje Siroke distribucije, evolutivne ocuvanosti i brze
aktivnosti, katalaza ima vaznu ulogu u sistemima koji su se razvili u aerobnoj sredini. Katalaza je
homotetramer i svaka subjedinica sadrzi hem grupu u aktivnom centru (Fe** vezano za porfirin)
enzima (Scandalios JG, 2005). Takode, svaka subjedinica ima za sebe vezan jedan molekul
NADPH (Halliwell B, 1999). Pri niskim koncentracijama vodonik-peroksida (<1um), katalaza
pokazuje "peroksidaznu™ reakciju i redukuje ga koristeéi razli¢ite donore vodonika (alkoholi,

askorbinska kiselina):
RH2 + H202 — R + 2H20

Pri visokim koncentracijama supstrata (>1um), katalaza brzo uklanja vodonik-peroksid

kroz "katalaznu" reakciju, gde je oni donor i akceptor vodonika:
2H202 — 2H20 + O2

Ovaj proces je energetski veoma efikasan, jer se u "katalaznoj" reakciji ne koriste
redukujuéi ekvivalenti. To je znacajno kada je povecana energetska potreba ¢elije, odnosno kada
je povecan intenzitet katabolickih procesa i respiracije. Na taj nacin formira se veca koli¢ina
vodonik-peroksida, koji uspesno uklanja katalaza na energetski povoljan nacin (Scandalios JG,
2005). Katalaza ne moze da bude saturisana svojim supstratom vodonik-peroksida bez obzira na
njegovu koncentraciju, tako da njena enzimska aktivnost raste linearno sa porastom koncentracije
H>0> (Kruidener L, 2002).
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U cukariotskim ¢elijama katalaza se predominantno nalazi u peroksizomima, a prisutna je
i u citosolu i u mitohondrijama (Scandalios JG, 2005). Mnogi peroksizomalni enzimi, uklju¢ujuci
i enzimski sistem za B-oksidaciju masnih kiselina, dovode do stvaranja velike koli¢ine vodonik-
peroksida. Zbog toga je uloga katalaze u ovim organelama od presudnog znacaja za zastitu celije
od oksidativnih ostecenja (Fidaleo M, 2010). Humani gen za katalazu se nalazi na hromozomu 11,
a najvedi nivo katalazne akivnosti kod sisara je prisutan u jetri (llyukha VA, 2001). Neki od
inhibitora katalaze su azid, cijanid, peroksinitrit i aminotriazol (Halliwell B, 1999).

Glutation reduktaza (GR) je detektovana kod svih organizama. Prisutna je u
prokariotskim ¢elijama i u citosolu i mitohondrijama eukariotskih ¢elija (Ondarza RN, 1983). Ovaj
antioksidativni enzim Katalizuje reakciju koja je esencijalna za stablnost i integritet celije, jer
prevodi oksidovani glutation (GSSG) u redukovani glutation (GSH), pri ¢emu se kao redukujuci

ekvivalent koristi NADPH, poreklom iz pentozofosfatnog ciklusa:
GSSG + NADPH +H* — 2GSH + NADP*

Enzim GR je homodimerni flavoprotein koji u aktivnom centru ima redoks aktivnu
disulfidnu vezu. Svaka subjedinica ima molekulsku masu od oko 55 kDa i sadrzi prosteti¢nu grupu
FAD. Dimerna priroda enzima je neophodna za njegovu funkciju, jer obe subjedinice u¢estvuju u
formiranju aktivnog centra enzima. Kod nekih organizama pronadeni su i tetrameri, pa i vece
forme enzima. Kataliti¢ki ciklus glutation reduktaze ima dve faze, prvo NADPH redukuje FAD,
pri ¢emu se redukujuci ekvivalent prenosi na redoks aktivnu disulfidnu vezu, a zatim dolazi do
redukcije GSSG u aktivnom centru enzima (Ulusu NN, 2007).

Glutation-S-transferaza (GST) predstavlja multigensku familiju proteina ¢ija je osnovna
uloga detoksifikacija velikog broja jedinjenja: ksenobiotika, toksina, kancerogena i dr. GST su
prisutne u svim Zivim organizmima. Eukarioti imaju ve¢i broj citosolnih 1 membranski vezanih
(mitohondrije 1 endoplazmati¢ni retikulum) GST izoenzima sa razli¢itim specificnostima za
supstrat (Hayes JD, 1995). Osnovna reakcija koju GST Kkatalizuje je konjugacija GSH sa

elektrofilnim supstratima:
GSH + R-X — G-SR + HX

Citosolni enzimi GST su dimeri ¢ije subjedinice kodiraju ¢lanovi neke od genskih familija.

Subjedinice mogu biti iste (homodimeri) ili razli¢ite (heterodimeri) pri ¢emu su uvek kodirane
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genima iz iste genske familije. Identifikovano je 14 klasa izoenzima GST: alfa, kapa, mi, pi,
omega, sigma, teta i zeta, koje su pronadene kod sisara i beta, delta, epsilon, lambda, fi i tau, koje
su pronadene kod biljaka, bakterija, invertebrata, riba, vodozemaca i ptica (Hayes JD, 1995;
Konishi T, 2005).

Mehanizam detoksifikacije ukljucuje reakciju konjugacije GSH sa hidrofobnim
elektrofilnim ksenobioticima, ali i endogenim elektrofilima (produkti nastali dejstvom reaktivne
vrste kiseonika na biomolekule u uslovima oksidativnog stresa) koju katalizuje GST. Konjugati
GSH se acetiluju do odgovaraju¢e merkapturne kiseline, koja se ekskretuje ili podleze daljem
metabolizmu (Wang W, 1998). Osim detoksifikacije, GST ima jo§ i transportnu i sinteticku
funkciju. Nekovalentnim vezivanjem jedinjenja, kao $to su steroidi, hormoni i lekovi, omogucen
je transport i olakSana eliminacija ovih supstanci iz organizma. GST ucestvuje i u sintezi
leukotriene i prostaglandina. Pojedine forme GST pokazuju peroksidaznu aktivnost jer kataliSu
redukciju organskih hidroperoksida do odgovarajucih alkohola, a poznata je i izomerazna
aktivnost (Hayes JD, 1995).

Glutation peroksidaza (GPx) predstavlja bitan enzim sistema zaStite od oksidativnih
ostecenja. Kod eukariotskih organizama nalazi se u razli¢itim ¢elijskim kompartmanima, kao $to
su citosol, mitohondrije, peroksizomi, a prisutna je u gotovo svim ¢elijama. Katalizuje redukciju
vodonik-peroksida do vode i organskih hidroperoksida (ROOH) u alkohole (ROH), kuplovanjem

ovih reakcija sa oksidacijom glutationa (GSH):

2GSH + H202 — GSSG + H20
2GSH + ROOH — GSSG +ROH

Glutation peroksidaza ima veci afinitet za vodonik-peroksid u odnosu na katalazu, tako da
ima vaznu ulogu u primarnoj odbrani pri niskim koncentracijama vodonik-peroksida, dok je
katalaza znacajniji enzim u uslovima izrazitog oksidativnog stresa (Kruidener L, 2002).

Opisane su tri forme ovog enzima:

e selen-zavisna glutation peroksidaza (Se GPx) — je homotetramer i sadrzi selen u obliku
selenocisteina u svakoj subjedinici,

e selen-nezavisna glutation peroksidaza (non-Se GPx) — je monomer i ima manji afinitet za
vodonik-peroksid, a efikasno redukuje organske perokside i zahteva visoku koncentraciju

glutationa,
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o fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza (PH GPx) — je monomer, selenoenzim, koji
redukuje vodonik-peroksid, fosfolipidne hidroperokside i perokside holesterola. To je
jedini enzim koji redukuje membranske fosfolipidne hidroperokside, prekida proces
lipidne peroksidacije i tako ima klju¢nu ulogu u sistemu zastite od reaktivne vrste kiseonika
(Andreyev AY, 2005),

Identifikovano je pet izoformi GPx kod sisara, koje imaju razli¢itu tkivnu distribuciju:

e klasicna GPx (cGPx, GPx 1) — je prvi identifikovani selenoprotein i nalazi se na
hromozomu 3 kod ¢oveka. Ova izoforma je homotetramer i prisutna je u citosolu svih
¢elija. Redukuje vodonik-peroksid i lipidne hidroperokside, a ima ulogu i u skladiStenju i
transportu selena,

e gastrointestinalna GPx (GPx 2) — obezbeduje zastitu od toksic¢nosti lipidnih hidroperoksida
koji su uneti hranom. Ova izoforma je najvazniji selenoproteinski antioksidans u debelom
crevu i omogucava rani odbrambeni odgovor u borbi protiv kancera debelog creva,

e ekstracelularna GPx (GPx 3) — je selenoprotein detektovan u plazmi i bubrezima i ima
ulogu u antioksidativnom odbrambenom sistemu ekstracelularnog kompartmana (Brown
KM, 2001),

e fosfolipid hidroperoksid GPx (PH GPx, GPx 4) — je monomer koji ima bitnu funkciju u
reduktivnoj destrukciji lipidnih hidroperoksida, malih rastvorljivih hidroperoksida,
hidroperoksida holesterola i holesterolskih estara. Nivo enzima GPx 4 je nizak u jetri,
plu¢ima 1 bubrezima, a visok u testisima gde ucestvuje u sazrevanju spermatozoida. Za
razliku od ostalih formi GPx, ova izoforma pokazuje nizak nivo reakcije sa glutationom
(Maiorino M, 1998),

e GPx 5 — je selen nezavisna GPx i detektovana je u epididimisu kod velikog broja sisara
(Chabory E, 2009).

2.4.2. Hipoglikemijski efekat

Dijabetes melitus predstavlja stanje hroni¢ne hiperglikemije (ali i poremecaj metabolizma
lipida i proteina), koje nastaje kao posledica apsolutnog ili relativnog nedostatka insulina (Stosic,
2012), a koje karakteriSe povecan nivo glukoze u krvi (u gladovanju > 7 mmol/l ili >11,1 mmol/l
dva sata nakon obroka). Ovo oboljenje zahteva kontinuiranu medicinsku negu, edukaciju pacijenta

1 podrsku za prevenciju komplikacija. Hiperglikemija nastaje zbog nekontrolisanog oslobadanja
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glukoze iz jetre 1 smanjenog ulaska glukoze u ¢elije, Sto prouzrokuje smanjenu sintezu glikogena.
Zbog velike koli¢ine glukoze u krvi, prevazilazi se kapacitet tubula za resorpciju glukoze, dolazi
do pojave glikozurije i poliurije, a time i do dehidratacije, Zedi i povecanog unosa te¢nosti. U
praksi se razlikuju Cetiri vrste dijabetesa:
e dijabetes tip I (uzrokovan destrukcijom B-¢elija i obi¢no potpunim deficitom insulina),
e dijabetes tip Il (uzrokovan smanjenom sekrecijom insulina i udruzen sa rezistencijom na
insulin),
e gestacijski dijabetes (javlja se u trudno¢i, najcesce se sam i povlaci),
e sckundarni dijabetes (moze biti uzrokovan dugotrajnom upotrebom lekova ili oSte¢enjem
funkcije B-celija).

Ovo oboljenje spada u najces¢e endokrinoloske bolesti, ¢ija je prevalenca u stalnom
porastu. Ukupan broj obolelih od dijabetesa u 2000. godini je iznosio 171 milion ljudi (2,8%
populacije), a procenjuje se da ¢e prevalenca ove bolesti na globalnom nivou u 2030. iznositi 4,4%
(Wild S, 2004). Poslednjih godina se uoc¢ava novi problem koji je u uzro¢no-posledi¢noj vezi sa
nastankom dijabetesa - gojaznost. Tip Il dijabetes melitusa ¢ini preko 90% od ukupnog broja
obolelih od dijabetesa, a udruzen je sa prekomernom telesnom masom, abdominalnim tipom
gojaznosti 1 fizickom neaktivno$¢u. Do skora, ovaj tip dijabetesa se vidao samo kod odraslih osoba,
a danas je prisutan i kod dece i kod adolescenata (Federation of European Nurses in Diabetes;
American Diabetes Association). Idealni antidijabetik bi bila supstanca koja bi pored regulacije
nivoa glukoze u krvi sprecila razvoj ateroskleroze, dislipidemije, dijabetesne neuropatije i drugih
komplikacija dijabetesa (Trivedi NA, 2004). Savremena terapija ove bolesti postize
zadovoljavajucu kontrolu glikemije, ali njena efikasnost posle odredenog vremenskog perioda
postaje sve manja (Wagman AS, 2001). Promene u nacinu Zivota, a prevashodno u ishrani — koja
bi mogla da sadrzi viSe funkcionalne hrane, odnosno pomoc¢nih lekovitih supstanci — mogu
znacajno da smanje rizik od nastanka dijabetesa, da ga odloze ili da umanje tezinu komplikacija
(Perera PK, 2011). Zbog toga alternativni nacini za kontrolu glikemije i prevenciju komplikacija
dijabetesa predstavljaju predmet najnovijih ispitivanja vezanih za unapredenje farmakoterapije
dijabetesa. Bosiljak se u indijskoj tradicionalnoj medicini koristi kao dodatna terapija kod stresa,
astme i dijabetesa. Brojna istrazivanja su pokazala da uticaj ekstrakta bosiljka na nivo glukoze u
krvi obuhvata hipoglikemijsko i antihiperglikemijsko delovanje (El-Beshbishy HA, 2012;
Zeggwagh NA, 2007). Vodeni ekstrakt bosiljka, svoje antihiperglikemijsko delovanje ispoljava

15



Branislava Teofilovi¢ Doktorska disertacija

inhibicijom aktivnosti a-amilaze i a-glukozidaze, zbog ¢ega se usporava resorpcija glukoze iz
intestinalnog trakta i sprecava nastanak postprandijalne hiperglikemije. Ovi enzimi su zasluzni za
finalni korak metabolizma ugljenih hidrata u kome se oligosaharidi prevode do monosaharida pre
apsorpcije (El-Beshbishy HA, 2012). Na ¢elijama masnog tkiva bosiljak ispoljava delovanje sli¢no
insulinu, tj. povecava preuzimanje glukoze iz krvi u adipocite. Na taj nacin, preparati bosiljka
pokazuju slicnost u mehanizmu antihiperglikemijskog efekta kao 1 derivati bigvanida i
tiazolidindiona (Broadhurst CL, 2000). Hipoglikemijsko i antihiperglikemijsko dejstvo vodenih
ekstrakata bosiljka moze se pripisati visokom sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida. Poznato je da
fenolna jedinjenja interaguju sa proteinima i mogu inhibirati aktivnost enzima ukljucujuci i dejstvo
a-amilaze i a-glukozidaze. Poznato je da flavonoidi, kao jaki antioksidansi, mogu prevenirati
progresivno oste¢enje funkcije pankreasnih B-¢elija, nastalo u oksidativnom stresu i na taj nacin
redukovati pojavu dijabetesa tipa 1, kao i omoguciti zastitu od razvoja komplikacija (EI-Beshbishy
HA, 2012).

Ispitivanjem uticaja estrakata bosiljka na glikoregulaciju upotpunila bi se saznanja o
korisnim osobinama ove biljke i mogucoj primeni bosiljka kao pomoénog lekovitog preparata kod
pacijenata obolelih od dijabetesa.

2.4.3. Hipolipidemijski efekat

U danasnje vreme hiperlipidemije predstavljaju glavni faktor rizika za nastanak
ateroskleroza, a samim tim i niz kardiovaskularnih oboljenja (KVVO), koje predstavljaju veoma
Cest uzrok mortaliteta. Dokazano je da postoji povezanost izmedu visokog nivoa lipidnih Cestica
male gustine (low density lipoprotein — LDL) i povecane incidence za nastanak KVO i da njihovo
povecéanje implicira razvoj i progresiju ateroskleroze, dok visok nivo lipidnih Cestica velike gustine
(high density lipoprotein — HDL) predstavlja anti-aterogeni faktor. Takode treba ista¢i da visok
nivo triglicerida predstavlja znacajan faktor rizika za nastanak KVO, pogotovo kod osoba sa
dijabetesom. Medikamentozna terapija dislipidemije obuhvata snizenje ukupnog nivoa holesterola
(Rang HP, 2005). U mnogim radovima (Harnafi H, 2013; Bravo E, 2008; Amrani S, 2006)
dokazana je hipolipidemi¢na aktivnost ekstrakta bosiljka bogatog fenolnim kiselinama.
Metabolicke aktivnosti koje su do sada ispitane, ogledaju se u snizenju nivoa glukoze u krvi i
snizenju LDL holesterola i triglicerida, kao i u znacajnoj antioksidativnoj aktivnosti (Bravo E,
2008; Vidovi¢ SS, 2012; Arfa MM, 2008). Redukcija ukupnog holesterola je povezana sa
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snizenjem LDL frakcije, $to predstavlja cilj mnogih strategija u lecenju hiperlipidemije. Ovo
saznanje dovodi do mogucnosti da ekstrakt ove biljne vrste redukuje aktivnost hepaticnih LDL
receptora. Ova hipoteza je potvrdena biohemijskom analizom lipidnog statusa jetre. Fenolne
komponente poseduju holesterol-supresivnu aktivnost, koja je udruzena sa sniZzenjem hepatickog
nivoa holesterola, s§to dovodi do ublazavanja uznapredovalog razvoja ateroskleroze
hiperholesterolemijske etiologije. Primena ekstrakta bogatog fenolnim Kkiselinama, uz
hipolipidemijski rezim ishrane, dovodi do znacajne redukcije povisenog nivoa triglicerida. Ovo
ukazuje da ekstrakt bosiljka dovodi do katabolizma lipidne frakcije (Harnafi H, 2013). Polarne
frakcije ovog ekstrakta znacajno snizavaju povisen nivo triglicerida u krvi. Pored toga, pojedini
ekstrakti pokazuju protektivnu aktivnost, povecavaju¢i nivo HDL ¢estica (Harnafi H, 2008).
Potencijalni mehanizmi koji stoje iza hipolipidemijskog delovanja i odnose se na fenolne
komponente su:
e snizenje aktivnosti hepatickog LDL receptora (Bursill CA, 2007),
e redukcija sinteze holesterola preko supresije hidroksimetil glutaril-CoA (HMG-CoA)
reduktaze (Jung UJ, 2006),
e inhibicija glavnog enzima koji je uklju¢en u metablizam holesterola: acetil CoA holesterol
acil transferaza (ACAT) (Lee JH, 2006),
e povecanje lecitin holesteril aciltransferaze (LCAT),
¢ inhibicija hepaticke lipaze triglicerida (HTL) na HDL, §to vodi ubrzanju katabolizma lipida
kroz ekstrahepaticka tkiva (Anila L, 2002).

2.4.4. Ostale farmakoloSke uloge

Antisepticko delovanje. Etarska ulja kao sto su estragol, linalol, lineol i kamfor imaju
antisepticku mo¢ 1 sluze kao konzervansi jer spreavaju razvoj mikroorganizama.

Antibakterijsko delovanje. U laboratorijskoj studiji ustanovljena je potencijalna
antibakterijska aktivnost bosiljka protiv oblika Salmonella spp, Escherichia coli, Camppylobacter
jejuni i Clostridium perferingens. Esencijalno ulje bosiljka takode pokazuje antimikrobnu
aktivnost prema sojevima Staphylococcus, Enterococcus i Pseudomonas. Minimalna inhibitorna
koncentracija (MIC) je 0,003-0,007% (v/v).

Antivirusno delovanje. Nekoliko studija je radeno radi utvrdivanja potencijalnog

antivirusnog dejstva. Jedna in vitro studija je pokazala da bosiljak pokazuje znac¢ajnu inhibitornu
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aktivnost protiv HIV-1 virusa. Dokazano je da su supstance koje poseduju ovu aktivnost hidrofilne
polarne supstance, a ne nepolarne kao $to je esencijalno ulje. U drugoj studiji nadeno je da apigenin
inhibira dejstvo protiv herpes virusa, adenovirusa i hepatitisa B.

Citoprotektivno delovanje. Rozmarinska kiselina, prirodna fenolna kiselina koja je
prisutna u bosiljku, inhibise inflamatorne procese. Zasnovano na in vitro studiji, dokazano je da
rozmarinska kiselina mozZe da redukuje produkciju slobodnih radikala, inhibiciju DNK i protein
sintetaze i apoptozu uzrokovanu mikotoksinima.

Dermatolosko delovanje. Utvrdeno je i potencijalno delovanje protiv akni (acne
vulgaris), mada mehanizam delovanja nije potpuno razjasnjen.

Insekticidno delovanje. Komarac (Culex pipiens) je najéesc¢i insekt gradskih i prigradskih

naselja. Dokazano je da bosiljak predstavlja sredstvo za zastitu od ovih Steto¢ina (Ismail M, 2006).

2.5. Hemijski sastav

2.5.1. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju grupu najznacajnijih fitokomponenata koja poseduju
antioksidativnu aktivnost. Obuhvataju preko 8000 jedinjenja, Siroko su rasprostranjena u biljnom
svetu i karakterise ih posedovanje najmanje jednog aromati¢nog prstena sa jednom ili vise
hidroksilnih grupa. Nastaju kao sekundarni metaboliti preko Sikimske kiseline (Cartea M, 2011).
Fenoli obuhvataju proste molekule, molekule male molekulske mase, prosta aromati¢na jedinjenja,

velike molekule, komplekse (tanine) i derivate polifenola (tabela 2) (Balasundram N, 2006).
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Tabela 2. Klase i strukture fenolnih jedinjenja

Klasa fenolnih jedinjenja Struktura
Derivati prostih fenola, benzohinoni Ce
Derivati hidroksibenzoeve kiseline Ce-C1
Acetofenoni, derivati fenilsircetne kiseline Ce-C2
Derivati cimetne kiseline, fenilpropanoidi Ce-Cs
Naptohinoni Ce-C4
Ksantoni Ce-C1-Cs
Stilbeni, antrahinoni Ce-C2-Cs
Flavonoidi, izoflavonoidi Ce-C3-Cs
Lignani, neolignani (C6-C3)2
Biflavonoidi (C6-C3-Ce)2
Lignini (Ce-C3)n
Tanini (C6-C3-Cé)n

Fenolna jedinjenja imaju viSestruku ulogu u biljkama: opraSivanje, zaStita od insekata,
gljiva, virusa i bakterija, a takode ucestvuju u regulaciji biljnih hormona. Poslednjih godina velika
paznja je usmerena ka fenolnim fitokomponentama kao potencijalnim promoterima zdravlja.
Dokazano je da fenolna jedinjenja inhibiraju enzime, pokazuju antiinflamatorno, antimikrobno,
antialergijsko, kardioprotektivno i antikancerogeno delovanje, ali je njihova najvaznija uloga
antioksidativno delovanje. Antioksidativna aktivnost fenola je povezana sa njihovom hemijskom
strukturom koja poseduje redoks karakteristike. Igraju bitnu ulogu u apsorbovanju i neutralizaciji
slobodnih radikala, sto omogucava zastitu od infekcija (Cartea M, 2011). NajviSe proucavana i
najvaznija fenolna jedinjenja su fenolne kiseline i flavonoidi.

Fenolne kiseline. Pojam fenolne kiseline obuhvata sva jedinjenja koja sadrze najmanje
jednu karboksilnu i jednu fenolnu hidroksilnu grupu (Kovacevi¢ N, 2002). Antioksidativna uloga
je povezana sa brojem i pozicijom hidroksilnih grupa u molekulima: sa poveéanjem broja
hidroksilnih grupa povecava se i antioksidativna aktivnost. Jedinjenja sa tri hidroksilne grupe na
benzenovom prstenu predstavljaju najjace antioksidanse. Gubitak jedne hidroksilne grupe
umereno smanjuje antioksidativnu aktivnost, dok je gubitak dve hidroksilne grupe znacajno

smanjuje (Cartea M, 2011). Derivati cimetne kiseline pokazuju jace antioksidativno delovanje u

19



Branislava Teofilovi¢ Doktorska disertacija

poredenju sa derivatima hidroksibenzoeve kiseline. To se moze objasniti CH=CH-COOH grupom,
koja omogucava bolju donaciju vodonikovog atoma, zbog stabilizacije karboksilne grupe
rezonancom (Balasundram N, 2006). Najvaznija jedinjenja fenolnih kiselina su derivati

hidroksibenzoeve i cimetne kiseline (slike 31 4).

OH
COOH COOH
HsCO OCHs
HO OH OCH,
OH OH COOH
galna kiselina vanilinska kiselina siringinska kiselina

Slika 3. Predstavnici derivata hidroksibenzoeve kiseline

OH
O COH ©
_ HO
i: HOOC™ ™% OH OH

cimetna kiselina kafena kiselina rozmarinska kiselina

H

HO CoOH

“_COOH HO™ HyCO “_COOH
OH OH
HO OH HO

p-kumarinska kiselina hlorogenska kiselina feruli¢na kiselina

Slika 4. Predstavnici derivata cimetne kiseline

Hlorogenska kiselina. Hlorogenska kiselina je poznata kao snazna antioksidativna
supstanca, koja igra vaznu protektivnu ulogu u patofizioloskim promenama u organizmu, a Koje
ukljucuju kardiovaskularna, neuroloska i maligna oboljenja. Takode moze da poboljsa toleranciju
glukoze, kao i da smanji telesnu tezinu. S obzirom na sve vecu teznju za pronalazenje prirodnih
preparata za leCenje razlic¢itih oboljenja, ova kiselina se nalazi u zizi interesovanja mnogih
istrazivaca (Forino M, 2015). Predstavlja fenolno jedinjenje, a glavne klase hlorogenske kiseline

koje se nalaze u prirodi su kafeoilhina kiselina (CQA), dikafeoilhina kiselina (diCQA) i rede,
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feruoilhina kiselina (FQA). Svaka klasa ima najmanije tri izomera (Marques V, 2009). Strukturno,
CQA je estar kafene i hine kiseline (Clifford MN, 2003), a ima tri izomera (3-CQA, 4-CQA i 5-
CQA) koji nastaju izomerizacijom u hinoj kiselini na polozajima 3, 4 i 5 (Clifford MN, 1999).
Dikafeoilhina kiselina je diestar kafene i hine kiseline. U poslednjih nekoliko godina nizom studija
dokazana je veza izmedu hlorogenske kiseline i smanjenja rizika od kardiovaskularnih oboljenja,
dijabetesa tipa Il i Alchajmerove bolesti (Farah A, 2008).

Flavonoidi. Flavonoidi predstavljaju veliku grupu sekundarnih metabolita male
molekulske mase koja obuhvata preko 10000 struktura (Agati, 2012). Flavonoidi se u biljkama
formiraju iz malonata i aromati¢nih aminokiselina fenilalanina i tirozina. Osnovna struktura ¢ini
flavansko jezgro koje se sastoji od 15 ugljenikovih atoma povezanih u tri prstena (Ce-Cs-Ce), koji

su oznaceni sa A, B i C (slika 5).

Slika 5. Osnovna struktura flavonoida

U zavisnosti od supstituenata na prstenu A, B i C razlikuje se nekoliko klasa flavonoida,
od kojih su najinteresantniji i najznacajniji flavoni, flavonoli, flavanoni, flavan-3-oli, izoflavoni,
flavanonoli i antocijani. Ostale klase flavonoida uklju¢uju biflavone, halkone, aurone i kumarine
(Pietta PG, 2000) (slike 6 i 7).
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Slika 7. Najznacajniji predstavnici: a) flavona; b) flavonola i c) flavanona

22



Branislava Teofilovi¢ Doktorska disertacija

29 X

Re¢ flavonoidi poti¢e od latinske re¢i “flavus” §to znaci Zuto, pa su oni “odgovorni” za
nijanse narandzaste, plave i ljubiCasto-crvene boje lis¢a, cvetova i plodova. Pored voca i povréa
flavonoidi su prisutni i u semenima, kori, lis¢u, cvetovima oraSica, zitaricama, zacinima, a takode
I U napicima kao §to su crno vino i ¢ajevi. Flavonoidi imaju razli¢itu ulogu u ekologiji biljaka.
Zbog svojih atraktivnih boja, omogucavaju opraSivanje i $tite od ultravioletnog (UV) zraCenja, a
zbog svog adstrigentnog delovanja imaju odbrambenu ulogu protiv patogena i herbivora.
Flavonoidi deluju kao katalizatori u fotosintezi i reguli$u prolaz gvozda ukljucenog u fosforilaciju
(Prochazkova D, 2011). Takode predstavljaju zastitu od stresa jer “hvataju” slobodne radikale
nastale u elektron-transportnom sistemu (Agati G, 2012).

Pored velike vaznosti za biljke flavonoidi igraju znacajnu ulogu i u ishrani ¢oveka,
pogotovo jer se ne smatraju nutritijentima (Pietta PG, 2000). Epidemioloske studije su pokazale
da je povecan unos flavonoida povezan sa smanjenjem rizika od hroni¢nih bolesti, ukljucujuéi
karcinome i kardiovaskularne bolesti. Takode, unos flavonoida deluje antioksidativno,
antiinflamatorno, antiviralno, antibakterijsko, vazodilatatorno, antikancerogeno i antiishemi¢no
(Prochazkova D, 2011).

Antioksidativno dejstvo mnogih flavonoida jace je nego dejstvo vitamina C i E. Flavonoidi
mogu da preveniraju oSte¢enja na sledece nacine:

e direktnim “hvatanjem” slobodnih radikala,

e aktivacijom antioksidativnih enzima,

e heliranjem metala,

e redukovanjem a-tokoferil radikala,

e inhibicijom oksidaza,

e ublazavanjem oksidativnog stresa uzrokovanog azot(I1)-oksidom,
e povecanjem nivoa mokracne kiseline.

Flavonoidi imaju sposobnost direktnog “hvatanja” slobodnih radikala kao donori atoma
vodonika. In vitro antioksidativna aktivnost flavonoida zavisi od rasporeda funkcionalnih grupa.
Hidroksilne grupe u prstenu B su odgovorne za “hvatanje” slobodnih radikala, dok supstituenti na
A i C prstenu uti¢u na “hvatanje” superoksid anjon radikala. Antioksidativna aktivnost moze se
povecati polimerizacijom monomernih flavonoida. Glavne strukturne karakteristike flavonoida
koje su zasluzne za “hvatanje” slobodnih radikala, mogu se sumirati u nekoliko stavki:

e orto-dihidroksi struktura u prstenu B,
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e dvostruka veza u polozaju 2,3 koja je konjugovana sa 4-okso funkcionalnom grupom u
prstenu C, sto omogucava delokalizaciju elektrona u B prstenu,

e hidroksilna grupa u polozaju 3 i 5 koja omoguéava stvaranje vodoni¢nih veza sa okso
grupom.

Flavonoidi mogu da indukuju fazu Il detoksikacije enzima, koja predstavlja glavnu
odbranu protiv elektrofilnih toksikanata i oksidativnog stresa.

Odredeni flavonoidi mogu da heliraju gvozde i1 bakar, otklanjajuci na taj nacin kauzalni
faktor za razvoj slobodnih radikala. Kvercetin poseduje sposobnost da prevenira oksidativno
o$te¢enje uzrokovano razli¢itim oksiduju¢im agensima (akrolein, fenilhidrazin), u membranama
eritrocita, Sto omogucéava oslobadanje gvozda u njegovoj slobodnoj redoks formi.

a-tokoferol predstavlja jedan od glavnih antioksidanata u ¢elijskim membranama i
lipoproteinima male gustine (LDL) koje Stite lipoproteinske partikule od oksidativnog stresa.
Grupa nauc¢nika je dokazala da flavonoidi mogu biti donori vodonika a-tokoferil radikalu i da na
taj nacin deluju kao prooksidanti. Tako se obezbeduje odlaganje oksidacije LDL ¢estica.

Flavonoidi mogu inaktivisati enzime odgovorne za produkciju superoksida, kao Sto su
ksantin oksidaza i protein kinaza. Kvercetin i silibin inhibiSu aktivnost ksantin oksidaze $to
rezultira smanjenjem oksidativnog stresa.

Azot(l1)-oksid (NO) nastaje posredstvom azot(11)-oksid sintetaze (NOS) i igra vaznu ulogu
u odrzavanju dilatacije krvnih sudova, ali njegove visoke koncentracije mogu uzrokovati
oksidativno oStecenje. Flavonoidi mogu da inhibiSu NOS 1 na taj nacin sprece oStecenja.

Postoji povezanost da nakon konzumacije nutritijenata bogatih flavonoidima dolazi do
povecanja koncentracije mokraéne kiseline koja predstavlja glavni pokazatelj totalnog
antioksidativnog kapaciteta u plazmi. Time je utvrdeno da flavonoidi i na ovaj na¢in ucestvuju u

antioksidativnim procesima (Prochazkova D, 2011).

2.6. Zuéne Kiseline

Zucne kiseline ¢ine veliku familiju steroidnih jedinjenja. Nastaju u jetri iz holesterola i
pored njihove dobro poznate funkcije u varenju masti, igraju vaznu ulogu i u nekoliko drugih
procesa, kao $to su olakSavanje apsorpcije kalcijuma, kontrolisanje sekrecije pankreasnog enzima,

oslobadanje holecistokinina i antimikrobna prevencija u tankom crevu. U jetri se najpre sintetiSu
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primarne Zu¢ne kiseline, holna i henodeoksiholna, a potom delovanjem crevnih bakterija nastaju
deoksiholna i litoholna kiselina. Nastale zu¢ne kiseline se naj¢esce vezuju sa glicinom i taurinom,
i kao takve udestvuju u metabolizmu masti. Zuéne kiseline imaju steroidnu strukturu sa 24
ugljenikova atoma (“primitivne” zucne kiseline su imale 25-27 C atoma), rasporedena u 4 prstena
(ciklopentanoperhidrofenatren) i bo¢ni niz. Sa nekoliko hidroksilnih grupana A, B i C prstenovima
obi¢no u polozajima C3, Cs, C7, C12 i C23, C¢eS¢e a nego B orijentisane, predstavljaju derivate
holanske kiseline. A i B prstenovi ¢esce predstavljaju cis izomere (5p-serija), nego trans izomere
(5a-serija). Odnos prstenova B i C, kao i C i D nalazi se u trans orijentaciji. Cikloheksanski
prstenovi se ¢eSce javljaju u svojoj stabilnijoj konformaciji stolice, nego u manje stabilnoj-
konformacji kade (Kuhajda K, 2006; Monte MJ, 2009). Primer strukture Zu¢ne kiseline prikazan
je naslici 8.

Slika 8. Struktura 5p-holanske kiseline

Tokom poslednje decenije interesovanje za zuc¢ne kiseline je zna¢ajno poraslo, a razlog
tome je Siroka uloga u mnogim fizioloskim procesima (Monte MJ, 2009). Njihova jedinstvena
struktura, kao i fizicko-hemijske osobine omogucavaju da se primenjuju kao nosaci aktivnih
principa ¢ime bi se moglo poboljsati, kontrolisati i lokalizovati dejstvo leka (Stojanéevi¢ M, 2013).
Zuéne kiseline imaju specifiénu hemijsku strukturu koja se razlikuje od obi¢nih alifatiénih
surfaktanata, jer poseduju veliko, rigidno i hidrofobno steroidno jezgro sa 2-4 hidroksilne grupe.
Zbog ovakve strukture, ova jedinjenja su hidrofilna sa konkavne o strane, a hidrofobna sa
konveksne [ strane, te se mogu udruzivati i obrazovati micele (slika 9) (Mikov M, 2007). Ovakvo
udruzivanje je moguce ukoliko koncentracija zu¢nih kiselina dostigne odgovarajucu vrednost, koja
se naziva kriti¢na micelarna koncentracija (KMK). KMK za Zu¢ne kiseline se teSko moze precizno

odrediti, Sto predstavlja jedan od razloga zasto se u literaturi nalaze razli¢ite vrednosti (Posa M,
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2009a). Svaka micela sadrzi 4-50 molekula, u zavisnosti od tipa i strukture Zu¢nih kiselina (Darkoh
C, 2010).

Hidrofilna gla\'\a

' KMK
e
\‘g Micela

Hidrofobni rep

Slika 9. Obrazovanje micela

Zbog svog ambifilnog karaktera, zucne kiseline mogu da interaguju sa bioloskim
membranama, te da narusavaju njihovu funkciju. Ve¢ u malim koncentracijama mogu da
povecavaju permeabilnost membrane, zbog membranolitickog delovanja i samim tim poboljSavaju
apsorpciju (Garidel P, 2007). Ovi molekuli predstavljaju najdetaljnije istrazenu klasu jedinjenja
koja poboljsava apsorpciju (Stojanéevi¢ M, 2013). Uticaj zu¢nih kiselina na apsorpciju lekova je
kompleksan 1 zavisi od fizicko-hemijskih osobina leka, kao 1 od interakcija micela sa fizioloSkim
okruzenjem (Meaney CM, 2000). Potencijalni mehanizam promotornog delovanja Zu¢nih kiselina
na paracelularnu i transcelularnu apsorpciju hidrofilnih lekova moze se opisati inkorporacijom
zucnih kiselina u ¢elijske membrane, gde se formiraju obrnute micele koje sadrze molekule vode
i na taj nacin obrazuju hidrofilne pore u membranama (Posa M, 2007). Takode, zucne soli
smanjenjem povrsinskog napona biomembrana potenciraju prolaz lekova. (Mikov M, 2007).
Osnovni mehanizam za poboljsanje transcelularne apsorpcije ukljucuje povecanje rastvorljivosti.
Rastvaranje lipofilnih lekova u meSovitim micelama Zu¢nih soli moze olaksati difuziju kroz vodeni
sloj i tako poboljsati apsorpciju. Micele poveéavaju propustljivost mukozne membrane
prevazilazeci otpor u vodenom difuzionom sloju (Mikov M, 2007). Solubilizacija pomoc¢u Zu¢nih

kiselina smanjuje veli¢inu Cestica leka i omogucava laksi prolaz kroz ¢elije (Darkoh C, 2010).
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2.6.1. Zuéne kiseline kao glikoregulatorni agensi

Problemi povezani sa kontrolisanjem i terapijom nivoa glukoze u krvi u danasnje vreme su
veoma Cesta pojava, ali ne toliko zbog nedostatka glukoregulatornih lekova, nego zbog njihove
primene. Zuéne kiseline, surfaktanti, helatorni agensi i derivati masnih Kiselina su poznate
supstance koje povecéavaju trans-mukoznu apsorpciju lekova. Soli zuénih kiselina su poznati
agensi koji poboljsavaju trans-membransko preuzimanje endogenih i egzogenih lipida u
gastrointestinalnom traktu, kao i trans-membransku i paracelularnu pasazu malih polarnih
endogenih i egzogenih molekula (Miljkovi¢ D, 2000).

Studija kojom se ispitivalo snizenje nivoa glukoze u krvi obuhvatila je poredenje nazalne
primene insulina, nazalne primene natrijumove soli 3a,7a-dihidroksi-12-okso-58-holne kiseline
(12-monoketoholne kiseline) u fizioloskom rastvoru, nazalnu aplikaciju kombinacije insulina i 12-
monoketoholne kiseline, kao i subkutanu primenu insulina. Kao $to je i ocekivano, najvece
snizenje glukoze u krvi je postignuto nakon subkutane primene insulina, dok je najmanje sniZenje
postignuto nakon nazalne aplikacije samog insulina. Nazalna primena kombinacije insulina i Zu¢ne
soli postigla je 54% snizenje u odnosu na subkutanu primenu insulina, dok je apilikacija same
zucne soli u fizioloskom rastvoru dostigla 36%. MozZe se re¢i da transmukozna aplikacija zuénih
kiselina, njenih prirodnih ili sintetskih derivata, analoga ili homologa, pokazuje glukoregulatorni
efekat, zbog posedovanja specifiénih membranskih receptora. Zuéne kiseline ispoljavaju ovaj
efekat ¢ak i bez dodatka insulina ili drugih glukoregulatornih agenasa kod mnogih Zivotinja,
ukljucéujudi i sisare (Miljkovi¢ D, 2000).

2.6.2. 12-monoketoholna kiselina

Od sredine devedesetin godina, velika paznja je usmerena ka farmakoloskim
karakteristikama 3a,7a-dihidroksi-12-okso-5B-holne kiseline (12-monoketoholne kiseline, MKH)
(slika 10) (Mikov M, 2004), koja je sa 7-monoketoholnom kiselinom pokazala najbolje
promotorno delovanje medu zu¢nim kiselinama. Otkriveno je da je ta uloga povezana sa kriti¢cnom
micelarnom koncentracijom — zamenom hidroksilne grupe sa keto grupom, u molekulu Zuc¢ne
kiseline, smanjuje se hidrofobnost, a poveéava se KMK. Pove¢anje KMK dovodi do snizenja
hidrofobnosti i smanjene tendencije za obrazovanje micela. Poznavanje vrednosti za KMK je

veoma vazno za razumevanje delovanja zu¢nih kiselina jer monomeri i micele imaju razli¢ite
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fizicko-hemijske i bioloske osobine. Mehanizam pozitivnog promotornog delovanja se ogleda u
interakciji zuénih kiselina sa fosfolipidima membrane. U isto vreme, Zu¢ne kiseline pokazuju
membranoliticko delovanje, razaraju¢i membranu, ¢iji se mehanizam moze objasniti u dva koraka:
ulazak zucnih kiselina u membranu (distribucija izmedu membrane i vode) i rastvaranje
membrane. Pozitivna korelacija izmedu pozitivnog i negativnog delovanja ukazuje na vaznost
poznavanja KMK vrednosti kako bi se predvidelo pozitivnho promotorno ili negativno
membranoliticko delovanje (Posa M, 2007; Posa M, 2009a; Posa M, 2009b; Mikov M, 2004).

Slika 10. Struktura 3a, 7a-dihidroksi-12-okso-54-holne kiseline

Poredec¢i aktivnost prirodnih zuénih kiselina (holne (H), deoksiholne (DH), tauroholne
(TC) kiseline) i polusintetske monoketoholne kiseline, autori su ustanovili da najhidrofobnija
kiselina, deoksiholna, pokazuje najvec¢i hemoliticki efekat, a za njom slede holna i tauroholna
kiselina. MKH kiselina nije pokazala hemoliti¢ki efekat u analiziranom opsegu. Takode, pokazano
je da vise hidrofobne Zu¢ne kiseline dovode do hemolize ispod vrednosti KMK, dok vise hidrofilne
kiseline izazivaju hemolizu iznad vrednosti KMK. MKH kiselina, kao novo sintetisana Zu¢na
kiselina pokazala je drugacije fizicko-hemijske i bioloske karakteristike u odnosu na prirodne. Ona
ne pokazuje snaznu membransku solubilizaciju, ali ipak uti€e na fosfolipidni sloj, kao 1 na
eritrocite. Analizirajuci dostupne informacije, moze se re¢i da monoketoholna kiselina predstavlja
najmanje toksi¢énu kiselinu (Yang L, 2009).

Keto derivati holne kiseline pokazali su odlicnu promotornu aktivnost u transportu
insulina. Pored toga, istrazivanja su pokazala znaCajnu hipoglikemijsku aktivnost 12-
monoketoholne kiseline (Yang L, 2009). 12-MKH kiselina predstavlja dobar primer u poboljSanju
prolaza kroz krvno-mozdanu barijeru, ¢ime se povecava koncentracija morfina, hinidina, salicilata
i fenobarbitala (Mikov M, 2004). Takode, 12-keto derivat holne kiseline pozitivno uti¢e na per 0S

apsorpciju ampicilina, sto sugeriSe da bi kombinovana upotreba ovog leka sa MKH kiselinom
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mogla da prosiri spektar delovanja antibiotika, kao i da pobolj$a njegovu terapijsku efikasnost
(Mikov M, 2005).

2.7. Farmaceutsko-tehnoloska formulacija

Novi sistemi nosaca lekova, kao 1 njhove formulacije, omogucavaju transport leka tacno
na mesto delovanja, te imaju znacajne efekte na njihovu efikasnost. Vecina preparata ima
optimalnu koncentraciju u kojoj ispoljava maksimalno dejstvo, a ispod i iznad te koncentracije
nemaju dejstvo ili ispoljavaju toksi¢an efekat. To predstavlja razlog potrebe za kontrolisanje
transporta leka. Nove formulacije kontrolisu farmakokinetiku, farmakodinamiku, imunogenost,
nespecifiénu toksi¢nost i efikasnost leka, a predstavljaju interdisciplinarni pristup koji kombinuje
nauku polimera, farmaceutike, hemiju biokonjugata i molekularnu biologiju (Devi VK, 2010;
Charman WN, 1999).

Moderna medicina, uz pomo¢ nosaca, zasniva se na transportu leka do mesta ostecenja i
ciljanju zahvaéene zone unutar tela pacijenta. Ovaj princip funkcioniSe tako $to se optimalna
koncentracija leka doprema na mesto delovanja i omogucava da se dejstvo ispolji na tom mestu u
odredeno vreme. Takode, ideja je da se ovom metodom izbegnu sve mane tradicionalnog
transporta leka u organizmu (Musthaba SM, 2009).

Mnogi sistemi za transport i targetiranje leka se razvijaju da bi se minimizirala degradacija
1 gubitak leka, prevenirala neZeljena delovanja 1 povecala bioraspoloZivost leka. Neki od polimera
mogu biti mikrocestice napravljene od nerastvorljivih, biodegradabilnih prirodnih ili sintetskih
polimera. Kontrola oslobadanja leka, kao 1 biodegradacija, su veoma vazni u razvoju uspeSnih
formulacija. Poboljsavanjem kretanja leka smanjuje se toksi¢nost i povecava efikasnost leka, a
samim tim se nudi benefit pacijentima (Sahoo SK, 2003).

U slucaju biljnih lekova, postoji velika moguénost da mnoge komponente budu unistene
zbog niske pH vrednosti u zelucu. Ostale komponente mogu biti metabolisane u jetri pre nego sto
stignu do mesta delovanja. Kao rezultat toga, u slucaju da aktivna komponenta ne dode do krvi u
minimalnoj terapijskoj koncentraciji, terapijski efekat ¢e izostati. Prirodne komponente mnogo
brze i1 lakSe podlezu metabolisanju u organizmu, stoga izazivaju manje nezeljenih reakcija u
odnosu na sintetske komponente (Devi VK, 2010), te se industrija sve viSe okre¢e biljnim

preparatima.
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Biljni lekovi su Cesto nerastvorljivi pa se inkorporiranjem u mikro ili nano vezikule
povecéava njihova bioraspolozivost. Rastvorljivi biljni materijali takode mogu biti inkorporirani u
mikro ili nano Cestice radi povecanja distribucije u organizmu (Patel JS, 2013).

Mikroinkapsulacija je proces koji omogucava produzavanje oslobadanja leka i smanjenje
nezeljenih efekata (Pal D, 2011). Formiranje mikrocestica koje kontrolisu distribuciju leka je
ograni¢eno kratkim zadrzavanjem leka na mestu apsorpcije, te bi bilo veoma povoljno da se
obezbedi jaci kontakt nosaca leka sa mukoznom apsorptivnom membranom (Crowdary, 2005).
Ovo se najcesce postize upotrebom mukoadhezivnih polimera. Mukoadhezivni polimeri u
nosa¢ima leka imaju sposobnost da produze kontakt leka na mestu apsorpcije i povecaju
bioraspolozivost leka (Carvalho FC, 2010; Chowdary KP, 2004).

U poslednjih nekoliko godina, nauénici su pokazali povecano interesovanje ka upotrebi
alginata kao biopolimera koji se koriste u formulaciji nosaca lekova, zbog svoje osobine da
formiraju hidrogel. Alginat, monomer alginske kiseline, pripada familiji linearnih kopolimera koji
se sastoje od monomera B-D-manuronske kiseline i kiselinskih ostataka L-guluronske kiseline koje
se smenjuju. Alginati prolaze kroz jonotropsko geliranje u vodenom rastvoru u prisustvu jona Ca?*,
Ba®* i AIP* zbog jakih jonskih interakcija izmedu karboksilne kiseline i ovih katjona. Alginati
imaju mukoadhezivno svojstvo, ali ukrsteni alginati su ¢esto krhki. Dakle, umreZavanje razlicitih
alginata leka i meSanje sa mukoadhezivnim polimerima predstavlja najpopularniji pristup za
formulaciju nosaca za kontrolisanje oslobadanja leka. Takode, meSanje sa odgovaraju¢im

polimerima moze poboljsati inkapsulaciju i stabilnost leka (Pal D, 2011).

2.8. Buduénost primene novih formulacija

Formulacija leka u sitnije Cestice — mikro i nano dimenzija ima snazan uticaj na zdravstveni
sistem jer omogucava strogo kontrolisano oslobadanje lekovite supstance i smanjenje nezeljenih
dejstava. Sistemi distribucije lekova se fokusiraju na dopremanje leka do ta¢no odredenog mesta i
na podesavanje njegovih apsorpcionih karakteristika.

Mikroenkapsulacija je nasla primenu u imunomodularnim i imunosupresivnim procesima.
Inkorporiranje ¢elija u mikrokapsule moze biti primenjeno u raznim vrstama tretmana, kao $to su
lecenje renalne disfunkcije, leCenje dijabetesa i hemofilije (Oriva G, 2004). Naucnici Smatraju da
¢elijska mikroinkapsulacija ima ogroman potencijal da doprinese unapredenju savremene

medicine u narednoj deceniji.
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Nanotehnologija olakSava napredak u oblasti dijagnostike, tako Sto omogucava osetljivije,
specifi¢nije i pouzdanije metode koje su ¢esto brze i jeftinije. To doprinosi moguénosti otkrivanja
bolesti u ranim stadijumima. Vecina bolesti, kao $to su krvarenja ¢ira i karcinomi, mogu se izleciti
ako se kontrolisu i ako se otkriju u ranim fazama. Postoje inovacije gde je moguce inkapsulirati
malu kameru koja bi lako i jednostavno izvrsila snimanje unutar gastrointestinalnog trakta (Pan G,
2010).

Primena nanotehnologije ve¢ je zazivela u praksi, pa je tako transplantacija dusnika
uradena u Svedskoj kod pacijenta sa karcinomom dusnika. Vestatki dusnik je kreiran od
nanokompozitnog materijala i potpoljen u rastvor mati¢nih ¢éelija. Zbog velike povrSine nano
materijala, transplantat se primio u tkivo domacina, a zbog kori$¢enja mati¢nih Celija pacijenta,
nije postojao rizik za odbacivanje. Ovakav metod bi se mogao primeniti za kreiranje i mnogih
drugih organa, $to bi znacajno uticalo na razvoj medicine. Takode, vestacke proteze bi se mogle

.....

pacijenata.

2.9. Ekstrakcija aktivnih principa iz biljnih droga

Ekstrakcija se definiSe kao odvajanje farmakoloski i bioloski aktivnih sastojaka biljnih i
zivotinjskih tkiva od pomo¢nih komponenata, u prisustvu selektivnih rastvara¢a i primenom
standardnih metoda (Vuleta G, 2012). Da bi postupak ekstrakcije bio prihvaéen za analiticke svrhe,
treba da ispunjava sledece uslove:

e ekstrakcija mora biti potpuna (svi aktivni principi moraju biti izolovani),
e prilikom ekstrakcije ne sme do¢i do hemijske transformacije aktivnih principa,
o tehnika rada treba da bude $to jednostavnija i krac¢a (Peki¢ B, 1980).

Tecno-Cvrsta ekstrakcija se ogleda u nekoliko karakteristika:

e izmedu supstance koja se ekstrahuje iz Cvrste materije i rastvaraca nema definisanih
zakonitosti u smislu koeficijenata,

e deo rastvaraca, odnosno ekstrakta se na kraju ekstrakcije zadrzava na povrSini 1 u
kapilarima ¢vrste materije,

e ravnotezno stanje se postiZze kada se koncentracija ekstrakta u kapilarama ¢vrste materije

izjednaci sa koncentracijom ekstrakta u slobodnom rastvoru,
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e vreme potrebno za postizanje ravnoteze u svakom ekstrakcionom nivou odreduje se
eksperimentalno u zavisnosti od vrste materijala koji se ekstrahuje (Peki¢ B, 1980).
Ekstrakcija se zasniva na tome da tokom samog procesa sastojci droge prelaze u rastvarac,

kroz dve faze (Vuleta G, 2012). Najpre se odvija faza kvasenja i bubrenja sirovine, a potom faza
ekstrakcije u uzem smislu. Do kvaSenja sirovine dolazi usled prodiranja rastvaraca u osuseni biljni
materijal pod uticajem kapilarnih sila. Celijski zidovi droge imaju difilni karakter, pri ¢emu je
hidrofilnost znacajno izrazenija u odnosu na hidrofobnost. Biljno tkivo sadrzi velik broj pora
kapilarnog tipa, koji omoguéava prodor rastvaraca, pri ¢emu se ispunjavaju ¢elije 1 drugi prazni
prostori biljnog materijala. Ukoliko je vazduh prisutan u kapilarama, vreme koje je potrebno za
njihovo ispunjavanje moZze biti veoma dugo, jer ometa prodiranje rastvaraca. Za povecanje brzine
prodiranja moze se primeniti vakuumiranje suvog biljnog materijala, povecanje pritiska rastvaraca
ili zamena vazduha lako rastvornim gasom (CO3). Takode, materije koje snizavaju povrsinski
napon izmedu te¢nosti i gasa olakSavaju proces kvasenja. Prodiranjem rastvaraca u biljni materijal
zapocinje 1 proces rastvaranja aktivnih principa. Unutar biljnog materijala rastvara¢ se gotovo ne
krece. Brzina rastvaranja materije unutar ¢estica droge bi¢e odredena brzinom prenosa mase kroz
poroznu sredinu, a na povrSini Cestica brzinom prelaza masa od povrSine tela. S obzirom da proces
prelaza mase moze biti veoma ubrzan podeSavanjem hidrodinamickih uslova, brzina rastvaranja
materija na povrsini tela znac¢ajno se povecava, tako da se u toku procesa ekstrakcije pojavljuje
period brZze ekstrakcije. Ovaj period je posebno znaajan za operaciju ekstrakcije. Prodiranje
rastvaraca u Cestice biljne droge, kvaSenje i1 rastvaranje odredenih komponenata, dovodi do
povecanja zapremine, odnosno dolazi do bubrenja. U mnogim slu¢ajevima, drogu najpre treba
podvrgnuti bubrenju, kako bi se izbeglo naknadno nabijanje sirovine, kao rezultat povecanja
zapremine Cestica. Prilikom izvodenja ekstrakcije, velik znacaj ima koli¢ina rastvaraca, kao i
dinamika apsorpcije rastvaraca koja je u neposrednoj vezi sa bubrenjem sirovine. Rastvarac¢
apsorbovan sirovinom obrazuje unutrasnji sok ¢ija koli¢ina predstavlja konstantu za sirovine
razliitog stepena usitnjenosti 1 ¢ije je poznavanje neophodno za sprovodenje proracuna
ekstrakcije.
Pri ekstrakciji aktivnih principa iz lekovitog bilja, uocavaju se koeficijenti prenosa mase:
e koeficijent unutras$nje difuzije (Duy), koji definiSe brzinu prenosa mase unutar Cestica

biljnog materijala,
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e koeficijent slobodne difuzije (Ds), koji karakteri$e brzinu prenosa mase u ¢elijskom soku i
u difuzionom podsloju,

e koeficijent turbulentne difuzije (Eq), koji opisuje brzinu prenosa mase u pokretnom sloju
rastvaraca.
U toku ekstrakcije prisutna su sva tri procesa, pa je zbirni koeficijent prenosa mase (K)

jednak:

_ 1
-1 1 s
Ed T DutDs

gde je | - precnik Cestica, a S - debljina grani¢nog sloja.

Koeficijent slobodne difuzije zavisi od temperature i koncentracije. U praksi se Cesto
odreduje ova vrednost kao pokazatelj srednje vrednosti za odredeni interval temperature i
koncentracije. Koeficijent unutrasnje difuzije ima znatno manju vrednost od koeficijenta slobodne
difuzije zbog smanjenja povrSine prenosa mase (uticaj poroznosti i kapilarne strukture biljnog
materijala). Koeficijent konvektivne difuzije po svojoj vrednosti je ve¢i od koeficijenta slobodne
difuzije. Sa povecanjem brzine kretanja rastvaraca koeficijent turbulentne difuzije raste i dobija
maksimalnu vrednost pri turbulentnom kretanju. Zato se prilikom mesanja ova konstanta, kada
postane dovoljno velika, moze zanemariti u proracunu. U takvim slucajevima odreduje se
koeficijent unutrasnje difuzije, jer slobodna difuzija materije u difuznom podsloju ima neznatan
uticaj na vrednost konstante usled male debljine podsloja (Peki¢ B, 1980).

Izbor metode zavisi od droge i hemijske prirode njenih sastojaka. Prelaz aktivnih
komponenata iz droge u rastvarac je direktno proporcionalan:

e difuzionom koeficijentu,
e dodirnoj povrsini droge i rastvaraca,
e koncentracionom gradijentu,
e vremenu ekstrakcije,
a obrnuto proporcionalan:
e debljini difuzionog sloja.

Bolji prinos se ostvaruje muckanjem, mesanjem i dodavanjem novih koli¢ina rastvaraca

(Vuleta G, 2012).
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Stepen usitnjenosti droge znatno utice na proces ekstrakcije i omogucéava efikasnu izolaciju
aktivnih principa. Stepen usitnjenosti biljnog materijala, Cvrstih supstanci, oznacava se U
farmakopeji arapskim brojem u zagradi iza naziva droge ili preparata. Brojevi se odnose na broj
sita, a oznacavaju duzinu stranice otvora, izrazenu zaokruzenom vredno$¢u u milimetrima, Kroz
koji usitnjene Cestice jo§ mogu da produ. Pri usitnjavanju ne sme da se odbaci ni jedan deo droge
i treba nastojati da su usitnjene Cestice droge podjednake veliCine. Sita koja se najcesce

upotrebljavaju su data u tabeli 3.

Tabela 3. Sita i stepen usitnjenosti droga prema Ph. Jug. IV

Broj sita Veli¢ina otvora (duZina Stepen usitnjenosti
stranica otvora), mm
6 60 grubo se¢ene droge (drogae ruditer
’ consisae)
3 3,0 polusitno secene droge (drogae concisae)
2 20 sitno secene droge_ (drogae minutim
’ concisae)
0,75 0,75 grubi prasak (pulvis grossus)
0,30 0,30 sitan prasak (pulvis subtilis)
0,15 0,15 vrlo sitan praSak (pulvis subtilissimus)

Osnovni zadatak usitnjavanja biljne droge je mehanicko razaranje biljnog materijala do
zeljene veli¢ine Cestica, odnosno naruSavanje njegove strukture, skracenje puta difuzije aktivnih
materija 1 povecanje povrsine kontakta za razmenu mase (doprinos intenzifikaciji ekstrakcije). Za
dobijanje odredenog stepena usitnjenosti mogu se primenjivati mlinovi ¢ekic¢ari, mlinovi koji rade
na principu smicanja, a u laboratorijskim uslovima mogu se uspe$no primeniti i mlinovi za kafu
(kada se kao droga koriste list i cvet). Pri narusSavanju strukture biljnog materijala deo celija se
otvara i supstance koje ona sadrzi postaju lako dostupne rastvaracu. Prilikom ekstrakcije dolazi do
rastvaranja 1 brzog prenosa mase supstance iz razorenih ¢elija 1 spore difuzije rastvorenih supstanci
iz neostecenih Celija. Prvi proces ekstrakcije se odvija nekoliko puta brze od drugog i zavisi od
hidromehanickih uslova. Drugi proces je znatno sporiji i zavisi od koeficijenta prenosa mase
unutar biljnog materijala. Time se moze zakljuciti da proces ekstrakcije ima dva perioda - brzu i
sporu ekstrakciju. Moze se smatrati da je relativna koli¢ina ekstrahovanih materija u periodu brze
ekstrakcije orijentaciono merilo koli¢ine razorenih supstanci, pod uslovom da se pretpostavi da su
ekstrahovane materije ravnomerno rasporedene po celoj zapremini biljne droge. Koli¢ina materije

dobijena tokom brze ekstrakcije (koeficijent brze ekstrakcije) je parametar koji odreduje operaciju
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ekstrakcije. Ako je u usitnjenom materijalu koli¢ina razorenih ¢elija mala, operacija ekstrakcije se
veoma usporava i odreduje se brzinom difuzije materija iz biljne sirovine. Suprotno, koeficijent
brze ekstrakcije se poveéava kao posledica poveéavanja koli¢ine razorenih éelija (Lepojevié Z,
2000; Vuleta G, 2012; Peki¢ B, 1980).

U toku bubrenja, biljni materijal koji se ekstrahuje apsorbuje odredenu koli¢inu rastvaraca,
odnosno obrazuje unutras$nji sok. U toku ekstrakcije, ravnotezno stanje na jednom stupnju
ostvaruje se kada se izjednace koncentracije ekstrakata u slobodnom rastvaracu i unutragnjem soku
(vezani rastvarac). Znacajno je da se uzme u obzir ucesce i koli¢ina ekstrakta koji se nalaze u
kapilarima droge. PoSto se prec¢nik kapilara ne moze povecati, akcenat se stavlja na skracenje
njihove duzine, kako bi se smanjilo vreme uspostavljanja ravnoteze. Iz toga proizilazi da mlevenje
biljnog materijala predstavlja najpogodniji postupak njegove pripreme za ekstrakciju. Nasuprot
tome, fino mleveni materijal tesko propusta rastvara¢, jer ne poseduje odgovarajucu poroznost,
odnosno znatno usporava proces ekstrakcije. 1z ovog sledi da odgovaraju¢a priprema treba da
obezbedi:

e nesmetano odvijanje ekstrakcije,

e Sto kradi kapilarni put u biljnom materijalu,

e da udeo sitnijih Cestica (Ciji je pre¢nik manji od 0,5 mm) ne bude ve¢i od 10% u
pripremljenom materijalu.

Osnovni postupci za pripremu biljnog materijala sastoje se od nekoliko postupaka, koji se
primenjuju posebno ili u kombinaciji:

e mlevenje na odgovaraju¢im mlinovima,

e granuliranje fino usitnjenog materijala,

e propustanje izmedu sistema valjaka tako da nastaju pahuljice pre¢nika oko 0,3 mm, koje
poseduju dobre mehanicke osobine i kratke kapilarne puteve,

e istiskivanje na poviSenoj temperaturi i vlaznosti (Peki¢ B, 1980).

Vrsta rastvaraca koji se primenjuje za ekstrakciju odredenih aktivnih komponenti igra
veoma vaznu ulogu (Peki¢ B, 1980). Na osnovu toga, rastvaraci se biraju na osnovu rastvorljivosti
supstance, koja zavisi od prirode same supstance, rastvaraca i temperaturnih uslova. Idealan
rastvarac bi trebao da ispunjava sledece kriterijume:

o selektivnost,

e fiziolo$ku indiferentnost,
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e hemijsku inertnost,

e podnosljivost i netoksicnost,

e nezapaljivost 1 nisku tacku kljucanja,
e ekonomicnost (Vuleta G, 2012).

Selektivnost rastvaraca predstavlja sposobnost razdvajanja komponenti polazne smese,
odnosno, moze da se definiSe kao sposobnost izdvajanja samo odredene komponente ili
komponenti iz pocetnog rastvora (Toli¢ A, 1996).

Prilikom ekstrakcije droga razli¢itim rastvara¢ima menja se kvalitativni i kvantitativni
sastav dobijenih ekstrakata. Ova pojava uglavnom zavisi od njihove polarnosti (polarni ili
nepolarni rastvaraci), odnosno od stepena hidrofilnosti supstance koja se zeli izdvojiti. Polarne
supstance, koje imaju visoke vrednosti dielektri¢ne konstante, dobro su rastvorne u polarnim
rastvara¢ima. Nepolarne supstance, malih dielektricnih konstanti, rastvorne su u nepolarnim
rastvara¢ima. Rastvara¢ utiCe na ekstrakciju odredene grupe principa, a koli¢ina ekstrahovanih
materija zavisi od polarnosti rastvaraca. Poznato je da je velik broj supstanci bolje rastvorljiv u
polarnim rastvara¢ima. Za izradu biljnih ekstrakata potrebno je paZzljivo odabrati drogu dobrog
kvaliteta, pogodan rastvara¢, metod ekstrakcije, kao i opremu potrebnu za pripremu ekstrakta.
Dobro odabrani rastvarac treba da omoguci S$to potpunije iscrpljenje droge, odnosno dobijanje

visokih prinosa ekstrakcije. Najéesée kori$éeni rastvaraci su:

e voda,

e cetanol,

e metanol,
e aceton,
e (glicerol,

e propilenglikol,
o etar,
e masna ulja,
e hloroform,
e heksan (Vuleta G, 2012).
Za ekstrakciju lekovitog bilja u farmaceutske svrhe najcesce se primenjuje smesa alkohola
1 vode. MeSanjem alkohola 1 vode u razli¢itim odnosima, menja se dielektri¢na konstanta u Sirokim

granicama, ¢ime se omogucava ekstrakcija velikog broja supstanci iz biljnih materijala. Voda kao
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rastvara¢ u najmanjoj meri rastvara obojene i druge prate¢e materije (Peki¢ B, 1980; Lepojevi¢ Z,
2000). Izbor rastvaraca moze da se vrsi na razli¢ite naCine. NajCesce se vrsi ekstrakcija uzorka
razlicitim rastvaracima i uporeduju se dobijeni rezultati. Najbolji rastvarac treba da ekstrahuje, pri
jednakim uslovima, najvecu koli¢inu aktivnog principa. Pored dielektricne konstante rastvaraca,
velik uticaj na brzinu difuzije i rastvorljivost imaju viskozitet i povrSinski napon rastvaraca.
Smanjenje viskoziteta i povrSinskog napona rastvaraca povoljno utie na ekstrakciju (Peki¢ B,

1980).

2.10. Tipovi ekstrakcije

Postoji vise tipova i na¢ina ekstrakcije, a odabir zavisi od potreba daljih analiza ekstrakata.
Prema Ph. Jug. IV, metode ekstrakcije su:

e Maceracija - jednokratna ekstrakcija propisano usitnjene droge pogodnim rastvaratem na
sobnoj temeperaturi,

e Bimaceracija - dvokratna ekstrakcija propisano usitnjene droge sa pogodnim rastvaracem
na sobnoj temperaturi,

e Digestija - jednokratna eckstrakcija na poviSenoj temperaturi (jer sa povecanjem
temperature, proces ekstrakcije je brzi i efikasniji),

e Perkolacija - kontinuirana metoda, na sobnoj temperaturi sa kontinuiranim i jednolikim

proticanjem rastvaraca kroz stub droge tj. kroz perkolator odozgo prema dole.

Pored klasicnih metoda postoje i druge, €ija je primena uslovljena vrstom materijala za
ekstrakciju, odgovaraju¢im rastvaraCem i osobinama aktivnih komponenti, a to su: superkriticna,

ultrazvu¢na, mikrotalasna, protivstrujna ekstrakcija, cirkulatorna ekstrakcija (Jovanovi¢ M, 2003).

Mikrotalasna ekstrakcija. Mikrotalasi su elektromagnetni talasi talasne duzine izmedu
radio i infracrvenih talasa, od 1 cm do 1 m. Njihova upotreba je po¢ela 1975. godine, a osamdesetih
godina XX veka pocelo je koris¢enje posebno dizajniranih peci sa kontrolom pritiska i temperature
(Mijin DZ, 2005). Postoje dve podvrste ove ekstrakcije:

e ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontrolisanom pritisku i temperaturi,

e ekstrakcija pri atmosferskom pritisku u mikrotalasnim pec¢ima.
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Mehanizam ove vrste ekstrakcije se zasniva na upotrebi energije mikrotalasa za zagrevanje
rastvaraca koji je u kontaktu sa ¢vrstom materijom, sa ciljem izolovanja Zeljenih sastojaka u
rastvor. Zagrevanje pomoc¢u mikrotalasa temelji se na sposobnosti nekih tecnosti i ¢vrstih supstanci
da prevedu energiju talasa u toplotnu energiju. Reakciona smesa mora da sadrzi dipolne molekule
ili jone. Elektromagnetni talasi stvaraju elektri¢no polje, pod ¢ijim uticajem se dipoli krecu i
prilikom trenja gube svoju energiju koja se pretvara u toplotu. Ukoliko reakciona smesa ima jone,
zagrevanje je mnogo vece. Rastvaraci koji se upotrebljavaju moraju imati sposobnost apsorpcije
mikrotalasa. Ova metoda se moze koristiti za ekstrakciju prirodnih proizvoda, lekova, aditiva,
ugljovodoni¢nih zagadivaca i pesticida. Veoma je pogodna za ekstrakciju etarskog ulja. Mnogo je
efikasnija u poredenju sa Soxhlet-ovom i klasi¢cnom ekstrakcijom u balonu, manji su ekonomski
troskovi, manja je potroSnja materijala i rastvaraca. Zbog ustede u vremenu trajanja procesa i
manjoj potro$nji energije, primenjuje se za brze ekstrakcije velike serije uzoraka. Velike je
preciznosti i rezultati su kvalitativno i kvantitativno slicni onima koji se dobijaju klasi¢cnom
ekstrakcijom (Bleki¢ M, 2011).

Ultrazvuéna ekstrakcija. Ultrazvuk je mehanicki talas frekvencije preko 20 kHz, iznad
gornje granice ljudske ¢ujnosti. Ovo $iroko podrucje se deli na dva potpodrucja koja odreduju
njegovu potencijalnu primenu. Dijagnosticki ultrazvuk je visoke frekvencije (1-10 MHz) i niske
energije, ne izaziva promene na upotrebljenom materijalu i koristi se u medicini, laboratorijama i
kontroli kvaliteta proizvoda, i ultrazvuk visoke energije koji dovodi do kavitacija koje mogu
prouzrokovati oSte¢enja materijala i odredene hemijske reakcije, te ima $iroku primenu u industriji
za CiS¢enje, busenje, lemljenje, ekstrakciju. Ranije kori$¢enje ultrazvuka baziralo se na procesima
susenja, kristalizacije, degradacije, a danas se koristi za ekstrakciju, jer se tezi poveéanju
bioraspolozivosti aktivnih principa sa zadrzavanjem njihovih osnovnih svojstava i smanjenju
njihove degradacije (Brn¢i¢ M, 2009; Drmni¢ H, 2010). Mehanizam ultrazvuéne ekstrakcije se
ogleda u prenosenju talasa kroz neku elasti¢nu sredinu, kao npr. vodu ili vlakna. Prolaskom kroz
vodu, stvaraju se longitudinalni talasi koji dovode do naizmeni¢nog skupljanja i Sirenja molekula
vode. Pri tome nastaju kondenzati koji sudaranjem obrazuju Sok talase. Oni, nailaze¢i na Cvrst
materijal, dovode do bubrenja celije i probijanja celijskih opni. To omogucava velike brzine
difundovanja rastvaraca i ispiranje aktivnih principa iz ¢elije. Ova vrsta ekstrakcione metode se

moze vrsiti kako u ultrazvu¢nom kupatilu, tako i u ultrazvuc¢noj kadi. Pored toga $to se moraju
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obezbediti odgovarajuci rastvaraci, podesiti pogodna temperatura i pritisak, neophodno je podesiti
frekvenciju, snagu i distribuciju talasa da ne bi doslo do denaturacije proteina, deaktivacije enzima
i oksidacije masti u upotrebljenim uzorcima. Ova metoda omogucava bolji prinos aktivnih
komponenti, vecu stopu ekstrakcije i smanjeno vreme tretiranja uzorka. Ultrazvuk velike snage je
nasao primenu i u unistavanju mikroorganizama, pobolj$anju funkcionalnih i tehnoloski znac¢ajnih

proteina u mleku, u emulgovanju i homogenizaciji (Jambrak AR, 2009).
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3. CILJEVI | RADNE HIPOTEZE

31.  Ciljevi

1. Ispitati kvalitativne i kvantitativne karakteristike ekstrakata bosiljka dobijenih razli¢itim
rastvarac¢ima, polarnim-voda, etanol, metanol i nepolarnim-heksan, dihlormetan i trihlormetan.

2. Ispitati biohemijsku aktivnost ekstrakata bosiljka dobijenih razli¢itim rastvaracima,
polarnim-voda, etanol, metanol i nepolarnim-heksan, dihlormetan i trinlormetan.

3. Ispitati uticaj farmaceutsko-tehnoloske formulacije ekstrakta bosiljka na glikemijski,

lipidni i oksido-redukcioni status u odnosu na vodeni ekstrakt kod oglednih Zivotinja.

3.2. Radne hipoteze

1. Kvalitativne 1 Kkvantitativne karakteristike ekstrakata bosiljka dobijenih polarnim
rastvara¢ima pokazuju raznovrsniji sadrzaj u odnosu na primenu nepolarnih rastvaraca.

2. Ekstrakti bosiljka dobijeni polarnim rastvara¢ima pokazuju znacajniju biohemijsku
aktivnost u odnosu na ekstrakte dobijene nepolarnim rastvara¢ima.

3. Farmaceutsko-tehnoloska formulacija ekstrakta bosiljka pokazuje pozitivan uticaj na

glikemijski, lipidni i oksido-redukcioni status u odnosu na vodeni ekstrakt kod oglednih Zivotinja.
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4. MATERIJAL | METODE

Eksperimentalni rad je uraden u laboratorijama Katedre za farmaciju, Medicinskog
fakulteta u Novom Sadu i Katedre za farmakologiju, toksikologiju i klini¢ku farmakologiju,
Medicinskog fakulteta u Novom Sadu.

Nadzemni delovi bosiljka (Ocimum basilicum) pribavljeni su iz Instituta za proucavanje
lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢* iz Beograda, 2013. godine (Basilici herba, serijski broj:
14910513).

4.1. Metoda odredivanja hlorogenske Kiseline

Odredivanje hlorogenske kiseline (5-kafeoilhinske kiseline, 5-CQA) u ekstraktima bosiljka
vrseno je primenom validovane visokoefikasne te¢ne hromatografija (High Performance Liquid
Chromatography-HPLC) (Gruji¢-Leti¢ N, 2015). Koris¢en je uredaj HPLC-DAD model Agilent
HP 1100 sistema sa autosempler injektorom, Waldbron, Nemacka.

Uslovi HPLC analize

Kolona: Zorbax SB-C18 (4,6 mm x 250 mm, i.d., 5 um veli¢ina ¢estica)
Mobilna faza: 1,5% sir¢etna kiselina : metanol = 85:15

Protok: 0,8 ml/min

Detekcija: UV-325 nm

Temperatura: 25°C

Ukupno vreme analize: 15 minuta

Standardni rastvor hlorogenske kiseline

Hlorogenska Kiselina (Hlorogenska kiselina (>95%), Sigma Aldrich (St. Louis, SAD),
100,1 mg) preneta je u odmerni sud od 10 ml, rastvorena u malo metanola (95% metanol, p. a.,
POCH (Gliwice, Poljska)) i odmerni sud je dopunjen do crte metanolom. Ovako dobijeni rastvor
imao je koncentraciju 10,1 mg/ml.

Izrada kalibracione krive
Uzimali su se alikvoti standardnog rastvora od 0,1; 0,3; 0,6; 0,8 i 1 ml i dopunjavali u

normalnom sudu do 10 ml metanolom. Ovi rastvori odgovarali su koncentracijama hlorogenske
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kiseline od 0,101; 0,303; 0,606; 0,808 i 1,01 mg/ml. Na osnovu dobijenih podataka konstruisana

je kalibraciona kriva i data regresiona jednacina (koeficijent pravca).

4.2. Tehnike ekstrakcije

Ukupno je pripremljeno i analizirano 100 uzoraka. Biljna vrsta je najpre usitnjenja do
propisanog stepena usitnjenosti (sito 0,3 i sito 2), a potom podvrgnuta ekstrakciji na jedan od
sledec¢ih nacina:

e maceracija polarnim i nepolarnim rastvarac¢ima,
e infuz,
e mikrotalasna ekstrakcija,

e ekstrakcija ultrazvukom.
4.2.1. Maceracija polarnim i nepolarnim rastvarac¢ima

Ekstrakcija droge vrSena je destilovanom vodom (na svetlosti i na mestu zasticenom od
svetlosti), smeSom etanola i destilovane vode (30%, 40%, 50%, 60%, 96% etanol, apsolutni etanol,
J. T. Baker (Holandija)), metanolom (95%), hloroformom, dihlormetanom i heksanom (v/v).
Maceracija se vriila prelivanjem 1 g usitnjene droge sa 5 ml rastvarada. CaSe sa drogom su
prekrivene parafinskim filmom i ostavljene na suvom i tamnom mestu da stoje tokom 10 min, 30
min, 24h, 48h i 72h (polarni rastvaraci), odnosno 10 min, 30 min (nepolarni rastvaraci), kako bi se
ekstrahovali aktivni principi, nakon ¢ega je izvrSena filtracija u nove, prethodno izmerene, ¢ase.
Zatim je celokupan sadrzaj uparen do suva na magnetnoj mesalici (Labor Muszeripani Muvek,
Hungary). Upareni filtrati su se nakon toga ostavljali u eksikatoru pod kontrolisanim uslovima
tokom 24 ¢asa, a potom je izmerena masa suvih ekstrakata i izra¢unat ukupan prinos ekstrakcije.

Merenje je vrSeno na analiti¢koj vagi (Scaltec, Nemacka).
4.2.2. Dobijanje infuza

Dobijanje infuza podrazumevalo je prelivanje 1 g droge sa 200 ml vrele vode (prema
preporukama i uputstvima). Potom su ekstrakti filtrirani i upareni do suva na magnetnoj mesalici.
Nakon 24 ¢asa suSenja u eksikatoru, izmerena je masa suvih ekstrakata i izraCunat ukupan prinos

ekstrakcije.
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4.2.3. Mikrotalasna ekstrakcija

0,4 g usitnjene droge preliveno je sa 100 ml destilovane vode. Ekstrakcija je vrSena u
mikrotalasnoj pe¢i (Midea) u toku 2 i 4 minuta, nakon ¢ega su ekstrakti filtrirani i upareni do suva.
Nakon 24 ¢asa suSenja u eksikatoru, merena je masa suvih ekstrakata i izraCunat ukupan prinos

ekstrakcije.
4.2.4. Ekstrakcija ultrazvukom

0,4 g usitnjene droge preliveno je sa 100 ml destilovane vode. Ekstrakcija je izvedena
primenom ultrazvu¢nog kupatila (Clifton, Velika Britanija) tokom 10 minuta, nakon ¢ega su
ekstrakti filtrirani i upareni do suva. Nakon 24 casa suSenja u eksikatoru, merena je masa suvih
ekstrakata i izracunat ukupan prinos ekstrakcije.

Od pripremljenih suvih ekstrakata, dobijenih prethodno navedenim tehnikama ekstrakcije,
pripremljeni su metanolni ekstrakti rastvaranjem suvog ekstrakta u 95% metanolu (v/v), do
dobijanja odgovaraju¢e koncentracije. Pripremljeni metanolni ekstrakti su se dalje koristili za

odredivanje antioksidativne aktivnosti, sadrZaja ukupnih fenola i sadrzaja ukupnih flavonoida.

4.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola kori$¢ena je metoda po Folin-Ciocalteu (FC)
(Bozin B, 2008). Kod Folin-Ciocalteu odredivanja stvara se kompleksan polimeran jon sa
fosfomolibdatskom (HsPMo012040) i fosfovolframatovom (HsPW12040) Kiselinom. Ovaj reagens
oksiduje fenolne materije, a sam se redukuje u smesu volfram-oksida (WgO23) i molibden-oksida
(MogO23). Rastvor postaje intenzivno plave boje, a intenzitet obojenja je srazmeran koncentraciji
fenolnih jedinjenja.

Postupak rada. U 0,1% metanolni ispitivani ekstrakt (0,1 ml) dodato je 0,2 M FC reagensa
(deset puta razblazen komercijalni FC reagens; 0,5 ml, Merch (Darmstadt, Nemacka)). Nakon 5
minuta muc¢kanja u epruveti na Vortex mesalici (Clifton, Velika Britanija) dodat je pripremljen
rastvor natrijum-karbonata (0,4 ml, POCH (Gliwice, Poljska)). Smese su inkubirane na sobnoj
temperaturi 30 minuta, a zatim je ocitana apsorbanca na A=760 nm, na spektrofotometru (Agilent

8453 UV-Visible Spectroscopy System, Nemacka). Kao slepa proba koris¢en je metanol. Sve
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analize radene su U tri ponavljanja. IzraGunavanje sadrzaja ukupnih fenola prerac¢unatih na galnu
kiselinu vrsilo se na osnovu vrednosti apsorbance i jednacine dobijene za masu galne kiseline, a
rac¢unski se odredivao sadrzaj ukupnih fenola preracunatih na galnu kiselinu (pug/ml). Rezultat je
izrazavan kao miligram ekvivalenta galne kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg GAE/g SE)
(grafikon 1).

Galna Kkiselina y = 0,2559x + 0,3345
Abs R?= 0,9963

0,7
0,6

/
05 /
0,4

0,3

0,2

0,1
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C [ug/ml]

Grafikon 1. Kalibraciona kriva izradena pomocu standardnog rastvora galne kiseline razlicitih

koncentracija

4.4, Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Metoda za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u uzorcima zasniva se na osobinama
flavonoida i flavon-glikozida da sa metalima daju odgovaraju¢e metalo-komplekse (Bozin B,
2008). Naro¢ito je znacajan aluminijumov kompleks, jer se on vezuje za sve tipove flavonoida, pa
se sumarni apsorpcioni maksimum ukupnih flavonoida lako odreduje.

Postupak rada. Za svaki od ispitivanih ekstrakata rastvor se pripremao na sledeci nacin:
u normalni sud od 10 ml preneto je 500 pl 10% ekstrakta i dopunjeno sa rastvorom za ekstrakciju.
Zatim je po 2,5 ml ovog rastvora preneto u normalni sud od 50 ml i dopunjeno do crte destilovanom
vodom. Sadrzaj flavonoida se odredivao spektrofotometrijski na A=430 nm. Merene su apsorbance
radne i kontrolne probe (tabela 4). Radne probe su radene u tri ponavljanja, dok su kontrolne probe

radene u dva ponavljanja.
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Tabela 4. Sastav radne i kontrolne probe
RADNA PROBA KONTROLNA PROBA

5ml ekstrakta 5ml ekstrakta

1ml destilovane vode 3,5ml destilovane vode

2,5ml AlCl3 reagensa (Sigma Co. (St. Louis,
USA)

Kao slepa proba upotrebljena je destilovana voda. 1z razlike apsorbanci radne i kontrolne

probe izracunate su apsorbance za svaki ispitivani ekstrakt prema slede¢oj formuli:
Ae=Arp-Ak

Rezultat je izrazavan kao mg ekvivalenata kvercetina/g suvog ekstrakta (mg KE/g SE)

(grafikon 2).
Abs ;
Kvercetin y =0,0039x + 0,012
R? =0,989
0,3
025 —
- <*
0,2
pJ
0,15 .
0,1 /
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O T
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Grafikon 2. Kalibraciona kriva izradena pomocu standardnog rastvora kvercetina

razlicite koncentracije
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4.5. In vitro odredivanje antioksidativne aktivnosti

45.1. DPPH metoda

Antioksidativna aktivnost svih ekstrakata odredivana je spektrofotometrijskom metodom
(Gruji¢ N, 2012). Sposobnost “hvatanja” slobodnih radikala, odnosno “skevindzer” aktivnost
(RSC, Radical Scavenging Capacity) ispitivanih ekstrakata detektovana je merenjem njihove
sposobnosti da neutraliSu 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikale (DPPH radikale), a zatim je
odredena ICso vrednost (koncentracija ispitivane supstance pri kojoj se neutralise 50% radikala).
Radikal DPPH, predstavlja stabilan slobodni radikal koji stupa u reakciju sa antioksidativnom
komponentom, koja je donor vodonikovih atoma, pri ¢emu dolazi do redukcije (nastaje DPPH-H
oblik), odnosno ljubicasto obojeni stabilni DPPH radikal se transformise u zuto obojeni neutralni
oblik DPPH-H. Promena intenziteta boje je srazmerna broju “uhvacenih” radikala. DPPH metoda
je Siroko rasprostranjena za odredivanje sposobnosti vezivanja slobodnih radikala razlicitih
antioksidanata (Ozcelik B, 2003; Elmastas M, 2006). Neutralizacija DPPH radikala fenolnim

jedinjenjima mozZe Se objasniti pomocu dva mehanizma:

1. fenolno jedinjenje predaje H atom DPPH radikalu, pri ¢emu nastaje redukovani, neutralni
DPPH-H oblik i ariloksi radikal koji je rezonantno stabilizovan,
2. ariloksi radikal moze da reaguje sa jo§ jednim DPPH radikalom pri ¢emu se kondenzuju i

prelaze u neutralan molekul.

Postupak rada. Za svaki metanolni ekstrakt pravljena je serija od pet razliitih
koncentracija datih ekstrakata koje su dalje koris¢ene za odredivanje RSC vrednosti. Sam postupak
se zasnivao na tome da se u Kiveti pomeSa odredena zapremina prethodno pripremljenih
metanolnih rastvora ekstrakata (10-100 pl) sa 1ml rastvora DPPH (90 pmol/dm?®, Alfa Aesar
(Karlsruhe, Nemacka)) i dopuni sa metanolom (95% v/v) do 4ml. Nakon 30 minuta, apsorbance
kontrole, uzorka i slepe probe su odredivane spektrofotometrijskim merenjem na talasnoj duzini
od A=515nm. Metanol (95% v/v) se Kkoristio kao slepa proba (referentni rastvor), a kao kontrola
smesa 95% metanola (3 ml) i DPPH reagensa (1 ml). Apsorbance uzorka i kontrole su merene u

tri ponavljanja.
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RSC vrednost predstavlja procenat slobodnih DPPH radikala koji je izreagovao sa

antioksidansima ispitivanog ekstrakta i izraCunava se na osnovu jednacine:
%RSC:lOOX((Akontrola' Auzorka)/Akontrola)

Iz vrednosti RSC je odredena ICsoy Vrednost na osnovu linearne zavisnosti RSC vrednosti
od ispitivanih vrednosti razliCitih koncentracija ekstrakata.

ICs0% vrednost predstavlja onu vrednost koncentracije ekstrakta koja ima sposobnost
neutralizacije 50% slobodnih DPPH radikala.

4.5.2. Odredivanje peroksidnog jona

Aktivnost peroksidnog jona se odredivala po metodu Ruch et al (Ruch RJ, 1989), na
izabranim uzorcima i odredivana je spektrofotometrijskom metodom. Rastvor vodonik-peroksida
(40 mM) je sveze pripremljen u fosfatnom puferu; kaliijjum-dihidrogenfosfat — kalijum-
hidrogenfosfat (0,05 M, pH 7,4). U metanolne uzorke razli¢itih koncentracija se dodavao fosfatni
pufer (pH 7,4; 3,4 ml) i prethodno pripremljen vodonik-peroksid (0,6 ml). Apsorbanca je merena
na A=230 nm. Slepa proba je bila metanol.

RSC vrednost predstavlja procenat slobodnih peroksidnih radikala koji je izreagovao sa

antioksidansima ispitivanog ekstrakta i izraCunava se na osnovu jednacine:
%RSC=100xX((Akontrola- Auzorka)/ Akontrola)

Kontrola je predstavljala smesu fosfatnog pufera (pH 7,4; 3,4 ml) i vodonik-peroksida (0,6

ml).
4.5.3. Odredivanje hidroksilnog jona

Za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti hidroksilnih jona koristila se reakciona
smesa koja se sastojala od metanolnog uzorka razli¢ite koncentracije (razblazen do 1 ml), gvozde-
sulfata (1,5 mM; 1 ml), vodonik-peroksida (6 mM; 0,7 ml) i natrijum-salicilata (20 mM; 0,3 ml).
Smesa se inkubirala jedan sat u vodenom kupatilu na temperaturi od 37°C, nakon ¢ega se merila
apsorbanca na A=562 nm. Procenat slobodnih hidroksilnih radikala se izra¢unavao na osnovu

jednacine:
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%RSC=100x(1-(A1- A2)/Aq)

Ao predstavlja apsorbancu kontrole, koju ¢ine metanol (95%, v/v; 1 ml), gvozde-sulfat
(1,5 mM; 1 ml), vodonik-peroksid (6 mM; 0,7 ml) i natrijum-salicilat (20 mM; 0,3 ml), A:
apsorbancu sa uzorkom, a Az apsorbancu bez natrijum-salicilata (smesa metanola (95%, v/v; 1
ml), gvozde-sulfata (1,5 mM; 1 ml) i vodonik-peroksida (6 mM; 0,7 ml)).

4.5.4. Odredivanje lipidne peroksidacije

Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije vrSeno je primenom modifikovane metode
po Ohkowi (Ohkowa N, 1979). Homogenizovano zumance jajeta (250 pl, 10% u destilovanoj vodi,
v/v) 1 50 pul ekstrakta su pomesani u epruveti i zapremina je dopunjena destilovanom vodom do
500 pl. U smeSu je dodato 25 ul rastvora gvozde-sulfata (0,07 M) i inkubirano 30 minuta na
temperaturi od 37°C, da bi se indukovala lipidna peroksidacija. Zatim je dodato 750 pl 20%
sir¢etne kiseline (pH 3,5), 750 ul 0,8% tiobarbiturne kiseline (TBA) (w/v) (pripremljen u 1,1%
natrijum-dodecilsulfata) i 25 pul 20% trihlorsir¢etne kiseline (TCA), promesano na Vorteksu i
ostavljeno da stoji 60 min na temperaturi od 95°C. Nakon hladenja, dodato je 3 ml n-butanola u
svaku epruvetu i centrifugirano 10 minuta na 3000 obrtaja u minuti. Merena je apsorbanca gornjeg
organskog sloja u poredenju sa 3 ml butanola na talasnoj duZini od 532 nm. Za kontrolu je uzeto

50 ul destilovane vode. Izracunavanje je vrSeno prema sledecoj jednacini:
RSC(%) = 100 x (Akontrole — Auzorka/Akontrole)

Iz dobijenih RSC vrednosti je odredena ICso vrednost koja predstavlja koncentraciju

ispitanog ekstrakta odgovornog za 50% inhibicije lipidne peroksidacije.
4.5.5. Visokoefikasna te¢na hromatografija

Za hemijsku karakterizaciju ekstrakata bosiljka primenjena je odgovaraju¢a HPLC metoda
(Gruji¢-Leti¢ N, 2015).

Uslovi HPLC
e Kolona: Zorbax C-18 (4,6mm x 150mm, i.d., Sum veli¢ina Cestica)
e Mobilna faza: A: 0,1% sircetna kiselina u dejonizovanoj vodi
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B: 0,1% siréetna kiselina u acetonitrilu
e Gradijentna elucija: 3,25 min — 10% B; 8 min — 12% B, 15 min — 25% B, 15,8
min — 30% B, 25 min — 90% B, 25,4 min —100% B

e Injektovanje: 5ul

e Protok: 1 ml/min
e Temperatura: 25°C

e Pritisak: 134 bar
e Detekcija: 280 nm
e Ukupno trajanje analize: 30min

Priprema rastvora za kalibraciju

e Osnovni standardni rastvor A: 0,1 mg/ml kumarinske i cimetne kiseline. Pripremljen je
tatnim odmeravanjem 2,5 mg standardnih supstanci koje su kvantitativno prenesene u
normalni sud od 25 ml. Kao rastvara¢ se koristio metanol (95%, v/v).

e Osnovni standardni rastvor B: 0,5 mg/ml 4-hidroksibenzoeve, galne, vanilinske, ferulne,
hlorogenske kiseline, naringenina, epikatehina, kvercetina, rutina. Pripremljen je tacnim
odmeravanjem 12,5 mg datih standardnih supstanci koje su kvantitativno prenesene u
normalne sudove od 25 ml. Kao rastvara¢ se koristio metanol (95%, v/v).

e Radni standardni rastvori C: dobijeni su uzimanjem 1, 3, 5, 7 ml osnovnog standardnog
rastvora A, prenoSenjem u normalni sud od 10 ml i dopunjavanjem istim rastvaratem do
crte u cilju dobijanja rastvora koncentracija od 0,01-0,1 mg/ml.

e Radni standardni rastvori D: dobijeni su uzimanjem 1, 3, 5, 7 ml osnovnog standardnog
rastvora B, prenoSenjem u normalni sud od 10 ml i dopunjavanjem istim rastvaraéem do
crte u svrhu dobijanja rastvora koncentracije od 0,05-0,5 mg/ml.

10 pl je injektovano u HPLC sisitem i na osnovu dobijenih podataka kostruisane su
kalibracione krive i date su regresione jednacine (koeficijenti pravca) (grafikoni 3 a-j).

Hromatogram smese standarda je prikazan na slici 11.
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Grafikon 3. Dijagram zavisnosti povrsina ispod krivih od razlicitih koncentracija

a) hlorogenske kiseline, b) p-hidroksibenzoeve kiseline, c) kafene kiseline, d) vanilinske kiseline,

e) rutina, f) ferulne kiseline, g) kvercetina, h) rozmarinske kiseline, i) trans-cimetne kiseline,

j) naringenina
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Slika 11. HPLC hromatogram smese standarda: a) galna kiselina, b) hlorogenska kiselina,
c) p-hidroksibenzoeva kiselina, d) kafena kiselina, e) epikatehin, f) vanilinska kiselina,
g) p-kumarinska kiselina, h) rutin, i) ferulna kiselina, j) kvercetin, k) trans-cimetna kiselina,

I) naringenin

4.6. Farmaceutsko-tehnoloska formulacija ekstrakta u mikrovezikule

1. Osnovni rastvor suvog ekstrakta bosiljka spp 200mg/ml napravljen je u vodi HPLC ¢istoce.

2. Osnovni rastvor kalcijum-hlorida dihidrata (Merck (Darmstadt, Germany)) napravljen je
dodavanjem CaCl>-2H20 u vodi HPLC ¢istoce.

3. Osnovni rastvor natrijum-alginata (Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO, USA)) napravljen je
u vodi HPLC ¢istoce.
Osnovni rastvori su mesani svaki posebno u magnetnoj mesalici na sobnoj temperaturi oko

4h, a potom &uvani u frizideru na +4-8°C do daljeg koriéenja. Kori$éeni su u okviru 48h od
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pravljenja. Mikrovezukule su pripremljene metodom mikroenkapsulacije mlazom zasnovane na
Buchi sistemu. Parametri su postavljeni na 1500 Hz i konstantni protok od 4 ml/min. Jedan deo
osnovnog rastvora ekstrakta bosiljka dodat je u 10 delova 1,5% rastvora natrijum-alginata, koji je
potom u obliku mlaza u Buchi sistemu ubrizgavan u osnovni rastvor 2% kalcijum hlorida.
Mikrovezikule su skupljane iz mikroenkapsuliraju¢eg sistema. Pripremljene su 3 serije koje su
objedinjene 1 koriS¢ene u eksperimentima na zivotinjama. Sve 3 serije mikrovezikula su
pripremljene i tretirane na isti nacin. Efikasnost mikroenkapsulacije je izracunata kao procenat
enkapsuliranog ekstrakta podeljenog sa koli¢inom ukupno dodatog ekstrakta bosiljka i iznosio je
90%. Doza ekstrakta bosiljka koja je peroralno primenjena kod pacova u obliku mikrovezikula
bila je 200 mg/kg (Goloc¢orbin-Kon S, 2009; Mooranian A, 2014). Svi rastvaraci i reagensi za
izradu mikrokapsula su nabavljeni od Merck (Darmstadt, Germany) i kori$¢eni su bez dodatnog

precis¢avanja.

4.7, In vivo ispitivanje hipoglikemijskog i hipolipidemijskog uticaja

U eksperimentu su kori$¢eni zdravi beli laboratorijski pacovi, muskog pola, soja Wistar,
telesne mase 250-300 grama, odabrani metodom slucajnog izbora iz okota sa Vojno-tehnickog
instituta u Beogradu. Briga o zivotinjama i sve eksperimentalne procedure su sprovodene u skladu
sa “Vodi¢em za negu i upotrebu laboratorijskih zivotinja” (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, Commission of Life Sciences, National Research Council, USA). Tokom
eksperimenta zivotinje su boravile u standardnim laboratorijskim uslovima na Katedri za
farmakologiju, toksikologiju i klini¢ku farmakologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu.
Sobna temperatura je bila 20-25°C, vlaznost vazduha 55% + 1,5% sa ciklusom svetlost-tama po
12 sati. Zivotinjama je bio omoguéen slobodan pristup hrani i vodi.

U ogledu je bilo ukupno 84 Zivotinja, koje su se nakon zavrsetka ogleda prvo uvodile u
uretansku anesteziju, a zatim su zrtvovane kardijalnom punkcijom u skladu sa etickim principima
postupanja sa laboratorijskim Zivotinjama.

In vivo ispitivanja su se sprovodila po protokolu koji je odobrila Eticka komisija
Univerziteta u Novom Sadu (broj reSenja: 01-90/4-4, od 06.04.2015.).

Zivotinje su bile podeljene u 14 grupa, u svakoj grupi je bilo 6 Zivotinja. Prvih 6 grupa su
bile zdrave eksperimentalne Zivotinje, a drugih 8 grupa Zivotinje kod kojih je izazvan dijabetes

aloksanom ili ostecenje jetre paracetamolom.
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e Prvoj grupi zdravih zivotinja se peroralno tokom 7 dana, preko gastri¢ne sonde, davao
fizioloski rastvor u dozi od 1 ml/kg (kontrola).

e Drugoj grupi zdravih zivotinja se peroralno tokom 7 dana, preko gastricne sonde, davalo
200 mg/kg vodenog rastvora ekstrakta bosiljka.

e Trecoj grupi zdravih zivotinja se peroralno tokom 7 dana, preko gastri¢éne sonde, davalo
4 mg/kg natrijumove soli monoketoholne Kiseline.

o Cetvrtoj grupi zdravih Zivotinja se peroralno tokom 7 dana, preko gastri¢ne sonde, davalo
200 mg/kg vodenog rastvora ekstrakta bosiljka i 4 mg/kg natrijumove soli monoketoholne
kiseline.

e Petoj grupi zdravih Zivotinja se peroralno tokom 7 dana, preko gastricne sonde, davao
ekstrakt bosiljka tipa mikrovezikula (200 mg/kg).

o Sestoj grupi zdravih Zivotinja se peroralno tokom 7 dana, preko gastri¢ne sonde, davao
ekstrakt bosiljka tipa mikrovezikula (200 mg/kg) i 4 mg/kg natrijumove soli
monoketoholne kiseline.

e Sedmoj grupi dijabeti¢nih Zivotinja, k0joj je na pocetku ogleda indukovana hiperglikemija
rastvorom aloksana u dozi od 130 mg/kg, se peroralno tokom 7 dana, preko gastri¢ne
sonde, davao fizioloski rastvor u dozi od 1 ml/kg (kontrola).

e Osmoj grupi dijabeti¢nih Zivotinja, ko0joj je na pocetku ogleda indukovana hiperglikemija
rastvorom aloksana u dozi od 130 mg/kg, se peroralno tokom 7 dana, preko gastri¢ne
sonde, davalo 200 mg/kg vodenog rastvora ekstrakta bosiljka.

e Devetoj grupi dijabeti¢nih Zivotinja, k0joj je na pocetku ogleda indukovana hiperglikemija
rastvorom aloksana u dozi od 130 mg/kg, se peroralno tokom 7 dana, preko gastri¢ne
sonde, davalo 4 mg/kg natrijumove soli monoketoholne kiseline.

e Desetoj grupi dijabeti¢nih Zivotinja, k0joj je na pocetku ogleda indukovana hiperglikemija
rastvorom aloksana u dozi od 130 mg/kg, se peroralno tokom 7 dana, preko gastri¢ne
sonde, davalo 200 mg/kg vodenog rastvora ekstrakta bosiljka i 4 mg/kg natrijumove soli
monoketoholne kiseline.

e Jedanaestoj grupi dijabeti¢nih Zzivotinja, Ko0joj je na pocetku ogleda indukovana
hiperglikemija rastvorom aloksana u dozi od 130 mg/kg, se peroralno tokom 7 dana, preko
gastri¢ne sonde, davao ekstrakt bosiljka tipa mikrovezikula (200 mg/kg).
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e Dvanaestoj grupi dijabeticnih Zzivotinja, kojoj je na pocetku ogleda indukovana
hiperglikemija rastvorom aloksana u dozi od 130 mg/kg, se peroralno tokom 7 dana, preko
gastricne sonde, davao ekstrakt bosiljka tipa mikrovezikula (200mg/kg) i 4 mg/kg
natrijumove soli monoketoholne kiseline.

e Trinaestoj grupi zivotinja Se peroralno, preko gastricne sonde tokom 7 dana, davao
fizioloski rastvor u dozi od 1ml/kg, a poslednjeg dana tretmana je indukovan oksidativni
stres rastvorom paracetamola u dozi od 300 mg/kg.

o Cetrnaestoj grupi Zivotinja se peroralno, preko gastrine sonde, tokom 7 dana, davalo
200mg/kg vodenog rastvora ekstrakta bosiljka, a poslednjeg dana tretmana je indukovan
oksidativni stres rastvorom paracetamola u dozi od 300 mg/kg.

Za indukciju hiperglikemije kod eksperimentalnih zivotinja je upotrebljen rastvor aloksana
(alloxan monohydrate, Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, USA). Zbog velike nestabilnosti
aloksana, rastvor je pripreman neposredno pre primene. Rastvor aloksana je dat intraperitonealno
u jednokratnoj dozi od 130 mg/kg. Nakon 48 sati od primene aloksana uzeta je krv iz repne vene i
izmerena je koncentracija glukoze u krvi. Zivotinje koje su imale koncentracije glukoze u krvi
vece od 15 mmol/l su bile ukljucene u dalji tok ispitivanja.

Hipoglikemijska aktivnost vodenog ekstrakta bosiljka i natrijumove soli monoketoholne
kiseline je procenjivana i testom oralnog podnosenja glukoze (OGTT test) u pojedinim grupama
normoglikemiénih pacova. U cilju izvodenja ovog testa zivotinje su primile vodeni rastvor glukoze
u dozi od 3 g/kg per 0s. Pre primene vodenog rastvora glukoze odredivana je startna glikemija, a
zatim nakon 30 minuta od primene istog ponovo je merena vrednost glikemije (Raskovi¢ A, 2008;
Jakovljevi¢ V, 2006; Mikov M, 2008).

Koncentracija glukoze u kapilarnoj krvi, uzeta iz repne vene pacova, odredivana je
komercijalnim kitovima na aparatu Accu-chek Active (Roche Bazel, Svajcarska). Koncentracija
glukoze u krvi eksperimentalnih Zivotinja merena je neposredno pre pocetka tretmana, 48h nakon
primene aloksana (da bi se utvrdilo da li je indukovan dijabetes) kao i na kraju ogleda.

Poslednjeg dana eksperimenta, 2 sata nakon sprovedenog tretmana, Zzivotinje su
anestezirane 25% rastvorom uretana (Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, USA), u dozi od
0,75 g/kg, intraperitonealno. Nakon gubitka refleksa uspravljanja, zivotinje su zrtvovane
kardiopunkcijom, u cilju uzimanja dovoljne koli¢ine krvi i unutrasnjih organa neophodnih za dalja

ispitivanja.
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Pored pracenja koncentracija Se¢era u krvi tokom tretmana, nakon tretmana Zivotinja
ekstraktom bosiljka i/ili monoketoholnom kiselinom uradena su biohemijska i toksikoloSka
ispitivanja nakon zrtvovanja i uzimanja potrebnih uzoraka.

Biohemijska i toksikoloska ispitivanja su ukljucivala merenje aktivnosti enzima u
homogenatu unutrasnjih organa:

e lipidna peroksidacija,
o katalaza,

e glutation reduktaza,

e glutation-S-transferaza,

e glutation peroksidaza.

U serumu su bili odredivani:
e aktivnost aspartat aminotransferaze,
e aktivnost alanin aminotransferaze,
e koncentracija uree,
e koncentracija kreatinina,
e Kkoncentracija mokrac¢ne kiseline,

e lipidni status.

4.8. Ex vivo ispitivanje antioksidativne aktivnosti

Uzorci organa su, u cilju dobijanja grubog homogenata, pomesani sa fizioloskim rastvorom
u odnosu 1:4 (jedan deo jetre : Cetiri dela fizioloSkog rastvora) i homogenizovani na temperaturi
izmedu 0 1 4° C koriste¢i elektricni homogenizator tipa B, Braun, Potter S (Melsungen, Nemacka).
Nakon toga, uzorak je drzan u ultrazvu¢nom kupatilu 2 min, potom centrifugiran 15 min na 3500
obrtaja/min, nakon Cega se izdvajao supernatant i1 dobila denukleirana frakcija (citosol).
Odredivanje parametara oksidativnog stresa u homogenatu tkiva vrseno je spektrofotometrom,
Agilent 8453 UV/Vis (Santa Klara, SAD).

Morfoloska ispitivanja su ukljucivala histoloSku obradu uzetih organa, koriste¢i standardne
metode bojenja preparata, kao 1 imunohemijske analize sa posebnim akcentom na beta celije

pankreasa i insulin.
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4.8.1. Odredivanje koncentracije proteina

Odredivanje koncentracije proteina u grubom homogenatu i citosolnim frakcijama jetre
vrseno je biuretskom metodom koja se zasniva na reakciji peptidske veze sa jonima bakra u
alkalnoj sredini, pri ¢emu se stvara ljubicasto obojeni kompleks. Intenzitet obojenja je srazmeran
koncentraciji proteina i meri se na 540 nm. Odredivanje koncentracije proteina je izvedeno
pomoc¢u komercijalnog kit-a firme Sentinel Diagnostic (Milan, Italy), prema uputstvima
proizvodaca.

Postupak rada. U 1 ml reagensa (6 mmol CuSO4, 6 mmol KJ, 0,75 mmol NaOH, pH >10)
dodato je 0,01 ml uzorka. U slepu probu je umesto uzorka dodato 0,01 ml destilovane vode, a u
standard 0,01 ml rastvora standarda (6g/dl). Reakciona smesa je dobro pomesana i nakon 15 min
merila se apsorbanca standarda (AS) i uzorka (AU), normalizovana u odnosu na slepu probu.

Izraunavanje:

(AS/AU) x 6 =g ukupnih proteina/ dl uzorka
4.8.2. Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije

Metoda je zasnovana na reakciji tiobarbiturne kiseline sa malondialdehidom iz uzoraka,
koji nastaje u procesu lipidne peroksidacije, odnosno kada reaktivne kiseoni¢ne vrste razgraduju
polinezasi¢ene masne kiseline iz celijskih membrana. MDA je prihvaceni pokazatelj lipidne
peroksidacije pa se koristi u evaluaciji oksidativnog stresa. U uslovima visoke temperature i u
kiseloj sredini MDA ucestvuje u reakciji nukleofilne adicije sa TBA, pri ¢emu nastaje konjugat
crvene boje koji ima maksimum apsorpcije monohromatske svetlosti na talasnoj duzini od 535 nm
(Guéraud F, 2010).

Postupak rada. x pl uzorka (100-500) grubog homogenata jetre pomesano je sa 1 ml
rastvora smese tiobarbiturne kiseline (0,375% w/v) i trihlorsiréetne kiseline (15% w/v) u 0,25 M
hlorovodoni¢noj kiselini, izmesano vorteksovanjem i zagrevano u vodenom kupatilu 15 minuta na
90°C. Nakon zagrevanja, epruvete su bile na ledu 5 min i potom centrifugirane 10 minuta na 10000
obrtaja/minuti. Koncentracija MDA je odredivana iz supernatanta spektrofotometrijski na 535 nm

uz TCA-TBA-HCI reagens kao slepa proba, prema slede¢oj formuli:
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c _ (AAuz — AAsp) x Vrs x 10
MDA — 1,56 X Vuz X Cpr

Pri ¢emu je: AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe, AAuz - srednja promena
apsorbance uzorka u minuti, Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml], Vrs - zapremina
reakcione smese [ml], Vuz - zapremina uzorka [ml].

Molarni apsorpcioni koeficijent za konjugat MDA-TBA iznosi 1,56 x10° M*cm™.

Koncentracija MDA je izrazena u nmol/mg proteina (Gueraud, 2010).
4.8.3. Odredivanje specificne aktivnosti katalaze

Metoda se sastoji u spektrofotometrijskom pracenju brzine razgradnje vodonik-peroksida
u prisustvu katalaze na 240 nm.

Postupak rada. 0,05 M fosfatni pufer (pH=7,0) podesen je sa 30 % vodonik-peroksidom
tako da apsorbanca slepe probe na 240 nm bude 0,525-0,550. U 1,5 ml podesenog rastvora H20-
u fosfatnom puferu dodato je 10 ul uzorka nakon ¢ega odmah zapocinje reakcija. Pad apsorbance
je pracen na 240 nm tokom tri minuta na temperaturi od 25 °C.

Izracunavanje:

(AAuz — AAsp) X Vrs x 1000
43,6 X Vuz X Cpr

spec aktivnost CAT =

Pri ¢emu je: AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, AAsp - srednja promena
apsorbance slepe probe, Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml], Vrs - zapremina reakcione
smese [ml], Vuz - zapremina uzorka [ml].

Specifi¢na aktivnost CAT se izrazava u jedinicama aktivnosti na mg proteina (Aebi H,

1974).
4.8.4. Odredivanje specificne aktivnosti glutation reduktaze

Metoda se zasniva na pracenju oksidacije NADPH na 340 nm, u reakciji u kojoj enzim

katalizuje redukciju oksidovanog (GSSG) u redukovani glutation (GSH).
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Postupak rada. U spektrofotometrijsku kivetu sipano je 0,2 ml fosfatnog pufera (0,5 M,
pH=7,4), 0,035 ml oksidovanog glutationa GSSG (2 mM), 0,035 ml uzorka i vode do 1 ml.
Reakcija otpocinje dodatkom 0,035 ml NADPH (0,1 mM). Optimalna temperatura reakcije je
37°C. Pratila se promena apsorbance u toku 3 minuta, a aktivnost se izratunavala pomocu

jednacine:

(AAuz — AAsp) X Vrs x 1000
6,22 X Vuz X Cpr

spec aktivnost GR =

Pri ¢emu je: AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, AAsp - srednja promena
apsorbance slepe probe, Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml], Vrs - zapremina reakcione
smese [ml], Vuz - zapremina uzorka [ml].

Aktivnost GR se izrazava u specificnim jedinicama aktivnosti na mg proteina. Specifi¢na
jedinica aktivnosti je definisana kao broj nmol NADPH oksidovanih u minuti po mg proteina
(Glatzle D, 1974).

4.8.5. Odredivanje specificne aktivnosti glutation-S-transferaze

Glutation-S-transferaza katalizuje reakciju 1-hloro-2,4-dinitro benzena (CDNB) sa -SH
grupom glutationa. Nastali CDNB-S-glutation ima maksimum apsorpcije na 340 nm. Merenjem
promene apsorpcije na toj talasnoj duzini odreduje se aktivnost enzima.

Postupak rada. U kvarcnu spektrofotometrijsku kivetu sipano je 200 pl fosfatnog pufera
(0,5M, pH=6,5), 20 ul CDNB (25 mM u 95% etanolu) i 680 ul destilovane vode. Nakon inkubacije
smese U trajanju od 10 min na 37°C dodato je 50 ul redukovanog glutationa (20 mM) i 50 ul uzorka
homogenata tkiva, odnosno ¢elija. U slepu probu je umesto uzorka dodato 50 ul destilovane vode.
Promena apsorbance je pracena tokom 3 min na 340 nm.

IzraCunavanje:

(AAuz — AAsp) X Vrs x 1000
9,6 X Vuz X Cpr

spec aktivnost GST =

Pri ¢emu je: AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, AAsp - srednja promena
apsorbance slepe probe, Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml], Vrs - zapremina reakcione

smese [ml], Vuz - zapremina uzorka [ml].
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Aktivnost GST se izrazava u specificnim jedinicama aktivnosti na mg proteina

[nmol GSH/min/mg proteina (Beutler E, 1984).
4.8.6. Odredivanje specificne aktivnosti glutation peroksidaze

Glutation peroksidaza kataliSe redukciju organskog peroksida uz nastajanje oksidovanog
glutationa, GSSG. GSSG se ponovo redukuje do GSH uz NADPH (kao donora redukcionih
ekvivalenata), a reakciju kataliSe enzim glutation reduktaza. Aktivnost GPx se prati
spektrofotometrijski, indirektno, pracenjem pada apsorbance na 340 nm koja potice od NADPH.

Postupak rada. U spektrofotometrijsku epruvetu sipano je 0,5 ml destilovane vode, 0,1
ml rastvora redukovanog glutationa (10 M), 0,2 ml rastvora NADPH (0,2 mM u 1% NaHCO3),
0,035 ml EDTA (1 mM), 0,1 ml fosfatnog pufera (0,5 M, pH=7,0), 0,035 ml t-butilhidroperoksida
(0,03 M) i 50 pl uzorka. Smesa je inkubirana 10 min na 37°C, nakon ¢ega reakcija pocinje
dodavanjem 20 pl GR (10 U/mg proteina). Apsorbanca je ocitavana na 340 nm u toku 3 min. U
slepu probu je umesto GR dodato 1,7 ul destilovane vode.

IzraCunavanje:

(AAuz — AAsp) X Vrs x 1000
6,22 X Vuz X Cpr

spec aktivnost GPx =

Pri ¢emu je: AAuz - srednja promena apsorbance uzorka u minuti, AAsp - srednja promena
apsorbance slepe probe, Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/ml], Vrs - zapremina reakcione
smeSe [ml], Vuz - zapremina uzorka [ml].

Specifi¢na aktivnost GPX se izrazava kao broj nmol NADPH oksidovanih po minuti po mg
proteina (Paglia DE, 1967).

4.9. Morfoloska ispitivanja

4.9.1. Histoloska obrada tkiva

Nakon zrtvovanja jedinki, detaljne obdukcije i makroskopske opservacije uzeti su sledeci
organi za histolosku analizu: bubreg, jetra i pankreas. Uzorci tkiva su fiksirani u Bouin-ovom
fiksativu na 4°C tokom 24h. Nakon fiksacije isecci tkiva su dehidrirani u rastu¢im koncentracijama

izopropil alkohola (70%, 80%, 96% i 100%), ukalupljeni u parafin i seCeni na rotacionom
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mikrotomu (Leica, Nemacka) na debljinu od 5 um. Svi isecci tkiva bojeni su standardnom
histoloSkom metodom hematoksilin i eozin, a materijal pankreasa je dodatno podvrgnut
imunohistohemijskom bojenju na insulin i glukagon. Histoloske ploCice su analizirane pod
profesionalnim svetlosnim bioloskim mikroskopom marke Leica DMLB 100T (Leica, Nemacka),
a histoloski detalji su fotografisani pod specijalnom mikroskopskom kamerom marke Leica
MC190HD (Leica, Nemacka).

4.9.2. Morfometrijska analiza tkiva

Nakon kvalitativne, usledila je kvantitativnha/morfometrijska analiza tkiva jetre i
pankreasa u cilju utvrdivanja stepena oste¢enja pomenutih organa.

Analiza tkiva jetre. Na presecima jetre, koris¢enjem digitalne kamere na uveéanju od 100
puta za svaku eksperimentalnu grupu, fotografisano je po 20 nasumi¢no odabranih vidnih polja.
Na tako dobijenim mikrofotografijama, pomoc¢u kompjuterskog programa Image J izvrSena je
procena ostecenja parenhima. Metodom brojanja tacaka koje padaju na oSteceni parenhim utvrden
je procenat zastupljenosti oste¢enja, odnosno povrSinska gustina.

Analiza tkiva pankreasa. Na presecima pankreasa, koris¢enjem digitalne kamere na
uvecanju od 50 puta za svaku eksperimentalnu grupu, fotografisano je po 10 nasumi¢no odabranih
vidnih polja. Na tako dobijenim mikrofotografijama odreden je procenat endokrinog pankreasa (ili
odnos endokrinog : egzokrinom parenhimu pankreasa). U programu Image J je metodom brojanja

taCaka koje padaju na endokrini deo parenhima utvrden procenat, odnosno povrsinska gustina.
4.9.3. Imunohistohemijsko bojenje

Za bojenje tkiva su koris¢ena primarna antitela insulin Ab-6 (Lab Vision — Thermo
scientific) i glukagon Ab-1 (Lab Vision — Thermo scientific) i sistem za vizuelizaciju - UltraVision
LP Detection System HRP Polymer & AEC Chromogen (Lab Vision — Thermo scientific) istog
proizvodaca, tako da je metoda bojenja, osim dela aplikacije primarnog antitela, bila istovetna za
oba antitela po protokolu propisanom od strane proizvodaca. Po rehidrataciji isecaka ("dovodenja
do vode") isti su podvrgnuti retrival reakciji koja je podrazumevala zagrevanje ise€aka u citratnom
puferu (pH 6,0) na 850W u mikrotalasnoj pec¢i tokom 20 minuta, nakon ¢ega je usledilo hladenje

preparata u trajanju od 30 minuta. Po zavrSetku hladenja isecci su isprani Cetiri puta u puferu (TBS,

61



Branislava Teofilovi¢ Doktorska disertacija

pH 7,4) i potom u cilju otklanjanja nespecifi¢nog pozadinskog bojenja inkubirani 10-15 minuta u
Hydrogen Peroxide Block (Lab Vision, TA-015-HP), zatim isprani Cetiri puta u puferu i inkubirani
5 minuta u Ultra V Block (Lab Vision TA-015-UB). Po ispiranju u puferu aplikovano je
odgovarajuce primarno antitelo insulin — ready to use, glukagon — (u razblazenju 1:100) u trajanju
od 30 minuta na sobnoj temperaturi. Ise¢ci su potom podvrgnuti tretmanu Primary Antibody
Enhancer (Lab Vision, TL-015-PB) u trajanju od 20 minuta. Nakon ispiranja puferom isecci su 30
minuta podvrgnuti HRP Polymer-u (Lab Vision, TL-015-PH). Vizuelizacija je izvrSena primenom
AEC Chromogen-a (Lab Vision, TA-015-SA). Bojenje i kontrastiranje bazofilnih struktura je
izvrSeno primenom Majer-ovog hematoksilina, a preparati su montirani upotrebom adheziva na
vodenoj bazi (Bio-Optica). Preparati su analizirani i fotografisani na mikroskopu marke Leica
DMLB 100T pri uvelicanju 200x i 630x i fotografisani kamerom marke Leica MC 190.

4.9.4. Statisticka obrada histoloSkih rezultata

Statisticka obrada dobijenih rezultata histologije je vrSena primenom programa IBM
SPSS Statistics 20.0. Procena znacajnosti razlika u procentu oSteCenja jetre i vrednosti procenta
povrSinske gustine endokrinog pankreasa je vrSena jednofaktorskom analizom varijanse
(ANOVA) sa Tukey post hoc analizom. Statisticki znacajnim razlikama smatrane su vrednosti
p <0,05.

4.10. StatistiCka obrada podataka

4.10.1. SPSS

Statisti¢ka obrada dobijenih in vivo rezultata ispitivanja je radena statistickim programom
IBM SPSS Statistics, verzija 21. Kao mera centralne tendencije neke grupe koriS¢ena je
aritmeticka sredina (X), a mera varijacije medu podacima je izrazena standardnom devijacijom (o).
Statisticka znacajnost razlika odredenih grupa je ispitivana Student-ovim T-testom za nezavisne

uzorke. Vrednosti p < 0,05 su smatrane statisticki znacajnim. Rezultati su predstavljeni tabelarno.
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4.10.2. Hemometrijska analiza

Statisticka obrada dobijenih in vitro rezultata ispitivanja je radena primenom
hemometrijskih analiza. Hemometrika predstavlja multidisciplinarnu nauc¢nu oblast, koja
primenom multivarijantne statistike, primenjene matematike i informatike, uspe$no resava kako
deskriptivne tako i prediktivne eksperimentalne probleme u prirodnim naukama (hemiji,
biohemiji, medicini, biologiji i hemijskom inzenjerstvu). Ona ima moguénost da jednostavno i
efikasno na osnovu saznanja o fizicko-hemijskim osobinama nekog jedinjenja, strukturi molekula,
1 dr. predvidi njegovo ponasanje i klasifikuje ga u odredenu kategoriju. U opisnim aplikacijama
ona se primenjuje za modelovanje hemijskih sistema u cilju upoznavanja osnovnih odnosa i
strukture, dok se u prediktivnim aplikacijama osobine hemijskih sistema modeluju u cilju
predvidanja osobina novih. U oba slucaja skupovi podataka mogu biti razli¢ite voluminoznosti i
sloZenosti.

lako bi se moglo reci da je ¢ak i u najstarijim analitickim eksperimentima ukljuéen neki
vid hemometrike, ona je priznata tek sedamdesetih godina proslog veka (Wold S, 1995), a na
popularnosti dobija masovnijom primenom rac¢unara u prirodnim naukama.

Multivarijantna analiza spada u najznac¢ajniju oblast hemometrike ve¢ od njene najranije
primene u hemiji. Velik broj hemijskih merenja, kao npr. rezultati IC, UV, VIS i masene
spektroskopije kao i NMR i hromatografske analize, po prirodi su multivarijantne. Analiza
eksperimentalnih podataka ovakvih struktura se vrlo uspeSno reSava primenom multivarijacionih
analiza kao $to su klaster analiza (Cluster Analysis-CA) ili analiza glavnih komponenti (Principal
Component Analysis-PCA).

Klaster analiza (Cluster Analysis, CA) je statisti¢ka tehnika u okviru multivarijacione
analize koja se primenjuje u cilju smanjenja voluminoznosti analiziranih podataka (npr.
eksperimentalnih rezultata), a Cija je primarna svrha grupisanje podataka u klastere na osnovu
karakteristika koje poseduju. Klaster analiza sve ve¢u primenu nalazi u razli¢itim granama nauke
i privrede za kategorizaciju odnosno klasifikaciju velikog broja podataka, s obzirom na njihovu
sli¢nost, odnosno razli¢itost.

Termin klaster potice od engl. reci cluster (grupa "istorodnih stvari”, grupisanje). Klaster

analiza se naziva i Q analiza, tipologija gradnje, klasifikacijska analiza i numericka taksonomija.
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Ova raznovrsnost u nazivima poti¢e usled primene Klaster analize u razliitim naucnim
disciplinama.

Klaster analiza ima moguénost klasifikacije objekata (eksperimentalnih podataka, ili
drugih objekata) na osnovu sli¢nosti sa drugim objektima u klasteru, uz postovanje nekog unapred
odredenog kriterijuma selekcije. Nastale grupe objekata imaju visok interni homogenitet (sli¢nost)
unutar klastera i visoku eksternu razli¢itost izmedu klastera. Grupisanje podataka u klaster analizi
se moze vrs$ti na osnovu razli¢itih mera sli¢nosti odnosno razli¢itosti analiziranih podataka. Odabir
pravog nacina odredivanja sli¢nosti odnosno razli¢itosti izmedu podataka koji formiraju jedan
klaster je veoma vazan, posto u velikoj meri utice na dobijene rezultate, odnosno na oblik i formu
dobijenih klastera.

Bazna podela klaster analize se obi¢no vrs$i na osnovu primenjenih algoritama i to na
hijerarhijsku ili nehijerarhijsku klaster analizu. Hijerarhijska klaster analiza nove klastere formira
u odnosu na ve¢ postojeée, dok se kod nehijerarhijske klaster analize svi klasteri formiraju
istovremeno. Hijerarhijski postupci podrazumevaju izgradnju jedne hijerarhijske strukture nalik
drvetu (dendrogram), pri ¢emu vertikalna skala dendrograma opisuje sli¢nost izmedu analiziranih
podataka. U prirodnim naukama je mnogo vise zastupljena hijerarhijska klaster analiza, dok se
nehijerarhijska vise primenjuje pri analizi veoma velikog broja podataka (>200).

Hijerarhijska klaster analiza moze biti tzv. aglomerativna (spajajuca) i diviziona (deleca).
Aglomerativna hijerarhijska klaster analiza polazi od pojedinac¢nih podataka koje povezuje u sve
vece klastere, dok diviziona klaster analiza kao polazni objekat ima jedan klaster u kome se nalaze
svi podaci, koje zatim deli do pojedinacnih podataka. Dominantno se u nau¢nim istraZivanjima
koristi hijerarhijska "aglomerativna™ metoda.

Najveéu prednost Kklaster analize predstavlja mogucénost uspeSne klasifikacije i
kategorizacije velikog broja eksperimentalnih podataka razli¢itog porekla. Kao nedostatak klaster
analize uglavnom se navodi ¢injenica da ona nema statistiCku osnovu kojom se mogu formirati
statisticki zakljucci iz uzorka i da reSenja nisu jedinstvena, posto rezultat klaster analize u
potpunosti zavisi od varijabli koje su koriS¢ene kao osnova za meru sli¢nosti. Dodavanja ili
brisanja relevantnih varijabli mogu imati znacajan uticaj na rezultat.

Analiza glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA) predstavlja jednu od
najjednostavnijih  multivarijantnih  tehnika baziranih na svojstvenom vektoru matrice

(eigenvector). Uspesno se primenjuje za analizu velikog broja eksperimentalnih podataka u slu¢aju
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kada oni sadrze redundantne podatke, odnosno kada se ve¢i broj podataka odnosi na istu dimenziju
1 kada one ne pruzaju nikakvu dodatnu informaciju koja ve¢ nije obuhvacena nekim drugim
podatkom (varijablom). Ovu tehniku je prvi put opisao Karl Pearson 1901. godine (Pearson K,
1901). Iako je vrSio izraCunavanja sa samo dve ili tri varijable, Pearson je verovao da se Analiza
glavnih komponenti moZe upotrebiti i za reSavanje problema sa mnogo viSe promenljivih. Opis
izraCunavanja je dat mnogo kasnije od strane Hotelling-a, 1933. godine (Hotelling H, 1933). U
vedini slucajeva izraCunavanja su bila previse komplikovana i zamorna kada je trebalo napraviti
analizu sa ve¢im brojem varijabli i iz tog razloga Siroka upotreba Analize glavnih komponenti je
usledila zapravo tek sa pojavom racunara.

Analiza glavnih komponenti zauzima sve veéi zna¢aj u prirodnim naukama, posto ima
sposobnost da prepozna i eliminiSe suvisne podatke iz eksperimentalnih rezultata i tako ostvari
znacajno smanjenje njihovog broja uz minimalan gubitak informacija. Primenom Analize glavnih
komponenti se redukuje broj raspolozivih podataka, a kao rezultat dobijaju se nove promenljive
tzv. glavne komponente (principal components, PC). Glavha komponenta, PC, u stvari predstavlja
linearnu kombinaciju originalnih promenljivih (X1, Xz, ..., Xn). Na primer, prva glavna komponenta
se moze izraCunati:

PCi = a1 X1 + a1 Xq+... +an Xy
pod uslovom da je:
a2+ a2+ +at =1
Pri ¢emu air-ain predstavljaju koeficijente glavnih komponenti odnosno svojstvene vektore
matrice (eigenvectors). Varijansa izvedene promenljive PC1, Var(PC1), je zbog postavljenog
uslova maksimalna. Navedeni uslov je postavljen, jer bez njega Var (Z1) bi mogla da se povecava
jednostavnim povecavanjem bilo koje od vrednosti ain.

U toku analize se dobija onoliko glavnih komponenti koliko je promenljivih (n) bilo u
sistemu. Prva glavna komponenta, PC1, predstavlja maksimalni udeo ukupnih promenljivih.
Druga glavna komponenta, PC2 obuhvata maksimalni udeo rezidualne promenljive, a da pri tome
ne korelira sa PC1. Na istom principu se formiraju i ostale glavne komponente, sve dok se ukupna
varijansa ne izraCuna. U prakticnom radu obi¢no je dovoljno zadrzati samo nekoliko glavnih
komponenti, ¢iji zbir obuhvata velik procenat ukupne promenljive (obi¢no >90%) (Vandeginste
BMG, 1998; Otto M, 2007).
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Analiza glavnih komponenti se u suStini svodi na pronalaZzenje Svojstvene vrednosti
(eigenvalues), A, matrice kovarijansi uzorka. Formira se takva matrica, da dijagonalni elementi
matrice predstavljaju varijanse originalnih promenljivin Xi, dok elementi van dijagonale
predstavljaju kovarijanse originalnih promenljivih Xi .

Svojstvena vrednost matrice, Ai, u sustini predstavlja varijansu glavne komponente PCI,
odnosno Ai =Var (PCi). Postoji onoliko svojstvenih vrednosti matrice koliko ima glavnih
komponenti. Vazna osobina Ai je da je njihov zbir jednak zbiru elemenata na dijagonali matrice.
Iz ovoga proizilazi da je suma varijansi originalnih varijabli jednaka sumi varijansi izvedenih
varijabli. To znaci da glavne komponente obuhvataju sve varijacije originalnih podataka. Svaka
glavna komponenta predstavlja u sustini svojstveni vektor (eigenvector) matrice koji je opisan
svojstvenom vredno$¢u matrice (eigenvalues). Svojstvena vrednost matrice je vazna pri Analizi
glavnih komponenti posSto ukazuje na udeo ukupne varijanse koja je opisana datom glavnom
komponentom (PC) (Miller JN, 2004).

Da ne bi doslo do prejakog uticaja neke od originalnih varijabli na glavne komponente i da
se ne bi stvarala pristrasnost rezultata, pre Analize glavnih komponenti potrebno je izvrsiti
standardizaciju originalnih varijabli. U toku procesa standardizacije originalne varijable se
kodiraju tako Sto se svedu na nultu aritmeticku sredinu i varijansu jednaku jedinici. Na ovaj nacin
se svim varijablama daje isti znacaj u analizi. Kada se ne bi uradila standardizacija, one varijable

koje imaju velike numeric¢ke vrednosti imale bi veci uticaj kod izraCunavanja glavnih komponenti.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. In vitro ispitivanja
5.1.1. Validacija HPLC metode za odredivanje hlorogenske Kkiseline

Validacija HPLC metode za odredivanje hlorogenske kiseline vrSena je na osnovu
postupaka opisanih u USP 24 (United States Pharmacopoeia), ICH smernicama (International
Conference on Harmonization 1995; International Conference on Harmonization 1997) i drugoj
literaturi (Heyden YV, 2001). Radni standardni rastvori hlorogenske kiseline se injektuju i

propustaju kroz kolonu pod odabranim hromatografskim uslovima (slika 12).

mAU
100

75
50

25

Slika 12. Hromatogram standardnih rastvora hlorogenske kiseline

Zatim se konstruiSe dijagram zavisnosti povrSine ispod krive (mAU*s) 1 koncentracije
(mg/ml) hlorogenske kiseline na osnovu dobijenith povrSina ispod krivih na hromatogramu.

Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 5 i na grafikonu 4.
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Tabela 5. Retenciono vreme i povrsine ispod krivih razlicitih masa hlorogenske kiseline pri

HPLC analizi
Redni broj | Rt[min] | PovrSinaispod | Koncentracija
standarda krive [mMAU*s] [mg/ml]

1 13,324 25,1911 0,101

2 13,428 74,8446 0,303

3 13,378 151,1112 0,606

4 13,511 201,6691 0,808

5 13,355 254,3282 1,01
_ 300
= 250
E 200
= y=2518x-0,994
= 10 r=0,999
=
=100
= 3D
-
3 e

I::l T T

0 0.5 1 1.5

koncentracija (mg/ml)

Grafikon 4. Dijagram zavisnosti povrsina ispod krivih od razlicitih masa hlorogenske kiseline

Statistickom obradom podataka metodom najmanjih kvadrata izracunati su limit detekcije

(LD), limit kvantifikacije (LQ), kao i parametri jednacine prave y=ax+b (x je koncentracija, a y

povrsina ispod krive y=mAU*s) (tabela 6). Dobijen koeficijent korelacije (r=0,999) ukazuje da

postoji visoka korelacija izmedu x 1y, tj. izmedu koncentracije 1 povrSine ispod krive.
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Tabela 6. Rezultati statisticke obrade podataka dobijenih analizom hlorogenske kiseline

primenom HPLC metode

Hlorogenska
kiselina
Odsecak a 251,8
Nagib b 0,994
Koeficijent korelacije r 0,999
Koeficijent
determinacije R? 0,999
Koncentracioni opseg u
kom je radeno (mg/ml) 0,1-1,00
LD (mg/ml) 0,0026
LQ (mg/ml) 0,0087

Uporedivanjem teorijskih vrednosti (ta¢nih vrednosti) koncentracija hlorogenske kiseline

sa eksperimentalno dobijenim vrednostima dobijeni su sledeéi rezultati (tabela 7):

Tabela 7. Rezultati tacnosti odredivanja hlorogenske kiseline

Teorijske koncentracije
hlorogenske kiseline (mg/ml)

Eksperimentalno odredene
koncentracije hlorogenske
kiseline (mg/ml)

Recovery R (%)

0,101 0,0991 + 0,0009 98,12
0,303 0,2889 + 0,0014 95,35
0,606 0,6001 + 0,0016 99,03
0,808 0,8151 * 0,0022 100,88
1,01 0,9655 + 0,0009 95,59

R * 2SD (%) 97,79 * 4,68

Na osnovu podataka dobijenih za recovery (97,79+ 4,68 %) mozemo zakljuditi da ovaj

postupak odredivanja hlorogenske kiseline ima dobru tacnost.

Preciznost i ponovljivost odredivanja ispitana je analizom tri razliite koncentracije

standarda u Sest ponavljanja. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 8.

Tabela 8. Rezultati ispitivanja ponovljivosti i preciznosti odredivanja hlorogenske kiseline

Teorijske koncentracije

(mg/ml) Retenciono vreme (min) Povrsina ispod pika (mAu*s)
0,101 13,323 £ 0,009 25,222 £ 0,154
0,606 13,382 + 0,006 151,188 + 0,228
1,01 13,359 + 0,004 254,389 + 0,435
RSD(%) 0,029-0,067 0,15-0,61
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Rezultati iz tabele 8 pokazuju da relativne standardne devijacije (RSD) za povrsine ispod
krivih i retenciona vremena iznose manje od 1,2% Sto znaci da izabrani metod odredivanja ima
zadovoljavajuéu ponovljivost.

Ispitivanjem uticaja neznatno izmenjenih uslova hromatografije odredena je robustnost
metode. Posmatrani su uticaji razli¢ite temperature kolone (x1°C), protoka (+0,05 mL/min) i
talasne duzine na kojoj se vrs$i detekcija (£3 nm). Nije primeceno znac¢ajno odstupanje dobijenih
rezultata, sto ukazuje na to da izabrani metod ima zadovoljavajucu robustnost.

Selektivnost i1 specificnost izabranog metoda utvrdene Su poredenjem hromatograma
standardnog rastvora hlorogenske kiseline i hromatograma uzorka, kao i poredenjem spektara
dobijenih signala. Utvrdeno je da u uzorcima nema drugih pikova ¢ija retenciona vremena
odgovaraju retencionom vremenu standarda hlorogenske kiseline, $to znaci da izabrani metod ima
zadovoljavajucu selektivnost i specificnost (slika 13).

mAU |

| DADL1 C, Sig=325 Ref=400,100 (tijana\1A.D)
100

80"
60-
40"

20+

AN A

Slika 13. Primer hromatograma
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5.1.2. Prinos ekstrakcije

Rezultati prikazani u grafikonima 5 i 6 pokazuju znacajan uticaj polarnih rastvaraca,
uslova i tehnika ekstrakcije bosiljka na ukupan prinos ekstrakcije. Nakon ekstrakcije sa razlic¢itim

stepenima usitnjenosti (sito 0,3 i 2 mm) dobijeni su odgovarajuéi rezultati.

Ukupan prinos ekstrakcije (%, g/100 g droge),

sito 0,3
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Grafikon 5. Ukupan prinos ekstrakcije, sito 0,3 (polarni rastvaraci)
Ukupan prinos ekstrakcije (%, g/100 g droge),
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Grafikon 6. Ukupan prinos ekstrakcije, sito 2 (polarni rastvaraci)

Ukupan prinos ekstrakcije droge za sito 0,3 se kretao u opsegu 1,25-31,22 g/100 g droge
(grafikon 5), dok su prinosi ekstrakcije za sito 2 bili nesto nizi, 1,50-29,30 g/100 g droge (grafikon

6). Posle ekstrakcije droge razlicitog stepena usitnjenosti (sito 0,3 i sito 2), nesto veci prinosi su
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dobijeni kod droge veéeg stepena usitnjenosti, Sto je i razumljivo, jer se sa povecanjem Stepena
usitnjenja povecava specificna povrSina biljnog materijala, $to omogucava intenzivniji kontakt sa
rastvarac¢em. Vreme ekstrakcije predstavlja znacajan kriterijum u pogledu optimizacije energetskih
rashoda, kao i dobijanja najboljih rezultata. Kod svih tipova ekstrakcije, sa porastom vremena
rastao je i ukupan prinos ekstrakcije Sto je u saglasnosti sa literaturom (Gruji¢ N, 2012). Najveci
prinosi ekstrakcije ostvareni su primenom najpolarnijeg rastvaraca (voda), koji su pripremani kao
infuz i nakon mikrotalasne ekstrakcije. Poredeci vrednosti prinosa dobijenih kod maceracije
vodom u prisustvu i odsustvu svetlosti, moze se primetiti da ne postoji statisticki znacajna razlika
u dobijenim vrednostima, §to je u skladu sa sli¢nim ispitivanjima (Cunha I, 2004). Maceracija
razblazenim etanolom dala je vece prinose u odnosu na maceraciju apsolutnim etanolom. Razlicit
udeo vode u etanolnim rastvaracima moze znacajno da poboljsa efikasnost ekstrakcije (Yu L,
2002, Wang J, 2008).

Ukupan prinos ekstrakcije Ukupan prinos ekstrakcije
(%, g/100 g droge), sito 0,3 (%, g/100 g droge), sito 2
15
2.0
1.0
-l m
0.0 0.0 e I
hloroform metilen- hlorid heksan hloroform metilen- hlorid heksan
m10 min ®30 min H 10 min ®30 min
Grafikon 7. Ukupan prinos ekstrakcije, sito Grafikon 8. Ukupan prinos ekstrakcije, sito
0,3 (nepolarni rastvaraci) 2 (nepolarni rastvaraci)

Na grafikonima 7 i 8 su prikazani rezultati koji pokazuju kako nepolarni rastvaraci, stepen
usitnjenosti droge i vreme ekstrakcije uti¢u na prinos. Prinos ekstrakcije nepolarnih rastvaraca
kretao se u opsegu 0,27-1,92 g u 100 g droge. Ekstrakcijom droge veceg stepena usitnjenosti (sito
0,3) dobijen je veci prinos nego ekstrakcijom droge manjeg stepena usitnjenosti (sito 2), $to je u
skladu sa ¢injenicom da se sa povecanjem stepena usitnjenosti povecava specificna povrsina droge,
a samim tim se ostvaruje i bolji kontakt sa rastvaracem (Gruji¢ N, 2012). Sa smanjenjem veli¢ine
Cestica biljnog materijala, superkriti¢na povrs$ina moze biti povecana i dostupna za transport mase,

Sto omogucava porast prinosa ekstrakcije (Spigno G, 2007).
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Sa produzenjem trajanja ekstrakcije produzava se kontakt rastvaraca i1 biljnog materijala
Sto obezbeduje veéi prinos eckstrakcije. Najveéi prinos je dobijen nakon ekstrakcije sa
hloroformom, a najmanji nakon ekstrakcije heksanom, sto znaci da se sa povecanjem polarnosti
rastvaraca povecava i efikasnost ekstrakcije, Sto potvrduju i sli¢ne studije (Kaurinovic B, 2011).
Znacajno veci prinosi dobijeni su nakon ekstrakcije polarnim rastvara¢ima, u poredenju sa
nepolarnim rastvara¢ima, Sto odgovara pomenutoj ¢injenici.

Uzimajuéi u obzir rezultate dobijene tokom razli¢itog perioda maceracije, moze se reci da
vreme predstavlja znacajan faktor. Produzavanjem vremena ekstrakcije omogucava se duzi
kontakt izmedu biljnog materijala i rastvaraca. Drugi autori takode potvrduju da prinos ekstrakcije

raste sa porastom duzine ekstrakcije (Spigno G, 2007).

5.1.3. Sadrzaj ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/g SE), sito
0,3
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Grafikon 9. Sadrzaj ukupnih fenola, sito 0,3 (polarni rastvaraci)
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Sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/g SE), sito 2
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Grafikon 10. Sadrzaj ukupnih fenola, sito 2 (polarni rastvaraci)

Grafikoni 9 10 prikazuju rezultate ukupnih fenolnih komponenata u ekstraktima bosiljka.
U ovom istrazivanju koli¢ina fenolnih jedinjenja kretala se u opsegu od 0,53 do 52,61 mg GAE/g
suvog ekstrakta, $to je dosta vise u odnosu na sli¢nu studiju koja se sprovodila sa etrom,
hloroformom, etil-acetatom, n-butanolom i vodom, gde su dobijene vrednosti bile u opsegu od
4,21 do 19,28 mg GAE/g suvog ekstrakta (Kaurinovic B, 2011). To moze biti objasnjeno
upotrebom rastvaraca razli¢ite polarnosti, kao i primenom drugacije metode preparacije uzoraka.
Najveca vrednost za ukupne fenole je dobijena nakon maceracije apsolutnim etanolom. Ipak,
upotrebom apsolutnog etanola potencijalno mogu biti ekstrahovane i druge supstance, s obzirom
na njegovu koncentraciju (96%) (Wang J, 2008). Alkoholni rastvaraci se veoma Cesto koriste za
ekstrakciju prirodnih proizvoda i pokazuju vrlo dobre rezultate. Etanol se vise preferira u odnosu
na metanol, s obzirom na njegovu potencijalnu upotrebu u ishrani (Spigno G, 2007). Uzorci
dobijeni nakon ekstrakcije alkoholnim rastvara¢ima su pokazali skoro dva puta veée vrednosti za
ukupne fenolne komponente u odnosu na ekstrakte dobijene nakon maceracije vodom, §to je u
saglasnosti sa drugim radovima (Lapornik B, 2005). Voda, kao veoma polaran rastvara¢ i etanol,
kao manje polaran rastvara¢ mogu se kombinovati u bilo kojoj proporciji. Dodatkom vode etanolu,
polarnost rastvaraca raste, pa se i fenolne komponente bolje rastvaraju po principu “sli¢no se u
slicnom rastvara” (Zhang ZS, 2007). Sa porastom koncentracije etanola od 30 do 60%, koli¢ina
ukupnih fenola se takode povecava. Poznato je da promene u polarnosti rastvaraca modifikuju
njihovu sposobnost da rastvaraju odredenu grupu antiradikalskih komponenata (Gruji¢ N, 2012).

Porede¢i vrednosti za ukupne fenole dobijene maceracijom vodom, u prisustvu i odsustvu
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svetlosti, rezultati pokazuju da se skoro tri puta veci prinos dobija maceracijom bez svetlosti. To
objasnjava podatak da su fenoli nestabilna jedinjenja, podloZzna degradaciji. Glavni faktori
degradacije su temperatura i svetlost, koji su obi¢no prisutni tokom tradicionalnih metoda
ekstrakcije (Marostica MR, 2010). Stepen usitnjenosti je znafajan parametar kod odredivanja
ukupnih fenola. Smanjenjem veli¢ine Cestica povecava se dostupnost povrsine za transfer mase Sto
direktno povecava prinos ukupnih fenola (Spigno G, 2007). Vreme ekstrakcije takode ima snazan
uticaj na koli¢inu ukupnih fenola. Prinos se poveéava sa porastom duzine ekstrakcije, §to potvrduju
I drugi autori koji isti¢u znacaj uticaja duzine ekstrakcije na prinos fenolnih jedinjenja (Spigno G,
2007; Thoo YY, 2010).

Sadrzaj ukupnih fenola, Sadrzaj ukupnih fenola,
(mg GAE/g SE), sito 0,3 " (mg GAE/g SE), sito 2
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®10 min =30 min m10 min m30 min
Grafikon 11. Sadrzaj ukupnih fenola, sito Grafikon 12. Sadrzaj ukupnih fenola, sito 2
0,3 (nepolarni rastvaraci) (nepolarni rastvaraci)

Grafikoni 11 i 12 prikazuju sadrzaj ukupnih fenola nakon ekstrakcije nepolarnim
rastvaracima, koji se kretao u opsegu od 6,56 do 28,91 mg GAE/g SE. Ove vrednosti su u
saglasnosti sa slicnom studijom (Kaurinovic B, 2011) gde je ekstrakcija vrSena rastvarac¢ima sli¢ne
polarnosti. Poredeéi nepolarne rastvarace koji su koris¢eni, njihova polarnost opada u nizu: heksan,
dihlormetan, hloroform, te se mogu potvrditi navodi drugih autora da se veée vrednosti za ukupne
fenole dobijaju koriS¢enjem polarnijih rastvaraca. Najveéi sadrzaj ukupnih fenola dobijen je
ekstrakcijom pomocu hloroforma u trajanju od 30 minuta, Stepena usitnjenosti 2 mm. Najmanja
koli¢ina ukupnih fenola ekstrahovana je dihlormetanom, ekstrakcijom u trajanju od 10 minuta iz
droge stepena usitnjenosti 0,3 mm, $to je ocekivano, S obzirom da fenolne komponente poseduju
hidroksilne grupe 1 imaju polarne karakteristike. IzuCavajuci uticaj stepena ustinjenosti na sadrzaj

ukupnih fenola, zakljuceno je da povecanje stepena usitnjenosti dovodi do bolje ekstrakcije a time
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i povecanja prinosa, $to je u skladu sa slicnim radovima (Kaurinovic B, 2011). Takode, vreme je
izuzetno vazan parametar u istrazivanju razli¢itih uticaja na koli¢inu fenolnih komponenata.
Sadrzaj ukupnih fenola raste sa produzetkom vremena ekstrakcije, sto potvrduju i drugi literaturni
navodi (Lapornik B, 2005). Sumirano se moze re¢i da se sa povecanjem stepena usitnjenosti,
vremena trajanja ckstrakcije i polarnosti rastvaraca povecava koli¢ina ekstrahovanih fenolnih

jedinjenja, $to je u saglasnosti sa literaturom (Kaurinovic B, 2011).

5.1.4. Sadrzaj flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida (mg KE/g SE) sito 0,3
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Grafikon 13. Sadrzaj flavonoida, sito 0,3 (polarni rastvaraci)
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Grafikon 14. Sadrzaj flavonoida, sito 2 (polarni rastvaraci)
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Grafikoni 13 i 14 prikazuju sadrzaj flavonoida, koji se kretao u opsegu od 0,11 do 35 mg
KE/g suvog ekstrakta, $to je u skladu sa sli¢cnom studijom (Kaurinovic B, 2011), gde je sadrzaj
flavonoida iznosio od 9,37 do 27,12 mg KE/g suvog ekstrakta. Oc¢igledno je da nacin i uslovi
ekstrakcije imaju znacajan uticaj na sadrzaj flavonoida u analiziranim preparacijama. Tokom
ekstrakcije etanolom razli¢itih procentualnih udela, znacajno viSe vrednosti su dobijene
koriS¢enjem koncentrovanijih rastvara¢a. U slicnim studijama, ekstrakcija flavonoida je bila
najbolja nakon maceracije apsolutnim etanolom (100%), Sto predstavlja mono-komponentni
sistem, ali to nije omogucilo i najbolju antioksidativnu aktivnost. Taj iskaz moze biti objasnjen
nemoguéno$cu apsolutnog etanola da ekstrahuje sve komponente odgovorne za antioksidativno
delovanje (Thoo YY, 2010). U nasoj studiji, sa porastom koncentracije etanola, rastao je sadrzaj
ekstrahovanih flavonoida. Najveci sadrzaj dobijen je nakon maceracije 95% metanolom (V/v) i
96% etanolom (v/v), nakon 72h, §to predstavlja najpogodniji rastvara¢ za ekstrakciju flavonoida.
Evidentno, vreme ima znacajan impakt na ekstrakciju aktivnih principa iz bosiljka, ali u ovom
istrazivanju nije pokazalo znacajan uticaj, §to je u saglasnosti sa ostalim studijama (Thoo YY,
2010).

Sadrzaj flavonoida, (Mg Sadrzaj flavonoida, (Mg
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Grafikon 15. Sadrzaj flavonoida, sito Grafikon 16. Sadrzaj flavonoida, sito 2
0,3 (nepolarni rastvaraci) (nepolarni rastvaraci)

Sadrzaj flavonoida u uzorcima dobijenim maceracijom nepolarnih rastvaraca (grafikoni
151 16) kretao se u opsegu od 3,73 do 40,63 mg KE/g suvog ekstrakta. Rezultati su malo drugaciji
u odnosu na sli¢nu studiju (Kaurinovic B, 2011) u kojoj su vrednosti za sadrzaj flavonoida bile u

opsegu od 12,98 do 23,12 mg KE/g suvog ekstrakta, ali autori nisu koristili potpuno iste rastvarace.

77



Branislava Teofilovi¢ Doktorska disertacija

Takode, razlike su se mogle javiti i zbog drugacije pripreme uzoraka i maceracije tokom razlicitih
vremenskih perioda. Umereno veée vrednosti za vec¢i sadrzaj flavonoida kod uzoraka dobijenih
maceracijom nepolarnim rastvara¢ima u odnosu na polarne se mozZe objasniti moguc¢noscéu
flavonoida da obrazuju glikozide sa aglikonima koji su manje polarne supstance. Najmanji sadrzaj
flavonoida dobijen je ekstrakcijom droge stepena usitnjenosti 2 mm, u trajanju od 10 minuta,
pomocu hloroforma, a najve¢i sadrzaj dobijen je ekstrakcijom hloroformom, tokom duzeg
vremena ekstrakcije (30 minuta) droge veceg stepena usitnjenosti (sito 0,3 mm). Stepen
usitnjenosti biljnog materijala je imao umeren impakt, te su dobijene malo vece vrednosti za
sadrZaj flavonoida kod uzoraka veceg stepena usitnjenosti. Vreme ekstrakcije nije predstavljalo
krucijalan parametar kod odredivanja sadrzaja flavonoida, te su tokom razli¢itih vremenskih
intervala dobijene sli¢ne vrednosti. Druge studije su pokazale da vreme ekstrakcije ima znacajan
impakt na sadrzaj ukupnih fenola i aktivnost DPPH radikala, ali ne i na sadrzaj flavonoida (Thoo
YY, 2010).

5.1.5. Odredivanje 50% inhibicije DPPH radikala

50% inhibicije DPPH radikala (ng/ml), sito 0,3
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Grafikon 17. 50% inhibicije DPPH radikala (ug/ml), sito 0,3 (polarni rastvaraci)
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50% inhibicije DPPH radikala (pg/ml), sito 2
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Grafikon 18. 50% inhibicije DPPH radikala (ug/ml), sito 2 (polarni rastvaraci)

Grafikoni 17 i 18 prikazuju koncentraciju ekstrakata dobijenih maceracijom polarnim
rastvara¢ima, koja je potrebna za inhibiciju 50% DPPH radikala, te bolju antioksidativnu aktivnost
poseduju uzorci sa manjom vrednosti. Mehanizam ove aktivnosti ukljucuje terminaciju radikalskih
lan¢anih reakcija 1 stimulaciju aktivnosti enzima koji ucestvuju u antioksidativnoj odbrani. Svi
ekstrakti su pokazali znacajnu antiradikalsku aktivnost sa ICsp Vvrednosti u opsegu od
0,04 do 12,99 pg/ml. Dobijeni rezultati ukazuju na slicnu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa
prethodno objavljenom studijom gde je 1Cso vrednost bila u opsegu od 0,18 do 2,85 pug/ml (Zakaria
Z, 2008). Najvecu antiradikalsku aktivnost pokazao je ekstrakt dobijen nakon maceracije 60%
etanolom (v/v) u trajanju od 72 sata. Polarnost rastvarata ima signifikantan uticaj na
antioksidativnu aktivnost, a sposobnost inhibicije DPPH radikala se povecava sa porastom
koncentracije etanola. Ovo moze biti objasnjeno Cinjenicom da etanolni rastvaraci lakSe razaraju
Celijski zid usitnjene droge, u poredenju sa vodom. Ekstrakti dobijeni maceracijom
dvokomponentnim rastvaracima trebalo bi da poseduju bolju antioksidativnu aktivnost u odnosu
na monokomponentne rastvarace, ali manja odstupanja su moguca zbog razlike u mehanizmu
reakcije radikal — antioksidans (Yu L, 2002). Vreme ekstrakcije ima velik uticaj na antioksidativnu
aktivnost, te se povecava sa povecanjem duzine trajanja maceracije, Sto su potvrdile i druge
referentne publikacije (Thoo Y'Y, 2010). Mnogi autori su pri ekstrakciji aktivnih principa koristili
droge veceg stepena usitnjenosti, $to se takode pokazalo kao bitan parametar (Silva EM, 2007).

Sli¢no tome, i nasi ekstrakti su pokazali bolju antioksidativnu aktivnost nakon vece usitnjenosti.
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50% inhibicije DPPH 50% inhibicije DPPH
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Grafikon 19. 50% inhibicije DPPH radikala Grafikon 20. 50% inhibicije DPPH radikala
(«g/ml), sito 0,3 (nepolarni rastvaraci) (ug/ml), sito 2 (nepolarni rastvaraci)

Rezultati na grafikonima 19 i 20 pokazuju da svi ekstrakti bosiljka dobijeni maceracijom
nepolarnim  rastvara¢ima imaju  antioksidativnu  aktivnost sa vrednosti ICsp od
12,12 do 20,49 pg/ml. Rezultati odgovaraju sli¢noj studiji sprovedenoj na hloroformskim, etil-
acetatnim, vodenim i n-butanolnim ekstraktima, gde se ICso kretala u opsegu od
8,17 do 24,91 pg/ml (Kaurinovic B, 2011). Najslabiju antioksidativnu aktivnost su pokazali
ekstrakti dobijeni maceracijom heksanom, a najjacu aktivnost su imali hloroformski ekstrakti, $to
ukazuje da vise polarni rastvaraci imaju snazniju sposobnost inhibicije DPPH radikala, po principu
“sli¢no se u sli¢énom rastvara” (Zhang ZS, 2007). Period ekstrakcije ima uticaj na antiradikalsku
aktivnost (Thoo Y, 2010), ali razlike koje se dobijaju nakon 10 i 30 minuta nisu velike. Inhibicija
50% koli¢ine DPPH radikala je bolja nakon duzeg perioda ekstrakcije, a variranje tokom
vremenskog perioda ekstrakcije ukazuje na to da antioksidativna aktivnost ne zavisi od jedne
grupe, nego od vise grupa antioksidativnih supstanci prisutnih u ekstraktima (Prior RL, 2005).
Razlika u veli¢ini Cestica takode ima uticaj na sposobnost inhibicije radikalskih lan¢anih reakcija,

te su snazniji antioksidansi ekstrakti veceg stepena usitnjenosti.
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5.1.6. Hemometrijska analiza antioksidativne aktivnosti
5.1.6.1. Poredenje aktivnosti polarnih rastvaraca
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Grafikon 21. Dendrogram analiziranih parametara polarnih rastvaraca

U grafikonu 21 se moze videti da klaster analiza odvaja polarne uzorke u dva jasno
definisana klastera. Prvi klaster opisuje sadrzaj DPPH 1 flavonoida, ukazuju¢i da veéi sadrzaj
flavonoida doprinosi boljoj antioksidativnoj aktivnosti ekstrakata bosiljka. Drugi klaster ukljucuje
prinos ekstrakcije 1 sadrZaj ukupnih fenola, §to je opravdano s obzirom da sadrzaj ukupnih fenola
zavisi od prinosa ekstrakcije. Takode, u okviru drugog klastera se moze uociti separacija na dva
subklastera - sadrzaj ukupnih fenola i prinos ekstrakcije uzoraka dobijenih razli¢itim metodama
maceracije. Vazno je naglasiti da je sadrzaj ukupnih fenola istog stepena usitnjenosti grupisan U
jedan subklaster, §to istiCe signifikantan uticaj stepena usitnjenosti na sadrzaj ukupnih fenola.
Bazirano na klasternoj podeli, uticaj stepena ustinjenosti i vremena ekstrakcije nije se pokazao kao

znacajan parametar kod ostalih komponenata.
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Dekompozicijom originalnih parametara u vektorske veli¢ine, koriste¢i PCA, dobijaju se

nove varijable nazvane glavne komponente (grafikon 22).

Eigenvalues of correlation matrix
Active variables only

Eigenvalue
w

Eigenvalue number

Grafikon 22. Vrednosti korelacije matriksa

Kako se moze uociti iz grafikona 22, tri glavne komponente ¢ine 97,1% (PC1 68,54%,
PC2 24,22% i PC3 4,34%) u odnosu na ukupne varijable. Zavisnost izmedu prve dve glavne
komponente prikazana je na grafikonu 23.
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Grafikon 23. Odnos PC1 i PC2 komponenata

o Active

Analiza glavnih komponenata jasno grupiSe analizirane parametre u dve grupe, u odnosu

na PC1. Prva grupa obuhvata sadrZzaj ukupnih fenola i1 prinos ekstrakcije, a druga vrednosti

potrebne za inhibiciju 50% DPPH radikala i sadrzaj flavonoida. Takode se uocava da vrednosti

PC1 rastu linearno sa povec¢anjem duzine trajanja ekstrakcije, bez obzira na stepen usitnjenosti. Sa

druge strane vrednosti PC2 pokazuju dodatnu separaciju baziranu na stepenu usitnjenosti biljnog

materijala. Sadrzaj ukupnih fenola veceg stepena usitnjenosti (bez obzira na duzinu trajanja

ekstrakcije) je opisan negativnim PC2 vrednostima, dok je manji stepen usitnjenosti pokazao

pozitivne vrednosti za PC2, §to se moZe objasniti mogu¢noséu da PCA razlikuje uticaj stepena

usitnjenosti biljnog materijala u okviru analiziranih uzoraka. Sli¢na pojava nije uocena

posmatrajuci druge parametre PC2, ali je uo¢ena kod PC3 varijabli. Senzitivnija raspodela se moze

registrovati kada se porede PC1 i PC3. lako doprinos PC3 ¢ini samo 4,34% svih glavnih
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komponenata, i u odnosu naPC1 i PC2 je minorno, ipak se pokazala moguénost za bolju separaciju

analiziranih uzoraka (grafikon 24).

Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 3)
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Grafikon 24. Odnos PC1 i PC3

PC3 razdvaja rezultate dobijene za flavonoide na osnovu stepena usitnjenosti koji je
koriS¢en pri ekstrakciji. MozZe se uoc€iti grupisanje vrednosti dobijenih sa veéim stepenom
usitnjenosti (sito 0,3) u odnosu na vrednosti dobijene sa manjim usitnjenjem (sito 2). U oba slucaja
uocCava se linearna zavisnost PC3 od duzine trajanja ekstrakcije. Slican trend se zapaza i u slucaju
inhibicije DPPH radikala. lako PC3 ne pokazuje mogucnost separacije DPPH vrednosti u posebne
grupe na osnovu stepena usitnjenosti (kao $to je slucaj sa flavonoidima), moze se uociti linearna
zavisnost DPPH od PC3.

Na grafikonu 25 se uo¢ava separacija polarnih i nepolarnih rastvarac¢a u dva klastera. Jedan
klaster objedinjuje etanol razli¢itih razblazenja (osim koncentrovanog), dok drugi klaster, koji se
moze podeliti u dva subklastera, obuhvata ostale (nerazblazene) rastvarace. Bitno je istac¢i da jedan

subklaster obuhvata nepolarne rastvarac¢e (hloroform, dihlormetan i heksan), dok drugi sadrzi
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polarne (vodu, metanol i koncentrovani etanol). To ukazuje da razblazeni rastvaraci pokazuju

razli¢it uticaj na proces ekstrakcije.

5.1.6.2. Poredenje aktivnosti polarnih | nepolarnih rastvaraca

Tree Diagram for 11 Variables
Ward's method
Euclidean distances

16

14

12

10 t

Linkage Distance
[e¢]

HEX  MH HL WD WL M E96 E60 ES0 E40 E30

Grafikon 25. Dendrogram za razlicite rastvarace

Primenom Klaster analize na uzorke dobijene rastvarac¢ima razli¢ite polarnosti i razli¢itog
stepena usitnjenosti dendrogram (grafikon 26) ih jasno razdvaja u dva klastera. Prvi klaster
obuhvata sadrzaj flavonoida 1 aktivnost DPPH radikala, dok drugi objedinjuje prinos 1 ukupan
sadrzaj fenola bez obzira na stepen usitnjenosti. Ovakva podela je oCekivana, s obzirom da je
sposobnost neutralizacije DPPH radikala usko povezana sa sadrzajem flavonoida, kao $to je i
ukupan sadrzaj fenola povezan sa prinosom ekstrakcije, kao Sto je i ranije diskutovano. Oba
klastera su dodatno podeljena u dva subklastera. Svaki od njih sadrzi po jednu vrstu analiziranih
parametara, a u okviru subklastera postoji dodatno grupisanje na osnovu stepena usitnjenosti. Ovo

ukazuje na znacajan uticaj stepena usitnjenosti na ukupnu ekstrakciju.
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Tree Diagram for 16 Cases
Ward's method
Euclidean distances
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Grafikon 26. Dendrogram analiziranih parametara razlicitog stepena usitnjenosti

Dekompozicijom originalnih parametara u vektorske veli¢ine, koriste¢i PCA, dobijaju se
nove varijable nazvane glavne komponente. U nasem istrazivanju, Cetiri glavne komponente
opisuju 95% svih varijabli (PC1 47,27%, PC2 33,11%, PC3 10,36 i PC4 4,53%) u odnosu na
ukupne varijable, kako je prikazano na grafikonu 27.
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Active variables only

6 T T T T T
47, 27%
St
4}
5 3t
w©
=
=
)
o 27
1}
3%
0 04%.73% ,25% ,15% ,04% ,02%
_1 L 1 1 i
-2 0 2 - 6 8 10 12 14
Eigenv alue number
Grafikon 27. Vrednosti korelacije matriksa
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PCI1 1 PC2 komponente rezultuju slicnom klasifikacijom kao $to je dobijena klaster
analizom (grafikon 28). Sadrzaj flavonoida i aktivnost neutralizacije DPPH radikala su opisani
negativnim PC1 vrednostima, dok su ukupni fenoli i prinos ekstrakcije pokazali pozitivne PC1
vrednosti. Vrednosti PC2 pokazuju mogucnost za detaljniju separaciju analiziranih parametara
(FLV i DPPH) na osnovu stepena usitnjenosti i mogu da razdvajaju vrednosti na osnovu sita 0,3 i
sita 2. Bolja separacija ovih parametara na osnovu stepena usitnjenosti (osim kod prinosa), moze
biti uo¢ena iz odnosa PC1 i PC3 (grafikon 29).

Varijacije PC1 i PC4 ne daju dodatne nove informacije. Takode, primenom PCA nije

registrovano grupisanje analiziranih parametara na osnovu vremena ekstrakcije.

Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 3)
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Grafikon 29. Odnos PC1 i PC3 komponenata
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Grafikon 30. Odnos PC1 i PC2 komponenata

Grafikon 30 pokazuje sli¢nosti i razlike izmedu analiziranih PC1 i PC2 parametara.
Rastvara¢i mogu biti podeljeni u tri specifi¢éne grupe. Prva grupa obuhvata nepolarne rastvarace
(hloroform, dihlormetan i heksan) koji pokazuju negativne vrednosti za obe glavne komponente,
druga grupa objedinjuje polarne rastvarace (osim razblaZenih etanola) koji pokazuju pozitivne PC1
vrednosti 1 negativne PC2 vrednosti, dok tre¢a grupa sadrzZi etanole razli¢itog razblazenja koji
imaju pozitivne vrednosti za obe glavne komponente. Ova klasifikacija je veoma sli¢na podeli

dobijenoj klaster analizom.
5.1.7. Ispitivanja antioksidativne aktivnosti

In vitro testovi ispitivanja antioksidativne aktivnosti ekstrakata Ocimum basilicum (sito

0,3) prikazani su na grafikonima 31-33.
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Grafikon 31. 50% inhibicije hidroksilnog radikala («g/ml)
50% inhibicije peroksidnog radikala (ng/ml)
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Grafikon 32. 50% inhibicije peroksidnog radikala («g/ml)
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Grafikon 33. 50% inhibicije lipidne peroksidacije (ug/ml)

Koncentracija ekstrakata koja je bila potrebna za neutralizaciju 50% hidroksilnog radikala
kretala se u opsegu od 11,44 do 57,86 ug/ml. Najmanju 1Cso vrednost je pokazao uzorak dobijen
ultrazvu¢nom ekstrakcijom tokom 10 minuta, $to pokazuje i najjaca antioksidativna aktivnost, a

najveca vrednost pripadala je uzorku dobijenom ekstrakcijom 30% etanolom tokom 30 minuta.
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Ispitivanje antioksidativne aktivnosti neutralizacijom vodonik-peroksida pokazuje da su
uzorci dobijeni razli¢itim metodama ekstrakcije pokazali ICso Vvrednosti u opsegu od
0,92 do 52,45 pg/ml. Najmanju vrednost, odnosno najveéu antioksidativnu aktivnost, imao je
uzorak dobijen ekstrakcijom 30% etanolom tokom 30 minuta, dok je najvecu vrednost pokazao
ekstrakt dobijen ekstrakcijom vodom tokom 24 h.

ICso vrednosti, kojom se ispitivala sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije kretale su se
od 1,41 do 47,00 pg/ml. Najniza ICso vrednost odgovarala je uzorku dobijenom ekstrakcijom
vodom tokom 30 minuta, dok je najveca vrednost poticala od ekstrakta dobijenog ultrazvu¢nom

ekstrakcijom.
5.1.8. HPLC analiza

Rezultati HPLC analize ekstrakata Ocimum basilicum su prikazani na grafikonima 34-45.
Analiza je vrSena primenom HPLC metode za odredivanje fenolnih komponenti u ekstraktima
biljaka iz familije Lamiaceae (Ziakova A, 2003). Aktivne komponente prisutne u uzorcima su
identifikovane poredenjem njihovih retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i
spektrom standarda za svaku komponentu. Kvantitativno odredivanje komponenata je izvrSeno
metodom spoljasnjeg standarda. UvrStavanjem dobijenih vrednosti povrSine ispod krive u
odgovarajuce regresione jednacine, dobijene su vrednosti koncentracija komponenata koje su
prisutne u analiziranim ekstraktima.

Na grafikonima 34 i 35 je prikazan hemijski sastav ekstrakata dobijenih ekstrakcijom

vodom u prisustvu svetlosti, i bez prisustva svetlosti, u trajanju od 10 i 30 minuta, 24, 48 i 72 Casa.
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Hemijski sastav vodenih ekstrakata (mg/g SE), sito 0,3
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Grafikon 34. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ekstrakcijom vodom u prisustvu i bez

prisustva svetlosti, sito 0,3

Hemijski sastav vodenih ekstrakata (mg/g SE), sito 2
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Grafikon 35. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ekstrakcijom vodom u prisustvu i bez

prisustva svetlosti, sito 2

Na grafikonima 36 i 37 je prikazan hemijski sastav vodenih ekstrakata dobijenih
pripremom droge kao infuz, mikrotalasnom (vreme trajanja ekstrakcije 2 i 4 minuta) |

ultrazvu¢nom ekstrakcijom (vreme trajanja ekstrakcije 10 minuta).
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Hemijski sastav vodenih ekstrakata (mg/g SE), sito 0,3
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Grafikon 36. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ultrazvucnom i
mikrotalasnom ekstrakcijom i pripremom kao infuz, sito 0,3
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Grafikon 37. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ultrazvucnom i

mikrotalasnom ekstrakcijom i pripremom kao infuz, sito 2

Fenolne kiseline koje su analizirane poredenjem njihovih retencionih vremena i spektara
sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku komponentu bile su: hlorogenska, p-
hidroksi benzoeva, kafena, vanilinska, ferulna, rozmarinska i cimetna kiselina, a identifikovani su
flavonoidi: rutin, kvercetin i naringenin. U vodenim ekstraktima su izolovane sve nabrojane
fenolne kiseline i flavonoidne komponente, u manjoj ili ve¢oj meri. Najdominantnije kiseline su

bile rozmarinska i ferulna, dok su najzastupljeniji flavonoidi bili kvercetin i naringenin. Drugi
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naucnici, baveéi se slicnom tematikom, dosli su do istih saznanja (Lee J, 2009; Mastaneh M, 2014;
Loughrin JH, 2001; Hossain M, 2010). Jedinjenja iz grupe flavonoida nisu pokazala pad
koncentracije u zavisnosti od prisustva svetlosti. Sa porastom vremena ekstrakcije, rasla je i
koncentracija izolovanih fenolnih i flavonoidnih jedinjenja, sto je i o¢ekivano, jer je omogucen
intenzivniji kontakt sa rastvaratem. Polusatna ili ekstrakcija u trajanju od 24 ¢asa pokazale su se
kao najefikasnije za ekstrakciju vec¢ine fenolnih i1 flavonoidnih komponenata. Razliku
objasnjavamo razli¢itim strukturama flavonoidnih jedinjenja, u odnosu na fenolne kiseline, koji
zbog svoje slozenosti zahtevaju duzi kontakt sa odgovarajuéim rastvaracem, kako bi se
maksimalizovala njihova ekstrakcija iz biljnog materijala. Droge veceg stepena usitnjenosti
pokazale su bolje rezultate u pogledu identifikacije veceg broja komponenata, $to se obja$njava
boljim transferom mase kod usitnjenijeg biljnog materijala u odnosu na krupniji. Poredeci vodene
preparacije uz zagrevanje, ultrazvuk ili mikro talase, moze se uoditi da je najvise komponenata
identifikovano kod infuza stepena usitnjenosti 0,3 mm, §to se moZe oznaciti kao jedna od
najpogodnijih ekstrakcionih metoda za preparaciju ekstrakta. Infuz (priprema ¢aja), kao jedan od
najkorisc¢enijih metoda pripreme u domacinstvu moze Se savetovati stanovnistvu, s obzirom da

sadrzi mnogo fenolnih komponenata koje doprinose ouvanju zdravlja.

Na grafikonima 38 i 39 prikazan je hemijski sastav ekstrakata dobijenih ekstrakcijom sa
etanolom koncentracije 30% i 40% (v/v) u trajanju od 10 i 30 minuta, 24, 48 i 72 Casa, a na slici
14 je dat reprezentativni hromatogram ekstrakta bosiljka dobijenog maceracijom 40% etanolom
tokom 48h.

Hemijski sastav etanolnih ekstrakata, 30% i 40%
(mg/g SE), sito 0,3
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= Naringenin

Grafikon 38. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ekstrakcijom etanolom
koncentracije 30% i 40% (v/v), sito 0,3
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Hemijski sastav etanolnih ekstrakata, 30% i 40%
(mg/g SE), sito 2
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Grafikon 39. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ekstrakcijom etanolom
koncentracije 30% i 40% (v/v), sito 2
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Slika 14. Hromatogram 40% etanolnog ekstrakta bosiljka (48 h): a) hlorogenska kiselina,
b) kafena kiselina, c) epikatehin, d) kumarinska kiselina, €) rutin, f) rozmarinska kiselina,

g) kvercetin, h) trans-cimetna kiselina, i) naringenin

Na grafikonima 40 i 41 je prikazan hemijski sastav ekstrakata dobijenih ekstrakcijom

etanolom koncentracije 50% i 60% (v/v) u trajanju od 10 i 30 minuta, 24, 48 i 72 Casa.
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Hemijski sastav etanolnih ekstrakata, 50% i 60%
(mg/g SE), sito 0,3
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Grafikon 40. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ekstrakcijom etanolom
koncentracije 50% i 60% (v/v), sito 0,3
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Grafikon 41. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ekstrakcijom etanolom
koncentracije 50% i 60% (v/v), sito 2

HPLC analiza razblazenih etanolnih ekstrakata pokazala je takode dobru izolaciju fenolnih
komponenata u razli¢itim koncentracijama. Kod ekstrakata veceg stepena usitnjenosti
identifikovano je viSe komponenata, $to se objaSnjava boljom ekstrakcijom zbog sitnijih Cestica.
Mesavine etanola i vode, u razli¢itim proporcijama, pokazale su se kao dobar rastvara¢ za

izdvajanje fenolnih kiselina i flavonoida. Dominantne fenolne kiseline kod stepena usitnjenosti 0,3
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mm bile su rozmarinska, cimetna i ferulna, dok su naringenin i kvercetin bile dominantne
flavonoidne komponente. Etanol koncentracija 50 i 60% se pokazao kao selektivniji rastvarac u
smislu identifikacije vise komponenata u odnosu na 30 i 40% etanol. Kod stepena usitnjenosti 2
mm, dominantne fenolne kiseline su bile rozmarinska i cimetna, a od flavonoida takode naringenin
i kvercetin. Porede¢i vodene i etanolne ekstrakte, kod stepena usitnjenosti 0,3 mm, vodeni i
etanolni rastvori (30-60%, v/v) su pokazali sli¢éne vrednosti za fenolne komponente, dok su kod
stepena usitnjenosti 2 mm, dobijene nesto nize vrednosti kod vodenih preparacija. To se moze
objasniti ve¢im afinitetom etanola prema fenolnim komponentama. Kod etanolnih preparacija se
moze uociti trend povecanja koncentracije izolovanih supstanci sa povecanjem duZzine trajanja
ekstrakcije.

Na grafikonima 42 i 43 prikazan je hemijski sastav ekstrakata dobijenih ekstrakcijom sa

koncentrovanim etanolom i metanolom u trajanju od 10 i 30 minuta, 24, 48 i 72 Casa.

Hemijski sastav alkoholnih ekstrakata (mg/g SE), sito 0,3
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m Cimetna kiselina m Naringenin

Grafikon 42. Hemijski sastav koncentrovanih alkoholnih ekstrakata (mg/g SE), sito 0,3
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Hemijski sastav koncentrovanih alkoholnih ekstrakata
(mg/g SE), sito 2
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Grafikon 43. Hemijski sastav koncentrovanih alkoholnih ekstrakata (mg/g SE), sito 2

Nakon ekstrakcije koncentrovanim alkoholima (etanolom i metanolom), identifikovano je
samo nekoliko fenolnih komponenti. Od flavonoida, koji su bili generalno dominantniji,
identifikovani su kvercetin i naringenin, dok su kiseline (cimetna i rozmarinska) bile izolovane u
malim koli¢inama. Sli¢na studija je pokazala da je ekstrakcija flavonoida optimizovana sa 100%
etanolom, ali to ukazuje da predstavlja i najbolju antioksidativnu aktivnost (Thoo Y'Y, 2010).
Koncentrovani rastvara¢i mogu da izoluju flovonoide, ali su mnogo manje selektivni prema
fenolnim kiselinama koje su polarnije i bolje se ekstrahuju po principu “sli¢no se u sliénom
rastvara” (Zhang ZS, 2007). Generalno, vise vrednosti su dobijene nakon ekstrakcije kod veceg
stepena usitnjenosti (sito 0,3 mm), sto je i razumljivo s obzirom na manju veli¢inu Cestica. Drugi
autori sliénih studija takode ukazuju na znacaj veliCine Cestica, te da se vec¢i prinosi dobijaju
upotrebom veceg usitnjenja (Spigno G, 2007). Sa porastom duzine trajanja ekstrakcije moze se
uociti porast koncentracije identifikovanih supstanci, $to je takode u saglasnosti sa slicnim
radovima (Lapornik B, 2005).

Kiseline, poput hlorogenske, p-hidroksibenzoeve, kafene, vanilinske, ferulne, rozmarinske
i cimetne, kao i rutin, kvercetin i naringenin su identifikovani u razli¢itim koncentracijama u
pripremljenim ekstraktima bosiljka. U tabeli 9 su prikazani detalji uslova ekstrakcije koji su dali
ekstrakte sa najve¢im sadrzajem odgovarajue komponente nakon izvrSene analize ekstrakata
visokoefikasnom te¢nom hromatografijom i obradom dobijenih vrednosti uz pomo¢ odgovarajuc¢ih
standarda. Kako je prikazano u tabeli 9, sadrzaj hlorogenske kiseline je bio najveci u ekstraktu

bosiljka stepena usitnjenosti 0,3 mm dobijenog nakon 30 minuta ekstrakcijom 50% etanolom i
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iznosio je 0,069 mg/g suvog ekstrakta. Sadrzaj p-hidroksibenzoeve kiseline bio je najveéi u
ekstraktu dobijenom nakon 30 minuta ekstrakcijom 40% etanolom i iznosio je
0,046 mg/g SE (sito 0,3). Kafena kiselina je najveCu koncentraciju imala u ekstraktu
pripremljenom kao infuz u trajanju od 10 minuta (sito 0,3), a koncentracija joj je iznosila
0,096 mg/g SE. Vanilinska kiselina je izolovana u koncentraciji od 0,052 mg/g SE u maceratu
dobijenom maceracijom vodom u prisustvu svetlosti u trajanju od 10 minuta, sito 0,3. Maksimalne
koncentracije rutina (0,745 mg/g SE) su dobijene u ekstraktu pripremljenom maceracijom 48
Casova 40% etanolom (sito 0,3). Ferulna kiselina je u najvecoj meri izolovana iz ekstrakta koji je
pripremljen maceracijom bosiljka 50% etanolom 30 minuta (sito 0,3), a koncentracija je iznosila
0,162 mg/g SE. Koncentracija rozmarinske Kiseline od 0,253 mg/g SE zabelezena je u ekstraktu
dobijenom nakon 10 min uz upotrebu 50% ectanola kao rastvaraca, stepena usitnjenosti 2 mm.
Maksimalna koncentracija cimetne kiseline (0,183 mg/g SE) dobijena je u uzorku pripremljenom
kao infuz nakon 10 minuta (sito 0,3), dok su maksimalne koncentracije kvercetina (0,466 mg/g
SE) i naringenina (0,215 mg/g SE) dobijene analizom ekstrakata pripremljenih nakon ekstrakcije

vodom u prisustvu svetlosti u trajanju od 24h, stepena usitnjenosti 0,3 mm.

Tabela 9. Detalji ekstrakcionih uslova za ekstrakte sa maksimalnim koncentracijama

fenolnih jedinjenja

Maksimalna DuzZina
Jedinjenje koncentracija Rastvarac trajanja Sito
(mg/g SE) ekstrakcije

Hlorogenska kiselina 0,096 50% EtOH 30 minuta 0,3

p-hidroksi benzoeva 0,046 40% EtOH 30 minuta | 0.3
kiselina

Kafena kiselina 0,096 infuz 10 minuta 0,3

- _— Voda u prisustvu .

Vanilinska kiselina 0,052 svetlosti 10 minuta 0,3

Rutin 0,745 40% EtOH 48 h 0,3

Ferulna kiselina 0,162 50% EtOH 30 minuta 0,3

Rozmarinska 0,253 50 % EtOH 10 minuta 2

kiselina

Kvercetin 0,466 Voda u prisustvu 24 h 0.3

svetlosti
Cimetna kiselina 0,183 infuz 10 minuta 0,3
. . Voda u prisustvu
Naringenin 0,215 svetlosti 24 h 0,3
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Dominantna fenolna kiselina koja je odredena u ekstraktima dobijenim u ovom ogledu je
rozmarinska kiselina, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim u drugim studijama. Rozmarinska
kiselina je takode glavna komponenta i kod drugih predstavnika porodice Lamiaceae kao $to su
origano, ruzmarin, menta, zalfija i majoran (Lee J, 2009).

Od fenolnih kiselina, u drugim radovima, su izolovane jo$ cimetna, ferulna, kafena,
hidroksi benzoeva i vanilinska, $to se podudara sa naSim rezultatima. Rozmarinsku Kiselinu
karakteriSe snazno antioksidativno delovanje, a ferulnu potencijalno preventivno delovanje protiv
tumora debelog creva (Javanmardi J, 2002; Lee J, 2009; Loughrin JH, 2001; Mastaneh M, 2014).

Studija sprovedena na hemijskoj karakterizaciji ekstrakta bosiljka pokazala je pored
fenolnih komponenti odredenih u ovom radu i prisustvo protokatehinske, litospermi¢ne,
siringinske, p-kumarinske kiseline, katehina, eugenola, epirosmanola, karvakrola i drugih fenolnih
i flavonoidnih jedinjenja (Nijeveldt RJ, 2001). Ovo se moze objasniti osetljivos¢u koris¢enog
uredaja za detekciju 1 kvantifikaciju pomenutih jedinjenja (GC/MS).

Koncentracije flavonoidnih komponenata u dobijenim ekstraktima ovog istrazivanja su
pokazivale vise vrednosti u odnosu na studiju sprovedenu u SAD (Loughrin JH, 2001). Ovakvi
rezultati se objasnjavaju Cinjenicom da Su autori zbog nacina susenja samog biljnog materijala
izgubili mnogo kompleksnih fenola pa za naredna istrazivanja preporucuju koris¢enje
liofilizovanog ili svezeg biljnog materijala.

Uzimajuéi u obzir strukturu fenolnih jedinjenja, njihovu polarnost, kao i vrednosti iz
tabele 9 moze se konstatovati da priprema infuza, odnosno upotreba vode kao rastvaracéa i upotreba
razblazenih etanolnih rastvora predstavlja najbolji rastvara¢ za njihovu ekstrakciju.

Studija sprovedena na hemijskoj karakterizaciji ekstrakta bosiljka pokazala je pored
fenolnih komponenti odredenih u ovom radu, i1 prisustvo protokatehinske kiseline, katehina,
eugenola, epirosmanola, karvakrola i drugih fenolnih i flavonoidnih jedinjenja (Nijeveldt RJ,
2001). Ovo se moZe objasniti osetljivos¢u koriS¢enog uredaja za detekciju i1 kvantifikaciju
pomenutih jedinjenja (GC/MS).

Na grafikonima 44 i 45 prikazan je hemijski sastav ekstrakata dobijenih ekstrakcijom

nepolarnim rastvara¢ima u trajanju od 10 i 30 minuta.
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Hemijski sastav nepolarnih ekstrakata (mg/g SE), sito 0,3
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Grafikon 44. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ekstrakcijom nepolarnim

rastvaracima (mg/g SE), sito 0,3

Hemijski sastav nepolarnih ekstrakata (mg/g SE), sito 2

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2 I
0.1 I
0 I mE mll I | | | -
Metilen-hlorid, 10  Metilen-hlorid, 30  Hloroform, 10 min  Hloroform, 30 Heksan, 10 min Heksan, 30 min
min min min
m hlorogenska kiselina m p-hid.benzoeva kiselina kafena kiselina m vanilinska kiselina
® rutin ferulna kiselina m rozmarinska kiselina m kvercetin
H cimetna kiselina m naringenin

Grafikon 45. Hemijski sastav ekstrakata bosiljka dobijenih ekstrakcijom nepolarnim

rastvaracima (mg/g SE), sito 2

Hemijskom karakterizacijom ekstrakata bosiljka dobijenih ekstrakcijom nepolarnim
rastvaracima je utvrdeno da se u uzorcima stepena usitnjenosti 0,3 mm ekstrahovanim 10 minuta
dihlormetanom nalaze hlorogenska, vanilinska, ferulna, cimetna kiselina i naringenin, a u
uzorcima ekstrahovanim 30 minuta hlorogenska, ferulna, rozmarinska kiselina i naringenin. U
hloroformskim uzorcima, stepena usitnjenosti 0,3 mm ekstrahovanim 10 minuta nalaze se

hlorogenska, p-hidroksibenzoeva, kafena, cimetna, rozmarinska Kkiselina i kvercetin, a u
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ekstraktima dobijenim ekstrakcijom 30 minuta detektovani su kvercetin i naringenin. U
ekstraktima heksana, stepena usitnjenosti 0,3 mm, ekstrahovanim 10 minuta detektovane su
vanilinska, ferulna, rozmarinska, cimetna kiselina, rutin, kvercetin i naringenin, a ekstrahovanim
30 minuta p-hidroksibenzoeva, vanilinska, ferulna, rozmarinska, cimetna kiselina i kvercetin.

U ekstraktima stepena usitnjenosti 2 mm su dobijeni drugaciji rezultati. Nakon ekstrakcije
dihlormetanom u trajanju od 10 minuta detektovane su kafena, vanilinska i ferulna kiselina, a
nakon 30 minuta kafena, vanilinska kiselina i rutin. U hloroformskim ekstraktima od 10 minuta
detektovane su hlorogenska, p-hidroksibenzoeva i kafena kiselina, a od 30 minuta hlorogenska, p-
hidroksi benzoeva i ferulna kiselina. Ekstrakcijom pomocu heksana nakon 10 minuta dobijen je
ekstrakt koji je sadrzao hlorogensku, p-hidroksibenzoevu, ferulnu kiselinu i naringenin, a
ekstrakcijom u trajanju od 30 minuta ekstrakt koji je sadrzao hlorogensku, p-hidroksibenzoevu,
rozmarinsku kiselinu i naringenin.

Odredene fenolne komponente (fenolne kiseline i1 flavonoidi) u ispitivanim ekstraktima
bosiljka u naSem istrazivanju u skladu su sa literaturom (Jayasinghe C, 2003). Takode, dominantna
fenolna kiselina kvantifikovana u ekstraktima je rozmarinska $to je u saglasnosti sa slicnim

istrazivanjem (Lee J, 2009).
5.2. In vivo ispitivanja
5.2.1. Vrednosti telesne mase

Tabela 10. Vrednosti telesne mase na pocetku tretmana ((g), X £ SD) u kontrolnim i

eksperimentalnim grupama

grupa kontrola aloksan
fizioloSki 258+202 263,33+15,87
bosiljak 253,33+16,61* 248,83+20,09
MKH 228,5+28,89 232,5+£15,72
bosiljak + MKH 229,33+17,15  253,83+15,39
bosiljak (mikro) 214+13,83 241+40,37

bosiljak + MKH (mikro) 233,33+17,47  229,5+33,96

@p<0,01 u odnosu na grupu kontola tretiranu bosiljkom (mikro)
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Nakon rasporedivanja zivotinja u kontrolne 1 eksperimentalne grupe metodom slucajnog
izbora, pre pocetka tretmana, nije postojala statisticki znacajna razlika telesne mase izmedu grupa
laboratorijskih Zivotinja, osim izmedu grupa kontrole tretirane fizioloSkim rastvorom i ekstraktom
bosiljka u odnosu na kontrolu tretiranu bosiljkom u obliku mikrovezikula (tabela 10). Ova razlika
moze biti objasnjena ¢injenicom da su zivotinje bile preuzimane u razlic¢itom periodu godine, kao
i da su razli¢ito tretirane pre dolaska na Katedru za farmakologiju, toksikologiju i klinicku
farmakologiju. Priblizno jednaka masa zivotinja pre tretmana je pogodovala optimalnom

izvodenju ogleda.

Tabela 11. Vrednosti telesne mase na kraju sedmodnevnog tretmana ((g), x = SD) u kontrolnim i

eksperimentalnim grupama

grupa kontrola aloksan

fizioloski 287,33+15,24*  275,5+30,66
bosiljak 280,33+13,57°  253,5+20,46
MKH 281,5+35,57 234,67+29,1
bosiljak + MKH 280,67+£19,57  257,67+16,28
bosiljak (mikro) 266+16,15 210,6+38,28°¢
bosiljak + MKH (mikro) 233,33+17,47  228,5+53,66

@ < 0,05 — u odnosu na grupu aloksan tretiranu bosiljkom
bp < 0,01 — u odnosu na grupu aloksan tretiranu bosiljkom
°p < 0,05 u odnosu na grupu aloksan tretiranu fizioloskim

Na kraju tretmana, telesna masa zivotinja koje su nakon primene aloksana tretirane
vodenim ekstraktom bosiljka bila je znacajno manja u odnosu na telesnu masu kontrolne grupe
zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom (p < 0,05) i zivotinja tretiranih samo vodenim ekstraktom
bosiljka (p < 0,01) (tabela 11). Kod grupe Zivotinja koje su nakon aloksana tretirane bosiljkom,
doslo je do znacajno manjeg porasta telesne mase u odnosu na kontrolu (p < 0,05) i grupu tretiranu
samo ekstraktom bosiljka (p < 0,01). Kod Zivotinja tretiranih aloksanom doslo je do razaranja
pankreasa, te je izazvan aloksanski insulin zavisni dijabetes i smanjen nivo insulina. Insulin koji
je zaduZen da transportuje glukozu do ¢elija to ne moze da uradi, pa organizam Koristi druge izvore
energije. Posto je insulin snazan anaboli¢ki hormon, u uslovima njegovog nedostatka dolazi do
povecanog katabolizma proteina i masti (Saltiel AR, 2001). Pored toga glukagon i adrenalin

dodatno povecavaju katabolizam proteina i masti i time se obja$njava gubitak telesne mase. Osim
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kod grupe tretirane aloksanom i bosiljkom u obliku mikrovezikula, u svim drugim grupama

ekstrakt bosiljka je spre€io statisticki znacajno snizenje telesne mase u odnosu na kontrolu.

Tabela 12. Vrednosti promene telesne mase pre i posle sedmodnevnog tretmana (x + SD) u

kontrolnim i eksperimentalnim grupama

grupa kontrola aloksan
fizioloski 29,33+13,66°¢  19,17+8,18
bosiljak 26,95+6,1°¢ 9+8,02
MKH 538,22 2,17+28,36
bosiljak + MKH 51,3345,24 3,83+7,41
bosiljak (mikro) 52+4,6 -30,8+7,98?
bosiljak + MKH (mikro) 40£14,79 -1+33,66

ap<0,05 u odnosu na sve ostale grupe
bp<0,01 u odnosu na grupu kontrolu tretiranu MKH, bosiljak + MKH, bosiljak (mikro)
p<0,01 u odnosu na grupu aloksan tretiranu bosiljkom

Tretman eksperimentalnih zivotinja prooksidativnim supstancama, u koje spada i aloksan,
dovodi do znacajne promene njihove telesne mase (Stilinovi¢ N, 2013). U nasem ispitivanju, ako
se uporede pocetne i kranje vrednosti telesnih masa, zapaza se njihov porast u skoro svim grupama
Zivotinja (tabela 12). Medutim, kod grupa zivotinja koje su primile aloksan, porast telesne mase
je bio statisti¢ki znacajno nizi u odnosu na kontrolu tretiranu fizioloskim rastvorom i grupu
tretiranu bosiljkom. Dobijeni rezultati su u skladu sa podacima u literaturi, po kojima ekstrakti
bosiljka ispoljavajuéi antioksidativno delovanje, spre¢avaju nastanak metabolic¢kih poremecaja, a
time i promenu telesne mase, usled delovanja prooksidativnih agenasa (Vidovi¢ SS, 2012, Arfa
MM, 2008).
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Tabela 13. Odnos mase nakon sedmodnevnog ogleda i mase jetre u kontrolnim i

eksperimentalnim grupama

grupa kontrola aloksan

fizioloski 26,78+2,72  29,2+3,27%
bosiljak 26,95+1,54  25,18+3,1
MKH 26,68+1,38  24,66+1,71
bosiljak + MKH 27,69+2,35 24,16+1,35
bosiljak (mikro) 25,85+1,8 24,65+2,26
bosiljak + MKH (mikro) 26,55+1,14  26,66+5,22

2p<0,01 u odnosu na grupu sve ostale grupe tretirane aloksanom

Kod Zivotinja tretiranih prooksidativnim supstancama doslo je do promene odnosa mase
jetre i telesne mase zbog toksi¢nog ostecenja jetre (tabela 13). U ovom istrazivanju, kod grupa
zivotinja pracen je odnos telesne mase i mase jetre na kraju tretmana, pri ¢emu je uocena znacajna
razlika odnosa pomenutih parametara kod grupe aloksan tretirane fizioloskim rastvorom u odnosu
na sve ostale grupe aloksan. Ova razlika ukazuje na mogucu hepatotoksi¢nost kod grupe koja nije
dobijala ekstrakt bosiljka, ¢ime se pokazuje protektivno delovanje ekstrakta bosiljka. 1zostanak
makroskopskih promena jetre kod ostalih grupa tj. promene njene mase u odnosu na ukupnu masu
Zivotinja se objasSnjava selektivnim toksi¢nim efektom aloksana na beta celije endokrinog

pankreasa, dok se toksi¢no delovanje na ostalim tkivima ne ispoljava u zna¢ajnijem obimu (Lenzen

S, 2008; Szkudelski T, 2001; Etuk EU, 2010).
5.2.2. Vrednosti glikemije

U tabeli 14 su prikazane vrednosti glikemije (SUK) kod normoglikemiénih Zivotinja,
(mmol/l, x £ SD), pre i nakon sedmodnevnog peroralnog tretmana fizioloskim rastvorom, 1 ml/kg,
vodenim ekstraktom bosiljka, 200 mg/kg, natrijumove soli monoketoholne kiseline, 4 mg/kg,
kombinacije bosiljka i natrijumove soli monoketoholne kiseline primenjenih u pomenutim
dozama, vodenim ekstraktom bosiljka u formulaciji mikrovezikula i kombinacije bosiljka i

natrijumove soli monoketoholne kiseline u formulaciji mikrovezikula.
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Tabela 14. Vrednosti glikemije kod normoglikemicnih Zivotinja, (mmol/l, X £ SD), pre i nakon

sedmodnevnog tretmana

grupa SUK pre SUK posle
fizioloski 4,8+0,38 5,37+0,72
bosiljak 5,42+0,5 4,9+0,48%
MKH 6,18+0,29 5,92+0,21
bosiljak + MKH 6,72+0,79 6,02+0,31°
bosiljak (mikro) 5,97+0,42 6,37+0,58

bosiljak + MKH (mikro) 6,93+0,99 6,48+0,28

ap<0,05 u odnosu na vrednosti pre tretmana

Nakon sedmodnevnog tretmana normoglikemi¢nih Zivotinja vodenim ekstraktom bosiljka
i kombinacije ekstrakta bosiljka i monoketoholne kiseline, doslo je do statisticki znacajnog
smanjenja nivoa glukoze u krvi u odnosu na glikemiju pre tretmana. Prema rezultatima drugih
autora, vodeni ekstrakt bosiljka moze brzo i1 trenutno da smanji glikemiju normoglikemic¢nih
pacova, ali to ne ostavlja dugorocne posledice na glikemiju. Razlog ovome su o¢uvani regulatorni
mehanizmi normoglikemicnih zivotinja, pre svega, smanjena potroSnja glukoze i stimulacija
glukoneogeneze u jetri (Gerich JE, 1988). Ekstrakt bosiljka je ipak u kombinaciji sa Zu¢nom
kiselinom ispoljio antihiperglikemijski efekat cak 1 kod normoglikemi¢nih Zivotinja.

U tabeli 15 su prikazane vrednosti glikemije kod dijabeti¢nih Zivotinja, (mmol/l, X + SD),
pre 1 nakon sedmodnevnog peroralnog tretmana fizioloskim rastvorom, 1 ml/kg, vodenim
ekstraktom bosiljka, 200 mg/kg, natrijumove soli monoketoholne kiseline, 4 mg/kg, kombinacije
bosiljka i natrijumove soli monoketoholne kiseline primenjenih u pomenutim dozama, vodenim
ekstraktom bosiljka u formulaciji mikrovezikula i kombinacije bosiljka i natrijumove soli

monoketoholne kiseline u formulaciji mikrovezikula.
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Tabela 15. Vrednosti glikemije kod dijabeticnih Zivotinja, (mmol/l, X £ SD), pre i nakon

sedmodnevnog tretmana

grupa SUK pre SUK posle

fizioloski 25,07+6,67 17,93+11,19
bosiljak 26+5,55 15,43+4,652
MKH 30,6820,67  19,50%8,55°
bosiljak+MKH 30,6837  550+1,04%°
bosiljak(mikro) 31,84+1,77 23,64+3,84°

bosiljak+MKH(mikro) — 33,45:7,45  14,23+12,87°

@p<0,01 u odnosu na vrednosti pre tretmana
bp<0,01 u odnosu na kontrolu i grupe bosiljak, MKH, bosiljak (mikro)
°p<0,05 u odnosu na vrednosti pre tretmana

U ovom istrazivanju, za indukciju hiperglikemije kod laboratorijskih Zivotinja je korisé¢en
aloksan. Aloksan je veoma nestabilna hidrofilna supstanca, sa kratkim poluvremenom trajanja (1,5
minuta) i strukturno je veoma sli¢an glukozi. Vezuje se za GLUT2 glukozne transportere koji se
nalaze na povrSini beta Celija pankreasa i1 ulazi u iste, gde stvaranjem reaktivnih vrsta kiseonika
dovodi do njihovih oste¢enja. Ovo osSteéenje je selektivno, jer aloksan oStec¢uje samo beta Celije
Langerhans-ovih ostrvaca, dok druge ostaju netaknute. Smrt beta ¢elija koju izaziva aloksan je po
tipu nekroze, za razliku od smrti beta ¢elija koja nastaje kod obolelih od dijabetes melitusa tipa I,
gde je ona po tipu apoptoze, tako da se ovaj tip dijabetesa naziva aloksanski dijabetes (Lenzen S,
2008; Szkodelski, 2001; Etuk EU, 2010).

Ne postoji statisticki znacajna razlika koncentracije glukoze u krvi zivotinja sa aloksanom
izazvanom hiperglikemijom pre i posle sedmodnevne primene fizioloskog rastvora. Sedmodnevni
tretman vodenim ekstraktom bosiljka, natrijumovom soli monoketoholne kiseline, kombinacijom
natrijumove soli monoketoholne kiseline i vodenog ekstrakta bosiljka, kao i kombinacije ekstrakta
bosiljka i monoketoholne kiseline u farmaceutskoj formulaciji doveo je do statisti¢ki znac¢ajnog
smanjenja koncentracije glukoze u krvi Zivotinja sa aloksanom izazvanom hiperglikemijom u
odnosu na vrednosti pre tretmana (p<0,01), $to ukazuje da bosiljak poseduje hipoglikemijsko i
antihiperglikemijsko dejstvo. Nakon sedmodnevne primene ekstrakta bosiljka u formulaciji
mikrovezikula doslo je do statisticki znacajnog smanjenja glikemije u odnosu na vrednosti pre

tretmana, sa statistiCkom znacajnoscu p<0,05.
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Kod grupe hiperglikemi¢nih Zivotinja tretiranih kombinacijom natrijumove soli
monoketoholne kiseline 1 vodenog ekstrakta bosiljka, koncentracija glukoze u krvi je statisticki
znacajno niza kako u odnosu na kontrolu, tako i u poredenju sa grupama hiperglikemic¢nih zivotinja
koje su tretirane samo ekstraktom bosiljka ili samo monoketoholnom kiselinom (p<0,01). Na
osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da ekstrakt bosiljka i monoketoholna kiselina
ispoljavaju sinergisticki hipoglikemijski i antihiperglikemijski efekat.

Kod dijabeti¢nih zivotinja, nakon sedmodnevnog tretmana vodenim ekstraktom bosiljka,
doslo je do statisticki znacajnog smanjenja vrednosti glikemije. Dobijeni rezultati se podudaraju
sa podacima drugih studija u kojima je bosiljak ispoljio hipoglikemijsko i antihiperglikemijsko
delovanje (Zeggwagh NA, 2007). Prema literaturnim navodima, antihiperglikemijsko delovanje
ekstrakta bosiljka je posledica inhibicije aktivnosti a-amilaze i a-glukozidaze, zbog Cega se
usporava resorpcija glukoze iz intestinalnog trakta i spreCava nastanak postprandijalne
hiperglikemije (EI-Beshbisy HA, 2012), kao i delovanja na ¢elije ciljnih tkiva insulina, na kojima
bosiljak potencira preuzimanje glukoze iz krvi, identi¢no delovanju bigvanida i tiazolidindiona
(Broadhurst CL, 2000).

Brojna ispitivanja ukazuju da i zuéne kiseline imaju uticaj na metabolizam glukoze i da
ostvaruju hipoglikemijsko i antihiperglikemijsko delovanje. Zué¢ne kiseline inhibi$u transkripciju
gena neophodnih za sintezu enzima fosfoenolpiruvat karboksikinaze, klju¢nog u procesu hepaticke
glukoneogeneze. Time se otvaraju nova podrudja istrazivanja supstanci znacajnih za regulisanje
homeostaze glukoze kod obolelih od dijabetesa (De Fabiani E, 2004).

S obzirom da preparati bosiljka svoj uticaj na glikoregulaciju ispoljavaju prvenstveno
povecanjem iskoristljivosti glukoze u perifernim tkivima i da pri tome ne optere¢uju endokrini
pankreas, potrebno je u daljim ispitivanjima utvrditi njihovu efikasnost, kao pomo¢nih lekovitih

preparata kod pacijenata obolelih od tipa Il dijabetesa.
5.2.3. OGT test

U tabeli 16 su prikazane vrednosti testa oralnog opterecenja glukozom (OGT test, mmol/l,
X += SD) kod normoglikemi¢nih Zivotinja posle sedmodnevnog tretmana per 0s, fizioloskim

rastvorom (1 ml/kg) i vodenim ekstraktom bosiljka, 200 mg/kg.
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Tabela 16. Vrednosti testa oralnog opterec¢enja glukozom (OGT test, mmol/l, X = SD)

grupa glikemija pre OGT glikemija posle
test OGT test

fizioloski + glukoza 6,18 +£ 0,29 7,65+ 0,46

bosiljak + glukoza 6,72+ 0,79 7,18 +0,39

Posle testa oralnog opterecenja glukozom, vrednosti glikemije kod grupe tretirane vodenim
ekstraktom bosiljka su bile nize u odnosu na kontrolu, ali postignuta razlika nije bila statisticki
znacajna. Predtretman vodenim ekstraktom bosiljka nije izazvao statisticki znacajne promene
koncentracije glukoze u krvi nakon testa oralnog podnosenja glukoze u poredenju sa kontrolnom

grupom.
5.2.4. Lipidni status

U tabeli 17 su predstavljene koncentracije triglicerida, ukupnog holesterola, HDL i LDL
holesterola (mmol/l, X + SD) i indeks ateroskleroze u serumu normoglikemi¢nih i Zivotinja sa
aloksanom izazvanom hiperglikemijom, nakon sedmodnevnog per 0s tretmana fizioloSkim

rastvorom, 1 ml/kg i ekstraktom bosiljka 200 mg/kg.

Tabela 17. Lipidni status u serumu normoglikemicnih i dijebeticnih Zivotinja, nakon

sedmodnevnog per os tretmana fizioloskim rastvorom i ekstraktom bosiljka

ukupni indeks
grupa TGC holesterol HDL LDL ateroskleroze
fizioloski 0,56+0,14 1,17+0,2 0,7+0,14 0,2+0,09 0,28+0,07
bosiljak 0,5+0,09 1,04+0,3 0,6+0,19 0,2+0,11 0,35+0,05

aloksan+fizioloski 0,89+0,99 0,96+0,197 0,56+0,15 0,34+0,212 0,45+0,32

aloksan+bosiljak 0,56+0,173 1,07+0,553 0,585+0,319 0,25+0,234 0,367+0,163

Ne postoji znacajna razlika koncentracije TGC, ukupnog holesterola, HDL i LDL

holesterola i indeksa ateroskleroze izmedu normoglikemi¢nih Zivotinja i1 zZivotinja sa aloksanom
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izazvanom hiperglikemijom koje su bile tretirane samo fiziolo§kim rastvorom i samo ekstraktom
bosiljka.

U tabeli 18 su prikazane koncentracije triglicerida, ukupnog holesterola, HDL i LDL
holesterola (mmol/l, x + SD) i indeks ateroskleroze u serumu normoglikemi¢nih zivotinja nakon
sedmodnevnog per 0s tretmana fizioloskim rastvorom, 1 ml/kg, vodenim ekstraktom bosiljka,
200 mg/kg, natrijumove soli monoketoholne kiseline, 4 mg/kg, kombinacije bosiljka i natrijumove
soli monoketoholne kiseline primenjenih u pomenutim dozama, vodenim ekstraktom bosiljka u
formulaciji mikrovezikula i kombinacije bosiljka i natrijumove soli monoketoholne kiseline u

formulaciji mikrovezikula.

Tabela 18. Koncentracija triglicerida, ukupnog holesterola, HDL i LDL holesterola (mmol/l, x +

SD) i indeks ateroskleroze u serumu normoglikemicnih Zivotinja

grupa TGC oloserol HDL LDL storock

fiziologki 0,56+0,14  1,16+0,19  0,7+0,14 0,2#0,08  0,28+0,07
bosiljak 0,50+0,09  1,03#0,30  0,59+0,19 0,240,1  0,35+0,05
MKH 0,63+0,14  1,77+0,28°  0,94+0,15%¢  0,56+0,12¢  0,58+0,07"
bosiljak + MKH 0,65+0,10  1,87+0,19° 0,99+0,08°¢ 0,56+0,11¢ 0,58+0,11
bosiljak (mikro) 0,640,175 1,63+0,371° 0,89+0,213% 0,43+0,151° 0,48+0,075
bosiljak + MKH (mikro) 0,31+0,106* 1,25+0,137 0,7+0,086 0,440,119  0,57+0,137

ap<0,05 u odnosu na sve ostale grupe TGC

bp<0,01 u odnosu na grupu fiziologki, bosiljak i bosiljak + MKH (mikro)
p<0,01 u odnosu na grupu fizioloski

dp<0,01 u odnosu na grupu bosiljak i bosiljak + MKH (miko)

p<0,01 u odnosu na fizioloski i bosiljak

fp<0,01 u odnosu na grupu fiziologki i bosiljak

Primena vodenog ekstrakta bosiljka kod normoglikemiénih zivotinja nije dovela do
statisticki znacajnih promena lipidnog statusa u poredenju sa kontrolom (tretmanom fizioloSkim
rastvorom). Medutim, ekstrakt bosiljka primenjen u obliku mikrovezikula, doveo je do statisticki
znacajnog porasta nivoa ukupnog i LDL holesterola normoglikemi¢nih Zivotinja, dok se
koncentracija HDL holesterola i indeks ateroskleroze nisu znacajnije razlikovali u odnosu na

normoglikemicne zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom.
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Primena kombinacije ekstrakta bosiljka i monoketoholne kiseline u obliku mikrovezikula
je dovela do statisticki znacajnog snizenja koncentracije triglicerida u odnosu na sve ostale grupe
normoglikemicnih zivotinja (p<0,05).

Kod grupe normoglikemi¢nih zivotinja tretiranih natrijumovom soli monoketoholne
kiseline, koncentracije ukupnog, LDL i HDL holesterola, kao i indeks ateroskleroze, bili su
znacajno povecani u poredenju sa tretmanom fizioloskim rastvorom.

Koncentracija ukupnog holesterola je bila statisticki znacajno vi$a u grupama tretiranim
monoketoholnom kiselinom, kombinacijom ekstrakta bosiljka i monoketoholne kiseline i
bosiljkom u obliku mikrovezikula u odnosu na kontrolu i grupe tretirane ekstraktom bosiljka i
ekstraktom bosiljka i monoketoholnom kiselinom u obliku mikrovezikula (p<0,01).

U serumu normoglikemi¢nih Zivotinja, koncentracija HDL holesterola je statisticki
znacajno visa u grupama tretiranim monoketoholnom kiselinom, kombinacijom ekstrakta bosiljka
i monoketoholne Kiseline i bosiljkom u obliku mikrovezikula u odnosu na kontrolu i grupe tretirane
ekstraktom bosiljka i ekstraktom bosiljka i monoketoholnom kiselinom u obliku mikrovezikula
(p<0,01). To ukazuje na protektivno dejstvo ekstrakta bosiljka i soli Zzu¢ne kiseline, kao i njihove
kombinacije.

Statisti¢ki znaéajno niza koncentracija LDL holesterola je postignuta nakon tretmana
ekstraktom bosiljka (p<0,01) u odnosu na kontrolu i ostale eksperimentalne grupe, $to ukazuje na
hipolipidemijsko dejstvo bosiljka ¢ak i kod normoglikemi¢nih Zivotinja.

Indeks ateroskleroze je statisticki znacajno viSi u grupama tretiranim monoketoholnom
kiselinom i kombinacijom ekstrakta bosiljka i monoketoholne kiseline u odnosu na kontrolu i

grupu tretiranu ekstraktom bosiljka, p<0,01.
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Tabela 19. Koncentracija triglicerida, ukupnog holesterola, HDL i LDL holesterola (mmol/l,

X + 8D) i indeks ateroskleroze u serumu dijabeticnih Zivotinja

grupa TSC e HDL LDL torockl
fiziologki 0,89+0,99 0,96+0,197 0,56+0,15 0,34+0,212  0,45+0,32
bosiljak 0,55¢0,17% 1,07#055 0,58+0,31  0,25£0,23  0,36+0,16
MKH 1,06£0,35 2,01+0,3® 1,11+0,15° 0,41+0,27  0,360,19
bosiljak+MKH 0,54+0,10° 2,20+0,29° 1,18+0,18° 0,75+0,13"¢ 0,65+0,05
bosiljak(mikro) 0,48+0,416 1,56+0,437 0,950,257 0,41%0,206 0,420,179

bosiljak+MKH(mikro) 5540345 1,65+0,646 0,94+0,366° 048+0,127 0,540,115

2p<0,05 u odnosu na grupu fizioloski

bp<0,01 u odnosu na grupu tretiranu fiziologkim rastvorom i bosiljkom
p<0,01 u odnosu na grupu tretiranu bosiljkom

dp<0,01 u odnosu na grupu tretiranu MKH

Kod zivotinja sa aloksanom izazvanom hiperglikemijom koje su nakon toga tretirane 7
dana vodenim ekstraktom bosiljka i kombinacijom ekstrakta bosiljka i monoketoholne kiseline,
koncentracija triglicerida je statisticki znacajno niza u odnosu na kontrolu, p<0,05 (tabela 19).

Koncentracija ukupnog holesterola je statisticki znacajno visa kod dijabeti¢nih Zivotinja
tretiranih monoketoholnom kiselinom i ekstraktom bosiljka u kombinaciji sa monoketoholnom
kiselinom, kako u odnosu na kontrolu, tako i u odnosu na grupu tretiranu samo ekstraktom bosiljka,
p<0,01.

Koncentracija HDL holesterola je statisticki znacajno visa kod dijabeti¢nih Zivotinja
tretiranih monoketoholnom kiselinom i ekstraktom bosiljka u kombinaciji sa monoketoholnom
kiselinom, u odnosu na kontrolu i u odnosu na grupu tretiranu samo ekstraktom bosiljka, p<0,01.
Takode, uocena je statisticki visa koncentracija HDL frakcije kod dijabeti¢nih zivotinja tretiranih
bosiljkom u obliku mikrovezikula i bosiljkom u kombinaciji sa natrijumovom soli zuéne kiseline
u obliku mikrovezikula u odnosu na grupu tretiranu samo ekstraktom bosiljka, p<0,01.

Najniza vrednost LDL holesterola kod dijabeti¢nih Zivotinja je izmerena u grupi tretiranoj
vodenim ekstraktom bosiljka. Kod grupe tretirane kombinacijom monoketoholne Kkiseline i
ekstrakta bosiljka, koncentracija LDL holesterola je statisticki znacajno viSa u odnosu na kontrolu,

kao i na grupe tretirane samim ekstraktom bosiljka i samom monoketoholnom kiselinom, p<0,01.
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Ne postoji statisticki znacajna razlika indeksa ateroskleroze izmedu kontrolne i
eksperimentalnih grupa zivotinja sa aloksanom izazvanom hiperglikemijom.

Tretman eksperimentalnih zivotinja prooksidativnim supstancama, u koje spada i aloksan,
dovodi do znacajne promene ne samo metabolizma glukoze, nego i do poremecaja koncentracije
lipida u serumu (Stilinovi¢ N, 2013). I u naSem istrazivanju, primena aloksana je dovela do
znacajnog povecanja indeksa ateroskleroze kod dijabeticnih u odnosu na normoglikemicne
eksperimentalne Zivotinje.

U ovoj studiji, pojedinacni tretman vodenim ekstraktom bosiljka, samog i u formulaciji
mikrovezikula, i monoketoholnom kiselinom je smanjio indeks ateroskleroze u grupi Zivotinja
sa aloksanom izazvanom hiperglikemijom, ali postignuta razlika nije bila statisti¢ki znacajna.
Tretman samim ekstraktom bosiljka i ekstraktom bosiljka u kombinaciji sa monoketoholnom
kiselinom kod dijabeti¢nih zivotinja, izazvao je znacajno snizenje koncentracije triglicerida i
povecanje vrednosti HDL holesterola. Dok je primena monoketoholne kiseline same ili u
kombinaciji sa bosiljkom, povecala vrednosti HDL, ali i ukupnog i LDL holesterola.

Vodeni ekstrakt bosiljka i ekstrakt bosiljka u kombinaciji sa monoketoholnom kiselinom
u formulaciji mikrovezikula su snizili vrednost triglicerida u poredenju sa kontrolom i povisili
vrednost HDL holesterola. Indeks ateroskleroze je snizen kod primene bosiljka u formulaciji
mikrovezikula.

Povoljan efekat vodenog ekstrakta bosiljka na lipidni status dijabeti¢nih Zivotinja se
objasnjava cinjenicom da fenolne komponente i flavonoidi bosiljka potenciraju klirens
holesterola izazivajué¢i ushodnu regulaciju LDL receptora kao i time da se primenom ekstrakta
bosiljka inhibise aktivnost hidroksi-metil-glutaril-CoA reduktaze, enzima od ¢ije aktivnosti u
najvecoj meri zavisi sinteza endogenog holesterola (Bursill CA, 2007; Jung UJ, 2006).

lako su i u literaturi i u nasoj studiji jasni rezultati povoljnog uticaja ekstrakta bosiljka i
zucnih kiselina na metabolizam glukoze, kao i rezultati ekstrakta bosiljka na lipidni status
zivotinja sa aloksanom izazvanim dijabetesom, dobijeni rezultati uticaja natrijumove soli
monoketoholne kiseline na lipidni status ukazuju na neophodnost dodatnih ispitivanja i
endogenih i sintetskih derivata zu¢nih kiselina koja bi u potpunosti razjasnila njihov uticaj na

metabolizam lipida.
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5.3. EXx vivo ispitivanja

U sprovedenom istrazivanju, koris¢en je model oksidativnog stresa indukovanog
paracetamolom koji je posmatran ex vivo na uzorcima jetrenog tkiva eksperimentalnih Zivotinja.

Paracetamol (acetaminofen) je Sirom sveta upotrebljavan kao antipiretik i analgetik. U
prekomernim dozama dovodi do ostecenja jetre. Naime, paracetamol se metabolise u jetri putem
citohroma P450 sulfatacijom i glukuronidacijom, ali mali deo se metabolise u reaktivni metabolit,
N-acetil-p-benzokvinon imin (NAPQI), koji se kovalentno vezuje za proteine. Detoksikuje se
glutationom (GSH) u acetamiofen-GSH. Pri toksi¢énim dozama paracetamola, sadrzaj GSH u jetri
se znacajno smanjuje (i do 90%). Paracetamol se vezuje za cisteinske molekule u proteinima,
naroCito mitohondrijalnim, pri ¢emu se stvaraju reaktivne kiseoni¢ne vrste unutar mitohondrija,
dolazi do smanjenja adenozin trifosfata (ATP) 1 povecane propustljivosti membrane mitohondrija.
Nastaje oSteCenje membrane, otok 1 nekroza celije. Zahvaljujuéi prethodno obja$njenom
mehanizmu toksi¢nosti i ukljucivanja glutationa u proces detoksikacije, paracetamol se koristi za
izazivanje oSteéenja jetre, a to oSteCenje se procenjuje na osnovu aktivnosti enzima bitnih za
metabolizam jetrenog glutationa (Jaeschke H, 2002; Larson AM, 2007).

Pored paracetamola za istrazivanje hepatoprotektivnog i1 antioksidativnog potencijala
ispitivanih supstanci, postoje 1 modeli sa drugim hepatotoksi¢nim agensima, kao $to su ugljen-
tetrahlorid, etil-alkohol, tioacetamid, dimetil i dietil nitrozoamin i drugi. Prednost modela
paracetamola u odnosu na druge je to Sto su oStecenja jetre koja izaziva paracetamol u dobro
odmerenoj dozi blaZa, ali opet dovoljna da se eksperimentalno prate farmakoloski efekti
potencijalnih hepatoprotektiva. Kao §to je ranije navedeno, detoksikacija u modelu sa
paracetamolom primarno zavisi od metabolizma glutationa, te pracenje aktivnosti svih enzima koji
su povezani sa njegovim metabolizmom predstavlja veoma osetljiv pokazatelj antioksidativne
funkcije (Bhakuni GS, 2016).

U cilju analize antioksidativnog potencijala vodenog ekstrakta bosiljka u prevenciji i zastiti
od biohemijskih promena u jetri ispitivanih Zivotinja, indukovanih aloksanom i paracetamolom,
merene su koncentracije malondialdehida, aktivnost katalaze, glutation reduktaze, glutation

peroksidaze i glutation transferaze.

114



Branislava Teofilovi¢ Doktorska disertacija

5.3.1. Uticaj na oksidativno oStecenje lipida

Intenzitet lipidne peroksidacije je procenjivan indirektno, preko koncentracije
malondialdehida, koji je u ovom procesu sekundarni proizvod. MDA je glavni reaktivni aldehid
koji nastaje kao posledica peroksidacije bioloskih membrana koje sadrze polinezasi¢ene masne
kiseline (Ayala A, 2014; Buonocore G, 2010). Podaci o koncentracijama MDA se nalaze u tabeli
20.

Tabela 20. Intenzitet lipidne peroksidacije (nmol malondialdehida/mg proteina, X + SE; n=6)

kod Zivotinja tretiranih fizioloSkim rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fiziologki 0,082+0,010? 0,099+0,011° 0,383+0,030
bosiljak 0,090+0,005° 0,106+0,011° 0,277+0,0312

ap < 0,01 u odnosu na grupu paracetamol tretiranu fizioloskim
bp < 0,01 u odnosu na grupu paracetamol tretiranu ekstraktom

Koncentracija malondialdehida je statisticki znaCajno povecana kod grupe tretirane
toksicnom dozom paracetamola u odnosu na grupe normoglikemi¢nih i dijabeti¢nih Zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom (p<0,01). Koncentracija MDA je statisticki znacajno niza kod
grupe zivotinja koja je pre toksi¢ne doze paracetamola predtretirana vodenim ekstraktom bosiljka
(p<0,01). Dobijeni rezultati ukazuju da je vodeni rastvor bosiljka smanjio intenzitet lipidne
peroksidacije stimulisane paracetamolom, a to je i u skladu sa rezultatima drugih autora koji su
in vitro ispitivanjima potvrdili antioksidativno delovanje ekstrakta bosiljka (Kaurinovic B, 2011).

5.3.2. Aktivnost enzima antioksidativne zaStite

Uticaj ekstrakta bosiljka na antioksidativni status je pracen merenjem aktivnosti
antioksidativnih enzima u homogenatu jetre Zivotinja izloZenih oksidativnom stresu, primenom
toksicne doze paracetamola. Dobijeni rezultati su uporedeni sa aktivnostima antioksidativnih

enzima kontrolne grupe i grupe dijabeti¢nih zivotinja i prikazani su u tabelama 21-24.
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Tabela 21. Aktivnost katalaze (nmol/mg proteina x mint, X + SE; n=6) kod Zivotinja tretiranih

fizioloSkim rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fizioloski 32,08+2,65 21,39+3,21 33,30+4,53
bosiljak 28,84+3,35% 32,49+0,76% 52,66+3,39°

2p < 0,01 u odnosu na grupu paracetamol tretiranu ekstraktom
bp < 0,01 u odnosu na grupu paracetamol tretiranu fizioloskim

Katalaza, kao jedan od najznacajnijih enzima u zaStiti od oksidativnog stresa,
predominantno se nalazi u eritrocitima, zbog transporta kiseonika, i u jetri, zbog izrazitog aerobnog
metabolizma. Katalaza je enzim koji se isti¢e neobi¢no visokom Michaelis-ovom konstantom za
supstrat i u stanju je da ukloni velike koli¢ine vodonik-peroksida (H20z). Funkcija CAT je zastita
¢elijskih organela, pogotovo mitohondrija, koje su usled ¢elijskog disanja najugrozenije organele
(Chelikani P, 2004; Scandalios JG, 2005).

Tretman ekstraktom bosiljka je doveo do statisticki znacajno vece aktivnosti katalaze kod
grupe dijabeti¢nih zivotinja i grupe zivotinja koje su bile izloZene prooksidativnom delovanju
paracetamola u odnosu na tretman fizioloskim rastvorom, (p<0,01). Dobijeni rezultati ukazuju na
znacajan potencijal vodenog ekstrakta bosiljka u zastiti od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. 1 u
ispitivanju Dasgupta i saradnika, primena alkoholno-vodenog ekstrakta bosiljka je povecala
aktivnost katalaze i sprecila je kancerogeno i prooksidativno delovanje benzo(a)pirena i 7,12-

dimetil benzo(a)antracena kod Swiss albino miseva (Dasgupta T, 2004).

Tabela 22. Aktivnost glutation reduktaze (nmol/mg proteina x min, X + SE; n=6) kod Zivotinja

tretiranih fizioloskim rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fizioloski 0,190+0,038 0,299+0,132 0,241+0,074
bosiljak 0,630+0,098? 0,631+0,120° 0,564+0,085¢

@p < 0,05 u odnosu na grupu kontrola tretiranu fizioloskim
bp < 0,05 u odnosu na grupu aloksan tretiranu fizioloskim
¢p < 0,05 u odnosu na grupu paracetamol tretiranu fizioloskim

Glutation reduktaza predstavlja vazan enzim u ocuvanju integriteta i zaStite Celije,
prevodeci oksidovani glutation do redukovanog. Povecanje koncentracije ovog enzima ukazuje na

protektivno delovanje supstance koja je aplikovana (Ulusu NN, 2007).
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Vrednosti enzima glutation reduktaze su date u tabeli 22. Zapazeno je povecanje aktivnosti
enzima GR kod grupa tretiranih ekstraktom bosiljka u odnosu na poredbene grupe, tretirane
fizioloSkim rastvorom, sa statistickom znacajnos¢éu od p<0,05. Ovo povecanje ukazuje na

protektivni efekat ekstrakta bosiljka u slu¢aju oksidativnog stresa izazvanog paracetamolom.

Tabela 23. Aktivnost glutation transferaze (nmol/mg proteina x min, X + SE; n=6) kod Zivotinja

tretiranih fizioloskim rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fiziologki 0,253+0,034 0,163+0,052 0,353+0,096
bosiljak 0,456+0,142 0,589+0,165? 0,710+0,082°

ap < 0,05 u odnosu na grupu aloksan tretiranu fizioloskim
bp < 0,05 u odnosu na grupu paracetamol tretiranu fiziologkim

Povecanje glutation transferaze, kao vaznog enzima u procesima detoksikacije, omogucava
opisivanje ekstrakta bosiljka kao dobrog neutralizatora slobodnih radikala. U tabeli 23 se nalaze
vrednosti glutation transferaze. Nakon sedmodnevnog tretmana ekstraktom bosiljka, uocene su
povisene vrednosti enzima GST kod grupa aloksan i paracetamol u poredenju sa grupama
tretiranim fizioloskim rastvorom (p<0,05). Kod kontrole tretirane ekstraktom takode je zabelezen

porast aktivnosti enzima, ali bez statisticke znacajnosti.

Tabela 24. Aktivnost glutation peroksidaze (nmol/mg proteina x min, X + SE; n=6) kod

Zivotinja tretiranih fizioloSkim rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fiziologki 0,067+0,016 0,112+0,038 0,143+0,031
bosiljak 0,185+0,055 0,119+0,027 0,188+0,036

Glutation peroksidaza u€estvuje u odbrani organizma od oksidativnih oStecenja, te njena
koncentracija moze da opiSe aktivnost antioksidativne zastite. U tabeli 24 su prikazane uporedne
vrednosti aktivnosti enzima glutation peroksidaze. ZabeleZeno je povecanje aktivnosti enzima kod
grupa tretiranih ekstraktom u poredenju sa grupama tretiranih fizioloskim rastvorom, ali bez

postojanja statisticke znacajnosti.
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Kao $to je i bilo o¢ekivano, prema dostupnim podacima iz literature, primena ekstrakta
O.basilicum je dovela do porasta aktivnosti i enzima GPx, GR i GST, tj. ispoljen je protektivan
efekat bosiljka. Povisene aktivnosti ovih enzima se smatraju kompenzatornim odgovorom celije
na oksidativno oSte¢enje (Dasgupta T, 2004). Vrednosti GR pokazuju statisti¢ki znacajno
povecanje kod svih grupa tretiranih ekstraktom u odnosu na poredbene grupe, tretirane fizioloskim
rastvorom. Sli¢no je i kod GST, gde su poviSene vrednosti enzima nakon tretiranja bosiljkom, sa
statistickom znacajnos¢u od p<0,05. Kod GPx, povisene vrednosti su uocene kod svih grupa nakon
tretiranja ekstraktom bosiljka u poredenju sa grupama koje su primale fizioloski rastvor, ali taj

porast nije statisticki znacajan.
5.3.3. Uticaj na nivo enzima jetre

Jetra je velik i kompleksan organ koji ima centralnu ulogu u metabolizmu proteina,
ugljenih hidrata i lipida. Ona predstavlja mesto gde se produkti metabolizma detoksikuju i
eliminiSu iz organizma. Zaduzena je za sintezu i sekreciju zuc¢i, kao i za sintezu lipoproteina i
proteina plazme. Jetra je ukljucena u proces odrzavanja homeostaze glukoze u krvi. Kada je nivo
glukoze u krvi visok, jetra viSak glukoze skladisti u glikogen (glikogenogeneza), a kada treba
podici nivo glukoze, jetra razlaze glikogen (glikogenoliza) ili stvara glukozu iz neugljenohidratnih
molekula (glukoneogeneza). Ostecenja jetre se najcesce manifestuju oslobadanjem enzima alanin
aminotransferaze (ALT) i aspartat aminotransferaze (AST) u serum. ALT i AST su enzimi koji
kataliSu transport a-amino grupe sa alanina odnosno aspartata do a-keto grupe ketoglutarne
kiseline koja je zaduZena za produkciju oksalosiréetne i pirogrozdane kiseline koje ucestvuju u
Krebs-ovom ciklusu. Obe aminotransferaze su zastupljene u jetri u visokoj koncentraciji. Kako se
AST nalazi u dovoljnoj koli¢ini i u kardiomiocitima, neuronima, nefronima, miocitima i crvenim
krvnim zrncima, ALT predstavlja specficniji pokazatelj oStecenja jetre. Obim oSteenja jetre se
moze podeliti na blaga (povecane vrednosti transferaza do 5 puta u odnosu na referentne
vrednosti), srednja (5-10 puta povecane vrednosti) i ozbiljna (preko 10 puta povecane vrednosti)
(Giannini EG, 2005).

Uporedne vrednosti serumske koncentracije enzima alanin aminotransferaze i aspartat
aminotransferaze grupa koje su tretirane ekstraktom bosiljka i grupa tretiranih fizioloskim

rastvorom su prikazane u tabelama 25 i 26.
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Tabela 25. Serumska aktivnost alanin aminotransferaze (U/L, X + SE; n=6) kod Zivotinja

tretiranih fizioloskim rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fizioloski 24,50+1,15 15,50+2,432 41,20+2,82%P
bosiljak 12,00+2,732 14,83+3,88 38,33+2,25

2p < 0,01 u odnosu na grupu kontrola tretiranu fizioloskim
bp < 0,01 u odnosu na grupu aloksan tretiranu fizioloskim

Vrednosti ALT kontrole tretirane fizioloskim rastvorom pokazuju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na grupe sa aloksanom i paracetamolom, tretiranih fizioloskim rastvorom, kao i
u odnosu na kontrolu tretiranu ekstraktom bosiljka (p<0,01). Grupa sa paracetamolom tretirana
fizioloSkim rastvorom ima vece vrednosti ALT nego grupa sa aloksanom tretirana fizioloskim
rastvorom sa statistiCkom znacajnos¢u od p<0,01. Vrednosti ALT grupa tretiranih ekstraktom su

manje od vrednosti grupa tretiranih fizioloskim rastvorom, ali bez statisticke znacajnosti.

Tabela 26. Serumska aktivnost aspartat aminotransferaze (U/L, X + SE; n=6) kod Zivotinja

tretiranih fizioloskim rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fiziolo$ki 158,00+5,00 136,83+8,36 109,4045,78%P
bosiljak 170,67+12,78¢ 148,33+11,83¢ 91,17+3,38¢

ap < 0,01 u odnosu na grupu kontrola tretiranu fizioloSkim
bp < 0,05 u odnosu na grupu aloksan tretiranu fiziologkim
¢p < 0,01 u odnosu na grupu paracetamol tretiranu ekstraktom
dp < 0,01 u odnosu na grupu paracetamol tretiranu fiziologkim

Kod Zivotinja, kod kojih je stres indukovan paracetamolom, a pre toga su sedam dana bili
tretirani fizioloskim rastvorom, je uoceno statisticki znacajno smanjenje vrednosti AST u
poredenju sa kontrolnom grupom tretiranom samo fizioloskim rastvorom (p<0,01) i sa grupom
tretiranom aloksanom i fizioloskim rastvorom (p<0,05). Koncentracije AST kod grupe tretirane
paracetamolom 1 ekstraktom su zna€ajno manje u odnosu na grupu sa paracetamolom 1 fizioloSkim
rastvorom, kontrolu tretiranu ekstraktom i grupu sa aloksanom i ekstraktom (p<0,01).

Kako je prethodno navedeno, hepatoprotektivni efekti O.basilicum su procenjivani i na
osnovu aktivnosti AST i ALT u serumu, kao enzima markera hepatocelularnog ostecenja. Ova dva

enzima se nalaze u visokoj koncentraciji u hepatocitima, pa je zato njihova serumska koncentracija
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najbolji pokazatelj oSteCenja jetre (Meera R, 2009; Raskovi¢ A, 2014; Lahon K, 2011; Chaturvedi
R, 2007). Poredec¢i serumsku koncentraciju AST grupa Zivotinja koje su dobijale ekstrakt bosiljka
sa vrednostima grupa koje su dobijale fizioloski rastvor, uoCava sSe statisticki znacajno niza
aktivnost AST kod zivotinja izlozenih prooksidativnoj dozi paracetamola, Sto svedoci o
hepatoprotektivnom efektu bosiljka. Kako ALT predstavlja specifi¢niji enzim, moze se reci da je
sedmodnevni tretman vodenim ekstraktom bosiljka ispoljio hepatoprotektivno dejstvo, jer su
uocene nize vrednosti ALT kod svih grupa koje su dobijale ekstrakt bosiljka u odnosu na one grupe
koje su dobijale fizioloski rastvor, sa statistickom znacajnosti samo kod kontrolne grupe koja je

tretirana ekstraktom u odnosu na grupu koja je primala fizioloki rastvor.

Tabela 27. Koncentracija direktnog bilirubina (umol/L, X + SE; n=6) kod Zivotinja tretiranih

fizioloskim rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fizioloski 0,65+0,15 0,65+0,10 0,940,142
bosiljak 0,62+0,16 0,63+0,21 0,65+0,08

ap < 0,05 u odnosu na grupu kontrola tretiranu ekstraktom

Koncentracije direktnog bilirubina su bile nize kod svih grupa tretiranih ekstraktom u
odnosu na grupe tretirane fizioloskim rastvorom (tabela 27). Sedmodnevni predtretman vodenim

ekstraktom bosiljka sprecio je poveéanje koncentracije direktnog bilirubina.
5.3.4. Uticaj na nivo bubreznih parametara

Biohemijski parametri u serumu, pokazatelji funkcije bubrega, su vazni u
dijagnostikovanju i procenjivanju rizika bolesti. U ovom istraZivanju, kao pokazatelji bubrezne
funkcije merene su koncentracije uree, kreatinina i mokraéne kiseline u serumu.

Kreatinin predstavlja proizvod razgradnje kreatin-fosfata u misi¢cima. On se najéeSce
koristi kao mera bubrezne funkcije. Klirens kreatinina se koristi za prac¢enje progresije bubrezne
bolesti. Na dijagnozu renalne insuficijencije se obi¢no sumnja ukoliko je nivo kreatinina u serumu
visi od gornje granice referentnih vrednosti. VVrednosti kreatinina mogu da se menjaju jer one ne

nastaju samo kao proizvod misi¢ne mase, ve¢ na njega mogu uticati misi¢na funkcija, kompozicija,
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aktivnost, ishrana i zdravstveno stanje. Povecana tubularna sekrecija kreatinina kod pacijenta sa
bubreznom insuficijencijom moze dati lazne negativne rezultate.

Urea je glavni azotni krajnji proizvod katabolizma amino kiselina i proteina. Stvara se u
jetri i distribuira po intracelularnoj i ekstracelularnoj te¢nosti. U bubrezima se urea filtrira od krvi
i parcijalno reabsorbuje sa vodom. Koncentracija uree u serumu predstavlja najces¢e odredivan
parametar za procenu bubrezne funkcije. Klirens uree je slab pokazatelj glomerularne filtracije jer

njena hiperprodukcija zavisi i od ne renalnih parametara (Gowda S, 2010).

Tabela 28. Koncentracija uree (mmol/L, X + SE; n=6) kod Zivotinja tretiranih fizioloskim

rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fizioloski 9,07+1,53 10,03£1,39 9,48+1,14
bosiljak 9,3+1,61 9,85+1,32 8,87+0,68

Snizenje koncentracije uree je zapazeno kod grupa aloksan i paracetamol nakon
sedmodnevnog tretmana ekstraktom bosiljka u odnosu na fizioloski rastvor, ali bez statisticke

znacajnosti (tabela 28).

Tabela 29. Koncentracija kreatinina (umol/L, X + SE; n=6) kod Zivotinja tretiranih fizioloskim

rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fiziologki 49,17+10,53 60,67+11,22 45+3,46
bosiljak 56,33+10,27 56,17+10,30 43,33+0,82

Nize vrednosti koncentracije kreatinina su zapazene kod grupa aloksan i paracetamol
nakon sedmodnevnog tretmana ekstraktom bosiljka u odnosu na fizioloski rastvor, ali bez
statistiCke znacajnosti (tabela 29). Sedmodnevni tretman ekstraktom bosiljka, nakon cega je
oksidativni stres izazvan paracetamolom, dao je niZe vrednosti kreatinina u odnosu na kontrolu
tretiranu ekstraktom, kao i u odnosu na grupu aloksan tretiranu esktraktom bosiljka, ali bez

statistiCke znacajnosti. U ovom ispitivanju, primenjena prooksidativna doza paracetamola od
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300 mg/kg telesne mase je ispoljila hepatotoksi¢no delovanje, ali ne i znacajniji poremecaj
funkcije bubrega. lako u literaturi postoje podaci o inhibiciji sinteze prostaglandina E2, koja
nastaje nakon primene paracetamola, usled ¢ega dolazi do renalne vazokonstrikcije i smanjenja

jaCine glomerularne filtracije, u naSem istrazivanju nisu potvrdeni sli¢ni rezultati (Colletti AE,

1999).

Tabela 30. Koncentracija mokracne kiseline (umol/L, X * SE; n=6) kod Zivotinja tretiranih

fizioloskim rastvorom i vodenim ekstraktom O.basilicum

grupa kontrola aloksan paracetamol
fizioloski 64,33+20,19 79,33+£23,51 64,4+16,79
bosiljak 76,5+22,46 81,83+24,95 39,33+14,832P

ap < 0,05 u odnosu na grupu kontrola tretiranu ekstraktom
bp < 0,05 u odnosu na grupu aloksan tretiranu ekstraktom

Nivo mokraéne kiseline bio je statisticki znacajno nizi kod grupe paracetamol tretirane
ekstraktom bosiljka u odnosu na grupu kontrola tretiranu ekstraktom, kao i u odnosu na grupu
aloksan tretiranu ekstraktom, p<0,05. Nivo mokra¢ne kiseline je takode bio nizi i u odnosu na
grupu paracetamol tretiranu fizioloSkim rastvorom, ali bez statisticke znacajnosti (tabela 30).

Bez obzira $to se studije koje su izucavale antioksidativnu sposobnost bosiljka razlikuju
metodoloski, bilo da su in vitro ili in vivo, imaju jednu zajedni¢ku osobinu, a to je da ukazuju na
pozitivan farmakoloski efekat ove biljke. Posmatrajuci samo in vivo istrazivanja, u literaturi se
navode antimutagena, antiproliferativna, kardioprotektivna, neuroprotektivna i druga korisha
farmakoloska svojstva preparata dobijenih iz bosiljka. Mehanizam ovih dejstava se prevashodno
objasnjava time da aktivni principi iz bosiljka sprecavaju razvoj svih Stetnih posledica
oksidativnog stresa, na razli¢ite nacine i u razli¢itim tkivima (Beri¢ T, 2008; Khaki A, 2011;
Danesi F, 2008; Fathiazad F, 2012). Tu se moze pronaci i odgovor na pitanje hepatoprotektivnog
mehanizma dejstva u ovom istrazivanju, jer antioksidativna sposobnost bosiljka nije tkivno
specificna, nego deluje na nivou ¢itavog organizma. Imajuci u vidu receno u uvodnom delu, da je
bosiljak bogat fenolnim jedinjenjima i flavonoidima, koji su visoko efikasni hvataci slobodnih
radikala, mozemo opsStu antioksidativnu aktivnost pripisati upravo tome (Grayer RJ, 1996;
Loughrin JH, 2001; Cook NC, 1996). Ipak, ta ¢injenica ne objaSnjava u potpunosti rezultate naseg

istrazivanja, jer oni pokazuju da visednevno davanje ekstrakta bosiljka dovodi do povecane
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aktivnosti antioksidativnih enzima, §to predstavlja indukciju endogene sposobnosti organizma da

se bori protiv slobodnih radikala.

5.4. MorfoloSka ispitivanja

5.4.1. Histoloska i morfometrijska analiza tkiva jetre

Histoloska analiza tkiva jetre kod svih eksperimentalnih grupa je utvrdila u najvecoj meri
ocuvanost citoarhitektonske grade jetrenog lobulusa sa pravilnim radijalnim rasporedom Remak-
ovih gredica. Izolovana primena aloksana nije dovela do mikroskopski vidljivih promena na nivou
hepatocita, naime, njih je kao i u kontrolnoj grupi jedinki (slika 15a) karakterisala acidofilna
homogena citoplazma i centralno pozicionirano pravilno jedro (slika 15c). Primena preparata
samog bosiljka i u kombinaciji sa aloksanom nije uzrokovala mikroskopski vidljive promene na
nivou hepatocita (slike 15a,e). Sa druge strane primena paracetamola u grupama 5 i 6 nije
uzrokovala bitne citoarhitektonske poremecaje jetrenog tkiva, ali su se mogle uociti promene na
nivou citoplazme samih hepatocita. Naime, kod obe pomenute grupe je doslo do pojave
baloniraju¢e degeneracije koju su karakterisale mikro i makrovezikule unutar citoplazme
hepatocita. Jedro je bilo ocuvanih karakteristika, a morfometrijska analiza nije pokazala statisticku
razliku izmedu grupe 5 i 6, ali je pokazala statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu
jedinki bez primene paracetamola. Preostale grupe jedinki, 7-14, nisu pokazale znacajnije promene

u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu jedinki.
5.4.2. Histoloska i morfometrijska analiza tkiva bubrega

Kod jedinki iz svih Cetrnaest analiziranih grupa nisu konstatovane mikroskopske promene
bubrega uocljive na svetlosnoj mikroskopiji (slike 16, 17, 18). Unutar bubrega se jasno mogla
uociti pravilna kortikalna i medularna granica. Unutar korteksa je zabelezeno prisustvo velikog
broja o¢uvanih glomerularnih klupka unutar Bovman-ove kapsule koje su bile okruzene brojnim
pravim i izvijuganim proksimalnim i distalnim kanali¢ima oblozenim pravilnim kockastim
epitelom. Fokalno u intersticijumu bubreznog parenhima su se mogli uociti manji limfocitni

infiltrati koji su detektovani kako u kontrolnim, tako i u eksperimentalnim grupama te nisu
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oznaceni kao patohistoloski nalaz. Sabirni bubrezni sistemi izgradeni su od pravilnog kockastog

epitela bez vidljivih morfoloskih promena.

GRUPA 1-FIZIOLOSKI
Lo ictin , bubreg

GRUPA 2 - FIZIOLOSKI + ALOKAN
jetra__ . bubreg

Slika 15. Histoloske karakteristike tkiva jetre i bubrega, bojenje hematoksilin i eozin,
skala=100um
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GRUPA 4 -ALOKSAN + BOSILJAK
jetra__ bubreg

GRUPA 6 - BOSILJAK + PARACETAMOL
'etr bubreg

X

R

Slika 16. Histo aaktrisi thiva Jjetre i bubrega, ojenje hematoksilin i eozin,
skala=100um
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GRUPA 7 - MKH

GRUPA 8 - MKH + BOSILJAK
jetra : bubreg

GRUPA 9 - ALOKSAN +MKH

jetra bubreg

GRUPA 10 - ALOKSAN + MKH + BOSILJAK

Slika 17. Histoloske karakteristike tkiva jetre i bubrega, bojenje hematoksilin i eozin,

skala=100pum
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GRUPA 11 -BOSITL.JAK MIKRO
jetra bubreg

GRUPA 14 -ALOKSAN KH + BOSILJAK MIKRO
jetra__
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Slika 18. Histo teristike thiva Jjetre i bubrega, bojenje hematoksilin i eozin,

skala=100um
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5.4.3. Histoloska i morfometrijska analiza tkiva pankreasa

Imunohistohemijskom analizom pankreasnog tkiva jedinki iz grupa 1, 3,5, 6, 7, 8, 111 12
je utvrdena pravilna citoarhitektonska grada endokrinog i egzokrinog kompartmana pankreasnog
tkiva. Bojenjem na insulin jasno je prikazana centralna pozicioniranost beta c¢elija unutar
Langerhans-ovog ostrvceta (slike 19a,b), dok su glukagon produkujuée alfa celije zauzimale
periferne delove ostrvceta (slike 19c,d). Ovakav prostorni raspored pomenutih ¢éelija unutar
ostrvceta je uobicajen za glodare 1 predstavlja normalan histoloski nalaz.

Analizom povrsinske gustine endokrinog i egzokrinog dela pankreasnog tkiva (grafikoni
46, 47, 48) je utvrdena bitna, statisticki znacajna, razlika pri poredenju kontrolne grupe 1 sa
grupama 2, 4, 9, 13 i 14 gde je koris¢en aloksan. U svim slu¢ajevima doslo je do jasnog,
selektivnog oStecenja beta Celija Langerhans-ovog ostrvceta unutar pankreasa. U velikom broju
ostrvaca beta Celije su prakti¢no zbrisane, svedene na veoma mali broj insulin pozitivnih ¢éelija
(slike 19¢,f). Preostale ¢elije Langerhans-ovog ostrvca pokazivale su imunohistohemijsko bojenje
na glukagon (slike 19g,h). Medu grupama u kojima je korisé¢en aloksan posebno se isti¢e grupa
10. Kod nje, iako postoji smanjen broj povrSinske gustine endokrinog dela pankreasa, se bitno
statisti¢ki ne razlikuje od kontrolne grupe, $to ukazuje da primena bosiljka zajedno sa MKH dovodi
do zastite od aloksana. U grupama 4 i 14, a narocito u ve¢ pomenutoj grupi 10 utvrden je veéi broj
regeneratornih ostrvaca u kojima se mogao uociti veci broj beta ¢elija koje su ispunjavale centralni
deo ostrvceta (slike 19i,j). Jasan znak regeneratornih karakteristika ovih ostrvaca je postojanje
veceg broja rubno postavljenih glukagon produkujucih alfa éelija, Sto nam govori u prilog da

primena bosiljka pozitivno deluje na aloksanom oS$tec¢eni endokrini deo pankreasa (slike 19k,1).
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Srednje vrednosti procenta povrSinske
gustine endokrinog pankreasa

Fizioloski
Aloksan-+fizioloski
Bosiljak
Aloksan+bosiljak
Fizioloski+paracetamol
Bosiljak+paracetamol
MKH

MKH-+bosiljak
Aloksan+MKH
Aloksan+MKH+bosiljak
Bosiljak (mikro)

Bosiljak+MKH (mikro)

Aloksan+bosiljak (mikro) *

Aloksan+bosiljak+MKH (mikro) *

% 0 % 1 % 2 % 3 % 4

Grafikon 46. Srednje vrednosti procenta povrSinske gustine endokrinog pankreasa
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OCUVANA LANGERI—IANSOVA OSTRVCA

Slika 19. Histoloske karakteristike Langerhans-ovih ostrvaca tkiva pankreasa,

imunohistohemijsko bojenje na insulin i glukagon
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Grafikon 47. Morfometrijska analiza povrsinske gustine oStecenosti jetrenog tkiva
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Grafikon 48. Morfometrijska analiza povrsinske gustine endokrinog i egzokrinog dela

pankreasnog tkiva
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6. ZAKLJUCAK

e Razvijena je pouzdana HPLC metoda za odredivanje hlorogenske kiseline koja je pokazala
zadovoljavajucu ta¢nost, ponovljivost, selektivnost i robustnost.

e Utvrdene su kvalitativne i kvantitativne karakteristike ekstrakata bosiljka, s tim da su
polarni rastvaraci pokazali raznovrsniji sadrzaj u odnosu na nepolarne rastvarace.

o Ekstrakti bosiljka dobijeni polarnim rastvarac¢ima pokazali su jacu biohemijsku aktivnost
u odnosu na ekstrakte dobijene nepolarnim rastvaracima.

e Uslovi (vreme, polarnost rastvaraca i stepen usitnjenosti), kao i tehnika ekstrakcije
pokazuju znacajan uticaj na ukupan prinos ekstrakcije, antioksidativnu aktivnost i sadrzaj
ukupnih fenola/flavonoida u ekstraktima Ocimum basilicum.

e Hemometrijska analiza je pokazala povezanost izmedu prinosa ekstrakcije i sadrzaja
ukupnih fenola, kao 1 izmedu sadrzaja flavonoida i antioksidativne aktivnosti.

e Hemometrijska analiza bi mogla biti veoma korisna metoda u izboru najboljih uslova
ekstrakcije koji bi omogucdili najveci prinos ispitivanih supstanci.

e Svi analizirani ekstrakti bosiljka su pokazali prisustvo velikog broja fenolnih jedinjenja iz
klase fenolnih kiselina i flavonoida. Detektovane i kvantifikovane aktivhe komponente su
bile fenolne kiseline - hlorogenska, p-hidroksibenzoeva, kafena, vanilinska, ferulna,
rozmarinska i cimetna, kao i apigenin, kvercetin, naringenin i rutin kao predstavnici
flavonoidnih jedinjenja.

e Vodeni ekstrakt bosiljka je ispoljio statisticki znacajno hipoglikemijsko delovanje 1 kod
normoglikemi¢nih 1 kod dijabeti¢nih Zivotinja. U grupi dijabeti¢nih Zivotinja,
hipoglikemijski efekat bosiljka je znac¢ajno potenciran natrijumovom soli monoketoholne
kiseline. U grupi dijabeti¢nih Zivotinja, tretman kombinacijom fiksnih doza ekstrakta
bosiljka i natrijumove soli monoketoholne kiseline je vratio nivo glikemije na vrednosti
pre primene aloksana.

e Sama natrijumova so monoketoholne kiseline je ispoljila znacajno hipoglikemijsko
delovanje u grupi Zivotinja sa aloksanom izazvanom hiperglikemijom.

e Mikrovezikule, kao farmaceutsko-tehnoloska formulacija, znafajno potenciraju

hipolipidemijsko delovanje ekstrakta bosiljka i natrijumove soli monoketoholne kiseline.
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e Kombinacija fiksnih doza ekstrakta bosiljka i natrijumove soli monoketoholne kiseline,
primenjena u obliku mikrovezikula, ispoljila je najizraZzenije smanjenje koncentracije
triglicerida u serumu i normoglikemic¢nih i dijabeti¢nih zivotinja.

e Vodeni ekstrakt bosiljka, primenjen u obliku rastvora, nije uticao na koncentraciju HDL
holesterola u serumu normoglikemi¢nih i dijabeti¢nih zivotinja. Primenjen u formulaciji
mikrovezikula, ekstrakt bosiljka je statisticki znacajno povecao koncentraciju HDL
holesterola u serumu dijabeti¢nih zivotinja.

e S obzirom da i sama natrijumova so monoketoholne kiseline ima izrazena hipoglikemijska
i hipolipidemijska delovanja, ovaj sintetski derivat zu¢nih kiselina predstavlja supstancu
¢ija primena spreCava poremecaje prisutne u okviru metabolickog sindroma. Stoga,
rezultati ovog istrazivanja predstavljaju osnovu za buduca klini¢ka ispitivanja kojima bi se
utvrdio terapijski potencijal i bezbednost primene natrijumove soli monoketoholne kiseline
u humanoj populaciji.

e Vodeni ekstrakt bosiljka statisticki znac¢ajno smanjuje intenzitet lipidne peroksidacije
izazvan toksi¢nom dozom paracetamola. Takode, tretman bosiljkom znacajno potencira
aktivnost enzima antioksidativne zaStite, katalaze, glutation reduktaze, glutation
transferaze i glutation peroksidaze kod Zivotinja izloZenih oksidativnom stresu.

e Primena vodenog ekstrakta bosiljka spre€ava povecanje koncentracije direktnog bilirubina,
aktivnost serumske alanin 1 aspartat aminotransferaze i poremecaj bubrezne funkcije kod
zivotinja izloZenih oksidativnom stresu.

e Morfometrijska analiza povrSinske gustine oStecenosti jetrenog tkiva ukazuje na
hepatoprotektivni potencijal vodenog ekstrakta bosiljka kod Zivotinja izloZenih toksi¢noj
dozi paracetamola.

e Na osnovu imunohistohemijske i morfometrijske analize aloksanom oste¢enog pankreasa,
nakon tretmana ekstraktom bosiljka, uoCavaju se regeneratorna Langerhans-ova ostrvca.
Stoga proizilazi da su farmakodinamska svojstva bosiljka, hipoglikemijsko i
hipolipidemijsko delovanje, posledica povecane regenerativne sposobnosti endokrinog

dela pankreasa nastale nakon primene vodenog ekstrakta bosiljka.
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