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Uticaj referentnih monoterpenskih komponenti i ekstrakta korena Gentiana lutea na 

apoptozu i nekroptozu mononuklearnih ćelija periferne krvi čoveka 

SAŽETAK: 

Gentiana lutea je lekovita biljka koja se vekovima koristi u narodnoj medicini, a njena 

primena je u mnogim aspektima potkrepljena naučnim podacima. S obzirom da je zapaženo da u 

zavisnosti od eksperimentalnih uslova osim pozitivnih može ispoljavati i citotoksični i genotoksični 

uticaj, cilj ove doktorske disertacije je bila procena odgovora neizmenjenih mononuklearnih ćelija 

periferne krvi čoveka (PBMC) i stimulisanih na deobu fitohemaglutininom (PHA-PBMC) na 

tretman referentnim monoterpenskim komponentama (MRK) i ekstraktom korena Gentiana lutea 

(EKG), identifikacija ćelijske smrti tipa apoptoze i nekroptoze izazvane uticajem tretmana i procena 

selektivne aktivacije ispitivanih tipova ćelijske smrti. 

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da citotoksični i genotoksični potencijal 

EKG zavise od koncentracije i dužine izlaganja, kao i od karakteristika ćelijske kulture. EKG sadrži 

značajne količine MRK, a posebno genciopikrozid (Gp), koje pojedinačno imaju veći genotoksični 

potencijal od samog EKG, stoga je uočeni citotoksični i genotoksični uticaj EKG verovatno 

uslovljen odnosima MRK i drugih sekundarnih metabolita dobijenih ekstrakcijom. Citotoksične 

koncentracije MRK aktiviraju kaspazno-zavisnu apoptozu usled indukovanog oštećenja molekula 

DNK, tako da je aktivacija apoptoze neselektivna i može biti praćena drugim tipovima ćelijske 

smrti. Dodatno, Gp i svertiamarin (Sm) tretmani u ćelijama mogu aktivirati i ćelijsku smrt tipa 

nekroptoze. 

Ovim saznanjima se ne osporava blagotvorno dejstvo EKG primenjenog u manjim dozama 

i u kraćem vremenskom periodu, već se ukazuje da neadekvatna priprema i primena lako dostupnog 

biljnog materijala može imati i štetne posledice. 
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The effects of reference monoterpene compounds and Gentiana lutea root extract on 

apoptosis and necroptosis in human peripheral blood mononuclear cells 

ABSTRACT: 

Gentiana lutea is a medicinal plant that has been used in folk medicine for centuries, while 

its application is, in many aspects, scientifically proven. Since its effects vary from positive to 

cytotoxic and genotoxic depending on the experimental conditions, the aim of this doctoral 

dissertation was to evaluate the response of primary human peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) and those stimulated with phytohemagglutinin (PHA-PBMC) to reference monoterpene 

components (MRK) and Gentiana lutea root extract (EKG) treatment; to identify the type of 

treatment-provoked cell death (apoptosis or necroptosis) and to assess the selectivity of investigated 

cell death types’ activation. 

The obtained results indicate that the cytotoxic and genotoxic potential of EKG depends on 

concentration and time of exposure to EKG, as well as on the characteristics of cell culture. EKG 

contains significant amounts of MRK, especially gentiopicroside (Gp), which individually have a 

higher genotoxic potential than the EKG, so the observed cytotoxic and genotoxic effects of the 

EKG are probably due to the ratios of MRK and other secondary metabolites acquired after 

extraction. Cytotoxic concentrations of MRK activate caspase-dependent apoptosis due to 

treatment-induced DNA damage, indicating that activation of apoptosis is nonselective and may be 

accompanied by the other types of cell death. Additionally, Gp and swertiamarin (Sm) treatments 

can activate necroptosis-type cell death. 

The findings of this study do not dispute the beneficial effects of EKG applied in smaller 

doses and over a shorter period of time, but they do emphasize the necessity of proper preparation 

and application of easily available herbal material that otherwise may have an adverse impact. 
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LISTA SKRAĆENICA 

EKG ekstrakt korena G. lutea 

La loganska kiselina 

Gp genciopikrozid 

Sw sverozid 

Sm svertiamarina 

(Q)SAR kvantitativni odnos strukture-aktivnosti (eng. (Quantitative) Structure-

Activity Relationship) 

SAR odnos strukture–aktivnosti (eng. Structure-Activity Relationship) 

SAs strukturna upozorenja (eng. Structural Alerts) 

ADI indeks primenljivosti domena (eng. Applicability Domain Index) 

SSBs jednolančani DNK prekidi (eng. Single Strand Breaks) 

DSBs dvolančani prekidi DNK (eng. Double Strand Breaks) 

PBMC mononuklearne ćelije periferne krvi (eng. Peripheral Blood Mononuclear 

Cells) 

PHA fitohemaglutinin 

ROS reaktivne vrste kiseonika (eng. Reactive Oxigen Species) 

O2
•- superoksid anion 

• OH hidroksilni radikal 

H2O2 vodonik peroksid 

[NAD(P)H]oksidaza nikotin adenin dinukleotid fosfat 

LPPs produkti lipidne peroksidacije (eng. Lipid Peroxidation Products) 

MDA malondialdehid 

4-HNE 4-hidroksinonenal 

PUFA polinezasićenih masnih kiselina 

AO antioksidativna odbrana 

SOD superoksid dismutaza 

CAT katalaza 

GPx glutation peroksidaza 

Nrf 2 eng. Nuclear factor-erythroid factor 2-related factor 2 

ACD slučajna ćelijska smrt usled naglih promena sredine (eng. Accidental Cell 

Death) 

RCD regulisana ćelijska smrt (eng. Regulated Cell Death) 

PCD programirana ćelijska smrt (eng. Programmed Cell Death) 

DISC signalni kompleks inicijacije smrti (eng. Death Initiation Signalling 

Complex) 

Bid eng. BH3 interacting domain death agonist 

Bax eng. Bcl 2 associated X protein 

cit c citohrom C 

Apaf 1 aktivirajući faktor apoptotskih proteaza-1 (eng. Apoptotic protease-

activating factor-1) 

Bcl 2 eng. B cell lymphoma 2 

MOMP permeabilizacija spoljašnje mitohondrijalne membrane (eng. 

Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization) 

AIF faktor aktiviranja apoptoze (eng. Apoptosis Inducing Factor) 

EndoG endonukleaza G 

CAD kaspazama aktivirana DNKaza (eng. Caspase-Activated DNAse) 

PARP 1 poli (ADP-ribozil) polimeraza 1 (eng. Poly (ADP- Ribose) Polymerase) 

Zvad-fmk benziloksikarbonil-Val-Ala-Asp(O-Me) fluorometil keton 

dsDNA dvolančani segmenti DNK (eng. Double Stranded DNA) 

DAMPs molekularni obrazci povezani s oštećenjem ćelija (eng. Damage-

Associated Molecular Patterns) 



DRs receptori smrti (eng. Death Receptors) 

RIP1 protein 1 koji je u interakciji s receptorom protein kinaze 

RIP3 protein 3 koji je u interakciji s receptorom protein kinaze 

MLKL pseudokinaze mešovitog porekla nalik kinaznom domenu (eng. Mixed 

Lineage Kinase domain-Like protein) 

mtDNA mitohondrijska DNK 

HMGB1 protein 1 grupe visoke mobilnosti (eng. High Mobility Group Box1) 

IL-33 interleukin 33 

IL-1α interleukin-1α 

ATP adenozin trifosfat 

nec nekrostatin 1 

ULK1 eng. Unc-51 Like autophagy activating Kinase 1 

PI3K klasa III fosfoinozitid 3-kinaza 

ATGs eng. Autophagy-related proteins 

LC3 eng. Microtubule-associated protein Light Chain 3 

ROCK eng. Rho associated coiled-coil containing protein kinase 

Rac1 eng. Rac family small GTPase 1 

Arf6 eng. ADP ribosylation factor 6 

LAMP1 eng. Lysosomal-Associated Membrane Protein 1 

ER endoplazmatični retikulum 

TIMM8a/DDP eng. Translocase of Inner Mitochondrial Membrane 8a 

NLRs eng. NOD-Like Receptors 

ALRs eng. AIM2-like receptors 

NOX4 NADPH oksidaza 4 

PAD4 peptidilarginin deiminaza 4 

TLRs eng. Toll-Like Receptors 

TCR T ćelijski receptor (eng. T-Cell Receptor) 

SAC eng. Spindle Assembly Checkpoint 

IKBKB eng. IkappaB kinase beta 

NF-κB eng. Nuclear factor kappa-B 

KEAP1 eng. Kelch Like ECH Associated Protein 1 

PGAM5 eng. Mitochondrial serine/threonine-protein phosphatase PGAM5 

AIFM1 eng. Apoptosis Inducing Factor Mitochondria Associated 

NAD+ nikotinamid adenin dinukleotid 

ERK1/2 kinaza regulisana vanćelijskim signalima (eng. Extracellular-signal-

Regulated Kinase) 

CREB eng. cAMP Response Element-Binding Protein 

MRK monoterpenske referentne komponente G. lutea 

IL-1β interleukin-1β 

IL-6 interleukin-6 

TNF-α faktor nekroze tumora α 

COX ciklooksigenaza 

NF-κB eng. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

HeLa ćelijska linija tumora cerviksa 

MCF-7 ćelijska linija tumora dojke (adenokarcinom) 

OVACR-3 ćelijska linija tumora ovarijuma 

RASMC ćelijska linija glatkih mišića aorte pacova 

A7r5 ćelijska linija glatkih mišića aorte pacova 

ATCC CRL-1999 ćelijska linija humanih glatkih mišića aorte 

HepG2 ćelijska linija hepatocelularnog tumora 

MMS metil metanesulfonatom,  

SMARt eng. Somatic Mutation And Recombination test 



CHO ćelije ovarijuma kineskog hrčka (eng. Chinese Hamster Ovary) 

ddH2O dejonizovana voda 

HRP peroksidaza rena 

TMB 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin 

DMSO dimetilsulfoksid 

TMRE tetrametilrodamin etil estar 

BSA albumin iz goveđeg seruma 

SDS natrijum dodecil sulfat 

PMS fenazinmetosulfat 

PI propidijum jodid 

DAPI guanidin hidrohlorid, 4′,6-diamidino-2-fenilindol 

TCA trihlorsirćetna kiselina 

ECL supstrat za hemiluminiscenciju (eng. Enhanced ChemiLuminescence) 

PVDF poli(viniliden-fluorid) 

FBS fetalni goveđi serum 

HBSS hankov pufer 

RPMI 1640 medijum za ćelijsku kulturu 

HEPES N-2-hidroksiethilpiperazin-N-2-etan sulfonska kiselina 

XTT natrijumova so 3´- [1- (fenilaminokarbonil)- 3,4- tetrazolium]-bis (4-

metoksi-6-nitro) benzen sumporne kiseline 

PMS fenazinmetosulfat 

LMPA agaroza niske tačke topljenja 

NMPA agaroza normalne tačke topljenja 

8-oxodG 8-oxo-7,8-dihidro-2-deoksiguanozin 

ELISA eng. enzyme-linked immunosorbent assay 

FESEM skanirajući elektronski mikroskop (eng. Field Emission Scanning 

Electron Microscope) 

ST sobna temperatura 

UPLC eng. Ultra-Performance Liquid Chromatography 

TB tripan plava boja (eng. Trypan Blue) 

OD optička gustina (eng. Optical Density) 

SMILES eng. Simplified Molecular-Input Line-Entry System 

CBMN citokinezis blok mikronukleusni test (eng. Cytokinesis Block 

MicroNucleus test) 

CBPI citokinezis blok proliferativni indeks (eng. Cytokinesis Block 

Proliferation Index) 

HUMN Međunarodni humani mikronukleus projekt 

Mni mikronukleus 

BN binukleusna ćelija 

OECD eng. Organisation for Economic Co-operation and Development 

PAB prooksidativni/antioksidativni balans 

HK arbitrarnim Hamidi-Koliakos jedinicama 

LPO lipidna peroksidacija (eng. Lipid Peroxidation) 

TMOP 1,1,3,3-tetrametoksipropan 

SDS-PAGE elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (eng. Sodium Dodecyl Sulfate –

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 

NFM nemasno mleko (eng. Non-Fat Milk) 

SE standardna greška merenja 

HA hromozomske aberacije 

HR homologna rekombinacija (eng. Homologous Recombination) 

NHEJ nehomologo spajanje krajeva (eng. Non-Homologous End Joining) 

ICL unakrsne veze DNK lanaca (eng. Interstrand Cross-Links) 



BER popravke isecanjem baza (eng. Base Excision Repair) 

OGG 1 8-oxodG DNK glikozilaza (eng. 8-Oxoguanine DNA glycosylase) 
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1. UVOD 

1.1. Lekovito bilje u savremenoj medicini 

Lekovito bilje i biljni proizvodi tradicionalno se koriste širom sveta u narodnoj medicini. 

Danas je njihova primena veoma zastupljena i u savremenoj medicini i farmaceutskoj industriji. 

Oko 25% lekova prepisanih širom sveta je biljnog porekla, dok farmaceutska industrija Indije, 

zemlje u kojoj je tradicionalno zastupljeno lečenje biljnim proizvodima, koristi oko 960 biljnih vrsta 

(1). 

U medicinske svrhe koriste se odabrani delovi biljke (koren, list, plod, cvet ili seme) u 

formi standardizovanog biljnog preparata, na primer, tablete, čajevi, ekstrakti, kreme ili tinkture. Za 

razliku od konvencionalnih lekova, koji se obično sastoje od jednog čistog jedinjenja i često su 

sintetički, lekovi na biljnoj bazi mogu sadržati više jedinjenja poreklom iz jedne biljke ili su 

mešavine biljaka u sirovom ili prerađenom stanju (2, 3). Imajući u vidu da biljni preparati mogu 

ispoljavati antimikrobne, antiinflamatorne, antioksidativne, antitumorske i antidijabetičke 

aktivnosti, oni imaju široku primenu u tretmanima kardiovaskularnih, respiratornih, 

gastrointestinalnih, dermatoloških, metaboličkih oboljenja, i drugo (4). 

Biljni preparati su dostupni bez recepta, relativno jeftini i najčešće se smatraju bezbednim 

jer su u upotrebi vekovima. Međutim, mnogobrojni su razlozi pojave širokog spektra neželjenih 

reakcija, uključujući i nepravilnu upotrebu u smislu načina pripreme, dužine korišćenja ili 

interakcije s lekovima koji se uporedo koriste, loš kvalitet i varijacije u nivoima aktivnih sastojaka u 

različitim delovima biljke i biljkama ubranim u različitim fazama razvoja ili na različitim 

lokalitetima, i slično. Takođe, može doći i do kontaminacije biljnog materijala mikroorganizmima i 

gljivičnim toksinima (poput aflatoksina), pesticidima i teškim metalima (5, 6). 

1.2. Lekovita biljka- Gentiana lutea 

Žuta lincura (lat. Gentiana lutea L., G. lutea) tradicionalno se koristi za olakšavanje bolova 

u stomaku, poboljšanje varenja i jačanje imunskog sistema (7). Pripada najbrojnijoj familiji roda 

Gentiana, familiji Gentianaceae koja broji preko 400 vrsta. Ova lekovita biljka široko je 

rasprostranjena na travnatim pašnjacima planinskih predela centralne i južne Evrope, na visinama 

od 800 do 2500 m (8, 9). Floru Republike Srbije karakteriše 11 vrsta i podvrsta roda Gentiana među 

kojima je i vrsta G. lutea koja se može naći na planinama: Maljen, Divčibare, Suvobor, Zlatibor, 

Suva planina, Golija, Prokletije i Tara (9). 

Ovu višegodišnju biljku odlikuju veliki, žuti cvetovi na dugim petaljkama u 

mnogocvetnim zbijenim cvastima. Stablo je visine od 1do 2 m, sa širokim elipsoidnim listovima, 

dužine od 10 do 30 cm i širine od 4 do 12 cm (Slika 1.). 

 
Slika 1. Nadzemni deo G. lutea u prirodnom staništu i sušeni koren (10). 
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Na bazalnoj rozeti listovi su raspoređeni jedan naspram drugog, što G. lutea razlikuje od 

veoma toksične Veratrum album (11). Koren kod starijih biljaka može biti zadebljao i duži od 

jednog metra (12). G. lutea je vrsta zaštićena zakonom, kojim se posebno reguliše njeno sakupljanje 

i izbegava njeno uništenje u prirodnom staništu (13). Da bi se zadovoljila potreba potrošača uzgaja 

se na plantažama, u optimalnim uslovima, radi dobijanja kvalitetnih proizvoda za komercijalnu 

primenu (14). 

Na tržištu Republike Srbije dostupni su proizvodi poput sušenog korena lincure, kapi 

lincure, i drugo. Upravo, sušeni koren G. lutea se koristi za pravljenje čajnih mešavina, na primer za 

poboljšanje apetita, nadoknađivanje manjka želudačne kiseline, jačanje otpornosti i protiv upale 

vena. Ekstrakt korena G. lutea (EKG) ulazi u sastav kapi za srce, apetit i bolju cirkulaciju (15). 

Osim toga, delovi biljke i/ili ekstrakti se mogu naći i u različiti prehrambenim proizvodima i pićima 

zbog prepoznatljive gorke arome (16). 

Treba istaći da se prema podacima Svetske zdravstvene organizacije u Republici Srbiji 

beleži kontinuirani porast prodaje biljnih lekovitih sredstava. Po poslednjem dostupnom zvaničnom 

izveštaju Agencije za lekove i medicinska sredstva Republike Srbije u 2019. godini profit od 

prodaje biljnih preparata iznosio je 1.037.593.168,99 RSD, od čega su preparati koji uključuju  

G. lutea imali udeo od preko 26 miliona RSD (17). 

1.3. Bioaktivna jedinjenja prisutna u ekstraktu korena G. lutea 

U korenu G. lutea, od primarnih metabolita najzastupljeniji su ugljeni hidrati i lipidi. 

Ugljeni hidrati čine 30 - 50% suve mase korena i najčešće su prisutni: gentianoza (trisaharid), 

gentiobioza i saharoza (disaharidi) i u manjem procentu glukoza i fruktoza (monosaharidi), kao i 

nerastvorni šećer - pektin. Lipidi čine 6 - 7% suve mase korena (11). 

Sekundarni metaboliti imaju značajnu ulogu u prilagođavanju i zaštiti biljaka koje su 

izložene različitim uslovima životne sredine (18). Količine sekundarnih metabolita identifikovanih 

u korenu G. lutea mogu varirati u zavisnosti od podvrste, sezone ubiranja korena, nadmorske visine 

na kojoj je biljka rasla, starosti korena, načina sušenja i uslova ekstrakcije (19-21). 

Kvalitativno i kvantitativno najzastupljeniji sekundarni metaboliti identifikovani u korenu 

G. lutea pripadaju grupi: 

✓ iridoida i sekoiridoida, 

✓ flavonoida i 

✓ ksantona. 

Biosintetski put iridoida i sekoiridoida prikazan je na Slici 2. 

 

Slika 2. Biosintetski put sekundarnih metabolita roda Gentiana od iridodiala do loganske kiseline i 

sekoiridoida: 1 - mevalonat, 2 - iridodial, 3 - loganska kiselina, 4 - sekologanska kiselina,  

5 - svertiamarin (22). 
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Iridoidi su monoterpeni iz grupe monoterpenioda koji se sastoje iz iridanskog skeleta sa 

ciklopentanskim prstenom (Slika 2., panel 2), najčešće kondenzovanim sa šestočlanim 

heterocikličnim prstenom s kiseonikom (Slika 2., panel 3). Hidroksilna grupa na C1 poziciji često 

reaguje sa molekulom šećera, formirajući glikozide (Slika 2., paneli 3, 4, 5). 

Na osnovu očuvanosti ciklopentanskog prstena, razlikuju se dva tipa molekula: iridoidni 

glukozidi, u koje spada loganska kiselina (La) i sekoiridoidni glukozidi, poput genciopikrozida 

(Gp), sverozida (Sw) i svertiamarina (Sm) (Slika 3.) (23). Ove komponente prisutne su u EKG u 

visokom procentu, a pregled analiza u kojoj su identifikaovane navedene komponente ukazuje na 

velike razlike u koncentracijama koje se mogu izolovati: Gp 1,85 - 3,97%, Sw 0,05 - 0,35%, Sm 

0,08 - 0,3% i La do 0,11 - 1,3% (19). Sekoiridoidi su poznati po gorčini kojom doprinose 

specifičnom ukusu biljnih čajeva i tinktura EKG. Pokazano je da Gp ima indeks gorčine, izražen u 

arbitrarnim jedinicama do 16500, Sw do 12500, Sm do 8600. Posebno se ističe amarogencin, 

prisutan u tragovima, kao jedinjenje s najvećim indeksom gorčine od 58 000 000. U EKG su, osim 

navedenih jedinjenja, u većoj količini prisutna i jedinjenja iz grupe ksantona: magniferin, gentizin i 

izogentizin; kao i flavonoidi, izovitexin i isoorientin (24-27). 

 
Slika 3. Strukturne formule najčešće identifikovanih monoterpenskih komponenti u ekstraktu 

korena G. lutea (EKG) (28). 

1.4. Analiza bioaktivnosti ksenobiotika 

Savremeni trend farmakološke industrije usmeren je na identifikaciju biološki aktivnih 

jedinjenja prisutnih u lekovitim biljakama koja će služiti kao osnova za razvijanje 

sintetičkih/polusintetičkih lekova, s manjom toksičnošću i većom efikasnošću, uz mogućnost 

ostvarenja patentne zaštite. Proces razvoja lekova biljnog porekla uključuje korake kao što su 

pripremanje biljnih ekstrakata i izolaciju bioaktivnih sastojaka iz odabranih delova biljke; 

ispitivanje bezbednosti i bioefikasnosti primenom farmakoloških i biomedicinskih metoda, kao i 

dobijanje odobrenja regulatornog tela za njihovo korišćenje kao terapijskog sredstva (Slika 4.) (29). 

 
Slika 4. Dijagram toka procesa razvijanja biljnih lekova (31). 
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Pored prethodno opisanih koraka u procesu razvoja lekova biljnog porekla, poslednjih 

nekoliko decenija, često se koristi i in silico odabir farmakološki aktivnih jedinjenja kojim se mogu 

dizajnirati lekovi u zavisnosti od strukture liganda i njegovog vezivnog mesta. Upravo time se pri 

odabiru bioaktivnih molekula može postići veća efikasnost i ubrzati dizajniranje novih lekova (30). 

U analizi bioaktivnosti ksenobiotika prvi korak je, obično, in silico analiza, kojom se mogu 

testirati različiti aspekti, od specifičnih interakcija s molekulima uključenim u regulaciju ćelijskih 

signalnih puteva do procene sigurnosti primene na nivou organa, organizma i životne sredine.  

In silico analiza uključuje analize kvantitativnog odnosa strukture-aktivnosti (eng. (Quantitative) 

Structure–Activity Relationship, (Q)SAR) i unakrsno čitanje (eng. read-across) (32). Unakrsno 

čitanje je metoda koja se oslanja na formiranje hemijskih kategorija, odnosno na pretpostavku da će 

slične strukture imati slične bioaktivnosti, a pri proceni se koristi manji broj jedinjenja za poređenje. 

U osnovi analize odnosa strukture-aktivnosti (eng. Structure-Activity Relationship, SAR), je 

grupisanje jedinjenja u molekulske klastere koji pokazuju sličnu toksičnost i način delovanja. SAR 

modeli su zasnovani na pravilima sličnosti, okarakterisanih preko strukturnih upozorenja (eng. 

Structural Alert, SA), fragmentata molekula koji se nalaze i u klasterima prethodno dokazanih 

toksičnih molekula sa kojima se porede. (Q)SAR analizom, u okviru kompjuterskih modela, vrši se 

poređenje podataka dobijenih SAR analizom s grupom jedinjenja koja su u osnovi modela da bi se 

dodatno dobila informacija o pouzdanosti predviđenih podataka i kao rezultat dobija se indeks 

domena primenljivosti modela (eng. Applicability Domain Index, ADI) (33). 

Dalja procena bioaktivnosti jedinjenja, uključujući i ksenobiotike se vrši in vitro 

testiranjem njigove citotoksičnosti, genotoksičnosti i/ili drugih parametara koji mogu uticati na 

homeostazu ćelije. U zavisnosti od rezultata in vitro testiranja, dalje procene aktivnosti jedinjenja se 

rade u in vivo studijama (34). 

1.4.1. Ispitivanje citotoksičnosti ksenobiotika 

Citotoksičnost može biti uzrokovana različitim hemijskim, biološkim ili fizičkim 

stimulusima, i odnosi se na sposobnost agensa da izazove smrt ćelije. Citostaza je posebna 

kategorija citotoksičnosti, u kojoj ćelije ostaju žive, ali gube sposobnost rasta i deobe (35). 

Citotoksičnost prirodnih i hemijski sintetisanih jedinjenja najčešće se izražava kao 

koncentracija koja smanjuje vijabilnost ćelija za 50% (IC50). Međutim, smanjenje broja ćelija može 

nastati i usled promene u proliferaciji ćelija, kao i aktiviranjem različitih signalnih kaskada kojima 

se pokreće ćelijska smrt, uključujući apoptozu, ali i drugih mehanizama regulisane ćelijske smrti. 

Svaki od ovih procesa ima različite implikacije na procenu uticaja ispitivanog ksenobiotika na živi 

sistem (36). 

Ćelije se mogu privremeno zaustaviti na kontrolnim tačkama ćelijskog ciklusa usled: 

✓ nedostatka esencijalnih faktora rasta, hormona ili hranljivih materija (G1/S faza) 

kada se sprečava prelazak ćelije u S fazu; 

✓ prisutva spoljašnjeg stresornog signala ili usled oštećenja u moleulu DNK i 

pokretanja njegove popravke (mesto provere u G2 fazi ćelijskog ciklusa pred ulazak 

u M fazu) kada se sprečava ulazak ćelije u mitozu (37). 

Molekuli uključeni u regulaciju ćelijskog ciklusa (ciklini, ciklin-zavisne kinaze i inhibitori 

ciklin-zavisnih kinaza), takođe, mogu uticati na aktivaciju puteva koji vode do programirane 

ćelijske smrti ako se oštećenje ćelije ne može popraviti. Osim toga, neadekvatna regulacija 

ćelijskog ciklusa, pri kojoj ćelija nastavlja tranziciju i završava deobu u prisustvu oštećenja u 

molekulu DNK, može dovesti do mutacija gena, oštećenja hromozoma i aneuploidije, i na taj način 

doprineti tumorogenezi (38). 

Rezultati eksperimentalnih radova pokazuju da i tip ćelijske smrti kojim se ćelije uklanjaju 

usled izlaganja ksenobiotiku, daje bitnu informaciju za procenu bezbednosti korišćenja. Ćelijska 

smrt tipa apoptoze ne utiče na okolne neizmenjene ćelije (39), dok ćelijska smrt različita od 
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apoptoze može biti praćena inflamacijom usled nekontrolisanog oslobađanja ćelijskog sadržaja 

kojim utiče na okolne ćelije, dodatno ih oštećujući i povećavajući stopu ćelijskog umiranja (40). 

1.4.2. Ispitivanje genotoksičnosti ksenobiotika 

Oštećenja u molekulu DNK mogu nastati pod uticajem egzogenih agenasa poput fizičkih 

(UV i jonizujuće zračenje) i/ili hemijskih (toksini, lekovi), kao i endogenim oštećenjem nastalim 

usled metaboličke transformacije hemijskih genotoksičnih agensa, hidrolitičkih i oksidativnih 

reakcija sa reaktivnim vrstama kiseonika - ROS (eng. Reactive oxygen species, ROS) (41, 42). Bez 

obzira na poreklo, oštećenje u molekulu DNK dovodi do pokretanja niza signalnih puteva kojima 

se aktiviraju mehanizmi popravke oštećenja u molekulu DNK ili smrti ćelije ukoliko je oštećenje 

takvo da se ne može ukloniti i/ili je popravka energetski previše zahtevna (43). Oštećenja u 

molekulu DNK koja ipak ostanu nepopravljena, pri sledećoj deobi ćelije dovode do fiksiranja 

mutacija u somatskim ćelijama. Ove mutacije mogu dovesti do razvoja raznih bolesti, uključujući i 

maligne bolesti, ili urođenih defekata ukoliko nastanu u germinativnim ćelijama (44). 

Ispitivanje genotoksičnosti je neophodna komponenta u proceni bezbednosti izlaganja 

različitim agensima. Ova ispitivanja rade se u cilju identifikacije jedinjenja koja dovode do 

nepovratnog oštećenja u molekulu DNK i prenose se na sledeću ćelijsku generaciju (mutageni), 

kao i jedinjenja s genotoksičnim potencijalom, koja dovode do akutnih oštećenja DNK molekula, 

koja mogu biti popravljena i ne moraju uzrokovati trajne izmene u strukturi ili funkciji (45). Za  

in vitro ispitivanje genotoksičnog potencijala, obično se koristi alkalni komet esej kojim se mogu 

analizirati jednolančani (eng. Single Strand Breaks, SSBs) i dvolančani prekidi u molekulu DNK 

(eng. Double Strand Breaks, DSBs) u terminalno diferenciranim ćelijama i ćelijama koje se dele 

(46), mikronukleusni test kojima se detektuje DNK oštećenje u interfaznim ćelijama nakon ćelijske 

deobe (47) i test hromozomskih aberacija na metafaznim hromozomima (48). 

Mononuklearne ćelije periferne krvi (eng. Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs), 

predstavljaju često korišćen model sistem u toksikološkim studijama. U PBMC kulturama su 

prisutni i T limfociti koji mogu biti aktivirani na deobu fitohemaglutininom (PHA), nakon 48 sati i 

na drugu deobu nakon 72 sata od stimulacije (49). S obzirom da se alkalnim komet esejem 

detektuju i oštećenja u molekulu DNK koja mogu biti posledica i aktivirane ćelijske smrti praćene 

fragmentacijom, neophodno je utvrditi granice citotoksičnosti u kojima se može razlikovati 

genotoksični i citotoksični uticaj ksenobiotika. Kriterijum po kojem jedinjenje može biti 

genotoksično, prema Storeru i saradnicima (1996), je da ono direktno ili indirektno dovodi do 

porasta oštećenja u molekulima DNK tri puta u uslovima preživljavanja ćelija u kulturi iznad 70% 

(50). 

1.4.3. Oksidativni stres 

Oksidativni stres nastaje usled neravnoteže između prekomerne proizvodnje i uklanjanja 

slobodnih radikala. Slobodni radikali su male reaktivne vrste (joni, atomi i molekuli) koji mogu biti 

egzogenog i/ili endogenog porekla. ROS, čine superoksid anion (O2
•-), hidroksilni radikal (•OH), 

vodonik peroksid (H2O2). Egzogeni ROS nastaje usled izloženosti jonizacionom zračenju, ozonu, 

jonima metala, kao i ksenobioticima, poput toksina iz okoline, lekova, fitohemikalija, i drugih. ROS 

endogenog porekla, se kontinuirano proizvode mitohondrijskim prenosom elektrona i enzimima, 

kao što su nikotin adenin dinukleotid fosfat [NAD(P)H] oksidaza ili ksantin oksidaza (51). Osim 

mitohondrija, druge subćelijske strukture ili organele, uključujući plazma membranu, 

endoplazmatski retikulum i peroksizome doprinose stvaranju ROS (52). Pri niskim do umerenim 

koncentracijama, slobodni radikali ne remete fiziološke procese ćelije i mogu biti učesnici u 

prenosu signala u i između ćelija (53). Biotransformacija ksenobiotika vrši se uz učešće enzima faze 

I i II, i rezultuje stvaranjem reaktivnih vrsta, direktnim oslobađanjem u toku transformacije, i 

indirektno kao posledica reaktivnosti novonastalih proizvoda (54). U visokim koncentracijama ROS 

interaguju s ćelijskim molekulima i dovode do štetnih modifikacija lipida, proteina i DNK (55). 

Produkti lipidne peroksidacije (eng. Lipid Peroxidation Products, LPPs), kao što je malondialdehid 
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(MDA) i 4-hidroksinonenal (4-HNE) široko se koriste kao indikatori oksidativnog oštećenja ćelija 

jer nastaju kao posledica interakcije polinezasićenih masnih kiselina (PUFA) i slobodnih radikala 

(56). Literaturni podaci ukazuju da manje povećanje nivoa MDA može imati pozitivnu ulogu usled 

funkcionalne promene u ćeliji aktiviranjem procesa uključenih u odbranu od oksidativnog stresa 

(57). S druge strane, intenzivna peroksidacija lipida može dovesti do oštećenja membrane ćelije i/ili 

organela i aktivirati razne vrste ćelijske smrti, poput feroptoze, piroptoze, nekroptoze, autofagije, 

partanatoze (58). Reaktivni aldehidi, takođe, mogu formirati adukte sa molekulima DNK, RNK, 

proteinima, i negativno uticati na ćelijsku homeostazu usled strukturnih i funkcionalnih oštećenja 

biomolekula (59), tako da se pored direktnog oštećenja molekula nastalih delovanjem ROS, ćelije 

dodatno oštećuju i njihovim reaktivnim produktima. Pored toga, treba istaći da ROS indukovane 

modifikacije nukleotida molekula DNK, kao što je 8-hidroksi 2’-deoksiguanozin (8-oxodG), mogu 

da dovedu do mutacija ukoliko nisu uklonjene pre ćelijske deobe i da se intenzivno koriste kao 

biomarkeri oksidativnog oštećenja ćelija (60). Povećani nivo ROS, takođe može dovesti do 

oštećenja u molekulu DNK u vidu SSBs i DSBs prekida, koji mogu biti bilo signal za aktivaciju 

sistema popravke ili aktiviranje ćelijske smrti (61, 62). 

Antioksidativna odbrana (AO) postiže se direktnim uklanjanjem slobodnih radikala ili 

posredno aktiviranjem enzima antioksidativne zaštite (63). U uslovima povećanog nivoa ROS 

aktiviranje AO podrazumeva povećanje aktivnosti već postojećih enzima, kao što su superoksid 

dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GPx), ali i njihovu de novo sintezu koja 

je regulisana aktiviranjem transkripcionih regulatora poput Nrf 2 (eng. nuclear factor-erythroid 

factor 2-related factor 2) za koji je poznato da reguliše transkripciju gena SOD i GPx (64). 

1.5. Ćelijska smrt 

1.5.1. Tipovi ćelijske smrti 

Ćelijska smrt se može okarakterisati morfološkim promenama, kao što su gubitak 

integriteta membrane, DNK fragmentacija, bubrenje ćelije, vakuolizacija, i drugo (65). Prvobitna, 

gruba, klasifikacija na osnovu morfoloških promena ćelije, deli ćelijsku smrt u tri različita oblika: 

(1) ćelijska smrt tipa I (apoptoza) - praćena smanjenjem volumena ćelije, 

kondenzacijom hromatina, nuklearnom fragmentacijom i uvratima ćelijske membrane, što 

kulminira stvaranjem malih vezikula (apoptotskih tela), koje susedne ćelije efikasno uklanjaju 

fagocitnom aktivnošću i razgrađuju u lizozomima; 

(2) ćelijska smrt tipa II (autofagija) - manifestuje se opsežnom vakuolizacijom 

citoplazme, i slično apoptozi, rezultira fagocitnim unosom i posledičnom degradacijom u 

lizozomima; 

(3) ćelijska smrt tipa III (nekroza) - ne pokazuje nikakve karakteristike ćelijske smrti 

tipa I i/ili II, kao ni fagocitnu i lizozomsku uključenost u proces ćelijske smrti (66). 

Osim navedene klasifikacije, na osnovu stepena regulacije procesa, ćelijska smrt se može 

podeliti i na slučajnu (eng. Accidental Cell Death, ACD), koja se javlja usled izlaganja ćelija naglim 

fizičkim, hemijskim ili mehaničkim promenama, i regulisanu (eng. Regulated Cell Death, RCD), 

koju karakteriše definisani tok u promeni molekularno regulisanog puta (67). RCD može nastati u 

odsustvu egzogenih stimulusa, kao ugrađeni fiziološki program pri procesima razvića i obnavljanja 

tkiva, kada se označava kao programirana ćelijska smrt (eng. Programmed Cell Death, PCD), ili 

usled intenzivnih poremećaja unutarćelijske ili vanćelijske mikrookoline, kada ima ulogu u 

uklanjanju oštećenih ćelija i omogućava održavanje tkivne homeostaze (66). 

1.5.2. Apoptoza 

Apoptoza je programirani tip ćelijske smrti, neophodan za održavanje homeostaze 

organizma. Postoje dva osnovna puta aktivacije apoptoze, spoljašnji put i unutrašnji (68). 
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Spoljašnji put aktivacije apoptoze je izazvan promenama u vanćelijskoj sredini koje 

dovode do povećanja koncentracije liganda koji po vezivanju za receptore smrti nishodno aktiviraju 

kaspaze 8 i 10 (Slika 5.). Vezivanjem liganda, receptor se konformacijski menja čime se 

omogućava sastavljanje velikog multi-proteinskog kompleksa poznatog kao signalni kompleks 

inicijacije smrti (eng. Death Initiation Signalling Complex, DISC) i aktivacija kaspaze 8 (69). Ova 

kaspaza ima sposobnost da pokrene i unutrašnji put apoptoze, čime se putevi regulacije ćelijske 

smrti, pokrenuti različitim stimulansima, mogu preklopiti. Kaspaza 8 prevodi Bid (eng. BH3 

interacting domain death agonist) u aktivnu formu koji se vezuje za Bax (eng. Bcl 2 associated X 

protein) koji se konformacijski menja i razdvaja od Bid. Bax se potom premešta u membranu 

mitohondrija, omogućava formiranje pora i otpuštanje citohroma C (cit c) koji u citoplazmi 

interaguje s aktivirajućim faktorom apoptotskih proteaza - 1 (eng. Apoptotic protease-activating 

factor 1, Apaf 1) i učestvuje u formiranju složene strukture označene kao apoptozom uključene u 

katalitičku aktivaciju kaspaze 9 (Slika 5.) (70, 71). Unutrašnji put apoptoze može biti aktiviran 

širokim spektrom ćelijskih signala koji dovode do promena na mitohondrijalnoj membrani i remete 

ravnotežu između pro- i antiapoptotskih proteina familije Bcl 2, uključujući proapoptotski Bax i 

antiapoptotski Bcl 2 (eng. B cell lymphoma 2). U odsustvu antiapoptotskog signala, a započete 

signalizacije apoptoze, homooligomerizacija Bax se nesmetano odvija i dovodi do narušavanja 

integriteta spoljašnje mitohondrijalne membrane formiranjem pora i permeabilizacije (eng. 

Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization, MOMP), i oslobađanje cit c (72, 73). 

Permeabilizacijom mitohondrijalne membrane oslobađa se i druga grupa proapoptotskih proteina, 

AIF (eng. Apoptosis Inducing Factor), endonukleaza G (EndoG) i CAD (eng. Caspase-Activated 

DNAse) (74). 

 
Slika 5. Signalna kaskada puteva spoljašnjim i unutrašnjim signalima aktivirane apoptoze (75). 
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Nezavisno od početnog signala koji u ćeliji pokreće grupu inicijatorskih kaspaza 8, 9 i 10, 

one dalje aktiviraju nizvodne centralne regulatore apoptoze, efektorske molekule, kaspazu 3, 6 i 7. 

Efektorske kaspaze pripadaju porodici cisteinskih proteaza, koje razgrađuju proteine ključne za 

preživljavanje ćelije, što uvodi ćeliju u proces dezintegracije (76). Jedan od targeta aktivirane 

kaspaze 3 je i protein poli (ADP-ribozil) polimeraza 1 (eng. Poly (ADP-ribose) polymerase, 

PARP 1), molekulske mase 116 kDa, koji je uključen u procese transkripcije, rekombinacije i 

popravke oštećenja u molekulu DNK (77). U fazi rane apoptoze PARP 1 seče se specifično od 

strane aktivirane kaspaze 3 na fragmente PARP 1 molekulske mase 89 i 24 kDa (78). 

Treba istaći da je aktivacija kaspaza neophodna za izvršenje ćelijske smrti apoptozom, kao 

i da specifično blokiranje njihove aktivnosti može zaustaviti, odnosno odložiti ćelijsku smrt. 

Literaturni podaci, tako na primer, ukazuju da Zvad-fmk (Benziloksikarbonil-Val-Ala-Asp(O-Me) 

fluorometil keton) inhibira aktivnosti više kaspaza ireverzibilnim vezivanjem za njihovo katalitičko 

mesto, čime blokira različite biološke procese uključujući i aktivaciju inflamazoma što dovodi do 

povećanog preživljavanja ćelija (79). 

1.5.3. Nekroptoza 

Nekroza je definisana kao nagli, neprogramirani oblik ćelijske smrti koji se javlja kao 

odgovor na intenzivnu hemijsku ili fizičku povredu. Krajnje tačke nekroze uključuju bubrenje i 

pucanje nekrotičnih ćelija, čiji se sadržaj oslobađa u okolni prostor i time dovodi do inflamacije. 

Iako se ranije smatralo da je nekroza pasivna i neprogramirana, 2005. godine potvrđen je proces 

ćelijske smrti, nezavisan od aktiviranja kaspaza, koji podseća na nekrozu u pogledu morfologije 

ćelije u umiranju, ali je praćen definisanim sledom događaja u ćeliji (80). Signalna aktivacija tog 

regulisanog oblika nekroze, nekroptoza, može biti postignuta nespecifičnim vanćelijskim signalima 

kao što su segment dvolančanih molekula DNK (eng. double stranded DNA, dsDNA), molekularni 

obrazci povezani s oštećenjem ćelija (eng. Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs), 

specifičnom aktivacijom receptora smrti (eng. Death Receptors, DRs), kao i usled unutarćelijskih 

promena (nizak energetski nivo) (81). 

Pojedini regulatorni molekuli učestvuju u signalnim kaskadama kako apoptoze tako i 

nekroptoze (Slika 6.) (82). Naime, pored sličnih stimulusa koji mogu započeti signalnu kaskadu, i 

unutrašnji prenos signala može uključivati iste molekule, a njegov smer zavisi od ostvarenih 

interakcija s drugim molekulima i formiranja specifičnih kompleksa. Aktivacija proteina 1 koji 

interaguje s receptorom (eng. Receptor-Interacting Protein kinase 1, RIP 1) presudna je za 

formiranje više različitih molekulskih kompleksa uključenih u regulaciju inflamacije  

(Slika 6., kompleks 1), apoptoze (Slika 6., kompleks 2b) i nekroptoze (Slika 6., kompleks 2c). 

Inaktivna kaspaza 8 i deubikvitinacija RIP 1 preduslovi su za aktiviranje nekroptoze (83). 

Fosforilacijom aktivirani RIP 1 dalje fosforiliše na Ser227 protein 3 koji interaguje s receptorom 

(eng. Receptor-Interacting Protein 3, RIP 3), što je potrebno za aktivaciju pseudokinaze mešovitog 

porekla nalik kinaznom domenu (eng. Mixed Lineage Kinase domain-Like protein, MLKL), 

efektorskog proteina koji deluje nishodno od RIP 1 i RIP 3. Fosforilacija MLKL je signal za 

njegovu oligomerizaciju i prelazak u citoplazmatsku membranu. Za finalni korak nekroptoze 

neophodno je da se dostigne dovoljan broj blisko lokalizovanih MLKL oligomera u membrani što 

omogućava stvaranje pora i ulazak katjona (84, 85). Kao rezultat smrti ćelije nekroptozom, dolazi 

do oslobađanja DAMPs, kao što je mitohondrijska DNK (eng. Mitochondrial DNA, mtDNA), 

protein 1 grupe visoke mobilnosti (eng. High Mobility Group Box1, HMGB1), interleukin 33  

(IL-33), interleukin-1α (IL-1α) i ATP (82). 
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Slika 6. Signalne kaskade puteva apoptoze i nekroptoze (82). 

S obzirom da je nekroptoza tip regulisane ćelijske smrti, njen tok može biti modulisan 

aktivacijom/inhibicijom regulatornih molekula signalne kaskade. Tako na primer, nekrostatin 1 

(nec), vezivanjem za hidrofobni džep u kinaznom domenu RIP 1 proteina, blokira njegovu aktivnost 

zadržavajući ga u neaktivnoj formi, i odlaže dalje korake nekroptoze (86). 

1.5.4. Druge vrste regilisane ćelijske smrti 

Pored prvobitne podele ćelijske smrti na osnovu morfoloških karakteristika ćelije, 

molekularna analiza signalnih kaskada koje dovode do ćelijske smrti, dovela je i do definisanja 

različitih vidova regulisane ćelijske smrti u koje mogu biti uključeni raznovrsni molekuli  

(Tabela 1.) (87). Molekuli koji su označeni kao ključni u regulaciji određenog tipa ćelijske smrti, 

mogu interagovati i sa signalnim molekulima različitih tipova RCD. Tako na primer, iako uključen 

u put apoptoze, nakon premeštanja u jedro, AIF može biti uključen i u izvršenje ćelijske smrti tipa 

partanaptoza (eng. parthanatos), koje ne zahteva posredovanje kaspaza za izvršenje, a uzrokovano 

je prisustvom PAR (poli (ADP-riboza)) usled PARP 1 hiperaktivacije (88). Partanaptoza može biti i 

AIF-nezavisna, kada nastaje usled iscrpljivanja NAD+ i ATP, takođe, usled hiperaktivacije PARP 1 

(89, 90). Između ostalog, pokazano je i da kinaza regulisana vanćelijskim signalima (eng. 

Extracellular-signal-Regulated Kinase, ERK1/2) može uticati na modulaciju signalnog puta 

apoptoze, jer pored opšte poznate uloge u ERK/Creb/Bcl 2 putu koji utiče na preživljavanje ćelija 

(91), ERK1/2 može biti uključen i u proces signalne aktivacije apoptoze izazvane oksidativnim 

stresom (92), i/ili agensima koji dovode do oštećenja u molekulu DNK (93). Sem uticaja na 

molekule uključene u regulaciju apoptoze, aktivacija ERK1/2 može biti ključna i u regulaciju 

partanatoze, kao i drugih tipova ćelijske smrti (94, 95). 
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Tabela 1. Tipovi regulisane ćelijske smrti, ključni molekuli uključeni u njihovu regulaciju i 

morfološke karakteristike ćelija karakteristične za tip ćeliske smrti. 

Tip ćelijske smrti Ključni molekuli Ćelijska morfologija 

Autofagija UKL1, PI3KIII, ATGs, LC3 
Uvrati na ćelijkoj membrani; uvećane 

organele; gubitak citoplazmatskih organela 

Entoza 

RhoA, ROCKI/II, E-

kadherin, α-katenin, 

aktomiozin, LC3, ATGs 

Internalizacija ćelije u citoplazmu susedne 

ćelije (formiranje ćelije u ćeliji) 

Metuoza 
Ras, Rac1, Arf6, LAMP1, 

Rab7 

Formiranje membranskih vakuola; gubitak 

integriteta membrane bez jedarne 

fragmentacije 

Paraptoza Nerazjašnjeni 
Akumulacija velikih membranskih vakuola; 

širenje ER ili mitohondrija 

Mitoptoza 
Bax, Bak, Drp1, 

TIMM8a(DDP) 

Raspadanje mitohondrijskog retikuluma na 

male sferne organele 

Partanatoza PARP 1, AIF 
Ruptura membrane; MOMP; kondenzacija 

hromatina; fragmentacija DNK 

MPT regulisana 

nekroza 
ciklofilin D-zavisan proces Bubrenje mitohondrija i ćelije 

Feroptoza 
gubitak aktivnosti GPX4; 

akumulacija lipidnih ROS 

Mitohondrije smanjenog volumena i narušen 

integritet membrane 

Piroptoza 
NLRs, ALRs, kaspaza1, 

kaspaza11 

Bubrenje ćelija; ruptura membrane; DNK 

fragmentacija i kondenzacija hromatina 

NEToza NOX4, PAD4 
Dekondenzacija hromatina; vakuolizacija 

citoplazme 

Nekroptoza 
DRs, TLRs, TCR, RIPKs, 

MLKL 

Bubrenje ćelija; ruptura membrane; bubrenje 

mitohondrija 

Mitotička 

katastrofa 

kaspaza2; aktivacija P53, 

produžena SAC 

signalizacija 

Mikro i multinukleacija; apoptotične i/ili 

nekrotične karakteristike 

Mitotička smrt 

(84) 

SAC kompleks; APC/C-

CDC20 
Morfologija slična apoptozi 

Alkaliptoza (85) IKBKB; NF-κB 
Morfologija slična nekrozi; intracelularna 

alkalinizacija 

Okseiptoza (85) KEAP1; PGAM5; AIFM1 Morfologija slična apoptozi 

Skraćenice: ULK1 (eng. Unc-51 Like autophagy activating Kinase 1); PI3K - klasa III 

fosfoinozitid 3-kinaza; ATGs (eng. autophagy-related proteins); LC3 (eng. microtubule-

associated protein Light Chain 3); ROCK (eng. Rho associated coiled-coil containing protein 

kinase); Rac1 (eng. Rac family small GTPase 1); Arf6 (eng. ADP ribosylation factor 6); LAMP1 

(eng. lysosomal-associated membrane protein 1); ER - endoplazmatični retikulum; 

TIMM8a/DDP (eng. Translocase of Inner Mitochondrial Membrane 8a); NLRs (eng. NOD-Like 

Receptors); ALRs (eng. AIM2-like receptors); NOX4 - NADPH oksidaza 4; PAD4 

peptidilarginin deiminaza 4; TLRs (eng. Toll-Like Receptors); TCR-T ćelijski receptor (eng. T-

Cell Receptor); SAC (eng. Spindle Assembly Checkpoint); APC/C-CDC20; IKBKB (eng. 

IkappaB kinase beta); NF-κB (eng. nuclear factor kappa-B); KEAP1 (eng. Kelch Like ECH 

Associated Protein 1); PGAM5 (eng. Mitochondrial serine/threonine-protein phosphatase 

PGAM5); AIFM1 (eng. Apoptosis Inducing Factor Mitochondria Associated 1). 
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1.5.5. Modulisanje puteva ćelijske smrti 

Molekuli sa selektivnim uticajem na aktivaciju/inhibiciju jednog od mehanizama ćelijske 

smrti, bez značajnog uticaja na druge tipove ćelijske smrti, mogu biti značajni u procesima 

razvijanja terapeutika. Inhibitori kaspaza, na primer, mogu imati ulogu u tretmanu patoloških stanja 

povezanim sa akutnim povredama tkiva koje karakteriše prekomerna apoptoza, kao što su moždani 

udar i infarkt miokarda (96). S druge strane, aktivacija kaspaze 3 ili učesnika u regulatornoj kaskadi 

apoptoze mogla bi naći primenu i u terapiji malignih bolesti kod kojih je usled mutacija ili 

aberantne ekspresije regulatornih molekula blokirana mogućnost aktivacije apoptoze (97). 

Međutim, selektivnost tretmana ograničena je složenom signalizacijom u regulaciji ćelijske smrti, 

koja se odvija uz učešće istih molekula uključenih u regulaciju različitih tipova ćelijske smrti. 

Ukrštanje regulatornih kaskada otvara mogućnost prelaska sa jednog na drugi tip ćelijske smrti kada 

je jedan od signalnih puteva blokiran. Ovakav način modulisanja ćelijske smrti, takođe, može imati 

terapijsku primenu. Aktivacija nekroptoze može imati bitnu fiziološku ulogu u patološkim stanjima 

kao što su tumori rezistentni na apoptozu, kada ovaj tip ćelijske smrti sem uklanjanja 

transformisanih ćelija, može oslobađanjem DAMPs aktivirati imuni sistem i promovisati suzbijanje 

tumora (81). 

1.6. Biološka aktivnost ekstrakta korena G. lutea i monoterpenskih referentnih komponenti 

Lekovita svojstva EKG i biljaka koje sintetišu slične sekundarne metabolite pripisuju se 

gorkim sekoiridoidima, kao i flavonoidima i ksantonima, koji imaju antimikrobno (98, 99), 

antidijabetično (100, 101), hepato- (102), kardio- (103) i neuroprotektivno (104), dejstvo. Naučna 

ispitivanja su u mnogim aspektima potvrdila osnovanost tradicionalne primene preparata G. lutea. 

Naime, pokazano je da EKG, štiti mukozu želuca od lezija izazvane etanolom i aspirinom (105), 

kao i da ispoljava inhibitorni efekat na gram‐negativne sojeve bakterija Helicobacter pylori koja je 

osnovni etiološki faktor nastanka gastritisa i čira (106). Pokazano je i da utiče na vaskularni tonus 

krvnih sudova digestivnog trakta (107), da smanjuje akumulaciju lipida na zidovima krvnih sudova 

i utiče na faktore uključene u aterosklerozu, štiteći na taj način krvne sudove (103). EKG utiče i na 

sintezu lipida i ceramida u keratinocitima, smanjuje edeme kože i omogućava brže zaceljenje rana 

(108-110). 

U in vitro i in vivo studijama pokazano je da monoterpenske referentne komponente  

G. lutea (MRK), primenjene kao pretretman ili kotretman s toksičnim agensima, svoje pozitivne 

efekte ostvaruju svojim antioksidativnim i antiinflamatornim dejstvom. Tako na primer, in vitro 

tretman HepG2 ćelija ekstraktima korena i lista G. lutea, kao i tretman sa jednom od 

najzastupljenijih MRK u EKG, Gp, utiče na povećanje nivoa ekspresije gena Nrf 2 (111). Slično, 

Sw dozno-zavisno utiče na smanjenje intenziteta oksidativnog stresa, smanjenje nivoa ROS i 

MDA, paralelno povećavajući aktivnost komponenti antioksidativne zaštite poput SOD i GPx 

(112). Kotretman pacova s hepatotoksinom CCl4 i Sm povećava količinu enzima SOD i GPx i 

snižava nivo MDA (113). Antioksidativni uticaj La usled smanjenja ROS je uočen u in vitro 

uslovima, na PBMC kulturama izloženim teškim metalima, kao i sprečavanje nastanaka 

superoksidnog radikala u aktiviranim neutrofilima (114, 115). Gp (116), Sw (112), La (117) i Sm 

(118) tretmani ispoljavaju antiinflamatorni uticaj smanjenjem lučenja inflamatornh citokina, kao 

što su faktor nekroze tumora α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β) i interleukin-6 (IL-6). Osim toga, 

pokazano je i da prethodno navedeni monoterpeni mogu inhibirati ciklooksigenazu-1 i -2 (COX-1, 

-2), čija je uloga u sintezi prostaglandina, koji, takođe, posreduju u procesu inflamacije (119, 120). 

Literaturni podaci ukazuju i da Gp (121), Sw (122) i Sm (123) smanjuju inflamaciju inhibirajući 

regulatorni protein transkripcije NF-κB (eng. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells) koji reguluše ekspresiju gena čiji produkti učestvuju u njenoj aktivaciji (124). 
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1.6.1. Citotoksični i genoksični uticaj MRK i EKG 

Citotoksičnost EKG i MRK je, do sada, najčešće ispitivana na tumorskim ćelijskim 

linijama. Literaturni podaci ukazuju da EKG ispoljava citotoksičan uticaj na tumorskim ćelijskim 

linijama HeLa i MCF-7 sa maksimalnom inhibicijom rasta pri koncentraciji 500 μg/mL (125). Osim 

toga, pokazano je i da ekstrakt nadzemnih delova G. lutea, u kom su, takođe, identifikovani 

sekoiridoidi, ispoljava citotoksične efekte prema HeLa ćelijama (IC50) pri izlaganju koncentraciji 

41,1 µg/mL, dok je u istoj ćelijskoj liniji 5,7 μg/mL Gp tretman smanjio broj ćelija za 50% (126). 

Navedeno istraživanje ukazuje da izdvojene komponente mogu imati intenzivniji uticaj na 

smanjenje ćelijskog preživljavanja u odnosu na ekstrakt u istim eksperimentalnim uslovima. Dužina 

ekspozicije tretmanima, takođe, može značajno uticati na stepen citotoksičnosti, kao što je 

detektovano u ćelijskoj liniji karcinoma ovarijuma (OVACR-3), u kojoj je 22,4 µM Gp tretman 

(22,4 µM) nakon 24 sata smanjio stopu ćelijskog preživljavanja u istoj meri (IC50) kao i manja 

koncentracija (8,2 µM) nakon 48 sati (127). 

Pokazano je da MRK antitumorski uticaj promovišu aktiviranjem kaspazno-zavisne 

apoptoze (127-130). Tako na primer, in silico analiza energije vezivanja, ukazala je na postonje 

mogućnosti interakcije Gp, Sw i Sm sa proteinom Bcl 2, što je potvrđeno i u in vitro 

eksperimentima, (128). Takođe, uočeno je da tretman Gp, pored smanjenja nivoa Bcl°2, utiče i na 

povećanje nivoa cit c, kaspaze 3 i PARP 1 89 kDa fragmenta (127). Sm ispoljava antitumorsko 

dejstvo na HeLa ćelije pokretanjem signalne kaskade apoptoze, i nakon 48 sati tretmana dovodi do 

smanjenja broja ćelija na 20% od početne (129). Pored aktiviranja apoptoze pomeranjem balansa ka 

proapototskim molekulima, Sw, svoj antitumorski uticaj u ćelijskim linijama humane leukemije 

ispoljava zaustavljanjem ćelijskog ciklusa na samom kraju S ili pri prelasku iz G2 u M fazu (130). 

Podaci o citotoksičnom uticaju MRK i EKG tretmana na primarnim ćelijskim linijama su 

malobrojni. U prethodno navedenom istraživanju, Sw tretman koji je nakon 24 sata ispoljio 

antitumorski efekat, nije značajno smanjio ćelijsko preživljavanje u nekoliko različitih 

netransformisanih ćelijskih linija uključujuči i PBMC, ali je ipak uočen trend smanjenja broja ćelija 

sa povećanjem doze tretmana (130). Kesavan i saradnici (2013) su na primarnim ćelijskim linijama 

pokazali da EKG inhibira proliferaciju ćelija (IC50) glatkih mišića aorte pacova (RASMC i A7r5), 

kao i u analognoj humanoj ćelijskoj liniji ATCC CRL-1999 u koncentracijama 2,22 mg/mL, 2,7 i 

3,43 mg/mL, redom (131). 

Genotoksičnost MRK i EKG najčešće je testirana kao pretretman ili u kotretmanu sa 

toksičnim agensom. Tako je uočen dualni uticaj ekstrakata biljke G. lutea, koji u velikoj meri zavisi 

od ispitivane doze. Naime, primenjeni tretmani u visokim dozama u ćelijskim linijama 

hepatocelularnog karcinoma (HepG2) ispoljavaju genitoksični potencijal, dok u nižim 

koncentracijama, u prisustvu mutagena, imaju genoprotektivni uticaj (132). In vivo istraživanje na 

larvi D. Melanogaster, ukazalo je da ko- i post-tretman EKG sa DNK alkilirajućim agensom (metil 

metanesulfonatom, MMS), ima sinergistički mutageni uticaj usled povećanja učestalosti mutiranih 

klonova detektovanih SMARt testom (eng. Somatic Mutation And Recombination) (133). Takođe, 

pokazano je i da Gp primenjen u koncentracijama od 5 do 50 µg/mL u ćelijama ovarijuma kineskog 

hrčka (eng. Chinese Hamster Ovary, CHO) ispoljava genotoksični potencijal (134). 
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2. CILj 

Lekovito bilje se koristi za proizvodnju lekovitih proizvoda, koji zbog antimikrobnih, 

antiinflamatornih, antioksidativnih, antitumorskih i antidijabetičkih karakteristika imaju široku 

primenu u lečenju različitih bolesti. Osim toga, biljni ekstrakti su i izvor bioaktivnih supstanci koje 

se mogu koristiti u proizvodnji novih sintetičkih i polusintetičkih lekova s manjom toksičnošću i 

većom efikasnošću. Iako su zbog prirodnog porekla i dugogodišnje primene u tradicionalnoj 

medicini smatrani bezbednim za korišćenje, konzumacija biljnih lekovitih proizvoda može dovesti 

do neželjenih dejstva, pored ostalog, i usled neadekvatnog načina pripreme i primene. Brojna 

istraživanja ukazala su na pozitivan uticaj EKG i/ili prisutnih komponenti u EKG kada su korišćeni 

u prisustvu toksičnog agensa, kao i na njihove antitumorske uticaje usled aktivacije apoptoze, dok je 

mali broj studija bio usmeren na proučavanje njihovih uticaja u neizmenjenim ćelijama. 

S obzirom na široku primenu G. lutea u patološkim stanjima i na oskudnost literaturnih 

podataka o odgovoru neizmenjenih ćelija na MRK i EKG, kao i na naznake da svoj uticaj mogu 

ispoljiti selektivnom aktivacijom apoptoze, osnovni cilj ove doktorske disertacije je bila procena 

odgovora PBMC i PHA-PBMC kultura pri izlaganju citotoksičnim koncentracijama MRK i EKG, 

identifikacija ćelijske smrti apoptoze i nekroptoze izazvane uticajem tretmana i procena selektive 

aktivacije ispitivanih tipova ćelijske smrti. 

U skladu s navedenim osnovnim ciljem, definisani su pojedinačni ciljevi: 

1) priprema EKG; kvalitativna i kvantitativna analiza MRK u EKG i provera stabilnosti 

MRK i EKG u in vitro uslovima; 

2) optimizacija dužine trajanja i koncentracije EKG tretmana koji utiču na stopu 

ćelijskog preživljavanja; 

3) in silico procena bioaktivnosti MRK; 

4) in vitro procena genotoksičnog uticaja MRK i EKG tretmana; 

5) provera uticaja MRK i EKG tretmana na odabrane parametre oksidativnog stresa; 

6) ispitivanje morfoloških karakteristika ćelija nakon tretmana, kao i nivoa proteina 

uključenih u regulaciju ćelijske smrti tipa apoptoze i nekroptoze; 

7) procena uticaja tretmana na selektivno aktiviranje ćelijske smrti tipa apoptoze i 

nekroptoze u prisustvu specifičnih inhibitora. 

S obzirom da biljni ekstrakti i njihove aktivne komponente mogu modulisati unutarćelijske 

procese u patološkim stanjima, identifikacija komponenti koje mogu uticati na mehanizam 

regulisane ćelijske smrti u neoštećenim ćelijama može biti od velike važnosti u proceni bezbednosti 

njihove primene, kao i kreiranju potencijalnih fitofarmaceutika. 
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1. MATERIJAL 

Studija je sprovedena uz odobrenje Etičkog komiteta (1109/1) Instituta za nuklearne nauke 

„Vinča” - Instituta od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu, i pisanu 

saglasnost svih ispitanika. Uzorci periferne krvi tri zdrava davaoca, starosti od 20 do 40 godina 

sakupljeni su u Li-heparin vakutajnerima u tri nezavisna uzorkovanja u periodu ne dužem od tri 

meseca. 

Hemikalije korišćene u eksperimentalnoj postavci ove doktorske disertacije, prikazane su u 

Tabeli 2., dok su primarna i sekundarna antitela za imunoblot analizu predstavljena u Tabeli 3. Za 

pripremu rastvora korišćena je dejonizovana voda (ddH2O), 18 Ω kvaliteta (Purite, Suez, Velika 

Britanija). Rastvarači korišćeni za ekstrakciju, tečnu hromatografiju i kolorimetrijske eseje su bili 

p.a. kvaliteta. 
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Tabela 2. Hemikalije, reagensi i enzimi korišćeni u eksperimentalnoj postavci. 

Proizvođač Materijal 

Sartorius, Nemačka 0,2 µm Minisart filter 

Sigma-Aldrich Co., 

Sjedinjene 

Američke Države 

Mravlja kiselina, Whatman filter br. 4, citohalazin B, gimza, kolhicin, 

peroksidaza rena (HRP), 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB), glicerol, 

dimetilsulfoksid (DMSO), hloramin T, 1-metil-2-fenilindol, tris, 

acetonitril, triton X-100, metansulfonska kiselinom, acetaldehid, 

Tetrametilrodamin etil estar (TMRE), hloroform, albumin iz goveđeg 

seruma (BSA), Folin-Ciocalteu reagens, ß-merkaptoetanol, natrijum 

dodecil sulfat (SDS), Tween-20, akrilamid, ribonukleaza A, 

fenazinmetosulfat (PMS), propidijum jodid (PI), guanidin hidrohlorid, 

4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), vodonik peroksid, mokraćna kiselina 

Zorka farma, 

Republika Srbija 
Methanol, etanol, glacijalna sirćetna kiselina 

ChemFaces, 

Narodna republika 

Kina 

Loganska kiselina (La), sverozid (Sw), genciopikrozid (Gp), svertiamarin 

(Sm) 

VWR, Sjedinjene 

Američke Države 

Sumporna kiselina, Na-K-tartarat, bakarsultat, natrijum bikarbonat, 

natrijum hidroksid, hlorovodonična kiselina, natrijum hlorid, kalijum 

hlorid, natrijum citrat, trihlorsirćetna kiselina (TCA) 

Santa Cruz 

Biotechnology, 

Sjedinjene 

Američke Države 

Suvo bezmasno mleko, MarkerTMMolecular Weight Standards (250 kDa, 

130 kDa, 95 kDa, 72 kDa, 55 kDa, 36 kDa, 28 kDa, 17 kDa i 11 kDa) 

Thermo Fisher 

Scientific, 

Sjedinjene 

Američke Države 

Supstrat za hemiluminiscenciju (ECL), Ficoll ™ medijum, polivinil 

difluoridna (PVDF) membrana 

Invitrogen, 

Sjedinjene 

Američke Države 

TRIzol reagens 

Capricorn scientific, 

Nemačka 

Medijum RPMI 1640, fitohemaglutinin (PHA), fetalni goveđi serum 

(FBS), penicilin-streptomicin, Hankov pufer (HBSS) 

Stemcell 

Technologies, 

Velika Britanija 

Tripan plava, HEPES pufer 

Serva, Nemačka 

Natrijumova so 3´- [1- (fenilaminokarbonil)- 3,4- tetrazolium]-bis (4-

metoksi-6-nitro) benzen sumporne kiseline (XTT), fenazinmetosulfat 

(PMS), agaroza niske tačke topljenja (LMPA), agaroza normalne tačke 

topljenja (NMPA) 

Vector Laboratories, 

Velika Britanija 
Vectashield 

Trevigen, Nemačka 
8-oxodG ELISA komplet (DNazaI, alkalna fosfataza, anti-8-oxodG 

monoklonsko antitelo, sekundarno antitelo i supstrat) 

Roche, Švajcarska Proteazni inhibitori (cOmplete™) 

Selleckchem, Velika 

Britanija 

Benziloksikarbonil-Val-Ala-Asp(O-Me) fluorometil keton (Z-vad-fmk, 

zvad), nekrostatin 1 (nec) 
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Tabela 3. Antitela korišćena u imunoblot analizi. 

*Proizvođač Antitelo 
Kataloški 

broj 
Karakteristike Razblaženja 

Sigma-Aldrich Co. 
MLKL/pMLKL 

(Ser358) ab Set 
17-10400 

primarno zečije 

poliklonsko 
1:500 

Cell Signaling 

Technology 

PARP 9542 
primarno zečije 

poliklonsko 
1:1000 

tErk1/2 9101 
primarno zečije 

poliklonsko 
1:1000 

pErk1/2 9102 
primarno zečije 

poliklonsko 
1:1000 

sečena kaspaza 3 9661S 
primarno zečije 

poliklonsko 
1:1000 

Thermo Scientific™ β-aktin PA1-21167 
primarno zečije 

poliklonsko 
1:5000 

Santa Cruz 

Biotechnology Inc. 

prokaspaza 3 sc-7148 
primarno zečije 

poliklonsko 
1:1000 

Bcl 2 sc-492 
primarno zečije 

poliklonsko 
1:1000 

Bax sc-7480 
primarno mišije 

monoklonsko 
1:1000 

anti-zečije IgG sc-2030 sekundarno kozje 1:5000 

anti-mišije IgG sc-2318 
sekundarno 

magareće 
1:5000 

* Sve kompanije čija su antitela korišćena u ovoj studiji su iz Sjedinjenih Američkih Država 
 

3.2. METODE 

3.2.1. Priprema ekstrakta korena G. lutea 

Koren G. lutea, korišćen u pripremi EKG, je komercijalno dostupan proizvod Instituta za 

ispitivanje lekovitog bilja „Dr Josif Pančić”, Republika Srbija. Pre procesa ekstrakcije, koren je 

dodatno usitnjen ručnim mlinom (Bosch, Nemačka). EKG je pripremljen zagrevanjem usitnjenog 

korena u ddH2O, 10 minuta, u odnosu 1 : 5 (m/V). Nakon hlađenja, EKG je filtriran pomoću papira 

preko bihnerovog levka, uvodenom vakuumu i centrifugiran 20 minuta na 10000 g, na sobnoj 

temperaturi (ST) (Minispin, Eppendorf AG, Nemačka), da bi se odvojile nerastvorljive čestice. 

Dobijeni supernatant je u akrilnim komorama (25 mL) čuvan na -20°C, 24 sata, nakon čega je 

vakuumski liofilizovan pod pritiskom od 400 Pa tokom 48 sati. Dobijeni liofilizat je čuvan u 

tubama u eksikatoru na 4°C do upotrebe. 

Liofilizat rastvoren u 50% etanolu u koncentraciji 50 mg/mL, propušten je kroz 0,2 µm 

filter i korišćen u daljim eksperimentima kao osnovni rastvor. 

3.2.2. Karakterizacija EKG 

3.2.2.1. Morfološka analiza EKG korišćenjem skanirajuće elektronske mikroskopije 

Posle svake faze pripreme EKG analizirane su čestice praha, liofilizata i rastvorenog 

liofilizata pomoću skanirajuće elektronske mikroskopije (FESEM, FEI SCIOS 2, Thermo Fisher 

Scientific FEI, Japan). Snimanje je vršeno na uvećanju od 350 x, a veličina čestica je određena 

pomoću softvera SemAfore 5.2 (Insinooritoimisto Rimppi Oi, Finska). 
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3.2.2.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza MRK u EKG 

Apsorpcioni spektri EKG i standardnih rastvora monoterpenskih komponenti (La, Sw, Gp i 

Sm) u 50% etanolu snimljeni su na spektrofotometru (Perkin Elmer Lambda 35 UV-Vis, Sjedinjene 

Američke Države). 

Hromatografsko razdvajanje komponenti EKG urađeno je sistemom Waters ACQUITY 

UPLC sa PDA detektorom (Malvern Panalytical Ltd, Velika Britanija), korišćenjem kolone LUNA 

3u, C18(2), 3 µm, 100 mm × 2 mm (Phenomenex, Sjedinjene Američke Države) kao stacionarne 

faze. Sve analize rađene su pod gradijentnim uslovima, a mobilna faza sastojala se od rastvarača A 

(0,1% vodenog rastvora mravlje kiseline) i rastvarača B (0,1% rastvora mravlje kiseline u 

metanolu). Brzina protoka mobilne faze bila je 0,3 mL/min, a temperatura odeljka za kolonu 

iznosila je 35 °C. 

UPLC hromatogrami snimani su u intervalu talasnih dužina od 210 do 500 nm. Pored njih, 

snimani su i 2D hromatogrami na talasnim dužinama od 245 nm i 271 nm. Analiza je trajala  

6 minuta, dok je injekciona zapremina svih ispitivanih rastvora iznosila 6 µL. Procenat mobilne 

faze B kretao se od 5 do 55% tokom 5 minuta, a zatim je vraćen na početni nivo do završetka rada. 

Osnovni rastvori referentnih jedinjenja, La, Sw, Gp i Sm, koncentracije 5 mM pripremljeni su 

rastvaranjem u 50% etanolu. Serijskim razblaživanjem osnovnih rastvora 50% etanolom pravljeni 

su radni rastvori koncentracija u opsegu od 25 do 50 µM i korišćeni za konstruisanje kalibracionih 

pravih. Potom su pojedinačne monoterpenske komponente kvantifikovane u rastvoru EKG 

koncentracije 1 mg/mL u 50% etanolu. 

3.2.2.3. Analiza stabilnosti MRK u kompletnom medijumu RPMI 

U cilju analize stabilnosti MRK u ispitivanim eksperimentalnim uslovima, urađena je 

UPLC analiza pojedinačnih MRK, kao i MRK u EKG, u kompletnom medijumu RPMI  

(RPMI medijum sa serumom) pre i nakon gajenja PBMC kultura u njemu, tokom 72 sata inkubacije 

na 37 °C. U obe grupe eksperimenata analizirani su hromatogrami MRK snimljeni na 245 nm pre 

početka i nakon 48 i 72 sata inkubacije. UPLC analiza urađena je pod istim uslovima opisanim u 

prethodnom odeljku, s razlikom da je analiza u ovim eksperimentima trajala 9 minuta, dok se 

procenat mobilne faze B kretao od 5 do 55% tokom 8 minuta, a zatim je vraćen na početni nivo do 

završetka rada. Za potrebe hromatografske analize uzoraka iz kompletnog medijuma serumski 

proteini su prethodno staloženi 0,3% rastvorom HCl (pH 4,0). Zatim su uzorci centrifugirani  

10 minuta na 8000 g, 4 °C (Eppendorf 5417R, Nemačka), a supernatanti su analizirani snimanjem 

apsorpcionih spektara i hromatograma. Ovako zakišeljenim uzorcima pH vrednost je prilagođena 

pomoću 10 mM rastvora NaOH na 7,3, a zatim su oni analizirani na prethodno opisani način. 

3.2.3. Izolovanje, kultivacija i tretmani kultura PBMC 

Iz pune periferene krvi ispitanika, PBMC izolovane su u Ficoll ™ medijumu, po uputstvu 

proizvođača i resuspendovane u medijumu RPMI 1640, dopunjenim s 1% penicilin-streptomicin 

rastvorom i 10% FBS, u koncentraciji 1 × 106 ćelija/mL. Deo izolovanih ćelija dodatno je 

stimulisan sa 3% PHA, koji je stimulisao ćelije na deobu. 

U eksperimentima optimizacije kulture PBMC tretirane su serijom rastvora EKG 

koncentracije od 0,5, 1 i 2 mg/mL u trajanju od 48 i 72 sata, dok su za određivanje uniformne 

koncentracije MRK, kulture PBMC tretirane serijom rastvora koncentracija 20, 50, 100 i 130 µM. 

Nakon odabira vremena ekspozicije i koncentracije za dalje eksperimente kulture PBMC i PHA-

PBMC tretirane su sa MRK u finalnoj koncentraciji 50 µM odnosno 1 mg/mL EKG u trajanju od  

48 sati, na temperaturi od 37 ºC, u vlažnoj atmosferi s 5% CO2 (Haeraus, Nemačka). 

Dodatno, za proveru selektivnog uticaja tretmana na tip ćelijske smrti, kulture PBMC i 

PHA-PBMC izložene su MRK/EKG kotretmanu s inhibitorom nekroptoze, nekrostatinom 1 (nec) 
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(20 µM), odnosno inhibitorom apoptoze, zvad-fmk (zvad) (20 µM), kao i s oba inhibitora  

(Tabela 4.). 

Tabela 4. Grupe tretmana kultura PBMC i PHA-PBMC sa 50 µM monoterpenskim referentnim 

komponentama i 1 mg/mL ekstraktom korena G. lutea (EKG) u kotretmanu sa 20 µM 

nekrostatinom 1 (nec), 20 µM zvad-fmk (zvad), i oba inhibitora (nec+zvad). K - kontrola;  

La - loganska kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin.  

 nec zvad nec+zvad 

 
PBMC 

PHA-

PBMC 
PBMC 

PHA-

PBMC 
PBMC PHA-PBMC 

K K + nec K + nec K + zvad K + zvad K + nec + zvad K + nec + zvad 

La La + nec La + nec La + zvad La + zvad La + nec + zvad La + nec + zvad 

Sw Sw + nec Sw + nec Sw + zvad Sw + zvad Sw + nec + zvad Sw + nec + zvad 

Gp Gp + nec Gp + nec Gp + zvad Gp + zvad Gp + nec + zvad Gp + nec + zvad 

Sm Sm + nec Sm + nec Sm + zvad Sm + zvad Sm + nec + zvad Sm + nec + zvad 

EKG 
EKG 

+ nec 

EKG 

+ nec 

EKG 

+ zvad 

EKG 

+ zvad 

EKG 

+ nec + zvad 

EKG 

+ nec + zvad 
 

3.2.4. Ispitivanje citotoksičnog uticaja tretmana EKG i MRK 

3.2.4.1. Ispitivanje vijabilnosti ćelija procedurom po Stroberu 

Tripan plava (eng. Trypan Blue, TB) boja korišćena je za procenu vijabilnosti ćelija prema 

Stroberovoj proceduri (135). Ukratko, pomešane su jednake zapremine PBMC suspenzije i 0,4% 

tripan plave boje i nanete u hemocitometar (Cambridge Instruments Inc., Sjedinjene Američke 

Države). Žive, neobojene ćelije brojane su pod svetlosnim mikroskopom (Optech, Nemačka) na 

uveličanju 400 x. Broj živih ćelija u mL uzorka predstavlja srednju vrednost brojanja 4 x u  

16 kvadrata, pomnoženu s faktorom korekcije zapremine koji iznosi 104, kao i faktorom korekcije 

za razblaženje uzorka bojom, 2. 

3.2.4.2. Ispitivanje vijabilnosti ćelija korišćenjem XTT testa 

U cilju provere broja ćelija, njihova vijabilnost određivana je i XTT metodom (136). 

Ukratko, po isteku tretmana, u 100 µL alikvota kultura PBMC i PHA-PBMC, prethodno ispranih 

HBSS dodavano je 50 µL radnog reagensa XTT (1 mg/mL) aktiviranog s PMS (20 µM), po bunaru 

mikrotitar ploče. Mikrotitar ploče su potom inkubirane na 37 °C, 2 sata do razvijanja boje. Optička 

gustina (eng. Optical Density, OD) novonastalog formazena očitana je na kolorimetrijskom čitaču 

(Sunrise, Tecan Group Ltd, Švajcarska) na 470 nm i referentnoj talasnoj dužini na 660 nm. Očitana 

OD direktno je srazmerna broju živih ćelija. 

3.2.4.3. Analiza ćelijskog ciklusa metodom protočne citofluorimetrije 

Distribucija ćelija po fazama ćelijskog ciklusa praćena je metodom protočne 

citofluorimetrije (137). 

Postupak: nakon 48 sati trajanja MRK/EKG tretmana, PHA-stimulisane kulture PBMC 

(PHA-PBMC), isprane su u fosfatnom puferu (PBS) i taložene centrifugiranjem tokom 10 minuta 

na 300 g, ST (Eppendorf 5417R, Nemačka). Talozi su resuspendovani u 200 µL hipotoničnog 

rastvora (PI 50 µg/mL u 0,1% natrijum citratu, 0,1% TritonX-100, 100 μg/mL ribonukleaze A). 

Suspenzije ćelija inkubirane su 20 minuta, u mraku na 37°C i dodatno su razblažene sa 500 µL 

PBS. Analizirano je najmanje 10000 ćelija iz pripremljenih ćelijskih suspenzija uz korišćenje 

citofluorimetra (Sysmex Partec GmbH, Nemačka), a podaci su obrađeni korišćenjem programa FCS 

Express (De Novo Software, Sjedinjene Američke Države). 
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3.2.5. Ispitivanje genotoksičnog uticaja tretmana EKG i MRK 

3.2.5.1. In silico analiza genotoksičnosti odabranih MRK 

In silico analiza odabranih MRK, kao najčešće prisutnih komponenti EKG, rađena je 

programom VEGA-QSAR. U odabrani model analize za procenu mutagenosti i kancerogenosti 

jedinjenja, unošene su hemijske strukture jedinjenja od interesa u obliku pojednostavljenog sistema 

za unos molekularnih struktura (eng. Simplified Molecular-Input Line-Entry System, SMILES). 

Program VEGA-QSAR dao je procenu mutagenog i kancerogenog uticaja ispitivanih MRK na 

osnovu analogije u hemijskoj strukturi sa poznatim kancerogenim i mutagenim hemikalijama u 

dostupnim bazama podataka, iskazanu kao SA. Pored toga, njegov programski algoritam dao je i 

procenu pouzdanosti predviđanja kao vrednost ADI. Vrednosti ADI > 0,5, su korišćene kao 

pokazatelji nivoa pouzdanosti procene potencijalnog genotoksičnog uticaja: nizak 

(0,5 < ADI < 0,6), srednji (0,6 < ADI <0,8) i visok (0,8 < ADI <1). 

3.2.5.2. Ispitivanje oštećenja u molekulu DNK korišćenjem alkalnog komet eseja 

Alkalni komet esej, rađen je po proceduri Singh i saradnika (138). Nakon 48 sati MRK i 

EKG tretmana, kulture PBMC isprane su sa 1 × PBS, staložene centrifugiranjem 10 minuta, na 

300 g, ST (Minispin, Eppendorf AG, Nemačka), a zatim su resuspendovane u 100 µL 1% agaroze 

niske tačke topljenja (eng. Low Melting Point Agarose, LMPA), na 37 °C. Suspenzija je nanošena 

na osušenu mikroskopsku pločicu prethodno obloženu sa 1% agarozom normalne tačke topljenja 

(eng. Normal Melting Point Agarose, NMPA). Nakon 10 minuta na 4 °C, kada je agaroza očvrsla, 

pločice su uronjene u rastvor za lizu (2,5 M NaCl, 100 mM NaEDTA, 10 mM Tris, NaOH do pH 10 

i 1% Triton X-100) i inkubirane 1 sat, na 4 °C. Zatim su stavljene u sistem za horizontalnu gel 

elektroforezu (Bio-Rad Laboratories, Sjedinjene Američke Države) i držane u hladnom rastvoru 

(0,3 M NaOH i 1 mM NaEDTA, pH > 13), tokom 20 minuta u cilju denaturacije genomske DNK. 

Nakon završene faze denaturacije, započeta je elektroforeza, koja je trajala 20 minuta, pri 

konstatnom naponu od 25 V (1 V/cm, 300 mA) i temperaturi od 4 °C. Pločice su ispirane 

neutrališućim puferom (0,4 M Tris-HCl, pH 7.4), osušene i obojene DAPI bojom sa Vectashield 

(5 µg/mL). Na svakom uzorku analiziran je procenat DNK u repu komete na najmanje 300 ćelija, 

primenom Zeiss-Axioimager A2 (Carl Zeiss, Nemačka), automatizovanog mikroskopa sa Metafer 

CometScan programom (MetaSystem, Nemačka). 

3.2.5.3. Detekcija mikronukleusa koriščenjem mikronukleusnog testa 

Citokinezis blok mikronukleusnim testom (eng. Cytokinesis Block MicroNucleus test, 

CBMN) po Fenechu (139), omogućena je detekcija gubitka hromozoma i/ili delova hromozoma 

nastalih usled hromozomskih prekida, koji se uočavaju u formi mikronukleusa u binukleusnim 

ćelijama koje su prošle kariokinezu, a kojima je blokirana deoba citoplazme, citokineza. 

Ukratko, nakon 48 sati tretmana, kulturama PHA-PBMC dodat je citohalazin B do finalne 

koncentracije od 4 µg/mL, koji je blokirao citokinezu i time omogućio dodatno praćenje kinetike 

ćelijske deobe preko proliferativnog indeksa (eng. Cytokinesis Block Proliferation Index, CBPI). 

Kulture su gajene dodatnih 24 sata, a zatim isprane blagim hipotoničnim rastvorom (0,56% 

KCl : 0,9% NaCl, 1 : 1) i centrifigirane 10 minuta na 600 g, ST (Eppendorf 5417R, Nemačka). 

Talog je 1 sat fiksiran u McCarnoy fiksativu (metanol : glacijalna sirćetna kiselina = 3 : 1). Dodatna 

kratkotrajna ispiranja u McCarnoy fiksativu, praćena centrifugiranjem u istim uslovima i 

dekantovanjem supernatanta, rađena su do obezbojavanja suspenzije. Preparati su pravljeni 

nakapavanjem ćelijske suspenzije na mikroskopske pločice, koje su potom sušene na vazduhu i 

bojene 10% rastvorom Gimze. Analiza je rađena svetlosnom mikroskopijom, korišćenjem  

Zeiss-Axioimager A1 (Carl Zeiss, Nemačka), pod uveličanjem 400 x, prateći kriterijume 

Međunarodnog Humanog Mikronukleus Projekta (HUMN) (140). U svakom uzorku je procenjena 

frekvencija mikronukleusa na 1000 binukleusnih ćelija (MNi-BN) i CBPI. 

CBPI=[MI+2MII+3(MIII+MIV)]/N 
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gde su MI-MIV broj ćelija s jednim do četiri jedara, a N ukupan broj ćelija. Ćelije koje su 

prošle jednu deobu uočavane su kao binukleusne ćelije, dok su ćelije kod kojih se desila dodatna 

deoba, bile s tri i/ili četiri jedra. 

3.2.5.4. Analiza hromozomskih aberacija korišćenjem OECD upustva za testiranje 

hemikalija 

Analiza hromozomskih aberacija rađena je po OECD (eng. Organisation for Economic  

Co-operation and Development) uputstvu za testiranje hemikalija (48). 

Naime, PHA-PBMC su podvrgnute tretmanu sa 0,5, 1 i 2 mg/mL EKG u trajanju od 48 i 

72 sata. Tri sata pre pripreme za analizu ćelijama je dodat kolhicin, u konačnoj koncentraciji od 

2,5 µg/mL, radi zaustavljanja ćelijskog ciklusa u metafazi. Ćelijske kulture su zatim centrifugirane 

10 minuta na 600 g, ST (Eppendorf 5417R, Nemačka). Nakon uklanjanja medijuma, ćelije su 

tretirane hipotoničnim 0,56% KCl rastvorom na 37 °C, 20 minuta. Nakon centrifugiranja u istim 

uslovima, supernatant je uklonjen, a ćelije su fiksirane kao što je opisano u CBMN testu. Nakon 

nanošenja ćelijske suspenzije na mikroskopske pločice i sušenja na plamenu, preparati su 

dehidratisani u rastućim koncentracijama etanola (70, 95 i 100%), obojeni s DAPI rastvorom u 

Vectashield-u i analizirani mikroskopom Zeiss-Axioimager A1, korišćenjem programskog paketa za 

obradu slika ISIS (MetaSistems Hard &Softvare GmbH, Nemačka). Najmanje 200 kompletnih 

metafaza po uzorku analizirano je na pokazatelje oštećenja hromozoma, uključujući prisustvo 

prekida hromatida/hromozoma, dicentričnih i prstenastih hromozoma, acentričnih fragmenata i 

radijalnih figura. 

3.2.6. Ispitivanje parametara oksidativnog stresa 

3.2.6.1. Analiza prooksidativnog/antioksidativnog balansa korišćenjem procedure 

Alamdari i saradnika 

Analiza prooksidativnog/antioksidativnog balansa (PAB) rađena je po proceduri Alamdari 

i saradnika (141). Standardni rastvor pripremljen je mešanjem različitih proporcija (0 - 100%) 

1 mM H2O2 s 6 mM mokraćne kiseline u 10 mM NaOH. Za pripremu radnog rastvora bilo je 

potrebno napraviti sledeće rastvore: 

- TMB I rastvor: rastvor TMB u DMSO koncentracije 6 mg/mL; 

- TMB katjon: dobijen je rastvaranjem 0,1 mL TMB I u 5 mL acetatnog pufera (0,05 M, 

pH 4,5), uz dodatak 17,5 µL sveže pripremljenog rastvora hloramina T (100 mM). Rastvor je dobro 

promešan i inkubiran 1 sat na 37 ºC, na tamnom mestu uz stalno mešanje. Nakon inkubacije ovoj 

smeši je dodato 2,5 U enzima HRP; 

- TMB rastvor II: napravljen je mešanjem 0,1 mL TMB I rastvora i 5 mL acetatnog pufera 

(0,05 M, pH 5,6). 

U analizi je korišćen radni rastvor koga čine 0,5 mL TMB katjona i 5 mL TMB rastvora II, 

koji su mešani 6 minuta na ST u mraku. 

Postupak: u svakom bunaru mikrotitar ploče, 10 µL ćelijskog lizata/standarda/slepe probe 

pomešano je s 180 µL prethodno pripremljenog radnog rastvora. Nakon inkubacije u trajanju od  

12 minuta, u mraku, na 37°C, reakcija je zaustavljena dodavanjem 60 µL 2 N HCl u svaki bunar. 

Razlika između paralelnih reakcija oksidacije i redukcije, izmerena je na 450 nm, s referentnom 

talasnom dužinom od 570 nm na kolorimetrijskom čitaču. Vrednosti PAB izračunate su iz 

standardne krive koja predstavlja procenat vodonik-peroksida u standardnom rastvoru, 

predstavljenom u arbitrarnim Hamidi-Koliakos (HK) jedinicama. 

3.2.6.2. Ispitivanje parametara oksidativnog stresa korišćenjem eseja lipidne 

peroksidacije 

Esej lipidne peroksidacije (eng. Lipid Peroxidation (LPO) Assay) rađen je po proceduri 

Tsikas i saradnika (142). 
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Radni rastvor dobijen je mešanjem tri volumena 20 mM 1-metil-2-fenilindola i jednog 

volumena 34 µM FeCl3, oba rastvorena u smeši acetonitril : metanol u odnosu 3 : 1. U 140 µL 

standarda (u rasponu koncentracija od 0 do 20 µM)/uzoraka/blanka sipano je 455 µL reagensa, a 

reakcija započeta dodavanjem 105 µL koncentrovane metansulfonske kiseline. Ovako pripremljeni 

uzorci inkubirani su 1 sat na 45°C, a zatim centrifugirani 10 minutana 5000 g, 4 °C (Eppendorf 

5417R, Nemačka). U bunare mikrotitar ploče sipano je 140 µL supernatanta, OD merena je na 

586 nm na prethodno opisanom kolorimetrijskom čitaču. Vrednosti LPP u uzorcima izračunate su 

na osnovu standardne prave konstruisane razblaženjem standarda 1,1,3,3-tetrametoksipropana 

(TMOP) i izražene u odnosu na koncentraciju proteina u uzorku. 

3.2.6.3. Određivanje koncentracije 8-oxo-7,8-dihidro-2-deoksiguanozina 

Genomska DNK za analizu 8-oxodG izolovana je korišćenjem TRIzol reagensa, po 

uputstvu proizvođača. Ćelijske kulture su staložene i ispirane sa PBS 10 minuta na 300 g, ST 

(Eppendorf 5417R, Nemačka). Talog je resuspendovan u TRIzol reagensu (1 mL), i ostavljen preko 

noći na 4 °C. Izolacija genomske DNK nastavljena je dodavanjem 200 µL hloroforma na 1 mL 

TRIzol reagensa, snažnim mešanjem i nakon 15 minuta na ST, smeša je centrifugirana 15 minuta na 

12000 g, 4 °C (Eppendorf 5417R, Nemačka). U donju fazu je dodato 300 µL apsolutnog etanola da 

bi se staložila genomska DNK. Nakon centrifugiranja 5 minuta na 2000 g, na 4 °C, i odvajanja 

supernatanta, talogu koji sadrži genomsku DNK dodat je 1 mL 0,1 M natrijum citrata u 10% 

etanolu, pH 8,5. Nakon 30 minuta inkubiranja, smeša je ponovno staložena, kao i u prethodnom 

koraku, i isprana dva puta. Talog dobijen završnim ispiranjem resuspendovan je u 1,5 mL 75% 

etanola u trajanju od 10 minuta, nakon čega je sledilo ponovno taloženje pod istim uslovima. Nakon 

odbacivanja supernatanta, talog je osušen na vazduhu, rastvoren u 100 mL 8 mM NaOH, 

centrifugiran 12000 g, 10 minuta, na 4 °C, a dobijeni supernatant prebačen je u nove tube i 

neutralizovan dodavanjem HEPES pufera. Kvantifikacija genomske DNK urađena je 

spektrofotometrijski na 260 nm (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific, Sjedinjene Američke 

Države). Uzorci sa uravnoteženim koncentracijama korišćeni su za dalju analizu. 

8-oxodG kvantifikacija rađena je 8-oxodG ELISA kompletom, prema uputstvima 

proizvođača. Ukratko, uzorci su razloženi delovanjem DNaze I tokom sat vremena, na 37°C, a 

zatim pod istim uslovima, tretirani alkalnom fosfatazom i naneti u bunar mikrotitar ploče koja je 

bila obložena sa 8-oxodG. Zatim je dodato anti-8-oxodG monoklonsko antitelo koje se vezuje za  

8-oxodG iz uzorka u kompetitivnoj reakciji sa imobilizovanim 8-oxodG, tokom 1 sat na ST. U 

mikrotitar ploču koja je prethodno isprana sa PBST (1% Tween 20 u PBS), dodato je sekundarno 

antitelo koje je inkubirano 1 sat na ST. Nakon isteka inkubacije i ponovnog ispiranja s PBST, u 

cilju detekcije dodata je TACS-Safir boja, koja je sa uzorkom inkubirana tokom 15 minuta u mraku 

na ST. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 0,2 M HCl. OD je očitana na 450 nm za 8-oxodG 

standard u rasponu koncentracija 0-200 nM, a vrednosti su korišćene za izračunavanje standardne 

prave. Očitana OD 8-oxodG ispitivanih uzoraka je preračunata na osnovu standardne prave (nM) i 

izražena u odnosu na količinu dodate DNK (µg). 

3.2.7. Ispitivanje tipa ćelijske smrti 

3.2.7.1. Analiza fragmentacije molekula DNK korišćenjem kolorimetrijskog DNK 

fragmentacionog eseja 

Analiza fragmentacije molekula DNK kao markera programirane ćelijske smrti, apoptoze, 

rađena je prema metodi Boraschi i Maurizi (143). 

Naime, posle 48 sati trajanja tretmana, ćelijske kulture su centrifugirane 10 minuta na 

600 g, ST (Eppendorf 5417R, Nemačka) i supernatant je odbačen. Liza ćelija i oslobađanje 

fragmentiranog hromatina iz jedara postignuti su dodavanjem 1 mL TTE rastvora (0,2% Triton X-

100, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,4). Uzorci su zatim energično promešani i centrifugirani 

20 minuta na 20000 g, 4 °C (Eppendorf 5417R, Nemačka), da bi se razdvojio intaktni hromatin iz 

taloga od fragmentisane DNK u supernatantu. Supernatant je odvojen, a u talog je dodato 1 mL 
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TTE rastvora. Zatim je dodato po 1 mL 25% trihlorsirćetne kiseline (TCA), koja taloži molekule 

DNK, i tube su ostavljene preko noći na 4°C. Posle inkubacije, molekuli DNK iz gore opisanog 

rastvora oboreni su centrifugiranjem na 20000 g, 10 minuta, 4 °C. Supernatanti su odbačeni, a talog 

sa molekulima DNK je hidrolizovan dodavanjem 160 mL 5%TCA u svaku tubu i zagrevanjem  

15 minuta, na 90°C. Kao slepa proba korišćen je 5% TCA. Sveži rastvor difenileamina pripreman je 

dodavanjem 150 mg od 10 mL koncentrovane sirćetne kiseline do potpunog rastvaranja, a zatim 

dodavanjem 150 µL koncentrovane sumporne kiseline i 50 µL acetaldehida. Rastvor je dodavan u 

svaku epruvetu (320 µL), energično promešan i ostavljen preko noći na ST da bi se razvila boja. 

OD je merena na 600 nm na kolorimetrijskom čitaču. Nivo fragmentirane DNK izračunat je kao 

procenat fragmentisane DNK (tube sa supernatantom) od ukupne DNK (tube sa supernatantom i 

talogom): 

%DNA fragmentisana = Tsupernatant / (Tsupernatan+T talog) x 100 

3.2.7.2. Morfološka analiza ćelija korišćenjem fluorescentnog TMRE/DAPI bojenja 

Fluorescentna TMRE crveno-narandžasta boja korišćena je za obeležavanje aktivnih 

mitohondrija u živim ćelijama (144), dok je DAPI boja, koja ne ulazi u ćelije sa očuvanim 

integritetom memebrane, korišćena u ovoj eksperimentalnoj postavci za detekciju morfoloških 

promena ćelija koje karakteriše fragmentacija jedra i/ili kondenzacija hromatina (145). 

Nakon isteka tretmana, ćelije (~105 ćelija/mL) su ispirane u medijumu za gajenje, a zatim 

je ćelijskim suspenzijama dodavan radni rastvor za fluorescentno bojenje, finalne koncentracije 

150 nM TMRE i 1 µg/mL DAPI. Ćelije su izlagane rastvoru za bojenje tokom 10 minuta, na 37 ºC, 

u vlažnoj atmosferi s 5% CO2. Boja je zatim isprana dodavanjem medijuma i nakon taloženja ćelija 

5 minuta na 300 g, ST (Minispin, Eppendorf, Nemačka), supernatant je uklonjen, a ćelijske 

suspenzije su nanete na mikroskopske pločice, pokrivene pokrovnim staklima i u vremenskom 

intervalu, ne dužem od 10 minuta, analizirane. Analiza preparata rađena je na Zeiss-Axioimager A1 

mikroskopu korišćenjem programskog paketa za obradu slika (MetaSystems, Nemačka). 

3.2.8. Imunoblot analiza nivoa proteina ključnih za apoptozu i nekroptozu 

3.2.8.1. Procedura pripreme uzoraka za imunoblot analizu 

Nakon 48 sati tretmana sa utvrđenim koncentracijama MRK/ EKG, kao i nakon 

kotretmana sa 20 µM inhibitorima (zvad/nec/oba inhibitora istovremeno), kulture PBMC i PHA-

PBMC staložene su na 300 g, 10 minuta, ST (Eppendorf 5417R, Nemačka). Talog je ispran sa 

1 x PBS, staložen pod istim uslovima, resuspendovan u TRIzol reagensu (1 mL) i ostavljen preko 

noći na 4 °C. 

Dalja izolacija proteina je rađena po uputstvu proizvođača za izolaciju TRIzol reagensom. 

Naime, iz prethodno opisane metode izolacije genomske DNK dobijeni supernatant je prebačen u 

nove tube u kojima su dodavanjem 1 mL acetona u cilju taloženja proteini. Inkubacija je vršena u 

trajanju od 10 minuta na ST. Nakon centrifugiranja 10 minuta na 12000 g, 4 °C, proteini su dodatno 

isprani dva puta rastvorom za ispiranje (300 mM guanidin hidrohlorid u 95% etanolu s 2,5% 

glicerolom), centrifugirani 5 minuta na 8000 g, na 4 °C, i dodatno ispirani pre završnog taloženja u 

etanolu sa 2,5% glicerolom. Dobijeni supernatant je odlivan, talog je osušen na ST, a zatim 

rastvoren u 1% SDS. 

3.2.8.2. Određivanje koncentracije proteina 

Koncentracija proteina u uzorcima određivana je po Lowry-jevoj metodi (146), 

korišćenjem albumina iz goveđeg seruma (eng. Bovine Serum Albumine, BSA), u koncentracijama  

0,1 - 1 mg/mL, kao standarda. 
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Korišćeni su sledeći reagensi: 

Rastvor 1: 2% Na2CO3 u 0,1 MNaOH + 1% SDS; 

Rastvor 2: 1% CuSO4 x 5 H2O; 

Rastvor 3: 2% Na-K-tartarat; 

Reagens C: 100 mL se sastoji od 98 mL rastvora 1 i po 1 mL rastvora 2 i 3; 

Reagens D: Folin-Ciocalteu reagens razblažen u ddH2O u odnosu 1 : 1. 

Zapremine su prilagođene mikrotitar ploči tako da je u 10 µL uzoraka/standarda dodavano 

150 µL reagensa C, a nakon 15 minuta 30 µL reagensa D. Po isteku 30 minuta, potrebnih za 

razvijanje boje, merena je OD na 660 nm, na kolorimetrijskom čitaču. Na osnovu očitanih vrednosti 

poznatih koncentracija BSA, konstruisana je prava, i sa nje je određivana koncentracija proteina u 

uzorku na osnovu pročitane OD za uzorak. 

3.2.8.3. SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza, prenos proteina na poli(viniliden-fluorid) 

membranu i imunoblot analiza 

Razdvajanje proteina na osnovu molekulskih masa rađeno je elektroforezom na 

poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) na sistemu Mini Protean II (Bio-Rad, Sjedinjene Američke 

Države) po metodi Laemmli-ja (147). 

Neposredno pred upotrebu, alikvoti proteina mešani su sa 2 x koncentrovanim puferom za 

pripremu uzoraka (20% glicerol, 4% SDS, 10% ß-merkaptoetanol u 125 mM Tris, pH 6,8), 

zagrevani 5 minuta na 100 °C, ohlađeni i nanošeni na 8 - 12% SDS-poliakrilamid gel, u finalnoj 

koncentraciji od 30 µg. Pored uzoraka na gel je nanošeno po 4µL markera za molekulsku masu 

(MarkerTMMolecular Weight Standards). Proteini su razdvojeni elektroforezom u trajanju od  

90 minuta pri konstantnom naponu od 100 V na ST. 

Poli(viniliden-fluorid) (PVDF) membrana aktivirana je 15 sekundi u 100% metanolu,  

2 minuta ispirana u ddH20 i zatim prebačena u transfer pufer (192 mM glicerol, 20% metanol u 

25 mM Tris-HCl, pH 8,3). Prenos proteina sa gelova na aktivirane PVDF membrane vršen je polu-

suvim transferom tokom 20 minuta, na struji jačine 320 mA, na ST (Trans-blot SD transfer cell, 

Bio-Rad, Sjedinjene Američke Države). 

Nakon transfera membrane su inkubirane u puferu za blokiranje nespecifičnog vezivanja 

(za fosfo forme proteina u 5% BSA u TBST (150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, 50 mM Tris-HCl 

pH 7,4), dok za ostale proteine u 5% nemasnom mleku (eng. Non-Fat Milk, NFM) rastvorenom u 

TBST), 1 - 2 sata, na ST s blagim prelivanjem. Nakon ispiranja u TBST, membrane su inkubirane 

preko noći s odgovarajućim primarnim antitelima na 4 °C (Tabela 3.). Potom su ispirane 5 x po  

5 minuta s TBST na ST s blagim prelivanjem i inkubirane 1,5 sat s odgovarajućim sekundarnim 

antitelom (Tabela 3.). Membrane su ispirane5 x po 5 minuta s TBST na ST sa blagim prelivanjem, i 

na njih je nanošen supstrat za hemiluminiscenciju (eng. Enhanced ChemiLuminescence, ECL). 

Nakon isteka 5 minuta, višak supstrata je uklonjen, membrane su pokrivene tankom folijom i 

postavljane u kasete za razvijanje filmova. Vizuelizacija proteina je rađena na rendgen filmovima 

(Fuji, Japan), sa dužinom ekspozicije između 1 i 5 minuta. 

Nakon detekcije, vezana antitela uklonjena su pomoću rastvora za stripovanje (2% SDS, 

0,7% ß-merkaptoetanol, 0,1 M Tris-HCl, pH 6,95) inkubacijom na 50 °C, tokom 25 minuta. 

Membrane su potom isprane u TBST, ponovo blokirane odgovarajućim puferom za blokiranje, 

inkubirane s narednim primarnim i odgovarajućim sekundarnim antitelom i ponovljen je postupak 

vizuelizacije na filmu. Densitometrijska analiza proteina izvršena je pomoću softvera ImageJ 

(Nationa Institutes of Health, Sjedinjene Američke Države) i normalizovana u odnosu na β-aktin 

kao pozitivu kontrolu korišćene metode za analizu proteina. 
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3.2.9. Statistička obrada rezultata 

Sve analize rađene su na tri nezavisna uzorka u duplikatu a rezultati su predstavljeni kao 

srednja vrednost ± standardna greška merenja (SE), i kao relativne vrednosti izražene u odnosu na 

odgovarajuću kontrolu, kojoj je dodeljena arbitrarna vrednost 100. Obrada rezultata rađena je u 

programu SPSS 10 (IBM, Sjedinjene Američke Države). Statistički značajne razlike u odnosu na 

odgovarajuće kontrole tretmana određivane su jednofaktorijalnom analizom varijanse (one-way 

ANOVA), praćene Tuckey post hoc testom. S obzirom da distribucija ćelija po fazama ćelijskog 

ciklusa ne podleže normalnoj raspodeli, statistička analiza ovog parametra rađena je  

Mann-Whithney testom. Pragovi značajnosti definisani su vrednostima: p < 0,05; p < 0,01 i 

p < 0,001. 
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4. REZULTATI 

4.1. Rezultati karakterizacije ekstrakta korena G. lutea 

4.1.1. Rezultati morfološke analize u procesu pripreme EKG 

U ovoj eksperimentalnoj postavci, pre svake faze pripreme EKG, rađena je karakterizacija 

veličine čestica metodom skanirajuće elektronske mikroskopije. Komercijalno dostupni koren  

G. lutea je fino usitnjen u prah veličine čestica od 53,9 ± 2,95 µm (Slika 7., A). Zatim je vodenom 

ekstrakcijom i filtracijom dobijeni ekstrakt, koji je dodatno koncentrovan liofilizacijom. Liofilizat je 

bio u formi pločastih struktura dimenzija 68,4 ± 3,6 µm (Slika 7., B). U liofilizatu koji je rastvoren 

u 50% etanolu i pre završnog filtriranja detektovane su čestice dimenzija 15,8 ± 1,3 µm  

(Slika 7., C). 

 

Slika 7. Distribucija čestica po veličini u pripremi ekstrakta korena G. lutea. Grafici i 

reprezentativne fotomikrografije disperzije usitnjenog korena pre ekstrakcije (A); liofilizata (B) i 

rastvorenog liofilizata koncentracije 50 mg/mL (C) (uveličanje 350 x, skala 100 µm). 

4.1.2. Rezultati kvalitativne i kvantitativne analize MRK iz EKG 

Kvalitativna i kvantitativna karakterizacija EKG urađena je spektrofotometrijski i UPLC 

analizom. Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu monoterpenskih komponenti prisutnih u EKG  

(La, Sw, Gp i Sm) korišćeni su njihovi referentni standardi. 

Apsorpcioni spektri EKG, kao i rastvora standarda monoterpenskih komponenti u 50% 

etanolu, snimljeni su spektrofotometrijski u opsegu od 200 do 350 nm. Na apsorpcionom spektru 
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EKG uočavaju se dva široko definisana apsorpciona maksimuma. Maksimumi apsorpcionih 

spektara pojedinačnih monoterpena La, Sw, Gp i Sm, grupisani su u oblasti od 234 do 250 nm, dok 

Gp ima dodatni apsorpcioni maksimum na 271 nm (Slika 8.). Uzimajući u obzir apsorpcione 

maksimume EKG i pojedinačnih monoterpena, talasna dužina od 245 nm izabrana je kao optimalna 

talasna dužina maksimalne apsorpcije za sva ispitivana jedinjenja i korišćena je u daljem radu. 

 
Slika 8. Apsorpcioni spektri 0,1 mg/mL ekstrakta korena G. lutea (EKG) i 50 µM rastvora 

standardnih monoterpenskih komponenti u 50% etanolu. EKG - ekstrakt korena G. lutea,  

La - loganska kiselina (plava linija); Sm - svertiamarin (zelena linija), Gp - genciopikrozid (crvena 

linija) i Sw - sverozid (roze linija). 

Naredni korak u karakterizaciji EKG bila je UPLC analiza. Za identifikaciju MRK u EKG 

korišćeni su standardni rastvori pojedinačnih MRK. Hromatogrami rastvora EKG i standardnih 

rastvora MRK u 50% etanolu snimljeni su na 245 nm i predstavljeni na Slici 9. A. Na 

hromatogramu EKG uočavaju se tri pika na retencionim vremenima 1,5; 1,9 i 2,1 minuta. Analiza 

hromatograma standardnih MRK pokazuje najkraće retenciono vremene za La, koje iznosi 1,5 

minuta, a zatim slede, redom, Sm s 1,9 minuta, kao i Gp i Sw s istim retencionim vremenima od 2,1 

minut (Slika 9., A). U cilju pojedinačne identifikacije Gp i Sw, dodatno su snimljeni njihovi 

hromatogrami, kao i hromatogram EKG na 271 nm, s obzirom na postojanje dodatnog 

apsorpcionog maksimuma Gp na toj talasnoj duzini (Slika 9., B). Kao što je prikazano na Slici 9. B, 

pik na retencionom vremenu 2,1 minut pojavljuje se samo na hromatogramima EKG i Gp, čime je 

potvrđeno prisustvo sve četiri MRK u EKG. 

 
Slika 9. UPLC hromatogrami 1 mg/mL ekstrakt korena G. lutea (EKG) i 50 µM monoterpenskih 

referentnih komponenti rastvoreni u 50% etanolu, snimljeni na 245 nm (A) i 2 mg/mL EKG i 

20 µM Gp i Sw rastvoreni u 50% etanolu, snimljeni na 245 i 271 nm(B). La - loganska kiselina;  

Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid i Sm - svertiamarin. 
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U cilju kvantifikacije MRK u EKG snimljeni su hromatogrami pojedinačnih standardnih 

rastvora MRK koncentracija u opsegu od 25 do 50 µM u 50% etanolu (na 245 nm za Sw, La i Sm i 

na 271 nm za Gp). Određene su površine dobijenih pikova i upotrebljene za konstruisanje 

kalibracionih pravih, na osnovu kojih su izračunavane nepoznate koncentacije MRK u EKG 

korišćenjem površine pikova prethodno snimljenih hromatograma EKG na 245 i 271 nm. Izračunate 

koncentracije MRK u EKG predstavljene su u Tabeli 5. Dobijeni rezultati ukazuju da je, od svih 

analiziranih MRK, Gp s koncentracijom od 501,9 µM najzastupljenija ispitivana MRK u EKG. 

Tabela 5. Retenciona vremena i koncentracije monoterpenskih referentnih komponenti ekstrakta 

korena G. lutea (MRK) rastvorenih u 50% etanolu. La - loganska kiselina; Sw - sverozid;  

Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SE. 

MRK Retenciono vreme (minut) Koncentacija (µM) Koncentacija (µg/mL) 

La 1,5 ± 0,1 64,1 ± 3,4 22,1 ± 1,2 

Sw 2,1 ± 0,1 78,5 ± 4,0 29,4 ± 1,5 

Gp 2,1 ± 0,1 501,9 ± 22,6 178,8 ± 8,1 

Sm 1,9 ± 0,1 17,4 ± 0,6 6,2 ± 0,2 
 

Dodatno je ispitana stabilnost EKG i MRK u in vitro uslovima u kojima su gajene PBMC 

kulture u kompletnom RPMI medijumu (RPMI medijum s serumom), tokom 72 sata inkubacije na 

37 °C. Za potrebe hromatografske analize ovih uzoraka, prethodno su serumski proteini iz 

medijuma uklonjeni taloženjem pomoću 0,3% rastvora HCl i centrifugiranjem u trajanju od  

10 minuta. S obzirom da je u fiziološkim uslovima u kojima se gaji kultura PBMC pH medijuma 

7,3, bilo je potrebno proveriti stabilnosti MRK u uslovima kisele sredine tokom 10 minuta, stoga su 

MRK i EKG tretirani 0,3% rastvorom HCl i centrifugirani, a potom neutralisani dodavanjem 

10 mM rastvora NaOH. Snimanjem apsorpcionih spektara i hromatograma pokazano je da se 

koncentracija i retenciona vremena pojedinačnih standardnih MRK i MRK iz ekstrakta ne menjaju 

značajno nakon primenjenog postupka neutralizacije, čime je potvrđena pouzdanost ovakve 

pripreme uzoraka za UPLC analizu. 

Kao parametri stabilnosti tretmana u in vitro uslovima, određivana su retenciona vremena i 

koncentracija MRK u EKG snimanjem hromatograma. Ti podaci poređeni su s istim parametrima 

pojedinačnih MRK pre početka inkubacije, kao i nakon 48 i 72 sata inkubacije. Analiza 

hromatograma snimljenih na 245 nm ukazuje da se pikovi pojedinačnih MRK ne preklapaju  

(Slika 10.). 

 

Slika 10. UPLC hromatogrami monoterpenskih referentnih komponenti i ekstrakta korena G. lutea 

nakon 72 sata inkubacije. Hromatogrami kompletnog medijuma (A) i hromatogrami medijuma 

nakon tretmana PBMC kultura (B) snimljeni na 245 nm. Kontrola – crna linija; Loganska kiselina 

- tamno plava linija; svertiamarin - crvena linija; genciopikrozid - roze linija; sverozid - plava 

linija i ekstrakta korena G. lutea - braon linija. 
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Retenciona vremena pojedinačnih MRK u ekstraktu ista su kao i retenciona vremena MRK 

standarda, i nisu se menjala tokom ispitivanih vremenskih intervala. Rezultati kvantifikacije MRK u 

EKG u medijumu, predstavljeni su u Tabeli 6. Predstavljeni rezultati ukazuju da retenciona 

vremena zavise od rastvarača (sredine), dok su detektovane koncentracije MRK u EKG, sličnih 

vrednosti u oba rastvarača (sredine). 

Tabela 6. Retenciona vremena i koncentracije monoterpenskih referentnih komponenti ekstrakta 

korena G. lutea (MRK) u kompletnom RPMI medijumu nakon 48 sata inkubacijena na 37 °C.  

La - loganska kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin. Rezultati su 

predstavljeni kao srednje vrednosti ± SE. 

MRK Retenciono vreme (minut) Koncentacija (µM) Koncentacija (µg/mL) 

La 2,4 ± 0,1 57,6 ± 2,4 21,7 ± 0,9 

Sw 3,7 ± 0,1 85,9 ± 3,4 30,8 ± 1,3 

Gp 3,5 ± 0,1 521,9 ± 20,8 185,9 ± 7,4 

Sm 3,0 ± 0,1 16,1 ± 0,6 5,8 ± 0,2 
 

Kvalitativnom i kvantitativnom karakterizacijom EKG potvrđeno je prisustvo ispitivanih 

monoterpena: La, Sw, Gp i Sm, od kojih je Gp u EKG prisutan u najvećoj koncentaciji. Takođe, 

utvrđeno je da su sve ispitivane MRK stabilne u kompletnom RPMI medijumu u uslovima in vitro 

kulture. 

4.2. Rezultati optimizacije uslova tretmana 

4.2.1. Rezultati optimizacije dužine ekspozicije i koncentracije EKG 

S obzirom da previše intenzivno ćelijsko umiranje može biti praćeno sekundarnom 

nekrozom, i time uticati na molekule primarno uključene u regulaciju ćelijske smrti, 

eksperimentalni uslovi u ovoj doktorskoj disertaciji zahtevali su odabir vremena i koncentracije 

tretmana kojima su ćelije bile izložene, a u kojima se ne smanjuje broj ćelija za više od 30%. Stoga, 

ispitan je uticaj koncentracije EKG: 0,5, 1 i 2 mg/mL, na PBMC, u dva vremenska intervala, 48 i 72 

sata, i analiziran je citotoksični uticaj, praćenjem stope preživljavanja ćelija. Kao što je prikazano u 

Tabeli 7., najniža ispitivana koncentracija nije dovela do značajnog smanjenja stope preživljavanja 

u oba ispitivana intervala. 

Značajno smanjenje broja ćelija u poređenju sa kontrolom zapaženo je nakon tretmanim sa 

1 i 2 mg/mL EKG u oba vremenska intervala: 48 sati (p < 0,05 i p < 0,01, redom) i 72 sati (p < 0,01 

i p < 0,001, redom) (Tabela 7.). Razlika u stopi preživljavanja ćelija u kulturama PBMC nakon 

EKG tretmana od 1 mg/mL između dva intervala manja je od 1%, dok je koncentracija EKG od 

2 mg/mL smanjila stopu preživljavanja ćelija u kulturama PBMC za skoro 20% produžavanjem 

ekspozicije s 48 na 72 sata. 

Tabela 7. Uticaj koncentracije i dužine trajanja tretmana ekstraktom korena G. lutea na ćelijsko 

preživljavanje kultura PBMC i učestalost hromozomskih aberacija u kulturama PHA-PBMC u 

odnosu na kontrolu - K. Statistički značajne razlike za vrednosti ćelijskog preživljavanja su 

određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava statistički značajnu razliku u 

odnosu na kontrolu (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 

 Ćelijsko preživljavanje  

(% od kontrole) 

Učestalost hromozomskih 

aberacija/broj analiziranih ćelija 

Tretman 48 sati 72 sata 48 sati 72 sata 

K 100 ± 1,09 100 ± 2,15 0 0 

0,5 mg/mL 91,84 ± 2,17 91,33 ± 2,15 0,8 ± 0,06 0 

1 mg/mL 85,20 ± 3,88* 84,89 ± 2,73** 3,33 ± 0,005 0,93 ± 0,01 

2 mg/mL 79,08 ± 4,76*** 59,54 ± 4,14*** 8,11 ± 0,06 5,13 ± 0,12 
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Manja razlika u stopi ćelijskog preživljavanja, nakon EKG tretmana od 1 mg/mL, u dva 

vremenska intervala, može biti posledica aktiviranja mehanizama popravke oštećenih molekula 

DNK koji dovode do oporavka ćelija. S obzirom da PHA stimulisane ćelije nakon 48 sati prolaze 

jednu deobu, a nakon 72 sata od stimulacije i drugu, genotoksični potencijal i procena oporavka 

ćelija od oštećenja u molekulu DNK analizirana je preko učestalosti hromozomskih aberacija (HA), 

u oba vremenska intervala. Rezultati HA analize predstavljeni su u Tabeli 7. Učestalost HA raste sa 

porastom koncentracije EKG, s obzirom da je nakon 48 sati tretmana povećana učestalost HA od 

0,8% nakon tretmana sa 0,5 mg/mL EKG do 8,11% za 2 mg/mL. Pri produženom tretmanu 

učestalost HA se smanjuje, tako da nakon 72 sata tretmana najnižom koncentracijom EKG, HA nisu 

detektovane, dok su više koncentracije EKG povećale učestalost HA (0,93% nakon tretmana s 

1 mg/mL, odnosno 5,13% nakon 2 mg/mL) (Tabela 7.). Na Slici 11. prikazane su reprezentativne 

fotomikrografije hromatidnog prekida (Slici 11. A), kao i formiranih radijalnih struktura između 

homologih hromozoma pri tretmanu koncentracijom od 2 mg/mL i ekspozicijom od 72 sata (Slici 

11. B), što ukazuje na aktiviranje mehanizama popravke dvolančanih oštećenja (DSBs) u molekulu 

DNK. 

Treba istaći da je nakon 72 sata tretman sa 2 mg/mL EKG smanjio stopu preživljavanja 

ćelija u kulturama PBMC koja je van definisanog opsega od 30%, dok je 1 mg/mL EKG, iako u 

okviru definisanih uslova za ćelijsko preživljavanje, smanjio učestalost HA aktiviranjem 

mehanizama popravke moleukula DNK u preživelim ćelijama (Tabela 7.). S obzirom da je 

ispitivani parametar, pored genotoksičnog potencijala EKG, ukazao i na mogućnost oporavka ćelija 

pri dužem izlaganju koji može uticati na veći stepen preživljavanja ćelija, vreme ekspozicije od  

48 sati odabrano je za dalje tretmane. 

 
Slika 11. Reprezentativna fotomikrografija metafaznih hromozoma nakon 72 sata ekspozicije 

ekstraktu korenu G. lutea u koncentraciji 2 mg/mL. Strelice označavaju hromatidni prekid (A) i 

radijalnu strukturu između dva homologa hromozoma (17q) (B) (skala 10 µm). 

Dalje je nakon 48 sati na kulturama PBMC, praćen i uticaj EKG koncentracija 0,5, 1 i 

2 mg/mL na parametre oksidativnog (PAB i LPP) i genotoksičnog (% DNK u repu komete) stresa. 

Kao što je prikazano u Tabeli 8, nivoi PAB i LPP su značajno povišeni nakon izlaganja najnižoj 

koncentraciji (p < 0,001), dok su nakon EKG tretmana koncentracijama od 1 i 2 mg/mL bili u nivou 

kontrolnih vrednosti. Iako su u poređenju s kontrolom svi EKG tretmani povećali % DNK u repu 

komete, statistički značajno povećanje, od čak četiri puta, uočeno je nakon izlaganja kultura PBMC 

koncentraciji od 1 mg/mL (p < 0,001), odnosno za oko pet puta za 2 mg/mL (p < 0,001)  

(Tabela 8.). 
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Tabela 8. Uticaj koncentracije ekstrakta korena G. lutea na parametre oksidativnog stresa 

(prooksidativni balans (PAB), produkte lipidne perkosidacije (LPP) i DNK oštećenja u kulturama 

PBMC nakon 48 sati tretmana. K - kontrola. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SE. 

Statistički značajne razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava 

statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (***p < 0,001). 

 PAB (HK jedinice) LPP (nmol/mg proteina) % DNK u repu komete 

K 28,86 ± 0,74 1,18 ± 0,05 6,41 ± 0,65 

0,5 mg/mL 67,9 ± 0,95*** 1,79 ± 0,06*** 12,41 ± 0,92 

1 mg/mL 26,86 ± 0,79 1,24 ± 0,05 25,62 ± 2,87*** 

2 mg/mL 27,03 ± 0,76 1,17 ± 0,05 32,98 ± 2,07*** 
 

Na osnovu dobijenih rezultata može se uočiti da je nakon 48 sati EKG tretmana 

koncentracijama od 1 i 2 mg/mL u ćelijama PBMC kultura uspostavljena redoks homeostaza, dok je 

značajno povećano oštećenje molekula DNK ukazalo na genotoksični potencijal koji može uticati 

na aktiviranje ćelijske smrti. S obzirom da je EKG tretman od 2 mg/mL značajno povećao nivo 

oštećenja u molekulima DNK ćelija u kulturama PBMC (Tabela 8.) i PHA-PBMC (Tabela 7.) 

nakon 48 sati tretmana, da bi se izbegao uticaj povećane genotoksičnosti na naknadno ispitivane 

parametre, u daljim eksperimentima korišćena je koncentracija od 1 mg/mL EKG. 

4.2.2. Rezultati optimizacije koncentracije MRK tretmana 

U cilju utvrđivanja uniformne koncentracije MRK koja uzrokuje smanjenje stope ćelijskog 

preživljavanja do 30% u odnosu na kontrolnu vrednost, ispitivan je citotoksični uticaj pojedinačnih 

MRK u koncentracijama 20, 50, 100 i 130 µM na kulture PBMC, nakon 48 sati tretmana. Slika 12. 

ilustruje značajno smanjenje stope ćelijskog preživljavanja nakon svih MRK tretmana koncentracija 

50, 100 i 130 µM (p < 0,001). Sm i La su ispoljili manji citotoksični uticaj na kulture PBMC, u 

odnosu na Gp i Sw tretmane, pri izlaganju istim koncentracijama. S obzirom da više koncentracije 

od 50 µM Gp i Sw, smanjuju stope ćelijskog preživljavanja više od 30%, za dalje analize uticaja 

MRK koje su značajne za ispitivanje aktivacije signalne kaskade ćelijske smrti, odabrana je 

koncentracija od 50 µM. 

 
Slika 12. Preživljavanje ćelija kultura PBMC u zavisnosti od koncentracije monoterpenske 

referentne komponente: K - kontrola; La - loganska kiselina (žuta linija); Sm - svertiamarin 

(ljubičasta linija)), Gp - genciopikrozid (zelena linija) i Sw - sverozid (roze linija). Rezultati su 

predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu kontrolu. Statistički značajne razlike su određivane 

testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava statistički značajnu razliku u odnosu na 

kontrolu (***p < 0,001). 
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4.3. Procena uticaja MRK i EKG na kulture PBMC i PHA-PBMC 

4.3.1. In silico analiza kancerogenog i mutagenog potencijala odabranih MRK 

Za in silico procenu kancerogenog i mutagenog potencijala korišćena je VEGA-QSAR 

platforma. Dobijeni rezultati za sve ispitivane MRK (La, Sw, Gp, Sm) pokazali su da u njima 

postoje SA 29 i 76, povezani s kancerogenim potencijalom. Dodatno, La pokazao je sličnosti sa 

poznatim kancerogenima koji sadrže SA 106 i Gp s dodatnim SA 13, kao i SM 55 koji predstavlja 

segment sličnosti s analiziranim poznatim mutagenima (Slika 13.). 

 
Slika 13. Strukturna upozorenja (SA) monoterpenskih referentnih komponenti označeni  

VEGA-QSAR modelima za predikciju kancerogenosti i mutagenosti. La - loganska kiselina;  

Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid i Sm - svertiamarin. 

Od pet modela za procenu mutagenosti VEGA-QSAR platforme samo je CAESAR 2.1.13 

model označio jednu ispitivanu MRK komponentu, La, kao mutagenu sa pouzdanošću predikcije 

izražene kao indeks primenjivosti domena (ADI > 0,8), dok ostali korišćeni modeli za ostale 

ispitivane komponente nisu dali preciznu procenu jer su vrednosti bile van pouzdane procene 

(ADI < 0,5) (Tabela 9.). Od četiri korišćena modela za procenu kancerogenosti, dva su dala srednje 

do visoke vrednosti za pouzdanost procene (Tabela 9.). 

Tabela 9. Pouzdanost predikcije i mutagenosti monoterpenskih referentnih komponenti,  

VEGA-QSAR platforma izražene kao indeks primenljivosti domena (ADI) vrednosti. * označava:  

* - niska pouzdanost, ** - srednja pouzdanost, *** - visoka pouzdanost 

VEGA-QSAR platforma za predikciju ADI vrednosti 

 La Sw Gp Sm 

Mutagenost (CAESAR) 2.1.13 0,818*** - - - 

Mutagenost (SarPy/IRFMN) 1.0.7 - - 0,519* - 

Kancerogenost (IRFMN/Antares) 1.0.0 0,744** 0,616** 0,612** 0,521* 

Kancerogenost (IRFMN/ISSCAN-CGX) 1.0.0 0,797** 0,802*** 0,802*** 0,798** 
 

4.3.2. Rezultati ispitivanja citotoksičnog i genotoksičnog uticaja MRK i EKG 

Nakon eksperimenata optimizacije uslova EKG i MRK tretmana na kulturama PBMC u 

kojima su definisani uslovi dužine ekspozicije i koncentracije, pristupilo se paralelenoj analizi 

citotoksičnog i genotoksičnog uticaja 50 µM MRK i 1 mg/mL EKG u kulturama PBMC i PHA-

PBMC nakon 48 sati. 

Kao što je prikazano u Tabeli 10., u kulturama PBMC nakon svih tretmana uočeno je 

značajno smanjenje broja ćelija u poređenju s kontrolom (p < 0,001). Stopa preživljavanja nakon 

EKG i Sm tretmana smanjena je za oko 15% (p < 0,001), La za 16,5% (p < 0,001), dok su je Gp i 

Sw smanjili za 25% (p < 0,001). Paralelno, MRK tretmani kultura PHA-PBMC su, u poređenju s 
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kontrolom, značajno smanjili stopu preživljavanja u rasponu od 13 do 16%: La, Sw i Gp (p < 0,001) 

i Sm (p < 0,01), dok je EKG tretman nije promenio (Tabela 10.). 

S obzirom na prethodno uočeni genotoksični potencijal EKG i rezultate in silico analize 

genotoksičnog potencijala MRK, dalje je analiziran stepen fragmentacije molekula DNK u 

prethodno definisanim eksperimentalnim uslovima. Značajan stepen fragmentacije molekula DNK 

uočen je u obe kulture nakon svih 50 µM MRK (p < 0,001) i 1 mg/mL EKG tretmana (p < 0,01) 

(Tabela 10.). 

Tabela 10. Ćelijsko preživljavanje i DNK fragmentacija u kulturama PBMC i PHA-PBMC nakon 

48 sati tretmana s 50 µM monoterpenskim referentnim komponentama i 1 mg/mL ekstraktom 

korena G. lutea. K - kontrola; La - loganska kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - 

svertiamarin i EKG - ekstrakt korena G. lutea. Rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u 

odnosu na kontrolu. Statistički značajne razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post 

hoc Tukey; * označava statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (**p < 0,01; 

***p < 0,001). 

 Ćelijsko preživljavanje (% od kontrole) DNK fragmentacija (%) 

 PBMC PHA-PBMC PBMC PHA-PBMC 

K 100 ± 0,74 100 ± 1,96 100 ± 9,15 100 ± 3,4 

La 83,44 ± 1,64*** 84,98 ± 1,42*** 309,47 ± 18,77*** 149,86 ± 6,8*** 

Sw 74,55 ± 1,86*** 84,42 ± 2,25*** 357,45 ± 8,63*** 199,03 ± 2,72*** 

Gp 75,06 ± 1,93*** 85,18 ± 1,36*** 391,03 ± 10,78*** 172,95 ± 3,11*** 

Sm 84,43 ± 2,29*** 86,67 ± 1,13** 323,05 ± 23,37*** 165,21 ± 5,4*** 

EKG 86,67 ± 3,56*** 92,38 ± 2,92 242,78 ± 13,02** 143,07 ± 1,33** 
 

Kako je fragmentacionim esejem detektovana ne samo fragmentacija molekula DNK koja 

prati ćelijsku smrt tipa apoptoze, već i jednolančani i dvolančani prekidi molekula DNK nastalih 

genotoksičnim uticajem primenjenih tretmana, dalje je ispitivan genotoksični uticaj primenjenih 

tretmana. Gentoksičnost je ispitivana komet esejem na kulturama PBMC, dok je mikronukleusni 

test korišćen za procenu genotoksičnosti PHA stimulisanih kultura. U kulturama PBMC nakon  

48 sati 50 µM MRK i 1 mg/mL EKG tretmana, u poređenju s kontrolom, % DNK u repu komete 

bio je povećan pet do šest puta nakon Sw i Gp tretmana, dok su Sm i EKG tretmani povećali 

oštećenje molekula DNK četiri puta (p < 0,001) (Slika 14.). 

 
Slika 14. Oštećenje molekula DNK nakon 48 sati tretmana s 50 µM monoterpenskim referentnim 

komponentama i 1 mg/mL ekstraktom korena G. lutea (EKG) u kulturama PBMC: % DNK u repu 

komete (A), reprezentativne fotomikrografije oštećenja molekula DNK kultura PBMC dobijene 

komet esejem (B). K - kontrola; La - loganska kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - 

svertiamarin. U panelu A, rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolu. 

Statistički značajne razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava 

statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (***p < 0,001). 
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Paralelno, u kulturama PHA-PBMC uočeno je značajno povećanje učestalosti 

mikronukleusa od dva i po do tri puta puta nakon tretmana La, Sw i Gp (p < 0,001), kao i od skoro 

dva puta nakon Sm tretmana (p < 0,01). EKG tretman kultura PHA-PBMC nijeznačajno promenio 

učestalosti mikronukleusa (Mni), dok je indeks proliferacije (CBPI) značajno smanjen nakon svih 

tretmana (p < 0,001), i to u opsegu od 16% za Sw tretman do 11% za EKG (Slika 15.). 

 
Slika 15. Učestalost mikronukleusa i proliferacioni indeks u kulturama PHA-PBMC nakon 48 sati 

tretmana s 50 µM monoterpenskim referentnim komponentama i 1 mg/mL ekstraktom korena  

G. lutea (EKG). K - kontrola; La - loganska kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid;  

Sm - svertiamarin. Rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolu. 

Statistički značajne razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava 

statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (**p < 0,01; ***p < 0,001). 

Rezultati ćelijskog preživljavanja i genotoksičnog potencijala, ukazuju na odsustvo pojave 

genotoksičnog stresa nakon 1 mg/mL EKG tretmana kultura PHA-PBMC. Uočeno povećanje 

fragmentacije molekula DNK detektovano nakon ovog tretmana, može biti posledica ukupno 

detektovanih prekida u molekulu DNK usled genotoksičnog uticaja i pokretanja mehanizama 

ćelijske smrti. Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da nakon 48 sati kod kultura 

PBMC, tretmani sa 50 µM MRK i 1 mg/mL EKG, kao i 50 µM MRK kod kultura PHA-PBMC, 

ispoljavaju genotoksični i citotoksični potencijal s naznakama pokrenute kaspazno-zavisne 

apoptoze. 

4.3.3. Rezultati procene uticaja MRK i EKG na faze ćelijskog ciklusa 

S obzirom da je proliferativni indeks ukazao na smanjenje proliferacije, kao i da smanjenje 

broja ćelija detektovano u kulturama u kojima se populacija ćelija deli može zavisiti i od uticaja 

tretmana na distribuciju ćelija u fazama ćelijskog ciklusa, protočnom citometrijom je ispitivan uticaj 

primenjenih tretmana na ćelijski ciklus. Na Slici 16. ilustrovano je produženje S faze ćelijskog 

ciklusa u odnosu na kontrolu nakon 50 µM MRK tretmana (p < 0,05), dok je manji broj ćelija uočen 

u G2 fazi ćelijskog ciklusa nakon svih tretmana (p < 0,05). Predstavljeni rezultati ispitivanja 

citotoksičnog uticaja i raspodele ćelija u fazama ćelijskog ciklusa, nakon 50 µM MRK i 1 mg/mL 

EKG tretmana, ukazuju da smanjeni broj ćelija u kulturama PHA-PBMC nakon MRK tretmana, 

nije posledica samo ćelijske smrti, već i uticaja na ćelijski ciklus usled povećanja broja ćelija u S 

fazi ćelijskog ciklusa. 
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Slika 16. Distribucija ćelija stimulisanih na deobu u kulturama PHA-PBMC po fazama ćelijskog 

ciklusa nakon 48 sati tretmana s 50 µM monoterpenskim referentnim komponentama i 1 mg/mL 

ekstraktom korena G. lutea (EKG). K - kontrola; La - loganska kiselina; Sw - sverozid;  

Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SE. 

Statistički značajne razlike su određivane Mann-Whitney testom; #označavaju statistički značajnu 

razliku u odnosu na kontrolu (#p < 0,05). 

4.3.4. Rezultati uticaja MRK i EKG na parametre oksidativnog stresa 

S obzirom da oksidativni stres može dovesti do poremećaja homeostaze i citotoksičnih i/ili 

genotoksičnih oštećenja ćelija, u ovoj eksperimentalnoj postavci u oba tipa kultura ispitan je uticaj 

tretmana na parametre oksidativnog stresa, PAB i LPP, kao i na nivo oksidativnog oštećenja u 

molekulu DNK izraženog preko parametra 8-oxodG. Kao što je prikazano u Tabeli 11., nakon Gp 

tretmana kultura PBMC u odnosu na kontrolu detektovano je povećanje nivoa PAB (p < 0,01) i LPP 

(p < 0,05), dok je nivo 8-oxodG bio značajno manji nakon svih tretmana: La (p < 0,05), Sw 

(p < 0,01), Gp, Sm i EKG (p < 0,001). U kulturama PHA-PBMC, u odnosu na kontrolnu vrednost, 

nivo 8-oxodG je značajno manji nakon svih MRK tretmana: Sw (p < 0,01), La, Gp i Sm 

(p < 0,001), dok je nakon EKG tretmana vrednost 8-oxodG bila u nivou kontrolne. 

Tabela 11. Vrednosti parametara oksidativnog stresa, PAB; LPP i 8-oxodG, u kulturama PBMC i 

PHA-PBMC nakon 48 sati tretmana s 50 µM monoterpenskim referentnim komponentama i 

1 mg/mL ekstraktom korena G. lutea (EKG). K - kontrola; La - loganska kiselina; Sw - sverozid;  

Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SE. 

Statistički značajne razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava 

statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (*p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001). 

 PAB (HK jedinice) LPP (nmol/mg proteina) 8-oxodG (nM/µDNK) 

 PBMC PHA-PBMC PBMC PHA-PBMC PBMC PHA-PBMC 

K 28,91 ± 0,7 27,79 ± 0,56 1,18 ± 0,04 1,12 ± 0,02 1,12 ± 0,02 1,05 ± 0,04 

La 30,77 ± 0,87 26,70 ± 0,7 1,25 ± 0,04 1,09 ± 0,03 0,94 ± 0,04* 0,76 ± 0,05*** 

Sw 30,96 ± 0,49 26,89 ± 0,35 1,32 ± 0,06 1,14 ± 0,02 0,89 ± 0,05** 0,84 ± 0,03** 

Gp 32,56 ± 0,37** 27,18 ± 0,65 1,42 ± 0,07* 1,12 ± 0,02 0,85 ± 0,05*** 0,75 ± 0,04*** 

Sm 29,47 ± 0,31 26,23 ± 0,35 1,24 ± 0,03 1,1 ± 0,04 0,69 ± 0,02*** 0,73 ± 0,01*** 

EKG 27,02 ± 0,72 25,55 ± 0,89 1,24 ± 0,04 1,06 ± 0,03 0,63 ± 0,04*** 1,08 ± 0,05 
 

Izuzev za kulture PBMC nakon Gp tretmana, dobijeni rezultati ukazuju na nepromenjenu 

redoks homeostazu ćelija obe kulture. Značajno smanjenje vrednosti 8-oxodG nakon primenjenih 

tretmana (osim nakon EKG tretmana kultura PHA-PBMC), može biti posledica aktiviranja 

mehanizma popravke oštećenja u molekulu DNK, ali suguriše i na nedovršen proces popravke, koji 

dovodi do formiranja SSBs u molekulu DNK i utiče na pokretanje ćelijske smrti. 
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4.3.5. Rezultati analize morfoloških karakteristika ćelijske smrti nakon MRK i EKG 

tretmana 

TMRE/DAPI bojenjem analizirana su morfološke karakteristike ćelija kultura PBMC i 

PHA-PBMC nakon 48 sati tretmana s 50 µM MRK i 1 mg/mL EKG. Reprezentativne 

fotomikrografije predstavljene su na Slici 17. U kontrolama detektovane su metabolički aktivne 

ćelije s crveno obojenim mitohondrijama (Slika 17., panel A1, B1), dok se nakon svih tretmana u 

analiziranim kulturama, dodatno uočavaju ćelije sa morfološkim karakteristikama kasne apoptoze, 

poput fragmentisanog jedra i formiranih apoptotskih tela (Slika 17., panel A2, B2), kao i ćelije sa 

narušenim integritetom membrane, usled čega je DAPI boja ušla u ćeliju i vezala se za hromatin 

(Slika 17., panel A3, B2 i 3). Dodatno su detektovane i ćelije čije morfološke karakteristike 

odgovaraju nekroptozi, kao što je bubrenje ćelije i izmenjena morfologija jedra (Slika 17., panel 

A3). Osim toga uočene su i ćelije s obojenim mitohondrijama i blago obojenim jedrima (Slika 17., 

panel B3), što ukazuje na početnu fazu ćelijske smrti koja je različita od apoptoze. 

 
Slika 17. Morfološke karakteristike ćelija analizirane TMRE/DAPI bojenjem nakon 48 sati 

tretmana s 50 µM monoterpenskim referentnim komponentiama i 1 mg/mL ekstraktom korena  

G. lutea kultura PBMC (A) i PHA-PBMC (B). Reprezentativne fotomikrografije 1 - kontrolne;  

2 - ćelije s morfološkim karakteristikama apoptoze; 3 - ćelije s morfološkim karakteristikama 

nekroze/nekroptoze. Zelenom strelicom označene su metabolički aktivne, žive ćelije; plavom 

strelicom označene su ćelije s morfološkim karakteristikama apoptoze; žutom strelicom označene 

su ćelije s morfološkim karakteristikama nekroze/nekroptoze. 

4.4. Rezultati imunoblot analize proteina uključenih u regulaciju ćelijske smrti tipa 

apoptoze i nekroptoze 

S obzirom da su primenjeni tretmani u obe kulture ispoljili citotoksične efekte, praćene 

morfološkim promenama karakterističnim za apoptozu, kao i nespecifičnim morfološkim 

promenama koje mogu ukazivati na nekrozu/nekroptozu, dalje je imunoblot analizom praćena 

ekspresija/nivo proteina uključenih u regulaciju ovih tipova ćelijske smrti, kao i njihove 

posttranslacione modifikacije. 
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Na Slici 18., prikazan je nivo totalne i fosforilisane forme ERK1/2, kao i njihov relativni 

odnos koji ukazuje na nivo aktivacije ispitivanog molekula. U kulturama PBMC nivo fosforilisanih 

formi ERK1/2 (pERK1/2) bio je značajno povećan nakon MRK tretmana (p < 0,001) odnosno EKG 

tretmana (p < 0,01) (Slika 18., II A). Sličan odgovor je uočen i u kulturama PHA-PBMC, s obzirom 

da je povećanje pERK1/2 uslovilo povećanje odnosa pERK / tERK1/2 nakon svih tretmana (EKG 

(p < 0,05), La (p < 0,01) i Sw, Gp i Sm (p < 0,001)) (Slika 18.II, B). 

 
Slika 18. Nivo totalne ERK1/2 (tERK1/2) i fosforilisane forme ERK1/2 (pERK1/2) proteina nakon 

48 sati tretmana s 50 µM monoterpenskim referentnim komponentama i 1 mg/mL ekstraktom 

korena G. lutea (EKG) u kulturama PBMC (A) i PHA-PBMC (B). Reprezentativni imunoblotovi 

tERK1/2, pERK1/2 i β-aktin (I). Relativna kvantifikacija nivoa tERK1/2 i pERK1/2 i njihov odnos 

pERK1/2 / tERK1/2 (II K - kontrola; La - loganska kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid;  

Sm - svertiamarin. Rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolu i 

normalizovani u odnosu na ß-aktin. Statistički značajne razlike su određivane testovima one-way 

ANOVA i post hoc Tukey; * označava statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (*p < 0,05; 
**p < 0,01 ***p < 0,001). 

Literaturni podaci ukazuju da aktivirani ERK1/2, između ostalog, može regulisati 

preživljavanje ćelija preko nivoa proapoptotskog proteina Bcl 2, čime se menja odnos Bax/Bcl 2 

(148). Stoga su dalje u ovoj doktorskoj disertaciji ispitivani nivoi proteina Bcl 2 i Bax, kao i njihov 

međusobni odnos. Kod kultura PBMC nakon Sw i Gp tretmana detektovano je značajno smanjenje 

nivoa proteina Bcl 2 (p < 0,01), dok je njegova ekspresija nakon La, Sm i EKG tretmana u nivou 

kontrole (Slika 19.). S druge strane, u odnosu na kontrolu nivo ekspresije proteina Bax značajno je 

povećan nakon EKG (p < 0,05) i svih MRK tretmana (p < 0,001), što je uslovilo i porast odnosa 

Bax/Bcl 2 nakon EKG (p < 0,01) i MRK tretmana (p < 0,001), i pomeranje fino kontrolisane 

ravnoteže ka proapoptotskim molekulima (Slika 19.I, II A). Paralelno, u kulturama PHA-PBMC, u 

odnosu na kontrolu, nivoi ekspresije proteina Bcl 2 i Bax značajno su porasli nakon svih MRK 

tretmana (p < 0,001) (Slika 19. I, II B), kao i odnos Bax/Bcl 2 (p < 0,001). što ukazuje da se i kod 

kultura PHA-PBMC 50 µM MRK nivo regulatornih molekula apoptoze menja usled uticaja 

tretmana. Uočena promena odnosa Bax/Bcl 2 u kulturama PBMC nakon svih tretmana, kao i u 

kulturama PHA-PBMC, nakon MRK tretmana, ukazuje da je promena u nivou pro- i 

antiapoptotskih proteina usmerena ka pokretanju apoptotske kaskade. Kao što je prikazano na  

Slici 19. II B, u kulturama PHA-PBMC, u odnosu na kontrolu, nivoi ispitivanih molekula Bcl 2 

familije proteina bili su nepromenjeni nakon EKG tretmana. 
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Slika 19. Nivoi ekspresije proteina Bax i Bcl 2 nakon 48 sati tretmana s 50 µM monoterpenskim 

referentnim komponentama i 1 mg/mL ekstraktom korena G. lutea u kulturama (EKG) PBMC (A) i 

PHA-PBMC (B). Reprezentativni imunoblotovi Bax, Bcl 2 i β-aktina (I). Relativna kvantifikacija 

nivoa proteina Bax i Bcl 2 i njihov odnos Bax / Bcl 2 (II): K - kontrola; La - loganska kiselina;  

Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin i EKG. Rezultati su predstavljeni kao 

relativne vrednosti u odnosu na kontrolu i normalizovani u odnosu na ß-aktin. Statistički značajne 

razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava statistički značajnu 

razliku u odnosu na kontrolu (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 

S obzirom da je aktiviranje kaspaze 3 odlučujući korak u pokretanju apoptotske kaskade i 

da je ovaj protein odgovoran za degradaciju velikog broja proteina, uključujući i PARP 1, dalje je u 

ovoj eksperimentalnoj postavci, ispitivan nivo prokaspaze 3 i subjedinica aktivirane forme ovog 

enzima molekulske mase17 kDa (sečena kaspaza 3). Kao što je prikazano na Slici 20. nivo 

prokaspaze 3 je, nakon tretmana u obe ćelijske culture, bio nepromenjen u odnosu na kontrolu. 

Detektovana sečena kaspaza 3 ukazuje na aktiviranje apoptoze u kulturama PBMC nakon svih 

tretmana (p < 0,001), kao i u kulturama PHA-PBMC nakon La i Sm (p < 0,01), odnosno Sw i Gp 

(p < 0,001) (Slika 20.). 

 
Slika 20. Nivo prokaspaze 3 i sečene kaspaze 3 nakon 48 sati tretmana s 50 µM monoterpenskim 

referentnim komponentama i 1 mg/mL ekstraktom korena G. lutea u kulturama (EKG) PBMC (A) i 

PHA-PBMC (B). Reprezentativni imunoblotovi kaspaze 3, sečene kaspaze 3 i β-aktina (I). 

Relativna kvantifikacija nivoa prokaspaze 3 i sečene kaspaze 3 (II): K - kontrola; La - loganska 

kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin. Rezultati su predstavljeni kao 

relativne vrednosti u odnosu na kontrolu i normalizovani u odnosu na ß-aktin. Statistički značajne 

razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava statistički značajnu 

razliku u odnosu na kontrolu (**p < 0,01; ***p < 0,001). 
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Dodatno je aktivacija kaspaze 3 potvrđena detekcijom PARP 1 fragmenta molekulske 

težine od 89 kDa (PARP 1 89 kDa) nastalog proteolitičkim sečenjem PARP 1 molekulske mase 

116 kDa (PARP 1 116 kDa). Nivo PARP 1 89 kDa bio je značajno povećan u kulturama PBMC 

nakon svih tretmana (p < 0,001), kao i u PHA-PBMC kulturama nakon MRK tretmana (p < 0,001), 

dok nakon EKG tretmana nije značajno promenjen (Slika 21.). Osim toga, detektovan je i povećan 

nivo PARP 1 116 kDa u obe kulture nakon svih MRK tretmana (La, Sm (p < 0,01) i Sw, Gp 

(p < 0,001)), kao i nakon EKG tretmana PBMC (p < 0,01) i PHA-PBMC (p < 0,05) kultura. 

 
Slika 21. Nivo PARP 1 (116 kDa i 89 kDa) nakon 48 sati tretmana s 50 µM monoterpenskim 

referentnim komponentama i 1 mg/mL ekstraktom korena G. lutea (EKG) u kulturama PBMC (A) i 

PHA-PBMC (B). Reprezentativni imunoblotovi PARP 1 116 kDa, PARP 1 89 kDa i β-aktina (I). 

Relativna kvantifikacija nivoa PARP 1 116 kDa i 89 kDa proteina (II): K - kontrola; La - loganska 

kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin. Rezultati su predstavljeni kao 

relativne vrednosti u odnosu na kontrolu i normalizovani u odnosu na ß-aktin. Statistički značajne 

razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava statistički značajnu 

razliku u odnosu na kontrolu (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 

Predstavljeni rezultati nivoa analiziranih proteina i njihovih posttranslacionih modifikacija, 

nakon svih primenjenih tretmana u ovoj eksperimentalnoj postavci, ukazuju na trend aktivacije 

apoptoze. 

S obzirom da su TMRE/DAPI bojenjem pokazane promene u permeabilnosti ćelijske 

membrane, što je morfološka odlika procesa nekroze/nekroptoze, dalje su analizirani nivo 

ekspresije i nivo fosforilacije proteina MLKL, ključne komponente završnog koraka aktivacije 

nekroptoze. U ovoj studiji je u kulturama PBMC tretiranim s Gp i Sm uočeno povećanje tMLKL 

(p < 0,001), praćeno povećanjem nivoa pMLKL (p < 0,001) i relativnog odnosa pMLKL/tMLKL 

(nakon Gp (p < 0,05) i Sm (p < 0,001)), (Slika 22., II, A). U kulturama PHA-PBMC jedino je Sm 

tretman značajno povećao relativni odnos pMLKL/tMLKL (p < 0,01), iako su nivoi ispitivanih 

izoformi proteina MLKL bili nepromenjeni usled trenda paralelnog smanjenja zastupljenosti 

tMLKL i povećanja pMLKL (Slika22., II, B). 
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Slika 22. Nivo totalne (tMLKL) i fosforilisane forme (pMLKL) nakon 48 sati tretmana s 50 µM 

monoterpenskim referentnim komponentama i 1 mg/mL ekstraktom korena G. lutea (EKG) u 

kulturama PBMC (A) i PHA-PBMC (B). Reprezentativni imunoblotovi tMLKL, pMLKL i β-aktina 

(I). Relativna kvantifikacija nivoa tMLKL i pMLKL i njihov odnos pMLKL / tMLKL (II): K - 

kontrola; La - loganska kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin. Rezultati 

su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolu i normalizovani u odnosu na ß-aktin. 

Statistički značajne razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava 

statistički značajnu razliku u odnosu na kontrolu (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 

Na osnovu dobijenih rezultata može se pretpostaviti da u ovoj eksperimentalnoj postavci 

svi tretmani mogu uticati na aktiviranje apoptotske signalne kaskade, dok Sm i Gp tretman u 

kulturama PBMC, kao i Sm tretman u kulturama PHA-PBMC, stvaraju uslove u kojima se može 

pokrenuti nekroptoza. 

4.5. Rezultati ispitivanja selektivnosti MRK i EKG tretmana na aktivaciju ćelijske 

smrti tipa apoptoze i nekroptoze 

4.5.1 Rezultati ćelijskog preživljavanja nakon MRK i EKG tretmana u prisustvu 

nekrostatina 1 i zvad-fmk 

Uticaj tretmanana na selektivnu aktivaciju ćelijske smrti apoptozom/nekroptozom u ovoj 

doktorskoj disertaciji ispitan je praćenjem stope ćelijskog preživljavanja kultura PBMC i  

PHA-PBMC nakon 48 sati kotretmana MRK/EKG s 20 µM inhibitorima apoptoze i nekroptoze - 

zvad/nec/oba inhibitora istovremeno. U poređenju sa kontrolom tretiranom odgovarajućim 

inhibitorom, u svim zadatim uslovima, u obe kulture MRK tretmani, su značajno smanjili stopu 

ćelijskog preživljavanja (p < 0,001) (Tabela 12., 13). U istim uslovima, EKG tretman u kulturama 

PBMC, takođe, je u poređenju s odgovarajućom kontrolom, smanjio stopu ćelijskog preživljavanja 

(p < 0,001), dok u kulturama PHA-PBMC, slično kao i u tretmanima bez inhibitora, nije uticao na 

ispitivani parametar (Tabela 10.). 
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Tabela 12. Ćelijsko preživljavanje kultura PBMC nakon 48 sati kotretmana s 50 µM 

monoterpenskim referentnim komponentama/ekstraktom korena G. lutea (1 mg/mL) i sa 20 µM 

nekrostatinom 1 (nec)/zvad-fmk (zvad)/oba inhibitora (nec+zvad). K - kontrola; La - loganska 

kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin i EKG - ekstrakt korena G. lutea. 

Rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolu. Statistički značajne 

razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; ***p < 0,001 označava 

statistički značajnu razliku u odnosu odgovarajuću kontrolu, dok x označava statistički značajnu 

razliku u odnosu na ćelijsko preživljavanje pri istom tretman bez inhibitora (xxp < 0,01; 
xxxp < 0,001). 

 nec zvad nec+zvad 

 PBMC PBMC PBMC 

K 100 ± 0,4 100 ± 0,5 100 ± 0,5 

La 82,9 ± 1,0*** 86,6 ± 0,9*** 86,4± 0,9*** 

Sw 75,7 ± 0,9*** 79,3 ± 1,1*** 78,9± 1,1*** 

Gp 76,2 ± 0,7*** 77,2 ± 1,0*** 86,6 ±0,6*** xxx 

Sm 86,7 ± 0,7*** 84,6 ± 0,8*** 92,9 ±0,5*** xx 

EKG 86,2 ± 0,8*** 89,8 ± 0,8*** 90,6 ± 0,6*** 
 

 

Tabela 13. Ćelijsko preživljavanje kultura PHA-PBMC nakon 48 sati kotretmana s 50 µM 

monoterpenskim referentnim komponentama/ekstraktom korena G. lutea (1 mg/mL) i sa 20 µM 

nekrostatinom 1 (nec)/zvad-fmk (zvad)/oba inhibitora (nec+zvad). K - kontrola; La - loganska 

kiselina; Sw - sverozid; Gp - genciopikrozid; Sm - svertiamarin i EKG - ekstrakt korena G. lutea. 

Rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolu. Statistički značajne 

razlike su određivane testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; ***p < 0,001 označava 

statistički značajnu razliku u odnosu odgovarajuću kontrolu, dok x označava statistički značajnu 

razliku u odnosu na ćelijsko preživljavanje pri istom tretman bez inhibitora (xxp < 0,01; 
xxxp < 0,001). 

 nec zvad nec+zvad 

 PHA-PBMC PHA-PBMC PHA-PBMC 

K 100 ± 1,8 100 ± 1,5 100 ± 1,4 

La 84,9 ± 1,3*** 87,3 ± 1,2***  86,9± 0,8*** 

Sw 83,8 ± 1,6*** 86,4 ±1,2*** 85,7 ± 1,1*** 

Gp 84,8 ± 1,5*** 86,8 ± 1,2*** 91,7 ± 0,8***xxx 

Sm 88,9 ± 1,3*** 87,1 ± 1,3*** 93,45 ±1,1*** xx 

EKG 93,1 ± 2,7 95,5 ± 1,9 96,2 ± 0,9 
 

Rezultati prikazani u Tabelama 12. i 13., ukazuju da verovatno ne postoji specifična 

interakcija MRK i EKG sa nekim od signalnih molekula uključenih u regulaciju apoptoze i 

nekroptoze koji bi uticao na njihovu selektivnu aktivaciju, već da su oštećene ćelije uklonjene 

drugim tipom ćelijske smrti koji nije blokiran. 

Poređenjem stope ćelijskog preživljavanja oba tipa ćelijskih kultura nakon kotretmana s 

inhibitorima (Tabela 12 i Tabela13.), u odnosu na odgovarajući tretman bez inhibitora (Tabela 10), 

uočeno je povećanje stope ćelijskog preživljavanja u grupama Gpnec+zvad (p < 0,001) i Smnec+zvad 

(p < 0,01), u odnosu na Gp, odnosno Sm tretman. 

4.5.2. Rezultati imunoblot analize nivoa ekspesije proteina uključenih u završne korake 

regulacije nekroptoze i apoptoze nakon kotretmana Gp/Sm s nec/zvad/oba inhibitora 

Kako su ovi tretmani u kulturama PBMC uticali na stvaranje uslova za aktivaciju oba tipa 

ćelijske smrti, da bi se pokazalo da li u prisustvu inhibitora dolazi do aktivacije neblokiranog puta 

ćelijske smrti, dalje su ispitivane promene u nivou ekspresije proteina uključenih u završne korake 

regulacije ćelijske smrti tipa nekroptoze i apoptoze (MLKL, kaspaza 3, PARP 1), u kotretmanima 
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Gp/Sm s nec/zvad/oba inhibitora. Tako je, u kulturama PBMC nakon kotretmana Gp/Sm s nec, 

povećanje nivoa tMLKL (p < 0,001) praćeno značajnim smanjenjem odnosa pMLKL/tMLKL 

(p < 0,001) (Slika 23. I, II A), povećanjem nivoa sečene kaspaze 3 (p < 0,001) (Slika 23. I, II B), 

kao i nivoa PARP 1 89 kDa (p < 0,001) (Slika 23. I, II C). U istim eksperimentalnim uslovima, u 

prisustvu inhibitora apoptoze, zvad, zabeleženo je povećanje nivoa pMLKL (p < 0,001), koje je 

praćeno značajnim povećanjem odnosa pMLKL/tMLKL (p < 0,001), dok je nivo sečene kaspaze 3 i 

PARP 1 89 kDa, bio nepromenjen u odnosu na odgovarajuću kontrolu (Slika 23. IIB, C). Kao što je 

prikazano na Slici 23. (I, II A, B, C) u kotretmanu s oba inhibitora nije uočena promena nivoa 

ispitivanih proteina. S druge strane, u kulturama PHA-PBMC, u odnosu na odgovarajuću kontrolu 

(Knec), uočen je sličan odgovor na kotretmane Gp/Sm s inhibitorima. Naime, nakon kotretmana 

Gp/Sm sa inhibitorom signalnog puta nekroptoze, nec, nivoi obe ispitivane izoforme MLKL bili su 

nepromenjeni, dok su nivoi ekspresije sečene kaspaze 3 i PARP 1 89 kDa bili povećani (p < 0,001) 

(Slika 23. I, II E, F). Nakon kotretmana Gp/Sm s inhibitorom apoptoze, zvad, detektovano je 

povećanje nivoa pMLKL (p < 0,001), dok su ostali ispitivani proteini bili u nivou odgovarajuće 

kontrole (Slika 23. I, II E, F). U kotretmanu s oba inhibitora, u odnosu na odgovarajuću kontrolu, 

nije zabeležena promena nivoa ispitivanih molekula (Slika 23. I, IID, E, F). 

 
Slika 23. Nivoi ekspresije proteina MLKL, kaspaze 3 i PARP 1 nakon 48 sati kotretmana 

genciopikrozidom (Gp) (50 µM)/svertiamarinom (Sm) (50 µM) i nekrostatinom 1 (nec) 

(20 µM)/zvad-fmk(zvad) (20 µM)/ oba inhibitora (nec+zvad) u kulturama PBMC (A, B, C) i  

PHA-PBMC (D, E, F). Reprezentativni imunoblotovi tMLKL, pMLKL, prokaspaza 3, sečena 

kaspaza 3, PARP 1 (116 kDa i 89 kDa) i β-aktina (I). Relativna kvantifikacija nivoa ispitivanih 

proteina (II). Rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na odgovarajuću kontrolu 

s inhibitorom i normalizovani u odnosu na ß-aktin. Statistički značajne razlike su određivane 

testovima one-way ANOVA i post hoc Tukey; * označava statistički značajnu razliku u odnosu na 

odgovarajuću kontrolu (***p <0,001). 

Analiza nivoa ekspresije ispitivanih proteina nakon 48 sati tretmana kultura PBMC i  

PHA-PBMC, ukazala je da primena inhibitora nekroptoze u kotretmanu sa Gp/Sm ne samo da 
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dovodi do gašenja signalizacije puta ove vrste ćelijske smrti već i povećanja nivoa ekspresije 

proteina koji regulišu aktiviranje apoptoze. Takođe, u uslovima blokirane apoptoze, povećava se 

nivo ekspresije proteina koji imaju ulogu u završnim koracima ćelijske smrti nekroptozom. 

Detektovani nivoi proteina uključenih u završne korake regulacije apoptoze/nekroptoze, ukazuju da 

su Gp/Sm tretmani u obe ćelijske kulture stvorili uslove za aktivaciju apoptoze i nekroptoze, dok 

prisustvo inhibitora favorizuje ćelijsku smrt koja nije blokirana. 

Na osnovu predstavljenih rezultata, s obzirom da je stopa preživljavanja ćelija obe kulture 

nakon Gp/Sm kotretmana s oba inhibitora, smanjena u odnosu na odgovarajuće kontrole, može se 

pretpostaviti da Gp/Sm tretmani svoj citotoksični uticaj ispoljavaju, u određenoj meri, aktivacijom i 

drugih tipova ćelijske smrti koji nisu bili predmet ispitivanja ove doktorske disertacije. 
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5. DISKUSIJA 

G. lutea je lekovita biljka čiji koren se vekovima koristi u tradicionalnoj medicini za 

pravljenje čajnih mešavina za poboljšanje apetita, jačanje otpornosti, poboljšanje cirkulacije, i 

drugo (149). Brojne studije ukazale su na izuzetnu bioaktivnost EKG (105, 106, 108-110) u kom su 

MRK detektovane u visokom udelu (20, 150). Takođe istraživanja koja su se bavila pojedinačnim 

MRK pokazala su da njihov biološki uticaj može biti sličan, u smislu smanjenja inflamacije, 

aktiviranja antioksidativne odbrane, kao i protektivnog uticaja na ćelijsko preživljavanje u prisustvu 

toksičnih agenasa (112, 113, 119). Pored navedenih pozitivnih uticaja, potvrđeno je da EKG i Gp 

mogu ispoljiti i citotoksični i genotoksični uticaj, bez dostupnih podataka o mogućem 

genotoksičnom uticaju ostalih ispitivanih MRK (133, 134). Citotoksični uticaj Gp, Sw i Sm 

dokazan je na tumorskim ćelijskim linijama uz aktivaciju kaspazno-zavisne apoptoze, pomeranjem 

ćelijskog balansa ka proapototskim molekulima (127-129). Takođe, Wu i saradnici (2021) su in 

silico analizom pokazali da se između proteina Bcl 2 i Gp, Sw i Sm mogu formirati kompleksi koji 

utiču na smanjenje nivoa ovog antiapoptotskog proteina (128). Time je ukazano i na mogućnost 

direktne interakcije sa molekulima uključenim u regulaciju apoptoze koja bi mogla usloviti njeno 

selektivno aktiviranje. S obzirom na pokazane uticaje MRK i EKG u patološkim stanjima, ali i 

oskudne informacije o uticaju na neizmenjene ćelije koje su paralelno izložene pri antitumorskoj 

terapiji, u ovoj doktorskoj disertaciji ispitivan je uticaj MRK i EKG na aktiviranje apoptoze i 

nekroptoze u kulturama PBMC i PHA-PMBC. Analizirana je selektivnost odgovora na odabrane 

tretmane praćenjem nivoa regulatornih molekula nekroptoze i kaspazno-zavisne apoptoze u 

prisustvu inhibitora. 

Do sada objavljeni podaci kvalitativne i kvantitativne analize sekundarnih metabolita EKG 

pokazuju da su monoterpenske komponente ispitivane u ovoj studiji, prisutne u visokom udelu  

(19, 150, 151). Uočeno je da koncentracija sekundarnih metabolita zavisi od načina ekstrakcije  

(26, 152). U cilju dobijanja adekvatanog prinosa MRK u procesu ekstrakcije koren G. lutea dodatno 

je usitnjen čime je povećana dostupnost rastvaraču. Iridoidni i sekoiridoidni glikozidi dobro su 

rastvorljivi u vodi (153). Takođe, vodenom estrakcijom dobija se visok sadržaj suve materije, tako 

da je ekstrakcija rađena u vodi kao rastvaraču (154). Da bi se izbegla moguća degradacija prisutnih 

komponenti rađena je ekstrakcija bez dodatnog zagrevanja nakon dostizanja tačke ključanja, a kao 

način koncentrovanja dobijenog vodenog ekstrakta odabrana je liofilizacija koji omogućava 

očuvanje i zadržavanje bioaktivnih komponenti (155, 156). 

U svakoj fazi pripreme EKG utvrđene su veličine čestica, pri čemu je primećeno da se 

nakon liofilizacije formiraju agregati pločaste strukture većih dimenzija. Smanjenje veličine čestica 

nakon rastvaranja liofilizata ukazalo je na visoku rastvorljivost agregata kristalne strukture. 

Odabrani uslovi ekstrakcije omogućili su dobijanje monoterpena u očekivanim odnosima, s obzirom 

da je kvantitativnom analizom potvrđeno prisustvo svih ispitivanih MRK, od kojih se kao 

najzastupljeniji izdvojio Gp (501,9 µM) što je u skladu s drugim studijama (19, 157). Prethodno su 

Aberham i saradnici (2011) ispitivanjem hemijske stabilnosti alkoholnih rastvora Sm i Gp pokazali 

da su ova jedinjenja stabilna na niskim temperaturama, dok je nakon mesec dana izlaganja uslovima 

povišene temperature od 40 °C i vlažnosti 75% koncentracija Sm smanjena za 5%, a Gp za čak 18% 

(25). Stoga je, u ovoj doktorskoj disertaciji, dodatno u cilju provere stabilnosti tretmana, urađena i 

kvantitativna analiza rastvaranjem EKG u medijumu za gajenje ćelijske kulture koji je izložen 

uslovima kratkotrajne in vitro ćelijske kulture. Praćenjem stabilnosti u vremenskim intervalima od 

48 i 72 sata izlaganja temperaturi od 37 °C u uslovima povećane vlažnosti 95%, nije uočena 

promena koncentracije ispitivanih MRK u EKG, i time je potvrđena je stabilnost koncentracije 

ispitivanih komponenti u eksperimentalnim uslovima korišćenim u izradi ove doktorske disertacije. 

Literaturni podaci ukazuju da karakteristike ekstrakta korena zavise od njegovog sastava 

(158), na koji utiču brojni faktori kao što su starost biljke, odnosno veličina korena, karakteristika 

staništa u kojima je biljka rasla (159), kao i od načina sušenja korena (20). Takođe, biološki 

odgovor izazvan tretmanima in vitro, u istim eksperimentalnim uslovima, može zavisiti i od tipa 
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ćelija na kojima se istraživanje sprovodi, na šta je ukazalo istraživanje Rodrugues i saradnika 

(2019), koji su pokazali da su HeLa ćelije bile manje osetljive na etanolne i vodene rastvore EKG, u 

poređenju s paralelno ispitivanom ćelijskom linijom adenokarcinoma MCF-7 (125). Treba istaći da 

su prethodna in vitro ispitivanja EKG, rađena s različitim koncentracijama ekstrakta u rasponu od 

1,25 µg/mL do 5 mg/mL (126, 132), u više model sistema (keratinociti, humane ćelijske linije 

karcinoma, glatke mišićne ćelije, i druge) (108, 109, 125, 126, 131) i vremena ekspozicije najčešće 

24 sata (131, 132) i 72 sata (125, 126). Najznačajnije razlike u ćelijskom odgovoru na tretmane 

EKG uočene su vezano za primenjenu koncentraciju i vreme izlaganja tretmanu. Visoka 

neusaglašenost podataka vezanih za ćelijske odgovore uslovljene tretmanima, ukazala je na 

neophodnost definisanja uslova koncentracije i vremena izlaganja tretmanu EKG u 

eksperimentalnoj postavci ove doktorske disertacije. Produžena ekspozicija i/ili veća koncentracija 

tretmana može intenzivirati ćelijsku smrt i dovesti do sekundarne nekroze, koja nastaje usled 

prisustva ostataka ćelija (160). S obzirom da su literaturni podaci ukazali na genotoksični potencijal 

EKG i Gp (133, 134), kao i da genotoksični stres može usloviti aktivaciju ćelijske smrti (161), za 

razumevanje procesa pokrenutih uticajem ispitivanih komponenti značajno je ispitati oba ishoda. 

Istraživanje Storer i saradnika (1996), pokazalo je da je za razlikovanje genotoksičnog i 

citotoksičnog uticaja tretmana potrebno koristiti eksperimentalne uslove u kojima se preživljavanje 

ćelija u kulturi ne smanjuje za više od 30% (50). U uslovima ograničene citotoksičnosti omogućeno 

je praćenje genotoksičnog uticaja uz marginalizovanje sekundarne nekroze. To je razlog zašto je 

važan kriterijum tokom kreiranja eksperimentalnogh dizajna u ovoj doktorskoj disertaciji bio odabir 

vremena i koncentracije tretmana koji ne dovodi do smanjenja broja ćelija za više od 30%. U cilju 

definisanja eksperimentalnih uslova praćen je uticaj koncentracija - 0,5, 1 i 2 mg/mL EKG na 

kulture PBMC, u dva vremenska intervala, 48 i 72 sata. Dobijeni rezultati ukazuju na zavisnost 

ćelijskog preživljavanja od koncentracije EKG i vremenskog intervala izlaganja tretmanu. Prva 

značajna razlika u stepenu preživljavanja se uočava nakon 48 sati tretmana s 1 mg/mL EKG, i po 

vrednosti je bliska istom tretmanu na 72 sata. Najviša koncentracija je dovela do dodatnog 

smanjenja preživljavanja nakon 48 sati, dok je nakon 72 sata smanjila preživljavanje ispod 70%, što 

ukazuje i moguću aktivaciju sekundarne nekroze. Zanemarljiva razlika u ćelijskom preživljavanju 

nakon tretmana sa 1 mg/mL EKG u odnosu na vreme ekspozicije može nastati i usled aktivacije 

mehanizama za popravku oštećenja u molekulu DNK koja dovodi do oporavka ćelija (162). U ovoj 

eksperimentalnoj postavci, da bi se ispitao genotoksični uticaji i potencijalna aktivacija mehanizama 

za popravku oštećenja u molekulu DNK pri produženoj ekspoziciji EKG, analizirane su učestalosti 

hromozomskih aberacija (HA) u kulturama PHA-PBMC, u oba vremenska intervala. 

Rezultati HA analize nakon 48 sati tretmana s 0,5, 1 i 2 mg/mL EKG pokazali su 

genotoksični uticaj zavisan od koncentracije, koji je uočen i pri tretmanu najmanjom 

koncentracijom koja ne ispoljava značajan citotoksični uticaj. Takođe, uočena je i smanjena 

učestalost HA sa produženjem ekspozicije nakon svih tretmana. Smanjena učestalost HA pri 

produženoj ekspoziciji tretmanima, može nastati usled aktivacije sistema za popravku oštećenja u 

molekulu DNK i zaustavljanja ćelijskog ciklusa, kao i usled aktiviranja ćelijske smrti u ćelijama sa 

genomskom DNK koja je pretrpela oštećenja. Upravo, na osnovu dobijenih rezultata može se 

pretpostaviti da se u kulturama usled uticaja tretmana dešavaju oba procesa: smanjeno 

preživljavanje koje se vezuje sa aktiviranjem ćelijske smrti, i paralelna sa aktivacijom sistema za 

popravku DSBs homolognom rekombinacijom (eng. Homologous Recombination, HR) 72 sata 

nakon tretmana sa 2 mg/mL. DSBs se HR mehanizmom popravljaju u S fazi ćelijskog ciklusa, 

odnosno stvaranjem intermedijarnih holidejevih struktura između oštećenog DNK lanca i lanca s 

homologom sekvencom koji služi kao matrica za popravku oštećenja (163). Dobijeni rezultati su u 

skladu s rezultatima Patenković i saradnika (2013) koji su kod D. melanogaster uočili blago 

povećanje mitotičke rekombinacije u kotretmanu EKG s alkilirajućim agensom MMS (133). DSBs 

se pored HR mehanizma, koji je veoma precizan i tačan proces, mogu popravljati i nehomologim 

spajanjem krajeva (eng. Non-Homologous End Joining, NHEJ), manje preciznim mehanizmom koji 

može generisati hromozomske rearanžmane po tipu delecija, insercija i translokacija (164). Takve 

hromozomske aberacije izazivaju velike promene genomskih sekvenci u potomstvu preživelih 
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ćelija, i mogu prouzrokaovati genomsku nestabilnost, koja se često detektuje u neoplastično 

transformisanim ćelijama (165). Prethodno je pokazano da u kulturama humanih fibroblasta (166), 

kao i u leukemijskim ćelijskim linijama (167), NHEJ predstavlja dominanti način popravke DSBs i 

da se odvija paralelno s HR. Uzimajući u obzir rezoluciju HA metode kojom se detektuju promene 

veće od nekoliko megabaza (168), iako u ovoj doktorskoj disertaciji nisu detektovani hromozomski 

rearanžmani koji bi direktno ukazali na aktivirni NHEJ mehanizam popravke, ne može se isključiti 

da i oni ipak mogu biti aktivirani uticajem tretmana. Uočene HA kao i radijalne strukture koje i 

pored aktiviranih mehanizama popravke oštećenja u molekulu DNK ostaju nepopravljena, mogu 

predstavljati signale za aktivaciju ćelijske smrti (62, 169). Stoga, da bi se isključio uticaj produžene 

ekspozicije i aktiviranih mehanizama popravke oštećenja u molekulu DNK na ćelijsko 

preživljavanje, kao vreme izlaganja tretmanima u ovoj eksperimentalnoj postavci odabran je 

tretman od 48 sati. 

Genotoksični potencijal EKG na kulturama PBMC ispitan je alkalnim komet esejem kojim 

se detektuju oštećenja u molekulu DNK u terminalno diferenciranim ćelijama., Pokazano je 

danakon 48 sati EKG tretmana u koncentracijama 1 i 2 mg/mL dolazi do značajnog oštećenja u 

molekul DNK, što je u skladu s rezultatima primenjenom analizom HA. Hartmann i saradnici 

(2003) pokazali su da rezultati genotoksičnog uticaja dobijeni alkalnim komet esejem i HA korelišu, 

i ne zavise od vrste ćelija na kojima je rađeno ispitivanje (170). 

ROS može biti uzrok oštećenja u molekulu DNK direktnim narušavanjem fosfoestarske 

veze nukleotida i formiranjem SSBs (171), kao i reakcijama sa azotnim bazama (172). Takođe, i 

produkti nastali lipidnom peroksidacijom, kao što je MDA, mogu interagovati sa molekulom DNK 

(173). S obzirom da oksidativni stres može dovesti do oštećenja u molekulu DNK, dalje je praćen 

uticaj prethodno primenjenih koncentracija EKG na promenu parametara oksidativnog stresa PAB i 

LPP u kulturama PBMC nakon 48 sati tretmana. Tretman najnižom koncentracijom, koji je ispoljio 

najslabiji genotoksični uticaj i nije uticao na promenu stope preživljavanja ćelija u kulturi PBMC, 

značajno je povećavao vrednosti ispitivanih parametra oksidativnog stresa, dok je promena PAB i 

LPP izostala nakon tretmana višim koncentracijama. Izostanak uticaja viših koncentracija na 

ispitivane parametre oksidativnog stresa može se objasniti aktiviranjem komponenti antioksidativne 

odbrane u smislu povećanja efikasnosti i/ili de novo sinteze enzima uključenih u uklanjanje ROS 

koje se javljaju kada se dostigne određeni stepen oštećenja, odnosno biološkim odgovorom ćelija, 

ali i usled sastava EKG koji antioksidativni potencijal može iskazati tek pri višim koncentracijama 

(64, 111, 174). Tako na primer, pokazano je da tretmani ekstraktima korena i lista G. lutea, kao i Gp 

tretman, utiču na povećanje ekspresije gena Nrf 2 (111), koji daje informaciju za regulatorni protein 

transkripcije gena za SOD i GPx, čiji produkti uklanjaju O2
•- i H2O2, redom (64). S druge strane, 

Kusšar i saradnici (2006) pokazali su da EKG ispoljava antioksidativni potencijal, ali tek kada je 

primenjen u visokim koncentracijama 10-20 mg/mL, kao i da ekstrakti lista G. lutea zbog veće 

koncentracije ksantona i flavonoida imaju intenzivniji antioksidativni potencijal u odnosu na EKG 

(174). S obzirom da je najniža testirana koncentracija, koja nije ispoljila citotoksični uticaj, jedina 

uticala na povećanje vrednosti parametara oksidativnog stresa PAB i LPP, pretpostavljeno je da se u 

kulturama PBMC nakon 48 sati tretmana koncentracijama 1 i 2 mg/mL ponovo uspostavlja redoks 

homeostaza i da se oksidativni stes ne može direktno povezati s citotoksičnim uticajem ovih 

tretmana. Stoga, smanjenje stope preživljavanja pri višim koncentracijama EKG tretmana može biti 

posledica oštećenja ili uticaja na druge biološki važne molekule. Osim toga, treba istaći da i H2O2 

prisutan u ćeliji u niskoj koncentraciji, koja ne dovodi do disbalansa redoks homeostaze, može 

indukovati oštećenja u molekulima DNK i formiranja DSBs (175). 

Na osnovu predstavljenih rezultata može se zaključiti da je nivo citotoksičnosti i 

genotoksičnosti EKG uslovljen koncentracijom i vremenom ekspozicije tretmanu, dok se sa 

produženjem ekspozicije u PHA stimulisanim kulturama zapaža uticaj popravke oštećenja u 

molekulu DNK, koji na nižim koncentracijama može uticati na višu stopu ćelijskog preživljavanja. 

Uslovi koji su odabrani za dalje eksperimente stoga su bili koncentracija EKG od 1 mg/mL i vreme 

ekspozicije od 48 sati. U daljim eksperimentima, odabrana je i optimalna koncentracija od 50 µM 
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za sve testirane MRK, koja je značajno indukovala ćelijsku smrt u kulturama PBMC, nakon 48 sati i 

nije smanjila broj ćelija za više od 30%, a koja je u skladu sa literaturnim podacima o citotoksičnom 

efektu MRK tretmana primenjenim u opsegu koncentracija od 3 µM do 1 mM (130, 176-178). 

In silico modeli VEGA-QSAR platforme za procenu mutagenog i kancerogenog potencijala 

odabranih MRK ukazali su da razlike u njihovoj strukturi mogu uticati na stepen njihove 

bioaktivnosti. Sve analizirane MRK u svojoj strukturi imaju SA 29 i 76, molekulske fragmente koje 

karakterišu molekule sa prethodno dokazanim kancerogenim uticajem. Osim toga, dobijeni rezultati 

ukazali su i na dodatne sličnosti s poznatim kancerogenima kod La koji sadrži i SA 106, kao i Gp s 

dodatnim SA 13. Dodatno, Gp sadrži i SM 55 koji predstavlja segment sličnosti sa poznatim 

analiziranim mutagenima. 

Osnova genotoksičnog potencijala SA prisutnih u analiziranim MRK je njihova 

elektrofilnost, koja omogućava interakciju s nukleofilnim regionima nukleotida (179). SA 76 i 

SA 13 imaju dva elektrofilna centra koji mogu dovesti i do formiranja unakrsnih veza između 

lanaca DNK (eng. Interstrand Cross-Links, ICL) u interakciji sa dva naspramna nukleotida u 

molelulu DNK (172). S obzirom da su nakon EKG tretmana (2 mg/mL, 72 sata), HA analizom 

uočene radijalne strukture koje mogu nastati u procesu popravke unakrsnih ICLs, struktura ovih SA 

je dodatno ukazala na interakcije kojim bi MRK mogle da ispolje svoj genotoksični potencijal 

(180). Treba istaći da je mutageni potencijal La i Gp u dva modela VEGA-QSAR platforme označen 

oprečno: Model CAESAR 2.1.13, označio je La kao potencijalnog mutagena s visokom 

pouzdanošću (ADI > 0,8), dok program SARpy, nije predvideo mutageni uticaj. Razlike u 

predviđanju javile su se metodološke prirode i uzrokovane su različitim pristupom analizi, kao i 

zbog razlika u grupama podataka koje ovi programi koriste. Naime, SARpy koristi skup podataka 

izdvojenih iz CAESAR modela koji uključuju ukupno 112 različitih SA za mutagenost i dodatno 

analizira 93 molekulskih fragmenata koji nisu vezani za mutageni uticaj (33, 181). Stoga, s obzirom 

na sličnosti strukture La sa fragmentima koji ukazuju na nemutageni uticaj, izostalo je predviđanje 

njenog mutagenog potencijala pri SARpy analizi. Iako je u molekulu Gp identifikovan SM 55 

segment koji je povezan sa mutagenim potencijalom, niska SarPy/IRFMN procena pouzdanosti 

njegovog mutagenog potencijala javila se zbog dodatno identifikovanih segmenta sa nemutagenim 

potencijalom. Ipak, treba istaći da niska pouzdanost in silico procene nije nužno povezana sa 

uticajem koji može biti detektovan eksperimentalno. U prilog tome ide i činjenica da su rezultati 

prethodnih eksperimentalnih studija potvdili da Gp može imati mutageni uticaj (134). Dodatno, 

model za procenu kancerogenosti IRFMN/ISSCAN-CGX, koji koristi veći broj baza kancerogenih 

molekula u odnosu na druge modele (33) i koga karakterišu visoka preciznost (75%) i senzitivnost 

(82,6%) (182), kao i model IRFMN/Antares, ukazali su na potencijalnu kancerogenost svih 

ispitivanih MRK, što je u skladu sa SA identifikovanim u svim molekulima. Model 

IRFMN/ISSCAN-CGX dao je veću pouzdanost procene kancerogenog uticaja, i označio La i Sm kao 

potencijalne kancerogene sa umerenom pouzdanošću, dok je kancerogeni potencijal Gp i Sw 

označio s visokom pouzdanošću. 

In silico analiza ukazala je na dodatne SA prisutne u molekulima La i Gp, što je sugerisalo 

da MRK mogu izazvati različiti nivo genotoksičnog uticaja. Treba imati u vidu i činjenicu da 

razlike u strukturi molekula MRK mogu odraziti i na druge vidove bioaktivnosti. Osim toga, 

rezultati in silico analize ukazali su da je genotoksični potencijal koji je ispoljio EKG u testiranim 

koncentracijama možda uslovljen prisustvom MRK. Stoga je dalje analiza citotoksičnog i 

genotoksičnog uticaja MRK i EKG u odabranim eksperimentalnim uslovima, rađena na oba tipa 

ćelijski kultura. 

Praćenje ćelijskog preživljavanja u kulturama PBMC i PHA-PBMC nakon primenjenih 

tretmana, pokazalo je da su MRK tretmani, koji su značajno smanjili preživljavanje PBMC, takođe, 

ispoljili citotoksični uticaj i na kulture PHA-PBMC. Nasuprot njima, EKG tretman koji je bio 

značajno citotoksičan za PBMC, u kulturama PHA-PBMC nije značajno uticao na promenu stope 

ćelijskog preživljavanja. Blaži uticaj EKG u odnosu na MRK, koji se uočava poređenjem ćelijskog 
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preživljavanja u dve različite kulture verovatno je posledica prisustva i drugih sekundarnih 

metabolita u EKG sem detektovanih MRK. Izraženiji toksični uticaj pojedinačnih komponenti 

uočen je i u studiji Balijagić i saradnika (2012), koji na osnovu rezultata svoga rada pokazali da se 

kod HeLa ćelija isti nivo citotoksičnosti postiže nakon tretmana EKG (41,1 µg/mL), kao i pri 

višestruko nižim koncentracijama Gp (5,7 µg/mL), sugerišući da ova razlika nastaje usled prisustva 

različitih sekundarnih metabolita u biljnim ekstraktima koji mogu ublažiti toksične efekte jedne 

komponente (126). 

Razlika u ćelijskom preživljavanju u kulturama PBMC i PHA-PBMC nakon EKG 

tretmana, ukazuje da odgovor ćelija na tretman zavisi i od karakteristika ćelijske kulture. Naime 

sličan odgovor PHA stimulisanih ćelija u odnosu na nestimulisane kulture PBMC uočili su i 

Menković i saradnici (2010), pri izlaganju toksičnom agensu u prisustvu EKG (183). Bolje 

preživljavanje PHA stimulisanih ćelija u odnosu na nestimulisane kulture može nastati usled 

činjenice da su kulture PBMC skup terminalno diferenciranih ćelija, dok PHA stimuliše T ćelije 

prisutne u kulturama na deobu, čime se deo ćelija uklonjen delovanjem toksičnog agensa 

nadoknađuje, što se ogleda kao bolje preživljavanje. Istraživanje Carloni i saradnika (2001), 

pokazalo je da PHA stimulacija ćelija ne utiče samo na deobu i time na povećanje stope ćelijskog 

preživljavanja u odnosu na nestimulisane kulture PBMC, već je uočen i niži stepen aktiviranja 

procesa apoptoze u odnosu na nestimulisane kulture (184). 

S obzirom da je intenzivna fragmentacija molekula DNK karakteristika ćelija u apoptozi 

(185), dalje je ispitivan njen nivo nakon izlaganja oba tipa kultura odabranom koncentracijom MRK 

i EKG. Povećana fragmentacija molekula DNK nakon svih tretmana u oba tipa ćelijskih kultura 

ukazala je na mogućnost aktiviranja ćelijske smrti tipa apoptoze. Fragmentacija molekula DNK 

intenzivnija je u kulturama PBMC u odnosu na PHA stimulisane, što je u skladu sa prethodno 

navedenim istraživanjem Carloni i saradnika (2001) (184). S druge strane, iako EKG tretman 

kultura PHA-PBMC nije značajno uticao na stopu ćelijskog preživljavanja, uočen je povećan nivo 

fragmentacije molekula DNK, koja je verovatno posledica pokretanja procesa apoptoze u manjem 

broju ćelija, ali i pojave oštećenja u molekulu DNK u ćelijama koje nisu ušle u proces apoptoze. 

Kolorimetrijskom detekcijom fragmentacije molekula DNK detektuju se SSBs, DSBs 

nastali usled genotoksičnog uticaja, kao i oni nastali delovanjem endonukleaza u procesu 

degradacije molekula DNK koji prati apoptozu. Da bi se procenio doprinos genotoksičnog oštećenja 

izazvanog MRK tretmanima, dalje je ispitivan genotoksični potencijal MRK i EKG na kulturama 

PBMC alkalnim komet esejem, odnosno mikronukleusnim testom na kulturama PHA-PBMC. 

Tretman svim ispitivanim MRK ispoljio je značajan genotoksični potencijal u oba tipa ćelijskih 

kultura, dok je slično kao u testovima ćelijskog preživljavanja nakon EKG tretmana kultura  

PHA-PBMC genotoksični uticaj izostao. Manji stepen oštećenja u molekulu DNK, kao i bolje 

ćelijsko preživljavanje u kulturama PHA-PBMC koje je uočeno nakon EKG tretmana može nastati i 

usled razlike u sposobnosti popravke oštećenja u molekulu DNK terminalno diferenciranih i ćelija 

stimulisanih na deobu. Literaturni podaci ukazuju da PHA aktivira transkripciju gena uključenih u 

regulaciju ćelijskog ciklusa i u sisteme za popravku oštećenja u molekulu DNK (186). Naime, 

ispitivanje razlike nivoa transkripcije 45 gena između diferenciranih i limfocita stimulisanih na 

deobu, pokazalo je da je dvostruko povećan nivo transkripta za 12 gena, a među njima su geni koji 

kodiraju enzime za popravku DSBs, Ku70 i Ku80, kao i PARP i AP-endonukleaza, koji su 

uključeni u put popravke isecanjem baza (eng. Base Excision Repair, BER) i jednolančanih prekida 

u molekulu DNK (186). Osim toga, Hu i saradnici (2018), pokazali su da su terminalno 

diferencirani limfociti osetljiviji na oštećenja u molekulu DNK, jer nakon izlaganja toksičnom 

agensu i istog vremena oporavka, zadržavaju 40% više oštećenja od kontrolnih ćelija. Istovremeno, 

stimulisane ćelije nakon istog tretmana uspevaju da poprave nastala oštećenja (187). 

Mikronukleusnim testom ne mogu se detektovati oštećenja u molekulu DNK u ćelijama koje nisu 

završile deobni ciklus, tako da izostanak značajnog genotoksičnog uticaja EKG na PHA stimulisane 

ćelija može biti registrovan i usled zaostajanja ćelija u deobi. U PHA stimulisanim kulturama 

uočeno je smanjenje proliferativnog indeksa (CBPI), nakon svih tretmana uključujući i EKG 
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tretman. CBPI je parametar koji istovremeno ukazuje na smanjenje broja ćelija usled ćelijske smrti, 

kao i ćelija kod kojih je zaustavljen/produžen ćelijski ciklus (188). Smanjenje CBPI nakon svih 

primenjenih tretmana ukazuje na to da svi primenjeni tretmani imaju citotoksični i/ili 

antiproliferativni uticaja. Stoga je dalje protočnom citometrijom praćena distribucija ćelija po 

fazama ćelijskog ciklusa u kulturi PHA-PBMC nakon MRK i EKG tretmana. U kulturama  

PHA-PBMC nakon tretmana sa MRK povećava se distribucija ćelija u S fazi ćelijskog ciklusa u 

odnosu na kontrolu, što je praćeno smanjenjem udela ćelija u G2 fazi nakon svih tretmana, što 

ukazuje na produženje S faze ćelijskog ciklusa. Prema literaturnim podacima, produženje S faze 

nastaje kao odgovor na oštećenja u molekulu DNK koje utiče na replikaciju dovodeći do sporijeg 

formiranja novih replikacionih viljušaka, kao i smanjenja brzine napredovanja formiranih 

replikacionih viljušaka, što dovodi do produžavanja S faze ćelijskog ciklusa (189). U S fazi 

ćelijskog ciklusa vrši se popravka DSBs mehanizmom HR, koji zahteva sekvencu DNK homologe 

sestrinske hromatide kao matricu za reparacionu sintezu (190). Aktiviranje HR zapaženo je u 

eksperimentima optimizacije uslova tretmana. Kako i nastanak mikronukleusa može biti posledica 

DBSs, moguće da je produženje S faze, nastalo usled aktiviranja sistema za popravku oštećenja u 

molekulu DNK. 

Praćenje distribucije ćelija u fazama ćeliskog ciklusa nakon 48 sati EKG tretmana, 

pokazalo je da iako postoji trend povećanja distribucije ćelija u S fazi, nema značajne razlike u 

odnosu na kontrolu, što je u skladu sa CBMN rezultatima mikronukleus testa. S druge strane EKG 

tretman kao i svi MRK tretmani utiče na manji broj ćelija u G2 fazi, stoga je značajna promena 

CBPI verovatno odraz ukupanog smanjenja broja ćelija usled ćelijske smrti i manjeg broja ćelija 

koje su završile ćelijski ciklus. Literaturni podaci ukazuju da EKG i MRK tretmani mogu uticati na 

zaustavljanje ćelijskog ciklusa neoplastično transformisanih ćelija (130, 177). Tako, Gp zaustavlja 

HeLa ćelije u tački prelaska iz G2 u M fazu ćelijskog ciklusa uz aktivaciju apoptoze (177). Sw u 

leukemijskim ćelijama dovodi do zaustavljanja ćelijskog ciklusa u S fazi i u tački prelaska iz G2 u 

M fazu i pokretanja apoptoze (130). S obzirom da 48 sati nakon PHA stimulacije ćelije završavaju 

prvu deobu (49), kao i da tretmani utiču na produženje S faze ćelijskog ciklusa, zaustavljanje ćelija 

u G2 fazi ćelijskog ciklusa nije uočeno u ovoj doktorskoj disertaciji. 

MRK tretmani su ispoljili intenzivniji citotoksični i genotoksični uticaj u odnosu na EKG 

tretman, iako je kvantitativnom analizom EKG pokazano da ekstrakt sadrži sve ispitivane MRK, pri 

čemu je koncentracija Gp veća čak 10 puta od odabrane za tretman u ovoj eksperimentalnoj 

postavci. Literaturni podaci takođe pokazuju da pojedinačno primenjeni Gp ispoljava intenzivniji 

antitumorski uticaj u odnosu na ekstrakt lista G. lutea na HeLa ćelije, kod kojih pet puta manja 

koncentracija Gp postiže IC50 vrednost u odnosu na ekstrakt G. lutea. U navedenom istraživanju je 

u ekstraktu G. lutea identifikovana visoka koncentracija ksantona magniferina (126). Blaži uticaj 

EKG može, upravo biti posledica i antagonističkog delovanja komponenti kada su prisutne u smeši 

(191). Naime, pokazano je da pojedine komponente EKG poput ksantona i flavonoida ispoljavaju 

znatno veću antioksidativnu aktivnost i u odnosu na iridoide i sekoiridoide u koje spadaju ispitivane 

prisutne MRK (192, 193). Olennikov i saradnici (2019) ukazali su na izuzetnu sposobnost ksantona 

da neutrališu slobodne radikale u kompleksnim smešama kakvi su biljni ekstrakti u poređenju s 

monoterpenima. Naime, rezultati eksperimentalne studije pokazali su da Gp i La pokazuju nekoliko 

stotina puta manju aktivnost u odnosu na ksantone - izoorijentin i mangiferin (194). Magniferin je i 

u drugim istraživanjima pokazao višestruko veću aktivnost u direktnom uklanjanju slobodnih 

radikala u odnosu na ispitivane MRK (111, 195). Stoga, s obzirom na izuzetnu sposobnost 

uklanjanja slobodnih radikala ostalih aktivnih komponenti EKG, može se pretpostaviti da upravo 

one, ublažavaju negativni uticaj Gp koji je prisutan u visokoj koncentraciji u EKG. 

Dalje su uticaji tretmana na parametre oksidativnog stresa ispitivani u oba tipa ćelijskih 

kultura. Vrednosti PAB i LPP bile su značajno povećane jedino u kulturama PBMC nakon Gp 

tretmana, dok je nakon tretmana ostalim MRK uočen trend povećanja ovih parametara, ali bez 

značajne razlike u odnosu na kontrolu. Prethodno navedeni literaturni podaci ukazuju da ispitivane 

MRK nemaju značajan kapacitet za direktno uklanjanje slobodnih radikala (174, 194), ali s druge 
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strane, mogu uticati na količinu i aktivnost enzima antioksidativne odbrane (113, 196, 197). Tako 

na primer, u in vivo eksperimentima Sm ispoljava hepatoprotektivni efekat u kotretmanu s toksinom 

CCl4 smanjenjem nivoa MDA koji se ostvaruje aktiviranjem regulatornog proteina transkripcije 

Nrf 2, i posledičnom transkripcijom gena uključenih u antioksidativnu odbranu (113). S druge 

strane, pokazano je da frakcija ekstrakta plodova žute drenjine, koja sadrži La, reguliše 

antioksidativni status povećanjem aktivnosti CAT, GPx i GR u leukocitima pacova sa dijabetesom 

(196), dok u ćelijama kvasca, Saccharomyces cerevisiae, Gp povećava aktivnost CAT, SOD i GPx, 

smanjuje nivo MDA i aktivira autofagiju i mitofagiju (197). Osim Gp tretmana kultura PBMC, 

ostali tretmani nisu uticali na promenu redoks homeostaze. Potvrda da li oksidativni stres u zadatim 

eksperimentalnim uslovima nije izazvan tretmanima ili je ublažen aktiviranjem antioksidativne 

odbrane zahteva dodatna istraživanja. 

Duthie i saradnici (1997) pokazali su da osetljivost molekula DNK na oksidativna 

oštećenja nije jednosmerno povezana sa vrednostima nivoa antioksidativnih enzima, kao ni redoks 

statusom u ispitivanim ćelijama. Na ovaj zaključak navodi činjenica da su autori ovog rada 

detektovali maksimalnu vrednost glutationa (GSH), unutarćelijskog reduktanta, u vreme kada su 

ćelije pokazale najviši stepen oštećenja u molekulu DNK (198). Stoga, iako drugi ispitivani 

parametri oksidativnog stesa nisu bili bitnije izmenjeni, da bi se ispitao uticaj tretmana i na 

oksidativna oštećenja u molekulu DNK, praćene su vrednosti parametra oksidativnog oštećenja -  

8-oxodG. Nakon svih tretmana u obe kulture 8-oxodG bio je značajno smanjen u odnosu na 

kontrolu, sa izuzetkom kulture PHA-PBMC nakon EKG tretmana kod koje je 8-oxodG bio u nivou 

kontrole. Uočeno smanjenje 8-oxodG u ovoj eksperimentalnoj postavci, može nastati usled 

aktiviranja 8-oxodG DNK glikozilaze (eng. 8-Oxoguanine DNA Glycosylase, OGG 1), s obzirom da 

je ovaj enzim uključen u procese bazne ekscizione reparacije (199). Iako je aktivacija OGG 1 

povezivana sa oksidativnim stresom ćelije (200), u njegovu aktivaciju mogu biti uključeni i drugi 

signali. Pokazano je da je u prisustvu MMS nivo ekspresije gena OGG 1 veći nego u prisustvu 

peroksida kao oksidativnog agensa (201). Rezultati in silico analize ukazali su da MRK poseduju 

grupe koje mogu biti uključene u alkiliranje baza, što može predstavljati signal za aktivaciju OGG 1 

i smanjenja 8-oxodG koje je uočeno u ovoj eksperimentalnoj postavci. Takođe, Von der Lippen i 

saradnici (2015) su pokazali da PHA stimulisane kulture imaju povećan nivo ekspresije gena 

OGG 1 već šest sati nakon stimulacije, što bi moglo uticati na veću prisutnost enzima koji uklanja 

8-oxodG (202). S obzirom na prethodno detektovani citotoksični uticaj tretmana, potencijalna 

aktivacija OGG 1, može biti povezana i sa dodatnim oštećenjem ćelija, posebno uzimajući u obzir 

da EKG tretman u PHA-PBMC koji nije pokazao citotoksičan uticaj, takođe, ne utiče na smanjenje 

nivoa 8-oxodG. Naime, OGG 1 svojim delovanjem ostavlja apurinsko/apirimidinsko mesto (AP) 

koje aktivnošću AP-endonuleaze biva pretvoreno u jednolančani prekid molekula DNK (203). 

Ukoliko se proces popravke modifikovanih baza ne dovrši, što može nastati usled energetskog 

iscrpljivanja ćelije, ove promene mogu predstavljati signal za aktiviranje ćelijske smrti (204, 205). 

Na osnovu promena ispitivanih parametara nastalih usled uticaja MRK i EKG tretmana u 

kulturama PBMC i PHA-PBMC može se zaključiti da svi MRK tretmani u oba tipa ćelijske kulture 

utiču na povećanje genotoksičnog stresa. Visok nivo fragmentacije molekula DNK nakon 

primenjenih tretmana ukazao je da oni svoj citotoksični uticaj mogu ispoljavati aktiviranjem 

ćelijske smrti tipa apoptoze. In silico analiza ukazala je na grupu istih SA koji se javljaju u svim 

ispitivanim MRK, koji su verovatno odgovorni za genotoksične uticaje, usled mogućnosti da 

interaguju s nukleofilnim centrima molekula DNK shodno svojim elektrofilnim osobinama. Gp, 

koji u odnosu na ostale MRK poseduje dodatne SA 13 i SM 55, pokazao je viši genotoksični 

potencijal i jedini je uticao na promenu redoks homeostaze kultura PBMC. Sw koji nije imao 

dodatne SA, a koji je bio procenjen s visokom sigurnošću kao kancerogen je, takođe, uticao 

značajno na citotoksičnost i genotoksičnost u poređenju sa La i Sm. Primenjeni tretmani aktivirali 

su sisteme za popravku oštećenja u molekulu DNK, od kojih je direktno potvrđena HR nakon EKG 

tretmana u eksperimentima optimizacije uslova tretmana. Takođe, uočeno je indirektno aktiviranje 

BER, usled smanjenja nivoa 8-oxodG nakon svih tretmana u kulturama PBMC i MRK tremana u 
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kulturama PHA-PBMC. Uticaji tretmana bili su intenzivnije ispoljeni u terminalno diferenciranim 

kulturama PBMC. Takođe je uočen blaži uticaj EKG tretmana na promenu ispitivanih parametara u 

poređenju s uticajem koji ispoljavaju MRK. Razlika u uticaju EKG u odnosu na MRK tretmane 

posebno se ogleda u intenzitetu bioloških odgovora kultura PBMC i PHA-PBMC izloženim EKG 

tretmanu čiji se uticaj nije značajano odrazio na većinu ispitivanih parametara u kulturama  

PHA-PBMC, verovatno usled aktivnosti drugih sekundarnih metabolita koji mogu biti prisutni u 

EKG. 

Mehanizam kojim se ćelije štite od oštećenja u molekulu DNK u uslovima genotoksičnog 

stresa, pored aktiviranja mehanizama za njihovu popravku, uključuje i aktiviranje ćelijske smrti 

kada se oštećene ćelije uklanjaju apoptozom ili drugim tipova regulisane ćelijske smrti, koje su za 

razliku od apoptoze praćene inflamacijom i negativanim uticajem na neizmenjene ćelije (41, 206). 

Dalje je, stoga, ispitivan tip ćelijske smrti kojim se uklanjaju oštećene ćelije nakon MRK i EKG 

tretmana. 

Dualnim fluorescentnim bojenjem mitohondrija u živim, kao i jedara u ćelijama koje su u 

procesu umiranja, kod ćelija oba tipa kultura nakon MRK i EKG tretmana, pored metabolički 

aktivnih ćelija, uočeno je prisustvo ćelija sa morfološkim karakteristikama apoptoze, kao što su 

kondenzacija hromatina i fragmentisana jedra. Takođe, detektovane su i ćelije sa narušenom 

permeabilnošću membrane koja može dovesti do smrti ćelija različite od apoptoze. Promene 

morfoloških karakteristika ćelija nakon MRK i EKG tretmana ukazale su da tretmani ne aktiviraju 

selektivno apoptozu, već da postoje i naznake drugih tipova ćelijske smrti, poput 

nekroze/nekroptoze. Da bi se potvrdilo da su uočene morfološke promene nastale aktivacijom 

apoptoze, kao i da li nekrotični fenotip nastaje usled aktivacije regulisane smrti tipa nekroptoze, 

ispitani su nivoi proteina koji uključenih u regulaciju ovih tipova ćelijske smrti. Uzimajući u obzir 

eksperimentalno dokazanu činjenicu o postojanju relacije ERK1/2 i proteina Bcl 2 (148), kao i da 

oslobađanje proteina Bax iz heterodimera sa proteinom Bcl 2 omogućava formiranje oligomera u 

mitohondrijalnoj membrani i pokretanje kaspazno-zavisne apoptoze (207), analiziran je nivo 

ERK1/2, Bax i Bcl2 nakon tretmana MRK i EKG u oba tipa kultura. 

U ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je da svi tretmani u oba tipa ćelijskih kultura 

povećavaju nivo pERK1/2, koji je intenzivniji u kulturama PBMC u kojima su tretmani ispoljili viši 

nivo citotoksičnosti u odnosu na kulture PHA-PBMC. Takođe, nivo pERK1/2 nakon MRK 

tretmana u obe kulture bio je povećan u odnosu na EKG tretman, koji je takođe ispoljio manju 

citotoksičnost. Iako je uloga ERK1/2 prevashodno povezana s ćelijskim preživljavanjem kroz 

aktivaciju antiapoptotskih proteina, pre svega Bcl 2 (208), u određenim uslovima ERK1/2 aktivacija 

može aktivirati ćelijsku smrt tipa apoptoze, autofagije ili dovesti do senescencije (209). Uloga 

ERK1/2 u aktivaciji ćelijske smrti objašnjena je uticajem na promenu permeabilnosti 

mitohondrijalne membrane i oslobađanje cit c (210, 211). Sipieter i saradnici (2021) pokazali su da 

u fibroblastima u kojima je aktivirana TNF-posredovana nekroptoza, ERK1/2 pospešuje ovaj tip 

ćelijske smrti aktiviranjem sinteze IL-6, dok u uslovima hFasL-posredovane apoptoze, odlaže 

ćelijsku smrt (212). Ovi rezultati ukazuju da aktivirani ERK može ispoljiti dualni uticaj u zavisnosti 

od već pokrenutih procesa u ćeliji. Takođe, pokazano je da ERK1/2, paralelno sa drugim 

regulacionim mehanizmima u uslovima kada je ćelija izložena genotoksični stresu, ima ulogu u 

zaustavljenju ćelijskog ciklusa pri umerenim oštećenjima, dok pri intenzivnim oštećenjima u 

molekulu DNK ima sposobnost da aktivira i proces apoptoze (93). Primećeno je da nivo njegove 

aktivne forme, zavisi od nivoa oštećenja u molekulu DNK (93). Nakon primenjenih MRK tretmana 

koji su imali izraženiji citotoksični uticaj u odnosu na EKG, uočena je intenzivnija fosforilacija 

ERK1/2. Takođe, nivo pERK1/2 bio je viši u kulturama PBMC u odnosu na kulture PHA-PBMC, u 

kojima su svi tretmani u većoj meri smanjili stopu ćelijskog preživljavanja. Na kraju, aktivacija 

ERK1/2 prati obrazac koji je pokazan u literaturnim podacima kada su kulture izložene jačem 

genotoksičnom agensu. 
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Na stvaranje uslova za aktivaciju kaspazno-zavisne apoptoze ukazuju i promene odnosa 

ispitivanih pro- i antiapoptotskih proteina. Naime u kulturama PBMC nakon tretmana s La, Sm i 

EKG, nivo proteina Bcl 2 nije bio promenjen u odnosu na kontrolu, dok je nakon Gp i Sw tretmana, 

koji su ispoljili intenzivniji citoksični uticaj bio značajno niži. Nivo ekspresije protein Bax je nakon 

svih tretmana bio značajno povišen u odnosu na kontrolu što je uslovilo porast odnosa Bax/Bcl 2 

nakon svih tretmana kultura PBMC. Nakon MRK tretmana kultura PHA-PBMC, nivo proteina 

Bcl 2 značajno raste, ali istovremeno raste i nivo proteina Bax, kao i odnos Bax/Bcl 2. Ovakav 

obrazac ekspresije proteina Bcl 2 i Bax ukazuje da je i kod ovih kultura aktivirana apoptototska 

kaskada. Uočeni odnos proapoptotskih i antiapoptotskih proteina Bcl2 familije proteina sugeriše da 

se u kulturama u kojima su tretmani ispoljili citotoksični uticaj, signalna regulacija apoptoze odvija 

preko promene na mitohondrijalnoj membrani, dok je blago povećanje nivoa proteina Bcl 2, 

verovatno, posledica manje osetljivosti ovih ćelija na aktiviranje apoptoze, što je prethodno 

pokazano u studiji Carloni i saradnika (184). Literaturni podaci o in vitro antitumorskom efektu 

MRK tretmana, ukazuju da pojedine ispitivane MRK, usled promene nivoa proteina Bax i Bcl 2 

aktiviraju apoptozu. Tako je pokazano da Gp tretman povećava nivo proteina Bax i smanjuje nivo 

proteina Bcl 2 u ćelijskim kulturama tumora jajnika i kolona (176, 213), dok Sw indukuje apoptozu 

u ćelijama glioblastoma (214). Treba istaći da EKG tretman kulture PHA-PBMC nije doveo do 

promene nivoa ispitivanih proteina Bcl 2 familije, kao ni do promene njihovog odnosa, što ide u 

prilog pretpostavci da jedinjenja različita od ispitivanih MRK, koja su takođe prisutna u ekstraktu, 

ispoljavaju protektivni uticaj. 

Poznato je da povećanje nivoa ekspresije proteina Bax, kao i pomeranje Bax/Bcl 2 

ravnoteže ukazuje na aktiviranje apoptoze, stoga je dalje analiziran nivo prokaspaze 3 i fragmenta 

koji nastaju pri formiranju aktivne forme ovog enzima (sečena kaspaza 3). Detektovan je 

nepromenjen nivo prokaspaze 3, dok je nakon svih tretmana u kulturana PBMC zabeleženo 

značajno povećanje količine njenih sečenih fragmenata, ukazujući da je citotoksičnost MRK i EKG 

tretmana nastala usled aktiviranja kaspazno-zavisne apoptoze. U kulturama PHA-PBMC nakon 

MRK tretmana su, takođe, detektovani sečeni fragmenti kaspaze 3, izuzev EKG tretmana, što je u 

skladu sa detektovanom stopom ćelijskog preživljavanja. Kako u ranoj fazi apoptoze, aktivirana 

kaspaza 3 seče PARP 1 (116 kDa) na fragmente od 89 kDa i 24 kDa (215, 216), detektovani 

fragment od 89 kDa predstavlja dodatnu potvrdu da se ćelijska smrt, aktivirana tretmanima 

korišćenim u eksperimentalnoj postavci ove doktorske disertacije, odvija na kaspazno-zavisan 

način. 

Osim toga, uočeno je i povećanje nivoa proteina PARP 1 molekulske mase 116 kDa nakon 

svih primenjenih tretmana. Los i saradnici (2002) degradaciju PARP 1 delovanjem kaspaze 3 

objasnili su kao proces kojim ćelija omogućava zadržavanje nivoa ATP koji je neophodan za 

izvršenje apoptoze. Povećana aktivnost PARP 1 dovodi do deplecije NAD+ i ATP i može se 

smatrati uslovom opredeljenja ćelije u načinu umiranja (217, 218). Povećana aktivnost proteina 

PARP 1 povećava sintezu poli (ADP-riboza) - PAR, čime stvara uslove za translokaciju AIF u jedro 

i pokreće regulisanu ćelijsku smrt tipa partanatoze (eng. parthanatos), koja je nezavisna od 

aktivacije kaspaza. Osim toga pokazano je i da je protein PARP 1 uključen u puteve popravke 

oštećenja u molekulu DNK (219, 220). U ovoj eksperimentalnoj postavci povećana aktivnost 

proteina PARP 1 može biti povezana sa sa uočenim smanjenjem nivoa 8-oxodG nakon MRK i EKG 

tretmana. Takođe, pokazano je da aktivirani OGG 1 u direktnoj interakciji sa proteinom PARP 1 

može da stimuliše njegovu poli(ADP-ribozil)acionu aktivnost (221). Objašnjenje za promene nivoa 

8-oxodG i proteina PARP 1 (116 kDa), dato je u rezultatima studije Wang i saradnika (2018), koji 

su pokazali da aktivirani OGG 1-BER dovodi do prekomerne aktivacije PARP 1 i smrti ćelije po 

tipu partanatoze (222). Morfološke karakteristike partanatoze, kao što su kondenzacija hromatina, 

fragmentacija jedarne DNK velikih razmera, nedostatak apoptotskih tela i malih fragmenata DNK, 

gubitak integriteta membrane (223), uočene su nakon primenjenih tretmana pri analizi TMRE/DAPI 

obojenih ćelija. Stoga deo prethodno detektovanih promena u kulturama nakon primenjenih 

tretmana, uključujući i povećanje nivoa proteina PARP 1 molekulske mase 116 kDa nakon svih 
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primenjenih tretmana, indirektno ukazuje na mogućnost aktiviranja ćelijske smrti partanatoze, ali se 

bez dodatnih ispitivanja ne može pouzdano zaključiti da li se radi o ćelijama koje su u ranim 

stadijumima apoptoze ili partanatoze. 

Tokom izrade ove doktorske disertacije osim ćelija s apoptotskim karakteristikama uočene 

su i ćelije sa nekrotičnim/nekroptotičnim fenotipom. Stoga je dalje bio ispitivan uticaj tretmana na 

promenu nivoa proteina MLKL za koji je prethodno pokazano da učestvuje u završnom koraku 

regulacije nekroptoze. Pokazano je da, oligomeri fosforilisanog MLKL nakon premeštanja u 

citoplazmatsku membranu omogućavaju formiranje pora, depolarizaciju i smrt ćelije (82). Naime, u 

PBMC kulturama nakon Gp/Sm tretmana uočen je povećani nivo fosforilisane forme MLKL, kao i 

povećanje odnosa pMLKL/tMLKL, koje ukazuje na na značajnu aktivaciju ispitivanog proteina. S 

druge strane, u kulturama PHA-PBMC nakon Sm tretmana, smanjen nivo tMLKL, praćen manjim 

povećanjem pMLKL, iako pojedinačno statistički neznačajni, uticali su na povećanje odnosa 

pMLKL/tMLKL. Promena odnosa pMLKL/tMLKL ukazala je da je aktivacija i propagacija 

nekroptoze, u zadatim eksperimentalnim uslovima, moguća. Nekroptoza, generalno, može biti 

pokrenuta raznim stimulusima uključujući TNF (224), Fas ligand (225), dvolančane molekule 

RNK (dsRNA) (226), interferon- (IFN-) (227), nizak nivo NAD+ (228), oslobađanje DAMPs (81) 

i druge. S obzirom na odabrane eksperimentalne uslove u ovoj eksperimentalnoj postavci, signal za 

pokretanje nekroptoze je verovatno nizak nivo NAD+, koji može pratitit izlaganje ćelija toksičnom 

agensu (229, 230). Pored očekivano niskog nivoa NAD+ u ćelijama izloženim genotoksičnom 

stresu, kulture PBMC su usled Gp tretmana izložene i dodatnom oksidativnom stresu, koji je takođe 

identifikovan kao mogući signal za pokretanje nekroptoze (231, 232). Uočene nekroptotične 

promene nakon tretmana, mogu se objasniti i aktivacijom ERK1/2 i njime posredovanom 

stimulacijom ćelija da luče IL-6 čime se dodatno aktivira nekroptoza u ćelijama kod kojih je već 

pokrenut ovaj tip ćelijske smrti (212). Treba istaći da je Sm tretman, nasuprot Gp tretmanu, manje 

citotoksičan, genotoksičan i nije uticao na promenu PAB vrednosti, i stoga se može pretpostaviti da 

je uočeno povećanje pMLKL u najvećoj meri posledica niskog nivoa NAD+, kojim se favorizuje 

nekroptoza u ćelijama koje nemaju dovoljni energetski nivo za pokretanje apoptoze (217). 

Predstavljeni rezultati nivoa proteina uključenih u regulaciju apoptoze ukazuju da tretmani 

pokreću narušavanje permeabilnosti mitohondrijalne membrane, pomeraju fino regulisanu reostat 

ravnotežeu između pro- i antiapoptotskih članova Bcl 2 familije proteina ka proapoptotskim, kao i 

da proces započet promenama na mitohondrijalnoj membrani završava kaspazno-zavisnom 

apoptozom. To je potvrđeno uočenim povećanjem nivoa sečene kaspaze 3 i PARP 1 89 kDa. 

Paralelno, detektovani nekrotični/nekroptotični fenotip ćelija i povećan nivo proteina pMLKL 

detektovan nakon Gp/Sm tretmana ukazuju da ovi tretmani u kulturama PBMC, u određenoj meri, 

mogu aktivirati i signalni put nekroptoze verovatno usled niskog nivo NAD+ i uočene aktivacije 

ERK1/2 koja može dodatno propagirati nekroptozu. Sumarno, dobijeni rezultati ove doktorske 

disertacije ukazuju na aktiviranu kaspazno-zavisnu apoptozu nakon svih primenjenih tretmana koji 

su ispoljili citotoksični uticaj, kao i da Gp/Sm tretmani aktiviraju nekroptozu. To je razlog što je 

poslednjoj grupi eksperimenata ispitivana selektivnost odgovora ćelija obe kulture na odabrane 

tretmane praćenjem nivoa regulatornih molekula nekroptoze i kaspazno-zavisne apoptoze u 

prisustvu inhibitora ispitivanih tipova ćelijske smrti. 

Praćenje ćelijskog preživljavanja u kotretmanu MRK/EKG u prisustvu inhibitora 

nekroptoze (nec), apoptoze (zvad) i oba inhibitora, u odnosu na odgovarajuću kontrolu pokazalo je 

da su tretmani zadržali citotoksični uticaj koji je prethodno uočen i bez prisustva inhibitora. Viši 

stepen ćelijskog preživljavanja u prisustvu inhibitora prethodno je pokazan u uslovima kada 

ispitivana jedinjenja na specifičan način aktiviraju ili inhibiraju molekule uključene u regulaciju 

ćelijske smrti (97, 233). Iako literaturni podaci sugerišu da MRK mogu da interaguju sa proteinom 

Bcl 2 i da na taj način usmeravaju ćeliju ka apoptozi (128), takav uticaj može samo doprineti 

apoptozi koja je pre svega uzokovana oštećenjima u molekulu DNK, i ne predstavlja faktor koji bi 

uslovio selektivnost procesa apoptoze. Uočeni obrazac ćelijskog preživljavanja nakon MRK i EKG 

kotretmana sa inhibitorima apoptoze i nekroptoze ukazao je da je aktivirani tip ćelijske smrti 
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neselektivan, odnosno da su oštećene ćelije uklonjene tipom ćelijske smrti koji nije blokiran. 

Značajno viša stopa ćelijskog preživljavanja uočena nakon Gp/Sm kotretmana sa oba inhibitora u 

odnosu na tretmane bez inhibitora, ukazala je na mogućnost promene tipa ćelijske smrti u slučaju 

blokiranja primarno aktiviranog, odnosno da se blokiranjem nekroptozne signalizacije, aktivira 

signalizacija karakteristična za apoptozu, i obratno. Upotreba inhibitora za određeni tip ćelijske 

smrti može doprineti potenciranju drugog tipa ćelijske smrti, kao što je pokazano u drugim 

studijama (234, 235). Stoga je dalje uticaj inhibitora ćelijske smrti na zamenu jednog tipa ćelijske 

smrti drugim, analiziran praćenjem nivoa proteina uključenih u regulaciju apoptozne i nekroptozne 

kaskade u Gp/Sm kotretmanu s inhibitorima. Kotretman Gp/Sm sa nec, u kulturama PBMC 

paralelno je povećao nivo tMLKL i smanjio pMLKL koji su odgovorni za uočeno smanjenje 

pMLKL/tMLKL odnosa. Paraleno, ovaj tretman uzokovao je i povećanje nivoa kako sečene 

kaspaze 3, tako i PARP 1 89 kDa. S obzirom da su nivoi sečenih fragmenata kaspaze 3 i sečene 

forme PARP 1 bili povećani, a da se nije povećalo preživljavanje ćelija nakon Gp/Sm+nec 

tretmana, može se pretpostaviti da je upravo, u zadatim eksperimentalnim uslovima u ovoj 

doktorskoj disertaciji, kaspazno-zavisna apoptoza mehanizam kojim se uklanjaju oštećene ćelije. 

Što se tiče promene nivoa proteina tMLKL, može se pretpostaviti da on u ovim uslovima ostvaruje 

ulogu nezavisnu od regulacije nekroptoze. Literaturni podaci ukazuju da MLKL može učestvovati u 

endozomalnom transportu, kao i formiranju ekstracelularnih vezikula čiji je transport olakšan 

aktivnošću RIP 3 kinaze (236). S obzirom da je pokazano da nekrostatin 1 stabilizuje RIP 1 u 

neaktivnoj konformaciji vezivanjem u regionu aktivacione petlje (86), i time sprečava nishodni 

prenos signala i aktiviranje RIP 3 (237), moguće je da deo formiranih vezikula ostaje zarobljen u 

ćeliji i da na taj način dovodi do povećanja tMLKL. S druge strane, nakon Gp/Sm kotretmana sa 

inhibitorom apoptoze, zvad, uočeno je povećanje nivoa pMLKL, kao i pMLKL/tMLKL odnosa, a 

paralelno je izostala promena nivoa sečene kaspaze 3, kao i PARP 1 89 kDa, što ukazuje na 

postojanje uslova za pokretanje procesa nekroptoze i zaustavljenje kaspazno-zavisne apoptoze. 

Poznato je da zvad inhibira kaspazu 8, što je događaj koji je neophodan za RIP 1-posredovano 

formiranje nekroptozoma, kao i da pospešuje autokrinu sekreciju TNF-α kao dodatnog signala za 

aktivaciju signalnog puta nekroptoze (226, 238), čime se mogu objasniti uočene promene u 

eksperimentalnoj postavci ove doktorske disertacije. Kotretman Gp/Sm sa oba inhibitora ne menja 

nivoe ispitivanih proteina uključenih u regulaciju apoptoze i nekroptoze. Iako su primenjeni 

inhibitori pojedinačno uticali na promenu tipa ćelijske smrti promovišući aktivaciju one koja nije 

blokirana, u prisustvu oba inhibitora uočeno je povećanje ćelijskog preživljavanja u odnosu na 

tretmane bez inhibitora, što ukazuje da su primenjeni Gp/Sm tretmani u aktivirali ova dva tipa 

ćelijske smrti. S druge strane kako u ovom kotretmanu preživljavanje ćelija nije bilo značajno više u 

odnosu na odgovarajuću kontrolu (Knec+zvad), može se zaključiti da Gp i Sm tretmani ne 

ispoljavaju selektivni uticaj na aktiviranje ćelijske smrti i da se u oštećenim ćelijama aktivira i neki 

drugi tip regulisane smrti. Paralelno, u kulturama PHA-PBMC nakon Gp/Sm kotretmana sa nec, 

zabeležen je sličan obrazac promene nivoa proteina uključenih u regulaciju ćelijske smrti kao u 

kulturama PBMC uz odsustvo promene nivoa MLKL proteina, što ukazuje da se i u ovoj kulturi 

ćelije umiru kaspazno-zavisnom apoptozom. U tretmanima bez inhibitora, nivo proteina PARP 1 

116 kDa bio je viši u odnosu na kontrolu u oba tipa ćelijskih kultura dok je u prisustvu inhibitora 

apoptoze i nekroptoze nije uočena promena u odnosu na kontrolu. Pokazano je da inhibitori nec i 

zvad mogu uticati i na smanjenje aktivacije PARP 1 (235), kao što je uočeno i u ovoj disertaciji. 

Predstavljenih rezultati zastupljenosti proteina uključenih u regulaciju ćelijske smrti 

apoptozom i nekroptozom u prisustvu inhibitora ova dva tipa ćelijske smrti ukazuju da Gp/Sm 

tretmani ispoljavaju citotoksični uticaj aktivirajući kaspazno-zavisnu apoptozu i nekroptozu, koje su 

praćene i drugim tipom ćelijske smrti. Prisustvo inhibitora jednog tipa ćelijske smrti promoviše 

neblokirani tip ćelijskog umiranja izazvanog tretmanom. 

Dobijeni rezultati uticaja MRK i EKG tretmana praćenjem ćelijskog preživljavanja u 

prisustvu inhibitora pokazali su odsustvo selektivne aktivacije ispitivanih tipova ćelijske smrti. 

Nakon svih tretmana oštećene ćelije se uklanjaju neblokiranim tipom ćelijske smrti kao što je 
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pokazano analizom nivoa proteina nakon Gp/Sm tretmana u prisustvu inhibitora, ali i mogućim 

pokretanjem drugih tipova regulisane ćelijske smrti koji nisu praćeni u ovoj eksprimentalnoj 

postavci. S obzirom na uočeni genotoksični potencijal tretmana, kao i moguće aktiviranje ćelijske 

smrti koja je praćena inflamacijom, primena MRK u visokim koncentracijama kao fitofarmaceutika 

uticala bi paralelno i na oštećenje neizmenjenih ćelija. Opravdana upotreba MRK, stoga zahteva 

procenu odnosa korist/šteta ili primenu kod stanja u kojima ćelije sa patološkim promenama 

ispoljavaju povećanu senzitivnost prema tretmanu u odnosu na zdrave ćelije. Mogućnost aktivacije 

nekroptoze razmatra se kao vid alternativnog tretmana neoplastično transformisanih ćelija kod kojih 

je blokirana mogućnost aktivacije kaspaza. Povećanje selektivnosti tretmana može se postići 

kombinovanom terapijom s drugim lekovima, koji bi propagirali aktivaciju nekroptoze (239). Iako 

EKG tretman ispoljava citotoksični i genotoksični potencijal u zavisnosti od doze i vremena 

izlaganja u kulturama PBMC, on takođe aktivira mehanizme popravke oštećenja u molekulu DNK i 

indukuje ćelijsku smrt. Stoga u literaturi opisani protektivni uticaj EKG može biti rezultat 

aktiviranih sistema za popravku oštećenja u molekulu DNK kao i uklanjanja ćelija čija oštećenja 

prevazilaze kapacitete popravke. S obzirom da su ispitivane MRK ispoljile intenzivniji uticaj od 

EKG tretmana, trebalo bi ispitati da li obogaćivanje EKG ksantonima i flavonoidima pri procesu 

ekstrakcije može uticati na postizanje veće sigurnosti i efikasnosti primene EKG. Neophodno je 

istaći da rezultati ove doktorske disertacije ne osporavaju blagotvorno dejstvo EKG primenjenog u 

manjim dozama i u kraćem vremenskom periodu, već da neadekvatna priprema i primena lako 

dostupnog biljnog preparata može imati i štetne posledice. 
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6. ZAKLjUČAK 

Razumevanje regulacije i mogućnosti promene tipa programirane na regulisanu ćelijsku 

smrt usled ukrštenih puteva regulacije, uočene nakon tretmana primarnih humanih ćelija sa MRK i 

EKG, može obezbediti dodatna saznanja o mogućim rizicima pri njihovoj primeni, ali i otvoriti 

mogućnosti njihovog korišćenja u novim terapijskim pristupima. 

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije i dobijenim rezultatima 

izvedeni su sledeći zaključci: 

1. Stepen citotoksičnosti i genotoksičnosti EKG zavisi od koncentracije i vremena ekspozicije 

tretmanu, kao i od karakteristika ćelijske kulture. 

2. Citotoksični uticaj MRK nastaje usled genotoksičnih oštećenja i promene dinamike 

ćelijskog ciklusa. 

3. Morfološke promene karakteristične za proces apoptoze u oba tipa ćelijskih kultura nakon 

MRK tretmana, kao i EKG tretmana u kulturi PBMC, mogu se povezati s povećanim 

nivoom fragmentacije molekula DNK, kao i sa promena u nivoima ekspresije ispitivanih 

proteina uključenih u regulaciju kaspazno-zavisne apoptotske kaskade. Dodatno, kod 

pojedinih ćelija uočeni gubitak permeabilnosti membrane može se povezati i sa pokretanjem 

drugih tipova regulisane ćelijske smrti, uključujući i nekroptozu koja je u zadatim 

eksperimentalnim uslovima indikovana povećanjem pMLKL nakon Gp i Sm tretmana 

kultura PBMC. 

4. Obrazac ćelijskog preživljavanja nakon MRK/EKG kotretmana sa inhibitorima apoptoze i 

nekroptoze ukazuje na neselektivnost ćelijske smrti, odnosno da oštećene ćelije umiru tipom 

ćelijske smrti koji nije blokiran. Nivo ispitivanih proteina ključnih za završne korake 

apoptoze i nekroptoze, potvdili su da Gp/Sm tretmani u prisustvu inhibitora apoptoze i 

nekroptoze zadržavaju citotoksični potencijal usled opredeljenja ćelija za neblokirani tip 

ćelijske smrti. 
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