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lzvod

Antimikrobni i citotoksi¢ni potencijal etanolnih ekstrakata odabranih predstavnika podfamilije
Polygonoideae i njihov efekat u kombinaciji sa streptomicinom i doksorubicinom

Za ispitivanje antimikrobnog i citotoksi¢nog efekta odabrano je 8 biljaka podfamilije Polygonoideae od
kojih je napravljeno 12 etanolnih ekstrakata, od herbi (h) i rizoma (r): Polygonum aviculare (POANh,
POAr), Polygonum maritimum (POMh), Persicaria amphibia (PEAh), Persicaria maculosa (PEMh),
Persicaria lapathifolia (PELh, PELY), Persicaria hydropiper (PEHh, PEHTr), Bistorta officinalis (BIOh,
BIOr) i Fagopyrum esculentum (FAEh). Svi testirani ekstrakti ispoljavaju umerenu antifungalnu
aktivnost, a POAh, POMh, PEAh, POAr, PEHTr i BIOr dovode do obezbojavanja konidija. Antibakterijski
efekat je testiran prema vecem broju G* i G bakterija pri ¢emu je BIOr pokazao najpotentnije
antimikrobno dejstvo. BIOr i PEMh pokazuju znacajan antibiofilm i antiquorum sensing efekat prema
medicinski vaznom patogenu Pseudomonas aeruginosa PAOL i to preko modulacije aktivnosti LasR
receptora. Ovi ekstrakti i njihovi aktivni konstituenti, hinska i hlorogenska kiselina, katehin i kvercetin-
3-O-glukozid, inhibiraju sintezu violaceina kod Chromobacterium violaceum. U kombinaciji sa
streptomicinom BIOr ostvaruje razliCite tipove interakcija: antagonisticki, indiferentni, aditivni i
sinergisticki. Prilikom testiranja citotoksi¢nosti odabranih ekstrakata i doksorubicina (D) uocen je
sinergizam izmedu P. aviculare i D na ¢elijama hepatocelularnog adenokarcinoma (HepG?2) i plu¢nog
adenokarcinoma (A549). Takode, sinergizam izmedu P. amphibia i D je detektovan na A549 ¢elijama.
Sinergisticki efekat se ostvaruje preko sledecih procesa: uvodenje ¢elija u apoptozu, zaustavljanje
¢elijskog ciklusa, modelovanje aktivnosti antioksidativnih enzima i Keapl-Nrf2 signalnog puta. Na
normalnim ¢elijama fibroblasta plu¢a (MRC-5) P. aviculare i D, P. amphibia i D kao i P. maculosa i D
ostvaruju antagonizam. Odsustvo toksi¢nosti PEMh i BIOr u nizim dozama, potvrdeno je in vivo testom
na modelu Danio rerio.

Naucna oblast: Biologija

UZa nau¢na oblast: Mikrobiologija, Genotoksikologija

Klju¢ne reci: Polygonoideae, antimikrobni efekat, antibiofilm efekat, quorum sensing, Danio rerio,
doksorubicin, apoptoza, zaustavljanje ¢elijskog ciklusa, antioksidativni enzimi, Keap1-Nrf2 signalni put



Abstract

Evaluation of antimicrobial and cytotoxic potential of ethanol extracts isolated from selected plants
of Polygonoideae subfamily and their effect in combination with streptomycin and doxorubicin

In order to test the chemotherapeutic and antimicrobial potential, 8 plants of the subfamily Poligonoideae
were selected and 12 ethanol extracts were made. Herb (h) and rhizome (r) extracts were obtained from:
Polygonum aviculare (POAh, POAr), Polygonum maritimum (POMh), Persicaria amphibia (PEAh),
Persicaria maculosa (PEMh), Persicaria lapathifolia (PELh, PELY), Persicaria hydropiper (PEHh,
PEHTr), Bistorta officinalis (BIOh, BIOr) and Fagopyrum esculentum (FAEh). All tested extracts
moderately inhibited the growth of selected fungi. POAh, POMh, PEAh, POAr, PEHr and BIOr leads to
discoloration of conidia. Antibacterial activity on different Gram positive and Gram negative strains has
been evaluated. BIOr showed the most potent antibacterial activity. Also, BIOr and PEMh exhibited
significant antibiofim and antiquorum sensing effects against medically important pathogen,
Pseudomonas aeruginosa PAOL, through the modulation of LasR receptor activity. Both extracts as well
as their active constituents, chinic acid, chlorogenic acid, catechin and quercetin-3-O-glucoside, inhibited
violacein synthesis in Chromobacterium violaceum. The BIOr engaged in various interactions with
streptomycin: synergic, addictive, indifferent and antagonistic. Cytotoxicity testing of selected extracts
and doxorubicin (D) revealed a synergistic relationship between P. aviculare and D, in hepatocellular
adenocarcinoma (HepG2) and pulmonary adenocarcinoma cells (A549). Also, synergism between P.
amphibia and D, was detected on A549 cells. The observed synergisms could be linked to the interference
with apoptosis, cell cycle, antioxidant enzymes expression and Keapl-Nrf2 pathway. On normal lung
fibroblast cells (MRC-5) P. aviculare and D, P. amphibia and D as well as P. maculosa and D exerts an
antagonistic effect. In vivo assay on the Danio rerio model shows no signs of toxicity at lower tested
concentrations for PEMh and BIOr.

Research field: Biology

Specific research field: Microbiology, Genotoxicology

Key words: Polygonoideae, antimicrobial effect, antibiofilm effect, quorum sensing, Danio rerio,
doxorubicin, apoptosis, cell cycle arrest, antioxidative enzymes, Keap1-Nrf2 signaling pathway



Spisak skracenica kori$¢enih u tekstu:

3-0ks0-C12-HSL-N-(3-oksododekanoil)-L-homoserin lakton

7-AAD - aminoaktinomicin D

AHL - N-acil-L-homoserin lakton

ARE - antioksidativni responsivni elementi

ATCC kolekcije - eng. American Type Culture Collection

Bcl 2 eng. B-cell leukemia/lymphoma 2

BIK- biofilm inhibitorna koncentracija

BI1Oh - ekstrakt herbe Bistorta officinalis

BIOr - ekstrakt rizoma Bistorta officinalis

BSA - eng. bovine serum albumin

BTB - eng. Bric a Brac; domen Keapl proteina

C4-HSL - N-butiril-L-homoserin lakton

CAD - eng. caspase-activated DNase

CDK - ciklin zavisna kinaza

Ct - eng. the cycle threshold

D - doksorubicin

DGR - eng. double-glycine repeat - dupli-glicinski ponovci

DHN - dihidroksinaftalen

DMSO - dimetil sulfoksid

Dreap - Pojedinacno primenjen doksorubicin u koncentraciji koja je koriS¢ena i u kotretmanu sa
ekstraktom herbe P. amphibia, pri ¢emu je navedenim kotretmanom postignuto 50% prezivljavanja celija
Dremp - Pojedinacno primenjen doksorubicin u koncentraciji koja je koriS¢ena i u kotretmanu sa
ekstraktom herbe P. maculosa, pri ¢emu je navedenim kotretmanom postignuto 50% prezivljavanja Celija
Droap - Pojedinacno primenjen doksorubicin u koncentraciji koja je koriS¢ena i1 u kotretmanu sa
ekstraktom herbe P. aviculare, pri ¢emu je navedenim kotretmanom postignuto 50% prezivljavanja celija
Dromp - Pojedinacno primenjen doksorubicin u koncentraciji koja je koriS¢ena i1 u kotretmanu sa
ekstraktom herbe P. maritimum, pri ¢emu je navedenim kotretmanom postignuto 50% prezivljavanja
Celija

ECso - doza koja izaziva malformacije kod 50% embriona

ECACC kolekcije - eng. The European Collection of Authenticated Cell Cultures

ECL - eng. enhanced chemiluminescence

EC-SOD - ekstracelularna superoksid dismutaza

EPS - ekstracelularne polimerne supstance

FAEh - ekstrakt herbe Fagopyrum esculentum

FICI- indeks frakcione inhibitorne koncentracije

GK - galna kiselina

HHQ - 2-heptil-4-hinolon

HK - hlorogenska kiselina

HLL - N-heksanoil-L-homoserin lakton

HO-1 - hem oksigenaza

K-3-O-Glk - kvercetin-3-O-glukozid

Ka - katehin

KAT - katalaza

Keapl - eng. Kelch-like ECH associated protein 1

KK —eng. quinic acid - hinska kiselina

LCso - letalna doza koja izaziva 50% smrtnosti embriona



Maf - eng. musculo aponeurotic fibrosarcoma

MBK - minimalna baktericidna koncentracija

MIK - minimalna inhibitorna koncentracija

MVTR - eng. multiple virulence factor regulator; sin. PgsR

Nrf2 - eng. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

PEAD - Kombinovani tretman herbe P. amphibia i doksorubicina

PEANh - ekstrakt herbe Persicaria amphibia

PEAhpeap - Pojedinac¢no primenjen ekstrakt herbe P. amphibia u koncentraciji koja je koris¢ena i u
kotretmanu sa doksorubicinom, pri ¢emu je navedenim kotretmanom postignuto 50% prezivljavanja
Celija

PEHh - ekstrakt herbe Persicaria hydropiper

PEHTr - ekstrakt rizoma Persicaria hydropiper

PELh - ekstrakt herbe Persicaria laphatifolia

PELTr - ekstrakt rizoma Persicaria lapathifolia

PEMD - Kombinovani tretman herbe P. maculosa i doksorubicina

PEMh - ekstrakt herbe Persicaria maculosa

PEMhpemp - Pojedina¢no primenjen ekstrakt herbe P. maculosa u koncentraciji koja je kori$¢ena i u
kotretmanu sa doksorubicinom, pri ¢emu je navedenim kotretmanom postignuto 50% prezivljavanja
¢elija

PI - propidijum jodid

POAD - Kombinovani tretman herbe P. aviculare i doksorubicina

POAN - ekstrakt herbe Polygonum aviculare

POAhpoap — Pojedinaéno primenjen ekstrakt herbe P. aviculare u koncentraciji koja je kori$¢ena i u
kotretmanu sa doksorubicinom, pri ¢emu je navedenim kotretmanom postignuto 50% prezivljavanja
¢elija

POAr - ekstrakt rizoma Polygonum aviculare

POMD - Kombinovani tretman herbe P. maritimum i doksorubicina

POMM - ekstrakt herbe Polygonum maritimum

POMhpowmp - Pojedinac¢no primenjen ekstrakt herbe P. maritimum u koncentraciji koja je koris¢ena i u
kotretmanu sa doksorubicinom, pri ¢emu je navedenim kotretmanom postignuto 50% preZivljavanja
Celija

PQS - eng. Pseudomonas Quinolone Signal

PVDF - polivinildifluoridna membrana

QQ — quorum quenching

QS - quorum sensing

ROS - eng. reactive oxygen species - reaktivne kiseoni¢ne vrste

RU — rutin, kvercetin-3-O-rutinozid

SDS PAGE - natrijumdodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza

SOD - superoksid dismutaza

SOD1 - Cu/Zn-SOD

SOD2 - Mn-SOD

spf - sati posle fertilizacije

Str - streptomicin

SZO - Svetska Zdravstvena Organizacija
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1.1.  Upotreba biljaka i njihovih derivata

Pronalazenje, poznavanje i primena lekova oblikovala je znacajan deo istorije Covecanstva, pri
¢emu su biljke kao lekovite sirovine dugo vremena predstavljale nezamenljive i gotovo jedine dostupne
medikamente. Osim toga, bioloski posmatrano upotreba biljaka sa ulogom le¢enja nije karakteristi¢na
samo za ljudsku vrstu nego se uocava i kod Zivotinja poput Pan troglodytes schweinfurthii (vrsti
Simpanza), koja Koristi lis¢e Aspilia rudis u leCenju stomacnih bakterijskih infekcija (Agosta, 1997).
Takode, tradicionalni pristup primene biljaka od medicinskog znacaja nije vezana samo za daleku
proslost ve¢ je i danas veoma zastupljen. Svetska Zdravstvena Organizacija (SZO) isti¢e da biljke kao
primarni tretman u leCenju koristi 80% celokupnog stanovnistva. U azijskim zemljama, Ajurveda,
tradicionalna kineska medicina, Unani i Kampo i dalje imaju dominantan uticaj u zdravstvenoj nezi
(Ghosh i sar., 2010).! Alternativna medicina Afrike i Latinske Amerike, kao i narodna medicina Evrope
takode predstavljaju prvobitni pristup le¢enja razli¢itih oboljenja (Lewis i Elvin-Lewis, 2003; Shikov i
sar., 2014). Takode, i u Balkanskim zemljama kori$¢enje lekovitog bilja kao terapijskog i profilakti¢kog
sredstva ima neprekidanu tradiciju od davnina do danas (Tucakov, 2014).

lako etnofarmakolo$ka upotreba biljaka ¢esto moze posluziti kao osnova odabira biljnih vrsta za
dalja in vitro i in vivo bioloska ispitivanja (Lewis i Elvin-Lewis, 2003), dobijanju finalnog leka biljnog
porekla i njegovoj primeni u zvani¢noj medicini prethodi dug vremenski period testiranja efikasnosti i
toksi¢nosti standardnim testovima kojima se testiraju i konvencionalni lekovi. Razliku u kriterijumima
upotrebe biljnih lekova tradicionalne i moderne medicine najbolje ilustruje primena ,,Stivensovog leka”
Cija je dostupnost u savremenoj evropskoj farmaciji omoguéena posle detaljne hemijske i bioloSke
karakterizacije komponenata leka (razli¢itih Pelagrum vrsta) i dugogodinjih klini¢kih studija dr Seheja
(eng. dr Schehaye, Zenevski Univerzitet, Svajcarska). Pre navedenog, predlog Carlsa Henri Stivensa o
upotrebi tradicionalnog leka juzno africkog plemena Zulu protiv tuberkuloze u oficijelnoj medicini
rezultirao je rigoroznim neodobravanjem (Bladt i Wagner, 2007).

Pored upotrebe biljnih droga u sirovom obliku, u medicinske svrhe, takode se koriste njihove
pojedina¢ne aktivne komponente. Prema podacima SZO, na trziStu farmaceutskih medikamenata oko
25% od ukupnog prometa ostvaruju lekovi koji poti¢u od biljaka, odnosno 121 izolovane aktivne
komponente. Kao primer navedenog istice se upotreba komercijalnh citostatika vinblastina i vinkristina
prvi put izolovanih iz Catharanthus roseus, endemi¢ne madagaskarske biljke (Yuan i sar., 2016; Leonti
I sar., 2017). Nadalje, znacajan broj sintetskih lekova osmisljen je po modelu opisanih aktivnih
komponenti biljnog porekla. Jedan od najistaknutijih primera navedenog je otkri¢e aspirina, O-
acetilsalicilne kiseline, dobijene po uzoru na salicin iz Salix albe i aktivnih biljnih komponenti na bazi
salicilne kiseline (Agosta, 1997).

Istrazivanja agensa prirodnog porekla sa ciljem pronalaska novih i jos efikasnijih medikamenata
predstavlja i dalje prisutan trend svetske naucne javnosti. Navedeno je narocito opravdano pojavom
umanjenog terapeutskog efekta konvencionalnih lekova pri duzoj upotrebi, kao i oslabljenom
efikasnos¢u komercijalnih antibiotika i hemioterapeutika koja je izazvana rastu¢om rezistencijom
patogenih bakterija i ¢elija kancera (Rai i Kon, 2013; Huang i sar., 2014; Pavi¢ i sar., 2019). Nadalje,
smatra se da prirodne agense poput biljnih ekstrakata, odlikuje veca selektivnost prilikom delovanja.
Tokom tretmana onkoloskih oboljenja, potrebno je narusiti funkcionalnost malignih ¢elija bez remecenja
funkcionalnosti okolnih zdravih ¢elija, dok lecenje infekcija lekom dobre selektivnosti rezultira u
ocuvanju mikrobioma, ¢ime se pospesuje odbrambeni potencijal samog organizma. Jedan od pristupa

! Ajurveda, Unani i Kampo predstavljaju narodnu Indijsku, Islamsku i Japansku medicinu, respektivno.
1



uvoD

pospesivanja delovanja komercijalnih lekova je koris¢enjem prirodnih agensa kao adjuvanasa u
kombinovanoj terapiji.

Pored nespornog znacaja za farmaceutsku industriju, biljni proizvodi, usled antimikrobnog
dejstva, nalaze primenu i1 u poljoprivrednim delatnostima. Usled podloznosti biljaka gljivicnim
infekcijama, u poljoprivredi raste potreba za pronalazenjem prirodnih agenasa, umesto sintetickih, Sto je
u skladu sa aspektima danas popularne ekoloSke proizvodnje i zaStite zivotne sredine (Badillo i sar.,
2008). Takode, istice se i upotreba lekovitih biljaka u prehrambenoj industriji u proizvodnji funkcionalne
hrane, koja pored zadovoljavajucih nutritivnih svojstava ispoljava i odredene benefitne efekte na ljudsko
zdravlje kroz prevenciju nastanka oboljenja.

Biljno carstvo je izuzetno bogatog diverziteta, po brojnosti i vrstama, pri ¢emu je prema
bioaktivnostima okarakterisan veoma mali procenat biljaka (Yuan i sar., 2016). Kako je i u Srbiji flora
veoma raznovrsna, a narodna medicina nase zemlje zasnovana na upotrebi oko 700 biljnih vrsta, od ¢ega
je 420 zvani¢no registrovano kao lekovite biljke, ispitivanje bioloSke aktivnosti do sada neispitanih
biljnih vrsta sa nasih podrudja je od izuzetnog nauc¢nog i prakti¢nog znacaja (Jari¢ i sar., 2018).

1.2.  Podfamilija Polygonoideae

Podfamilija Polygonoideae zajedno sa Eriogonoideae i Symmerioideae se nalazi u okviru familije
Polygonaceae. Kako je sama familija Polygonaceae izuzetno raznolika, obuhvata oko 1200 eurivalentnih
vrsta klasifikovanih u oko 50 rodova, veoma Cesto se u literaturi isti¢e problem precizne taksonomske
klasifikacije. Rodovi podfamilije Polygonoideae: Polygonum, Fagopyrum, Bistorta i Persicaria su
dominantni prema brojnosti vrsta i rasprostranjenju u florama mnogih zemalja, a naro¢ino na severnoj
hemisferi (Sanchez i sar., 2011; Burke i Sanchez, 2011; Galasso i sar., 2009). Na Slici 1. predstavljena
je klasifikacija slede¢ih odabranih vrsta podfamilije Polygonoideae: Polygonum aviculare, Polygonum
maritimum, Persicaria amphibia (sin. Polygonum amphibium), Persicaria maculosa (sin. Polygonum
persicaria), Persicaria lapathifolia (sin. Polygonum lapathifolium), Persicaria hydropiper (sin.
Polygonum hydropiper), Bistorta officinalis (sin. Polygonum bistorta) i Fagopyrum esculentum (sin.
Polygonum fagopyrum). Klasifikacija je preuzeta iz studija Galasso i sar. (2009) i De Craene i sar. (2004).
Znacajne zajednicke botanicke karakteristike selektovanih vrsta podfamilije Polygonoideae ukazuju na
prisustvo ohree? i vrstu ploda orasice. Odabrani predstavnici su zeljaste jednogodisnje ili visegodisnje
biljke (Slika 2).

2 Ohrea predstavlja modifikovane lisne zalistke (sin. stipule). Izgleda kao prozirni omotaé u podnozju lista koji je cevasto
postavljen oko stabljike (Cartron i sar., 2008).

2
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Podfamilija Tribusi Rodovi Vrste

P aviculare

—> | Polygonum

Polygoneae P. maritimum

|

Polygonoideae | = | Fagopyreae |—» | Fagopirum —> | FE esculentum

Bistorta —> | B. officinalis

Slika 1. Klasifikacija odabranih vrsta podfamilije Polygonoideae preuzeta iz studije Galasso i sar. (2009).
Usled odsustva podataka o P. maritimum u studiji Galasso i sar. (2009) za ovu vrstu predstavljena je
klasifikacija predlozena od strane De Craene i sar. (2004).
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Bistorta officinalis Delarbre 1800 Fagopyrum esculentum Moench 1794

Slika 2. Odabrane vrste podfamilije Polygonoideae.
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1.3.  Primena odabranih vrsta iz podfamilije Polygonoideae

Biljke iz podfamilije Polygonoideae upotrebljavaju se u ishrani ljudi i Zivotinja, pri ¢emu mnoge
od njih ostvaruju blagotvorne efekte na zdravlje korisnika (Nkuété i sar., 2015). U kulinarstvu pronalaze
primenu kao zacini i salate. Nadalje, nadzemni delovi biljaka mogu se kuvati, pri ¢emu predstavljaju
sastojke za predjela, gulase i ¢orbe, a mogu se i preradivati do brasna od kojeg se priprema slano i slatko
pecivo. Pojedine su medonosne biljke. Ove biljke se primenjuju za dobijanje razli¢itih napitaka poput:
Caja, bezalkoholnih pica i piva. Usled lekovitih svojstava koriste se kao funkcionalna hrana i narodni
lekovi. Zbog velike geografske rasprostranjenosti u tradicionalnim medicinama Azije, Evrope i Amerike
veoma Cesto su u upotrebi vrste poput P. aviculare, P. hydropiper i B. officinalis (Lajter i sar., 2013). Za
biljke sa terapeutskim znaCajem je Cesto karakteristicna upotreba u formi biljnih meSavina ili sirovih
ekstrakata, koji se mogu dobiti od nadzemnih delova biljaka kao i od korena i rizoma. Kako danas vise
ne postoji limitirana razmena informacija izmedu razli¢itih kontinenata, u veoma razli¢itim kulturama
¢esto su zabelezene slicne namene, koje ukljucuju kulinarsku i etnofarmakolosku upotrebu, jedne biljne

vrste (Tabele 1-3).
Tabela 1. Primena odabranih predstavnika Polygonoideae u tradicionalnoj medicini

Biljna vrsta Primena u tradicionalnoj medicini Literatura
P. aviculare U tretmanima maligniteta, bolesti limfnog sistema, Ballabh i sar., 2008;
dizenterije, infekcija urinarnog trakta, bubreznih Nikolaeva i sar., 2009;
poremecaja; kao antiinflamatorni agens i diuretik ~ Shikov i sar., 2014;
Ravipati i sar., 2013
P. maritimum  Za tretiranje opekotina i otoka Salhi i sar., 2019

F. esculentum

B. officinalis

P. maculosa

P. amphibia

P. hydropiper

Kao antihemoragi¢ni i hipotenzivni lek;
vaskuloprotektor, za previjanje rana,
detoksikaciju; u le€enju hemoragicne retinopenije,
anemije, dijabetesa, peridontitisa, konstipacije,
gastrointestinalnih poremecaja

U svojstvu astringenta; prilikom inflamacije
mukoznih membrana, dizenterije, dijareje,
krvarenja kod ekstenzivnih menstracija;
intestinalnih poremecaja

Kao astringent; prilikom lecenja rana i fungalnih
infekcija
Kao astringent; u lecenju stomacnih tegoba,

dijareje, prehlade, blistera i hemoroida, dijabetesa,
fraktura kostiju, nazalnih polipa i kancera

Kao kontraceptivno sredstvo, hemostatik,
analgetik; protiv glavobolje, upale zuba,
ulceralnog gastritisa, dizenterije, gubitka apetita,
dismenoreje. U lecenju maligniteta

Quettier-Deleu i sar.,
2000; Al-Snafi, 2017;
Aung i sar., 2016

Voronkova i Vysochina,
2014; Demiray i sar.,
2009; Lajter i sar., 2013

Ghosh i sar., 2010;
Derita i Zacchino, 2011

Lewis i Elvin-Lewis,
2003; Ozbay i Alim,
2009; Bolotova, 2015

Lajter i sar., 2013,;
Hashim i sar., 2012;
Shikov i sar., 2014;
Duraipandiyan i sar.,
2010
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P. lapathifolia Kao antiseptik i astringent; za leenje stomacnih Latifa i sar., 2013,
tegoba, groznica, opekotina, gljiviénih infekcija; Kubinova i sar., 2014
za CiS¢enje krvi
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Tabela 2. Primena odabranih predstavnika Polygonoideae u kulinarstvu

Biljna vrsta Primene u kulinarstvu Literatura

P. aviculare U Koreji kao salata, u Vijetnamu kao zacin, u Chon i sar., 2008;
Australiji cvetovi ove biljke omogucavaju Costea i Tardif, 2005;
dobijanje meda Sakurai i sar., 2004

P. maritimum  nije pronadena

F. esculentum  Za dobijanje meda i brasna. Sluzi kao zasladiva¢ Al-Snafi, 2017
ukusa i za pripremu peciva

B. officinalis Rizom se koristi kao zac¢in za gulase i Corbe, Demiray i sar., 2009;
brasno od rizoma se upotrebljava za pravljenje Guarrera i sar., 2016
peciva. Tradicionalna upotreba zabelezena je kako
u zemljama Azije tako i Evrope

P. maculosa U pripremi tradicionalnog italijanskog jela ,,Pistic” Paoletti i sar., 1995

P. amphibia U proizvodnji bezalkoholnog piéa; lidée se dodaje ~ Ozbay i Alim, 2009;

prilikom pravljenja supe Ozen, 2010
P. hydropiper  Sastojak Malajanskog tradicionalnog jela ,,Laksa”; Hashim i sar., 2012;
kao zacin biberastog ukusa u Kini i Evropi; kao Huq i sar., 2014;

tradicionalno povrée za pravljenje susija
,,sashimi”u Japanu; dodatak prilikom kiseljenja
krastavaca
P. lapathifolia  Kao povr¢e ili salata u Indiji Latifa i sar., 2013
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Tabela 3. Preostale primene odabranih predstavnika Polygonoideae

Biljna vrsta

Ostale primene

Literatura

P. aviculare

P. maritimum

F. esculentum

B. officinalis

P. maculosa

P. amphibia

P. hydropiper

P. lapathifolia

Veterinarski lek, protiv dijareje pasa i macaka u
Kanadi i Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama
(SAD); dodatak sto¢noj hrani; bojenje tekstila

Potencijalna primena u kozmetickoj industriji

Potencijalna primena kao preparat protiv bora u
kozmetickoj industriji

Potencijalna primena kao preparat protiv bora u
kozmetickoj industriji

Insekticid

Kao izvor zute boje U Skotskoj; za &iséenje koze

Koristi se za ribarenje u Nepalu - za usporavanje
lokomotornih funcija plena

Za kupanje i pranje vesa

Costea i Tardif, 2005;
Lucchetti i sar., 2019

Rodrigues i sar., 2019
Rodrigues i sar., 2019

Rodrigues i sar., 2019

Ghosh i sar., 2010
Ozbay i Alim, 2009;
Nkuété i sar., 2015

Kulakkattolickal,
1989

Latifa i sar., 2013
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1.4. Hemijski sastav odabranih predstavnika podfamilije Polygonoideae

U literaturi postoji obilje informacija o hemijskom sastavu odabranih biljnih ekstrakata
podfamilije Polygonoideae (Intisar i sar., 2013; Prota i sar., 2014; Kubinova i sar., 2014; Voronkova i
Vysochina, 2014; Arora i sar., 2018; Rodrigues i sar., 2019). Glavna grupa sekundarnih metabolita koje
sintetiSu ove biljke su polifenoli. Upravo su razli¢iti flavonoidi i fenolne kiseline u velikoj meri zasluzni
za ispoljavanje raznoraznih bioloskih efekata poput: antimikrobne i antioksidativne aktivnosti,
modulacije ,,quorum sensing” signalizacije, hemioterapijskog potencijala, regulacije ¢elijskog ciklusa i
tipa ¢elijske smrti (Leonarduzzi i sar., 2010; Ozgelik i sar., 2011; El-Haci i sar., 2013; Aleksi¢ i sar.,
2018). U Prilogu 1. (Tabela 21 i 22) prikazan je hemijski sastav odabranih ekstrakata koris¢enih u ovom
doktorskom istrazivanju, pri ¢emu su detaljna hemijska karakterizacija i poredenje dobijenog
fitohemijskog profila ekstrakata sa podacima iz dostupne literature podrobno predstavljeni u doktorskoj
disertaciji dr Emilije Sviréev (2014).
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1.5.  Opurtunisti¢ki patogeni i kontaminenti hrane

Znacajan deo ,,raznolikosti Zivota u svim svojim manifestacijama”, odnosno biodiverziteta ¢ine
mikroorganizmi. Opste je poznato da je veliki broj mikroorganizama u stalnom direktom ili indirektnom
kontaktu sa ljudima. Stavise, u ljudskom organizmu je deset puta veca zastupljenost mikroorganizama
nego humanih c¢elija (Zarco i sar., 2012). Dugogodisnja biohemijska i molekularna izucavanja
(Balézs, 2014). Medutim, gubitak mogucnosti kontrole rasta mikroorganizama rezultira veoma $tetnim
posledicama. Neselektivna upotreba antibiotika u humanoj i veterinarskoj klini¢koj praksi uslovila je
pojavu multirezistentnih bakterijskih sojeva. Infekcije izazvane patogenima koji su rezistentni na
antibiotike kao i njihovo sirenje predstavljaju globalni problem danasnjice (Satish i sar., 2009; Ozcelik i
sar., 2011; Rai i Kon, 2013). Najcesc¢i patogeni bolnickih okruzenja su: Escherichia coli, Salmonella
spp., Shigella spp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i Enterococcus spp. (Freitas i sar.,
2019). Takode, jedan od najzastupljenijih patogena poreklom iz hrane zivotinjskog porekla je Listeria
monocytogenes (Vasilijevic i sar., 2019).

Prema savremenoj klasifikaciji bakterija® gore navedeni patogeni su rasporedeni u okviru kola
Proteobacteria i Firmicutes (domen Bacteria). U kolu Proteobacteria, klasi Gammaproteobacteria, redu
Enterobacteriales, familiji Enterobacteriaceae, svrstane su brojne Gram negativne bakterije ukljucujudi i
bakterije roda Escherichia, Shigella i Salmonella. Usled ¢estog horizontalnog transfera gena kao genetski
veoma srodne vrste istiCu se E. coli, S. flexner i vrste roda Salmonella. Za razliku od E. coli, vrste roda
Shigella i Salmonella su skoro uvek patogene (Madigan et al., 2015).

E. coli je Gram negativa bakterija koja moze produkovati sigela toksin (AB5 familija toksina).
Na osnovu antigena O (lipopolisaharidni antigen), K (kapsularni antigen) i H (flagelarni antigen) moguce
je razlikovati serotipove (Joensen i sar., 2015). Infekcija ovom bakterijom dovodi do pojave
hemoragi¢nog kolitisa i hemoliti¢ko-uremijskog sindroma (Hughes i sar., 2006; Nallapareddy i sar.,
2006).

Shigella flexneri je Gram negativna, fakultativno anaerobna bakterija, uzroénik sigeloza i dijareje
(Jennison i Verma, 2004).

Vrste roda Salmonella predstavljaju Gram negativne, pokretne, Stapicaste bakterije koje odlikuje
mogucnost koriS¢enja citrata kao izvora ugljenika i lizina kao izvora azota. Sposobne su da produkuju
vodonik sulfid. Izazivaju akutni gastritis, enterokolitis i fatalnu tifoidnu groznicu (Dekker i sar., 2015).

Nadalje, u okviru Kklase Gammaproteobacteria, reda Pseudomonadales, familije
Pseudomonadaceae, roda Pseudomonas nalazi se vrsta P. aeruginosa (Madigan et al., 2015). P.
aeruginosa, opurtunisti¢ki patogen, je Gram negativna, acrobna, pokretna i Stapic¢asta bakterija. Njena
patogenost je vezana za produkciju egzotoksina A, egzoenzima S, hemolizina: fosforilaza C i
ramnolipida, kao i proteaza: Las B elastaza, Las A elastaza i alkalne fosfataze i piocijanina. Pored
piocijanina, ova bakterija sintetiSe i pioverdin i piomelanin (Alzahrani i Algahtani, 2016). P. aeruginosa
izaziva §irok spektar plu¢nih bolesti ukljucujudi i cisti¢nu fibrozu (Van Delden i Iglewski, 1998).

Dalje, kolo Firmicutes, klasa Bacilli, red Bacillales ukljucuje familije Listeriaceae i Staphylococcaceae,
u kojima se nalaze rodovi Listeria i Staphylococcus, respektivno (Madigan et al., 2015).

L. monocytogenes je Gram pozitivna, katalaza pozitivna, oksidaza negativna, asporogena,
aerobna i fakultativno anaerobna, Stapicasta bakterija sa zaobljenim krajevima. Optimalni uslovi za njen

3 Savremena klasifikacija bakterija se zasniva na operativnom modelu (eng. operational-based model), visefaznom pristupu,
koji se sastoji od fenotipskih, hemotaksonomskih i genotipskih podataka, kao i filogenetskih informacija (Schleifer, 2009).
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rast obuhvataju temperaturni opseg od 30°C do 37°C (Sneath i sar., 1986). Odlikuje je produkcija
hemolizina i listeriozina O. Ova bakterija je uzro¢nik listerioza. U slucaju sistemskih infekcija moze
dovesti do meningitisa, encefalitisa i septikemije (Farber i Peterkin, 1991; Churchill i sar., 2006).

S. aureus je Gram pozitivna, oksidaza negativna, nepokretna, asporogena, fakultativno
anaerobna, ubikvitarna bakterija koja izaziva mnogovrsne humane infekcije. Raste u temperaturnom
opsegu od 15-45°C. Odlikuje je produkcija razli¢itih enterotoksina poput toksi¢ni Sok sindrom toksina 1
I citotoksina, u koje spadaju hemolizini: a, B, y i 6 (Sneath i sar., 1986; Dinges i sar., 2000).

Takode, u okviru kola Firmicutes, klase Bacilli, nalazi se red Lactobacillales u koji je uvr§¢ena
familija Enterococcaceae, rod Enterococcus, vrsta Enterococcus faecalis (Madigan et al., 2015).

Enterococcus faecalis je Gram pozitivna, nepokretna bakterija, tolerantna na razliCite stresne
uslove. Raste na temperaturi od 10°C do 40°C. Prezivljava tridesetominutno zagrevanja na 60°C (Sneath
i sar., 1986). Odlikuje je vancelijska produkcija superoksida i produkcija litickih enzima gelatinaze i
hijaluronidaze, kao i toksina citolizina. Jedna je od najce$¢ih uzro¢nika bolni¢kih bakteremija. Moze
izazvati oralne infekcije, infekcije urinarnog trakta, endokardijuma, abdomena i zapaljenje rana
(Kayaoglu i @rstavik, 2004; Nallapareddy i sar., 2006).

Patogenost kao Zzivotna strategija je prepoznata i kod gljiva. Inhalacija spora Aspergillus
fumigatus moze dovesti do aspergiloza, bolesti pri kojoj dolazi do destrukcije pluénog tkiva (Tekaia i
Latgé, 2005; Al Yousef, 2013). Oportunisticke infekcije uzrokovane sporama gljive Fusarium
predstavlju fuzarioze. Spore Alternaria mogu izazvati alergije i posledi¢no dovesti do nastanka astme
umerenog tipa, pneumotitisa ili polenske groznice. Gljivi¢nim infekcijama narocito su podlozni pacijenti
sa hematoloSkim malignitetima, usled njihove imunokompromitovanosti (Tekaia i Latgé, 2005). Dalje,
navedene gljive, pored razli¢itih oboljenja, indirektno mogu izazvati intoksikacije (mikotoksikoze) usled
produkovanja Sirokog spektra mikotoksina (Zabka i sar., 2011). Isti¢e se da se metabolizam mikotoksina
oslanja na indukciju oksidativnog stresa (Omar, 2013). Mikotoksini se prema hemijskoj strukturi dele
na: aflatoksine, ohratoksine, fumonozine, trihotecene i zearaleone. Produkcija aflatoksina i ohratoksina
odlika je pojedinih vrsta rodova Aspergillus, pri ¢emu je sinteza ohratoksina uocena i kod nekih vrsta
roda Penicillium. Vrste roda Fusarium karakteriSe produkcija trihotecena, zearaleona i fumonozina
(Sweeney i Dobson, 1998). Mikotoksini mogu delovati nefrotoksi¢no, hepatotoksi¢no, teratogeno,
mutageno i kancerogeno (Omar, 2013). Prisustvo mikotoksina kao i samih gljivi¢nih kontaminacija
lekovitih i jestivih biljaka predstavlja poseban izazov u distribuciji fitopreparata i prehrambenoj
industriji. Fitopatogenim mikromicetama pripadaju i rodovi: Aspergillus, Alternaria, Penicillium i
Fusarium (Egbuta i sar., 2017).
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1.6. Pigmenti kao faktori patogenosti

Vazan parametar u klinickoj mikrobiologiji predstavlja varijetet boja koje u mnogome olakSavaju
identifikaciju infektivnih bakterija i gljiva. Kao $to je vec¢ istaknuto, produkcija pigmenta piocijanina je
odlika P. aeruginosa. Kako nijedna druga Gram negativa, nefermentativna bakterija ne produkuje
piocijanin ova odlika se koristi u medicinskoj dijagnostici. U mnogim slu¢ajevima uspesnost patogeneze
vezuje se za produkciju pigmenata koje karakteriSu proinflamatorne i citotoksi¢ne sposobnosti kao i
moguénost remecéenja imunog odgovora domacina (Liu i Nizet, 2009). Prema vrsti produkovanog
pigmenta neretko su davani nazivi mikroorganizmima (Liu i Nizet, 2009). Primer navedenog je
Chromobacterium violaceum, saprofitna bakterija, koja produkuje ljubicasto plavi pigment violacein
(Yeo i Tham, 2012).

Dalje, melanin je narocito bitan pigment prisutan u brojnim organizmima, izmedu ostalog i u
gljivama vrsta roda Aspergillus. Kao i mnogi pigmenti melanin pruza zastitu od reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS), a samim tim prilikom infekcije §titi mikromicete od imunskog
odgovora domacina koji se sprovodi posredstvom fagocitoze pri kojoj nastaju velike koli¢ine
hidroksiradikala (*OH) i superoksid anjon radikala (O2"). Takode, kod vrsta roda Aspergillus produkcija
konidijalnog zelenog-plavog pigmenta regulisana je dihidroksinaftalen (DHN)-melanin signalnim
putem. Promene na morfolo§kom nivou poput gubitka pigmenata i promene boje konidija, predstavljaju
fizioloski odgovor na stresne uslove. Nastanak albino fenotipa povezan je sa disfunkcionalno$¢u gena
albl (Youngchim i sar., 2004; Tekaia i Latgé, 2005; Losada, 2009). Takode, vrste roda Aspergillus
produkuju $irok opseg sekundarnih metabolita, u koje spada i melanin, koji uslovljavaju i reflektuju
pravilnosti njihovog rasta i morfogeneze (Losada, 2009).

1.7.  Biofilm
1.7.1. Definicija i svojstva biofilma

Biofilm je favorizovana zivotna strategija mnogih mikroorganizama. Biofilm predstavlja
strukturnu zajednicu mikroorganizama koji su ireverzibilno vezani za supstrat i koji su uronjeni u matriks
ekstracelularnih polimernih supstanci (EPS) koje sami produkuju, a koji pokazuju razlicite karakteristike
rasta i ekspresije gena u odnosu na planktonske organizme (Dubois-Brissonnet i sar., 2016). Kod
bakterija koje stvaraju biofilm strukture uocavamo kompetivne prednosti u pogledu: prezivljavanja
varijabilnih uslova spoljasnje sredine, dostupnosti nutrienata i smanjene osetljivosti na delovanje
razli¢itih antimikrobnih agenasa. Povecana antimikrobna otpornost u biofilmu moze biti stecena ili
svojstvena (sin. intrinzi¢na). SteCena antimikrobna rezistencija je omogucena transferom
ekstrahromozomalnog materijala izmedu bakterija unutar biofilma, dok je intrinzi¢na antimikrobna
rezistencija uslovljena osobenim karakteristikama formacije biofilma. Kao primer intrizni¢ne
antimikrobne otpornosti u literaturi se najéesce istice funkcija EPS matriksa u svojstvu fizi¢ke barijere
koja otezava transport antimikrobnih agensa do mesta delovanja, smanjenjem brzine prodora agensa do
¢elija (Donlan, 2001).

Mesta formiranja bakterijskih biofilmova su veoma raznolika, od zemljisnih i vodenih stanista,
do zivih tkiva poput srcanih zalistaka, pluca pacijenata sa cisti¢cnom fibrozom i srednjeg uha bolesnika
sa perzistentnom otitis mediom (Donlan, 2001). Biofilmovi se takode mogu javiti na zubnim povr$inama
kao i na ranama (Hgiby i sar., 2010). Nadalje, bakterije mogu formirati biofilmove na opremi za obradu
i pakovanje hrane. Pojavljivanje biofilmova u medicinskim institucijama i u prehrambenim industrijama
opravdava Cesta istrazivanja usmerena ka kontroli i spre¢avanju njihovog formiranja (Peeters i sar., 2008;
Sandasi i sar., 2011).
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1.7.2. Formiranje biofilma

Formiranje biofilma zapocinje sa reverzibilnim vezivanjem planktonskih mikroorganizama za
¢vrstu povrSinu (Slika 3). Nakon ovoga sledi ireverzibilno vezivanje za odgovarajuéu povrSinu i
formiranje mikrokolonija. Oko mikrokolonija formira se polimerni matriks izgraden od vancelijskih
supstanci. Zreo biofim koji predstavlja sledecu fazu u procesu formiranja javlja se u obliku struktura
nalik pecurkama i tornjevima. U ovom stadijumu javljaju se vodeni kanali koji omogucavaju dotok
kiseonika i nutrijenata centralnim ¢elijama zrelog biofilma. Vodeni kanali su neophodni za pravilno
funkcionisanje biofilm zajednice usled toga Sto je stratifikacija koncentracije kiseonika, metabolicke
aktivnosti, sinteze proteina i Celijskog rasta veoma izrazena. Centralne slojeve biofilma odlikuju
anaerobni uslovi, izostajanje bakterijskog rasta kao i niska metaboli¢ka aktivnost (Donlan, 2001, Heiby
i sar., 2010; Taraszkiewicz i sar., 2012).

{ G
. Planktonske celije | f
i anktonske celij /

S "r‘,'\“-?? Disperzija |
biofilma

wi;;érzibilna %Prolifcmcija i formiranje |
adhezija | mikrokolonija

Maturacija
biofilma

Slika 3. Proces formiranja biofilma (preuzeto iz Karaguler i sar, 2017).
1.7.3. Degradacija biofilma

Degradacija biofilma odvija se na slede¢e nac¢ine: uklanjanjem formiranog biofilma mehanickim
putem, razgradnjom posredovanom enzimima ili interferiranjem sa ,,quorum sensing” (QS) signalnim
putevima. Migracija Celija sa zrelog biofilma, u formi oslobodenih planktonskih celija, je regularna
pojava u ciklusu formiranja i Sirenja bakterijskih biofilm infekcija. Pokretljivost bakterija je narocito
bitna u ovom koraku. Kod P. aeruginosa trzaju¢e kretanje (eng. swarming motility) pored disperzije
omogucava i realizaciju prvog koraka u formiranju biofilma - invaziju i adheziju na razliitim
povrSinama. Trzajuce kretanje se definiSe kao forma pokreta nastalih usled aktivnosti flagela (Chu i sar.,
2013).
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1.7.4. Komunikacija bakterija u biofilmu (QS signalizacija)

Kao $to je ve¢ pomenuto, formiranje, sazrevanje i disperzija biofilma regulisana je
medubakterijskom komunikacijom, odnosno QS signalizacijom (Vasavi i sar., 2017). Takode,
bioluminiscencija, trzajuce kretanje, produkcija pigmenata, kao i procesi uklju¢eni u interakciji patogena
sa domac¢inom su pod kontrolom QS sistema (Chu i sar., 2013). Bakterijska komunikacija se zasniva na
sintezi i odgovoru na sintetisane signalne molekule, takozvane autoinducere. Bakterije produkuju i
detektuju QS molekule nakon dostizanja kriti¢ne brojnosti na ogranicenom prostoru (Dong i Zhang,
2005). QS molekuli Gram pozitivnih bakterija su mali peptidi, dok su QS molekuli Gram negativnih
bakterija N-acil-L-homoserin laktoni (AHL).

Kod P. aeruginosa PAO1 QS se zasniva na Cetiri razli¢ita sistema medubakterijske komunikacije:
Las, Rhl, Pgs i 1QS. Navedeni sistemi su povezani kroz hijerarhijsku kaskadu dogadaja koji kontrolisu
faktore virulencije i druge fizioloSke procese (Aleksi¢ i sar., 2018). Las i Rhl sistemi sadrze
autoinducerske sintetaze (Lasl i Rhll), DNK vezujuée transkripcione aktivatore/receptorne proteine
(LasR i RhIR) i gene koji su odgovorni za sintezu QS proteina (Slika 4). U citoplazmi P. aeruginosa
poseduje autoinducerske sintetaze Luxl tipa i receptore LuxR tipa. LuxIR tip QS signalizacije
omogucava ekstracelularno i intracelularno nagomilavanje autoinducera (Venturi, 2006).

AHL auoinduceri prolaze kroz ¢elijsku membranu slobodnim difundovanjem, radom efluks
pumpi ili pomo¢u membranskih vezikula. Nac¢in prolaska kroz ¢elijsku membranu je uslovljen duzinom
acil lanaca (Pearson i sar., 1999). Nakon dostizanja kritine brojnosti autoinduceri se vezuju za
receptorne proteine koji su smesteni u citoplazmi bakterijske ¢elije. Formirani kompleks receptora i
autoinducera se vezuje za regulatorne elemente ciljnih gena i vrSi transkripcionu aktivaciju.
Pojednostavljeno posmatrano, QS receptori su ujedno i AHL-zavisni transkripcioni faktori. Autoinduceri
su neophodni za transkripcionu aktivaciju i dimerizaciju receptora LasR, dok RhIR ne zahteva prisustvo
autoinducera za dimerizaciju (Schuster i Greenberg, 2006). Dalje, sintetaza Lasl produkuje N-(3-
oksododekanoil)-L-homoserin laktone (3-okso-C12-HSL) koji se nakon dostizanja kritiéne brojnosti
vezuje za LasR receptorni protein. Rhll omoguéava sintezu N-butiril-L-homoserin laktone (C4-HSL)
koji se nakon dostizanja kriticne brojnosti vezuju za RhIR. Aktivirani LasR i RhIR vrse ulogu
transkripcionih faktora i reguliSu aktivaciju specifiénih gena za sopstvenu biosintezu i sintezu LasB
elastaze, LasA proteaza, pioverdina, fosfolipaze C, egzotoksina A, hidrogen cijanida, ramnolipida i
piocijanina (McKnight i sar., 2000; Annapoorani i sar., 2012; Welsh i sar., 2015; Moradali i sar., 2017).

Sinteza piocijanina, lektina A, hidrogen cianida i ramnolipida regulisana je i Pgs sistemom,
posredstvom autoinducera 2-heptil-3-hidroksi-4-hinolona (PQS) (eng. Pseudomonas Quinolone Signal)
(Welsh i sar., 2015; Wilder i sar 2011). Autoinducer PQS nastaje hidroksilacijom 2-heptil-4-hinolona
(HHQ) koju katalizuje PqH, NADH-zavisna flavin monooksigenaza, dok je za nastanak HHQ zasluzna
aktivnost enzima PqsA—D. Autoinduceri PQS i HHQ se vezuju za PgsR receptor (eng. multiple virulence
factor regulator; sin. MvfR). PgsR receptor sa autoinducerima deluje kao transkripcioni faktor i vezuje
se za ciljne gene. Na ovaj nac¢in PQS i HHQ uti¢u na sopstvenu biosintezu i razlicite faktore virulencije
(Wagner i sar., 2016; Schitz i Empting (2018).

Nadalje, u radu Cornelis (2019) osporeno je da su produkti gena ambABCDE odgovorni za
sintezu 1QS signalnog molekula (2- (2- hidroksilfenil)- tiazol- 4- karbaldehid) i da je 1QS sistem Las-
nezavisni na¢in produkcije piocijanina. Literaturni podaci o 1QS sistemu su veoma oskudni.
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Slika 4. Las, Rhl, Pgs i 1QS QS sistemi kod P. aeruginosa PAOL. AprA, alkalna proteaza; Pyd,
pioverdin; PLC, fosfolipaza C; Tox, toksin A; LasA, LasA proteaza; LasB, LasB elastasa; HCN, hidrogen
cianid; Pyo, piocijanin; Rhld, ramnolipidi; Lec A, lektin A; Pc sinteza, sinteza piocelina (eng. pyochelin);
CM, citoplazmati¢éna membrana; OM, spoljaSnja membrana. T1SS/T2SS, tip 1 i 2 sekrecioni sistemi;
PvdRT-Opm, PvdRT-OpmQ efluks pumpa. Kruzi¢i predstavljaju autoiducere. Isprekidana linija sa
strelicom predstavlja pozitivnu regulaciju; isprekidana linija sa vertikalnom crtom na kraju predstavlja

negativnu regulaciju (Moradali i sar., 2017).

Dodatno kod P. aeruginosa nivo AHL QS je regulisan od strane razli¢itih globalnih regulatornih
faktora poput: CAMP receptor regulatornog proteina Vfr, stacionarno faznog sigma faktora RpoS,
alternativnog sigma faktora RpoN, dva LuxR homologna proteina (QscR i VgsR), posttranskripcionih
regulatora RsmA i DksA, transkripcionih regulatornih proteina RsaL i MvaT, regulatornog proteina PprB

i dvokomponentnog regulatornog sistema GacA-GacS (Slika 5) (Venturi, 2006) .
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Slika 5. Regulacija Las i Rhl QS sistema P. aeruginosa (Venturi, 2006).
Opste posmatrano, postoje tri nacina preko kojih je moguce ometati QS signalizaciju:
1) blokiranjem sinteze autoinducera, delovanjem na Lasl, Rhll ili PgsABCD i PgsH,

2) degradacijom autoinducera posredstvom enzima i uklanjanjem autoinducera posredstvom
antitela

3) ometanjem receptora, delovanjem na LasR, RhIR i MvfR/PgsR (Wagner i sar., 2016;
Rémy i sar., 2018).

U literturi, ometanje QS signalizacije je oznaceno kao quorum quenching (QQ) (Rémy i sar.,
2018; Krzyzek 2019). Kako QS i QQ predstavljaju dva antipodna procesa popularno se nazivaju i kao
,jin i jang medubakterijske komunikacije”. Agensi koji ometaju QS nazvani su QS inhibitori. Medu QS
inhibitorima nalaze se razli¢iti polifenoli biljnog porekla, enzimi, peptidi, antitela, kao i antibiotik
azitromicin (Rémy i sar., 2018).
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1.8.  Antimikrobni agensi biljnog porekla

Biljni ekstrakti predstavljaju kompleksne meSavine mnogovrsnih konstituenata, usled cega
razli¢itim mehanizmima ispoljavaju antimikrobne efekte. Pored direktnog ubijanja bakterija, atenuacija
virulencije remecenjem QS signalnih puteva, QS inhibitorima, predstavlja jo§ jedan pokusaj kontrole
patogena. Podrobnije, destrukcija celijskog zida, modifikacija aktivnih mesta receptora - povecanje
afiniteta prema antibioticima, remecenje efluks pumpi, povecanje permeabilnosti ¢elijske membrane,
sprec¢avanje biosinteze specifi¢nih ¢elijskih kostituenata, inhibicija sinteze specifi¢nih enzima, atenuacija
virulencije, ukljucujuéi i sprecavanje produkcije toksina, neki su od mehanizama kojim biljni ekstrakti
onemogucavaju infektivnost patogenih bakterija i omogucavaju njihovo suzbijanje (Gonzélez-Lamothe
i sar., 2009; Rai i Kon, 2013). Dalje, antifungalni efekti ekstrakata naj¢eS¢e ukljucuju sledece
mehanizme: zaustavljanje celijske deobe, inhibiciju vijabilnosti spora, remecenje Celijskog disanja,
disrupciju ¢elijske membrane i dezintegraciju ¢elijskog zida (inhibicijom sinteze 1,3 B-glukana i hitina).
Ekstrakti ili njihovi konstituenti koji pokazuju znacajnu antimikrobnu aktivnost u netoksi¢nim dozama
u pocetnim skrining testovima su poznati pod nazivom ,,hit” (Cos i sar., 2006; Rai i Kon, 2013). Smatra
se da ekstrakte odlikuje antimikrobna aktivnost ako ispoljavaju bakteriostatski efekat pri koncentracijama
ispod 1 mg/mL (Rai i Kon, 2013).

Dalje, pojedine studije pokazuju da biljni ekstrakti mogu poboljsati aktivnost antibiotika, poput
streptomicina (Str) (Palaksha i sar., 2010). Decenijama kori$¢en antibiotik Str je aminoglikozid i najcesce
inhibira sintezu proteina vezivanjem za 30S subjedinicu ribozoma (Mori¢ i sar., 2010; Rai i Kon, 2013).

Biljni ekstrakti, pored uloge u suzbijanju infekcija, mogu se Kkoristiti i za spreavanje rasta
mikroorganizama u razli¢itim namirnicama, ¢ime se Cuvaju organoleptic¢ke Kkarakteristike hrane
(Chitarrini i sar., 2014).

1.9.  Antikancerski agensi prirodnog porekla i principi njihovog delovanja

Prvi koncept hemioprevencije pojavljuje se 1951. godine nakon §to je ustanovljeno smanjenje
stope karcinoma kod glodara kojima su simultano davani antikarcinogeni i karcinogeni ksenobiotici
(Zhang, 2006). Najcesce korisceni citostatici izvorno biljnog porekla su paklitaksel poreklom iz Taxus
brevifolia, kamptotecin izolovan iz Camptotheca acuminata, kao i vinblastin i vinkristin (vinka alkaloidi)
koji su po prvi put detektovani u Catharanthus roseus (Weaver, 2014; Tewar i sar., 2019). Tradicionalna
upotreba C. acuminata i vrste roda Taxus u leCenju karcinoma zabelezena je u Kini, odnosno u
centralnom delu Himalaja. Medutim, otkri¢e antikancerskog potencijala vinblastina i vinkristina iz C.
roseus nije zasnovano na etnofarmakoloskoj upotrebi. Kao rezultat bioloskih testova sprovedenih radi
ispitivanja hipoglikemijskog efekta, u cilju validacije navedene upotrebe C. roseus u tradicionalnoj
medicini, neocekivano je dokazan veoma izrazen citotoksi¢ni efekat koji je usmerio dalja istrazivanja ka
ispitivanju antikancerskog potencijala (Leonti i sar., 2017). Kao §to se moze videti iz navedenog,
narodna medicina raspolaze znacajnom koli¢inom podataka koji mogu posluziti kod odabira polaznog
materijala sa svrhom ispitivanja hemioterapeutskog potencijala, ali takode treba obratiti paznju na
razlic¢ite fitofarmakoloSke karakteristike biljaka koje mogu posluziti kao pokazatelji moguce
antikancerske aktivnosti. Uzevsi u obzir ideju funkcionalne veze izmedu kancera i oksidativnog stresa,
koja se narocito isti¢e u danasnje vreme, sposobnost modelovanja ¢elijskog odgovora na oksidativni stres
moze sugerisati na hemioterapeutske sposobnosti same biljke ili biljnih konstituenata. Biljni polifenolni
konstituenti, usled njihove kompleksne hemijske strukture, mogu remetiti procese maligne
transformacije pomocu nekoliko razli¢itih mehanizama: modifikacijom redoks statusa celije,
modelovanjem bazalnih ¢elijskih funkcija i onkogenih signalnih puteva (Dai i Mumper, 2010; Tewar i
sar, 2019). Detaljnije posmatrano, usled pove¢anog nivoa endogenog oksidativnog stresa redoks status
malignih ¢elija je izmenjen u odnosu na normale éelije. U Zivoj éeliji Fe®* i Cu?* su joni metala koji
ucestvuju u najvise redoks reakcija. Jedan od puteva modifikacije redoks statusa ¢elije polifenolima
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uklju¢uje mobilizaciju endogenog Cu?* iz hromatina posredstvom metal helirajuéih agenasa, pri ¢emu se
u ovom procesu stvaraju ROS koji dovode do remecenja strukture i fragmentacije DNK molekula (Hadi
i sar., 2007). Kako je nivo Cu?* znatno veéi u malignim u odnosu na normalne ¢elije, navedeni proces
ukazuje na moguénost selektivnosti biljnih antikancerskih agenasa. Dalje, ve¢ina antikancerskih agenasa
koja izaziva oksidativni stres, a time i posledi¢no degradaciju DNK, uvodi ¢elije uglavnom u kasnu
apoptozu. Apoptoza koja je indukovana antikancerskim agensima naziva se jos i farmakoloska smrt, radi
distinkcije od fizioloski indukovane apoptoze (Ullah i sar., 2011). U mehanizme modelovanja bazalnih
¢elijskih funkcija se ubrajaju: inhibicija aktivnosti enzima koji ispoljavaju aktivnost na DNK molekulu,
poput DNK topoizomeraza | i Il, remecenje umnozavanja DNK molekula, zaustavljanje celijskog
ciklusa, modulacija nivoa polimerizacije mikrotubula, inhibicija aktivnosti enzima koji uéestvuju u
posttranslacionoj modifikaciji proteina, poput farneziltransferaza?, inhibicija lipooksigenaza i adenozin
deaminaza, kao i izazivanje promena u regulaciji signalnih puteva koji kontroliSu angiogenezu, invaziju
i metastazu malignih ¢elija (Slika 6) (Tewar i sar., 2019).

Specifi¢no vezivanje
DNK sekvenci

DNK DNK
polimer: aza topoizomel aza
Fameziltransferaza
Mlkrotubule
Hemoterapeuﬂcl , Translacija
prlrodnog porekla ' l proteina
Adenozin
deaminaza
@Y
Y &
(5) M)
e Lipooksigenaza i
— - ciklin D1 ekspresija
\G]\ g GO)

Slika 6. Neki od mehanizama delovanja razli¢itih hemoterapeutika prirodnog porekla
(prilagodeno prema Tewar i sar., 2019).

1.10. Doksorubicin

Doksorubicin (D) (drugacije nazvan adriamicin) je antraciklinski antibiotik znacajne
antineoplasti¢ne efikasnosti, koji je izvorno dobijen iz mutiranog soja Streptomyces peucetius (Choi i
sar., 2007; Rai i sar., 2016; Tewar i sar., 2019). D ispoljava razli¢ite mehanizme delovanja: uzrokuje
stvaranje dvolancanih prekida na molekulu DNK, remeti aktivnost DNK topoizomeraze Il i doprinosi
stvaranju slobodnih radikala u ¢eliji (Ichihara i sar., 2007; Tong i sar., 2012; Lee i sar., 2015). U
hemioterapiji ovaj citostatik predstavlja lek izbora u leCenju mnogih maligniteta, ukljucujuci i
hepatocelularni karcinom (Zhu, 2006). Medutim, primena D za sobom povlaci razli¢ite kontraindikacije

4 Inhibicijom farneziltransferaza se spre¢ava izoprenilacija Ras proteina (Lebowitz i Prendergast, 1998).
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poput kardiomiopatije, hepatotoksi¢nosti i nefrotoksi¢nosti (Xin i sar., 2011; Eid i sar., 2012; Srdi¢ Raji¢
i sar., 2016; Raghunath i sar., 2018; Pavi¢ i sar., 2019). Stavise, uspesnost delovanja D ograni¢ena je i
sve ces¢om pojavom rezistencije kod kancerskih ¢elija. Sa svrhom smanjenja toksi¢nosti citostatika,
tokom le¢enja maligniteta primenjuje se Simultana upotreba hemioterapeutika i adjuvantnih agenasa koje
odlikuju proapoptotska i prooksidativna svojstva prema kancerskim celijama. Prilikom ispitivanja
adjuvantnih sredstava posebna paznja se usmerava na biljne ekstrakte i njihove produkte. Kao primer
navedenog istie se moguénost senzitizacije kancerskih c¢elija na D rezveratrolom, supstancom
izolovanom iz Polygonum cuspidatum (Hashemzaei i sar., 2016; Rai i sar., 2016).

1.11. Apoptoza

Programirana ¢elijska smrt, apoptoza, je nenadmasno bitan homeostatski mehanizam. Prisutna je
u normalnim fiziolo§kim i patoloskim stanjima. Termin apoptoza je prvi put upotrebljen 1972. godine
kako bi se precizno opisao odredeni morfoloski tip ¢elijske smrti. Karakteristike apoptoti¢nih cCelija
ukljucuju: smanjenje celijske zapremine, kondenzaciju hromatina, cepanje jedarne DNK, formiranje
velikih citoplazmati¢nih vezikula, takozvanih apoptotskih tela, izostanak inflamacije i zadrzavanje
intaktnosti ¢elijske membrane, pri ¢emu dolazi do premesStanja fosfatidil-serina sa unutrasnje na
spoljasnju stranu ¢elijske membrane (Elmore, 2007). Apoptoza je energetski zahtevan proces. Glavni
apoptotski signalni putevi su intrizni¢ni/unutrasnji (mitohondrijalni put) i ekstrinzi¢ni/spoljasnji
(kaskada receptora smrti) (Dong i sar., 2018). Oba kaskadna puta, unutrasnji i spoljasnji, ukljuc¢uju
aktivnost odredenih proteolitickih enzima, kaspaza, pri ¢emu i u jednom i u drugom putu kaspaza 3 ima
ulogu egzekutorne kaspaze (dovodi do razgradnje velikog broja celijskih proteina i posledi¢no do
fragmentacije DNK). Kaspaza 3 aktivira endonukleazu CAD (eng. caspase-activated DNase) koja
zajedno sa endonukleazom G vrsi fragmentiaciju DNK molekula. Aktivacija mitohondrijalnog puta
zavisi od aktivnosti proapoptotskih i antiapoptotskih gena Bcl-2 familije. Kao anti-apoptotski geni isti¢u
se: Bcl-2, Bcl-x, Bel-XL, Bel-XS, Bel-w i BAG, dok su u proapoptotske gene svrstani: Bcl-10, Bax, Bak,
Bid, Bad, Bim, Bik, i BIk. Prvootkriveni ¢lan familije Bcl-2 je protein Bcl-2 (eng. B-cell
leukemia/lymphoma 2) ¢ija je uloga onemogucavanje izlazaka citohroma ¢ iz mitohondrija. Citohrom C
je kljuéni activator izvrSne faze procesa apoptoze koji posledi¢no aktivira kaspazu 3. Aktivnost Bcl-2
familije gena regulisana je u velikoj meri tumor supresornim genom p53 (Elmore, 2007). Usled DNK
oStec¢enja p53 gen pokrece kaskadu dogadaja koja dovodi do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa, prilikom
Cega ili dolazi do reparacije DNK ili, ako se oSte¢enja ne mogu popraviti, do pokretanja apoptoze (Stark
i Taylor, 2004). Jedan od nacina pokretanja apoptoze regulisan signalnim putevima koji su pod
kontrolom p53 gena uklju¢uje nagomilavanje slobodno radikalskih vrsta koje su, kao $to je ve¢ istaknuto,
izrazito potentni aktivatori apoptoze (Tsang i sar., 2003; Dong i sar., 2018). Pored ROS sirok spektar
stimulansa moze podstaci ulazak ¢elija u apoptozu. Medutim, drugacija jacina istog stimulansa moze
uzrokovati razliCiti tip Celijske smrti, dakle ne mora nuZzno izazvati apoptozu. Tako na primer,
hemioterapeutici u nizim koncentracijama mogu dovesti do farmakoloske apoptoze, dok u veéim
koncentracijama uvode ¢elije u nekrozu. Nekroza, za razliku od apoptoze, je energetski pasivan proces
izazvan spoljaSnjim faktorima koji obuhvata veci broj celija. Nekroti€ne celije odlikuje bubrenje,
disruptivnost ¢elijske membrane, curenje citoplazme van Celije 1 prisutnost inflamacije. Proces apoptoze
zavrSava se fagocitiranjem apoptotskih telasca, fragmentisanih kasno apoptoti¢nih ¢elija koje obavijaju
membrane. Fagocitozu vr$e makrofagi i druge ¢elije parenhima ili okolne ¢elije (EImore, 2007).

1.12.  Celijski ciklus

Celijski ciklus je podeljen u pet poznatih faza: G1, S, G2, M i GO. G1 faza (eng. G oznacava gap-
raskorak, meduprostor) je period pripreme celija za replikaciju DNK molekula i uklju¢uje povecanje
¢elijske mase (Slika 7). Sinteza DNK se odvija u S fazi ¢elijskog ciklusa (S oznacava sintezu). Nakon S
faze sledi G2 faza u kojoj se ¢elije pripremaju za ulazak u mitozu (M oznacava mitozu). U toku M faze
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odvija se kariokineza, podela jedarnog materijala i citokineza, podela citoplazme. Nakon deobe,
novonastale ¢elije ne moraju odmah krenuti pripremu za sintezu DNK molekula, nego mogu prec¢i u GO
fazu. Kada su u GO fazi, ¢elije su u stanju mirovanja (eng. resting state), bez rasta i proliferacije
(Vermeulen i sar., 2003; Barnum i O’Connell, 2014; Alimbetov i sar., 2018).

Izmedu navedenih faza nalaze se kontrolne tacke u kojim se revidira ¢elijska deoba, odnosno u
kojim se proverava integritet celijskih komponenti i verodostojnost DNK sinteze. Kao §to je veé
istaknuto, zastoj ¢elija u odredenom segmentu celijskog ciklusa deSava se kako bi se omogucila
reparacija oSteCene DNK ili, ako reparacija nije moguca, da se onemoguci dalja progresija ¢elijskog
ciklusa, pri ¢emu se pokre¢u mehanizmi programirane celijske smrti (Stark 1 Taylor, 2004). Kontrolne
taCke provere oSte¢enja DNK su pozicionirane pre ulaska ¢elija u S fazu, zatim nakon DNK replikacije,
a takode su prisutne kontrolne tacke provere DNK ostec¢enja tokom S i M faze (Vermeulen i sar., 2003).

Nesmetano odvijanje c¢elijskog ciklusa ukljuéuje prisustvo ciklin zavisnih kinaza (CDK) ¢iju
aktivnost regulisu CDK inhibitori i vezivanje ciklina (Vermeulen i sar., 2003; Alimbetov i sar., 2018).
Glavna uloga CDK, nakon formiranja kompleksa sa ciklinima, je fosforilacija proteina, poput proteina
retinoblastoma (pRb) koji uslovljava transkripciju gena neophodnih za pravilno odvijanje ¢elijskog
ciklusa. Do sada je okarakterisano devet CDK (CDK1-CDKJ9) koje imaju bitnu ulogu kako u ¢elijskom
ciklusu tako i u apoptozi. Poremecaj aktivnosti CDK detektovan je u mnogim tipovima malignih Celija,
ukljucujudi i €elije pluénog i hepatocelularnog karcinoma (Alimbetov 1 sar., 2018).
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Slika 7. Faze ¢elijskog ciklusa (preuzeto iz Vermeulen i sar., 2003). Mesta delovanja CDK su
kontrolne tacke ¢elijskog ciklusa.

B>

1.13. Oksidativni stres i antioksidativna zaStita

Oksidativni stres, naruSena ravnoteza izmedu stvaranja reaktivnih molekulskih vrsta i njihovog
neutralisanja, je uzrocnik mnogih biohemijskih promena koje mogu rezultirati ozbiljnim poremecajima
organskih sistema, uklju¢ujuci i nastanak kancera (Mimica-Duki¢ i sar., 2010; Badhani i sar., 2015;
Miti¢-Culafié i sar., 2016). Smatra se da je ¢elija u stanju oksidativnog stresa onda kada koncentracija
reaktivnih molekulskih vrsta nadmasuje normalan fizioloski nivo. Normalan celijski metabolizam
predstavlja znac¢ajan izvor reaktivnih molekulskih vrsta (Birben i sar., 2012). Neki od procesa u kojima
se akumuliraju ROS su: mitohondrijalni put apoptoze, oksidativni mehanizam unutarcelijskog
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uni$tavanja mikroorganizama posredovan fagocitozom, metabolizam ksenobiotika i ¢elijsko disanje
(Matés i sar., 1999; Hamanaka i Chandel, 2010). Medu najpotentnijim ROS molekulima koji nastaju u
navedenim procesima izdvajaju se: superoksid anjon (O2 ), hidroksil radikal ("OH) i vodonik peroksid
(H202). Neutralizacija ROS sprovodi se zahvaljuju¢i aktivnosti antioksidativnih enzima i antioksidanata
(Birben i sar., 2012). Veoma bitni enzimi antioksidativne zastite su superoksid dismutaza (SOD) I
katalaza (KAT). SOD katalizuje dismutaciju superoksid anjon radikala do vodonik peroksida i kiseonika,
a nastali vodonik peroksid se dalje razlaze do vode i kiseonika uz pomo¢ KAT. Kod ljudi postoje tri SOD
izoforme: citosolna (Cu/Zn-SOD, poznata i pod nazivom SOD1), mitohondrijalna (Mn-SOD, SOD?2) i
ekstracelularna (EC-SOD), koje se, kao S§to se prema prilozenom vidi, razlikuju prema lokalizaciji u
¢eliji. Detaljnije posmatrano, kofaktori kod SOD1 i EC-SOD su cink i bakar, dok SOD2 sadrzi mangan.
Cu/Zn-SOD se sastoji od 2 identi¢ne subjedinice (32 kDa) koje u aktivnom centru sadrze atome Zn i Cu
koji su spojeni histidinskim ostacima. Mn-SOD je homotetramer (96 kDa) ¢ija subjedinica sadrzi Mn,
atom koji menja valencu od (II) do (II1) i obrnuto tokom dvostepene dismutacije superoksid anjona
(Matés i sar., 1999). Kako antioksidativni enzimi igraju bitnu ulogu u odrzavanju ¢elijske homeostaze,
postojali su mnogobrojni pokusaji upotrebe SOD kao medikamenta, ali su oni rezultirali neuspehom.
Enzimi, generalno posmatrano, su losi kandidati za potencijalne lekove usled: visoke cene dobijanja,
problema asociranih sa stabilnoséu i pre¢is¢avanjem, onemogucene oralne aplikacije i slabih
farmakokinetickih sposobnosti (Hybertson 1 sar., 2011). Medutim, kako biljne droge 1 bioloski aktivne
komponente biljka mogu aktivirati enzimske antioksidativne sisteme ¢oveka, prisutan je trend ispitivanja
antioksidativnog efekta biljnih ekstrakata. Takode, treba ista¢i da pored moguénosti indukcije enzima
antioksidativne zaStite, biljke predstavljaju znaCajan izvor antioksidanata. lzrazito bitna grupa
antioksidanata su polifenolna jedinjenja u koje se ubrajaju: flavonoidi, terpenoidi (monoterpeni,
seskviterpeni i diterpeni), fenolne kiseline, ligandi, stilbeni i tanini. Benefitni efekat flavonoida na
ljudsko zdravlje isticu mnoge studije. Veza izmedu poveéanog unosa flavonoida putem hrane i
smanjenog rizika pojavljivanja hroni¢nih bolesti i kancera je istaknuta u mnogobrojnim naué¢nim
studijama (Le Marchand, 2002; Romagnolo i Selmin, 2012; Zhu, 2016;).

1.14. Regulacija antioksidativne zastite Keapl-Nrf2 signalnim putem

Odrzavanje Celijske redoks homeostaze i prevencija bolesti koje se mogu razviti usled delovanja
oksidativnog stresa omogucene su pravilnim funkcionisanjem komponenata Keap1-Nrf2 signalnog puta.
Navedeni signalni put se zasniva na tri glavne komponente: elementima antioksidativnog odgovora (eng.
antioxidative response element, ARE) - kratkim DNK sekvencama u promotornom regionu onih gena
Cija Ce se transkripcija aktivirati, Nrf2 (eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) i Keapl genskim
produktima (eng. Kelch-like ECH associated protein 1).

Nrf2 je 1994. godine identifikovan kao transkripcioni faktor koji reguliSe ekspresiju beta-
globulinskih gena (Hybertson i sar., 2011). Dosada$nja saznanja ukazuju da Nrf2 reguliSe ekspresiju
velikog broja gena, u ¢ije produkte se ubrajaju: NAD(P)H hinon-oksidoreduktaza 1 (NQO1), glutation
S-transferaza (GST), y-glutamilcistein sintetaza (GCS), UDP-glukuronoziltransferaza (UGT), epoksid
hidrolaza, SOD1, SOD2 i KAT (Thimmulappa i sar., 2002). Nrf2 pripada familiji regulatornih proteina
(eng. Cap ‘n’ Collar, CNC) i za njega je karakteristi¢an motiv leucinskog ,,rajfeslusa” (leucine-zipper).
Ova familija ukljucuje jo$ i Nrfl (eng. nuclear factor-erythroid derived 2-related factor 1) NF-E2 (eng.
nuclear factor-erythroid derived 2), Nrf3, kao i Bachl i Bach2 proteine (Zhang, 2006, Zhu, 2016). Nrf2
je protein u ¢iji sastav ulazi 605 amino kiselina i sastoji se od 7 domena (Neh1-7) (Tabela 4; Slika 8A)
(Raghunath i sar., 2018).
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Tokom normalnih fizioloskih uslova Keapl funkcioniSe kao negativni regulator Nrf2
transkripcionog faktora, odnosno kao njegov proteinski inhibitor®. Keap1l je protein bogat cisteinskim
ostacima, pri cemu C151, C273 i C288 imaju presudnu ulogu u promeni konformacije Keapl proteina
(Kansanen i sar., 2013). Poznato je da cistein usled prisustva tiolne (sulfhidridne grupe) odlikuje znacajna
reaktivnost i da razli¢iti bioloski procesi zahtevaju njegovo prisustvo. Keap1 ima 3 domena, svaki domen
sadrzi cisteinske ostatke, kod ljudi se nalazi ukupno 27 cistenskih ostataka u okviru navedenog proteina
(Tabela 5, Slika 8B). IVR domen sadrzi cisteinske ostatke koji predstavljaju redoks senzore. U
citoplazmi Keapl odrzava nizak nivo Nrf2 preko ubikvitin-proteozomalnog degradacionog sistema
(Raghunath i sar., 2018). Podrobnije posmatrano, veza Keapl i Cul3-Rbx1-E3 ligaznog kompleksa vodi
ka vezivanju ubikvitina i lizinskih ostataka Neh2 domena Nrf2 proteina, $to rezultira ubikvitinacijom i
proteozomalnom degradacijom Nrf2 proteina (Zhu, 2016).

Sa druge strane, aktivacija Nrf2 je omogucena nakon kovalentne modifikacije cisteina Keapl
proteina, pri ¢emu se Nrf2 oslobada od Keap1 regulatornog kompleksa. Fosforilisan Nrf2 se premesta iz
citoplazme u jedro gde zajedno sa Maf (eng. musculo aponeurotic fibrosarcoma) proteinima formira
heterodimerni kompleks koji se vezuje za ARE (Zhu, 2016; Raghunath i sar., 2018).

Postoje razli¢ite diskusije preciznog mehanizma kojim Keapl reguliSe aktivnost Nrf2.
Najzastupljenija su dva modela: ,,8arka i reza” i Cul3-Keapl disocijacija. U oba modela stabilizacija i
akumulacija Nrf2, pracena njegovom translokacijom u jedro, je omoguéena sprecavanjem ubikvitinacije.
U modelu ,,8arka i reza” Nrf2 i Keap1 stupaju najpre u otvorenu, a nakon toga i u zatvorenu konformaciju.
U otvorenoj konformaciji, Nrf2 se preko ETGE motiva Neh2 domena vezuje za jedan kraj dimera Keap1l.
U ovom stadijumu Nrf2 nije podvrgnut ubikvitinaciji. Nakon toga, DLG motiv Neh2 domena Nrf2
transkripcionog faktora se vezuje za drugi kraj dimera Keapl pri ¢emu se formira zatvorena
konformacija. Kao posledica toga dolazi do ubikvitinacije Nrf2 preko Cul3-Rbx1-E3 ligaznog
kompleksa, sto je okida¢ za njegovu degradaciju. Ciklus vezivanja i degradacije Nrf2 se ponavlja. Kada
je ¢elija izloZena oksidativnom stresu, ROS dovodi do oksidacije Keap1 cisteinskih ostataka §to rezultira
konformacionim promenama Keapl proteina. Keapl je i dalje vezan za DLG motiv, medutim veza
izmedu ETGE motiva Nrf2 proteina i Kelch domena Keapl proteina se gubi. Interakcija sa ubikvitin
konjugativnim enzimima je onemogucena usled cega izostaje ubikvitinacija Nrf2, Sto vodi ka
zaustavljanju ciklusa degradacije i akumuliranju Nrf2.

U Cul3-Keapl modelu disociranja, u uslovima oksidativnog stresa interakcija izmedu Keapl1 i
Cul3 je onemogucena inducerima poput tert-butilhidrokvinona (tBHQ) ili eikosapentenoi¢cnom
kiselinom (EPA), Sto takode rezultira izostankom ubikvitinacije Nrf2. Veoma bitnu ulogu u ovom
modelu igra cistein 151 u BTB domenu Keapl proteina (Kansanen i sar., 2013; Zhu i sar., 2016).

Konstitutivna ekspresija Nrf2 gena pracena inaktivacijom Keapl represora detektovana je kod
razlicitih tipova malignih ¢elija, ukljuujuci i hepatocelularne i ¢elije pluénog adenokarcinoma (Gao i
sar., 2013; Raghunath i sar., 2018). Konstitutivnu ekspresiju Nrf2 gena uzrokuju sledec¢i procesi:
somatske mutacije Keapl ili Nrf2 gena koje dovode do poremecaja interakcije izmedu njihovih
proteinskih produkata, epigenetske modifikacije Keapl gena, poput hipermetilacije, akumulacija
disruptornih proteina poput p62 i p21, posttranslaciona modifikacija cisteinskih ostataka Keapl proteina
sukcinilacijom, indukcija transkripcije Nrf2 gena izazvana onkogenima, poput Kras®'?P (Kansanen i sar.,
2013). Kako je za neke biljne derivate pronadeno da pokazuju potencijal senzitizacije hemiorezistentnih
¢elija pomocu supresije Nrf2 gena (Raghunath i sar., 2018) u modernim istrazivanjima prisutan je trend
potrage za Nrf2 inhibitorima medu prirodnim agensima.

5 U literaturi Keapl je esto definisan kao protein represor, pri ¢emu je bitno zapaziti da se represija odvija na nivou
sintetisanog Nrf2 proteina, a ne na nivou transkripcije njihovih gena.
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Tabela 4. Nrf2 domeni

Domen Uloga

Nehl dimerizacija sa drugim transkripcionim faktorima; preko DNK vezuju¢eg CNC-
bZIP regiona intereaguje sa ZIP domenom malih Maf proteina i vezuje se za
DNK

Neh2 preko motiva ETGE i DLG intereaguje sa Kelch domenom Keapl gena;
preoteozomalna degradacija Nrf2- negativna regulacija

Neh3 regulatori aktivacije transkripcije sa koaktivatorima;

Neh4 regulatori aktivacije transkripcije sa koaktivatorima,;

Neh5 regulatori aktivacije transkripcije sa koaktivatorima; regulacija celijske
lokalizacije Nrf2

Neh6 redoks-insenzitivni domen, proteozomalna degradacija Nrf2 nezavisna od
Keapl

Neh7 Inhibitor transkripcije Nrf2; transrepresija

Tabela 5. Keapl domeni

Domen Uloga

BTB (eng. Bric a Brac; sin. aka POZ) posreduje u Keapl-Keapl homodimerizaciji i
asociranju sa Cul3

IVR posreduje u asociranju Cul3; predstavlja redoks senzor
usled prisustva cisteinskih ostataka; povezuje BTB i
Kelch domen

Kelch (aka DGR ili DC)* omogucava vezivanje za aktinski skelet; vezuje se za

ETGE i DLG motive Neh2 domena;

* Amino - kiselinski ostaci u Kelch domenu su tirozin (BC), triptofan (BD) i dupli-glicinski ponovci (eng.
double-glycine repeat, DGR)
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Slika 8. Strukturni domeni Nrf2 (A) i Keapl (B) proteina (preuzeto iz Raghunath i sar., 2018).
1.15. Bezbednost primene biljnih ekstrakta

Povezanost zdravlja i hrane sigurno nije novijeg datuma. Zapravo, shvatanje hrane kao leka
poznato je jos od Hipokrata, dok sam pojam funkcionalne hrane nastaje tek 1984. godine u Japanu, a
koncept ,,nutritivnih lekova” (eng. nutraceutical) se pojavljuje 1989. godine u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama (Andlauer i First, 2002; Arai i sar., 2001).

Nutritivni lekovi se definiSu kao bilo koje supstance koje se mogu smatrati hranom, a koje
ostvaruju benefitna svojstva na zdravlje korisnika, kroz prevenciju i tretman bolesti. U modernom
vremenu, narocito se istie veza izmedu industrijski neobradene hrane, antioksidativnih svojstava i
smanjene stope nastanka karcinoma (Dai i Mumper, 2010). lako industrijski neobradena hrana,
popularno prozvana i hrana prirodnog porekla, ima znac¢ajnu ulogu u prevenciji razli¢itih bolesti, ne treba
zaboraviti da ih ona neretko moze i izazivati.

Stavise, SZO isti¢e da ne treba pretpostavljati da atribut prirodno automatski oznadava sigurno
za upotrebu. Biljke uobicajeno sintetiSu Sirok spektar sekundarnih metabolita kao adaptivni odgovor na
stresne uslove, $to ukljucuje i zastitu od herbivora (Manning, 2017). Na veliki broj toksi¢nih supstanci
biljnog porekla, u koje se ubrajaju i sekundarni metaboliti biljaka, kod sisara kao imunoloski odgovor
mogu nastati alergijske reakcije. Biljke u svojstvu hrane pored alergijskih, imunoloski posredovanih
reakcija, mogu izazvati i netolerancije na funkcionalnu hranu usled poremecéaja u funkcionisanju
enzimskih sistema kod sisara. Trovanje biljkama prisutno je od kad i njihova upotreba i ono je bilo toliko
Cesto da su nastale i poznate parole koje opisuju vidljive simptome humanih intoksikacija, poput: ,,Bled
kao krpa i lud kao da je jeo bunike”®. Navedene fraze odnose se pre svega na trovanje atropinom,
alkaloidom biljnog porekla (Bhatia i sar., 2014). Poput atropina, koji se koristi kao medikament u
periarestnim aritmijama (Vincent, 1997; Panteli¢ i sar., 2014), mnoge supstance biljnog porekla u jednim

% Fraze na engleskom koje opisuju trovanje atropinom: ,,Blind as a bat, red as a beet, dry as a bone and mad as a hatter”
(Bhatia i sar., 2014).
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koncentracijiama i nacinima primene ostvaruju lekovita, a u drugim toksi¢na svojstva. Takode,
varijabilne metabolicke obrade razlicitih zivih bi¢a mogu usloviti ispoljavanje lekovitih ili toksi¢nih
svojstava odredenih supstanci ukljucujuci i onih prirodnog porekla (Watkins i Klaassen, 1986).

Tvrdnja da ,,zelena medicina” nije toliko bezbedna bez obzira na ustaljena misljenja (Tewari i
sar., 2019) i postulat da ,,doza ¢ini otrov” impliciraju pitanje bezednosti primene biljaka podfamilije
Polygonoideae u humanoj i animalnoj ishrani i medicini. Kao poseban problem istice se akcidentalna
ishrana otrovnim biljkama kod prezivara, koja ¢esto dovodi do disfunkcija bubrega i jetre, a neretko
rezultira i smrtnim ishodom, $to povlaci velike ekonomske gubitke (Bhatia i sar., 2014). U literaturi
pronalazimo da oksalacetat koji se akumulira u biljkama, izmedu ostalog i U pojedinim vrstama familije
Polygonaceae, izaziva bubrezne disfunkcije kao i promene u centralnom nervnom sistemu (Burrows i
Tyrl, 1989). Diskutovano je da ingestija P. aviculare kod konja dovodi do letalnog trovanja nitritima.
Nadalje, P. maculosa je navedena na listi otrovnih biljaka za prezivare Udhampur okruga Indije (Bhatia
I sar., 2014). U Taragandi (Australija) 2009. godine sa razli¢itih ran¢eva prijavljena je visoka stopa
uginuéa krava. Nakon detaljnih ispitivanja ovih slucajeva, koja su ukljuéila i analizu ishrane, iznet je
zakljucak da je P. lapathifolia izazvala fotosenzitivnost (toksi¢nost na kozi) i fatalnu akutnu nekrozu
jetre kod krava (Lugton i Woolacott, 2014). Nadalje, ekstrakt lis¢a P. hydropiper pokazuje toksi¢no
dejstvo na ribe (Kulakkattolickal, 1989). Sa druge strane, u Indijskoj tradicionalnoj medicini P. amphibia
se koristila kao protivotrov od trovanja opijumom (Bolotova, 2015). Takode, prema in vivo
istrazivanjima na mi$evima, B. officinalis se pokazala kao bezbedna za korisc¢enje (Ali i sar., 2015).

lako je evaluacija toksi¢nosti izazov klinicke medicine, uzevsi u obzir sve navedeno, a i usled
problema popularizacije i pogreSne interpretacije rezultata in Vitro istrazivanja koja su dovela do
idealizacije biljnih droga, ispitivanja toksi¢nosti potencijalnih biljnih medikamenata su prioritetna. Od
testova koji su ekonomicni, a uklju¢uju moguénost ekstrapolacije rezultata na sisarske modele i procenu
rizika u odredenom stepenu, isti¢e se embrionalni test toksi¢nosti na zebricama, Danio rerio. Njihov
genom odlikuje 70% homologije sa humanim genomom. U sistemu testiranja toksi¢nosti agenasa poput
potencijalnih hemioterapeutika, ovaj model omogucéava prelazak od in vitro testova ka klini¢kim
studijama (Barros i sar., 2008; Falc&o i sar., 2018). Stavise, zebrice mogu posluziti kao alat za izu¢avanje
efikasnosti hemioterapeutika na malignim ¢elijama izolovanim iz zasebnih pacijenata i introdukovanih
u embrion zebrica, $to omogucava razvijanje personalizovane hemioterapije (Van der Ent i sar., 2015).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Dosada$nja bioloska ispitivanja i etnofarmakoloSka saznanja sugeriSu da ekstrakte biljaka iz
podfamilije Poligonoideae odlikuju antimikrobna i hemioterapeutska svojstva. Medutim, literaturni
podaci o antimikrobnim, citotoksi¢nim i antioksidativnim svojstvima Poligonoideae biljaka su
nepotpuna. Vecina istrazivanja se odnosi na ispitivanja bioloskih efekata biljnih ekstrakata bez njihovog
kombinovanja sa komercijalnim antibioticima i citostaticima. Nadalje, ispitivanja antioksidativnih
efekata ovih bijaka se pre svega zasnivaju na hemijskim testovima uklanjanja slobodnih radikala, kao i
na proceni potencijala vezivanja metalnih jona. Podaci o mehanizmima delovanja ekstrakata na genskom
i ¢elijskom nivou su takode oskudni.

Shodno prethodno navedenom, osnovni ciljevi istrazivanja ove doktorske disertacije su:

analiza antimikrobnog efekta izabranih ekstrakata podfamilije Poligonoideae prema odabranim gljivama
i bakterijama, izazivacima infekcija,

analiza citotoksi¢ne aktivnosti odabranih ekstrakata pojedinacno i u kombinaciji sa konvencionalnim
citostatikom D,

ispitivanje uloge odabranih biljnih ekstrakata u odgovoru ¢elije na oksidativni stres,

procena bezbednosti upotrebe selektovanih biljnih ekstrakata.

Da bi se realizovali glavni ciljevi, definisani su i brojni konkretni podciljevi, koji ukljucuju ispitivanja:
- antifungalnog efekta ekstrakata na gljive, biljne i humane patogene,

- antibakterijskog efekta ekstrakata na odabrane sojeve bakterija izazivaca bolesti kod ljudi,

- efekta ekstrakata na formiranje biofilma, kao i na ve¢ formirani biofilm,

- efekta ekstrakata na meducelijsku komunikaciju (QS) u biofilmu, pracenjem efekata ekstrakata na
transkripcione regulatore QS,

- kombinovanog efekta biljnih ekstrakata i antibiotika Str na izabranim bakterijskim sojevima,
- metaboliCke aktivnosti tretiranih ¢elija MTT testom,

- tipa interakcija biljnih ekstrakata i citostatika D u kombinaciji, koje se karakteriSu matematickom
procenom indeksa interakcije kombinovanog efekta,

- efekta ekstrakata i citostatika D, pojedinacno i u kombinaciji, na apoptozu i zaustavljanje celijskog
ciklusa,

- uticaja ekstrakata na ekspresiju enzima antioksidativne zastite, superoksid dismutaze 1 i 2 i katalaze,
- regulacije ekspresije Keapl i Nrf2 gena,
- toksi¢nosti biljnih ekstrakata na modelu Danio rerio.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Materijal
3.1.1. Biljni ekstrakti

Priprema biljnih ekstrakata je vrSena na Departmanu za hemiju, biohemiju i zaStitu zivotne
sredine, Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu pod neposrednim rukovodstvom
dr Emilije Sviréev. Potreban biljni materijal koris¢en za pripremu ekstrakata su sa¢injavali nadzemni
delovi biljaka (herbe) i rizomi od odabranih biljnih vrsta koje su pripadale slede¢im rodovima:
Polygonum, Persicaria, Bistorta i Fagopyrum. Ukupno je napravljeno 12 biljnih ekstrakata. Ekstrakti
herbi, ¢ija je oznaka obelezena u zagradama, dobijeni su od sledecih biljnih vrsta: Polygonum aviculare
(POANh), Polygonum maritimum (POMh), Persicaria amphibia (PEAh), Persicaria maculosa (PEMh),
Persicaria lapathifolia (PELh), Persicaria hydropiper (PEHh), Bistorta officinalis (BIOh) i Fagopyrum
esculentum (FAEh). Ekstrakti rizoma dobijeni su od: Polygonum aviculare (POAr), Persicaria
lapathifolia (PELT), Persicaria hydropiper (PEHTr) i Bistorta officinalis (BIOr). Lokaliteti prikupljanja
biljnog materijala, brojevi vaucera determinisanog biljnog materijala kao i detaljan nacin ekstrakcije dat
je u PRILOG 1 (Slika 41; Tabela 20).

3.1.2. Mikroorganizmi
Mikroorganizmi kori$é¢eni u ovom radu su prikazani u Tabeli 6.

Tabela 6. Sojevi mikroorganizama

Bakterijski sojevi Izvor

Gram pozitivni sojevi

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), ATCC kolekcija
Listeria monocytogenes (ATCC 19111), ATCC kolekcija
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) ATCC kolekcija
Gram negativni sojevi Izvor
Escherichia coli (ATCC 8739), ATCC kolekcija
Shigella flexneri (ATCC 9199), ATCC kolekcija
Salmonella enteritidis var. Enteritidis (ATCC 13076) ATCC kolekcija
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), ATCC kolekcija
P. aeruginosa PAO1 (DSMZ 22644) DSMZ kolekcija
P. aeruginosa PA14 Laboratorijska kolekcija Instituta za

molekularnu  genetiku 1 geneti¢ko
inzinjerstvo, Univerziteta u Beogradu

P. aeruginosa PAOJP2 (pKD-rhlA) Laboratorijska kolekcija Instituta za
molekularnu  genetiku 1 geneti¢ko
inZinjerstvo, Univerziteta u Beogradu
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P. aeruginosa PA14-R3 (Alasl Prsal:

P. aeruginosa PAO1 ApgsA (CTX lux::pgsA)

Chromobacterium violaceum CV026

:lux)

Laboratorijska kolekcija Instituta za
molekularnu genetiku 1 geneticko
inZinjerstvo, Univerziteta u Beogradu

Laboratorijska kolekcija Instituta za
molekularnu  genetiku 1 geneti¢ko
inzinjerstvo, Univerziteta u Beogradu

Laboratorijska kolekcija Katedre za
mikrobiologiju, Bioloskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu

Mikromicete

Izvor

Alternaria alternata

Aspergillus sp.

Penicillium sp.

Fusarium semitectum

Fusarium oxysporum

Laboratorijska kolekcija Instituta za proucavanje
lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢” (Prirodni izolati sa
cvetova Calendula officinalis)

Laboratorijska kolekcija Instituta za proucavanje
lekovitog bilja ,,Dr Josif Panc¢i¢” (Prirodni izolati sa
cvetova C. officinalis)

Laboratorijska kolekcija Instituta za proucavanje
lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢” (Prirodni izolati sa
cvetova C. officinalis)

Laboratorijska kolekcija Instituta za proucavanje
lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢” (Prirodni izolati sa
cvetova C. officinalis)

Laboratorijska kolekcija Instituta za proucavanje
lekovitog bilja ,,Dr Josif Panc¢i¢” (Prirodni izolati sa
cvetova C. officinalis)

3.1.3. Celijske kulture

Celijske kulture korigéene u ovom radu su prikazane u Tabeli 7. Celijske linije ATCC kolekcije
(eng. American Type Culture Collection; Manasas, VA, SAD) i ECACC kolekcije (eng. The European
Collection of Authenticated Cell Cultures; Solsberi, Engleska) su dobijene od Dr Bojane Zegure sa
Nacionalnog Instituta Biologije (Slovenia) i Dr Dragane Cetojevié-Simin sa Onkoloskog Instituta

Vojvodine (Sremska Kamenica, Srbija).

Tabela 7. Kulture humanih celijskih linija

Oznaka celijske linije

lzvor Naziv

HepG2 (ATCC HB 8065)

Laboratorijska kolekcija Nacionalnog Humani
Instituta Biologije, Slovenija hepatocelularni
karcinom
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A549 (ATCC CCL-185) Laboratorijska kolekcija Onkoloskog ~ Humani
Instituta VVojvodine, Sremska epitelijalni
Kamenica, Srbija plucni
adenokarcinom
MRC-5 (ECACC 84101801) Laboratorijska kolekcija, Onkoloskog Fetalni
Instituta VVojvodine, Sremska fibroblasti pluca

Kamenica, Srbija

3.1.4. Podloge i rastvori za rad sa mikroorganizmima

Podloge i rastvori koris¢eni prilikom rada sa mikroorganizmima su pravljeni prema prilozenim
protokolima (Tabela 8). Sterilizacija podloga je vrsena autoklaviranjem 15 min na 121°C. Sterilizacija
rastvora je vrsena filtriranjem.

Tabela 8. Protokoli za pripremanje podloga i reagenasa koriS¢enih u eksperimentalnom radu sa
mikrooranizmima

Mikrobioloske podloge Sastav Kolic¢ina (g)*
Luria-Bertani bujon (LB) NaCl 5
Bakto tripton 10
Ekstrakt kvasca 5
Luria-Bertani agar (LA) NaCl 5
Bakto tripton 10
Ekstrakt kvasca 5
Agar 15
Miler-Hinton bujon (MHB) MHB prah 21
Miler-Hinton agar (MHA) MHB prah 21
Agar 15
eng. Brain- Heart Infusion bujon (BHI) BHI prah 37
eng. Brain- Heart Infusion agar (BHA) BHI prah 37
Agar 15
Krompirov dekstrozni agar (eng. potato PDA prah 39
dextrose agar, PDA)
M8 medijum NaxHPO4 5
KH2PO4 3
NaCl 0,5
Agar 5
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Sastav Koli¢ina
Fizioloski rastvor NaCl 9¢g
Brom-timol plavo BTP 50 pL
NaOH 8 uL
H20 100 pL

*Predstavljena kolicina je rastvarana ulL dH»O, osim ako nije drugacije naznaceno u tabeli

3.1.5. Podloge i reagensi za gajenje humanih éelija

Za gajanje humanih cCelija upotrebljivane su gotove podloge i puferi, nabavljeni od Sigma-
Aldrich, (Steinheim, Nemacka). Za gajenje HepG2 celija je koris¢en Wiliams-ov medijum sa D-
glukozom finalne koncentracije 4,5% i L-glutaminom finalne koncentracije 2 mM i dodatkom fetalnog
govedeg seruma (FBS) finalne koncentracije 15%, rastvora antibiotika penicilina (100 1U/mL) i Str (100
ug/mL). Za gajenje A549 i MRC-5 ¢elija je koris¢en DMEM medijum (eng. Dulbecco’s modified eagle
medium) sa D-glukozom finalne koncentracije 4,5% i L-glutaminom finalne koncentracije 2 mM.
Medijum je suplementiran sa FBS finalne koncentracije 10% i rastvorom antibiotika penicilina (100
IU/mL) i Str (100 pg/mL). Za ispiranje ¢elija koris¢en je fosfatni pufer (eng. Dulbecco’s buffer saline,
PBS). Za tripsinizaciju ¢elija je koris¢en 0,1% rastvor tripsina (Gibco Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, SAD) (Tabela 9).

Tabela 9. Protokoli za pripremanje medijuma i reagenasa kori§¢enih u eksperimentalnom radu sa
¢elijskim kulturama

Medijumi za gajanje Celija Sastav Koli¢ina (mL)
DMEM medijum sa dodatkom D-glukoze finalne DMEM 44,5
koncentracije 4,5% i L-glutamina finalne

koncentracije 2 mM
FBS 5

rastvor  antibiotika 0,5
streptomicin/penicilin

Wilijamsov medijum sa dodatkom D-glukoze finalne Wilijamsov medijum 42
koncentracije 4,5% i L-glutamina finalne
koncentracije 2 mM

FBS 7,5

rastvor  antibiotika 0,5
streptomicin/penicilin

Rastvori i reagensi Sastav Koli¢ina

1xPBS
10xPBS 45 mL
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dH>0 5mL
Pufer za liziranje 50 mM TrispH 7,5 0,06057 g
150 mM NaCl 0,08766 g
1% PBS 10 mL
Rastvor 1 20 mg K-Na tartarata 20 mg
CuSOq4 2mL
Rastvor 2 Na2COs 10g
NaOH 20
H20 500 mL
Radni reagens Rastvor 1 1mL
Rastvor 2 49 mL

3.1.6. Odabrani citostatik kori§¢en u tretmanima humanih celija

Korisceni citostatik D je predstavljao ostatak rastvora davanog pacijentima sa malignitetima i
dobijen je sa Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije u Beogradu. Primarni stok dobijenog citostatika

iznosio je 5 mg/mL.

3.1.7. Odabrani antibiotik koriS¢en u tretmanima mikroorganizama

Str je pribavljen od firme Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemacka). Primarni stok antibiotika
pravljen je u koncentraciji 20 mg/mL u destilovanoj vodi.

3.1.8. Prajmeri zagRT-PCR

Prajmeri kori$¢eni u kvantitavnoj RT-PCR analizi predstavljeni su u Tabeli 10. Prajmeri su
pribavljeni od Invitrogen Life Technologies™ (Carlsbad, KA, SAD).

Tabela 10. Prajmeri koris¢eni u kvantitativnoj gRT-PCR analizi

Naziv gena Simbol za Sekvenca prajmera (5’-3) Celijska linija
gen

eng. Kelch-_like Forward:

Er(f)'t:}ﬁsioc'atw Keapl ~ GACAGCCTCTGACAACACAAC HepG2; A549
Reverse:
GAAATCAAAGAACCTGTGGC

eng. Nuclear Forward:

l;zﬂ?;tgaylzggiifri , Nrf2 CCTCAACTATAGCGATGCTGAATCT HepG2: A549

Reverse:
AGGAGTTGGGCATGAGTGAGTAG
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eng. Nuclear Forward: TCCGGGTGTGTTTGTTCCAA
';?‘;2?;;3}22?;? o N rf2 Reverse: MRC-5
CGCCCGCGAGATAAAGAGTT
Beta aktin Forward:
p-aktin AGAGCTACGAGCTGCCTGAC HepG2: A549: MRC-5

Reverse: AGCACTGTGTTGGCGTACAG

3.1.9. Antitela upotrebljivana u imunoblotu

U imunoblotu su koris¢ena sledeca antitela:

e Zecje poliklonsko antitetlo za identifikaciju ¢elija koje eksprimiraju SOD1, SOD2 1 KAT

e Misje monoklonsko antitelo za identifikaciju ¢elija koje eksprimiraju S-aktin

e Kozje anti-zecje poliklonalno antitelo konjugovano sa peroksidazom rena za detekciju SOD1, SOD2
I KAT

e Zedje antimi§je poliklonalno antitelo za detekciju S-aktina

3.2. Metode
3.2.1. Priprema mikromiceta

Mikromicete su gajane na PDA podlozi, u periodu 10 do 21 dana, u zavisnosti od vrste gljive.
3.2.2. Procena inhibicije rasta mikromiceta

In vitro ispitivanje antifungalnog efekta odabranih biljnih ekstrakata je vrseno procenom zona
inhibicija rasta mikromiceta na PDA podlogama. Po 100 pL odabrane koncentracije ekstrakata (Tabela
11) je utrljavano staklenim $tapicem na PDA podloge, tako da se test supstanca homogeno rasporedi.
Potom je sprovedena inokulacija gljiva. Izrasli micelijumi slede¢ih gljiva: A. alternata, F. semitectum i
F. oxysporum su isecani u vidu diska pre¢nika do 10 mm i prenoseni na centralni deo PDA podloge u
koje je dodavan odgovaraju¢i ekstrakt. Zbog rasejavanja spora, inokulacija Aspergillus sp. i Penicillium
sp. je vrSena ezom, pri ¢emu je deo materijala sa izraslih kultura postavljan u centar PDA podloge sa
dodatkom ekstrakta. Kulture su inkubirane na 25-28°C 7 dana. Nakon inkubacije meren je precnik
izraslih micelijuma. Rast netretiranih gljiva je predstavljao kontrolu. Delovanje ekstrakata je izrazeno
kroz jednacinu:

%I = 100x(dkxdt)/dk

Pri ¢emu je I-inhibicija rasta micelija izraZzena u procentima; dk-rast micelija kontrole u mm; dt-
rast micelija tretiranih ekstraktima u mm.
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Tabela 11. Ispitivane koncentracije testiranih ekstrakata

Finalne koncentracije ekstrakta po Petri solji (mg/mL)
Biljni ekstrakti testirane prema A. alternata, testirane prema Aspergillus sp. i

Penicillium sp. i F. oxysporum F. semitectum
POAh 1,004 5,02
POAr 1,048 5,24
POMh 1,005 5,02
PEAhA 1,007 5,03
PEMh 2,006 10,03
PELh 1,997 9,98
PELr 2,007 10,03
PEHh 2,001 10,05
PEHr 2,004 10,02
BIOh 2,001 10,05
BIOr 2,016 10,08
FAEh 1,978 9,89

3.2.3. Pracenje morfoloskih promena spora gljiva konfokalnom mikroskopijom

U cilju pracenja morfoloskih promena na sporama Aspergillus sp. odabran je najefikasniji
ekstrakt i nakon tretmana je sprovedeno bojenje brom-timol plavim, a promene su pracene konfokalnom
mikroskopijom. Na predmetnu plo¢icu je nanesena boja brom timol plavo, nakon ¢ega je sterilnom ezom
razmazan zahvaceni deo kulture. Nakon pravljenja tankog sloja polaznog materijala prekrivenog bojom,
vr$ena je inkubacija u trajanju od 3 minuta. Preparat je posmatran konfokalnim mikroskopom.

3.2.4. Priprema prekono¢nih bakterijskih kultura

Sa odgovarajucih isaranih ploc¢a sterilnom ezom je zahvacéena jedna bakterijska kolonija nakon
Cega je vrsena inokulacija u 3 mL odgovrajuéih te¢nih podloga. Zasejane kulture i sam medijum (kontrola
sterilnosti) su inkubirane u termostatu preko no¢i na 37°C.

3.2.5. Mikrodilucioni testovi

Od mikrodilucionih testova sa resazurinom kao indikatorom celijskog rasta sprovedeni su MIK
test, radi odredivanja bakteriostatskih koncentracija biljnih ekstrakata i Str testiranih pojedina¢no, kao i
metoda Sahovske table (eng. checkerboard assay) koja je sprovedena radi odredivanja vrste interakcije
odabranih koncentracija biljnih ekstrakata i Str u kombinaciji.

33



MATERIJAL | METODE

3.2.5.1. Priprema bakterija za mikrodilucione testove

Pripremljene prekono¢ne kulture su zasejavane u 30 mL odgovarajuc¢e podloge i inkubirane na
37°C na 185 rpm do dostizanja odgovarajuée brojnosti koja je iznosila 108 bakterija/mL. Rast bakterija
pracen je spektrofotometrijskim merenjem opticke gustine (ODsoo) (UV-630 pc Double Beam
Spectrophotometar, MRC) pri ¢emu su uporedivane dobijene vrednosti sa predhodno konstruisanim
kalibracionim krivama rasta. BHI te¢ni medijum kori$éen je tokom ispitivanja L. monocytogenes, dok je
MHB bujon upotrebljavan prilikom testiranja ostalih bakterija. Nakon dostizanja odgovarajuce brojnosti,
bakterijske kulture su centrifugirane 10 min na 4000 rpm (Medifuge, Nemacka), a potom je talog
resuspendovan u istom volumenu u 0,01 M MgSOas. Dobijena suspenzija je zatim razblazena do finalne
koncentracije koja je iznosila 10° bakterija/mL.

3.2.5.2. Odredivanja minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije

U mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bunari¢a ravnog dna (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka)
pravljena je serija dvostrukih razblazenja test supstanci u odgovaraju¢em medijumu. Nakon pravljenja
gradijenta razblazenja test supstanci (koncentracionog opsega od 0,625 do 5 mg/mL) u bunariée je
dodavano 20 pL bakterijske suspenzije (10° bakterija/mL) i medijum do dostizanja ukupne zapremine od
200 pL po bunaru. Na kraju je u svaki bunar naneseno 22 pL resazurina, finalne koncentracije 0,675
mg/mL. Prva kolona bunari¢a u plo¢i predstavljala je kontrolu sterilnosti, druga negativnu kontrolu
(kontrolu bakterijskog rasta), tre¢a pozitivnu kontrolu, a éetvrta kontrolu rastvarac¢a. Kao pozitivna
kontrola koris¢en je antibiotik Str. Kao rastvara¢ koris¢en je dimetil sulfoksid (DMSO). Pripremljene
mikrotitarske ploce su obavijane parafilmom i inkubirane na 37°C do promene boje indikatora, oko 24
h. Posle inkubacije procenjen je rast ¢elija posmatranjem prisustva ili odsustva promene boje indikatora
iz ljubicaste u rozu. Promena boje indikatora omogucena je delovanjem oksidoreduktaza iz Zivih ¢elija.
Resazurin, ljubicasta boja, usled dejstva navedenog enzima se redukuje do rezorufina ruziCaste
obojenosti. Upravo ta promena boje, koja se vizuelno detektuje, omogucéava odredivanje minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK).

Radi potvrde bakteriostatske, MIK koncentracije, i radi odredivanja minimalne baktericidne
koncentracije (MBK), sterilnom ezom je zahvatan sadrzaj iz bunari¢a u kojima je nakon inkubacije i
dalje prisutna ljubi¢asta boje, odnosno u kojima je detektovano odsustvovao rasta bakterija. Potom je
kratkim pokretima eze, crtana zmijica na odgovarajucoj hranljivoj podlozi. Nakon inkubacije, 37°C 24
h, posmatran je izostanak ili prisustvo rasta na podlozi, i potvrdene su MIK i MBK koncentracije.

3.2.5.3. Evaluacija uticaja ekstrakta i Str u kombinaciji metodom $ahovske table (eng.
checkerboard assay)

Za procenu efekta kombinacije antimikrobnih agenasa protiv selektovanih patogenih
mikroorganizama odabran je ekstrakt sa najefektivnijim antibakterijskim delovanjem i komercijalni
antibiotik Str, pri ¢emu je koris¢ena dvodimenzionalna, dvo-agensna mikrodiluciona metoda (eng. two-
agent broth microdilution checkerboard assay). Ukratko, serija razblazenja smeSe dva agensa je kreirana
u 96-bunarnoj mikrotitarskoj plo¢i pri cemu je u samoj ploci pravljen vertikalni gradijent koncentracije
prve supstance, a naknadno su unesena odgovarajuca razblazenja druge supstance po horizontalnoj liniji
ploCe. Razblazenja prve supstance antibiotika, Str i druge supstance, odabranog biljnog ekstrakta, su
pravljena u MHB medijumu u opsegu vrednosti od 1/32xMIK do 4xMIK. Kao kontrola rasta koris¢ene
su netretirane bakterije, a kao negativna kontrola bakterije tretirane sa DMSO. U bunari¢e je dodato po
20 pL bakterijske suspenzije (osim u blank) tako da je broj bakterija iznosio 2x10* bakterija/bunaru.
Ukupna zapremina po bunaru je iznosila 200 puL. Na kraju je dodato 22 pL resazurina. Inkubacija je
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vrSena na 37°C 24 h. Nakon inkubacije trazene su one kombinacije ekstrakta i antibiotika koje ne dovode
do promene boje resazurina (MIK) i racunate su FICI vrednosti po slede¢oj formuli:
FICI= (MIKal/ MIKa2) + (MIKb1/ MIKb2)

Pri ¢emu je FICI- indeks frakcione inhibitorne koncentracije za dva testirana agensa. MIKal-
koncentracija prve supstance u kombinaciji kojom je dostignuta MIK vrednost; MIKa2-minimalna
inhibitorna koncentracija prve suspstance primenjene individualno; MIKb1- koncentracija druge
supstance u kombinaciji kojom je dostignuta MIK vrednost; MIKb2- minimalna inhibitorna
koncentracija druge suspstance primenjene individualno.

Dobijene vrednosti ukazale su na sledeée vrste interakcija: sinergizam (FICI < 0,5), aditivnost
(0,5 <FICI £ 1), indiferentnost (1 < FICI <4) i antagonizam (FICI > 4) (Karlowsky i sar., 2006). Prema
Odds (2003) FICI vrednosti se mogu interpretirati i na slede¢i nacin: sinergizam (FICI < 0,5),
antagonizam (FICI > 4,0) 1 bez inerakcije (0,5 < FICI <4,0). Radi §to preciznijeg opisa vrste interakcije,
u nasem istrazivanju rezultati su okarakterisani prema Karlowsky i sar. (2006).

3.2.6. Procena uticaja ekstrakta na formiranje biofilma

Kvantifikacija bakterija koje formiraju biofilm, prethodno tretirane ekstraktima, je vrSena
primenom kristal violet testa (CV test). Po 100 L pripremljene bakterijske suspenzije (1x10° CFU/mL
za S. aureus, S. Enteritidis i 5107 CFU/mL za P. aeruginosa PAO1) je sipano u bunari¢e mikrotitarske
ploce sa ravnim dnom. U prvoj koloni 96-bunarne ploce nalazila se blank kontrola, a u drugoj kontrola
rasta bakterija. Preostale kolone sluzile su za ispitivanje delovanja Zeljenih koncentracija ekstrakta (10,
50 i 100 pg/mL) na odabrane bakterije koje formiraju biofilm. Biofilm je razvijan u prisustvu ekstrakta
16 h na 37°C. Nakon inkubacije medijum iz bunara je dekantovan, a formirani biofilmovi su isprani sa
destilovanom vodom i bojeni sa 0,1% kristal-violetom (100 pL). Inkubacija sa bojom je vrSena 15 min
na sobnoj temperaturi. Radi uklanjanja viska boje biofilmovi su dodatno ispirani destilovanom vodom,
a absorbovani kristal-violet od strane bakterija je rastvoren dodavanjem 100 uL apsolutnog etanola i
dodatno inkubiran 10 min. Potom je merena opticke gustine ODs7o U ¢itacu mikrodilucionih plo¢a (Tecan
Multiplate Reader, Svajcarska). Iznos ratvorene boje je direktno proporcionalan broju bakterija koje
ulaze u sastav biofilma, tj. boji se sveukupna masa biofilma.

3.2.7. Procena uticaja ekstrakata na ve¢ formirani biofilm

Ispitivanje uticaja biljnih ekstrakata na ve¢ formirani biofilm je sprovedeno u in vitro uslovima
upotrebom silikonskih diskova kao modela biomaterijala. Silikonski diskovi pre¢nika 1 cm su postavljani
u 12-bunarne mikrotitarske ploc¢e. Nakon prekonoéne UV sterilizacije u bunari¢e sa silikonskim
diskovima je dodato po 1 mL bakterijske suspenzije (108 bakterija/mL) koja je predhodno pripremljena
u MHB bujonu. Posle 24 h inkubacije diskovi su ispirani sa 1% PBS kako bi se uklonile neadherirane
¢elije. Posle ispiranja diskovi su prebacivani u novu 12-bunarnu plocu, a adherirane ¢elije su tretirane sa
zeljenom koncentracijom ekstrakta (1/32MIK-2MIK). Nakon inkubacije (24 h, 37°C) medijum sa
ekstraktima koji je sadrzao neadherirane (odlepljene) celije poreklom iz biofilma je koris¢en za procenu
efekta ekstrakta na vijabilnost bakterija u suspenziji poreklom iz zrelog biofilma. Dalje su diskovi
potapani u 3 mL 10 mM fosfatnog pufera u epruvetama za centrifugiranje, pri ¢emu je razdvajanje
¢elijskog biofilma vrseno u ultrazvuénom kupatilu 10 minuta (60 Hzi 150 W). Broj adheriranih i
neadheriranih (odlepljenih) bakterija je odreden indirekthom metodom.
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3.2.8. QS testovi

3.2.8.1. Test produkcije violaceina Chromobacterium violaceum CV026

Efekat biljnih ekstrakata i cistih konstituenata prisutnih u ekstraktima na medubakterijsku
komunikaciju najpre je ispitivan disk difuzionom metodom na biotest soju Chromobacterium violaceum
CV026 prema protokolu Borges i sar. (2014). Soj CV026 je konstruisan bez sposobnosti samostalne
produkcije pigmenta violaceina, indukcijom mutacije u genu za sintezu autoinducerskih molekula.
Sposobnost soja CV026 da sintetiSe ljubicasti pigment violacein mogué¢ je tek nakon egzogenog
dodavanja autoinducerskih molekula (homoserin laktona) (McClean, 1997). U skladu sa navedenim test
inhibicije produkcije violaceina odvijao se na slede¢i nac¢in: U 5 mL poluévrstog 0,3% LB medijuma
inokulisano je 50 pL bakterijske kulture C. violaceum CV026. Produkcija ljubi¢astog pigmenta
violaceina je indukovana N-heksanoil-L-homoserin laktonom (HLL) koji je dodat (5 uL iz stoka od 10
pg/mL) simultano sa bakterijama u polu¢vrst medijum. Nakon mesanja smesa je homogeno razlivena na
LA podlogu. Po stezanju polucvrstog agara, postavljani su celulozni diskovi od filter papira na koje su
nanoseni izabrani ekstrakti (250 mg/mL), cisti konstituenti ekstrakta (100 pg/disk) i DMSO (5 puL).
DMSO je koris¢en kao kontrola rastvaraca. Inhibicija sinteze violaceina detektovana je pojavom
depigmentisane, opalescentne, zone oko diskova na tamnoj pozadini.

3.2.8.2. Test produkcije piocijanina

Produkcija piocijanina je pracena na biotest soju P. aeruginosa PA14 prema protokolu
O'Loughlinisar i sar. (2013). P. aeruginosa PA14 je inokulisan u LB medijum sa dodatkom odabranog
ekstrakta i 0,1% DMSO. Ovako pripremljena prekono¢na kultura je centrifugirana 3000 rpm, 15 min.
Odvojeni supernatant je propustan kroz 0,22 um nitrocelulozne filtre (Millipore, Sigma-Aldrich,
Nemacka), nakon ¢ega je odredivana opticka gustina na UV-Vis spektrofotometru pri talasnoj duzini od
695 nm (Ultrospec 3300pro, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, SAD). Sva merenja su uradena u
tri nezavisna eksperimenta, u triplikatu, a rezultat je izveden iz proseéne vrednosti izmerenih optickih
gustina.

3.2.8.3. Test pokretljivosti P. aeruginosa PAO1

Ispitivanje pokretljivosti preko procene veli¢ine ,rojenja” je izvrseno na M8 medijumu
obogacenim sa 0,2% glukozom, 0,5% kazamino kiselinom i 1 mM MgSOs. M8 medijumu su dodavani
odabrani ekstrakti (50 pg/mL) i 0,1%, DMSO. Bakterijska kultura P. aeruginosa PAOL1 je inkubirana
preko noc¢i na 37°C/120 rpm, do gustine ODeoo = 0,4-0,6. Na pripremljene podloge, u centar petri $olje,
je inokulisano 3 pL prekono¢ne kulture, nakon ¢ega je vrSena inkubacija na 37°C 24 h. Testovi su uradeni
u dva ponavljanja u triplikatu. Rezultati rasta su vizualno posmatrani nakon inkubacije i zabelezZeni
fotografisanjem.

3.2.8.4. Test interferencije ekstrakata sa QS signalnim putevima

Uticaj odabranih ekstrakata na razli¢ite signalne puteve QS komunikacije, je pracen
posmatranjem aktivnosti tri transkripciona faktora (RhIR, LasR i PgsR) kod odabranih biosenzorskih
sojeva: P. aeruginosa PA14-R3 (Alasl Prsal::lux) (Massai i sar., 2011), P. aeruginosa PAOJP2/pKD-
rhlA (ArhlA PrhlA::lux) (Duan i Surette, 2007) i P. aeruginosa PAO1 ApgsA (CTX lux::pgsA) (Fletcher
I sar., 2007). Navedeni sojevi predstavljaju mutante za proizvodnju odgovaraju¢ih autoinducera koji
uslovljavaju aktivnost DNK-vezuju¢ih transkripcionih faktora RhIR, LasR i PgsR. Navedeni
transkripcioni faktori se takode nazivaju i R-proteinima posto vezuju autoinducere. ,,R-proteini” u
kompleksu sa egzogeno dodatim signalnim molekulima (3-okso-C12-HSL, C4-HSL i HHQ) se vezuju
za odgovaraju¢e promotorne sekvence gena, pri cemu se pokrec¢e kaskada dogadaja koji dovode do
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bioluminiscencije, koja se detektuje ovim testom. Kako aktivnost kompleksa ,,R-proteina” i autoinducera
uzrokuje pojavu bioluminiscencije, izmereni intenzitet bioluminiscencije jasno ukazuje na njihovu
aktivnost.

Prekonoéne kulture sojeva P. aeruginosa PA14-R3 (Alasl Prsal::lux), PAOJP2/pKD-rhlA (ArhlA
PrhlA::lux) i PAO1 ApgsA (CTX lux::pgsA) su razblazene tako da se dostigne ODeoo = 0,045. Nakon
podesavanja zeljene opticke gustine, bakterije su inkubirane u prisustvu ekstrakta/Cistih supstanci i
specifiénih autoinducera: 3-0kso-C12-HSL, C4-HSL i HHQ. Celijska gustina i bioluminiscencija su
merene nakon 4 h na ¢itacu mikrotitarskih plo¢a (Tecan Infinite200 multiplate-reader, Tecan Group Ltd.,
Svajcarska). Bioluminiscencija je normalizovana prema Celijskoj gustini.

3.2.9. Priprema kulture humanih éelija

Adherentne kulture humanih ¢elija su zasejavane u odgovarajuce hranljive medijume u sterilnim
flaskovima, zapremine od 50 do 250 mL. Celije su rasle do formiranja monosloja u inkubatoru na
temperaturi 37°C, u atmosferi vazduha sa 5% CO>, zasi¢enog vodenom parom (Binder, Holandija).

3.2.10. Pasaziranje kulture humanih celija

Nakon dostizanja odredene brojnosti, odnosno nakon popunjavanja prostora flaska, celije su
,pasazirane” tj. presejavane u novi medijum. Najpre je uklanjan potroseni medijum, a monosloj ¢elije
ispiran sa 1% PBS. Odlepljivanje ¢elija je omoguceno dodavanjem 0,1% rastvora tripsina koji je
predhodno zagrejan (37°C). Vreme potrebno da tripsin deluje, odnosno da se ¢elije odvoje od podloge je
iznosilo 1 - 5 minuta pri temperatura od 37°C. Svetlosnim mikroskopom (Boeko, Nemacka) je
proveravano odlepljivanje ¢elija. Nakon dodavanja svezeg medijuma radi neutralisanja tripsina, ¢elijska
suspenzija je centrifugirana na 800 rpm, 10 minuta. Celijski talog je resuspendovan u 1 mL
odgovaraju¢eg medijuma nakon ¢ega Su celije provlacene kroz iglu i $pric, nakon ¢ega je vrseno njihovo
brojanje.

3.2.11. Procena broja vijabilnih ¢elija

Broj vijabilnih ¢elija u kulturi je procenjen direktnim brojanjem na hemocitometru, nakon bojenja
tripan plavim (eng. trypan-blue metodom). 10 pL ¢elijske suspenzije je pomesano sa 20 pL 0,4%
vodenog rastvora tripan plave boje i sipano je na hemocitometar. Celije su posmatrane pod mikroskopom
i brojane pomoc¢u hemocitometra u 4 vidna polja, nakon ¢ega je preracunat broj zivih, neobojenih ¢elija
prema formuli:

broj neobojenih ¢elija rasporedenih u 16 vidna polja

rxv
odnosno
broj neobojenih ¢elija prebrojanih u 4 vidna polja x 4
3x107¢
pri ¢emu je u formuli 4 - broj potreban da bi se procenio broj ¢elija u 16 vidnih polja; 3 - vrednost
razblazenja (r); 10 predstavlja ukupnu zapreminu 16 vidnih polja (0.1 mm3®=10* cm?; V). Kako je 1
cm? jednak 1 mL na ovaj na¢in postavljena formula omoguéava preraunavanje broja ¢elija/mL.

3.2.12. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti in vitro

Citotoksi¢na aktivnost biljnih ekstrakata pojedinacno i u kombinaciji sa citostatikom ispitana je
primenom MTT testa. MTT test je zasnovan na metaboli¢koj sposobnosti celija da konvertuju

tetrazolijumovu so (3-(4,5-dimetil(tiazol-2-il)-3,5-difenil-tetrazolijum-bromid (MTT), ¢iji je rastvor Zute
boje, u kristale formazana, koji imaju intenzivnu ljubicastu obojenost.
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Mogucénost redukovanja MTT-a imaju samo metabolic¢ki aktivne celije, kod Kkoji je prisutna
aktivnost enzima sukcinat dehidrogenaze. Kolorimetrijsko o¢itavanje inteziteta ljubicaste boje, dobijene
nakon rastvaranja kristala formazana, na 570 nm, sluzi za kvantifikaciju ¢elijskog rasta. Nacin na koji je
sproveden ovaj test je sledeé¢i: 2x10* ¢elija/bunaru je zasejano u 96 bunarne plo¢e i inkubirano 24 h na
37°C, u prisustvu 5% CO>. Celije su nakon adherencije tretirane serijama dvostepenih razblaZenja u
koncentracionom opsegu od 0,125-4 mg/mL ekstrakta i 0,712-22,8 pg/mL D, pojedina¢no i u mesavini.
Nakon 24 h inkubacije medijum je uklanjan i dodavan je MTT rastvor (finalne koncentracije 0,5 mg/mL)
i dodatnih 3 h je vrSena doinkubacija. Na kraju inkubacije medijum je uklanjan i dodavan je DMSO.
Opticka gustina je merena na 570 nm, pomocu mikroplejt ¢itata (Multiskan FC, Thermo Scientific,
Shingai, Kina). Tri nezavisna eksperimenata su primenjena i spoljasnji bunari su isklju¢eni.

3.2.13. Utvrdivanje tipa interakcije test supstanci u kombinaciji na odabranim ¢elijskim linijama

Da bi odredili vrstu interakcije izmedu ekstrakta i D u smesi procenjivan je kombinovani indeks
(CI). Vrednosti kombinovanog indeksa opisuju uzajamno delovanje agenasa ukazuju¢i na jednu od
sledecih vrsta interakcija: sinergizam (Cl<1), aditivnost (Cl=1) i antagonizam (CI>1) (Vasilijevic i sar.,
2018). Cl je izracunat prema dobijenim ICzs i ICso vrednostima koje su procenjene na osnovu ocitavanja
MTT testa. U svrhu procene Cl koris¢ena je sledeca formula:

Cl = Ci1/Cx1+ C2/Cx2

gde je Ci-inhibitorna koncentracija prve testirane supstance u smesi pri kojoj je ostvareno 50%
prezivljavanja; Cx;- inhibitorna koncentracija prve supstance testirane pojedina¢no pri kojoj je ostvareno
50% prezivljavanja; C»- inhibitorna koncentracija druge testirane supstance u smesi pri kojoj je ostvareno
50% prezivljavanja; Cx,- inhibitorna koncentracija druge supstance testirane pojedinac¢no pri kojoj je
ostvareno 50% prezivljavanja.

3.2.14. Protocna citometrija

Metodama protocne citometrije vrSeno je ispitivanje tipa celijske smrti i distribucije celija po
fazama Celijskog ciklusa. U ovu svrhu upotrebljivan je FACS Kalibur proto¢ni citometar (Calibur Becton
Dickinson, Heidelberg, Nemacka) koji razvrstava ¢elije prema ekscitiranom fluorescentnom signalu i
specijalizovan kompijuterski softver (eng. cell quest computer software), u skladu sa preporukama
proizvodaca.

3.2.14.1. Priprema celija za ispitivanje tipa Celijske smrti i analize ¢elijskog ciklusa

U ploce sa 6 bunara zasejavano je 1x10° HepG2, A549 i MRC-5 ¢elija. Nakon 24 h éelije su
tretirane odgovaraju¢im koncentracijama biljnih ekstrakata i D, u kombinaciji i pojedina¢no. Pored
navedenog tretmana, dva bunara sa ¢elijskim monoslojem su odvojena kao kontrola rasta ¢elija. Nakon
24 h inkubacije (48 h od zasejavanja) na 37°C i 5% CO», medijum je odlivan, ¢elije su ispirane sa 1%
PBS i tripsinizovane. Celije su resuspendovane u 1 mL 1% PBS i dalje koristene za odredivanje tipa
¢elijske smrti 1 analzu Celijskog ciklusa.

3.2.14.2. Odredivanje tipa ¢elijske smrti

Procenat apoptoti¢nih i nekroti¢nih ¢elija je odredivan koriS¢enjem Annexin V-FITC Kkita za
detekciju apoptoze i aminoaktinomicin D boje (7-AAD) prema protokolu predlozenom od Srdi¢-Rajic i
sar. (2016). Princip testa je zasnovan na rasporedivanju ¢elija po veli€ini i fluorescenciji, pri ¢emu je
fluorescentni signal posledica vezivanja boja za razlicite ¢elijske komponente. U ranoj apoptozi aneksin
V koji nosi boju FITC se vezuje za fosfatidilserin grupe izvrnute na spoljasnjoj strani ¢elijske membrane.
U kasnoj apoptozi/nekrozi 7-AAD prolazi kroz oStecenu celijsku membranu i interkalira se u DNK
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molekul. Sumirano, ovim testom se razlikuju vijabilne ¢elije (FITC /7TAAD"), ¢elije u ranoj apoptozi
(FITC*/7TAAD"), ¢elije u kasnoj apoptozi/nekrozi (FITC*/7TAAD" ) i ¢elijski debri. Celijski debri
predstavljaju DNK fragmenti razorenih ¢elija koji su obojeni sa 7AAD, ali su ovi fragmenti odvojeni od
kasno apoptoti¢nih/nekroti¢nih Celija usled drugadije veli¢ine obojenih fragmenata, pri ¢emu celijski
debri odlikuju veoma kratki fragmenti. Sam protokol ispitivanja tipa ¢elijske smrti nakon pripreme
suspenzije tretiranih Celija je ukljuéivao prebacivanje 100 pL celijke suspenzije u BD Falcon™
polipropilenske epruvete (BD BIOSCIENCES, Belgija) i dodavanje 1 mL 1% PBS. Nadalje, ovako
pripremljene ¢elije su centrifugirane 10 min na 1800 rpm, i resuspendovane u 100 pL pufera za vezivanje
sa dodatkom 5 pL aneksin V-FITC i 5 uL 7-AAD boje. Celije su blago vorteksovane i inkubirane 15
min na 25°C u mraku. Potom je dodavano 400 pL pufera za vezivanje u svaku epruvetu, nakon ¢ega je
analiziranje vrSeno na proto¢nom citometru.

3.2.14.3. Ispitivanje distribucije ¢éelija po fazama ¢elijskog ciklusa

Kvantitativno merenje distribucije Celija po fazama celijskog ciklusa je sprovedeno prema
protokolu predlozenom od Srdi¢-Rajic¢ i sar. (2016), analizom DNK sadrzaja fiksiranih HepG2, A549 i
MRC-5 ¢elija, nakon bojenja propidijum jodidom (PI). Nakon centrifugiranja celijske suspenzije,
fiksiranje ¢elija je vrseno 70% ledeno hladnim etanolom, nakon ¢ega su ¢elije drzane na —20°C u trajanju
od 30 min. Hladenjem c¢elija omogucava se difundovanje boje u ¢eliju. Potom su ¢elije dva puta isprane
1% PBS i dodata je RNazaA (finalne koncentracije 200 pg/mL) i PI (finalne koncentracije 50 pg/mL) i
inkubirane 30 min na sobnoj temperaturi u mraku. Ovako obojene c¢elije podvrgnute su proto¢noj
citometrijskoj analizi.

3.2.15. Ispitivanje uticaja i mehanizma delovanja testiranih ekstrakata na produkciju
antioksidativnih enzima u humanim éelijama in vitro

3.2.15.1. Priprema ¢elijskih lizata

Izolovanje proteina iz ¢elija vrseno je njihovim liziranjem u prisustvu odgovarajuceg pufera za
liziranje. U 12 bunarnoj plo¢i je zasejavano 6x10° éelija/bunaru. Nakon 24 h éelije su tretirane
ekstraktima i D, pojedina¢no i u kombinaciji (IC2s). Posle 24 h tretmana celije su tripsinizovane,
centrifugirane (1600 rpm) i ispirane sa ledeno hladnim 1% PBS-om. Nakon toga su celije opet
centrifugirane (6300 rpm) pri temperaturi od 4°C, nakon ¢ega je dodat pufer za liziranje kojem su
neposredno pre koris¢enja dodati inhibitori proteaza i 1% triton. Vrsena je 30 minutna inkubacija na ledu.
Nakon ovoga usledilo je jo§ jedno centrifugiranje na 6300 rpm. Dobijeni supernatant je prebacivan u
sterilne vajlice i ¢uvan na -70°C do daljeg rada.

3.2.15.2. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina metodom po Loriju (eng. Lowry)
Koncentracija proteina u supernatantu je odredivana spektrofotometrijskom metodom po Loriju
(Lowry i sar., 1951). Ova metoda je zasnovana na merenju apsorbance (750 nm) dva obojena kompleksa,
biuretskog i redukovanog kompleksa fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline. Fosfomolibdenska i
fosfovolframova kiselina formiraju Folin-Chicalteau-ov reagens, koji je u oksidovanom stanju zute boje,
a redukcijom pomocu aminokiselina tirozina, triptofana i cisteina menja boju u plavo. Intenzitet boje je
proporcionalan broju peptidnih veza i koncentraciji redukuju¢ih grupa. Sama metoda je radena po
slede¢em protokolu; uzorci su razblazeni u miliQ H>O u odnosu 1:10. U ependorfice je sipano po 100
nL odgovarajuceg razblazenja uzorka i 100 uL 2% natrijumdodecilsulfata (eng. sodium dodecyl sulfate,
SDS). Nakon dodavanja po 3 mL radnog reagensa vrsena je inkubacija 10 min. Potom je dodavano po
100 pL Folin-Chicalteau reagensa i sprovedena je inkubacija 20 min u mraku. Koncentracija proteina
odredivana je merenjem apsorbance uzoraka na 750 nm i tacaka standardne krive koris¢enjem parametara
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linearne regresije. Standardna kriva konstruisana je na osnovu o¢itanih vrednosti serije razblazenja BSA
standarda (eng. bovine serum albumin) u rasponu od 2,5 do 200 pg.

3.2.15.3. Ispitivanje aktivnosti antioksidativnih enzima imunoblot tehnikom

Za utvrdivanje relativne koli¢ine antioksidativnih proteina u humanim c¢elijama tretiranih
ekstraktima i D, pojedina¢no i u kombinaciji koris¢ena je imunoblot metoda. Nakon odredivanja ukupne
koncentracije proteina iz ¢elijskih lizata, prema najnizoj dobijenoj koncentraciji ujednacena je vrednost
ukupnih proteina u svim uzorcima. Koncentracija uzoraka po bunaru je iznosila 20 pg za ispitivanje
SOD1 i SOD2, odnosno 50 ug za ispitivanje KAT. Pre nanoSenja uzoraka na gel, vrSena je denaturacija
proteina. Uzorci su zagrevani na 100°C i dodavan je 2-B-merkaptoetanol. Svrha navedenog tioalkohola
je redukcija disufidnih veza izmedu subjedinica proteina. Nakon denaturacije proteina uzorci su nalivani
u bunarice gela i razdvajanje proteina po veli¢ini je vr§eno pomoc¢u SDS poliakrilamid gel elektroforeze
(SDS PAGE). Razdvajanje proteina kroz 12% SDS poliakrilamidni gel je omoguéeno koris¢enjem
elektroforetskog pufera i delovanjem spoljasnjeg elektricnog polja jac¢ine 100-200 V. Pufer za SDS
PAGE kao denaturiSuce sredstvo sadrzi anjonski deterdzent SDS. Negativno naelektrisani SDS se
obmotava oko okosnice polipeptidnog lanca, pri ¢emu dolazi do njihovog medusobnog odbijanja, a
samim tim i do razdvajanja lanaca proteina. Svi polipeptidi sti¢u elektronegativni naboj koji potice od
SDS (Moore, 2009). Vreme trajanja elektroforeze je iznosilo oko 90 minuta. Migracija polipeptida vriena
je kroz sistem gradijentnog gela koji se sastoji od gela za koncentrovanje (pH 6,8) i gela za razdvajanje
(pH 8,8) (Mahmood i Yang, 2012). Oba gela su sadrzala u razli¢itim koncentracijama, bisakrilamid,
SDS, katalizatore (APS, TEMED) i H20. Pored uzoraka, pre pokretanja vertikalne elektroforeze
(MiniPROTEAN 3) u zaseban bunari¢ je dodavan i marker Sirokog opsega molekulske tezine, Koji
omogucava identifikaciju veli¢ine ciljanog proteina. Nakon razdvajanja proteina na gelu, vrsen je mokri
transfer proteina sa gela na 0,45 mm polivinildifluoridnu membranu (PVDF). U ovu svrhu kori$éen je
pufer niske jonske jacine sa niskom elektricnom strujom - elektroforezom. Najpre je gel prekrivan
membranom i namestan u takozvani sendvi¢ izmedu elektroda plocastog oblika. Transfer je raden preko
noci, u trajanju od 16 h, pri jacini elektricnog polja od 20 mA po gelu. Transfer proteina sa gela na
membranu vrsen je radi lakSe manipulacije membranom i preciznije detekcije veéeg broja ciljnih
proteina, pri ¢emu su proteini koji se nalaze adsorbovani na membrani mnogo dostupniji za reakciju sa
antitelima (imunodetekciju) od proteina koji se nalaze u gelu. Provera efikasnosti transfera vrsena je
bojenjem proteina na membrani sa Ponceaue S (Pierce MemCode™). Ispiranje membrane radi uklanjanja
visaka imunohemijskih reagenasa vrSeno je sa puferom koji sadrzi TBS (eng. tris buffered saline) i
deterdzent, Tween 20 (TBST pufer). U cilju onemogucavanja nespecificnog vezivanja antitela za
povrSinu membrane primenjeno je blokiranje membrane. Kako membranu odlikuje veoma visok afinitet
za vezivanje proteina, a antitela su proteinske prirode, postoji moguénost njthovog vezivanja i za ona
mesta na membrani koja ne sadrze proteine od interesa. Da bi se izbegli lazno pozitivni rezultati prilikom
detekcije proteina od interesa neophodno je blokirati sva nespecifi¢na mesta na membrani, upotrebom
proteina koji ¢e se vezati za membranu, a nece intereagovati sa primarnim i sekundarnim antitelom. Za
blokiranje membrane korisé¢eno je 5% nemasno mleko u prahu, rastvoreno u TBST puferu. Blokiranje
membrane je vrseno 1,5 h na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja membrane dodavana su odgovarajuca
monoklonska i poliklonska antitela radi imunodetekcije Zeljenih proteina. Kao primarna antitela
koris¢ena su anti-SOD1 (Abcam, ab16831), anti-SOD2 (Abcam, ab13533) i anti-KAT (Abcam,
ab16371) zecja poliklonska antitetla. Anti-£ aktin misje monoklonsko antitelo je kori§¢eno za kontrolu
nalivanja uzoraka (ab8224 Abcam, Cambridge, UK). Primarna antitela i anti-f aktin misje monoklonsko
antitelo su razblazena u TBST puferu (1:2000; 1:1000). Kao sekundarna antitela kori$¢ena su kozje anti-
zecje poliklonsko antitelo konjugovano sa peroksidazom rena (za SOD1, SOD2 i CAT, razblazeno u
odnosu 1:5000, Abcam, ab6721) 1 magarece antimiSje poliklonalno antitelo (za f-aktin, razblazeno u
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odnosu 1:5000, SantaCruz, sc-2094). Vreme inkubacije primarnog antitela sa membranom je iznosilo
1,5 h, dok je vreme inkubacije sa sekundarnim antitelom iznosilo 1 h. Vizuelizacija signala izvr$ena je
hemiluminiscentnom detekcijom pomoc¢u ECL kita (ECLplus, Amersham, Bucks, UK). Membrana je
prelivana ECL reagensom (eng. enhanced chemiluminescence) koji sadrzi istu zapreminu rastvora
luminola i p-kumaric¢ne kiseline rastvorenih u puferu (Tris-HCI, pH 8,5). Nakon dodavanja reagensa,
reaktivne trake su detektovane emitovanjem signala sa membrane u komori za detekciju (ChemiDoc-It2
detection system; UVP, Jena, Nemacka). Ukratko, signal je dobijen jer je sekundarno antitelo vezano za
peroksidazu rena (eng. horse radish peroxidase, HRP), a ona katalizuje oksidaciju luminola, pri ¢emu u
prisustvu vodonik peroksida nastaje intermedijarno jedinjenje 3-aminoftalat, koje se nalazi u
ekscitovanom stanju, i pri prelasku u nize energetsko stanje emituje fotone svetlosti (luminiscencira),
koje potom CCD kamera detektuje. Dobijene imunoreaktivne trake analizirane su u programu Image J
(version 1.32).

3.2.16. Ispitivanje regulacije genske ekspresije qRT-PCR metodom

Kvantitativna analiza gRT-PCR je sprovedena kako bi se pratila ekspresija Nrf2 i Keapl gena.
Metoda je primenjena prema protokolu Kaisarevi¢ i sar, (2015) sa malim modifikacijama. Celije su
zasejavane u ploce sa 12 bunara (10° éelija/bunaru) i inkubirane 24 h. Potom su ¢elije podvrgnute 24 h
tretmanu ekstraktima i D, pojedina¢no i u kombinaciji (IC2s). Pravljenje ¢elijskog lizata radi izolovanja
ukupne RNK ukljucivalo je fenolsku ekstrakciju sa trizolom. Celije su inkubirane sa trizol reagensom,
10 min na sobnoj temperaturi. Potom su nastavkom prebacene iz bunarica u vajlice i cuvane zamrznute
na -70°C do daljeg rada. Nakon odledivanja dodavano je 100 pl hloroforma. Smesa je vorteksovana,
inkubirana 3 min na sobnoj temperaturi, centrifugirana 15 min na 6000 rpm (4°C) i sacuvana je gornja
faza u kojoj se nalazi RNK. Kako bi se istalozila RNK dodavan je izopropanol. Celijski talog, nakon
centrifugiranja 6000 rpm 4°C 10 min, je ispran 75% etanolom. Nakon ponovnog centrifugiranja 3000
rpm celijski talog je suSen na sobnoj temperatura 5-10 min i rastvoren u vodi. Kvantifikovanje i
ispitivanje Cisto¢e izolovane RNK je omogucéeno pomocu BioSpec-nano (Schimadzu Corporation,
Kyoto, Japan). Cistoéa izolovane RNK odredivana je spektrofotometrijskim merenjem apsorbanci na
talasnim duzinama od 260/280 nm i 260/230 nm. Vrednosti apsorbanci kretale su se u opsegu od 1,8 do
2,1 sto je ukazivalo na pogodne karakteristike RNK za dalju analizu eksprimiranja gena. Prevodenje
RNK u cDNK (2 pg) je radeno koris¢enjem cDNK reverznog transkripcionog kita. Reverzna
transkripcija je sprovedena dodavanjem reakcione smese u Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems),
pri slede¢im uslovima: 10 min na 25°C, 120 min na 37°C i 5 min na 85°C. Ciljni transkripti, Keapl i
Nrf2, su detektovani pracenjem PCR reakcija na Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Nemacka), pri
c¢emu je fluorescenca pracena u realnom vremenu. PCR smesa je sadrzala: ¢cDNK (15 ng), specificne
prajmere (500 nM) (Tabela 10) i master miks (Power SYBR Green PCR Master Mix). Finalna zapremina
reakcione smese je iznosila 12,5 pL. Uslovi termalnih ciklusa PCR reakcije su ukljucivali standardne
korake: 2 min na 50°C, 10 min na 95°C, 40 ciklusa 15 s na 95°C i 1 min na 60°C. Dobijeni rezultati su
normalizovani u odnosu na f-aktin (eng. house keeping gen). Nivo relativne ekspresije gena je prera¢unat
na osnovu gornjeg praga ciklusa (eng. the cycle threshold, Ct) prema nacinu koji su izlozili Voelker i sar.
(2007).

3.2.17. Procena toksi¢nosti ekstrakata na embrionalnom modelu zebrica (Danio rerio)

3.2.17.1. Uslovi uzgoja Danio rerio

Divlji soj zebrice (Danio rerio) je dobijen od dr Ane Cveji¢ (Wellcome Trust Sanger Institute,
Cambridge, UK). Embrioni divljeg tipa zebrica su gajeni do adultnog stadijuma u akvarijumima pri
temperaturi vode 28°C i kontrolisanim fotoperiodom koji se sastojao od 14 h svetlosti i 10 h tame.
Snabdevenost kiseonikom omogucena je upotrebom vazdus$nih pumpi. Ribe su hranjene kombinacijom:
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svezih ra¢iéa (Artemia salina), dva puta dnevno, i suS§enom hranom, jedanput dnevno (TetraMin ™ flakes,
Tetra Melle, Nemacka).

3.2.17.2. Evaluacija toksi¢nosti

Evaluacija toksi¢nosti odabranih ekstrakata i njihovih ¢istih konstituenata je sprovedena na
embrionalnom modelu Danio rerio. Eksperimenti su izvedeni prema protokolu predloZzenom od strane
Pavi¢ i sar. (2017) koji je u skladu sa standardnom OECD metodom (2013) sa minornim modifikacijama.
Nakon izleganja, embrioni su premestani iz akvarijuma u 24 bunarne ploce. U svaki bunar Koji je sadrzao
1 mL pripremljenog rastvora slane vode (0,2 g/L of Instant Ocean® Salt u destilovanoj vodi) je
postavljeno po 10 embriona. Ovako pripremljene ploce su inkubirane na 28°C. Kako bi ispitali letalni
efekat, kardiotoksi¢nost i uticaj ekstrakta na razvic¢e zebrica, embrioni su po dostizanju 6 spf (sati posle
fertilizacije) tretirani odabranom koncentracijom ekstrakta (odabrane koncentracije od 50 pg/mL do 250
pug/mL) i Cistim supstancama (odabrane koncentracije od 10 pg/mL do 50 pg/mL). Kao negativna
kontrola kori§¢en je rastvor slane vode. Eksperiment je ponovljen 3 puta i svaka koncentracija testirana
je na 30 embriona. Nakon 24, 48, 72, 96 i 120 sati posle fertilizacije (spf) praceno je da li je doslo do
pojave morfoloskih promena predstavljenim u Tabeli 12. pomocu invertovanog mikroskopa (CKX41;
Olympus, Tokyo, Japan). Mrtvi emrioni su prebrojavani i uklanjani na svakih 24 h. Na 120 spf
embrionima je proverena brzina otkucaja srca, nakon ¢ega je vrSeno anesteziranje sa 0,1% rastvorom
trikaina. Embrioni su fotografisani i umrtvljeni zamrzavanjem na -20°C > 24 h. Vrednosti LCsx (letalna
doza koja izaziva 50% smrtnosti embriona) i ECso (doza koja izaziva malformacije kod 50% embriona)
su determinisane upotrebom ToxRatPro softvera (ToxRat Solution GmbH, Alsdorf, Nemacka).

Tabela 12. Letalni i teratogeni efekti koji su praéeni u nazna¢enim vremenskim intervalima tokom 120
spf nakon tretmana Danio rerio odabranim ekstraktima i ¢istim supstancama

Vreme izlaganja (spf)

Kategorija Krajnja tacka u razvicu o 48 = 96 120
Letalni efekat Koaguliacija jajeta (embriona)? °
Odsustvo odvajanja repa °
Odsustvo formiranja somita °
Odsustvo kontrakcija srca °
Teratogeni efekat Malformacija glave ° ° ° °
Malformacija ociju® o o . o
Malformacija vilice ° ° ° °
Malformacija sakula/otolita ° ° ° °
Malformacija notohorde ° ° ° °
Malformacija repa® o o o o
Skolioza ° ° ° °
Edem zumancetne kese ° ° ° °
Deformacija zumancetne kese ° ° ° °
Promena u veli¢ini/duzini tela® ° ° °
Izleganje ° °
Kardiotoksi¢nost Edem perikardijalne duplje ° ° ° °
Morfologija srca ° °
Promena frekvence rada srca o

(otkucaj/min)
Nijedna struktura organa nije prepoznata; zastoj u razvoju embriona (organogenezi).
b Abnormalnost oblika i veli¢ine oka.
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¢ Prisutnost nijednog, jednog ili vise od dva otolita u sakulusu. Redukcija ili uvecanje otolita i sakulusa.
d Malformacije repa su beleZene kada je rep savijen, uvrnut ili manji od repa kontrolnih embriona,
odnosno kada je detektovana promena u obliku i poloZaju repa u odnosu na kontrolnu grupu.
*Poremecaji rasta embriona su ustanovljeni poredenjem duZine tela sa kontrolnim embrionima vizualnom
opservacijom upotrebom svetlosnog mikroskopa (CKX41; Olympus, Japan).

3.2.18. Statisti¢ka analiza

Vrednsti dobijene slede¢im testovima: testom produkcije piocijanina, testom interferencije
ekstrakata sa QS signalnim putevima, testom procene uticaja ekstrakata na formiranje i preformirani
biofilm, testom apoptoze i analize distribucije Celija po fazama celijskog ciklusa, imunoblotom i qRT-
PCR su analizirane analizom varijanse, primenom testova statisticke zacajnosti (One-way ANOVA,
Dunnett’s multiple comparisons test) upotrebom GraphPad Prism softvera. Nivo statisticke znacajnosti
je definisan kao p<0,05. Radi opisivanja farmakokineticke interakcije izmedu delovanja ekstrakta i D
izraCunavan je kombinovan indeks pri ¢emu su koriS¢ene vrednosti iz MTT testa obradene u Excel
softveru.
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4, REZULTATI
4.1. Antimikrobni efekti odabranih ekstrakata

U okviru ove doktorske disertacije ispitivan je antifungalni i antibakterijski efekat odabranih
etanolnih (80% v/v) ekstrakata podfamilije Polygonoideae kroz seriju razli¢itih testova. U pocetnim
skrining testovima analizirano je 12 ekstrakata, a u zavisnosti od dobijenih rezultata birani su ekstrakti
sa najefikasnijim delovanjem za dalja testiranja.

4.1.1. Antifungalni efekti odabranih ekstrakata

Testiranja antifungalnog potencijala 12 ekstrakata podfamilije Polygonoideae sprovedeno je na
slede¢im prirodnim izolatima mikromiceta: A. alternata, Aspergillus sp., Penicillium sp., F. semitectum
i F. oxysporum.

4.1.1.1. Procena inhibicije rasta mikromiceta nakon tretmana odabranim ekstraktima

Dobijeni rezultati ukazuju da testirani biljni ekstrakti ispoljavaju antifungalnu aktivnost, pri ¢emu
varira senzitivnost razli¢itih vrsta analiziranih gljiva tj. ispitivani ekstrakti rizoma i herbi istih i razli¢itih
biljnih vrsta ispoljavaju selektivno delovanje na odabrane gljive (Tabela 13). Posmatrajuci pojedinacno
gljive, A. alternata se pokazala kao najsenzitivnija na dejstvo ekstrakata. Procenti inhibicije rasta A.
alternata se nalaze u opsegu od 3,92- 34,76%, pri ¢emu je znacajna inhibicija rasta (>32,49%) uocena
nakon  tretmana  slede¢im  ekstraktima, poredanim u niz  opadaju¢e  aktivnosti:
PEHr>POMh>PEMh>PEHh. Od 12 odabranih ekstrakata, BIOr (31,37%), PEHr (29,40%) i PEAh
(28,23%) su se pokazali kao najefektivniji inhibitori rasta Aspergillus sp., dok BIOh nije ispoljio nikakav
efekat. Nadalje, iako su svi ekstrakti ispoljili antifungalno svojstvo na rast Penicillium sp. (od 9,6-30,6%)
izrazen inhibitorni efekat je ostvaren ekstraktima u slede¢cem nizu POMh>BIOh>PEMh>PEHTr sa
30,6>29,17>23,73>23,32%, respektivno. Najveci procenat inhibicije rasta gljive F. semitectum (20,24%)
je zabelezen nakon delovanja POMh ekstrakta, dok POATr nije pokazao nikakav uticaj na rast micelija u
testiranoj koncentraciji. Kao najrezistentnija gljiva na dejstvo ekstrakata je prepoznata F. oxysporum,
prema kojoj je donekle znacajan efekat inhibicije ostvario jedino PEMh ekstrakt (16,54%).

Tabela 13. Inhibicija rasta! odabranih mikromiceta nakon tretmana ekstraktima

Mikromicete Inhibicija rasta [%6]

POAh POAr POMh PEAh PEMh PELh PELr PEHh PEHr BIOh BIOr FAEh

A. alternata 21,83 1535 343 392 3392 2535 257 3249 34,76 2392 11,42 11,06
Aspergillussp. 24,70 2430 19,6 28,23 2469 1529 2666 1999 29,40 nd 31,37 11,76
Penicilliumsp. 11,22 9,6 306 16,86 23,72 104 1586 1525 23,32 29,17 19,49 21,12
F. semitectum 3,79 nd* 2024 674 717 295 6,32 13,07 1096 2,25 16,45 15,18
F. oxysporum 3,67 1,83 nd 491 1654 686 0,73 588 514 221 147 0,73

!Inhibicija rasta je raunata na osnovu odnosa pre¢nika izraslih micelija na PDA podlogama sa i bez
ekstrakata; *nd-nije detektovano

Nakon tretmana ekstraktima PEHTr i BIOr primecena je promena morfologije micelija Aspergilus
sp. koja je paracena gubitkom konidijalnog pigmenta primarno zelene obojenosti (Slika 9). Takode,
ekstrakti POAh i POAr, POMh i PEAh uticu na promenu morfologije micelija i dovode do obezbojavanja
konidija.
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A)  B) C)

Slika 9. Promena fenotipskih karakteristika micelija Aspergillus sp. nakon tretmana odabranim
ekstraktima A) netretirana kontrola B) tretman sa PEHr C) tretman sa BIOr.

4.1.1.2. Pracenje morfoloskih promena spora gljiva konfokalnom mikroskopijom

Toksi¢no delovanje biljnih ekstrakata na gljive moze se detektovati preko gubitka konidijalnog
pigmenta i promene morfologije spora. Posto je uocen gubitak konidijalnog pigmenta u daljem radu je
ispitan uticaj BIOr na fenotipske karakteristike spora Aspergillus sp. i ustanovljeno je da ekstrakt izaziva
promene u pogledu morfologije i obojenosti. Spore kontrolnog uzorka su pojedina¢ne i prosvetljene u
odnosu na spore tretirane sa BIOr, koje su neprozirne i uglavnom grupisane, sto moze biti posledica
toksi¢nog delovanja ispitivanih supstanci (Slika 10).

A) B)

Slika 10. Preparat spora Aspergillus sp. A) netretirana kontrola; B) tretman ekstraktom BIOr.
4.1.2. Antibakterijski efekti odabranih biljnih ekstrakata

U daljem radu ispitan je antibakterijski efekat odabranih ekstrakata. Radi detaljnijeg razumevanja
prirode antimikrobnog potencijala selektovanih ekstrakata u pojedinim eksperimentima testirane su i
Ciste supstance koje se isti¢u po zastupljenosti u hemijskom sastavu odabranih ekstrakata.

4.1.2.1. Odredivanje minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije odabranih ekstrakata
mikrodilucionim esejima

U ovom radu, antibakterijska aktivnost 12 etanolnih ekstrakata biljaka podfamilije Polygonoideae
je ispitana mikrodilucionom metodom na 7 bakterijskih sojeva. NajizraZeniji antibakterijski efekat
postignut je ekstraktom BIOr prema soju S. aureus ATCC 25923, pri ¢emu je MIK uocen na 0,156
mg/mL, a MBK na 0,312 mg/mL. Takode, MIK i MBK vrednosti detektovane su nakon tretmana BIOr
ekstraktom na S. Enteritidis ATCC 13076 i P. aerugionosa ATCC 15442 pri koncentracijama od 2,5
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mg/mL i 5 mg/mL, respektivno. Nadalje, BIOh i POAr ekstrakti pokazali su bakteriostatsku aktivnost
prema S. aureus ATCC 25923 na koncentraciji od 0,312 mg/mL, kao i baktericidni efekat na koncentraciji
od 0,625 mg/mL. Prema bakteriji S. aureus ATCC 25923 antibakterijski efekat su takode pokazali i
ekstrakti PEAh 1 PEHh, medutim MIK vrednost je postignuta znatno visim koncentracijama (MIK-2,5
mg/mL i 5 mg/mL, resprektivno). Ekstrakti PEMh i PELr su ispoljili antibakterijski potencijal prema
najvecem broju testiranih sojeva ukljucujuci: S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 8739 1 P. aeruginosa
ATCC 15442. Takode, PEMh ekstrakt je pokazao antibakterijski efekat na S. Enteritidis ATCC 13076,
dok je PELr pokazao antibakterijsku aktivnost i prema S. flexneri ATCC 9199. Ipak, ovi ekstrakti su
pokazali bakteriostatski efekat na koncentracijama od 5 mg/mL S$to ih po klasifikaciji aktivnosti
ekstrakata svrstava u slabo aktivne. Slabo antibakterijsko dejstvo prema sojevima E. coli ATCC 8739 1
P aeruginosa ATCC 15442 uoceno je i kod PELh i FAEh ekstrakata (MIK-5 mg/mL). Takode, FAEh
ekstrakt je pokazao zanemarljivu antibakterijsku aktivnost prema S. aureus ATCC 25923, pri ¢emu je
MIK zabelezen na koncentraciji od 2,5 mg/mL. Ekstrakti POAh, POMh i PEHr nisu pokazali
antibakterijski efekat ni prema jednoj od 7 testiranih bakterija. MIK vrednost nije detektovana ni kod
jednog ekstrakta ispitanog protiv bakterija L. monocytogenes ATCC 19111 i E. faecalis ATCC 29212.
Kao pozitivna kontrola kori§¢en je komercijalno proizvedeni antibiotik Str. Na svim bakterijskim
kulturama je detektovano delovanje antibiotika, a MIK vrednosti su zabeleZene u opsegu od 6,25 do 50
Mg/mL u zavisnosti od osetljivosti sojeva. Rezultati mikrodilucionog testa za ispitane ekstrakte 1
antibiotik su prikazani u Tabeli 14.
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Tabela 14. Rezultati mikrodilucionog testa za odabrane ekstrakte biljaka podfamilije Polygonoideae

Bakterije Staphylococcus Pseudomonas Escherichia Salmonella Shigella
aureus aeruginosa coli enteritidis var. [flexneri
ATCC 25923 ATCC 15442 ATCC 8739 Enteritidis ATCC 9199
ATCC 13076
Ekstrakti (mg/mL) MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
POAr 0,312 0,625 nd* nd nd nd nd nd nd nd
PEAhQ 2,5 5 nd nd nd nd nd nd nd nd
PEMh 5 >5 5 >5 5 >5 5 >5 nd nd
PELh nd nd 5 >5 5 >5 nd nd nd nd
PELr 5 >5 5 >5 5 >5 nd nd 5 >5
PEHhA 5 >5 nd nd nd nd nd nd nd nd
BIOh 0,312 0,625 nd nd nd nd nd nd nd nd
BIOr 0,156 0,312 2,5 5 nd nd 2,5 5 nd nd
FAEh 2,5 5 5 >5 5 >5 nd nd nd nd
Antibiotik 25 50 12,5 25 6,25 12,5 3,125 6,25 12,5 25
Str (ug/mL)

*Nd-nije detektovano
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4.1.2.2. Kombinovani efekat BIOr ekstrakta i komercijalnog antibiotika Str

U cilju ispitivanja antibakterijskog delovanja ekstrakta u kombinaciji sa komercijalnim
antibiotikom, izabran je ekstrakt sa najmanjom MIK vrednosti, BIOr i antibiotik Str. U ovom testu
ispitivanje je sprovedeno na bakterijskim kulturama koje su pokazale najizrazeniju osetljivost prilikom
ispitivanja pojedina¢nih supstanci, odnosno na sojevima: S. aureus i S. Enteritidis. Farmakokineti¢ka
interakcija dve supstance u kombinaciji odredena je FICI indeksom kojim se opisuje: sinergisti¢ki (FICI
< 0,5), aditivni (0,5< FICI <1), indiferentni (1< FICI < 4) i antagonisti¢ki (FICI > 4) odnos.
Sinergistickom interakcijom je omoguceno smanjenje koncentracije antibiotika prilikom kombinacije sa
ekstraktom, pri zadrzavanju znaCajnog antibakterijskog efekta koji je ekvivalentan individualnom
antibiotskom tretmanu, ali za Cije je ostvarivanje bila potrebna znatno veca doza antibiotika. Svrha
navedenog je redukovanje kontraindikacija kao i pojave antibiotske rezistencije. Indiferentan efekat
pokazuje da postoji odsustvo interakcije izmedu testiranih agenasa, a aditivan da je efekat agenasa u
kombinaciji jednak sumi efekata koje agensi ostvaruju pojedinac¢no. Antagonisticki odnos ukazuje da je
efekat ekstrakta ili antibiotika slabiji kada se primenjuju u kombinaciji, u odnosu na efekat koji ostvaruju
pojedina¢no (Bassolé i Juliani, 2012).

Na S. aureus ekstrakt BIOr i Str ispoljavaju indiferentni, aditivni i sinergisticki efekat u zavisnosti od
testirane doze (Tabela 15). Indiferentni i aditivni efekat su primeéeni i prilikom kombinovanog tretmana
razli¢itim koncentracijama ekstrakta i antibiotika protiv S. Enteritidis. Takode, pri koncentracijama od
0,078 mg/mL BIOr ekstrakta i 12,5 pg/mL Str zapazen je blagi antagonizam.

Tabela 15. Farmakokinetic¢ke interakcije izmedu BIOr ekstrakta i Str na bakterijskim sojevima S. aureus
i S. Enteritidis

S. aureus ATCC 25923

BIOr (mg/mL) Str (ng/mL) FICI indeks Efekat u interakciji
0,312 1,5625 2,06 Indiferentni
0,156 6,25 1,25 Indiferentni
0,078 6,25 0,75 Aditivni
0,039 6,25 0,5 Aditivni

0,0195 1,56 0,1875 Sinergisticki
0,00975 1,56 0,125 Sinergisticki

S. Enteritidis ATCC 13076

BIOr (mg/mL) Str (ng/mL) FICI indeks Efekat u interakciji
0,078 12,5 4,0312 Antagonisticki/Indiferentni
1,25 6,25 2,2 Indiferentni
0,625 3,125 1,2 Indiferentni
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0,3125 3,125 1,1 Indiferentni
0,156 3,125 1,049 Aditivni/Indiferentni
0,078 3,125 1,02 Aditivni/Indiferentni

4.1.2.3. Antibiofilm i antivirulentna aktivnost biljnih ekstrakata

Prema ustanovljenom antibakterijskom potencijalu, koji je istaknut u rezultatima mikrodilucione
metode, birani su ekstrakti koji su koris¢eni u daljim analizama. Kriterijum za odabir je bio da ekstrakti
ispoljavaju antibakterijski efekat prema vise testiranih sojeva ili da su pokazali antibakterijski efekat na
nizim MIK i MBK vrednostima u odnosu na ostale ekstrakte. Ipak, kako je prema rezultatima
mikrodilucionog eseja ustanovljeno da odabrane ekstrakte pretezno ne odlikuje znacajan antibakterijski
efekat, odlu¢eno je da dalja istrazivanja budu usmerena ka ispitivanju efekta ekstrakta na
medubakterijsku komunikaciju. Remecéenje medubakterijske komunikacije odlika je QS inhibitornih
agenasa koji umesto ispoljavanja antibakterijskog efekta, tj. direktne eradikacije bakterija, omogucavaju
suzbijanje njihove virulentnosti.

U cilju pracenja uticaja ekstrakta na aktivnosti koje su regulisane QS medubakterijskom
komunikacijom sprovedeni su slede¢i testovi:

o test inhibicije violaceina na biotest soju C. violaceum CV026,

o kristal violet test (CV test) za ispitivanje uticaja ekstrakta na formiranje biofilma sojeva
S. aureus ATCC 25923, S. Enteritidis ATCC 13076 i P. aeruginosa PAO1,

o pracenje uticaja ekstrakata na ukupnu biomasu formiranih biofilmova S. aureus ATCC
25923, S. Enteritidis ATCC 13076 upotrebom silikonskih diskova,

o test inhibicije produkcije piocijanina na P. aerugionsa PA14,

o test inhibicije rojenja na P. aeruginosa PAOL,

o pracenje aktivnosti transkripcionih aktivatora na kojima se zasniva QS signalizacija kod

P. aeruginosa, pri ¢emu su kori§éeni biosenzorski sojevi: P. aeruginosa PA14-R3 (Alasl Prsal::lux), P.
aeruginosa PAOJP2/pKD-rhlA (ArhlA PrhlA::lux) i P. aeruginosa PAO1 ApgsA (CTX lux::pgsA).

Sojevi S. aureus ATCC 25923 i S. Enteritidis ATCC 13076 su selektovani na osnovu rezultata
mikrodilucionog testa.

Sojevi C. violaceum CV026, P. aeruginosa PAOL, P. aeruginosa PA14, P. aeruginosa PA14-R3
(Alasl Prsal::lux), P. aeruginosa PAOJP2/pKD-rhlA (ArhlA PrhlA::lux) i P. aeruginosa PAOL ApgsA
(CTX lux::pgsA) se koriste kao modeli Gram negativnih bakterija za anti-QS istrazivanja i zbog toga su
odabrani za eksperimentalni rad.

Posmatrano prema ekstraktima, prema rezultatima mikrodilucionog testa i testa inhibicije
produkcije violaceina odabrana su dva najefikasnija ekstrakta, PEMh i BIOr, koji su koris¢eni u svim
anti-QS testovima, sa izuzetkom testa ispitivanja uticaja ekstrakta na ukupnu biomasu formiranih
biofilmova u kojem je koris¢en jedino BIOr ekstrakt. BIOr ekstrakt je odabran usled izrazenijeg
antibiofilm efekta detektovanog CV testom.
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4.1.2.3.1. Produkcija violaceina C. violaceum CV026 nakon tretmana sa odabranim ekstraktima

Prilikom traganja za agensima koji kontroliSu nastanak i Sirenje bakterijskih infekcija veoma
Cesto se sprovodi skrining test za detekciju QS inhibitora metodom inhibicije produkcije violaceina.
Prema tome u daljem radu ispitivana je mogucnost inhibicije produkcije violaceina difuzionom metodom
na biotest soju C. violaceum CV026 delovanjem sledeéih ekstrakata: POAr, PEAh, PEMh, BIOh i BIOr.
Produkcija violaceina kod bakterije C. violaceum je regulisana N-acil-L-homoserin laktonima (AHL).
Soj C. violaceum CV026 ima mutaciju u genu za sintezu AHL usled ¢ega se produkcija pigmenta
violaceina odvija samo ako se AHL egzogeno doda, kao u ovom disk difuzionom testu. Kako su AHL
signalni molekuli odgovorni za medubakterijsku komunikaciju kod Gram negativnih bakterija, pracenje
produkcije sinteze violaceina jasan je pokazatelj interferiranja odabranih agenasa sa QS signalnim
putevima.

Prema depigmentisanim zonama oko diska filter papira jasno je da je najefikasniji u inhibiciji
produkcije violaceina BIOr ekstrakt (Slika 11). Manje izrazajne zone inhibicije produkcije pigmenta
zapazene su kod diskova sa ekstraktima: PEAh>PEMh>BIOh>POAr.

A) B) ©) D) E) F)

Slika 11. Efekat inhibicije produkcije violaceina na C. violaceum CV026 A) DMSO B) PEMh, C) BIOr,
D) BIOh, E) POAT, F) PEAh.

4.1.2.3.2. Efekat ekstrakta PEMh, BIOr na formiranje biofilma sojeva S. aureus ATCC 25923, S.
Enteritidis ATCC 13076 i P. aeruginosa PAO1

Da bismo dobili Siru sliku o uticaju ekstrakata na bakterije biofilm zajednica, pratili smo njihov
efekat na formiranje biofilma i ukupnu biomasu formiranog biofilma. Prvo je testiran efekat PEMh i
BIOr ekstrakta na formiranje biofilma sojeva S. aureus ATCC 25923, S. Enteritidis ATCC 13076 i P.
aerugiosa PAOL, koji je podrazumevao bojenje biofilma direktno kristal violetom. Na osnovu dobijenih
rezultata uoCava se da je aktivnost ekstrakata zavisna od koncentacije i vrste ispitivanog soja. Sve
testirane koncentracije, dovele su do znacajne stimulacije produkcije biofilma soja S. aureus ATCC
25923 nakon delovanja PEMh ekstrakta (Slika 12.A). Sa druge strane, pri svim testiranim
koncentracijama, BIOr ekstrakt je uticao na inhibiciju formiranja biofilma soja S. aureus ATCC 25923
(BIK50=100 pg/mL). Oba ekstrakta, a naro¢ito BIOr, su u znacajnom stepenu inhibirala formiranje
biofilma soja S. Enteritidis ATCC 13076 (Slika 12.B). U ovom sluc¢aju, najnizi procenat bakterijskog
rasta u biofilm formi zapazen je pri koncentraciji 100 pg/mL i za PEMh je iznosio 50,11%, a za BIOr
42,97%. Oba ekstrakta u koncentraciji od 10 pg/mL podsti¢u formiranje biofilma soja P. aeruginosa
PAOL, pri ¢emu PEMh omogucava uveéanje bakterijskog biofilma za 25,82%, a BIOr za 29,84% (Slika
12.C). Drugacije od navedenog, koncentracija od 50 ng/mL znacajno inhibira razvoj biofilma, pri ¢emu
je u slucaju tretmana sa PEMh zabelezeno 41,2% inhibicije biofilma, dok je u slu¢aju BIOr procenat
nesto veci 1 iznosi 46,74%.
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Slika 12. Uticaj ekstrakata PEMh i BIOr na formiranje biofilma A) Gram pozitivnog soja S. aureus
ATCC 25923; Gram negativnih sojeva B) S. Enteritidis ATCC 13076 i C) P. aeruginosa PAO 1.

4.1.2.3.3. Efekat ekstrakta BIOr na redukciju broja bakterija u preformiranoj biofilm zajednici
sojeva S. aureus ATCC 25923 i S. Enteritidis ATCC 13076

Kako je u testu ispitivanja uticaja ekstrakata na formiranje biofilma S. aureus ATCC 25923 i S.
Enteritidis ATCC 13076 bolju efikasnost ispoljio BIOr, dalje je testirano delovanje ovog ekstrakta na
zreli biofilm koji je razvijen na silikonskim diskovima kao modelu biomaterijala. Dobijeni rezultati
ukazuju na znacajnu redukciju broja vijabilnih bakterija u zrelom biofilmu starom 24 h soja S. aureus
nakon dejstva subinhibitornih (subMIK) i inhibitornih koncentracija BIOr ekstrakta (1/32MIK-2MIK)
(Slika 13A). Procenti prezivljavanja bakterijskog soja S. aureus u formi biofilma u rasponu doza od
1/32MIK-2MIK kretali su se u opsegu od 0,22-2%. Usled izrazito malih varijacija u procentu
prezivljavanja bakterija u formi biofilma, dozno-zavisno delovanje testiranih koncentacija nije
ustanovljeno (0,22% prezivljavanja postignuto je pri koncentraciji od 1/32MIK, a 2% pri koncentraciji
¥%MIK). Nadalje, stimulacija bakterijskog rasta S. Enteritidis u biofilm formaciji detektovana je na
subinhibitornim koncentracijama (1/32MIK-1/8MIK), dok su koncentracije od “2MIK do 2MIK
uzrokovale izrazito smanjenje brojnosti bakterija zrelog biofilma (Slika 13B). U navedenom slucaju
najvedi procenat stimulacije rasta biofilma uocen je pri koncentarciji 1/32MIK (178,08%), dok je najveci
stepen redukcije zabelezen pri koncentraciji od 2MIK, pri ¢emu je procenat prezivljavanja bakterija u
zrelom biofilmu iznosio 0,89%.

Sto se ti¢e rasta bakterija u suspenziji koje su poreklom od zrelog biofilma, moZemo primetiti da
je najveci procenat prezivljavanja soja S. aureus ATCC 25923 nakon tretmana BIOr ekstraktom iznosio
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50% na najmanjoj testiranoj koncentraciji (1/32MIK) i da prezivljavanje ve¢inom opada sa povecanjem
koncentracije (LMIK- 14%) (Slika 13C). Blago odstupanje od navedenog uo¢eno je za koncentraciju
2MIK gde je detektovano 28% bakterijskog rasta, pri cemu ovaj rezultat predstavlja duplo veci procenat
prezivljavanja u odnosu na prezivljavanje bakterija koje su tretirane BIOr ekstraktom pri MIK
koncentraciji (14%). Dalje, u slucaju soja S. Enteritidis ATCC 13076, nakon delovanja nizih
koncentracija BIOr ekstrakta zabelezen je stimulisani rast bakterija u suspenziji (1/32MIK-163%;
1/8MIK-139%) koje su poreklom iz zrelog biofilma (Slika 13D). Medutim, veée koncentracije (od
1/4MIK do 2MIK) pokazuju izraziti baktericidni efekat (18,6%-0,02%).
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100 = - 200+

80 150+

604
1004
404

204

prezivljavanje bakterija
u zrelom biofilmu (%)

=

C) S. aureus ATCC 25923 D) S. Enternitidis ATCC 13076
200+
100-

80 1504

60
1004

404

50+
204

rast bakterija u suspenziji
poreklom iz zrelog biofilma (%)

Slika 13. Efekat BIOr ekstrakta na prezivljavanje bakterija: u zrelom biofilmu soja A) S. aureus ATCC
25923; B) S. Enteritidis ATCC 13076; i u suspenziji poreklom iz zrelog biofilma soja C) S. aureus ATCC
25923; D) S. Enteritidis ATCC 13076.

4.1.2.3.4. Efekat PEMh i BIOr ekstrakta na produkciju piocijanina P. aeruginosa PA14

Za potrebe ispitivanja uticaja ekstrakta na produkciju piocijanina koris¢eni su supernatanti
tretirane bakterijske kulture P. aeruginosa PA14 gajene u LB bujonu. Nakon tretmana ekstraktima PEMh
i BIOTr pri koncentraciji od 50 pg/mL, primeéena je smanjena produkcija piocijanina u odnosu na koli¢inu
produkovanog pigmenta u kontrolnom uzorku (Slika 14). Relativha produkcija piocijanina pri
koncentraciji od 50 pg/mL je iznosila 59,04% nakon tretmana sa PEMh ekstraktom, odnosno 47,08%
nakon tretmana sa BIOr ekstraktom. Drugacije od navedenog, nakon tretmana BIOr ekstraktom pri
koncentraciji od 100 ug/mL zapazeno je povecanje produkcije piocijanina za 43,34%.
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Slika 14. Relativna produkcija piocijanina nakon tretmana ekstraktima PEMh i BIOr.

4.1.2.3.5. Efekat ekstrakta PEMh i BIOr na pokretljivost P. aeruginosa PAO1

Sposobnost rojenja P. aeruginosa PAO1 je pracena poredenjem dijametra povrSina rasta na
polu¢vrstom agar u ¢iji sastav su uklju¢eni DMSO 1 ekstrakti PEMh 1 BIOr (50 pg/mL), pri ¢emu
dijametri povrsina rasta ukazuju na sposobnost kretanja PAO1 od mesta zasejavanja. Na Slici 15 jasno
je pokazano da oba ekstrakta onemogucavaju kretanje P. aeruginosa PAO1 odnosno sprecavaju rojenje.

A) B) C)

— y
Slika 15. Pracenje sposobnosti rojenja na soju Pseudomonas aeruginosa PAO1 nakon tretmana sa A)
DMSO B) PEMh i C) BIOT.

4.1.2.3.6. Uticaj PEMh i BIOr ekstrakata na QS medubakterijsku komunikaciju

U daljem istrazivanju posmatran je uticaj odabranih ekstrakata na razli¢ite signalne puteve QS
komunikacije, pracenjem aktivnosti ,,R-proteina” (RhIR, LasR i PgsR) kod odabranih biosenzorskih
sojeva: P. aeruginosa PA14-R3 (Alasl Prsal::lux), P. aeruginosa PAOJP2/pKD-rhlA (ArhlA PrhlA::lux)
i P. aeruginosa PAOI1 ApgsA (CTX lux::pgsA). Dobijeni rezultati ukazuju da PEMh i BIOr smanjuju
aktivnost LasR transkripcionog aktivatora za 23% i 30%, respektivno (Tabela 16). Nadalje, nije
detektovana statisticki znacajna promena akrivnosti RhIR receptora ni kod jednog od testiranih
ekstrakata, odnosno aktivnost RhIR receptora suprimirana je za svega 12% nakon tretmana sa PEMh i
10% nakon tretmana sa BIOr. Aktivnost PgsR regularnog proteina je povisena za 53% i 20% nakon
delovanja PEMh odnosno BIOr ekstrakta.
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Tabela 16. Uticaj PEMh i BIOr ekstrakata na relativnu aktivnost transkripcionih faktora

Ekstrakti Relativna aktivnost transkripcionih faktora (%)
LasR RhIR PgsR
PEMh 771 88+1 153+4
BIOr 70+1 90+2 120+10

4.1.2.3.7. Produkcija violaceina C. violaceum CV026 nakon tretmana sa dominantnim
konstituentima ekstrakata

U daljem radu, odabranim QS testovima ispitivan je uticaj dominantnih konstituenata ekstrakata:
hinske kiseline (KK), galne kiseline (GK), 5-O-kafeoil-hinske kiseline (hlorogenske kiseline, HK),
katehina (Ka) i kvercetin-3-O-glukozida (K-3-O-GIk) na QS signalizaciju (PRILOG 1, Tabela 21, 22).
Najpre je sproveden test inhibicije violaceina na biotest soju C. violaceum CV026. Prema dobijenim
rezultatima, sve ispitivane supstance, sa izuzetkom GK inhibiraju sintezu violaceina na $ta ukazuje
prisustvo opalescentnih zona oko diskova (Slika 16 A-F). Kako je inhibicija sinteze violaceina regulisana
QS sistemom dobijeni rezultat implicira da navedene supstance onemogucavaju medubakterijsku
komunikaciju.

A) B) ) D) E) F)

Slika 16. Efekat inhibicije produkcije violaceina na C. violaceum CV026 nakon tretmana Cistim
supstancama: A) DMSO, B) GK, C) KK, D) HK, E) Ka, F) K-3-O-Glk.

4.1.2.3.8. Efekat dominantnih konstituenata ekstrakta na formiranje biofilma soja P. aeruginosa
PAO1

Dalje smo testirali efekat najzastupljenijih konstituenata ekstrakata na inhibiciju formiranja
biofilma soja P. aeruginosa PAO1 u istom opsegu koncentracija u kojima smo ispitivali i same ekstrakte.
Svi testirani konstituenti izuzev Ka deluju u maniru nemonotonog doznog odgovora’, dok je jedino Ka
pokazao linearni rast razvijenosti biofilma sa porastom koncentracije (Slika 17). Ka pri koncentraciji od
10 pg/mL znacajno smanjuje formiranje biofilma, dok na veéim testiranim koncentracijama pokazuje
blagi stimulativni efekat. U zna¢ajnom stepenu otezano formiranje biofilma zapaZeno je nakon tretmana
sa GK, HK, i K-3-O-GlIk, pri ¢emu je naizrazenija inhibicija izazvana sa 50 pg/mL za GK (28%) i K-3-
0O-Glk (31%), odnosno sa 10 pg/mL za HK (23,22%).

7 Nemonotoni dozni odgovor (eng. nonmonotonic dose-response) predstavlja suprotnost dozno-zavisnom odgovoru i
odlikuje se obilkom invertovane U ili B-krive (Conolly i Lutz, 2004).
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Slika 17. Formiranje biofilma soja P. aeruginosa PAOL1 pod uticajem dominantnih konstituenata
ekstrakata: KK, GK, HK, Ka, K-3-O-Glc.

4.1.2.3.9. Uticaj dominantnih konstituenata ekstrakata na QS medubakterijsku komunikaciju

U daljem radu ispitan je efekat glavnih konstituenata ekstrakta narelativnhu aktivnost
transkripcionih faktora, LasR, RhIR i PgsR. U skladu sa rezultatima delovanja PEMh i BIOr ekstrakata,
Ka i K-3-O-Glk takode uti¢u na Las signalni put, inhibiranjem LasR receptorne aktivnosti za 18% i 19%,
respektivno (Tabela 17). Izuzimaju¢i HK koja stimuli$e aktivnost RhIR receptora, testirane supstance
ne dovode do promene aktivnosti ovog receptora. Drugacije od navedenog, povecana stimulacija PqsR
transkripcionog aktivatora je detektovana nakon tretmana sa GK (50%), HK (25%) i Ka (16%).

Tabela 17. Uticaj dominantnih konstituenata ekstrakata na relativnu aktivnost transkripcionih faktora

Konstituenti Relativna aktivnost transkripcionih faktora (%)*
LasR RhIR PgsR
KK 120+2 103+4 10848
GK 92+3 95+3 150+35
HK 108+2 119+2 125+5
Ka 82+2 98+6 116+7
K-3-O-Glk 81+4 93+4 98+10
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4.2. Efekt POAh, POMh, PEAh i PEMh ekstrakata i njihova interakcija sa D na humanim
¢elijama razl¢itih karcinoma u in vitro uslovima

U daljem radu ispitivane su bioloske aktivnosti odabranih ekstrakata na humanim c¢elijskim
linijama. Odabir ekstrakata je napravljen nakon pregleda dostupne literature na osnovu stepena njihove
istrazenosti. Od dvanaest ekstrakata podfamilije Polygonoideae odabrana su sledeca cetiri: POAN,
POMh, PEAh i PEMh. Prvo je odredivana citotoksi¢na aktivnost navedenih ekstrakata, kao i D, na
HepG2, A549 i MRC-5 ¢elijskim linijama. Nakon utvrdivanja citotoksi¢nog efekta ekstrakta usledila su
dalja istrazivanja koja bi pruzila objasnjenja 0 mehanizmima delovanja POAh, POMh, PEAh i PEMh.
Takode, nakon pregleda literature i dobijenih rezultata testa citotoksi¢nosti, dalja testiranja bioloskih
aktivnosti POMh ekstrakta, usled ograni¢ene koli¢ine i limitirane moguénosti ponovne ekstrakcije,
vrsena su isklju¢ivo na HepG2 ¢elijama (nedostatak biljnog materijala i uslova za uzorkovanje P.
maritimum opravdava rasprostranjenje biljke koje se isklju¢ivo vezuje za priobalske marinske oblasti,
odnosno za podruéja izvan granica Republike Srbije).

4.2.1. Citotoksi¢na aktivnost biljnih ekstrakata pojedina¢no i u kombinaciji sa D in vitro

U cilju odredivanja citotoksi¢ne aktivnost odabranih biljnih ekstrakata primenjen je MTT test na
dve kancerske i jednoj normalnoj ¢elijskoj liniji. Na osnovu dobijenih vrednosti konstruisane su krive
doznog odgovora. Kod testiranih ¢elijskih linija pretezno se javlja trend redukcije prezivljavanja sa
povecanjem koncentracije ekstrakta pojedina¢no i kombinovano sa D. Odstupanje od navedenog
detektovano je u okviru testiranog opsega koncentracija jedino na izrazito niskim ili visokim dozama u
obliku veoma blagog nemonotonog doznog odgovora. Sa krivi doznog odgovora o¢itane su inhibitorne
koncentracije koje smanjuju vijabilnost ¢elija za 25% (IC25) i 50% (ICso) (Tabela 18.A). Nadalje,
citotoksi¢nost odabranih ekstrakata varira izmedu razli¢itih tipova ¢elijskih linija.

Tabela 18. Citotoksicni efekat ekstrakta i D, individualno i u kotretmanima na HepG2, A549 i MRC-5
¢elijskoj liniji.

’ A Individualni tretmani 1Ca2s [ug/mL] Individualni tretmani 1Cso [pug/mL]
Celijske linije | D | POAh | POMh | PEAh | PEMh | D | POAh | POMh | PEAh | PEMh
HepG2 1,3 | 1250 | 702 500 | 1650 | 12,56 | 2800 | 1153 | 910 | 2150
A549 12 | 1600 | 400 | 1000 | 1350 | 30 | 3900 | 2750 | 2750 | 2200
MRC-5 49 | 480 | 430 250 490 | 11,4 | 950 | 2200 | 750 | 900
B Kotretmani 1C2s [ug/mL]
Celijske linije POAD POMD PEAD PEMD
POAh D POMh D PEAh D PEMh D
HepG2 120 0,68 253 1,44 140 0,79 1100 6,27
A549 175,44 1 1315,79 7,5 789,47 45 362 2,06
394,74 2,25
789,47 45
MRC-5 561 3,2 300 1,71 1750 9,98 900 5,13
C Kotretmani 1Cso [ug/mL]
Celijske linije POAD POMD PEAD PEMD
POAh D POMh D PEAh D PEMh D
HepG2 160 0,91 393 2,24 250 1,425 | 1755 10,1
A549 2100 11,97 1900 10,83 2200 12,54 | 3691 21,04
MRC-5 910 5,19 420 2,39 3200 18,24 | 2900 16,53
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D CI [ICz2s]

Celijske linije POAD POMD PEAD PEMD
HepG2 0,62 1,46 0,89 5,49
A549 0,19 3,54 1,16 0,34

0,43
0,87
MRC-5 1,82 1,05 9,03 2,88
E CI [ICs0]

Celijske linije POAD POMD PEAD PEMD
HepG2 0,13 0,52 0,39 1,63
A549 0,94 1,05 1,22 2,37
MRC-5 1,41 0,40 5,87 4,67

Inhibicija vijabilnosti HepG2 ¢elija za 25% 1 50% je zapaZena na razli¢itim koncentracijama
izmedu ekstrakata, pri cemu je uocen slede¢i trend: PEAh<POMh<POAh<PEMh, odnosno
PEAh<POMh<PEMh<POAh (Slika 18).

HepG2

U N S I N POAh

. = POMh

h”\ . PEARL

\ _
| 1SRN VS o0

1004 " r PI'.M}I
=
=

]

rezivljavanj

0 1000 2000 3000 4000

koncentracija [pg/mL|
Slika 18. Uticaj individualno primenjenih odabranih ekstrakata na prezivljavanje HepG2 celija

predstavljen krivama dozne zavisnosti.
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Dalje posmatrano, A549 celijska linija se pokazala kao neSto rezistentnija na delovanje
ekstrakata, pri ¢emu je efikasnost ekstrakata na smanjenje prezivljavanja u prisustvu ICzs i ICso
predstavljena slede¢im redom: POMh<PEAh<PEMh<POAh odnosno PEMh<POMh=PEAh<POAh
(Slika 19).

0 1000 2000 3000 4000
koncentracya [pg/mL ]

Slika 19. Uticaj individualno primenjenih odabranih ekstrakata na prezivljavanje A549 (celija
predstavljen krivom dozne zavisnosti.
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Takode, inhibicija prezivljavanja MRC-5 ¢celija za 25% i1 50% je detektovana pri razli¢itim
koncentracijama testiranih ekstrakata na slede¢i nacin: PEAh<POMh<POAh<PEMh, odnosno
PEAh<POAh<PEMh<POMh (Slika 20). Od svih testiranih ekstrakata, najveca citotoksi¢nost
ustanovljena je za PEAh (ICsp - 750 ug/mL), dok je za POMh detektovana najslabija citotoksi¢nost (ICso-

2200 pg/mL).
MRC-5
...+ POAh
.=+ POMh
_— PEAh

oo " | =+ PEMh

preZivljavanje [%]

504

(I) ].GI[J[] EOIGG BOIOO 4[J|00
koncentracija [ug/mL]

Slika 20. Uticaj individualno primenjenih odabranih ekstrakata na prezivljavanje MRC-5 celija
predstavljen krivom dozne zavisnosti.
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Nakon ,,skrininga” uticaja pojedinac¢nih ekstrakata na prezivljavanje HepG2, A549 i MRC-5
¢elija, ispitivane su i kombinacije datih ekstrakata i citostatika D (Tabela 18. B;C). Pre navedenog
pracena je citotoksi¢nost samog D. Prema dobijenim 1Cso vrednostima jasno je da D pokazuje najslabiju
citotoksi¢nost na A549 ¢elijskoj liniji (ICs0-30 ug/mL), dok je prezivljavanje HepG2 i MRC-5 ¢elijske
linije priblizno isto (ICs0-12,56 pg/mL i 1Cs0-11,54 ng/mL) (Tabela 18. A, Slika 21).

prezivljavanje [%]

0 10 20 30

koncentracya [g/mL]

Slika 21. Uticaj individualno primenjenog D na prezivljavanje HepG2, A549 i MRC-5 ¢elija predstavljen

krivom dozne zavisnosti.

60



REZULTATI

Dalje, na HepG2 ¢elijskoj liniji, u kotretmanima POAD, POMD i PEAD, visoke koncentracije
pojedina¢nih agenasa su znacajno redukovane. U skladu sa navedenim, prezivljavanje 50% HepG?2 ¢elija,
detektovano je pri koncentraciji POAh ekstrakta od 2800 pg/mL primenjenog pojedinac¢no, odnosno 160
pg/mL testiranog u kombinaciji sa D (POAhpoab). U kotretmanu POMD ICso vrednost ekstrakta iznosila
je 393 ug/mL (POMhpomp), dok je u individualnom tretmanu iznoslila 1153 pg/mL (POMh). U istom
maniru, koncentracija PEAh ekstrakta, kojom je smanjena vijabilnost za 50% HepG?2 ¢elija, je iznosila
910 pug/mL odnosno 250 pg/mL, posmatrano u pojedina¢énom i kombinovanom tretmanu (PEAh,
PEAhpeaD), respektivno. Takode, ICso vrednost D u kotretmanu POAD, POMD i PEAD iznosile su 0,91
png/mL, 2,24 pg/mL i 1,425 pg/mL (Droap, Dromp, Dreap), dok je ICso vrednost citostatika u
individualnom tretmanu zabelezena na 12,56 pg/mL (D) (Slika 22). Za navedene kotretmane, POAD,
POMD, PEAD, na HepG?2 ¢elijskoj liniji utvrden je sinergisticki odnos izmedu agenasa (CI-0,13; 0,52;
0,39; respektivno) (Tabela 18. E). Drugacije od navedenog, iako je CI vrednost izraCunata na osnovu
ICso vrednosti ukazala na blagi antagonisticki efekat (CI=1,63) u smeSi PEMD, koncentracije obe
supstance u smesi su donekle snizene u odnosu na ICso vrednosti uo€ene u testu aktivnosti pojedinac¢nih
tretmana.

HepG2
koncentracija D [ug/mL]

0 3 10 15 20
L L | L |

- POAD

1254

100 =+« PEMD

prezivljavanje [%]

0 1000 2000 3000 4000
koncentracija ekstrakta [pug/mL |

Slika 22. Uticaj kotretmana ekstrakata i D na vijabilnost HepG2 ¢elija predstavljen krivom doznog
odgovora.
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Nadalje, na A549 ¢elijskoj liniji ICso vrednosti su dostignute pri visokim koncentracijama, kako
u individualnim tretmanima, tako i u kotretmanima (Slika 23). Izmedu agenasa primecen je sinergisticki
odnos u kotretmanu POAD (CI-0,94), indiferentni odnos u kotretmanu POMD (CI-1,05) i antagonisticki
odnos u kotretmanima PEAD (CI-1,22) i PEMD (CI-2,37).

A549
koncentracija D [ug/mlL]
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Slika 23. Uticaj kotretmana ekstrakata i D na vijabilnost A549 ¢elija predstavljen krivom doznog
odgovora.
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U poredenju sa pojedinac¢nim tretmanima, ekstrakti PEAh i PEMh primenjeni u kotretmanima sa
D, PEAD i PEMD, znacajno smanjuju osetljivost normalne ¢elijske linije MRC-5. PrezZivljavanje 50%
MRC-5 ¢elija, postignuto je sa 18,24 pg/mL D i 3200 pg/mL PEAh ekstrakta u kotretmanu (PEAD),
odnosno sa 11,4 ug/mL D kao i 750 ug/mL ekstrakta PEAh primenjenim u pojedina¢nim tretmanima.
Takode, za dostizanje ICso vrednosti potrebna je doza od 16,53 pg/mL D i 2900 pg/mL PEMh ekstrakta
primenjenim u kotretmanu PEMD (Slika 24). Kao §to je ve¢ navedeno pojedina¢ne doze potrebne za
postizanje 1Cso vrednosti D i PEMh ekstrakta iznose 11,4 ug/mL odnosno 900 pg/mL. Nadalje, u
kotretmanima POAD, PEAD, PEMD ustanovljeno je prisustvo antagonisti¢ke interakcije (CI-1,41, CI-
5,87, CI-4,67), dok je u kotretmanu POMD odnos izmedu testiranih agenasa oznacen kao sinergizam
(C1-0,40).

MRC-5
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Slika 24. Uticaj kotretmana ekstrakata i D na vijabilnost MRC-5 ¢elija predstavljen krivom doznog
odgovora.

63



REZULTATI

4.2.2. Analize uticaja POAh, POMh, PEAh i PEMh ekstrakata proto¢nom citometrijom

U daljem radu sprovedeni su testovi uticaja POAh, POMh, PEAh i PEMh ekstrakata i citostatika
D, individualno i u kombinaciji, na indukciju apoptoze i remeéenje ¢elijskog ciklusa primenom proto¢ne
citometrije. U ovim testovima ispitan je opseg koncentracija od 125 pg/mL do 2000 pg/mL, pri ¢emu su
predstavljane one vrednosti koje u testovima apoptoze nisu izazivale veliki procenat debria. U
slu¢ajevima prisustva linearnog doznog odgovora za ICsg vrednosti posebno su konstruisani grafici
uvodenja ¢elija u ¢elijsku smrt i nagomilavanja ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa. Kako ICsp vrednosti
predstavljaju najcesc¢e koriS¢eni numericki pokazatelj citotoksi¢nog potencijala, u diskusiji rezultata
stavili smo akcenat upravo na njih.

4.2.2.1. Analiza tipa celijske smrti indukovane ispitivanim ekstraktima na ¢elijskim linijama
razli¢itih humanih karcinoma

4.2.2.1.1. Analiza tipa ¢éelijske smrti indukovane ispitivanim ekstraktima na HepG2 ¢elijskoj liniji

Na HepG2 celijskoj liniji, svi ekstrakti u testiranim koncentracijama dovode do znacajne
redukcije broja zivih ¢éelija (Slika 25). Pri koncentraciji od 250 pg/mL, POAh (28,18%) i PEAh (29%)
uvode znacajan broj ¢elija u ranu apoptozu. Isti trend je primecen za PEMh ekstrakt (25,33%) pri
koncentraciji od 125 pg/mL. Dalje, istaknuto prisustvo kasno apoptoti¢nih/nekroti¢nih ¢elija zabelezeno
je nakon teretmana sa POAh, POMh, PEAh i PEMh pri koncentracijama od 500 pg/mL do 2000 pg/mL.
Medutim, isti¢e se da POMh uzrokuje indukciju rane (25,52%) i kasne apoptoze/nekroze (67,50%) pri
koncentraciji od 1000 pg/mL, dok pri nizoj koncentraciji (500 ug/mL) uzrokuje ulazak ¢éelija iskljuéivo
u kasnu apoptozu (89,85%).
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Slika 25. Uticaj pojedinacnih ekstrakata POAh, POMh, PEAh i PEMh na indukciju rane i kasne
apoptoze/nekroze kod HepG2 celjja.

Posmatrano prema kotretmanima, POAD i POMD dovode do indukcije rane i kasne
apoptoze/nekroze u svim testiranim koncentracijama (Slika 26AB). Indukcija jedino kasne
apoptoze/nekroze uocena je nakon kotretmana PEAD (pocev od koncentracije 250 pg/mL+1,425 pg/mL;
Slika 26C) i PEMD (u obe tretirane koncentracije; Slika 26D).
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Prilikom dalje analize rezultata kombinovanih tretmana, a radi lakSeg poredenja sa individualnim
tretmanima, konstruisani su grafici prema ICso vrednostima procenjenim u testu citotoksi¢nosti. Na Slici
26E jasno se uocava da kotretman POAD (160 pg/mL+0,91 pg/mL) uvodi ¢elije u ranu (aproksimativno
17%) i kasnu apoptozu (26%), dok individualni agensi pri istoj koncentraciji indukuju isklju¢ivo ranu
apoptozu (160 pg/mL POAhpoap- 21%; 0,91 pg/mL Dpoap- 36%).

Nakon kotretmana POMD (393 ng/mL+2,24 pug/mL) detektovano je znaCajno prisustvo kasno
apoptoti¢nih/nekroti¢nih ¢éelija (aproksimativno 94%) (Slika 26F). Isti efekat postignut je i pojedina¢nim
tretmanom (393 pg/mL) POMhpomp ekstraktom (80%), dok je D individualno primenjen (Dromp-2,24
png/mL) uzrokovao ulazak ¢elija u ranu apoptozu (62%).

Kotretman PEAD (250 pg/mL+1,425 ug/mL) indukuje ulazak c¢elija isklju¢ivo u kasnu
apoptozu/nekrozu (46,5%), dok pojedinaéni agensi uvode ¢elije u ranu (1,425 pg/mL Dpeap -48,65%) ili
u ranu i kasnu apoptozu/nekrozu (250 pg/mL PEAhpeap-29% i 38%, respektivno) (Slika 26G).

U slucaju kotretmana PEMD (1755 pg/mL+10,1 pg/mL) detektovano je znacajno prisustvo kasno
apoptoti¢nih/nekroti¢nih ¢elija (90%). Na isti nacin delovali su i pojedinacni agensi (1755 pg/mL
PEMhpemp-89%; 10,1 pg/mL Dpemp-55%), sa tim $to je D indukovao i ulazak ¢elija u ranu apoptozu
(18%) (Slika 26H).
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Slika 26. Indukcija rane i kasne apoptoze/nekroze kod HepG2 ¢elija individualnim i kombinovanim tretmanima u razli¢itim dozama sa: A) POAh, D i POAD; B)
POMh, D i POMD; C) PEAh, D i PEAD; D) PEMh, D i PEMD; individualnim i kombinovanim tretmanima pri ICsg vrednostima: E) POAhpoap, Droap i POAD;
F) POMhpomp, Drom, POMD; G) PEAhpeaDp, Drea, PEAD; H) PEMhpemp, Drem, PEMD
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4.2.2.1.2. Analiza tipa ¢elijske smrti indukovane ispitivanim ekstraktima na A549 ¢elijskoj liniji

Na A549 celijskoj liniji na manje toksi¢nim koncentracijama (SublCso) POAh ekstrakt uvodi
¢elije u ranu apoptozu (42,02% pri koncentraciji od 125 pg/mL) i kasnu apoptozu (22,52% i 63,38% pri
koncentracijama od 125 pg/mL odnosno 250 pg/mL) (Slika 27). Dalje, znacajno smanjenje zivih celija
(za 30,56%) i njihovo uvodenje u kasnu apoptozu/nekrozu (19,1%) prisutno je nakon delovanja PEAh
ekstrakta u koncentraciji od 500 pg/mL. Proapoptotski efekat PEMh ekstrakta prisutan je u vidu
nemonotonog doznog odgovora, pri ¢emu jedino koncentracija od 250 pg/mL indukuje ranu (18,05%) i
kasnu apoptozu (37,81%).
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Slika 27. Indukcija rane i kasne apoptoze/nekroze pojedina¢nim tretmanima odabranih ekstrakata kod
A549 ¢celija.

Posmatrano prema kotretmanima (Slika 28A), POAD u oba testirana kotretmana (125
pMg/mL+0,7125 pg/mL i 250 pg/mL+1,425 pg/mL) uvodi ¢elije u ranu apoptozu (36,59% i 20,16%) i
kasnu apoptozu (22,45% i 68,52%). U kontrastu sa navedenim, PEAD i PEMD u koncentraciji od 125
pg/mL ekstrakta i 0,7125 ug/mL citostatika ne dovode do apoptotske ¢elijske smrti (Slika 28B;C).
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Slika 28. Indukcija rane i kasne apoptoze/nekroze kod A549 ¢elija pojedinacnim i kombinovanim tretmanima: A) POAh, D i POAD; B) PEAh, D i PEAD;
C) PEMh, D i PEMD.
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4.2.2.1.3. Analiza tipa éelijske smrti na MRC-5 ¢éelijskoj liniji

Na MRC-5 (elijskoj liniji proapoptotski efekat POAh, PEAh i PEMh ekstrakata u
koncentracionom opsegu od 125-500 pg/mL nije detektovan. U koncentraciji od 1755 pg/mL PEMh
indukuje ranu (55,3%) i kasnu apoptozu (24,5%) (Slika 29).
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Slika 29. Indukcija rane i kasne apoptoze/nekroze pojedina¢nim tretmanima odabranih ekstrakata kod
MRC-5 ¢elija.

Posmatrano prema kotretmanima, POAD, PEAD i PEMD u dozama od 125 pg/mL za ekstrakte
10,7125 pg/mL za D, ne dovode do apoptotske celijske smrti (Slika 30A-C). U istom maniru, prilikom
kotretmana POAD pri koncentracijama od 160 pg/mL ekstrakta i 0,91 pg/mL D, proapoptotski efekat
izostaje. Nadalje, znacajan procenat ¢elija u ranoj apoptozi (18,91%) detektovan je tek nakon povecanja
doze kotretmana PEAD (250 pg/mL+1,425 upg/mL). Takode, indukcija rane (12%) i kasne
apoptoze/nekroze (30,02%) primecena je nakon povecanja doze kotretmana PEMD (1755 pg/mL+10,1
png/mL). Kako testirane koncentracije u navedenim kotretmanima predstavljaju ICso vrednosti procenjene
za HepG2 Celije, dobijeni rezultati prilikom testiranja tipa ¢elijske smrti pri istim koncentracijama POAD
(160 pg/mL i 0,91 pg/mL), PEAD (250 pg/mL+1,425 pg/mL) i PEMD (1755 pg/mL+10,1 pg/mL)
ekstrakta na normalnim ¢elijama od narocitog su znacaja jer ukazuju na bezbednost primene ekstrakata
ili sugerisu mehanizam kojim se ostvaruje njihova citotoksi¢nost (Slika 30D-F).
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Slika 30. Indukcija rane i kasne apoptoze/nekroze kod MRC-5 ¢elija pojedina¢nim i kombinovanim tretmanima u razli¢itim dozama sa: A) POAh, D i POAD,;
B) PEAh, D i PEAD; C) PEMh, D i PEMD; individualnim i kombinovanim tretmanima pri I1Cso vrednostima: D) POAhpoap, Droap | POAD; E) PEAhpeaD,

Drea, PEAD; F) PEMhpemp, Dpem, PEMD.
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4.2.2.2. Uticaj biljnih ekstrakata na raspodelu éelija po fazama ¢éelijskog ciklusa

4.2.2.2.1. Uticaj POAh, POMh, PEAh i PEMh ekstrakata i D na éelijski ciklus HepG2 celija

Nakupljanje HepG2 ¢elija u G2/M fazi na racun smanjenja G0/G1 faze primeceno je nakon
individualnih tretmana sa svim testiranim ekstraktima: POAh (250 pg/mL), POMh (500 pg/mL), PEAh
(1000 pg/mL) i PEMh (250 pug/mL i 2000 pg/mL). Takode, POAh (250 i 2000 png/mL) i PEMh (2000
pg/mL) ekstrakti dovode do povecanja broja ¢elija u subG1 fazi. Nadalje, nakon pojedina¢nog tretmana
sa PEAh ekstraktom, pored uocenog bloka u G2/M fazi detektovan je i zastoj celijskog ciklusa u S fazi
(37,4%) i subG1 fazi (18,39%) pri koncentracijama od 250 pg/mL i 500 pg/mL, respektivno (Slika 31).
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Slika 31. Uticaj pojedinacnih ekstrakata POAh, POMh, PEAh i PEMh na ¢elijski ciklus kod HepG2
celija.

Posmatrano prema kotretmanima, POAD u svim testiranim koncentracijama uzrokuje smanjenje
broja ¢elija u GO/G1 fazi, dok se broj ¢elija u zavisnosti od koriS¢ene koncentracije povecava u G2/M
(125 pg/mL+0,7125 pg/mL) i subG1 (250 pg/mL+1,425 pg/mL) fazi (Slika 32A). Neocekivano, najvece
testirane koncentracije ekstrakta i citostatika primenjene zajedno (2000 pg/mL+11,4 pg/mL) nisu
izazvale statisticki znacajno nakupljanje ¢elija ni u jednoj fazi ¢elijskog ciklusa.

U slucaju kotretmana POMD (500 pg/mL+2,85 pg/mL) i PEAD (sve testirane doze) zapazen je
trend smanjenja brojnosti ¢elija u GO/G1 pracen povecanjem broja ¢éelija u G2/M fazi (Slika 32B).
Takode, nakupljanje ¢elija u S fazi zabelezeno je pri kotretmanu PEAD pri ¢emu je koncentracija
ekstrakta iznosila 250 pg/mL, a citostatika 1,425 pg/mL (Slika 32C).

Trend smanjena celija u GO/G1 fazi prisutan je 1 nakon PEMD kotretmana, pri ¢emu se
nakupljanje ¢elija uocava u subG1 i G2/M fazi u zavisnosti od primenjenih koncentracija (2000 pg/mL
+11,4 pg/mL i 125 pg/mL+0,7125 pg/mL, respektivno, Slika 32D).

Kao i prilikom predstavljanja rezultata proapoptotskog efekta, i u ovom delu radi lakseg
poredenja uticaja individualnih 1 kombinovanih tretmana na distribuciju Celija po fazama celijskog
ciklusa konstruisani su grafici prema ICsp vrednostima procenjenim u testu citotoksi¢nosti. Kod svih
individualnih tretmana i kotretmana zabelezeno je smanjenje broja ¢elija u GO/G1 fazi (Slika 32E-H). U
slucaju POAD (46%) 1 POMD (37,97%) nakupljanje ¢elija uoceno je u G2/M fazi. U istom maniru
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delovali su i individualni agensi primenjeni u istoj koncentraciji poput onih u kotretmanima (POAhpoaD-
33%; Dproap-41%; POMhpomp-35,5%; Dromp-37%), pri éemu je Dromp dodatno izazvao stvaranje bloka
u S fazi (45%).

Nakon kombinovanog tretmana HepG2 ¢elija sa PEAD (250 pg/mL +1,425 pg/mL) dolazi do
akumulacije ¢elija u G2/M (42,69%) i S (31,84%) fazama i do smanjenja broja celija u GO/G1 fazi
(18,34%). Prisustvo nakupljanja ¢éelija u S fazi (37,4%) zabelezeno je nakon individualnog tretmana sa
PEAhpeap (250 pg/mL), dok je povecanje broja u G2/M fazi (43,45%) detektovano nakon pojedinacnog
tretmana sa Dpeap (1,425 pg/mL). Jo§ jednom je istaknuto da je prilikom oba individualna tretmana
prisutno opadanje brojnosti ¢elija u GO/G1 (PEAhpeap-28,05%); Dpeap-25,96%). Kotretman PEMD
(1755 pg/mL+10,1 pug/mL) i individualni tretman PEMhpemp (1755 pg/mL) uti¢u na povecanje procenta
¢elija u apoptozi, na Sta jasno ukazuje istaknuti subG1 pik (23% odnosno 16%) na naslaganom
stubicastom grafiku. Formirani subG1 pik rezultat je nakupljanja populacije ¢elija sa hipodiploidnom
DNK, koja je osnovna karakteristika apoptoti¢nih ¢elija. Dalje, broj ¢elija u GO/G1 fazi se znacajno
smanjuje nakon PEMD kotretmana (27%) i pojedina¢nog tretmana PEMhpemp ekstraktom (27%), pri
¢emu ekstrakt pored nakupljanja ¢elija u subG1 fazi, dovodi i do zastoja G2/M faze (36%). Individualno
primenjen Dpemp (10,1 pg/mL) takode dovodi do redukcije broja ¢elija u GO/G1 fazi (25%), dok se broj
¢elija povecava u G2/M fazi (40%).
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Slika 32. Uticaj na raspodelu ¢elija po fazama celijskog ciklusa kod HepG2 ¢elija individualnim i kombinovanim tretmanima u razlicitim
dozamasa: A) POAh, D i POAD; B) POMh, D i POMD; C) PEAh, D i PEAD; D) PEMh, D i PEMD; individualnim i kombinovanim tretmanima
pri ICso vrednostima: E) POAhpoap, Droap | POAD; F) POMheomp, Drom, POMD; G) PEAhpeap, Drea, PEAD; H) PEMhpemp, Deem, PEMD.
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4.2.2.2.2. Uticaj POAh, PEAh i PEMh ekstrakata i D na éelijski ciklus A549 ¢elija

Ekstrakt POAh u subinhibitornoj koncentraciji (125 pg/mL) dovodi do smanjenja broja A549
¢elija u GO/G1 fazi (51,56%), medutim nakupljanje ¢elija u S 1 G2/M fazi se ne smatra statisticki
znacajnim u poredenju sa netretiranom kontrolom (Slika 33). Ekstrakt PEAh i PEMh pri koncentraciji
od 125 pug/mL testirani individualno ne uticu na distribuciju A549 ¢elija po fazama celijskog ciklusa.
Medutim, PEMh u koncentraciji od 250 pg/mL dovodi do nakupljanja ¢elija u subG1 fazi (24,30%), pri
¢emu su GO/G1 i G2/M faze podjednako umanjene (aproksimativno 1,6 puta manje).
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Slika 33. Uticaj na raspodelu ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa individualnim tretmanima kod A549
¢elija.

U daljem radu ispitani su kotretmani ekstrakata (125 pg/mL) i D (0,7125 pg/mL). Kao i kod
individualnih tretmana, prilikom kombinovanja POAD zabelezen je pad brojnosti ¢elija GO/G1 fazi
(50,57%) i statisticki neprimetno povecanje broja ¢elija u S i G2/M fazi (Slika 34A). Dalje, poput
pojedinac¢nih tretmana, kod kotretmana PEAD 1 PEMD nije uo€ena promena distribucije ¢elija u odnosu
na netretiranu kontrolu (Slika 34B;C).
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Slika 34. Uticaj na raspodelu ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa kod A549 ¢elija: individualnim i kombinovanim tretmanima u razli¢itim dozama sa:

A) POAh, D i POAD; B) PEAh, D i PEAD; C) PEMh, D i PEMD.
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4.2.2.2.3. Uticaj POAh, PEAh i PEMh ekstrakata i D na éelijski ciklus MRC-5 ¢elija

Raspored MRC-5 ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa ne remeti ni jedan od testiranih ekstrakata u
koncentracijama od 125 do 500 pg/mL. Ekstrakt PEMh pri koncentraciji 1755 pg/mL uzrokuje primetno
nakupljanje Celija u subG1 fazi (52,3%) pri ¢emu broj ¢elija u svim ostalim fazama izrazito opada
(GO/G1-31,1%; S-14,1%; G2/M-2,5%) (Slika 35).
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Slika 35. Uticaj na raspodelu ¢elija po fazama celijskog ciklusa pojedina¢nim tretmanima odabranih
ekstrakata kod MRC-5 ¢elija.

Dalje, svi kotretmani koji sadrze 125 pg/mL esktrakta i 0,7125 pg/mL citostatika uti¢u na
povecanje broja ¢elija u G2/M fazi na racun GO/G1 faze, pri cemu se statisticki znacajno umanjenje broja
¢elija takode zapaza u S fazi kod kotretmana POAD i PEAD (Slika 36A-C).

U skladu sa dosadasnjim predstavljanjem rezultata, nakon kalkulacije 1Cso vrednosti kotretmana
na HepG2 celijama u cilju procene bezbednosti 1 uzroka ispoljavanja citotoksi¢nosti na normalnoj
Celijskoj liniji, ekstrakti u izdvojenim ICso koncentracijama su individualno i u kombinaciji sa D
primenjeni u testu distribucije ¢elija prema fazama celijkog ciklusa. Dobijeni rezultati ukazuju da
kotretman POAD (160 pg/mL+0,91 pg/mL) dovodi do zastoja u G2/M fazi (79,12%), pri Cemu se broj
¢elijau GO/G1 (10,12%) i S (10,56%) fazama znacajno redukuje. Isti trend, sa izuzetkom redukcije ¢elija
u S fazi, primecen je i kod individualnog tretmana sa Dpoap (G2/M-58%; G0/G1-11,5%) (Slika 36D).
Smanjenje broja ¢elija u GO/G1 fazi detektovano je i nakon kotretmana sa PEAD (250 pg/mL+1,425
pg/mL-26,8%) kao i nakon individualnog tretmana sa Dreap (1,4 pg/mL-22,99%), medutim povecanje
broja ¢elija nakon kotretmana zabeleZeno je u S fazi (42,3%), a nakon pojedinacnog tretmana sa Dpeap
u G2/M fazi (37,27%) (Slika 36E). Kotretman PEMD (1755 pg/mL +10,1 pg/mL) dovodi do rasta broja
¢elija u subGl fazi (51%) dok je ¢elijska distribucija po drugim fazama umanjena (G0/G1-30% i G2/M-
2%). Trend povecanja brojnosti ¢elija u subGl fazi (52,3%) kao i redukcije GO/G1 (31,1) S (14,1%) i
G/M faze (2,5%) prisutan je nakon tretmana PEMhpemp (1755pg/mL). Povecanje S faze (42,29%) na
racun GO/G1 faze (32,27%) izazvano je pojedina¢nim tretmanom Dpemp (10,1 pg/mL) (Slika 36F).
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Slika 36. Uticaj na raspodelu ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa kod MRC-5 ¢elija pojedina¢nim i kombinovanim tretmanima u razli¢itim dozama sa:
A) POAh, D i POAD; B) PEAh, D i PEAD; C) PEMh, D i PEMD; individualnim i kombinovanim tretmanima pri 1Cso vrednosti: D) POAhpoap,
Droap i POAD; E) PEAhpeap, Drea, PEAD; F) PEMhpemp, Drem, PEMD.
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4.2.3. Uticaj biljnih ekstrakata na aktivnost enzima antioksidativne zastite

U daljem radu ispitivan je uticaj ekstrakata na regulaciju enzima antioksidativne zastite. U ovom
eksperimentalnom dizajnu odabrane su ICzs vrednosti dobijene na osnovu testiranja citotoksi¢nog
potencijala ekstrakata.

Kao $to se moze videti na Slici 37A, znacajno smanjenje nivoa antioksidativnih enzima SODI,
SOD2 i KAT u HepG2 ¢éelijskoj liniji uoceno je nakon tretmana sa ekstraktima POAh, PEAh i PEMh i
D. U kontrastu sa navedenim za POMh ekstrakt je pokazano da uti¢e na povecanje nivoa SOD1 i KAT.

Relativna koli¢ina antioksidativnih proteina u A549 ¢elijama znacajno varira u zavisnosti od
primenjenog ekstrakta i tipa antioksidativnih enzima (Slika 37B). Ekstrakt POAh individualno testiran
uzrokuje znacajno povecanje koli¢ine SODI1 i SOD2 u odnosu na netretiranu kontrolu. Smanjeni nivo
KAT zabelezen je nakon dejstva svih testiranih ekstrakata. Takode, redukcija nivoa SOD1 detektovana
je nakon tretmana sa PEAh, a SOD2 nakon tretmana sa PEMh ekstraktom. Individualno primenjen D
dovodi do povecane aktivnosti svih ispitivanih antioksidativnih enzima.

Rezultati prikazani na Slici 37C pokazuju da je u normalnim ¢elijama (MRC-5) nivo proteina
SOD1, SOD2 i KAT pod uticajem ekstrakata POAh 1 PEMh znacajno povecan u odnosu na netretiranu
kontrolu. Dalje, nakon tretmana MRC-5 ¢elija sa PEAh ekstraktom koli¢ina proteina SOD1, SOD2 |
KAT se ne razlikuje zna¢ajno od nivoa u netretiranoj kontroli. Takode, pod uticajem D nije detektovana
promena aktivnosti SOD1 i KAT. Drugacije od navedenog D snizava nivo SOD2 enzima.
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Slika 37. Uticaj individualnih tretmana ekstrakata i D na promenu nivoa antioksidativnih enzima SOD1,
SOD2 i KAT u A) HepG2, B) A549 i C) MRC-5 ¢elijama.
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Razli¢ito od pojedinacnih agenasa kotretmani POAD i PEAD indukuju povecanje koli¢ine SOD1
proteina u HepG2 ¢elijskoj liniji. Smanjenje nivoa SOD2 prisutno je nakon kotretmana sa PEMD (Slika
38A).

Dalje, povecan nivo SOD1 i SOD2 proteina nakon kotretmana sa POAD i PEAD detektovan je
u A549 c¢elijama (Slika 38B). Dodatno, u A549 ¢elijama POAD povecava, a PEAD snizava nivo KAT.
PEMD kotretman indukuje smanjenje nivoa svih ispitivanih antioksidativnih enzima.

Sli¢no rezultatima dobijenim nakon tretmana pojedinaénim ekstraktima, u MRC-5 ¢elijama
POAh i PEMh kombinovani sa D uti¢u na poveéanje nivoa SOD1 i SOD2 enzima (Slika 38C). Razlicito
od navedenog, KAT je prisutna u manjim koli¢inama u odnosu na netretiranu kontrolu pod uticajem
PEMD, dok je nivo KAT nepromenjen nakon dejstva POAD. Kotretman PEAD poput kotretmana POAD
u znacajnoj meri povecava aktivnost SOD1 1 SOD2, bez detektabilnog uticaja na KAT.
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Slika 38. Uticaj kotretmana ekstrakata i D na promenu nivoa antioksidativnih enzima SOD1, SOD2 i
KAT u A) HepG2, B) A549, C) MRC-5 ¢elijama.

4.2.4. Uticaj biljnih ekstrakata na regulaciju ekspresije Nrf2 i Keapl gena

Kako bi proverili da li je modulacija aktivnosti antioksidativnih enzima koja je izazvana
ekstraktima pod regulacijom Nrf2-Keapl signalnog puta sprovedena je kvantitativna analiza pracenja
genske ekspresije u realnom vremenu (QRT-PCR). Kako POMh ekstrakt utice na povecanje nivoa
antioksidativnih enzima u kancerskoj cCelijskoj liniji HepG2, a svrha ispitivanja Nrf2 ekspresije je
prepoznavanje potencijalnih Nrf2 inhibitora, POMh ekstrakt je iskljuéen iz daljeg istrazivanja. S obzirom
da na A549 i HepG2 celijama ekstrakti POAh, PEAh i PEMh uti¢u na znac¢ajno smanjenje nivoa bar
jednog antioksidativnog enzima, pracen je njihov uticaj na gensku ekspresiju Nrf2 i Keapl gena.
Rezultati Dunnett testa pokazuju da je u HepG2 ¢elijama ekspresija Nrf2 gena znacajno smanjena usled
dejstva svih ispitanih pojedina¢nih i kombinovanih tretmana, sa izuzetkom individualnog tretmana PEAh
ekstraktom u poredenju sa netretiranom kontrolom (Slika 39A). U A549 ¢elijama umanjena aktivnost
Nrf2 gena je uocena jedino nakon pojedinacnog i kombinovanog tretmana PEAh ekstraktom (Slika 39B).

U daljem radu pracena je ekspresija Keapl gena kod onih tretmana i kotretmana za koje je
ustanovljena statisticki znacajna razlika u ekspresiji Nrf2 gena u poredenju sa netretiranom kontrolom.
Nakon 40 ciklusa nije detektovano prisustvo Keapl gena u HepG2 ¢elijama tretiranim pojedina¢nim
ekstraktima PEMh i PEAh. Ekstrakt POAh, D, kao i svi kotretmani uti¢u na povecanu aktivnost Keapl
represora (Slika 39C). Isti rezultati dobijeni su nakon tretmana sa PEAh ekstraktom testiranog
pojedinacno i u kombinaciji sa D u A549 ¢elijskoj liniji (Slika 39D).
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Nadalje, kako POAh i PEMh ekstrakti dovode do povecanja nivoa antioksidativnih enzima na
MRC-5 ¢elijama, sa ciljem otkrivanja njihove genske regulacije sprovedeno je pracenje aktivnosti Nrf2
I Keapl gena, medutim nakon 40 ciklusa nije uo¢ena ekspresija navedenih gena.

A) B)

HepG2 A549
34 6

Nrf2
Normalizovana genska ekspresija

POAD— _ *

| I
=
=2 22 32 %
£ £ B O£
) D)
HepG2 A549
= 2.0 20
5
E # *
g T
$ 15 154
[
3
=
=% 1.04
sy L " 10
3§
S
= 0.54 5
= #* B %
= x
: : ]
VI S A I 1
S Z I 2 - -
g 2 = g = &

Slika 39. Ekspresija prac¢ena u realnom vremenu: Nrf2 gena u A) HepG2 i B) A549 ¢elijama; i Keapl
gena u C) HepG2 i D) A549 ¢elijama.
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4.2.5. Procena toksi¢nosti ekstrakta na embrionalnom modelu zebrica (Danio rerio)

Za potrebe ovog eksperimenta embrioni zebrica su nakon 6 spf tretirani ekstraktima PEMh i BIOr
kao i njihovim aktivnim konstituentima Ka i K-3-O-Glk. Letalni, teratogeni i kardiotoksi¢ni efekti na
embrionima su prac¢eni tokom pet dana. Dobijeni rezultati sugeri$u da ekstakti, K-3-O-Glk i Ka u dozama
od 125 pg/mL, 30 pg/mL i 50 pg/mL, respektivno, ne utiu na prezivljavanje i razvoj embriona. Takode,
nakon tretmana sa PEMh u koncentraciji od 250 pg/mL i BIOr u koncentraciji od 200 pg/mL
kardiotoksi¢nost nije primecena (Slika 40A-C). Za Ka je pokazano da nije toksi¢an u Svim testiranim
koncentracijama (10-50 pg/mL). Sa druge strane na osnovu broja uginulih embriona i malformacija koje
su detektovane do kraja eksperimenta, odabrani agensi, izuzev Ka, su prema toksi¢nosti rangirani na
slede¢i na¢in: PEMh (LCso=ECs50=247,2 pg/mL) < BIOh (LCs50=207,7 pug/mL, EC50=184,6 pg/mL) < K-
3-0-Glk (LCs0=51,4 pg/mL, EC50=38,7 ug/mL) (Tabela 19). Dakle, kako je kod tretiranih jedinki uocen
niz pojava razlicitih teratogenih efekata, BIOr i K-3-O-Glk mozemo smatrati teratogenima u odredenim
koncentracijama. Posmatrane teratogene malformacije koje su uocene nakon tretmana sa BIOr (250
pg/mL) i K-3-O-Glk (50 pg/mL) zabelezene su fotografisanjem i prikazane na Slici 40D; F. Nakon
tretmana sa BIOr i K-3-O-Glk kod embriona zapazene su sledeCe iregularnosti: kraniofacijalna
deformacija (deformitet glave i vilice), tamno Zumance i tamna jetra, riblji mehur bez kiseonika i znaci
hepatotoksi¢nosti. U slucaju tretmana sa K-3-O-Glk detektovan je i perikardijalni edem. Sa druge strane,
kod Ka tretiranih zebrica malformacije odsustvuju (Slika 40 E).

- LY TR PENT

- N

Slika 40. Procena toksi¢nosti PEMh i BIOr ekstrakta i Cistih supstanci: Ka i Kver-3-O-Glk na
embrionalnom modelu Danio rerio. (A) Kontrola B) PEMh 250 pg/mL C) BIOr 200 pg/mL D) BIOr
250 pg/mL E) Ka 50 pg/mL F) K-3-O-Glk 50 pg/mL.

Teratogene malformacije su obelezene na sledeci nacin:

deformitet glave i oCiju (uglasta zagrada), deformitet vilice (trougao), perikardijalni edem (strelica), riblji
mehur bez kiseonika (isprekidana strelica) i znaci hepatotoksi¢nosti, tamno Zumance (zvezdica) i tamna
jetra (oblik formiran isprekidanom linijom).
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Tabela 19. Evaluacija toksi¢nosti PEMh i BIOr ekstrakata

Ekstrakt/konstituent LCso (ug/mL) ECso (ng/mL)
PEMh 247,15 247,15
BIOr 207,72 184,55
K-3-0O-Glk 51,43 38,65
Ka >50 >50
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5. DISKUSIJA
5.1. Antimikrobni efekti

Eksperimentalno je utvrdeno da skoro svi testirani biljni ekstrakti pokazuju antifungalnu
aktivnost, pri ¢emu se javljaju razlike u senzitivnosti ispitivanih gljiva na delovanje ekstrakata razlicitih
biljnih vrsta, odnosno izmedu herbe i rizoma iste biljne vrste. Generalno posmatrano osetljivost testiranih
gljiva na delovanje odabranih ekstrakata moze se predstaviti slede¢im redom: A. alternata>Aspergillus
sp.>Penicillium sp.>F. semitectum>F. oxysporum.

Pregledom literature o istrazivanju antifungalnog efekta selektovanih predstavnika
Polygonoideae ustanovljeno je da su ispitivanja naj¢es$ée sprovedena na vrstama roda Aspergillus, da su
podjednako zastupljene difuzione i mikrodilucione metode, kao i da stepen inhibicije rasta mikromiceta
varira u zavisnosti od vrste rastvaraca koris¢enog u ekstrakciji (Sardari i sar. 1998; Hasan i sar., 2009;
Hussain i sar., 2010; Salama i Marraiki, 2010; Derita i Zacchino, 2011; Bordoloi i sar., 2016; Al-Snafi,
2017; Hailemariam i sar., 2018). Za vecinu testiranih ekstrakata antifungalni efekat prema odabranim
gljivama je prvi put ispitan u ovom radu usled ¢ega je onemogucena njihova komparacija sa dosadasnjom
literaturom.

Posmatrano prema testiranim gljivama, inhibicija rasta A. alternata je detektovana nakon
tretmana sa svim odabranim ekstraktima, pri ¢emu je najizraZeniji efekat ostvaren sa PEHr ekstraktom,
dok je najmanja efikasnost pokazana za PEAh ekstrakt. U literaturi se navodi da inhibiciju rasta
Alternaria tenuissima izaziva etanolni ekstrakt nadzemnog dela biljke Fagopyrum esculentum (Bordoloi
i sar., 2016). Sli¢no sa navedenim, blagi antifungalni efekat FAEh ekstrakta je zapaZen u nasem
istrazivanju prema A. alternata.

Dalje, inhibiciju rasta Aspergillus sp. izazivaju svi ekstrakti u odredenom stepenu, izuzev BIOh.
Literaturni podaci pokazuju da je inhibicija rasta vrsta roda Aspergillus; A. flavus, A. fumigatus i A. niger
prisutna nakon tretmana sa hloroformskim ekstraktima dobijenim od stabljika i listova Polygonum
aviculare (Salama i Marraiki, 2010), korena Persicaria hydropiper (Hasan i sar., 2009) kao i
dihlorometanskim i metanolnim ekstraktima nadzemnih delova Persicaria maculosa (Hussain i sar.,
2010; Derita i Zacchino, 2011). Ekstrakt listova P. maculosa pokazuje i umerenu antifungalnu aktivnost
prema A. solani (Hussain i sar., 2010). Nadalje, Munir i sar. (2014) su ustanovili da metanolni i etanolni
ekstrakti korena biljke Bistorta officinalis ostvaruju umeren antifungalni efekat prema A. niger. Prema
studiji Hailemariam i sar. (2018) hloroformski i metanolni ekstrakti semena Persicaria lapathifolia
pokazuju izraziti inhibitorni efekat protiv Aspergillus sp.. Cinjenica da su svi navedeni podaci u skladu
sa rezultatima prilozenim u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuje da navedeni ekstrakti Polygonoideae
biljaka imaju znacajan potencijal delovanja protiv razli¢itih vrsta roda Aspergillus. Takode, odsustvo
stimulativnog efekta na rast vrsta roda Aspergillus detektovano je nakon tretmana sa svim testiranim
ekstraktima. U skladu sa navedenim Sardari i sar. (1998) su pokazali da ekstrakt nadzemnih delova
Persicaria amphibia odlikuje odsustvo stimulatornog efekta, medutim kontradiktorno sa naSim
rezultatima, u istoj studiji je istaknuto da ekstrakt ne ispoljava inhibitorni efekat na rast razli¢itih vrsta
roda Aspergillus.

Nadalje, ekstrakt semena P. lapathifolia pokazuje antifungalnu aktivnost protiv Penicillium sp. i
Fusarium sp. (Hailemariam i sar., 2018). U nasem istrazivanju detektovan je veoma blagi antifungalni
efekat rizoma i nadzemnih delova P. lapathifolia ekstrakta protiv Penicillium sp. kao i protiv F.
semitectum u slucaju PELr ekstrakta, odnosno protiv F. oxysporum u sluc¢aju PELh ekstrakta.
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Dalje, dokumentovano je da peptid od 4 kDa izolovan iz F. esculentum ispoljava antifungalni
efekat protiv F. oxysporum (Al-Snafi, 2017). Sa druge strane, u naSem istrazivanju pokazano je da sam
ekstrakt FAEh ne remeti rast navedene gljive. U skladu sa navedenim, agensi koje odlikuje znacajan
stepen inhibicije F. oxysporum, poput kafei¢ne, ferulne, sinapinske i siringinske kiseline (Zabka i Pavela,
2013), prisutni su samo u tragovima u ispitanim ekstraktima. U skladu sa nasim rezultatima F.
oxysporum se pokazao kao veoma rezistentan na delovanje antifungalnih agenasa (Muhammed i sar.,
2011). U ovom istrazivanju umerenu antimikoti¢nu aktivnost prema F. oxysporum ostvario je isklju¢ivo
PEMh ekstrakt.

Ako se podrobnije posmatra hemijski sastav ekstrakta (Sviréev, 2014) ¢ije su bioloske aktivnosti
ispitane u naSem istrazivanju, uo¢ava se da izmedu ekstrakata razli¢itih vrsta, kao i herbe i rizoma iste
vrste postoji znacajna varijabilnost polifenolnih komponenti. Posmatrano prema ekstraktima, P.
aviculare skladisti KK u nadzemnim delovima biljke i u rizomu, sa tim §to je veca koli¢ina detektovana
u nadzemnim delovima. Takode, znacajna koli¢ina hiperozida, K-3-O-Glk i kemferol-3-O-glukozida
nalazi se u herbi P. aviculare, dok se u rizomu P. aviculare u vecoj koncentraciji nalaze GK i Ka. U
POMh i PEAh ekstraktima dominanto su zastupljeni GK, epigalokatehingalat, hiperozid i K-3-O-Glk.
Medu glavnim konstituentima POMh ekstrakta nalazi se 1 Ka, dok PEAh ekstrakt sadrzi i kvercitrin 1
kvercetin. U herbi P. maculosa zabelezena je znacajna koli¢ina fenolnih kiselina: KK, GK i HK. Takode,
u PEMh ekstraktu uocena je signifikantna koli¢ina hiperozida, rutina (RU), K-3-O-GIKk, kvercitrina i
kemferol-3-O-glukozida. P. lapathifolia sintetise GK u nadzemnim delovima i u rizomu. Dalje, u PELh
ekstraktu dominantno su zastupljeni KK, HK, K-3-O-Glk i kvercitrin. P. hydropiper u piblizno istoj
koli¢ini produkuje GK i u nadzemnim delovima biljke i u rizomu. Sa druge stane, KK je znatno
zastupljenija u nadzemnim delovima biljke. PEHh ekstrakt kao dominantne konstituente sadrzi jo§ i
hiperozid, K-3-O-Glk, kvercitrin i kemferol-3-O-glukozid. Prisustvo KK odlika je herbe i rizoma B.
officinalis. Takode, u BIOh ekstraktu zabelezeno je prisustvo hiperozida i RU, dok su u BIOr ekstraktu
uocCeni slede¢i konstituenti: HK, Ka i epikatehin. Najveca koli¢ini RU i kvercitrina nalazi se u FAEh
ekstraktu. FAEh takode sadrzi KK, HK, hiperozid, K-3-O-Glk i kvercetin.

Sa izuzetkom F. oxysporum, dominantnim konstituentima testiranih ekstrakata, poput GA, RU i
Ka, pripisuje se antifungalni efekat protiv testiranih gljiva. GK pokazuje antifungalnu aktivnost protiv A.
alternata, vrsta roda Aspergillus, Penicillium, kao i protiv F. semitectum (Zabka i Pavela, 2013; Badhani
i sar., 2015), a kako je GK najvise zastupljena kod POMh mozemo pretpostaviti da je ona u velikom
stepenu zasluzna za pokazani antifungalni efekat protiv navedenih gljiva. Takode, primetna prisutnost
GK detektovana je u POAr, PEAh, PEMh, PELh, PELr, PEHh i PEHr ekstraktima. S obzirom da je jedino
PEAh ekstrakt pokazao nisku efikasnost protiv A. alternata, a svi ekstrakti su pokazali inhibitorni
potencijal protiv Aspergillus sp. i Penicillium sp. mozemo pretpostaviti da je GK bar donekle zasluzna
za antifungalnu efikasnost ekstrakata, ali i da je antimikoti¢no delovanje ekstrakta uslovljeno
interakcijama izmedu razli¢itih aktivnih konstituenata. Sa druge strane, iako sadrze GK u odredenim
koli¢inama vecina ekstrakata nije ispoljila statisticki znacajan efekat protiv rasta F. semitectum.

Nadalje, opet isticemo da je BIOr ekstrakt pokazao najbolju antimikoti¢nu aktivnost protiv
Aspergillus sp. od svih testiranih ekstrakata, dok je kod BIOh ekstrakta detektovano potpuno odsustvo
antifungalne aktivnosti. Imajuci na umu da HK i njeni derivati pokazuju antimikrobna svojstva (Suarez-
Quiroz i sar., 2013), njeno znacajno prisustvo kod BIOr i odsustvo kod BIOh ekstrakta delimi¢no mogu
objasniti antifungalnu efikasnost i izostanak inhibitornog efekta protiv Aspergillus sp., za navedene
ekstrakte, respektivno. Na A. flavus blagi antifungalni efekat pokazuje i Ka (Rauha i sar. 2000) koji je
takode u vecoj koli¢ini zastupljen u BIOr ekstraktu, dok je u BIOh ekstraktu prisutan samo u tragovima.

Pored toga i RU mozemo smatrati nosiocem antifungalne aktivnosti. Stavise, zastupljenost GK,
RU i kvercetina odreduje efikasnost infekcije biljke F. esculentum sa A. flavus, pri ¢emu je povecana
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sinteza navedenih agenasa u negativnoj korelaciji sa pojavom patogeneze (Chitarrini i sar., 2014).
Takode, izraZena inhibitorna aktivnost na rast gljive Penicillium sp. u naSem istrazivanju postignuta je
sa ekstraktima BIOr i FAEh koje odlikuje prisustvo vece koli¢ine RU. Medutim, kod POMh ekstrakta
koji pokazuje najizraZeniju inhibitornu aktivnost na rast Penicillium sp. RU nije detektovan.

Uzimajuci u obzir sve navedeno, jo$ jednom isticemo da in vitro efikasnost odabranih ekstrakata
protiv razli¢itih mikromiceta ne predstavlja iznenadenje, usled prisustva odredene koli¢ine navedenih
polifenolnih agenasa koji najverovatnije predstavljaju nosioce antimikoti¢ne aktivnosti ekstrakata, ali
kroz medusobne interakcije, a ne pojedina¢na delovanja.

Antifungalni efekat aktivnih konstituenata Polygonoideae biljaka dovodi se u vezu sa inhibicijom
mitohondrijalnih ATPaza, redukcijom citoplazmatskog i mitohondrijalnog glutationa, kao i pove¢anom
produkcijom ROS (Suarez-Quiroz i sar., 2013; Hugq i sar., 2014; Chitarrini i sar., 2014). Takode, HK i
njeni derivati mogu dovesti do naruSene permeabilnosti ¢elijske membrane, dok agensi poput kafene
kiseline i KK i njihovih derivata mogu delovati na inhibiciju sinteze 1,3 B-glukana, komponente ¢elijskog
zida (Ma i Ma., 2015).

Rezultati daljeg eksperimentalnog rada pokazali su da usled dejstva tretmana sa POAh, POAr,
POMh, PEAh, PEHr i BIOr ekstraktima dolazi do obezbojavanja konidija Aspergillus sp.

Literaturni podaci sugeri$u da se gubitak konidijalnog pigmenta kod A. fumigatus i A. niger moze
povezati sa umanjenom aktivno$¢u antioksidativnih mehanizama tj. izrazitom podlozno$¢u prema
delovanju ROS sto rezultira Smanjenim prezivljavanjem navedenih gljiva (Youngchim i sar., 2004).
Nadalje, kako je boja konidijalnog pigmenta uslovljena sintezom melanina i njegovim derivatima i
regulisana dihidroksinaftalen (DHN)-melanin signalnim putem remecenje komponenata ove kaskade
moze rezultirati depigmentacijom gljiva (Tekaia i Latgé, 2005). Medu inhibitorima tirozinaze, enzima
bitnog u sintezi melanina, nalaze se i antrahinoni i antrahinonski analozi izolovani iz Polygonum
cuspidatum (Smit i sar., 2009). U skladu sa navedenim postoji mogucénost da testirani ekstrakti remete
redoks homeostazu i uti¢u na aktivnost tirozinaza kod Aspergillus sp., medutim predlozeni mehanizam
delovanja ostaje na nivou spekulacije do dodatnih ispitivanja.

Takode, pored obezbojavanja, ekstrakt BIOr dovodi i do promene morfologije spora Aspergillus
sp.. Prema literaturnim podacima zna se da je promena morfologije spora jo$ jedan od parametara koji
ukazuju na toksi¢nost delovanja biljnih produkata protiv gljiva (Carmo i sar., 2008).

Nadalje, brojna istrazivanja potvrduju antibakterijski efekat ekstrakata biljaka iz podfamilije
Polygonoideae. Istrazivanja su najcesce sprovedena protiv S. aureus, E. coli i P. aeruginosa, bakterijama
koje se isti€u po multirezistentnosti i perzistentnim prisustvom u bolni¢kim uslovima (Freitas i sar.,
2019), pri ¢emu geneticka pozadina razli¢itih sojeva iste vrste bakterija doprinosi variranju
antibakterijskog potencijala navedenih ekstrakata. Nadalje, u razli¢itim publikacijama moze se uociti da
odabir rastvaraa tokom ekstrakcije u znacajnoj meri odreduje antibakterijsku efikasnost biljnih
ektrakata, pa i onih iz podfamilije Polygonoideae.

Posmatrano prema ekstraktima, za metanolne, etanolne, acetatne i hloroformske ekstrakte
stabljika i listova P. aviculare dokazana je antibakterijska aktivnost prema S. aureus, E. coli i P.
aeruginosa (Salama i Marraiki, 2010). U nasoj studiji uocen je inhibitorni efekat POAh ekstrakta na rast
S. aureus, medutim nije detektovan antibakterijski efekat prema E. coli i P. aeruginosa.

Odsustvo antibakterijskog efekata POMh ekstrakta ne slaze se sa predstavljenim rezultatima El-
Haci i sar. (2013) u ¢ijoj je publikaciji naglasena antibaterijska aktivnost P. maritimum prema razli¢itim
humanim patogenima, ukljucujuci i S. aureus, P. aeruginosa, E. coli i E. faecalis.
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Prema studiji Ozbay i Alim (2009) prema S. aureus, E. coli i P. aeruginosa acetatni ekstrakt P.
amphibia ne ispoljava antibakterijsku aktivnost. U skladu sa navedenim, prilikom testiranja PEAh
ekstrakta nije zapazen inhibitorni efekat na rast E. coli i P. aeruginosa, a kako je bakteriostatski efekat
prema S. aureus detektovan na koncentraciji od 2,5 mg/mL, ne mozemo sa sigurno$¢u re¢i da PEAh
ispoljava antibakterijsku aktivnost ni prema S. aureus. Naime, prema Rai i Kon. (2013) ne smatra se
znacajnim baktericidni efekat ekstrakata pri koncentracijama preko 1 mg/mL, posto se navedeni efekat
moze pripisati osmotskom pritisku koji izaziva ekstrakt, a ne antimikrobnom delovanju samog ekstrakta
ili njegovih aktivnih konstituenata.

Pored toga, ekstrakt lis¢a P. maculosa pokazuje slabu antibakterijsku aktivnost prema E. coli,
umerenu prema P. aeruginosa i zna¢ajnu prema S. aureus (Hussain i sar., 2010). U nasem istrazivanju
detektovan je zanemarljiv antibakterijski efekat PEMh ekstrakta na navedenim bakterijskim vrstama.

Metanolni i hloroformski ekstrakti P. lapathifolia takode dovode do inhibicije rasta S. aureus i
E. coli (Hailemariam i sar., 2018). Razli¢ito od rezultata Hailemariam i sar. (2018) u naSem istrazivanju
S. aureus nije pokazao osetljivost prema PELh ekstraktu, dok je antibakterijski efekat ostvaren na E. coli
zanemarljiv usled visoke koncentracije.

Sli¢no rezultatima nase studije Hasan i sar. (2009) su dokazali da ekstrakt korena P. hydropiper
pokazuje odredeni stepen antibakterijske aktivnosti prema S. aureus, P. aeruginosa i E. coli. U nasoj
studiji PEHTr je delovao tek na izrazito visokim koncentracijama.

Za ekstrakt rizoma B. officinalis pokazana je antibakterijska aktivnost prema P. aeruginosa i S.
aureus, pri cemu metanolni i vodeni ekstrakti ispoljavaju razliCiti stepen inhibicije bakterijskog rasta
(Voronkova i Vysochina, 2014; Khalid i sar., 2011). Navedeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
ove studije. Medutim, u nasem istrazivanju antibakterijski efekat BIOr ekstrakta prema E. faecalis nije
uocen, dok je prema Khalid i sar., (2011) inhibitorni efekat ekstrakta rizoma B. officinalis prisutan prema
navedenoj bakteriji. Dalje, Satish i sar. (2009) su dokazali da vodeni i metanolni ekstrakt lis¢a B.
officinalis ispoljava antibakterijsku aktivnost protiv E. coli, P. aeruginosa i S. aureus. BIOh ekstrakt
testiran u nasoj studiji je pokazao bakteriostatski efekat prema S. aureus, dok antibakterijski efekat prema
E. coli i P. aeruginosa nije uocen. Kao §to je ve¢ istaknuto, razlika u genetickim karakteristikama
testiranih sojeva moze biti esencijalna za kontradiktornost rezultata.

Sli¢no razultatima grupa autora na &elu sa Cabarkapa (2008) i Al-Snafi (2017), koji pokazuju
antimikrobni efekat ekstrakta komercijalnog brasna F. esculentum prema S. aureus i E. coli, u ovom
istrazivanju detektovana je antibakterijska aktivnost FAEh ekstrakta prema S. aureus i E. coli, ali pri
visokim koncentracijama. Nadalje, razli¢ito od rezultata predstavljenim u navedenoj studiji u ovom radu
antibakterijski efekat prema E. faecalis nije uocen. Kako su ispitani razli¢iti sojevi E. faecalis kao i
razli¢iti proizvodi dobijeni od F. esculentum opravdana je nekonzistentnost navedenih podataka.

Odabrani predstavnici Polygonoideae biljaka do sada nisu bili ispitani sa aspekta antimikrobnog
delovanja prema L. monocytogenes i S. Enteritidis. Medutim, Santomauro i sar. (2018) su uocili slabu
antibakterijsku aktivnost ekstrakta korena P. cuspidatum prema L. monocytogenes i S. Enteritidis.
Takode, ranije je pokazano da P. multiforum, P. capitatum i P. chinensis pokazuju slabi antilisterialni
efekat (Huang i sar., 2008). Slicno sa dobijenim rezultatima jedino su PEMh i BIOr ispoljili
bakteriostatski i baktericidni efekat na S. Enteritidis ali pri visokim koncentracijama, dok ni jedan
testirani ekstrakt nije pokazao antimikrobnu aktivnost prema L. monocytogenes.

Poznato je da su ekstrakti dobijeni od lekovitih biljaka neretko aktivni isklju¢ivo protiv Gram
pozitivnih bakterija (Gilabert i sar., 2014). I u nasem istrazivanju ekstrakti POAr i BIOh su dobar
antibakterijski efekat pokazali jedino prema Gram pozitivnoj bakteriji, S. aureus. Medutim, kako je za
PEMh, PELr, BIOr i FAEh neki antibakterijski efekat ipak detektovan i protiv Gram negativnih i Gram
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pozitivnih bakterija, kod ovih ekstrakata postoji verovatnoc¢a aktiviranja razli¢itih mehanizama prilikom
ostvarivanja antimikrobnog delovanja.

U prilog svemu navedenom ide i ¢injenica da odredeni aktivni konstituenti Polygonoideae biljaka
takode pokazuju antibakterijski efekat. Na rast S. aureus inhibitorni efekat pokazuju RU i HK (Lou i sar.,
2011; Stojkovi¢ i sar., 2013). Nadalje, HK ispoljava antibakterijski efekat i prema E. coli, pri ¢emu
dovodi do naruSavanja permeabilnosti ¢elijske membrane (Lou i sar., 2011). GK i Ka takode ispoljavaju
antibakterijski potencijal (Daglia, 2012). Kao i u slucaju antifungalnog efekta mozemo pretpostaviti da
je interakcija izmedu aktivnih konstituenata zasluzna za ispoljenu antibakterijsku aktivnost, a ne
pojedina¢ne komponente.

Nadalje, deo ove doktorske disertacije posvecen je ispitivanju antibiofilm efekata PEMh i BIOr
ekstrakata, kao i njihovih glavnih konstituenata, pri ¢emu je in vitro testiranje sprovedeno na S. aureus,
S. Enteritidis i P. aeruginosa PAO1. Kontrolisanje biofilm zajednica ukljucuje nekoliko razli¢itih
pristupa: a) spreCavanje formiranja biofilma, b) razaranje postojeceg biofilma, (c) sprecavanje daljeg
rasta biofilma i (d) ubijanje mikroorganizama u biofilmu (Song i sar., 2007). Opste posmatrano, u nasem
istrazivanju je uoceno da ekstrakti PEMh i BIOr u odredenim koncentracijama inhibiraju, dok u drugim
stimuli$u formiranje biofilma. Ostvareni dualni efekti zavise od testirane koncentracije kao i geneti¢kih
karakteristika sojeva. Dodatno, redukcija prezivljavanja bakterija u zrelom biofilmu i bakterija
dispregovanih sa zrelog biofilma pri svim primenjenim koncentracijama BIOr ekstrakta na S. aureus,
odnosno pri veéim koncentracijama primenjenim na S. Enteritidis, u prvom planu istic¢e izrazit letalni
efekat ovog ekstrakta na bakterije biofilm zajednica.

Dosada$nja literatura je veoma oskudna u pogledu podataka o antibiofilm efektima
Polygonoideae biljnih ekstrakata. Medutim, pojedini radovi istiCu inhibitorni efekat ekstrakata
Polygonum cuspidatum i Polygonum punctatum na razvoj biofilmova kao i baktericidni efekat ekstrakta
P. cuspidatum na prezivljavanje bakterija u zrelom biofilmu (Song i sar., 2007; Gilabert i sar., 2014).

Song i sar. (2007) su pokazali da frakcije etil acetatnog ekstrakta korena P. cuspidatum inhibiraju
rast biofilma streptokoka, uzroénika dentalnih oboljenja, kao i da uti¢u na redukciju zrelih biofilmova S.
mutans i S. sobrinus. Razli¢ito od navedenog, u nasem istrazivanju je pokazano da PEMh ekstrakt u
znacajnoj meri stimuliSe formiranje biofilma S. aureus. Medutim, slicno sa navedenim rezultatima,
ekstrakt BIOr pokazuje inhibitorni efekat na formiranje biofilma i dovodi do redukcije zrelog biofilma
S. aureus pri svim testiranim koncentracijama skoro u potpunosti.

Posmatrajuci dejstvo ekstrakta BIOr na bakterije u suspenziji koje su poreklom od zrelog
biofilma, u slu¢aju S. aureus mozemo zapaziti da je broj odlepljenih vijabilnih bakterija manji u odnosu
na netretiranu kontrolu, $to posmatrano sa svim navedenim jasno ukazuje na baktericidno dejstvo
ekstrakta prema bakterijama u biofilmu i prema bakterijama u suspenziji.

Kao §to je istaknuto u poglavlju Rezultati, oba testirana ekstrakta inhibiraju formiranje biofilma
soja S. Enteritidis. Medutim, stimulacija bakterijskog rasta u zrelom biofilmu prisutna je nakon tretmana
sa nizim koncentracijama BIOr ekstrakta, dok je na visim koncentracijama prisutna redukcija vijabilnih
bakterija u biofilm zajednici. Isti trend uocen je na neadheriranim bakterijama u suspenziji, dispergovanih
sa zrelog biofilma.

Stavise, niske koncentracije PEMh i BIOr ekstrakta stimulidu stvaranje biofilma i kod bakterije
P. aeruginosa PAO1, dok ih veée koncentracije inhibiraju.

S obzirom da podaci o antibiofilm efektu Polygonoideae biljaka prema S. Enteritidis i P.
aeruginosa nisu pronadeni tokom pretrage literature, u daljem tekstu opisan je antibiofilm efekat aktivnih
konstituenata odabranih ekstrakata dobijenih u ovom radu i slicnim publikacijama.
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Sto se ti¢e pojedinaénih komponenti ekstrakata, u ovoj studiji dobijeni su sli¢ni rezultati kao i za
same ekstrakte. Naime, primecen je i stimulativni i inhibitorni efekat prilikom formiranja biofilma P.
aeruginosa PAOL, u zavisnosti od vrste aktivnog jedinjenja i testirane koncentracije. Na produkciju
biofilma P. aerugionosa PAO1, GK i HK pokazuju dualni efekat u zavisnosti od primenjene
koncentracije i vremena tretmana (Borges i sar., 2012; Plyuta i sar., 2013). Iako u nasoj studiji nije
primecena znacajna stimulacija formiranja biofilma nakon tretmana sa GK i HK, nemonotoni dozni
odgovor ukazuje da ne moZzemo pretpostaviti efekat koncentracija koje nisu ispitane i ne iskljucuje
postojanje mogucénosti stimulativnog efekta i na nizim koncentracijama od testiranih. Dodatno,
Slobodnikova i sar. (2016), su detektovali da GK uti¢e na produkciju biofilma Gram pozitivnih bakterija
u zavisnosti od doze, temperature i1 vremena izloZenosti.

Do sada je poznato da derivati KK, poput HK i 3,5-dikafeoilhinske kiseline uslovljavaju rast
biofilma P. aerugionosa. Medutim, stimulacija formiranja biofilma P. aeruginosa usled dejstva ¢iste KK
je prvi put prezentovana u ovom istrazivanju.

Stavise, razli¢ite studije potvrduju antibiofilm aktivnost KK i GK protiv Gram pozitivnih
bakterija poput razli¢itih streptokoka ukljuc¢ujuc¢i i MRSA soj (Borges i sar., 2012; Luis i sar., 2014;
Slobodnikova i sar., 2016; Liu i sar., 2017). S obzirom da navedene supstance mogu delovati na Gram
pozitivne i Gram negativne bakterije smatramo da su ukljuéeni razli¢iti molekularni mehanizmi. Nadalje,
u skladu sa na$im rezultatima u studiji Kordbacheh i sar. (2017) navedeno je da K-3-O-GIk inhibira
formiranje biofilma. U istoj studiji je istaknuto da Ka uti¢e na redukciju biofilma. Sli¢no navedenom, u
naSem istrazivanju na niZim koncentracijama zapazen je inhibitorni efekat na formiranje biofilma,
medutim, neznatni stimulatorni efekat detektovan je na visim koncentracijama.

Kao $to je istaknuto u Uvodu disruptivnost QS komunikacije vodi ka atenuaciji virulencije
mikroorganizama (Vasavi 1 sar., 2017; Asfour, 2018). S obzirom da su regulisani QS sistemima,
inhibicija produkcija pigmenata violaceina i piocijanina, kao i smanjena mobilnost, mogu ukazivati na
interferenciju QS inhibitora, odnosno QQ agenasa sa QS signalnim putevima. Nadalje, biljni ekstrakti
mogu delovati kao QS inhibitori usled sli¢nosti njihove hemijske strukture sa signalnim molekulima 1
njihove sposobnosti da inaktiviraju LasR receptor kod P. aeruginosa (Nazzaro i sar., 2013).

U ovom istraZivanju je zapaZeno da oba ekstrakta, a narocito BIOr, zna¢ajno remete produkciju
violaceina i onemogucavaju rojenje. Sli¢no sa dobijenim rezultatima, Asfour (2018) navodi da ekstrakt
listova P. minus inhibira sintezu violaceina. Nadalje, za Resveramax, preparat zasnovan na rezveratrolu,
aktivnoj komponenti izolovanoj iz P. cuspidatum, je dokazano da uti¢e na inhibiciju produkcije
violaceina i da remeti rojenje P. aeruginosa PAO1 (Vasavi i sar., 2017). Medutim, kod pojedinih
Polygonoideae ekstrakata, poput acetatno-vodenog ekstrakta P. multiflorum, nije detektovana znacajna
inhibicija produkcije violaceina kao ni smanjenje rojenja P. aeruginosa PAO1 (Yeo i Tham, 2012).
Imajuéi u vidu navedeno, bitno je istaci da razlika u hemijskim karakteristikama biljnih ekstrakata moze
definisati prisustvo ili odsustvo anti-QS potencijala. Dalje, kvercetin, aktivha komponenta PEMh
ekstrakta dovodi do inhibicije sinteze violaceina C. violaceum 12472 (Asfour, 2018). U naSoj studiji
dektovano je da KK, HK, K-3-O-GlIk inhibiraju produkciju violaceina, dok za GK takav efekat nije
primec¢en. Nazzaro i sar. (2013) navode da se HK moze koristiti kao pozitivna kontrola u testovima
inhibicije QS kaskadne signalizacije.

Sto se ti¢e inhibicije produkcije piocijanina, ovakav efekat je primeéen nakon tretmana sa PEMh
ekstraktom. Sa druge strane, primecen je inhibitorni i stimulatorni efekat BIOr ekstrakta na produkciju
piocijanina u zavisnosti od testirane koncentracije. U studiji Vasavi i sar. (2017) potvrdeno je da
Resveramax takode dovodi do inhibicije sinteze piocijanina i da remeti aktivnost LasR receptora. Treba
imati na umu da Ka pokazuje znacajan inhibitorni efekat na produkciju piocijanina i da smanjuje
aktivnost QS regulatornih gena, lasl, lasR, rhll i rhIR, kod P. aeruginosa (Kordbacheh i sar., 2017;
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Asfour, 2018). U skladu sa navedenim, rezultati naseg istrazivanja potvrduju da Ka smanjuje aktivnost
LasR receptora, koji je pod kontrolom lasR gena. Medutim, snizena aktivnost i RhIR i PgsR receptora
nije zabeleZena, StaviSe primeceno je blago povecanje aktivnosti PqsR receptora nakon tretmana
katehinom. Nadalje, Kordbacheh i sar. (2017) su uocili da K-3-O-Glk znacajno redukuje sintezu
piocijanina. Kako je u nasoj studiji dokazano umereno smanjenje aktivnosti LasR receptora usled dejstva
K-3-O-Glk, postoji moguénost medusobne zavisnosti aktivnosti receptora i sinteze pigmenata,
piocijanina i violaceina. Takode, u istrazivanju Annapoorani i sar. (2012) istaknuto je da HK deluje kao
signalni antagonist LasR i RhIR receptora, odnosno da je moguénost ometanja signal-receptor kompleksa
postignuta vezivanjem HK za receptore, umesto autoinducera. Neslaganje nasih rezultata, u kojima je
jasno uoceno odsustvo inaktivacije LasR i RhIR receptorne aktivnosti, sa podacima iz navede studije
mozemo objasniti razlikama u testiranim koncentracijama, pri ¢emu je 7,5 puta manja koncentracija HK
ispitana u naSem istrazivanju. lako je za derivat GK, epigalokatehin galat, pokazan potencijal inaktivacije
LasR receptora, rezultati nase studije pokazuju da sama GK ne uti¢e na inhibiciju aktivnosti receptora u
znadajnoj meri (Kalia i sar., 2015). Stavise, aktivnost PqsR receptora je u velikoj meri pojadana.
Pospesivanje aktivnosti PQsSR receptora usled dejstva GK primeceno je i u istrazivanju Aleksi¢ i sar.
(2018). U nasem istrazivanju po prvi put je dokazana smanjena aktivnost LasR receptora nakon tretmana
sa PEMh i BIOr ekstraktima. Nadalje, primecéena je poveéana aktivnost PqsR receptora. Ambivalentnost
u regulaciji LasR i PgsR transkripcionih faktora usled dejstava razli¢itih biljnih ekstrakata je detektovana
i u istrazivanju Aleksi¢ i sar. (2018). Stavise, pojedini sinteticki signalni molekuli, poput nekih N-acil-
L-homoserin laktona, mogu delovati antagonisticki 1 agonisti¢ki na razli¢ite QS receptore; suprotnim
delovanjem na Pgs i Rhl sisteme indukuje se inverzna sinteza piocijanina i ramnolipida (Welsh i sar.,
2015). Uzevsi sve u obzir, usled kompleksnog delovanja QS mehanizama slozena istrazivanja QS
inhibitora, poput PEMh i BIOr zahtevaju visestranosti analiziranja dobijenih rezultata. Prema tome, iako
je nakon tretmana sa oba ekstrakta aktivnost PqsR poviSena, smanjenje aktivnosti LasR receptora, koji
je na vrhu hierarhijske kontrole QS signalnih puteva, smatramo rezultatima od velikog znacaja u cilju
pronalaZenja potencijalnih QS inhibitora.

Kako je razvijanje novog antibiotika vremenski i finansijski veoma zahtevno pospesivanje
efektivnosti komercijalno dostupnih antibiotika je veoma poZeljan pristup prilikom traganja za
ucinkovitijim antimikrobnim agensima.

Ako izuzmemo rad u kojem su testirane veoma visoke koncentarcije ekstrakta Polygonum minus
(31.25-250 mg/mL) i Str (0.0025-2.5 mg/mL) prema bakterijama E. coli i B. subtilis (Al-Haj i sar., 2018),
u literaturi gotovo da ne postoje podaci o uticaju ekstrakata biljaka podfamilije Polygonoideae na
poveéavanje aktivnosti Str. Ipak za pojedine aktivne konstituente Polygonoideae biljaka postoje
istrazivanja novijeg datuma. Prema Nghr-Meldgaard i sar. (2018) rezveratrol, aktivna komponenta P.
cuspidatum, povecava osetljivost soja S. aureus JE2 na aminoglikozidne antibiotike: Str, gentamicin,
kanamicin, neomicin i tobramicin. U ovoj studiji je pokazanao da su MIK vrednosti dobijene nakon
kotretmana rezveratrola i antibiotika znatno nize (8-32 puta) u odnosu na MIK vrednosti dobijenih nakon
tretmana samih antibiotika (Nghr-Meldgaard i sar., 2018).

U cilju smanjenja koncentracije komercijalno dostupnog antibiotika Str u nasem istrazivanju je
po prvi put ispitan kombinovani efekat BIOr ekstrakta i navedenog antibiotika prema bakterijama S.
aureus i S. Enteritidis. Dokazali smo da BIOr i Str u odredenim subinhibitornim koncentracijama
(subMIK) stupaju u sinergisticki odnos, pri ¢emu ekstrakt povecava osetljivost S. aureus na dejstvo
antibiotika. Kako su pored sinergistickog efekta pri ve¢im testiranim koncentracijama uoceni i drugi
tipovi interakcija, poput indiferentog i aditivnog efekta, potrebno je posebnu paznju usmeriti prilikom
odabira adekvatnih doza u daljim testiranjima. Na S. Enteritidis BIOr nije ostvario sinergisticki odnos sa
Str, StaviSe testirani agensi pored indiferentnog 1 aditivnog stupaju i u blagi antagonisticki odnos. Ovaj

91



DISKUSIA

rezultat sugeriSe da je neophodno ispitati bezbedost primene BIOr u kombinaciji sa razliitim
antibioticima i na razli¢itim bakterijskim sojevima.

5.2. Citotoksi¢nost odabranih ekstrakata

Na polju hemioterapije prisutna je kontinuirana posvecenost pronalazenju novih i efikasnih
agenasa Cija je svrha leCenje maligniteta. Konstantna potreba za unapredenje citostatika namece se usled
njihove toksi¢nosti i uéestale pojave hemiorezistencije kancerskih ¢elija. Obi¢no se navodi da toksi¢nost
citostatika raste sa povecanjem primenjene doze, a rezistencija na lek se pojavljuje usled nizih
primenjenih koncentracija. Kako bi se prevazi$ao ovaj problem mnogobrojna istrazivanja okrenuta su
kombinovanom pristupu koji sa ciljem le¢enja maligniteta pored hemioterapeutika ukljucuju i primenu
adjuvanasa, poput biljnih ekstrakata. Primenom adjuvanasa, koji ostvaruju sinergisti¢ke interakcije sa
citostaticima, omoguceno je smanjenje doze samih citostatika, usled ¢ega se smanjuje njihova toksi¢nost,
dok je pojava rezistencije malignih Celija znacajno otezana usled razli¢itih antitumorskih mehanizama.
Odredeni broj studija je pokazao da biljni ekstrakti podfamilije Polygonoideae ispoljavaju antitumorsko
delovanje koje se pre svega zasnhiva na sposobnosti inhibicije ¢elijske proliferacije, indukciji apoptoze
tumorskih ¢elija, kao i remecenju ¢éelijskog ciklusa.

Ravipati i sar. (2013) su ustanovili da etanolni ekstrakt dobijen od komercijano nabavljenog
suSenog biljnog materijala P. aviculare pokazuje citotoksi¢ni efekat na HepG2, A549 i HT-29 ¢elijskim
linijjama. U skladu sa nevedenim rezultatima, u nasem istrazivanju je potvrdeno da je za postizanje
znacajnog citotoksi¢nog efekta na HepG2 i Ab549 Celijama potreban tretman visokim koncentracijama
POAh ekstrakta. Medutim, razlika u koncentracijama koje inhibiraju vijabilnost ¢elija za 50% u
pomenutoj studiji i nasem istrazivanju nije zanemarljiva. U nasoj studiji detektovane su aproksimativno
2,5 puta, odnosno 3,5 puta veée ICso vrednosti za HepG, odnosno A549 c¢elije, respektivno. Ovakav
rezultat moze se objasniti drugac¢ijim hemijskim karakteristikama samih ekstrakata, usled varijabilnog
uticaja razli¢itih egzogenih faktora tokom rasta biljaka, a takode, kako nije jasno navedeno od Cega se
tatno sastoji susSeni biljni material koji je upotrebljen u ekstrakciji, kao ni pasaza koris¢enih celija
mozemo spekulisati da su polazni biljni materijal i starost ¢elija razliciti. Dalje, ekstrakti celih biljaka P.
aviculare i P. amphibia pokazuju antiproliferativni efekat protiv celija cervikalnog adenocarcinoma
(Hela), adenocarcinoma dojke (MCF-7) i koznog epidermoidnog karcinoma (A431) (Lajter i sar., 2013;
Ravipati i sar., 2013; Dong i sar., 2014). U nasem istrazivanju najizrazeniji citotoksi¢ni efekat na HepG2
¢elijama detektovan je za PEAh ekstrakt. Ekstrakt herbe P. maculosa uzrokuje smanjenu proliferativnost
HelLa ¢elija (Lajter i sar., 2013). U naSem istrazivanju posmatrano prema ICso vrednostima od svih
testiranih ekstrakata za PEMh je pokazana najveca citotoksi¢nost prema A549 celijama. U vezi sa
uticajem ekstrakta P. maritimum na vijabilnost kancerskih ¢elija Rodrigues i sar. (2019) isti¢u da ekstrakt
ne dovodi do znacajne inhibicije rasta melanomskih ¢elija B16 4A5. O delovanju ekstrakta P. maritimum
na prezivljavanje pluénih adenocita 1 hepatokarcinomskih ¢elija nema podataka u dostupnoj literaturi.
Rezultati istrazivanja predstavljeni u ovoj disertaciji pokazuju da kao i u slucaju ostalih testiranih
ekstrakata PEMh ostvaruje citotoksi¢ni uticaj na A549 1 HepG2 ¢elijama pri ve¢im testiranim dozama.

Sto se ti¢e komparacije delovanja ekstrakata podfamilije Polygonoideae na kancerskim i
normalnim hepatocitama, nakon pretrage literature istaknuto je istrazivanje Ghazali i sar. (2014) u kojem
je ustanovljeno da ekstrakt dobijen od P. minus pokazuje selektivni antiproliferativni efekat, sa
znacajnom citotoksi¢nosti prema HepG2 celijama i niskom citotoksi¢nosti prema embrionalnim
hepatocitama WRL68. Dalje, ekstrakt P. cuspidatum ispoljava antiproliferativni efekat na tumorskim
¢elijama jetre Bel-7402 i Hepa 1-6 (Hu i sar., 2012), dok ekstrakti dobijeni od Polygonum glabrum i
Polygonum orientale pokazuju hepatoprotektivni efekat na normalnim hepatocitama in vivo (Raja i
Ramya, 2017; Chiu i sar., 2017).
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Nadalje, vezano za poredenje citotoksi¢nog delovanja na zdravim i malignim pluénim ¢elijama,
za pojedine aktivne komponente izolovane iz P. aviculare, poput junglandina (sin. kemferol-3-O-
arabinofuranozid), citotoksi¢ni efekat je detektovan na A549 c¢elijama, dok na MRC-5 ¢elijama nije
primecen (Chen i sar., 2017). U nasem istrazivanju svi ekstrakti su pokazali citotoksi¢an efekat na MRC-
5 ¢elijama, pri ¢emu je PEAh ekstrakt pokazao najslabiju aktivnost. Znacajno je pomenuti i da je
inhibicija proliferacije A549 celijske linije detektovana nakon tretmana sa aktivnim jedinjenjima
izolovanim iz P. limbatum (Dzoyem i sar., 2012).

Nasa dalja istrazivanja i$la su u pravcu ispitivanja senzitizacije tumorskih ¢elijskih linija u kulturi
na dejstvo D. Na obema kancerskim ¢elijiskim linijama uocen je sinergisticki efekat nakon POAD
kotretmana pri koncentracijama koje izazivaju 25% i 50% prezivljavanja. Sinergisticki efekat uocen je i
na bar jednoj od testiranih kancerskih linija sa preostalim ispitanim ekstraktima i D pri kotretmanima
odredenih koncentracija. lako publikacije o interakcijama Polygonoideae ekstrakata i D nisu dostupne,
odredeni broj studija isti¢e prisustvo sinergistickog odnosa izmedu izolovanih komponenti navedenih
ekstrakata i citostatika. Na primer, prema in vitro i in vivo istrazivanjima rezveratrol, aktivna komponenta
P. cuspidatum, ostvaruje sinergisti¢cku interakciju sa D, ¢ime se pospesuje antikancerski efekat D (Huang
i sar., 2014; Rai i sar., 2015). Nadalje, u nasem istrazivanju na normalnoj Celijskoj liniji je pokazan
antagonisticki efekat izmedu D i testiranih ekstrakata, izuzev POMh. Bitno je ista¢i da aktivne
komponente prisutne u ekstraktima poput kvercetina, HK, epigalokatehin-3-galata, naringenina,
apigenina, kemferola, p-kumarinske kiseline i kafene kiseline smanjuju D indukovanu toksi¢nost
atenuacijom oksidativnog stresa u normalnim ¢elijama (Wang i sar., 2012; Mbaveng i sar., 2014; Ojha i
sar., 2016).

Brojne studije potvrduju da inhibicija vijabilnosti kancerskih c¢elija manifestovana usled
sinergisticke interakcije hemioterapeutika i biljnih ekstrakata moze biti rezultat proapoptotskog efekta i
narusavanja Celijskog ciklusa. Shodno navedenom, u naSem istraZivanju posmatran je efekat ekstrakata
i D, pojedina¢no i u kombinaciji, na indukciju apoptoze i disruptivnost ¢elijskog ciklusa. U HepG2 i
A549 Celijama detektovana je indukcija rane i kasne apoptoze/nekroze odredenim dozama D i
ekstraktima, pojedina¢no ili u kombinaciji. Sli¢no sa izloZenim rezultatima Habibi i sar. (2011) navode
da P. aviculare uvodi MCF-7 ¢elije u apoptozu. Takode, skora$nji podaci ukazuju da aktivne komponente
izolovane iz P. amphibia, kvercetin-3-O-B-glukuronid i kvercetin-3-O-a-ramnosil-(1—2)-B-glukuronid,
ostvaruju proapoptotsku ulogu na imortalizovanim T limfocitama (Jurkat celijama) i celijama
promijelocitne leukemije (HL-60) (Dong i sar., 2014). Rezultati nase studije se ve¢inom uklapaju u
predlozen c¢elijski odgovor na tretman biljnim ekstraktima; ekstrakti pretezno indukuju ranu apoptozu na
niskim koncentracijama, dok na ve¢im koncentracijama uvode ¢elije u nekrozu (Ghazali i sar., 2014).
Izuzetak od ovog pravila uocen je za tretman HepG2 ¢elija sa POMh ekstraktom ¢ija manja koncentracija
uvodi Celije iskljucivo u kasnu apoptozu/nekrozu, dok veca koncentracija uvodi ¢elije 1 u ranu i kasnu
apoptozu/nekrozu. Odstupanje od navedenog trenda je primeéeno i na A549 ¢elijama nakon tretmana sa
PEMh ekstraktom, pri ¢emu niza koncentracija uvodi ¢elije u ranu i kasnu apoptozu/nekrozu, dok kod
veée koncentracije proapoptotski efekat u potpunosti izostaje. Sto se ti¢e molekularnih mehanizama
apoptoze, u razli¢itim publikacijama koja su posvecene ispitivanju uticaja Polygonoideae ekstrakata je
navedeno da ekstrakti u cilju eliminisanja tumorskih ¢elija podsticu apoptozu preko p53 gena, pri cemu
dovode do supresije anti-apoptotskog Bcl-2 gena (Habibi i sar., 2011). Proapoptotska aktivnost p53 gena
ostvaruje se kroz atenuaciju Cdc2 i gena Rb familije transkripcionih represora. Takode, Cdc2 sa ciklinom
B1 formira kompleks ,,faktor pokretanja mitoze™ (eng. mitotic promoting factor, MPF) ¢iji nizak nivo,
usled atenuacije ciklin B1 promotera sa p53, omoguéava zastoj ¢elija u G2 fazi ¢elijskog ciklusa (Stark
I Tailor, 2004). Uzimajuci u obzir znac¢aj G2/M kontrolne tacke za prevenciju ulaska ostecenih ¢elija u
mitozu i inhibiciju proliferacije, vazno je napomenuti da svi testirani ekstrakti u odredenim
koncentracijama individualno ili u kombinaciji sa D povecavaju nakupljanje HepG2 ¢elija u G2/M fazi.
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Poput navedenog, pojedine studije su pokazale da razli¢iti Polygonoideae ekstrakti i njihova aktivna
jedinjenja izazivaju proapoptotski efekat i dovode do zastoja HepG2 celija u G2/M fazi (Shieh i sar.,
2004; Lee i sar., 2011). U nasem istrazivanju je takode uoc¢eno da individualni tretman i kotretman sa
ekstraktom P. amphibia i D u HepG2 ¢elijama indukuju zastoj ¢elijskog ciklusa u S fazi. Ovi rezultati su
u skladu sa nalazima Ghazali i sar. (2014) koji pokazuju da Polygonum minus indukuje nakupljanje
HepG2 ¢elija u S fazi. Nadalje, prema Lin i sar. (2010) etanolni ekstrakt P. cuspidatum uzrokuje
nakupljanje ¢elija u subG1 fazi na A549 ¢elijama. U skladu sa njihovim rezultatima, ekstrakt PEMh sam
ili u kombinaciji sa D pri odredenim koncentracijama dovodi do nakupljanja ¢elija u subG1 fazi u A549
I HepG2 ¢elijama. Takode, pri veé¢im testiranim koncentracijama POAh i PEAh dovode do nakupljanja
HepG2 c¢elija u subGl fazi Celijskog ciklusa. Poput nasih rezultata Chen i sar. (2017) su dokazali da
juglanin (kemferol-3-O-arabinozid) aktivna komponenta izolovana iz P. aviculare indukuje apoptozu i
uzrokuje nakupljanje ¢elija u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa.

Stoga, opazeni sinergizam u malignim celijama izmedu D i testiranih ekstrakata moze biti
posledica interferencije sa putevima koji su ukljuceni u regulaciju apoptoze i ¢elijskog ciklusa. Podaci iz
literature pokazuju da se proapoptotski efekat i zastoj celijskog ciklusa izazvani ekstraktima mogu
pripisati njihovom hemijskom sastavu. Prema tome, K-3-O-Glk dovodi do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa
u G2/M fazi, §to je praceno smanjenjem broja éelija u GO/G1 fazi (Boukes i Venter, 2016). Stavise, GK
i Ka indukuju zaustavljanje celijskog ciklusa isklju¢ivo u malignim celijama, dok normalne celije
ostavljaju intaktnim (Pinmai i sar., 2008). Nadalje, kvercetin i K-3-O-Gik odlikuje sposobnost indukcije
apoptoze u razli¢itim malignim ¢elijama (Gopalakrishnan i Kong, 2008; Ramos, 2008). Stavise,
kvercetin i K-3-O-Glk pokazuju antiapoptotski efekat u normalnim ¢elijama tretiranim sa D (Lajter i sar.,
2013; lang i sar., 2014).

Poznato je da modulacijom antioksidativnih enzima preko Keapl-Nrf2 kaskadne signalizacije
brojni konstituenti biljnih ekstrakata mogu modelovati ¢elijski odgovor na oksidativni stres pri cemu se
njihovo delovanje moze manifestovati kao protektivni ili prooksidativni efekat (Kalender i sar., 2005;
Han i Lou 2007; Gopalakrishnan i Kong, 2008; Gao i sar., 2013; Lee i sar., 2015). Koja ¢e se od dualnih
aktivnosti ispoljiti zavisi pre svega od doze i vremena izlaganja biljnim agensima (Prochazkova i sar.,
2011; Lee i sar., 2015). Snizavanje Nrf2 aktivnosti narocito je povoljno kod malignih ¢elija kod kojih je
detektovana Cesta pojava hemiorezistencije usled povecane, konstitutivne ekspresije Nrf2 gena (Gao i
sar., 2013; Raghunath i sar., 2018). Dakle, Nrf2 inhibitori mogu sluZiti u terapiji maligniteta kod ¢elija
sa stalnom ekspresijom Nrf2 gena, poput ¢elija hepatokarcinoma i pluénog adenokarcinoma. Sa druge
strane povecanje ekspresije Nrf2 gena od posebnog je znacaja za normalne celije koje su izlozene
oksidativnom stresu. Poznato je da Nrf2 aktivacija predstavlja protektivni mehanizam detektovan
prilikom pojave brojnih oboljenja, ukljuéujuci i supresiju nastanka tumora (Zhu i sar., 2016).

Rezultati naseg istrazivanja su pokazali da POAh i PEMh dovode do redukcije aktivnosti SOD1,
SOD2 i KAT sto je regulisano preko smanjenja Nrf2 ekspresije u HepG2 éelijskoj liniji. Stavise,
pokazano je da je smanjena aktivnost Nrf2 ekspresije rezultat povecane ekspresije Keapl gena. Sa druge
strane, smanjena aktivnost antioksidativnih enzima nakon tretmana sa PEAh ne moze se dovesti u vezu
sa Nrf2 genskom regulacijom u HepG2 c¢elijama. Neocekivano, pokazano je da POMh ekstrakt dovodi
do povecane ekspresije SOD1 i KAT, pri ¢emu treba uzeti u obzir da su ovi proteinski produkiti
potencijalno rezultat obrade posttranslacionih mehanizama. Uzevsi u obzir sve dobijene rezultate vidimo
da ekstrakti, izuzev POMh, smanjuju antioksidativnu zastitu HepG2 malignih Celija, Sto dalje moze
objasniti indukciju apoptoze i zaustavljanje celijskog ciklusa usled senzitizacije ¢elija posredovane
oksidativnim stresom. Nadalje, kako je prema studiji Alia i sar. (2006) pokazano da visoka doza
kvercetina znacajno smanjuje nivo KAT u HepG2 ¢elijama, a kako se PEAh odlikuje znacajnom
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koli¢inom K-3-O-Glk i kvercetina, smatramo da su navedene komponente odgovorne za smanjenje
aktivnosti antioksidativnih enzima, narocito KAT.

Dalje, posmatrajuci dejstvo odabranih kotretmana na HepG2 ¢elijama, zapazeno je da PEMD
dovodi do povecane ekspresije Keapl gena koja uzrokuje supresiju Nrf2 gena $to rezultira redukovanjem
SOD2 aktivnosti. Isto tako, nakon kotretmana POAD i PEAD uocena je jasna veza izmedu povecane
aktivnosti Keapl gena i redukovane ekspresije Nrf2 gena, medutim, kako je zapazen povecani nivo
SOD1 proteina, smatra se da su razliciti signalni putevi ukljuceni u regulaciji SOD1 aktivnosti.
Varibijalna ekspresija SOD1 enzima u individualnom tretmanu i kotretmanu moze biti uzrokovana
razli¢itim dozama. Predstavljeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima koji sugeriSu da usled
delovanja razli¢itih koncentracija i vremena delovanja rezveratrol, aktivna komponenta P. cuspidatum,
moze uticati na inhibitorni i stimulatorni nacin na aktivaciju Nrf2 i modelovati SOD aktivnost (Cao i sar.,
2004). Stavise, na odredenim koncentracijama detektovano je snizavanje Nrf2 nivoa usled kotretmana
rezveratrolom i D (Rai i sar., 2016). Takode, treba imati na umu da je disbalans prisustva povecane i
smanjenje produkcije razli¢itih antioksidativnih enzima koji su pod kontrolom Nrf2 gena zabelezen i u
publikaciji Vnukov i sar. (2017).

Rezultati naseg istraZivanja takode ukazuju da u A549 ¢elijama povecana ekspresija Keapl gena
rezultira smanjenom aktivacijom Nrf2 gena, §to za posledicu ima redukovan nivo SOD1 i KAT proteina
nakon tretmana PEAh ekstraktom. Takode, smanjena ekspresija Nrf2 gena detektovana je i nakon
tretmana PEMh ekstraktom, ali kako ona nije statisticki znacajna, ne mozemo reéi da je redukcija SOD2
i KAT iskljucivo pod kontrolom Nrf2-Keapl signalnog puta. Smanjenje aktivnosti KAT detektovano je
i nakon tretmana sa POAh ekstraktom, medutim povecanje nivoa SOD1 i SOD2, i odsustvo promene
ekspresije Nrf2 gena takode sugeriSu na postojanje alternativnog nacina regulacije aktivnosti
antioksidativnih enzima. Sto se ti¢e dejstva ispitanih kotretmana na A549 éelijskoj liniji, jedino je PEAD
izazvao znacajno povecanje aktivnosti Keapl gena praceno smanjenjem ekspresije Nrf2 gena. Kako
PEAD utice na smanjenje nivoa KAT, smatramo da je aktivnost ovog enzima regulisana Keap1-Nrf2
signalnim putem. Sa druge strane smanjenje aktivnosti svih ispitanih antioksidativnih enzima PEMD
kotretmanom ne mozemo povezati sa Keap1-Nrf2 kaskadom.

Nadalje, gotovo da nema literaturnih podakaka o interferenciji odabranih Polygonoideae
ekstrakata sa Nrf2-Keapl signalnim putem. Medutim, bitno je pomenuti da su Cheng i sar. (2013)
pokazali da ekstrakt dobijen od Polygonum viviparum u RAW264.7 makrofagima indukuje translokaciju
Nrf2 iz citoplazme u jedro, pri ¢emu Nrf2 dovodi do povecane aktivnosti hem oksigenaze (HO-1)
antioksidativnog proteina.

U nasoj studiji na zdravoj ¢elijskoj liniji nakon 40 ciklusa nismo detektovali ekspresiju Nrf2 i
Keapl gena. Navedeno donekle moze biti opravdano visokom c¢elijskom pasazom. Ipak, utvrdeno je
povecanje nivoa antioksidativnih proteina u MRC-5 ¢elijama tretiranim sa POAh i PEMh. Takode,
povecanje nivoa SOD1 1 SOD2 proteina detektovano je nakon svih testiranih kotretmana. Povecan nivo
antioksidativne zastite je najverovatnije uzrok antagonizma ekstrakata i D u normalnoj MRC-5 ¢elijskoj
liniji. Bitno je napomenuti i da je povecanje antioksidativne aktivnosti kod P. aviculare etanolnog
ekstrakta detektovano u razli¢itim studijama, pri ¢emu se kao mehanizam delovanja navodi inhibicija
lipidne preroksidacije i mogucnost uklanjanja slobodnih radikala (Hsu, 2006; Habibi i sar., 2011;
Ravipati i sar., 2013). Takode, DPPH i ABTS testom pokazano je da metanolni ekstrakt lis¢a i korena P.
maritimum pokazuje izrazit antioksidativni efekat (Rodrigues i sar., 2018). Stavise, metanolni ekstrakt
P. maritimum stiti ¢elije neuroblastoma (SH-SY5Y) tretirane H2O2 od citotoksi¢nosti indukovane
oksidativnim oS$te¢enjima (Rodrigues i sar., 2018). Za ekstrakt P. maculosa takode je zapazena
antioksidativna aktivnost (Ozen, 2010; Svircev i sar., 2014).
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5.3.  Bezbednost primene ekstrakata

Serija ispitivanja bioloskih efekata odabranih ekstrakata koja je predstavljena u ovoj doktorskoj
disertaciji ukljucila je i evaluaciju toksi¢nosti. lako su ekstrakti dobijeni od jestivih i medicinskih biljaka
za koje bi mogli pretpostaviti da ne predstavljaju opasnost po zdravlje korisnika, usled aktuelnog pogleda
da prirodna medicina nije toliko bezbedna kao S§to mislimo, zapoceta su ispitivanja toksi¢nosti
selektovanih ekstrakata. Kako su prema rezultatima predstavljenim u ovoj doktorskoj disertaciji PEMh i
BIOr ekstrakti dali odli¢ne rezultate kao samostalni agensi u razli¢itim testovima, zeleli smo da
proverimo da li su bezbedni za koris¢enje.

Kao sto je vec istaknuto, usled visokog stepena molekularne, geneticke, fizioloske i imunoloske
sli¢nosti izmedu zebrica i ljudi testiranje toksi¢nosti potencijalnih lekova na modelu Danio rerio se
pokazalo kao veoma benefitno (Lieschke i Currie, 2007; MacRae i Peterson, 2015). U ovoj studiji
ispitana je aktivnost PEMh i BIOr ekstrakta kao i njihovih aktivnih konstituenata, Ka i K-3-O-Glk, na
prezivljavanje i razvoj embriona zebrica.

lako oba ekstrakta, primnenjena na zebricama u koncentracijama koje su bile aktivne u
suzbijanju biofilma, ne ispoljavaju letalne i teratogene efekte, Stetni efekti su ipak uoceni pri delovanju
vecih doza. U studiji Yang i sar. (2018) istaknuto je da pre¢iSéene antrahinonske komponente etanolnog
ekstrakta korena P. multiflorum, uklju¢ujuci i emodin, aloe-emodin i hrizofanol, pokazuju visok stepen
embriotoksi¢nosti, dok stilbeni i amidi prisutni u navedenom ekstraktu nisu ispoljili Stetan uticaj na
ispitivanom modelu zebrica. Kako kod PEMh i BIOr prisustvo emodina, aloe-emodina i hrizofanola nije
detektovano, ali je ustanovljen relativno visok sadrZaj ukupnih antrahinonskih jedinjena (Svircev, 2014),
potrebna je detaljnija hemijska karakterizacija ekstrakata i dodatna analiza embriotoksi¢nosti da bi se
ispitala njihova potencijalna veza. Nadalje, u nasoj studiji dokazano je da K-3-O-Glk remeti
prezivljavanje i razviée embriona u odredenim koncentracijama. Ranije je pokazano da kvercetinski
glikozidi nisu toksiéni pri niskoj koncentraciji, ali da se uo¢avaju malformacije tokom razvoja zebrica
pri ve¢im koncentracijama (Park 1 sar., 2014). Tako embriotoksi¢nost Ka nije do sada ispitana, pojedine
studije istiCu da biljni ekstrakti bogati katehinom, poput Cinnamon zeylanicum i Eugenia polyantha,
pokazuju dozno-zavisnu toksi¢nost (Ismail i sar., 2017). U naSoj studiji, nije zabelezena toksi¢na
aktivnost Ka prema zebricama. Kako je Ka dijetetski flavonoid koji je ¢esto zastupljen u namirnicama
biljnog porekla odsustvo toksi¢nosti je od velikog znac¢aja. Naravno, dalja detaljna ispitivanja drugih
odabranih ekstrakata su neophodna radi sagledavanja njihovih $tetnih ili korisnih efekata kao 1 procene
rizika njihove upotrebe.

5.4. Dalje perspektive istrazivanja odabranih prestavnika podfamilije Polygonoideae
baziranim na predstavljenim rezultatima disertacije

Jedan od odrzivih razvojnih ciljeva Ujedinjenih nacija je postizanje zdravstvene i opste dobrobiti
za sve, a Svetska Zdravstvena Organizacija (SZO) podrzava ovaj cilj kroz podsticanje aktivne primene
tradicionalnih  medikamenata paralelno sa konvencionalnim lekovima. Nazalost, nedostatak
verodostojnih podataka o upotrebi tradicionalnih lekovitih biljaka izazov je koji se namece prilikom
realizacije navedenog, usled ¢ega je neophodna nau¢na procena upotrebe narodnih lekova.

Kombinovanom pristupu lec¢enja (koji koristi kombinaciju biljnih ekstrakata i komercijalnih
lekova) hitno je potrebna terapijska strategija, pre svega usled pojave sve CeSce rezistencije kako
mikroorganizama tako i kancerskih éelija na konvencionalne medikamente. Stavise, od uvodenja
,cudotvornih lekova” tj. antibiotika u klini¢ku praksu do danas broj rezistentih bakterija je porastao i jos
uvek raste (Dong i sar., 2007; Uroz i sar., 2009; Moric¢ i sar., 2010). Takode, konvencionalni citostatici
nisu dovoljni kao jedini lek izbora u hemioterapiji (Pavic i sar., 2019).
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Kao $to je istaknuto u Uvodnom delu, odabrane biljke podfamilije Polygonoideae imaju dugu
tradiciju primene u alternativnoj medicini brojnih naroda. S obzirom da su ove biljke okarakterisane kao
samonikle, korovske, a pojedine spadaju i u invazivne, njihova pozamasna dostupnost olakSava
sprovodenje ideje da se ove biljke najpre ispitaju, a potom i koriste u kombinaciji sa konvencionalnim
medikamentima.

Da bi omogucili kontrolisanje rezistentnih bakterija, u mikrobiologiji je prisutno intenzivno
izuCavanje QS signalizacije i QQ interferencije, takozvanog ,,jin i janga medubakterijske komunikacije”
(Uroz i sar., 2009). Sto se ti¢e antivirulentnog potencijala, jo§ jednom istiGemo da je u nasoj studiji, po
prvi put, dokazan anti-QS efekat PEMh i BIOr ekstrakta primenjenih u netoksi¢nim koncentracijama na
P. aeruginosa PAOI, i da je ovo veoma znacajan rezultat koji namece dalja istrazivanja antivirulentne
aktivnosti navedenih ekstrakata. Za dodatna testiranja interferencije selektovanih ekstrakata sa QS
signalizacijom preporuc¢ujemo ispitivanje pokreta gréenja (eng. twitching) CV bojenjem i pracenje
formiranja biofilmova soja P. aeruginosa PAO1l na 3D modelu A549 c¢elijske linije razliCitim
mikroskopskim tehnikama nakon tretmana ekstraktima PEMh i BIOr (metoda bi bila prilagodena prema
Crabbé i sar., 2017).

Sto se ti¢e hemoterapijskog potencijala, prvi smo dokazali da ekstrakti P. aviculare i P. amphibia
ostvaruju sinergisticki odnos sa D na HepG2 ¢elijskoj liniji, pri ¢emu su za dati sinergizam delom
odgovorni zastoj Celijskog ciklusa, uvodenje ¢elija u apoptozu i interferiranje sa Keap1-Nrf2 signalnim
putem. Navedeno opravdava dalja ispitivanja ekstrakata herbi P. aviculare i P. amphibia u svojstvu
adjuvantnih agenasa u hemioterapiji. Prvo bi trebalo proceniti njihovu toksi¢nosti in vivo testovima, u
ovom koraku bi bio sproveden test procene toksi¢nosti ekstrakata na embrionalnom modelu zebrica
(Danio rerio). Dalja ispitivanje uticaja selektovanih ekstrakata u kombinaciji sa doksorubicinom trebaju
i¢i u smeru njihovog testiranja na 3D modelu HepG2 ¢elija, merenja mitohondrijskog membranskog
potencijala i ispitivanja genotoksi¢nog potencijala komet i mironukleus testom. U zavisnosti od dobijenih
rezultata potencijalno bi bila sprovedena i randomizovana pilot studija otvorenog tipa za ocenjivanje
efikasnosti i bezbednosti ekstrakta u kombinaciji sa citostatikom doksorubicinom primenjenim kod
pacijenata sa hepatokarcinomom.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu rezultata ispitivanja bioloskih aktivnosti 12

etanolnih ekstrakata rizoma i1 nadzemnih delova razlicitih biljaka podfamilije Polygonoideae,
sprovedenih u okviru ove disertacije, izvedeni su sledeci zakljucci:

1.

Svi testirani biljni ekstrakti pokazali su antifungalnu aktivnost, pri ¢emu je efikasnost zavisila od tipa
ekstrakta i vrste indikatorskog soja. Najveca je bila prema Alternaria alternata, gde je uocena
maksimalna inhibicija rasta 34,76% primenom ekstrakta rizoma Persicaria hydropiper. Pojedini
ekstrakti dovodili su do dekolorizacije konidija i promene morfologije spora gljive Aspergillus sp.
Antibakterijski efekat prema 5 od ukupno 7 testiranih sojeva uofen je za 9 ekstrakata. Gram-
negativne bakterije pokazale su slabu osetljivost, a najosetljivija Gram pozitivna bakterija je bila
Staphylococcus aureus, kod koje je efekat ekstrakata rizoma Polygonum aviculare i Bistorta
officinalis uo¢en na koncentracijama 0,16-0,31 mg/mL (bakteriostatski), odnosno 0,31-0,62 mg/mL
(baktericidni). Uz to, ekstrakt rizoma Bistorta officinalis stupa u razli¢ite vrste interakcija sa
streptomicinom, ukljucujuci i sinergistic¢ki efekat ostvaren prema Staphylococcus aureus.
Antibiofilm potencijal prema sojevima Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis i
Pseudomonas aeruginosa, pracen kroz analizu efekta na formiranje i destrukciju preformiranog
biofilma, kao i na signalne puteve celijske komunikacije, uocen je za ekstrakte herbi Persicaria
amphibia, Persicaria maculosa i Bistorta officinalis i rizoma Polygonum aviculare i Bistorta
officinalis, kao i njihove aktivne konstituente hinsku kiselinu, 5-O-kafeolinsku kiselinu, katehin i
kvercetin-3-O-glukozid. Pri tome je svaka od test supstanci bila efikasna u barem jednom
primenjenom testu.

Uticaj ekstrakata herbe Persicaria maculosa i rizoma Bistorta officinalis na faktore virulencije:
mobilnost, produkciju pigmenata i formiranje biofilma Pseudomonas aeruginosa je u korelaciji sa
smanjenjem aktivnosti LasR receptora signalnog puta medubakterijske komunikacije.

Ekstrakti herbi Polygonum aviculare, Polygonum maritimum, Persicaria maculosa i Persicaria
amphibia pokazali su citotoksi¢nost prema celijskim linijama hepatokarcinoma (HepG2),
adenokarcinoma (A549) i normalnih fibroblasta (MRC-5) pluca. Ispitivanje efekta ekstrakata u
kombinaciji sa komercijalnim citostatikom doksorubicinom ukazalo je na postojanje sva tri tipa
interakcije, pri ¢emu je najbolju selektivnost pokazao ekstrakt P. aviculare, za koji je utvrden
sinergizam u slucaju kancerskih, a antagonizam u normalnim ¢elijama.

Proapoptotski efekat i zaustavljanje Celijskog ciklusa u nekoj od faza uocen je na svim celijskim
linijama u slucaju ekstrakta Persicaria maculosa, dok su Polygonum aviculare, Polygonum
maritimum i Persicaria amphibia ostvarili oba efekta jedino na HepG2 ¢elijama.

Testirani ekstrakti pokazali su razliCite efekte na enzime antioksidativne zastite superoksid dismutaze
i katalazu u razli¢itim celijskim linijama. Znac¢ajnim se mogu smatrati smanjenje aktivnosti enzima
u kancerskim HepG2 ¢elijama izazvano delovanjem svih ekstrakata izuzev Polygonum maritimum,
kao i Persicaria amphibia primenjene individualno i u kombinaciji sa doksorubicinom u kancerskim
AS549 celijama. Pored toga, znacajno je 1 povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima u normalnim
MRC-5 ¢elijama, §to je uoceno u slucaju primene Polygonum aviculare i Persicaria maculosa,
pojedinacno i u kombinaciji sa doksorubicinom.

Uticaj na ekspresiju enzima antioksidastivne zastite se moze povezati sa regulacijom Keapl-Nrf2
signalnog puta, koja je uocena u sluc¢ajevima primene ekstrakta Polygonum aviculare i kotretmana
sa ekstraktom Persicaria maculosa i doksorubicinom u HepG?2 ¢elijama, kao i primenom Persicaria
amphibia, pojedinacno i u kombinaciji, u ¢elijama A549 linije.

Procena rizika upotrebe ekstrakata i njihovih aktivnih konstituenata, testirana na modelu Danio rerio,
ukazuje da ekstrakti herbe Persicaria maculosa i rizoma Bistorta officinalis i njihovi aktivni
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konstituenti katehin i kvercetin-3-O-glukozid u dozama od 125 pg/mL, 50 pg/mL i 30 pg/mL ne
uticu na prezivljavanje i razvoj embriona Danio rerio. U vec¢im ispitanim koncentacijama ekstrakt
rizoma Bistorta officinalis i kvercetin-3-O-glukozid deluju teratogeno, pri ¢emu su uocene sledece
iregularnosti: deformitet glave i vilice, tamno Zumance i tamna jetra, riblji mehur bez kiseonika 1
znaci hepatotoksi¢nosti.
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8. PRILOG
8.1. PRILOG 1. Podaci o biljnom materijalu, ekstrakciji i hemijskoj karakterizaciji ekstrakata

Slika 41. Mapa lokaliteta prikupljanja biljnih uzoraka.
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Tabela 20. Podaci o sakupljenom biljnom materijalu istrazivanih vrsta

Biljna vrsta Oznaka Lokalitet Staniste Broj Datum Legator
ekstrakta vaucera

Polygonum aviculare rizom POAr Vlasinsko jezero ispred brane 2-1669  2009. Goran Anackov,

herba POAh Jelena Jovin, Emilija Svircev
Polygonum maritimum  herba POMh Crna Gora Ulcinj  plaza 2-1670  2009.  Goran Anackov
Persicaria amphibia herba POAh Vlasinsko jezero sartorija 2-1691  2009. Emilija Svircev
Persicaria maculosa herba PEMh Tara ergela 2-1689  2010. Dejan Or¢i¢, Biljana Bozin
Bistorta officinalis herba BIOh Stara planina put ka Midzoru 2-1674  2011. Neda Mimica-

rizom BIOr Duki¢, Kristina

Balog, Emilija Svircev

Persicaria hydropiper  herba PEHh Dimitrovgrad kanjon Jerme, 2-1682  2011. Biljana Bozin,
rizom PEHTr ispred restorana Emilija Svircev
Poganovski
manastir
Persicaria lapathifolia  herba PELh Fruska gora 2-1687 Dejan Or¢i¢, Marina
rizom PELr Franciskovi¢
Fagopyrum esculentum  herba FAEh Tara rasadnik 2-1692  2010.

*Po jedan primerak biljnog materijala sa svakog lokaliteta, ostavljen je u herbarijumu Departmana za biologiju i ekologiju (BUNS Herbarium)
Prirodno-matematicnog fakulteta u Novom Sadu. Identifikaciju biljnog materijala izvrsio je dr Goran Anackov (Svircev, 2014).
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Tabela 21. Hemijski sastav odabranih ekstrakata podfamilije Polygonoideae!

Komponente [mg/g SOJ* P. aviculare (POAh) P. aviculare (POAr) | P. maritimum (POMh) | P. amphibia (PEAh) | P. maculosa (PEMh) | P. lapathifolia (PELh)
Hinska kiselina 8,72 + 0,87 0,92+0,09 0,77 = 0,08 0.88 0,09 12,8+1,28 1,17+0,12
Galna kiselina 0,95 £0.09 1,23+0,11 5,54+0,50 3,49:0,31 2,47+£0,22 1,40+0,13

Protokatehinska kiselina 0,23 0,02 0.07+£0,01 0,08+0,01 0.19+0,01 0,21+0,02 0,06+0,01

2.5-dihidroksibenzoeva kiselina 0,03 0,00 0.02+0,00 Nd 0,003£0,00 0,01+0,00 Nd
Hlorogenska kiselina 0.69 = 0,03 0.03£0,00 0.03+0.00 0.01£0,00 6,41+0,32 1,73+0,09
Epigalokatehin galat 0.15% 0,04 0.10+0,03 3,73+1,12 1,28+0,38 0.30+0,09 0.23+0,07
p-hidroksi-benzoeva kiselina 0.03 £ 0.00 0.02+0,00 0.03+0.00 0.05£0,00 0.04+0.00 0.01£0.00
Kafena kiselina 0,02 £ 0,00 0.01+0,00 0,01+0,00 0.06x0,00 0,02%0,00 0.01£0,00
Vanilinska kiselina 0,03 £0,01 0,03%0,01 0,04+0,01 0,03x0,01 Nd 0,03+0,01
Siringinska kiselina 0,15 0,03 0.16%0,03 0.11£0.02 0.11£0,02 0.01=0.00 0.02+0,00
p-Kumarinska kiselina 0.05 0,01 0.01£0,00 0,03£0,00 0.04+0,00 0,06£0,01 0.03+0,00
Ferulna kiselina 0,03+0,00 0,03£0,00 0,02+0,00 0,05+0,01 0,05+0,01 0,02+0,00
Sinapinska kiselina 0,02=0,00 0.01=0,00 0,01=0,00 0.04=0,00 Nd 0.01=0,00
Katehin 0,70£0,07 8,99+0,90 2,63+0,27 0.65+0,07 0,19£0,02 0.04+0,00
Epikatehin 0.09+0,01 0.13£0,01 0,06+0,01 0,23£0,02 0,15%0,02 0.04+0,00
Viteksin Nd Nd Nd Nd 0,03=0.00 0.02+0.00
Luteolin-7-O-glukozid Nd Nd Nd Nd 0,14%0,00 0.07+0,00
Hiperozid 3,02£0,18 0,02+0,00 0,97+0,06 11,90£0,71 4,93+0,30 0,32+0,02
Rutin 0.26+0.01 0.02+0,00 ND 0.21=0.,01 2,65+0,08 0.51%0.02
Kvercetin-3-O-glukozid 1,38+0,04 0.04+0,00 0,48+0,01 1,49+0,04 11,71+0,35 1,34+0,04
Apigenin-7-0-glukozid Nd Nd Nd Nd 0,22+0,01 0.07+0,00

Miricetin 0.11£0,00 0.02+0,00 0.17+0,05 0.86+0,00 0.02+0.01 Nd
Kvercitrin 0,16+0,01 Nd 0,07£0.00 9,79+0,59 2,10£0,13 0,93+0,06
Kempferol-3-0-glukozid 1,33+0,05 Nd 0,11£0.01 0.03+0,00 1,44:0,06 0.33+0.01
Kvercetin 0,40=0,12 0.02=0,00 0.19+0.06 5,50+1,65 0.27%0,08 0.09+0.03
Naringenin 0,01£0,00 0.01£0,00 0,01=0,00 0,02£0,00 0,08%0,01 0,03+0,00
Luteolin 0,01£0,00 Nd Nd 0,01=0,00 0,13=0,01 0,06=0,00
Apigenin 0,09+0,01 0.01=0,00 Nd 0.04=0,00 0,56=0,04 0,01=0,00
Kemferol 0,12+0,01 Nd 0,01%0,00 0,13%0,01 0,06=0,00 0,02+0,00

Eskuletin 0,01=0,00 Nd Nd 0.01=0,00 0,11=0,01 Nd

*Ni kod jednog ekstrakta nisu detektovane slede¢a antrahinonska jedinjenja: emodin, aloe-emodin i hrizofanol;
*Drugi naziv hlorogenske kiseline je 5-O-kafeoil-hinska kiselina.
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Tabela 22. Hemijski sastav odabranih ekstrakata podfamilije Polygonoideae!

Komponente [mg/g SO]*

P. lapathifolia (PELr)

P. hydropiper (PEHh)

P. hydropiper (PEHr)

B. officinalis (BIOh)

B. officinalis (BIOr)

F. esculentum (FAEh)

Hinska kiselina
Galna kiselina
Protokatehinska kiselina
2.5-dihidroksibenzoeva kiselina
Hlorogenska kiselina
Epigalokatehin galat
p-hidroksi-benzoeva kiselina
Kafena kiselina
Vanilinska kiselina
Siringinska kiselina
p-Kumarinska kiselina
Ferulna kiselina
Sinapinska kiselina
Katehin
Epikatehin
Viteksin
Luteolin-7-0-glukozid
Hiperozid
Rutin
Kvercetin-3-0-glukozid
Apigenin-7-O-glukozid
Miricetin
Kvercitrin
Kempferol-3-0-glukozid
Kvercetin
Naringenin
Luteolin
Apigenin
Kemferol
Eskuletin

0,09+0.009
1,060,095
0.03£0.002
Nd
Nd
0.27+0.08
0,01£0.00
Nd
Nd
0.02+0,01
0.01+0,00
0,02+0,00
Nd
Nd
0.13+0.01
Nd
Nd
0,01+0,00
0.12%0,00
0.07£0,00
Nd
Nd
Nd
0,01£0.00
0,01+0,00
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

5,60+0,56
1,95£0,18
0.08+0.01
0,01£0,00
0.01£0,00
0.10£0.03
0.02+0,00
0.01£0,00
Nd
0.010,00
0.03£0.,00
0.02+0,00
Nd
0.22+0.02
0.03£0.00
Nd
0.0120,00
2,70+0,16
0.01%0,00
10,11£0,30
Nd
0.37+0,11
3,62+0,22
1,22+0,05
0.26+0,08
Nd
Nd
Nd
0.04+0,00
Nd

0,61+0,06
2,98+0,27
0.11=0.01
Nd
Nd
0.20%0,06
0,03%=0,00
0,01=0,00
0,07=0,02
0,10+0,02
0,05=0,00
0,02+0,00
0,02+0,00
0.34=0,03
0.29+0,03
Nd
0,01=0,00
0,18+0,01
Nd
0.09+0,0
Nd
Nd
Nd
0.01=0,00
0,03+0,01
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

1,7120,17
0.030,00
0.06+0,01
0,02+0,00
0.02+0,00
Nd
0.08+0,01
0.36+0,03
0.060,02
0.010,00
0,09+0,01
0.09+0,01
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
2,24+0,13
5,01+0,15
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
0.03+0,01
Nd
Nd
Nd
Nd
0.02+0,00

1,14+0,11
0.97£1,69
0.01+0.00
Nd
33,89+1,69
Nd
Nd
0,02+0,00
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
14,92+1,49
1,67+0,17
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
0,01%0.00
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

9,66:0,97
0,17£0,02
0.54£0,05
Nd
8,32+0,42
Nd
0.04+0,00
0,06+0,00
0,03+0,01
0.01£0.00
0,07£0.01
0.03£0,00
Nd
0,18+0.02
0.87£0,09
0,37£0,02
Nd
1,870,11
119,95:3,60
2,96:0,09
Nd
Nd
25,97+1,56
0,02+0,00
1,52+0,46
Nd
0.01%0,00
Nd
0,02+0,00
0,01%0,00

INi kod jednog ekstrakta nisu detektovane sledeéa antrahinonska jedinjenja: emodin, aloe-emodin i hrizofanol;
*Drugi naziv hlorogenske kiseline je 5-O-kafeoil-hinska kiselina.
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Opis ekstrakcije

Osuseni i usitnjeni biljni materijal (5-159) je ekstrahovan sa 80% etanolom (sa odnosom biljni
materijal: rastvara¢ — 1:10), u toku 72 h, na sobnoj temperaturi uz muckanje; nakon ¢ega je dobijeni
macerat ceden kroz filter papir. Dobijeni ekstraktni su uparivani do suva u vakum uparivacu (<45°C).
Ekstrakti su pripremani iz nadzemnog dela biljke (herba) i iz rizoma. Sirovi ekstrakti herbi su preciséeni
te¢no-teCnom ekstrakcijom sa petroletrom radi uklanjanja balastnih masnih kiselina i hlorofila. Potom je
radena dodatna reekstrakcija metanolom iz petroletarske frakcije. Nakon toga, ekstrakt je uparen do suva

i rastvoren u DMSO-u do finalne koncentracije od 200 mg/mL.

8.2. PRILOG 2. Podaci antibiofilm i antivirulentnog efekta

Tabela 23. Procentualne vrednosti dobijene u testu formiranja biofilma nakon tretmana ekstraktima

PEMh i BIOr na odabranim sojevima: A) S. aureus B) S. Enteritidis C) P. aeruginosa PAO1.

A)

PEMh 10 ug/mL |PEMh 50 ug/mL | PEMh 100 ug/mL | BIOr 10 ug/mL | BIOr 50 ug/mL | BIOr 100 pg/mL
Y Y Y Y Y Y
195.0169 602.1255 690.7913 77.1108 40.96122 37.07202
195.2290 603.4758 688.9255 76.6364) 4123136 37.17126

B)

PEMh 10 ug/mL | PEMh 50 ug/mL | PEMh 100 ug/mL | BIOr 10 ug/mL | BIOr 50 pug/mL | BIOr 100 pg/mL
Y Y Y Y Y Y
88.96193 89.47881 50.60932 67.70485 45.36629 43510820
86.02626 86.94223 4961770 65.80956 44.39809 42431590

C)

PEMh 10 ug/mL | PEMh 50 ug/mL |PEMh 100 ug/mL | BIOr 10 ug/mL | BIOr 50 ug/mL |BIOr 100 pg/mL
Y Y Y Y Y Y
120.9104 53.65398 75.88016 129.5564| 5752134 65.10046]
113.3979 54.80974| 75.50122 130.0009 5567656 7152383
146.4927 61.47760 62.81117 128.2450 53.40950 77.85829
122.4884 63.18901 68.01209 130.1342 50.45341 70.92372

60.87749 64.30032 5352063 74.07984
77.94719 48.08649 65.92283
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Tabela 24. Procentualne vrednosti dobijene u testu formiranja biofilma soja P. aeruginosa PAO1
nakon tretmana odabranih konstituenata PEMh i BIOr ekstrakta.

KK 10 pgimL{KK 50 pg/mLKK 100 gL GK 10 gL | GK 50 pgimL [ GK 100 pgimL| HK 10 ugimL | Hi 50 /L |HK 100 gL Ka 10 ugimL. | Ka 50 /L | Ka 100 pgimL | K-3-0-Glk 10 il | K-3-0-Glk 50 gL | K-3:0-Glk 100 pgiml
Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y

130645900 1168624000 125022000 83476230 65513690 67932980 749176200 91450710{ 88013720 76.132370( 106954900  112.805400) 89.088870 66 675390 86.131080)
147483900 117 643200 123 112300 aseﬁgszgl 72770260 102041500 77860730 679767200 75384540 834291800 114 867500 11912950 75.201020 65 84911 77,6896
156.302200) 109.773100] 108727700 85755360 77736160 10046960 auusmq 96.20909 azzwsaq au,ssuaogl 100760200 11626280 79.98310 5242126 7393179
149379600 100.823000) 113642700 852974100 66.233620 91820500 792257600 84831440 76.365540  747SR7A0| 117.498400  100.604800 90.271050) 67460770 79.250610)
145952000 1112604000 108.904100) 803024700 76803500 9733360 71761440 98514240 80508600  86.953700( 112192100  111.881500) 91879230 §3.724660)

113057500‘ 84038200 71811450 95919640 75,maau| 91,796211[)‘ 7n,129193| 11045.1601 129,mnnj aszasrsn‘ sg,zzszau‘

115 417800 Ol 78.74066 11640230

Slika 42. Nanos$enje uzorka na diskove filter papira u testu produkcije violaceina

Tabela 25. Srednje vrednosti izrazene u procentima dobijene prilikom analize uticija PEMh i BIOr
ekstrakta na prezivljavanje bakterija ve¢ forimiranih biofilm zajednica: A) prezivljavanje bakterija u
zrelom biofilmu B) prezivljavanje bakterija u suspenziji poreklom iz zrelog biofilma.

A)

K 1/32 MIK /16 MIK  1/8 MIK  1/4 MIK = 1/2 MIK 1MIK 2 MIK
S. aureus 100.00 0.22 0.44 0.67 0.44 2.00 0.89 0.67
S. Enteritidis  100.00 178.08 120.55 119.18 6.44 11.23 7.40 0.14
B)

K 1/32 MIK  1/16 MIK  1/8 MIK  1/4 MIK = 1/2 MIK 1MIK 2 MIK
S. aureus 100.00 50.00 48.00 40.00 24.00 23.00 14.00 28.00

S. Enteritidis  100.00 163.00 101.00 139.00 18.60 17.40 5.58 0.02
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Tabela 26. Procentualne vrednosti dobijene u testu produkcije piocijanina.

PEMh 10 ug/mL | PEMh 50 ug/mL | PEMh 100 ug/mL | BIOr 10 ug/mL | BIOr 50 yg/mL | BIOr 100 pg/mL
Y Y Y Y Y Y
85.765620 55.983690 96.113350{ 92053210 53630330 139 496300
92179260 62.112500 94996730[  91.079270 40535500 147 175500
99.455960
DMSO PEMh BIOr

Slika 43. Produkcija piocijanina.

8.3. PRILOG 3. Podaci pracenja nivoa antioksidativnih enzima i mehanizma genske regulacije

Tabela 27. Vrednosti relativne ekspresije Nrf2 gena normalizovane u odnosu na f-aktin na celijskim
linijama A) HepG2 B) A549.

A)
K D POAh PEAh PEMh POAD PEAD PEMD
Y Y Y Y Y Y Y Y
2487869] 1054123  0427087| 2470471 04616400 0902879 0316923  0.554373
2687869 06100000  0.280000|  2.370471]  0.2200000  0.890000| 0510000  0.350000
2287869 2270471
B)
K D POAh PEAR PEMh POAD PEAD PEMD
Y Y Y Y Y Y Y Y
3996619  4.122258| 4.355787] 1282334  2814251| 5146419  1.71077 5 468572
3496619 3622258  3.855787|  1.516286( 2814251 4646419 1614144 2648427
4496619 4622258 4.855787|  1.792922]  4.341690] 5646419 1522973  3.857874
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Tabela 28. Vrednosti relativne ekspresije Keapl gena normalizovane u odnosu na f-aktin na odabranim

¢elijskim linijama: A) HepG2 B) A549.

A)
K D POAh POAD PEAD PEMD
Y Y Y Y Y Y
0.011998 1533009 0718239 0080304/ 0102549 0305644
0.019611 0.868143' 0150405 0.089044] 0180966 0.000111

B)
K PEAh | PEAD
Y Y Y

0.084606| 16 533710 0.772023|

0.054260| 14.665000] 1551094

0.041430 4219419

0.060955

0.006096

0.900074

Tabela 29. Relativne vrednosti aktivnosti antioksidativnih enzima normalizovanih u odnosu na f-aktin
na odabranim ¢elijskim linijjama A) HepG2 B) A549 C) MRC-5 tretiranih pojedini¢énim ekstraktima i D.

A)

K SOD1D |SOD1POAh|SOD1 POMh| SOD1 PEAh| SOD1 PEMh| SOD2D |SOD2 POAh|SOD2 POMh| SOD2 PEAh|SOD2 PEMh| KATD KAT POAh | KAT POMh | KAT PEAh | KAT PEMh

Y Y Y Y Y Y Y i Y Y Y Y W Y Y Y
0.922332) 0.607049; 0.767539 1810213  0.447170] 0.511707 0.481026) 0.697398| 0.976311 0.309717] 0.318235) 0.661372] 0.796633| 1.958643 0.692872| 0.593389]
1.046322| 0.608430 0.876403| 1834428  0.465467| 0.509643 0.471152 0.754839| 0.959900f  0.300528] 0.304513 0.653512) 0.868485 1.892382) 0.695074 0.576760
1.031346| 0.600348 0.851823] 1.819036  0.464958 0.507467| 0.464376) 0.730696{ 0.949294)  0.293906) 0.296725) 0.641584] 0.855891 1.916366|  0.698622| 0.578776{
0.990650
1.019702]
0.989649|
0.931259
1.029025
1.039716j
1.014101
0.992312)
0.993587|
0.944782|
1.006249|
1.048969|
1.072039|
0.953341
0.974621
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B)

K SOD1D |SOD1POAK| SOD1 PEAR[ SOD1 PEMh| SOD2D |SOD2 POAR| SOD2 PEAh |SOD2 PEMh| KATD | KAT POAh | KAT PEAh | KAT PEMh
¥ Y ¥ ¥ Y Y ¥ ¥ ¥ Y Y 7 ¥
1.008494]  1319245| 1314654] 0870158 1.085477] 1237907] 1224115 1013188 0865691 1156761 0855433  0.778277] 0.884207]
0973004] 1271497] 1216256 0716666 0.973104] 1224589 1199524 0990635  0844384] 1066504 0684261 0613053 071221
1.018502] 1358139  1.138642]  0.890505|  1.106803 1327873  1.348567 1137655 0968442 1170205 0832284  0.736168 0.84299
1.054165
0.890863
1.054972
0.989818
0.979967]
1.030215
0.978762
0.963303
1057934
1.027165
0.958521
1.014323
1.143604
0 836002
1.020394

C)

K SOD1D |SOD1 POAh| SOD1 PEAh|SOD1 PEMh| SOD2D |SOD2 POAh| SOD2 PEAh|SOD2 PEMh| KATD | KAT POAh | KAT PEAh | KAT PEMh
Y 7 Y Y ¥ Y ¥ Y Y Y ¥ iy ¥

10052000 0648945 3605996 1157705 6198801 0677144] 3492693 1089774] 5266341 0796042) 7782822 0975312 11.646180)
0966097| 0644865 3721728| 1135577| 6631343 0563806 3617312 1039503 5483513 0802728 6264608 0998899 12640470
1028703  0.665164] 3.886160]  1.198867| 6.852844] 0516499 3452840[ 1.039037] 5385690| 0.776897] 8351882  0.970638 12.927790
1.040035
0.982644
0977321
1.035236|
0.973042
0.991722

Tabela 30. Relativne vrednosti aktivnosti antioksidativnih enzima normalizovanih u odnosu na f-aktin
na odabranim ¢elijskim linijama A) HepG2 B) A549 C) MRC-5 kotretiranih sa ekstraktima i D.

A)

K SOD1 POAD| SOD1 PEAD|SOD1 PEMD| SOD2 POAD| SOD2 PEAD| SOD2 PEMD | KAT POAD | KAT PEAD | KAT PEMD

Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
1.000000 1.686347| 1.775280 1.061692) 1.121287 1.076756) 0.228451 1.172147 1.347207) 0.905209;
1.010000 1.696347| 1.785280 1.071692) 1.131287 1.086756| 0.238451 1.182147 1.357207] 0.915209
0.990000 1.676347| 1.765280 1.051692 1.111287 1.066756f 0.218451 1.162147) 1.337207] 0.895209;

B)

K SOD1 POAD|SOD 1 PEAD|SOD 1 PEMD|SOD 2 POAD|SOD 2 PEAD|SOD 2 PEMD, KATPOAD | KATPEAD | KATPEMD

Y Y Y Y Y Y Y i Y Y
0.987723 1.774138| 1.586130 0.445637 1.835327| 1.383311 0.450993 1.293791 0.559414 0.395884
1.012277| 1.844254 1.686976| 0.473277 2.033024 1.556746| 0.479948 1.189227| 0.475013 0.391 85?
0.950393
1.039209
1.061543]
0.938457|
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C)
K SOD1 POAD| SOD1 PEAD| SOD1 PEMD| SOD2 POAD| SOD2 PEAD|SOD2 PEMD| KAT POAD | KAT PEAD | KAT PEMD
Y Y 7 Y Y Y Y Y Y Y
10000000 1676976] 2892704] 2410752] 2409341 2550423 3058821 1043959 0972986 024120
1010000 1686976| 2.902704] 2420752 2419341| 2560423 3.068821| 1053959 0982986  0.251202
0.990000{ 1.666976( 2.882704] 2.400752f 2.399341| 2540423 3.048821] 1033959  0.962986  0.231202
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHn-a MapuHa JosaHoBuh

6poj nHaekca B53016/2014

UzjaBrbyjem
[a je poKTopcka Auceprauuja nop HacnoBom

AHTUMMUKPOBHN U LIMTOTOKCUMHM NOTEHUM[aNHW eTaHONHWX eKCTpakTa npeacraBHuka
noadamunuie Polygonideae n tuxos edekar y kombuHaumuiy ca CTpenToMUuLnHOM 1

LOKCOPYOULIMHOM

e pes3ynraT CONCTBEHOr NCTpaXknsaudkor paaa,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y UenvHn 1 y Aenosuma Huje 6una npeanoxexa
3a pobujake 6uMno koje Aunnome npeMa CTYAWCKUM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLKONCKNX YCTaHOBA,

e [1a Cy pe3ynrartun KOpeKTtHO HaBeaeHun n

e [a HMCaM KplwMo/na ayTopcka npasa W KOPUCTUO WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
ApYrvx nuua.

lMornuc gokTopanpa

Y Beorpagy,

‘ r
( VU\\( W jC WSSANOUN (L
\J
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1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTPUBYyLMjy 1 jaBHO caoniiTaBake
Aena, u npepage, ako ce Hageae VMe ayTopa Ha HaduH ofpefeH oA cTpaHe ayTopa
Wnv gasaoua nuueHue, Yak 1 y komepumjante cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of CBUX
nuUeHLN.

2. AyTopCcTBO — HekomepuujanHo. [losBorbasare ymHoXaBawe, AucTpubyLujy n jasHo
caonuwTaBake Aena, v npepage, ako ce Haseae ume aytopa Ha HauuH oapefheH of
cTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. Oea nuueHua He [03BOSbasa KoMepuwmjanHy
ynoTtpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekomepuuwjanHo — 6e3 npepage. [losBorbaBate yMHOXaBaHe,
avetpubyuvjy M jaBHO caonwTaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa wnu
ynotpebe Aena y cBom peny, ako ce Haeefe WMme aytopa Ha HauuH oapefieH of
cTpaHe ayTtopa wunu aasaoua nuueHue. Oa nuueHua He [03BorbaBa kKomepLuujanHy
ynoTtpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocrane nuueHue, oBoM SIMLUEHLIOM ce orpaHuvasa
Hajsehun obum npasa kopuwherwa aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTh noa wucTum ycnosuma. [lossosbasare
yMHOXaBare, AUcTpubyLujy u jaBHO caoniwutasawe fena, u npepaje, ako ce Haseje
nme aytopa Ha HavuH ogpefheH oA cTpaHe ayTopa wunu aasaoua nuueHue u ako ce
npepaga auctpubyvpa noj WCTOM WM cnuyHoM nuueHuom. Osa nuueHua He
[o3BoSbaBa komepumjanHy ynotpeby aena u npepapa.

5. AytopctBo — 6e3 npepape. [losBorbasare ymHoxaearwe, AUCTpUBYuUnjy U jaBHO
caonwtasawe gena, 6ea npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe aenay csom aeny,
ako ce HaBege vme aytopa Ha HaumH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wunu Aasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3Borbasa komepuujanty ynotpeby aena.

6. AytopctBO - pAenuTu nop wuctum  ycnosuma. [lo3sorbasarte yMHOXaBawe,
AvcTpubyuujy 1 jaBHO caornwiTasawe aena, u npepaje, ako ce Haseje ume aytopa Ha
HauH opgpefheH oA cTpaHe ayTopa wnn pasaola nuueHue u ako ce npepaga
avctpubympa nog MCTOM MnNKU  cnuyHOM nuueHuom. Osa nuueHua pao3sosbasa
komepuwjandy ynotpeby pgena u npepaga. CnuyHa je codTBepckum nuueHuama,
OAHOCHO NULieHL|ama OTBOpPeHor Koaa.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWUTaAMIMaHe U eNeKTPoHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npesume aytopa _ MapuHa JosaHosuh

Bpoj nHpekca 53016/2014

Cryaujcku nporpam Buonoruja

Hacnos paga AHTUMUKPOOHN 1 LIMTOTOKCUYHWN NOTEHLIMjaNHN eTaHOMHUX
eKkcTpakTa npezcrasHuka nogdamunuvie Polygonideae n HsuxoB edekar y kombuHaumiun

ca cTpenToMuumMHOM 1 gOKCOstl’lgMHOM

MenTop __ap Oparada Mutuh hynadwuh

MoTtnucaHw/a MapuHa JosaHoBuh

M3jaerbyjem fAa je wramnaHa Bepavja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA efeKTPOHCKO)
BEepaujn Kkojy cam npepao/na 3a objaerbuearee Ha noptany fAururanHor
penosutopujyma YHusepauteta y Beorpaay.

[lossosrbaBam fa ce objase Moju nuuHKM nopaun BesaHn 3a pobujare akagemckor
3Bakba AOKTOpa Hayka, kao LITO Cy UMe W npesume, roanHa n mecto pofetba u aatym
onbpane papga.

OBM NUYHM nogaun Mory ce o6jaBuT Ha MpexHWM CcTpaHuuama AauruTanHe
BubnuoTeke, y neKTpoOHCKOM kaTanory u y nybnukauvjama YHveepaurterta y Beorpaay.

MoTnuc pokropanga

Y Beorpagy,

p
A

Y fssegiontC
ARV (\}W«Mm
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Mpwunor 3.

MUsjaBa o kopuuherwy

Osenawhyjem YHusepauteTcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [JurutanHu
penoauTopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY Auceprauuwjy nog
HacnoBom:

AHTUMUKPOBHM 1M LIMTOTOKCUYHU NOTEHUMjanHW eTaHoNHUX eKkcTpakra npeacraBHuka
noadamunuje Polygonideae n wuxoB edekar y kombuHaumin ca cTpenToMULMHOM U

gokcopybuumHom

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

[lucepTauujy ca cBUM Npuno3umMa npegao/na cam y enekTpoHckom dopmMary norogHom
3a TpajHO apxuBUpame.

Mojy AOKTOpPCKY AvcepTauujy noxpaweHy y [urutandu penosutopujym YHusepsuteta
y Beorpaay mory fa kopucte CBuM Koju nowTyjy oapeanbe cagpxare y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeartvsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBO

2. AYyTOpCTBO - HEKOMEpLUjanHo

3. AyTOpCTBO — HekomepLwjanHo — 6ea npepaae

4. AyTOpCTBO —~ HEKOMEepUMjanHo — AennuTy Noj UCTUM ycnosuma
5. Aytopcteo —~ 6es npepajge

6. AyTOpCTBO — AENUTU NOJ UCTUM yCroBumMa

(Monumo pa 3aokpyxute camo jefHy of wecT noHyReHux nuueHun, kpatak onuc
nuueHum gar je Ha nonefuHu nucra).

Mornuc pokropaHaa

Y Beorpagy,

\V
()/( MY /(\O\:c ANOOY(
\J
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