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Istrazivanja lekovitog bilja u cilju valorizacije njegove upotrebe u savremenoj medicini
izuzetno su inenzivna tokom poslednjih Cetrdeset godina, jer se pokazalo da vecina lekova biljnog
porekla ima manje nezeljenih dejstava od sintetskih lekova. Iskustva tradicionalne medicine, kao i
rezultati bioloskih, hemijskih i farmakoloskih ispitivanja ukazali su na znacajnu bioloSku aktivnost
biljnih ekstrakata i omogucili izolovanje i karakterizaciju aktivnih komponenti, od kojih se mnoge
primenjuju u savremenoj farmakoterapiji. Odredivanje bioloske aktivnosti 1 hemijska
karakterizacija do sada neispitanih biljnih vrsta vode ka otkrivanju novih prirodnih proizvoda sa
potencijalom za primenu u prevenciji i terapiji razli¢itih obolenja.

Mnoga epidemioloska istrazivanja pokazala su da ishrana bogata vo¢em, povréem i zaCinima
smanjuje rizik od odredenih bolesti (Ren i drugi, 2003; Steinmetz i Potter, 1996; Law i Morris,
1998; Riboli i Norat, 2003). Ovde pre svega spadaju bolesti u ¢ijoj patofiziologiji se nalazi
oksidativni stres, kao §to su: kardiovaskularne bolesti, ateroskleroza, neurodegenerativne bolesti
(Alchajmerova i Parkinsonova bolest), reumatoidni artritis, multipla skleroza, prerano starenje i
kancerogena obolenja (Soobrattee i drugi, 2005; Bazzano i drugi, 2001). Uloga sekudarnih
biomolekula biljaka, naro€ito polifenola, u prevenciji ovih bolesti pripisivana je prvenstveno
njihovoj izrazenoj antioksidantnoj aktivnosti (Mimica-Duki¢, 1997; Heim i drugi, 2002), koja je
dokazana u mnogobrojnim in vitro testovima (Rice-Evans i drugi, 1996). Medutim, svakim danom
otkriva se sve vise novih mehanizma preko kojih sekundarni metaboliti biljaka ispoljavaju svoje
delovanje u =zaStiti organizma. Ovi mehanizmi obuhvataju modifikacije signalnih puteva,
moduaciju ekspresije gena, hemoprevenciju, uticaj na procese ¢elijske deobe i smrti, aktivaciju ili
inhibiciju enzima, stimulaciju imunog odgovora organizma, epigenetske mehanizme, itd. Tako je
za mnoga fenolna jedinjenja biljaka dokazano da ispoljavaju antiinflamatornu (Erlejman i drugi,
2008), antiproliferativnu (Haddad i drugi, 2006), antimutagenu (Steiner i drugi, 2007),
antigenotoksi¢nu (Bhouri i drugi, 2011), estrogenu (Dixon i Ferreira, 2002), antimikrobnu (Cushnie
i Lamb, 2005) i antialergenu aktivnost (Kawai i drugi, 2007), smanjuju nivo holesterola u krvi i
krvni pritisak (Anderson i drugi, 1999; Kris-Etherton i drugi, 2004). Sve ovo ukazuje da su biljke
neiscrpan izvor bioloski aktivnih jedinjenja i da su fitohemijska i biohemijska istrazivanja u oblasti
lekovitog bilja veoma znacajna i aktuelna.

Biljke roda Allium, kako gajene tako i samonikle, od davnina imaju vazno mesto u
¢ovekovoj ishrani, kao i u tradicionalnoj i oficinalnoj medicini. Ove biljke predstavljaju bogat izvor
bioloski aktivnih molekula, u koje spadaju organosumporna, fenolna i organoselenova jedinjenja,
steroidni saponini, vitamini i amino Kkiseline (Brewster i Rabinowich, 1990; WHO, 1999;
Kovacevi¢, 2002). Najpoznatije gajene vrste ovog roda, beli (A. sativum L.) i crni luk (A. cepa
Linn.), imaju Siroku primenu kao zacinske, salatne i lekovite biljke i veoma su dobro ispitane kako
sa aspekta hemijskog sastava tako i u pogledu bioloskih aktivnosti. Dokazano je da beli luk
ispoljava antimikrobno, antioksidantno, anti-inflamatorno, antikancerogeno delovanje, smanjuje
rizik od kardiovaskularnih obolenja, stimuliSe imuni odgovor (Vulinovi¢-Zlatan, 2004; Lanzotti,
2006; Yin i Tsao, 1997; Bozin, 2009; Park, 2011; Yang i drugi, 2001; Thomson i Ali, 2003;
Herman-Antosiewicz i Singh, 2004; Whitemore i Naidu, 2000; Benkeblia, 2004; Lau drugi, 1991;
Lamm i Rigs, 2000). Crni luk ima izrazenu antioksidantnu, antidijabeti¢nu, anti-inflamatornu,
antikancerogenu, antimikrobnu i antihiperlipidemi¢nu aktivnost zahvaljuju¢i prisustvu flavonoida
(kvercetina, kemferola, miricetina, antocijana) i organosumpornih jedinjenja (Kundan i Anupam,
2009). U ishrani ljudi Sirom sveta zastupljeni su jo$ i praziluk (A. porrum L.), aljma ili zimski luk
(A. fistulosum L.), kozjak (A. cepa var. aggregatum, A. ascalonicum Hort.), sremus (A. ursinum L.),
luk biserac (A. ampeloprasum L.), vlasac (A. schoenoprasum L.) i kineski vlasac (A. tuberosum L.)
(Lanzotti, 2006). Pored ovih najpoznatijih vrsta, rod Allium obuhvata jo$ oko 750 samoniklih vrsta
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(Fritsch i drugi 2006), koje sve spadaju u jestive biljke i imaju slican ukus i miris kao i gajene
vrste, a rasprostranjene su uglavnom na severnoj hemisferi, najvise u juznoj Evropi i zapadnoj Aziji
(Fritsch i Friesen, 2002). Medutim, o ovim vrstama postoje vrlo oskudni podaci u nau¢noj
literaturi ili su potpuno neispitane.

U Srbiji raste 33 vrste iz roda Allium (Stevanovic¢ i drugi, 1995), medu kojima je i 10 taksona
iz sect. Codonoprasum (A. carinatum subsp. pulchellum, A. carinatum subsp. carinatum, A. fuscum
var. gracile, A. fuscum var. fuscum, A. flavum subsp. flavum, A. melanantherum, A. paniculatum
subsp. marginatum, A. pallens subsp. tenuiflorum, A. oleraceum i A. rhodopeum). O njihovom
rasprostranjenju i botanickim karakteristikama postoje literaturni podaci (Anackov, 2009; Tati¢,
1975), dok su hemijski sastav i bioloske aktivnosti delimi¢no ispitani samo za vrstu A. flavum
(Stajner i drugi, 2006; 2008; 2009; Curcic i drugi, 2012). S obzirom da su ostale vrste sect.
Codonoprasum potpuno neispitane, a da njihovi bliski rodaci crni i beli luk ispoljavaju ¢itav
spektar bioloskih aktivnosti, postoji potreba da se ispita hemijski sastav i potencijalna lekovitost
ovih wvrsta. Rezultati hemijskih analiza mogu istovremeno da doprinesu i definisanju
hemotaksonomskih markera za date vrste i time olak$aju njihovu botani¢ku klasifikaciju.

Zbog toga je za predmet istrazivanja ove doktorske disertacije odabrano ispitivanje
hemijskog sastava i bioloskog potencijala 10 taksona iz roda Allium sect. Codonoprasum, koje
samoniklo rastu na teritoriji Srbije. Istrazivanja su obuhvatila:

e detaljnu analizu hemijskog sastava, ukljucujuéi:

— analizu volatilnih komponenti svezih lukovica primenom headspace GC-MS
tehnike

— kvalitativhu analizu metanolnih ekstrakata primenom tecnohromatografskih
metoda (LC-DAD-MS i LC-MS-MS)

— kvantitativnu analizu odabranih fenolnih jedinjenja LC-MS-MS tehnikom

— odredivanje sadrzaja monomernih antocijana u ekstraktima

— odredivanje aktivnosti aliinaze

e ispitivanja bioloskih aktivnosti ekstrakata, gde su ukljuceni:

— odredivanje antioksidantne aktivnosti kombinacijom nekoliko razli¢itih metoda
(ukupni redukcioni potencijal, neutralizacija DPPH" radikala, sposobnost hvatanja
NO, ABTS®" i OH" radikala i sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije)

— eX Vivo odredivanje antiinflamatorne aktivnosti metanolnih ekstrakata merenjem
potencijala inhibicije biosinteze metabolita arahidonske kiseline u humanim
trombocitima

— odredivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakata na odabranim Gram-pozitivnim i
Gram-negativnim bakterijama i antiviralne aktivhosti na dva bakteriofaga
specifi¢na za bakteriju Pseudomonas aeruginosa

— odredivanje antimutagene aktivnosti ekstrakata na spontanu i t-BOOH indukovanu
mutagenezu u E. coli 1C202

— 1ispitivanje genotoksi¢nog efekta ekstrakata na zdrave i tumorske celije

— ispitivanje uticaja ekstrakata na rast zdravih i tumorskih ¢elija i detekcija tipa
indukovane ¢elijske smrti

e korelaciju bioloske aktivnosti sa hemijskim sastavom i pronalaZenje
hemotaksonomskih markera
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2.1 POZICIJA RODA ALLIUM L. 1753 U FILOGENETSKOM SISTEMU

Sistematska pozicija roda Allium L. je aktuelan problem u filogenetskoj sistematici
monokotiledonih biljaka, jer se po nekim autorima ovaj rod svrstava u familiju Alliaceae J. Agardh
1858, red Amaryllidales, nadred Lilianae, podklasa Liliidae, klasa Liliopsida (Takhtajan, 1997),
dok se prema drugim autorima svrstava u tribus Allieae Dumort, podfamilija Allioideae Herb.,
familija Amaryllidaceae J.St.-Hil, red Asparagales Link 1829, klasa Lilliopsida, razdeo
Angiospermae (Chase i drugi, 2009; APG Il1, 2009). Rod Allium obuhvata 72 sekcije svrstane u 15
podrodova (Fritsch i drugi 2006). Jedan od dominantnih podrodova je podrod Allium koji obuhvata
12 sekcija, od kojih su tri najvaznije: sect. Allium, koja je najveca, zatim veoma raznovrsna sect.
Scorodon i homogena sect. Codonoprasum, koja je i predmet ispitivanja u ovoj doktorskoj
disertaciji.

2.2 OPSTE ODLIKE RODA ALLIUM L. 1753

Procenjuje se da rod Allium L. broji oko 780 vrsta (Fritsch i drugi 2006), $to ga ¢ini jednim
od najve¢ih rodova monokotiledonih biljaka. Vrste ovog roda rasprostranjene su uglavnom na
severnoj hemisferi u holarktickom regionu, od borealne do subtropske zone (Slika 2.1.) (Fritsch i
Friesen, 2002).

Slika 2.1. Rasprostranjenje divljih vrsta roda Allium u svetu. Brojevi na slici oznacavaju
brojeve vrsta zastupljenih u svakom regionu (Fritsch i Friesen, 2002)

Na juznoj hemisferi do sada je poznata samo jedna vrsta (Wilde-Duyfjes, 1973). Najbogatije
podrugje je umerenotoplo podruéje prednje Azije. U Evropi, najveci broj vrsta raste u Sredozemnoj
oblasti, u juznim delovima nekada$njeg SSSR-a i u region Kavkaza. Vecina vrsta u Africi je
orijentisana prema obalama Sredozemnog mora, dok u Severnoj Americi raste oko 90 vrsta, koje su
uglavnom rasprostranjene u juznim delovima (Fritsch i Friesen, 2002). Neke vrste predstavljaju
ishodisne taksone za gajene oblike koji se Siroko u svetu koriste kao jestive i zaCinske biljke.
Pojedine od njih su i veoma cenjene lekovite biljke. U Evropi je do sada zabelezeno 110 vrsta,
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svrstanih u 13 sekcija (Stearn, 1978; 1980). Na teritoriji Srbije raste 27 autohtonih vrsta, od kojih
se Sest javljaju sa po dve podvrste, tako da je ukupan broj vrsta i podvrsta 33. Ove vrste
rasporedene su u sedam podrodova i devet sekcija (Anackov, 2009). U ovom radu ispitivano je
devet vrsta podroda Allium (osam vrsta iz sekcije Codonoprasum i vrsta A. sativum iz sect. Allium),
kao i vrsta A. cepa iz podroda Cepa.

Rod Allium obuhvata uglavnom viSegodi$nje, zeljaste biljke, ve¢inom sa lukovicom,
listolikom ili krtolastom lukovicom, ponekad sa zadebljalim rizomom. Visina im se kre¢e od 5 do
150 c¢m, dok veli¢ina lukovice moze da varira od 2-3 mm do 8-10 cm u preéniku. Listovi su
uglavnom prizemni, najcesce sededi, retko sa izbrazdanom drskom. Liske su ravne, sa gornje strane
olucaste, na nali¢ju rede oStro rebraste, ponekad poluokrugle do sasvim okrugle. Pri osnovi su
najcesce Suplje, gole, retko po obodu grubo trepljave. Cvast je stitolika do loptasta, najcesce sa
sraslim omotacem (spatom) sacinjenim iz dva do tri listolika priperka koji u pocetku potpuno
obavijaju cvast. U regionu cvasti pojedini cvetovi se Cesto transformiSu u rasplodne lukovice.
Cvetovi su srazmerno sitni, ¢esto na dugackim drSkama. Listi¢i zvonastog perigona su uspravno
postavljeni, slobodni ili pri osnovi srasli. Svi delovi biljke odaju karakteristiCan miris zbog
prisustva sumpornih jedinjenja (Tati¢, 1975; Stearn, 1980).

Vecina vrsta je proteandri¢na. Prasnika je Sest koji su pri osnovi sraslih sa listi¢ima perigona.
Unutra$nji praSnici mogu biti prosti, kod pojedinih vrsta pri bazi zaokruZeni ili blago prosireni, dok
se kod pripadnika tipi¢ne sekcije javljaju Siroki (listoliki) prasnici koji pored sredi$njeg zupca koji
nosi anteru imaju i dva manje-vise duga izrastaja (zubica). Antere su pri¢vricene za prasnicki
konac sa dorzalne strane. Stubi¢ je kongast, pri dnu do plodnika sa kanalom. Zig je zaobljen, nesto
prosiren. Nektar koji izluCuju zlezde plodnika sakuplja se pri osnovi cveta, izmedu plodnika 1 tri
unutrasnja prasnika. U zatvorenim cvetovima Cesto dolazi do samooprasivanja. Plod je trostrana
trooka Caura u svakom okcu sa po 1-2 (retko sa vise) ovalnih ili rebrastih semena (Tati¢, 1975).

Vrste ovog roda uglavnom preferiraju otvorena, suncana i suva stanista i vrlo retko rastu na
podru¢jima sa gustom vegetacijom. Lukovi su uglavnom slabi receptori sunceve svetlosti i zbog
toga ne mogu da se takmice sa korovskim vrstama u usevima i da rastu u senci (Block, 2009).

2.2.1 Sekcija Codonoprasum

Sekcija Codonoprasum Reichenb. uklju¢uje ranije nezavisne sekcije Sect. Macrospatha G.
Don ex Kunth, Sect. Rynchoprason F. Hermann, Sect. Haemoprason F. Hermann i Sect. Phalerea
Zahar (Friesen i drugi, 2006). Stearn (1980) je u ovu sekciju svrstao 22 vrste (Tabela 2.1.), od kojih
se neke javljaju sa dve ili vise podvrsta. Medutim, u narednim godinama opisano je jo§ novih vrsta
iz ove sekcije, kao Sto su: A. platakisii Tzanoudakis et Kypriotakis (Tzanoudakis i Kypriotakis,
1993), A. oporinanthum Brullo et al. (Brulo i drugi, 1997), A. dirphianum Brullo et al., A.
phitosianum Brullo et al., A. rausii Brullo et al. (Brulo i drugi, 2003), A. croaticum Bogdanovic et
al. (Bogdanovic i drugi, 2008), A. aeginiense Brullo et al. (Brullo i drugi, 2008). U flori Srbije
zastupljeno je osam wvrsta iz sekcije Codonoprasum i to: Siroko rasprostranjene A. flavum i A.
carinatum, A. paniculatum, A. fuscum i A. oleraceum, koje se sporadi¢no javljaju, i A. rhodopeum,
A. pallens subsp. tenuiflorum i A. melanantherum, koje spadaju u retke taksone (Anackov, 2009).
Zabelezeno je da su listovi, cvetovi i lukovice nekih od ovih vrsta (A. flavum i A. carinatum)
jestive, da imaju blazi ukus i miris od crnog luka i da se sitno seckani mogu dodavati u supe, ¢orbe
i salate (Grli¢, 1986; Sholto-Douglas, 1978). Takode, vrste ove sekcije (A. flavum, A. carinatum )
se veoma lako i Cesto gaje kao ukrasne biljke (Davies, 1992).
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Tabela 2.1. Predstavnici sekcije Codonoprsum (Stearn, 1980)

Sect. Codonoprasum Reichenb. (incl.Sect. A. paniculatum L. 1759
Macrospatha G. Don ex Kunth, Sect. Rynchoprason
F. Hermann, Sect. Haemoprason F. Hermann i Sect. A. pallens L'. 1762

A. convallariodes Grossh. 1924

Phalerea Zahar) A. sipyleum Boiss. 1844
A. rupestre Steven 1812
A. favosum Zahar. 1975
A. macedonicum Zahar. 1975
A. podolicum Blocki ex Racib. & Szafer
1919
. oleraceum L. 1753
. parnassicum (Boiss.) Halachy 1904
. staticiforme Sibth. & Sm. 1809
. pilosum Sibith. & Sm. 1809
. luteolum Halachy 1904
. flavum L. 1753
. melanantherum Panci¢ 1883
. tardans W. Greuter & Zahar. 1975
. carinatum L. 1753
. myrianthum Boiss. 1844
. hirtovaginum P. Candargy 1897
. hymettium Boiss. & Heldr. 1859
. stamineum Boiss. 1859
. amphipulchellum Zahar. 1975
A. paniculatum L. 1759

>rr2rrrrrrrrrrr

2.2.1.1 Allium flavum L. 1753

Najrasprostranjenija vrsta roda Allium u flori Srbije je A. flavum i to podvrsta subsp. flavum
L. Nalazi se gotovo u svim tipovima vegetacije, a prvenstveno nastanjuje kserofilne livade i
kamenjare (Anackov, 2009). Druga podvrsta subsp. tauricum (Besser ex Rchb.) K. Richt je retka
biljka u Srbiji.

Takson A. flavum subsp. flavum je visegodi$nja biljka, 10-60 cm visoka (Slika 2.2.).
Lukovica je jajolika sa jako izduzenim u gornjem delu vlaknasto izdeljenom tunikom. Stablo je
ovalno, uspravno ili ¢eS¢e povijeno ustajuce. Lis¢e sa polucilindricnim drSkama, kasnije Supljim,
uzano linearno, golo, odozgo slabo olucasto, sa plavi¢astim prugama do 2 mm §iroko, iste duZine
ili krace od stabla. Spata je dvolisna, prilicno Cvrsta, debela, uzanolinearna do skoro cekinjasta,
Cesto vise puta duza od mnogocvetne prilicno rastresite cvasti, jedan listi¢ obi¢no znatno duzi.
Cvast je monocvetna i prilicno rastresita, bez rasplodnih lukovica. Cvetne dr$ke su tanke, skoro
koncaste, do 3 puta duze od perigona. Listi¢i perigona su duguljasti, zuti, 4-5 mm dugacki, tupi i
sjajni. Prasnici su do dva puta duzi od listi¢a perigona, srasli medusobno, a i sa listi¢ima perigona.
Stubi¢ se izdize izvan cvetova, plod jajasta Gaura, izuzetno trostrana. Raste u Francuskoj, Spaniji,

Italiji, na Balkanskom poluostrvu i u juznim delovima evropske Rusije, Kavkazu i zapadnoj Aziji
(Tati¢, 1975).
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2.2.1.2 Allium carinatum L. 1753

Veoma cCesta vrsta u Srbiji je A. carinatum sa dve podvrste subsp. carinatum i subsp.
pulchelum (G. Don) Bonnier et Layens. Obe podvrste se mogu naci u veoma razli¢itim tipovima
vegetacije (Anackov, 2009). Podvrste se razlikuju po tome S§to subsp. carinatum ima u cvasti
vegetativne bulbile, a subsp. pulchelum ima hrapav rub lista.

Takson A. carinatum supsp. carinatum je visegodi$nja biljka, 30—60 cm visoka (Slika 2.2.).
Lukovica je jajasta, 1-1,5 cm u precniku sa mrkom tunikom izdeljenom na uzduzne trake. Lisce je
uzano do §iroko linearno, ravno, odozgo slabo olucasto, 2—4 mm Siroko, na vrhu tupo, po obodu
glatko ili fino nazubljeno, odozdo sa 3-5 izrazaito §tréeCa nerva. Spata je dvolisna. Cvast je
rastresita, prilicno krupna i mnogocvetna sa rasplodnim lukovicama. Cvetne drske su veoma
dugacke (do 4 cm), tanke i oborene nanize. Perigon je jajast. Listi¢i perigona su zaobljeni, 2—7 mm
dugacki i vrhovima povijeni ka unutrasnjosti, svetlopurpurni, crveni do zatvorenoljubicasti sa
istaknutim rebrima. Prasnici su prosti, skoro duplo duzi od listi¢a perigona. Stubi¢ je neznatno duzi
od listi¢a perigona. Biljka raste po travnatim povrSinama, listopadnim Sumama nizeg regiona i
kamenjarima. Rasprostranjena je na Balkanskom poluostrvu, priobalnoj zoni oko Crnog mora, na
Krimu, Kavkazu i na Istoku sve do Irana (Tati¢, 1975).

Takson A. carinatum subsp. pulchellum je takode viSegodi$nja biljka, 20—60 cm visoka (slika
2.2.). Lukovica je duguljasto jajasta, malo zadebljala. Stablo je uspravno i skoro do sredine lisnato.
Lisce je uskolinearno, $iroko oko 1 mm, obodom fino hrapavo, sa gornje strane izbrazdano jednake
duzine, ili neSto duze od stabla. Spata je dvolisna, jedan deo joj je znatno duzi od drugog,
prevazilazi Sirinu cvasti i unazad je povijena. Cvetne drSke su tanke, nejednake duzine, nekoliko
puta duze od perigona. Perigon je zvonast sa listi¢ima duguljasto-elipti¢énim, 4—5 mm dugackim,
tupim, zivo crvenkasto-ljubicastim do crvenim i rebrastim. PraSnici su prosti. Pra§nice su svetlo
ljubicaste. Polenova zrna su zuta. Stubi¢ znatno nadmasuje perigon. Raste po kamenjarima, u
severnoj Francuskoj, na Pirinejskom poluostrvu, Italiji, na Balkanskom poluostrvu, juznim
delovima evropske Rusije, Kavkazu, maloj Aziji i severnoj Africi.

2.2.1.3 Allium melanantherum Pan¢. 1883

Vrsta A. melanantherum je visegodisnja biljka, 20-40 cm visoka (Slika 2.2.). Lukovica je
jajasta, prosta sa izdeljenom skoro crnom spoljasnjom tunikom. Vlakna tunike su skoro uporedna.
Stablo je tanko, cilindri¢no, uspravno, uzano-linearno, 1-1.5 mm $iroko, po obodu nazubljeno,
odozgo Zljebovito i odozdo sa istaknutim rebrom. Spata je dvolisna, raseCena, bazalni delovi su
Siroko mesSkoliko naduvani sa 5-7 nerava i u gornjem delu izvuceni u bodlju. Cvast je
mnogocvetna, rastresita sa mnogobrojnim rasplodnim lukovicama. Cvetne drSke gotovo jednake
duzine, rede su iste duzine sa listi¢ima perigona,a ponekad i dva puta duze. Perigon je cilindrican,
7-10 mm dugacak, sa bledocrvenkastim zatupastim listi¢ima sa tamnocrvenim istaknutim rebrima.
Prasnici su znatno kra¢i od listica perigona. Prasnicki konci su Silasti. PraSnice elipticne,
olovnosive do mrke. Plodnik je duguljast. Semena su sivomrka. Biljka raste na susnim
visokoplaninskim paSnjacima, u Bugarskoj i juznoj Srbiji. Endemi¢na je vrsta Balkanskog
poluostrva. U Srbiji je nadena oko Vlasinskog jezera, na Staroj planini, na planinama u okolini
Vranja i na severnim padinama Sar planine (Tati¢, 1975; Anackov, 2009).
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Slika 2.2. Izgled cvasti lukova iz sekcije Codonoprasum: 1) A. carinatum subsp. carinatum
(https:/iwww.flickr.com/photos/falkperegrin/7814094978/), 2) A. flavum subsp. flavum
(http://botany.cz/en/allium-flavum/), 3) A. carinatum subsp. pulchellum (http://plant-
hunters.blogspot.com/2013_09 01 _archive.html), 4) A. pallens subsp. tenuiflorum, 5) A. melanantherum, 6)
A. paniculatum subsp. marginatum (foto: dr Goran Anackov)
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2.2.1.4 Allium paniculatum L. 1759 subsp. marginatum (Janka) So6 1972

Vrsta A. paniculatum L. se na podruéju Srbije javlja sporadi¢no, sa dve podvrste: subsp.
paniculatum i subsp. marginatum. Ove dve podvrste su jasnho diferencirane, pa postoji tendencija
da se subsp. marginatum proglasi za posebnu vrstu (Anackov, 2009). U Panonskoj niziji, narocito u
podunavskim predelima, prisutna je pontsko-juznosibirska podvrsta supsp. marginatum (Janka)
So6 1972, koja naseljava svetle hrastove Sumarke i Sibljake i stepske padine (Anackov, 2009). Ova
podvrsta je visegodisnja biljka, 20-60 cm visoka (Slika 2.2.). Lukovica je jajasta, pojedinacna,
obavijena bledom ili mrkom izdeljenom tunikom. Stablo je okruglo ili ponekad fino brazdasto, do
sredine ili i viSe obuhvaéeno lisnim osnovama. Li§ée je linearno, do 2 mm S§iroko, na vrhu
zljebovito, kra¢e od stabla, samo su gornji listovi nesSto duzi od stabla. Po obodu lista je tanka
providna margina, po kojoj je takson i dobio ime. Spata je dvolisna, zelena, trajna, izvuc¢ena vrhom
u Siljak, do dva puta duza od cvasti. Cvast je monocvetna. Cvetne drske su nejednake duzine (10—
35 mm), pri osnovi sa pripercima, za vreme cvetanja oborene nanize, a sa plodovima uspravljene.
beli ili bledo roze sa izrazenom tamno crvenom prugom. Prasnicki konci su jednake duzine sa
listi¢cima perigona ili nesto kraci, Silasti, pri osnovi proSireni, medusobno i sa listi¢ima perigona
srasli. Stubi¢ je u pocetku kratak, kasnije nadviSava perigon (Tati¢, 1975). Podvrstu A. paniculatum
subsp. marginatum karakterise nekoliko vaznih karaktera koji je jasno odvajaju od tipi¢ne vrste.
Radi se o biljci znatno manjeg habitusa, sa izrazenom providnom marginom na obodu lista,
gradenom od jednog ili dva sloja ¢elija. Pored toga, ova podvrsta ima cvetove sa drugacijom
kolornom strukturom, u pitanju su beli ili svetlo roze cvetovi sa naglasenim tamnijim nervima na
perigonalnim listi¢ima (Dostal, 1989). Pored lokaliteta u Panonskoj niziji, podvrsta subsp.
marginatum javlja se i na kserofilnim livadama Sumske zone Centralne Evrope (Slovacka,
Madarska) (Govartes, 2006). U Srbiji je prisutna jedino u okolini Titela na stepskim padinama i na
podrucju Suboticke pescare (Anackov, 2009).

2.2.1.5 Allium pallens L. 1762 subsp. tenuiflorum (Ten.) Stearn 1978 (A.
tenuiflorum Ten. 1811)

Takson A. pallens subsp. tenuiflorum je visegodisnja biljka, 15-30 cm visoka (Slika 2.2.).
Lukovica je jajasta obavijena mrkom, izbrazdanom tunikom. Stablo je okruglo i povijeno. Lis¢e je
uzanolinearno, 0,5-1 mm §iroko, polukruzno, zljebovito ili pri vrhu ravno. Spata je dvolisna, pri
osnovi lancetasta, jedan deo od cvasti kraci, drugi duplo duzi (Tati¢, 1975). Cvast je kompaktna sa
kratkim cvetnim drSkama (Anackov, 2009). Perigon je 5—6 mm dugacak. Listi¢i perigona su
bledocrvenkasti ili beli, jajastolancetasti i kratko zaSiljeni. PraSnici su kraéi od listi¢a perigona.
Raste po stenama i kamenjarima u ltaliji i na Balkanskom poluostrvu. U Srbiji je veoma retka
(Tati¢, 1975). Jedno od potvrdenih nalazista je klisura Belog Rzava na Mokroj Gori (Anackov,
2009).

2.2.1.6 Allium oleraceum L. 1753.

Visegodisnja biljka, 30-100 cm visoka (Slika 2.3.). Lukovica je jajasta, pre¢nika do 1 cm, sa
belicastim ili mrkim omota¢em, ve¢inom sa jednom ili vise bo¢nih lukovica. Stablo je uspravno i
tanko, samo u donjem delu sa lis¢em. Lisce je sivozeleno, cevasto do skoro ravno, do 5 mm S$iroko.
Spata je dvolisna, jedna od njih je dugacka, zaSiljena, trajna, koZasta i pri osnovi proSirena. Cvast je
rastresita, malo do mnogocvetna, loptasta ili izduzena, sa tamnocrvenim rasplodnim lukovicama.
Cvetne drske su nejednake duzine, 2 do vise puta duze od listi¢a perigona, koje su za vreme
cvetanja oborene nanize. Listi¢i perigona su duguljasto lancetasti, 5—7 mm dugacki, zatupasti ili
zaSiljeni, na vrhu sa bodljom, sa zelenim ili purpurnocrvenim glavnim nervom. Pra$nici su prosti i
jednake duZine sa listi¢cima perigona, medusobno i sa listi¢ima perigona srasli. Raste u listopadnim
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Sumama, livadama i kamenjarima skoro Citave Evrope izuzev severnih delova Sibira (Tati¢, 1975),
dok se u Srbiji javlja uglavnom na lokalitetima sa Sumskom vegetacijom ili vegetacijom $ibljaka
(Anackov, 2009).

2.2.1.7 Allium fuscum Waldst. et Kit. 1807

Vrsta A. fuscum Waldst. et Kit. 1807 u Srbiji postoji u dva varijeteta: tipi¢an
varijetet A. fuscum Waldst. et Kit 1807 var. fuscum i novi varijetet A. fuscum Waldst. et Kit
1807 var. gracile Anackov 2009.

Tipi¢an varijetet je viSegodi$nja biljka, 30-50 cm visoka (Slika 2.3.). Lukovica je
jajasta sa mrkom tunikom. Stablo je okruglo, do polovine lisnato. Lis¢e je linearno, sivo,
donje ravno, 2-4 mm S§iroko, sa lednim rebrom, rebro ¢itavom duzinom ili barem pri vrhu
hrapavo, gornje uzanolinearno, ravno. Spata je dvolisna, pri osnovi prosirena, vrhom u
Siljak izvucena, 2-4 puta duza od cvasti. Cvast je monocvetna, rastresita. Cvetne drske su
nejednake duzine, 2-8 puta duze od cvetova. Perigon je 2-6 mm dugacak. Listi¢i perigona
su na vrhu zatupasti ili zaSiljeni, crvenkastomrki, na vrhu mrki. Prasnicki konci su jednake
duzine kao listi¢i perigona ili kraci. StaniSta ove vrste su uglavnom kre¢njacke stene i
kamenjari. Rasprostranjena je u Rumuniji i Srbiji, gde je uglavnom nalaZena na podruc¢ju
zapadne Srbije (Zaovine, Tara), u okolini Jagodine i u Banatu (Tati¢, 1975), kao i u okolini
Nisa, Leskovca, Perdapskoj klisuri, podru¢ju centralne Srbije i Homoljskim planinama
(Anackov, 2009).

Novi varijetet A. fuscum Waldst. et Kit 1807 var. gracile Anackov 2009 (Slika 2.3.)
se razlikuje od tipi¢nog po opStoj gradi habitusa, znatno neznijoj konstrukciji i redim
cvetovima manjih dimenzija koji na dugackim cvetnim dr§kama formiraju rastresitu cvast
(Anackov, 2009).

2.2.1.8 Allium rhodopeum Velen. 1890 (Allium paniculatum L. subsp. villosulum
(Halacsy) Stearn)

Vrsta A. rhodopeum Velen. (Slika 2.3.) je mediteransko-submediteranska vrsta, koja je
izdvojena iz kompleksa A. paniculatum, zbog toga $to su joj listovi dlakavi (Anackov, 2009).
Lukovica je jednostavna, jajasta, 1,5-2,2x1-1,5 mm, sa prugastim omotadem, bez bulbila.
Spoljasnja tunika je kozasta, svetlo braon, a unutra$nja belicasta, nalik membrani. Stablo je
zaobljeno, do 35 cm visoko, glatko, kruto, uspravno, pre¢nika 1-3,5 mm, oblozeno lis¢em do 1/2—
1/3 svoje visine. Lis¢e je semicilindricno 10-30 cm dugacko, prekriveno gustim dlakama 0,3-0,8
mm duzine. Cvast je zbijena, sa 10-35 cvetova na nejednakim, 5-25 mm dugackim dr$kama. Spata
je dvolisna. Perigon je zvonast, a listi¢i perigona duguljasti, 5-6 mm dugacki i 2-2,7 mm Siroki,
braonkasto-zeleni mestimi¢no ljubicasti, zaobljeni i blago zasiljeni na vrhu, sa brojnim dlakama na
gornjoj polovini zadnje strane.

Prasnicki konci su dugacki koliko i listi¢i perigona ili nesto kraéi, beli u gornjem delu a
ljubicasti u donjem, sa duguljastim zuckasto-belim anterama, nazubljeni, medusobno i sa listi¢ima
perigona srasli. Plodnik je zelenkast, 2,5-3 mm dugacak (Hayek, 1933; Brullo i drugi, 1998). Ova
vrsta je balkanski endemit, raste na suvim termofilnim kre¢njac¢kim terenima u Bugarskoj i Grékoj
(Govartes, 2006). Dlake (epidermalni trihomi) su se razvile kao adaptacija na suSna staniSta. U
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Srbiji je za sada konstatovana samo na jednom lokalitetu na Staroj planini u okolini Dimitrovgrada
(Anackov, 2009).

Slika 2.3. Izgled cvasti lukova iz sekcije Codonoprasum: 1) A. fuscum var. fuscum, 2) A. rhodopeum, 3) A.
oleraceum, 4) A. fuscum var. gracile (foto: dr Goran Anackov)

2.2.2 Sekcija Allium

Tipi¢na sekcija Allium (syn. Sect. Alliotypus Dumort., Sect. Porrum Miller) (Stearn, 1980)
obuhvata 115 vrsta (Mathew, 1996), od kojih u Evropi raste 30 (Stearn, 1978; 1980). Na podrucju
Srbije konstatovano je Sest autohtonih vrsta (Anackov, 2009) i gajena vrsta A. sativum L.
(Anackov, 2003), koja je u ovom radu kori§¢ena za poredenje rezultata u pojedinim testovima.

2.2.2.1 Allium sativum L. 1753

Vrsta A. sativum L. (beli luk) je viSegodisnja biljka, 25-90 cm visoka (Slika 2.4.).
Lukovica je slozena, jajasta i sastavljena od 7-30 primarnih lukovica (¢ena) obavijenih
opnastom, belicastom ili zelenkastom tunikom.
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Bocne lukovice (Cenovi) su ovalnojajasti, 2,5—4 cm dugi i
obavijeni belom, crvenkastom ili ljubi¢astom ljuspom.
Stablo je wuspravno, do polovine lisnato. Lis¢e je
sirokolinearno, ravno, obodom hrapavo do 12 mm Siroko,
na licu Zljebovito, nali¢ju rebrasto i zaSiljeno. Spata je
jednodelna, vrlo duga, pri osnovi proSirena, vrhom
izvucena u dugacak Siljak, cela opada. Cvast se sastoji iz
malog broja cvetova sa mnogobrojnim do 1 cm krupnim
rasplodnim lukovicama. Cvetovi su na dugackim
drskama. Listi¢i perigona su crvenkastobeli ili zelenkasti,
3 mm dugacki. PraSnici su kraéi od listica perigona.

Unutrasnji prasnici pri osnovi su prosireni, sa strana sa po
jednim kratkim zubi¢em. Ova biljka gaji se u ¢itavom
svetu, a postojbina joj je srednja Azija (Tati¢,

Slika 2.4. Izgled cvasti A. sativum L.
(http://luirig.altervista.org/cpm/albums/leo-
1975). m1/leo-mic-Allium-sativum-1764.jpg)

2.2.3 Sekcija Cepa (Mill.) Prokh.

Sekcija Cepa pripada podrodu Cepa, koji obuhvata 30-tak vrsta, rasporedenih u pet sekcija
(Friesen i drugi, 2006). Nekoliko vrsta iz sect. Cepa i sect. Schoenoprasum su S§iroko
rasprostranjene na podrucju Evroazije (Fritsch i Friesen, 2002). U sekciju Cepa ubraja se 11 vrsta —
9 autohtonih i dve ekonomski veoma vazne gajene vrste: A. cepa L. i A. fistulosum L (Gurushidze i
drugi, 2007). Pripadnici sekcije Cepa koriste se kao zacinske, lekovite ili jestive biljke.

2.2.3.1 Allium cepa L.

Vrsta Allium cepa L. (Slika 25) je
viSegodisnja biljka visine 60-120 cm, spljostene,
spljosteno ovalne ili ovalno duguljaste lukovice, ¢ija
veliCina varira u zavisnosti od sorte. Lukovica je
obavijena crnomrkom tunikom, sa ili bez bocnih
lukovica. Stablo i li¢e joj je sivoplavicasto, stablo je
ispod polovine obi¢no prosireno, trbusasto neduveno,
Suplje. Spata je dvolisna do Cetvorolisna. Vrlo krupna
cvast, sa ili bez rasplodnih lukovica. Cvetne drske su
do 3 cm dugacke, mnogo duze (do 8 puta) od cvetova.
Listi¢i perigona su duguljasti, tupi, zelenkastobeli.

PraSnici skoro duplo duzi od listica perigona, : s e
medusobno pri osnovi i sa listi¢éima perigona srasli Slika 2.5. Izgled cvasti A. cepa L.

pri osnovi, dok su unutras$nji pri osnovi izrazito  (http://jcautran.free.fr/archives_familiales/loisirs/
prosireni, sa strane sa po dva uocljiva zupca, rede fleurs_de_mon_jardin/allium_cepa.jpg)

bez njih ili sa slabo razvijenim zupcima. Stubié

neznatno viri iznad listica perigona. Plod je skoro loptast, Sirok. Seme je crno, naborano, po
povr§ini sa tri rebra (Tati¢, 1975). Pretpostavlja se da A.cepa L. vodi poreklo iz regiona koji se
nalazi izmedu reka Eufrata i Tigra (Sussenguth, 1939), danas nije poznata u divljem stanju, ali se
gaji u Citavom svetu, naroCito u umerenoj klimi (Breu, 1996). Srodne vrste rastu na planinama
srednje Azije (Tati¢, 1975).
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2.3 HEMIJSKI SASTAV VRSTA RODA ALLIUM

Od svih predstavnika roda Allium, detaljno su fitohemijski ispitane samo najpoznatije gajene
vrste: A. sativum L. (beli luk), A. cepa L. (crni luk), A. schoenoprasum L. (vlasac) i A. porrum L.
(praziluk). Literaturni podaci o hemijskom sastavu ostalih vrsta ovog roda su veoma oskudni, dok o
predstavnicima sekcije Codonoprasum gotovo da uopste nema podataka.

Beli i cmi luk sadrze veliki broj razli¢itih klasa primarnih i sekundarnih biomolekula, od
kojih su, prema vedini autora, najvaznija organosumporna jedinjenja (Brewster i Rabinowich,
1990; WHO, 1999; Lanzotti, 2006; Zhu i drugi, 2012). Ova jedinjenja odgovorna su za
karakteristican miris i ukus lukova, kao i za veé¢inu njihovih bioloskih aktivnosti. Pored sumpornih
jedinjenja, za biolosku aktivnost lukova najznacajnija su fenolna jedinjenja (flavonoidi, antocijani i
fenolne kiseline) (Lachman i drugi, 2003; Fossen i drugi, 1996) i steroidni saponozidi (Lanzotti,
2006). Nutritivnoj vrednosti belog i crnog luka najvise doprinose ugljeni hidrati, uglavnom fruktani
(Fritsch i Friesen, 2002), glukoza, arabinoza i inulin (Vulinovi¢-Zlatan, 2004), slobodne esencijalne
aminokiseline (najzastupljenije arginin, glutamin, glutaminska kiselina) (Lee i Harnly, 2005;
Hansen, 2001), vitamini (beli luk — vitamini A, B1, B2, B3, B-karoten, crni luk — vitamini A, C, B6,
folat), i minerali (P, Ca, K, Mg, Zn, Mn, Na, Fe, Br, J, Se i Cu, Ge i Mo) (Christensen i drugi,
1968; Brewster i Rabinowich, 1990).

2.3.1 Organosumporna jedinjenja

Sumpor se u crnom luku, kao i ostalim vrstama roda Allium, nalazi vezan u razli¢itim
jedinjenjima kao S§to su S-alk(en)il-L-cistein sulfoksidi (ACSO), sulfidi, alkilpolisulfidi i
aminokiseline (WHO, 1999). Fitohemijskim analizama utvrdeno je da sastav i koli¢ina sumpornih
jedinjenja variraju u zavisnosti od biljnog organa, faze ontogenetskog razvoja biljke, kao i uslova
skladistenja (Block, 2009).

Prva sumporna jedinjenja iz belog i crnog luka izolovana su sredinom 19. veka (Wertheim,
1844; Semmler, 1892), dok su intenzivnija istrazivanja prirode i porekla ovih jedinjenja pocela 40-
tih godina proslog veka. Tada je otkriveno da su isparljiva sumporna jedinjenja jakog mirisa ustvari
sekundarni produkti, koji nastaju enzimskim cepanjem relativno stabilnih prekursora, tek nakon
ostecenja intaktne celije luka. Prvi izolovani prekursor arome bio je aliin ili (+)-S-alil-L-cistein
sulfoksid — bezmirisno jedinjenje rastvoreno u citoplazmi neostecene ¢elije belog luka (Stoll i
Seebeck, 1947). Usledila su intenzivna istrazivanja ovih jedinjenja, $to je rezultovalo velikim
brojem radova (Whitaker, 1976; Block, 1992).

Pored aliina, u vrstama roda Allium do sada su identifikovana jo$ tri dominantna ACSO:
metiin, propiin i izoalliin, i dva ACSO koja se rede javljaju: etiin i butiin (Randle i Lancaster, 2002;
Rose i drugi, 2005) (Tabela 2.2.). Zastupljenost prekursora ACSO je razli¢ita kod belog i crnog
luka. Dok je kod belog luka najzastupljeniji aliin, a prate ga izoaliin i metiin u maloj koncentraciji i
propiin u tragovima, kod crnog luka je dominantan izoaliin, dok su metiin i aliin prisutni u znatno
manjim koli¢inama, a propiin u tragovima (Hughes i drugi, 2005).

Kod nekih predstavnika podroda Melanocrommyum roda Allium, pored uobicajenih cistein
sulfoksida — metiina i propiina, dokazano je i prisustvo specificnih ACSO, kao $to su marasmin, y-
glutamil-marasmin, S-(2-pirolil)-cistein sulfoksid i S-(2-piridil)-cistein sulfoksid (Slika 2.6.)
(Kusterer i drugi, 2011).
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U do sada ispitivanim vrstama sekcije Codonoprasum (A. carinatum, A. oleraceum, A.
flavum, A. rupestre, A. karsianum, A. pseudoflavum) utvrdeno je da se ukupni sadrZaj cistein
sulfoksida (izrazeno na svez biljni materijal) kretao od 0,04 (A. rupestre) do 1,37% (A. flavum) i
da je dominantni ACSO metiin. Kod wvrste A. flavum pored metiina (relativni udeo 75%),
detektovan je i S-(2-piridil)-L-cistein sulfoksid (Slika 2.6.) sa relativnom udelom od 25%. U
vrstama A. rupestre i A. carinatum je kao drugi cistein sulfoksid pronaden izoaliin (12 i 18%,
respektivno), dok je A. pseudoflavum, pored metiina sadrzao marasmin (Kusterer i drugi, 2010). U
A. oleraceum su pored metiina (89%) nadene i male koli¢ine izoaliina (7%) i aliina (3%) (Fritsch i
Keusgen, 2006).

Utvrdeno je da unutar iste vrste postoje odredene varijacije u koncentraciji cistein sulfoksida
(Keusgen i drugi, 2002), medutim prisustvo i relativan odnos ovih jedinjenja karakteristi¢ni su za
datu vrstu, mada podlezu ontogenetskim promenama (Schmitt i drugi, 2005).

Tabela 2.2. Zastupljenost S-alk(en)il cistein sulfoksida u vrstama roda Allium (Fritsch i Keusgen, 2006; Rose
i drugi, 2005; Kusterer i drugi, 2010)

Trivijalan
naziv

Hemijski naziv

Struktura

Ime vrste

Metiin

(+)-S-metil-L-cistein
sulfoksid

. cepa L.

. sativum L.

. chinense G. Don
. longicuspis Rgl.

. oleraceum L.

. carinatum L.
flavum L.

. ampeloprasum L.
.vineale L.

Aliin

(+)-S-alil-L-cistein
sulfoksida

. sativum L.
ursinum L.

. ampeloprasum L.
. longicuspis Rgl.
vineale L.

Propiin

(+)-S-propil-L-cistein
sulfoksid

cepa L.

porrum L.

. altaicum Pall.

. fistulosum L.

. ampeloprasum L.

I1zoaliin

(+)-S-trans-(1-
propenil)-L-cistein
sulfoksid

cepa L.

. hutans L.

. ascalonicum auct.
. schoenoprasum L.
. oleraceum L.

. carinatum L.

. ampeloprasum L.
. vineale L.

Etiin

(+)-S-etil-L-cistein
sulfoksid

b N B DB N S N P D S S NS N N N N

. aflatunense B.
Fedt.

A. ampeloprasum L.
A. ochotense Prokh.
A. victorialis L.

Butiin

(+)-S-n-butil-L-cistein
sulfoksid

A. cepa var.
tropeana
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O
O NH, H wNH;
I coon S !5! : COOH
. N \/\COOH
marasmin
gama-glutamil-marasmin
<|3| NH, 0 NH,
NS P
‘ X COOH @/ S coom
/
S-(2-piridil)-L-cistein sulfoksid S-(2-pirolil)-L-cistein sulfoksid

Slika 2.6. Cistein sulfoksidi karakteristi¢ni za podrod Melanocrommyum roda Allium

Narusavanjem celijske strukture (npr. gnjeCenjem, seckanjem ili Zvakanjem), iz vakuola se
oslobada enzim aliinaza (Goryachenkova, 1952), koji razlaze ACSO na pirogrozdanu kiselinu,
amonijak i alk(en)il-sulfensku kiselinu (Slika 2.7.). Aliinaza je glikoprotein (~50 kDa) sa
piridoksal-5'-fosfatom kao prosteticnom grupom. Prisustvo aliinaze (sinonimi: aliin alkil-sulfonat-
lijaza, alkil Cys sulfoksid lijaza) zajednicko je za sve vrste roda Allium (Brewster i Rabinowich,
1990; Rose i drugi, 2005), s tim da aliinaze iz razli¢itih vrsta mogu imati razli¢itu specifi¢nost, pH
optimum, Km i molekulsku strukturu. Krest i saradnici (2002) su sproveli opsezna istrazivanja
enzima aliinaze kod devet vrsta roda Allium (A. sativum, A. sphaerocephalon L., A. victorialis L.,
A. hymenorrhizum Ledeb, A. saxatile M. Bieb, A. obliqguum L., A. subhirsutum L., A. jesdianum i A.
stipitatum Reg) i odredili pH optimum ( ~7,5) i temperaturni optimum (od 36 do 48 °C) aliinaze.
Takode je dokazano da izmedu aliinaza izolovanih iz A.sativum, A. cepa i A. ascalonicum postoji
velika sli¢nost u sekvenci aminokiselina (Van Damme i drugi, 1992). Iz vrste A. cepa izolovane su
dve izoforme aliinaze (sa razli¢itom molekulskom strukturom), koje su aktivhe kao monomeri, a
takode i kao trimeri i tetrameri (Lancaster i drugi, 2000).

Aktivnost aliinaze, koja se koristi i kao parametar jacine arome luka, najéesce se odreduje
merenjem koncentracije produkata reakcije katalizovane ovim enzimom, i to prvenstveno piruvata
(Brewster i Rabinowich, 1990; Randle i Bussard, 1993). Piruvat je pogodan zato $to nastaje u
reakciji razlaganja svakog prekursora arome, i to u odnosu 1:1, i stabilno je jedinjenje.

Rakcija katalizovana alinazom odvija se mehanizmom B-eliminacije S-alk(en)il-sulfoksidne
grupe iz supstrata. Oba produkta reakcije su hemijski nestabilna: ketimin podleze spontanoj
hidrolizi do piruvata i amonijaka, dok se alk(en)il-sulfenska kiselina kombinuje sa jos nekim
koreaktanatom, naj¢esce sa jo$ jednim iste vrste, gradeci tiosulfinate (Slika 2.7.).

Nastali tiosulfinati se mogu podeliti u dve grupe: 1) simetri¢ni tiosulfinati koji nastaju
kondenzacijom dva molekula sulfenske kiseline sa istom alk(en)il grupom i 2) asimetri¢ni
tiosulfinati nastali kondenzacijom dva razli¢ita molekula sulfenske kiseline. Tiosulfinati su takode
nestabilni i dalje se raspadaju na razli¢ita jedinjenja koja zapravo daju aromu lukovima. U
zavisnosti od vrste luka i eksperimentalnih uslova (pH, temperatura, nacin pripreme uzorka, vreme
skladiStenja) mogu nastati razlicita, uglavnom isparljiva, sumporna jedinjenja (dialil, metil alil, i
dietill mono-, di-, tri-, tetra-, penta- i heksasulfidi, vinilditiini, i cis- i trans-ajoen) (Slika 2.8).
Mogu¢i nacini analize sumpornih jedinjenja u lukovima obuhvataju: 1) headspace GC-MS analizu
(HS-GC/MS), koja podrazumeva analizu isparljivih jedinjenja nastalih na sobnoj temperaturi nakon
seckanja biljnog tkiva, 2) HPLC analizu tiosulfinata u svezem ekstraktu, 3) GC-MS analizu
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komponenata etarskog ulja dobijenog hidrodestilacijom svezeg biljnog materijala, 4) GC-MS
analizu tiolnih derivata nastalih tokom stajanja ekstrakta na sobnoj temperaturi (Rose i drugi,
2005).

enzir}; ‘ X

o) NH, ) AN )
alinaza 0 OP(O)(OH)O
| anaza ¢ ] -5 = — PLP
S PLP 4
R COOH
S-alk(en)il-cistein sulfoksid CO N H
/S,) -

R= R1 =—CH,3 R (] COO-
—CH,—CH, H
—CHz—CH3;—CH, B_)
—CH,~-CH=CH, | '
—CH=CH—CH,
—CH,—CH,—CH,—CH, enzim
O H _
I kondenzacija AN NH, o o
S Ri, ——— o] hidroliza

N
R s -H,0 | | + U —

. ) S H,C COOH COO-

alk(en)il-tiosulfinat g L

piruvat
alfa-aminoakrilna

alk(en)il-sulfenska kiselina

kiselina

R/S\S/Rl ——> R-S(n)-R

alk(en)il-disulfid alk(en)il-polisulfid

1

Slika 2.7. Pretpostavljeni mehanizam kataliti¢kog cepanja C-S veze u cistein sulfoksidu delovanjem
aliinaze (Block, 1992; Keusgen i drugi, 2002; Shimon i drugi, 2007)

U ovom radu, analiza isparljivih jedinjenja vrsta roda Allium sect. Codonoprasum uradena je
primenom headspace GC-MS tehnike, dok su neisparljiva sumporna jedinjenja analizirana u 70 %
(v/v) metanolnim ekstraktima primenom QgQ LC-MS/MS tehnike.

U Tabeli 2.3 prikazane su hemijske strukture tipi¢nih sulfida, detektovanih HS-GC/MS
(Headspace GC-MS) analizom, koji nastaju razlaganjem alk(en)il-tiosulfinata u crnom i belom
luku. U slucaju belog luka najdominantniji sulfid je dialil-disulfid. On nastaje iz alicina
(dialiltiosulfinata) pod uticajem kiseonika iz vazduha, a alicin nastaje dimerizacijom dva molekula
2-propenil-sulfenske kiseline, koja je proizvod delovanja aliinaze na dominantni ACSO - aliin
(Slika 2.9.) (Rose i drugi 2005; Kovacevi¢, 2002). Pored sulfida, iz alicina autooksidacijom mogu
da nastanu cikliéni vinilditiini, a u alkoholno/vodenim rastvorima Cis- i trans- ajoeni. Alicin takode
moze da bude razloZen na alil-sulfensku kiselinu i tioakrolein, dok u reakciji sa cisteinom moze da
formira S-alillmerkapto-L-cistein (Slika 2.9.). Kod crnog luka je najdominantniji dipropil-disulfid,
nastao iz izoaliina (Rose i drugi, 2005).
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GC-MS analiza _— neostecena tkiva

(S-alk(en}il cistein sulfoksidi)

\l/ aliinaza

sulfenske kiseline
(intermedijeri)

kondenzacija

HPLCanaliza ——M8 > tiOf:Ulfinati
(svei ekstrakt)
| 100°C + cistein
GO-MS i Headspace isparljiva jedinjenja destilovano ulje odstajao ekstrakt
-MS analiza ——> .
(szz-eli?-t;?kt) (smesa polisulfida) (tiolni derivati)
isulfidi

Slika 2.8. Tehnike analize sumpornih jedinjenja u vrstama roda Allium (Rose i drugi, 2005)

Tabela 2.3. Dominantna sulfidna jedinjenja detektovana headspace GC-MS analizom u crnom i belom luku
(Rose i drugi, 2005; Kallio i Salorinne, 1990; Bozin, 2003; Block i drugi, 1992)

S CH S CH
ch/\/ NN e NN
dipropil-disulfid metil-propil-disulfid
9y /\/S\ /\/CH3 HSC\/\ /SH
:C S s
(E)-1-propenil-propil-disulfid 1-propantiol
Allium cepa L. s CH H.C s CH
3 3 3
e N X o TN N
metil-1-propenil-disulfid metil-propil-trisulfid
HsC s CHj
ST N TN N
dipropil-trisulfid
/\/S\ /\/CHZ /S\ /\/CHZ
H,CZ s HyC s
di-2-propenil-disulfid metil-2-propenil-disulfid
(dialil-disulfid) (alil-metil-disulfide)
S CH, s CH
HZC/\/ \S/\/ Hzc/\/ \s/\/ 2
] 2-propenil-propil-disulfid di-2-propenil-disulfid
Allium
sativum L. Hg,c\S /S\S /\/CHs HZC\/\S P L
metil-2-propenil-trisulfid di-2-propenil-sulfid
(alil-metil-trisulfid) (dialil-sulfid)

HZC\/\S/S\S/\/CHZ

di-2-propenil-trisulfid

(dialil-trisulfid)
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_~CH
dialil-polisulfidi 2
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Slika 2.9. Hidroliza S-2-propenil-cistein sulfoksida (aliina) dejstvom aliinaze: produkcija jedinjenja
odgovornih za miris i ukus belog luka (Rose i drugi, 2005)

Pocetni metabolit za sintezu sumpornih jedinjenja u lukovima je cistein. Iz cisteina se
metaboli¢kim reakcijama sintetiSu metionin, proteini, glutation, ali i neproteinogeni derivati, u koje
spadaju y-glutamil peptidi, S-supstituisani cisteini i ACSO (Slika 2.10.).

y-glutamil peptidi, za koje se pretpostavlja da svi poti¢u od glutationa (y-glutamil cisteinil
glicina), obuhvataju y-glutamil-S-alk(en)il-glutatione, y-glutamil-S-alk(en)il-cisteine i y-glutamil-S-
alk(en)il-cistein sulfokside (Jones i drugi, 2004). y-glutamil-S-supstituisani cisteini prisutni su u
visokoj koncentraciji u lukovici i semenu, sluze kao rezerve azota i sumpora tokom perioda
mirovanja u zivotnom ciklusu lukova i imaju ulogu u transportu aminokiselina kroz c¢elijsku
membranu (Brewster i Rabinowich, 1990). Do sada su iz Allium vrsta izolovana ukupno 24 y-
glutamil peptida, od kojih 18 sadrzi sumpor. Samo u crnom luku detektovano je 14 y-glutamil
peptida (9 sadrzi sumpor) prikazanih u Tabeli 2.4. (Randle i drugi, 1995). Oni se tokom klijanja
semena veoma brzo hidrolizuju delovanjem y-glutamil-transpeptidaze, daju¢i ACSO (Slika 2.10.)
(Rose i drugi, 2005).

Celije Allium vrsta, pored y-glutamil-peptida i ACSO, sadrZe i druga neisparljiva sumporna
jedinjenja rastvorna u vodi na koje ne deluje enzim aliinaza, kao §to su S-substituisani cisteini i
cikloaliin. Tako su u ekstraktu crnog luka nadeni S-metil-cistein i S-propenil-cistein, dok je u
vodenom ekstraktu belog luka prisutan S-alil-L-cistein (Amagase, 2006). S-supstituisani cisteini se
veoma brzo oksiduju do odgovarajucih sulfoksida. Cikloaliin (5-metil-1,4-tiazan-3-karboksilna
kiselina-1-oksid) (Slika 2.11.) nastaje iz y-L-glutamil-S-(trans-1-propenil)-L-cisteina delovanjem y-
glutamil-transpeptidaze i oksidaze, a takode moze da nastane i hemijskom konverzijom izoaliina
tokom stajanja luka na poviSenoj temperaturi (Ichikawa i drugi, 2006). S obzirom da ne podleze
delovanju aliinaze, cikloaliin je stabilan tokom obrade lukova i znatno doprinosi njihovoj bioloskoj
aktivnosti.
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Slika 2.10. Biosinteza aliina i ostalih S-alk(en)il-cistein sulfoksida (ACSO) (Rabinowich i Currah, 2002)
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Tabela 2.4. y-Glutamil peptidi izolovani iz vrste Allium cepa L.

E_egngifje:m" v-glutamil peptidi sa sumporom
y-glutamil-valin y-glutamil-metionin

n—~0

y-glutamil-izoleucin  y-glutamil-S-metil-L-cistein

y-glutamil-leucin y-glutamil-S-metil-L-cistein sulfoksid
y-glutamil- y-glutamil-S-trans-(1-propenil)-L-cistein

fenilalanin sulfoksid H.C N COOH
: PR, y-glutamil-S-(2-karboksipropil)-L-cistein 3 H
y-glutamil-tirozin sulfoksid
glutation R Slika 2.11. Hemijska struktura
glutation-y-glutamil-cistein-disulfid cikloaliina

glutation-cistein-disulfid
S-sulfoglutation

Crni luk, pored aliinaze, sadrzi i enzim sintazu lakrimatornog faktora (LF sintaza —
lachrymatory factor synthase), koji je odgovoran za suzni efekat ovog luka. 1zoaliin, dominantni
ACSO u ovoj vrsti, se pod dejstvom aliinaze razlaze na 1-propenil sulfensku kiselinu, koja se u
prisustvu LF sintaze prevodi u smesu (Z)- i (E)-tiopropanal-S-oksida u odnosu 19:1, $to dovodi do
specifi¢ne pojave suzenja oc¢iju (Slika 2.12.) (Brodnitz i Pascale, 1971; Imai i drugi 2002). Ve
nakon 30 min, tiopropanal-S-oksid se prevodi u diprop(en)il disulfide (Jarvenpéd i drugi, 1998).

Smatra se da cistein sulfoksidi u kombinaciji sa enzimom aliinazom imaju ulogu u hemijskoj
zastiti lukova od herbivora, a s obzirom da pokazuju antibakterijsku i antifungalnu aktivnost, moze
se pretpostaviti da u¢estvuju i u odbrani biljke od mikroorganizama (Keusgen, 2002).

? NH, H.O S HaC
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/\/sy\ — H3c/\/ i —s"
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COOH aliinza . :
1-propensulfenska kiselina (2)-tiopropanal-S-oksid

1-propenil cistein sulfoksid
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H3C

CHj
di-1-propenil tiosulfinat

Slika 2.12. Sinteza lakrimatornog faktora kod crnog luka (Rose i drugi, 2005)

2.3.2 Organoselenova jedinjenja

Lukovi imaju sposobnost da apsorbuju selen iz zemljista u obliku selenita sa Se(IV) ili Se
(V1) i akumuliraju ga u koncentraciji ve¢oj od 1000 ppm. Sumpor i selen su hemijski veoma sli¢ni i
zbog toga Se moze lako da zameni S u metabolizmu biljke i da se inkorporira u razli¢ita jedinjenja
umesto sumpora. Beli luk ima znatno veéu sposobnost akumulacije Se u odnosu na crni luk. U
lukovici belog i crnog luka i A. fistulosum identifikovani su mnogi analozi S-alk(en)il-cisteina i y-
glutamil-alk(en)il-cistein peptida (Slika 2.13.), od kojih su najzastupljeniji y-glutamil-Se-metil
selenocistein, selenometionin i Se-metil selenocistein. Za ova jedinjenja dokazano je da su mnogo
bolji antikancer agensi (aktiviraju enzime za detoksifikaciju kancerogena i spréavaju
tumorogenezu) nego odgovaraju¢i S-analozi, zbog Cega je interes za njihovo istrazivanje naglo
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porastao (Block i drugi, 2001; Whanger, 2004; Arnault i Auger, 2006). Tako je za dialil-selenid
dokazano da pokazuje oko 300 puta vecu sposobnost redukcije tumora dojke od dialilsulfida (El-
Bayoumi i drugi, 1996). Takode, Se je esencijalni mikroelement za coveka jer ulazi u sastav nekih
enzima (prvenstveno enzima antioksidantne zastite) i njegov nedostatak u ishrani dovodi do
razli¢itih bolesti (Narajji i drugi, 2007). S obzirom da organski vezan Se ima daleko ve¢u bioloSku
raspolozivost i veoma Cesto manju toksi¢nost od neorganskih formi selena, prisustvo
organoselenovih jedinjenja u lukovima znacajno doprinosi njihovoj nutritivnoj vrednosti.

Analiza organo-Se jedinjenja u bioloskim uzorcima nije jednostavna, prvenstveno zbog
nedostatka komercijalnih standarda. Zbog toga se koriste specificne instrumentalne tehnike, kao Sto
su gasna hromatografija sa atomskim emisionim detektorom (GC-AED) nakon derivatizacije sa
piridinom i etil-hloroformatom, zatim hromatografija sa induktivno spregnutom plazmom kao
jonskim izvorom i visoko-senzitivnim masenim detektorom (HPLC-ICP-MS) i tecna
hromatografija sa APCI jonskim izvorom (,,Atmospheric Pressure Chemical Ionization”) i MS—MS
detektorom (HPLC-APCI-MS-MS) (Arnault i Auger, 2006).

(o}
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Slika 2.13. Strukture organo-Se jedinjenja izolovanih iz A. cepa, A. sativum i A. fistulosum (Shah i drugi,
2004; Arnault i Auger, 2006)
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2.3.3 Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju drugu znacajnu klasu sekundarnih biomolekula crnog i
belog luka, ali i ostalih vrsta roda Allium.

Ovu najbrojniju klasu sekundarnih biomolekula biljaka, sa vise od 8000 do sada poznatih
struktura, karakteri$e prisustvo jednog ili viSe aromati¢nih prstenova sa jednom ili vise hidroksilnih
grupa. Prema sloZenosti podeljeni su na proste i slozene, a najrasprostranjeniji su flavonoidi, fenil
propanoidi i fenolne kiseline. Vec¢ina ovih jedinjenja se u biljkama javlja u formi glikozida, sa
jednom ili vise Sec¢ernih komponenti, $to povec¢ava njihovu rastvorljivost u vodi. Fenolne kiseline
obuhvataju sva jedinjenja koja sadrze najmanje jednu fenolnu i jednu karboksilnu grupu, pri cemu
su u okviru ove grupe u prirodi najrasprostranjeniji derivati benzoeve i cimetne kiseline. Ova
jedinjenja nastaju iz fenilalanina ili L-tirozina, biosintetskim putem preko Sikimske kiseline.
Karboksilna funkcija je ¢esto u obliku estra ili depsida, a fenolne hidroksilne grupe mogu biti
slobodne, glikozilovane ili metoksilovane. Fenilpropanoidi u visim biljkama ucestvuju u rastu i
razvoju biljke, mehanickoj potpori, mehanizmima odbrane od bolesti i §tite biljku od biotickih i
abiotickih stresogenih faktora (Solecka, 1997).

Flavonoidi sadrze viSe fenolnih hidroksilnih grupa vezanih za difenilpropanski (Ce-Cs-Cs)
skelet. Prema stepenu oksidacije centralnog piranskog prstena flavonoidi su podeljeni u 12 klasa,
od kojih su u biljkama najées¢e zastupljeni flavoni (luteolin, apigenin), flavonoli (kvercetin,
kemferol), flavan-3-oli (katehini), antocijanidini i izoflavoni (genistein). Strukturne razlike u
okviru jedne klase, poticu od varijacija u broju i rasporedu hidroksilnih grupa vezanih za osnovni
skelet, kao i od varijacija u stepenu i prirodi njihove alkilacije i/ili glikozilacije. Od Secera koji
ucestvuju u glikozilaciji najzastupljeniji su monosaharidi: glukoza, galaktoza, ramnoza, ksiloza i
arabinoza, a mogu biti i disaharidi, kao npr. rutinoza. Moguce su i brojne druge modifikacije
njihove osnovne strukture, kao §to su metilacije hidroksilnih grupa, glikozilacije flavonoidnog
jezgra (nastajanje C-glikozida), dimerizacije, vezivanje neorganskog sulfata itd (Rice-Evans i
drugi, 1997). Flavonoidi se u biljkama sintetiSu kao odgovor na razli¢ite ekoloSke i fizioloske
stimulanse (UV radijacija, napad patogena ili insekata). Smatra se da je jedna od funkcija
flavonoida zastita biljaka od prekomernog zracenja. S obzirom da imaju karakteristiCan apsorpcioni
spektar, flavonoidi daju boju cvetovima i na taj nacin privlace insekte i pospeSuju oprasivanje, a
javljaju se i kao kopigmenti u slucaju kada nisu sami po sebi obojeni. Mogu da budu citotoksic¢ni,
da inhibiraju rast larvi, odbijaju herbivore, a neki se sintetiSu u biljci kao odgovor na infekcije
patogenih organizama, pa se svrstavaju u fitoaleksine (Dixon i Steele, 1999; Harborne i Williams,
2000). Pored toga, flavonoidi znacajno doprinose hvatanju slobodnih radikala produkovanih tokom
metabolickim reakcijama u biljkama (Agati 1 drugi, 2012).

Hrana biljnog porekla je ¢esto veoma bogata fenolnim jedinjenjima. Ova jedinjenja sa jedne
strane doprinose boji, mirisu i ukusu hrane, a s druge strane povecavaju oksidativnu stabilnost
prehrambenih proizvoda (Shahidi i Wanasundara, 1992). Takode, biljni fenoli imaju zavidan
spektar farmakoloskih aktivnosti. Mnoga epidemioloska istrazivanja u poslednjih dvadeset godina
pokazala su da ishrana bogata biljnim fenolima smanjuje rizik od odredenih bolesti (Ren i drugi,
2003; Steinmetz i Potter, 1996; Law i Morris, 1998; Riboli i Norat, 2003). Ovde prvenstveno
spadaju bolesti u ¢ijoj patofiziologiji se nalazi oksidativni stres, a to su: kardiovaskularne bolesti,
ateroskleroza, neurodegenerativne bolesti (Alchajmerova i Parkinsonova bolest), reumatoidni
artritis, multipla skleroza, prerano starenje i kancerogena obolenja. Uloga biljnih fenola u
prevenciji ovih bolesti prvobitno je pripisivana njihovoj izrazenoj antioksidantnoj aktivnosti (Heim
i drugi, 2002), koja je dokazana u mnogobrojnim in vitro testovima (Rice-Evans i drugi, 1996).
Medutim, aktivnost ovih jedinjenja in vivo umnogome zavisi od njihove apsorbcije i bioloSke
raspolozivosti u organizmu (Karakaya, 2004). Naime, za mnoga konjugovana polifenolna
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jedinjenja dokazano je da se samo mali deo od ukupne koli¢ine unete putem hrane absorbuje u
intaktnom obliku, dok se vec¢i deo prethodno deglikozilacijom prevodi u aglikone pa tek onda
apsorbuje. Nakon apsorbcije, fenolna jedinjenja dalje podlezu metabolickim reakcijama, pa se zato
mora uzeti u obzir da degradacioni produkti ovih jedinjenja takode imaju udela u bioloskoj
aktivnosti.

Pored antioksidantne aktivnosti, dokazano je da odredena fenolna jedinjenja ispoljavaju i
antiinflamatornu (Erlejman i drugi, 2008), antiproliferativhu (Haddad i drugi, 2006), antimutagenu
(Steiner i drugi, 2007), antigenotoksi¢nu (Bhouri i drugi, 2011), estrogenu (Dixon i Ferreira, 2002),
antimikrobnu (Cushnie i Lamb, 2005) antivirusnu, hepatoprotektivanu (Middleton i drugi, 2000) i
antialergenu aktivnost (Kawai i drugi, 2007). Takode, imaju sposobnost inhibicije pojedinih enzima
(Middleton i drugi, 2000) i smanjuju nivo holesterola u krvi i krvni pritisak (Anderson i drugi,
1999; Kris-Etherton i drugi, 2004). Jedinjenja iz grupe biljnih fenola se smatraju netoksi¢nim,
mada neki flavonoidi mogu delovati mutageno, ali samo pri izrazito visokim koncentracijama
(Harborne, 1989). Zbog Sirokog spektra aktivnosti koje biljni fenoli ispoljavaju, istrazivanja ovih
jedinjenja su u poslednjih nekoliko decenija veoma intenzivna, i od velikog su interesa kako za
prehrambenu tako i za farmaceutsku industriju.

Za ekstrakciju, identifikaciju i kvantifikaciju biljnih fenola razvijene su mnogobrojne
metode u poslednji 30 godina (Khoddami i drugi, 2013). Postupak pripreme uzorka i nacin
ekstrakcije su veoma vazni koraci u njihovoj analizi. Najces¢e metode ekstrakcije su maceracija,
Sokslet ekstrakcija, ekstrakcija zagrevanjem uz refluks, ultrazvuéna, mikrotalasna i superkriticna
ekstrakcija, dok se kao ekstragensi najéeSce koriste voda i polarni organski rastvaraci (aceton, etil
acetat, alkoholi — metanol, etanol, propanol). U slucaju antocijana ekstrakcija je znatno efikasnija
ako se polarni organski rastvara¢ blago zakiseli (Naczk i Shahidi, 2006). Za odredivanje sadrzaja
ukupnih fenola ili pojedina¢nih klasa fenola koriste se spektrofotometrijske metode, koje se
zasnivaju na detekciji specifi¢nih strukturih grupa. Tako se Folin-Ciocalteu test Siroko primenjuje
za odredivanje ukupnih fenola (Singleton i drugi, 1999), a vanilinski (Price i drugi, 1978) i
procijanidinski  (Poter i drugi, 1985) test za odredivanje ukupnih procijanidina.
Spektrofotometrijska metoda za kvantitaciju ukupnih antocijana zasniva se na osobini ovih
jedinjenja da pri razli¢itim pH vrednostima menjaju boju (Lee i drugi, 2005), dok je u metodi za
odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida, tanina i derivata kafene kiseline iskoris¢ena njihova
sposobnost da kompleksiraju Al(IIl) (Zaporozhets i drugi, 2004). Medutim, pomenute
spektrofotometrijske metode nisu dovoljno specifi¢ne, jer moze doéi do interferencije sa drugim
supstancama prisutnim u ekstraktu kao §to su proteini, nukleinske i amino kiseline. Takode, zbog
kompleksnosti strukture fenolnih jedinjenja biljaka veoma je tesko pronaéi odgovarajuéi standard
za kalibraciju (Naczk i Shahidi, 2006).

Za separaciju, preparativnu izolaciju, precis¢avanje, identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih
jedinjenja Kkoriste se razli¢ite hromatografske tehnike (Naczk i Shahidi, 2006). Najcesce
primenjivane tehnike za razdvajanje su tecna hromatografija visokih performansi (HPLC) i gasha
hromatografija (GC), pri ¢emu se za detekciju obi¢no koriste UV-VIS i detektor s diodnim nizom
("diode-array detector” — DAD), kao i masenospektrometrijski detektor (MS), a mogu se Koristiti i
elektrohemijski (EC) i fluorescentni detektor (FD). Masena spektrometrija sa elektrosprej
jonizacijom narocito je pogodna za strukturnu karakterizaciju fenola. Jedna od danas najnaprednijih
tehnika za razdvajanje biljnih fenola je kapilarna elekroforeza (CE), koja se zasniva na migraciji
naelektrisanih analita u elektricnom polju. CE takode moZe biti kuplovana sa elektrosprej
jonizacijom i masenom spektrometrijom. Za preparativnu izolaciju ¢istih jedinjenja mozZe se
koristiti centrifugalna particiona hromatografija (CPC), kod koje su i stacionarna i mobilna faza u
te¢nom stanju, a razdvajanje komponenti se zasniva na raspodeli izmedu dve nemesljive te¢nosti

26



mr Nata$a Simin Doktorska disertacija

(Vitrac i drugi, 2001). Za separaciju i kvantitaciju fenolnih jedinjenja razvijene su i brojne gasno-
hromatografske metode, medutim one zahtevaju dodatnu pripremu uzorka: uklanjanje lipida,
kiselu, baznu ili enzimsku hidrolizu estara i glikozida fenola kako bi se oslobodili aglikoni,
transformaciju u isparljivije derivate (metilacija, trifluoroacetilacija, konverzija u trimetilsilil
derivate ili derivatizacija sa N-(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoro-acetamidom).
Modernizacijom gane hromatografije — uvodenjem visokotemperaturnih kolona i elektronskih
kontrolora pritiska, znatno se povecala efikasnost razdvajanja i opseg molekulskih masa supstanci
koje mogu biti analizirane pomo¢u GC (Naczk i Shahidi, 2006). Papirna (PC) i tankoslojna
hromatografija (TLC) su danas jo$ uvek u Sirokoj upotrebi za pre€i§¢avanje i izolaciju antocijana,
flavonola, kondenzovanih tanina i fenolnih kiselina (Naczk i Shahidi, 2006). Za kona¢nu potvrdu
strukture Cistih izolovanih jedinjenja najéeSc¢e se koristi NMR spektroskopija (Pinheiro i Justino,
2012).

Od biljnih fenola, u vrstama roda Allium najzastupljeniji su favonoidi, i to prvenstveno
flavonoli, zatim antocijani, a u nekim vrstama i flavoni. A. cepa je jedan od najbogatijih izvora
flavonoida u ljudskoj ishrani. Sadrzaj ukupnih fenola se kod razli¢itih varijeteta A. cepa krece od
oko 2-3 g kg™ u lukovici do oko 80 g kg™ u ljusci lukovice crvenog luka, dok je kod belog luka
sadrzaj ukupnih fenola znatno manji i kreée se od oko 100 mg kg™ u &enovima do oko 300 mg kg™
u stablu (Nuutila i drugi, 2003). Sarzaj flavonoida zavisi od brojnih unutrasnjih i spoljasnjih
faktora, kao $to su nacin kultivacije, lokalitet, godina kultivacije, ontogenetska faza, uslovi
skladi$tenja i nacini prerade.

Najdominantniji flavonoidi u lukovima su glikozidi kvercetina, aglikona iz klase flavonola.
Kvercetin-3,4’-O-diglukozid i kvercetin-4’-O-glukozida ¢ine oko 85% od ukupnog sadrzaja
flavonoida u varijetetima crnog luka, pri ¢emu su zapazene znacajne razlike u relativnom odnosu
ova dva glikozida izmedu razli¢itih varijeteta.U sastav preostalih 15% ulaze druga flavonolna
jedinjenja, ¢ije su strukture date na Slici 2.14., a medu njima su najzastupljeniji kvercetin-3-O-
glukozid, aglikon kvercetin i izoramnetin-glukozid (Price i Rhodes, 1997; Park i Lee, 1996), dok su
ostala jedinjenja prisutna u minornim koli¢inama (Bonaccorsi i drugi, 2005; Slimestad i drugi,
2007). U ljusci crvenog varijeteta A. cepa otkriveni su i glikozidi retkog dihidroflavonola
taksifolina (Ferreres i drugi, 1996; Fosen i drugi, 1998; Corea i drugi, 2005), kao i neka dimerna i
trimerna jedinjenja kao $to su dimer kvercetina i njegov glikozid (Ly i drugi, 2005) (Slika 2.14.).

U belom luku, za razliku od crnog luka, dominiraju slobodni flavonski aglikoni — apigenin i
miricetin (Miean i Mohamed, 2001; Azzini i drugi, 2014), a nadena je i manja koliCina kvercetina,
rutina (kvercetin 3-rutinozida) i diosmetina (luteolin 4’-metiletara) (Bozin, 2009) i jo§ manja
koli¢ina kemferola (Gorinstein i drugi, 2008). Ove supstance se u daleko vecoj koli¢ini nalaze u
nadzemnim zelenim delovima biljke nego u lukovici. Kim i saradnici (2005) su iz listova i
izdanaka belog luka izolovali kemferol 3-O-B-D-glukopiranozid (astragalin), kvercetin 3-O-f-D-
ksilopiranozid (rejnoutrin), kvercetin 3-O-B-D-glukopiranozid (izokvercitrin) i izoramnetin 3-O-§-
D-glukopiranozid (Slika 2.15.).
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Flavonoid R, R, R; R4 Rs

kvercetin OH H H H H

kvercetin-4'-glukozid OH Glc H H H

kvercetin-3,4'-diglukozid OH Glc H Glc H

kvercetin-7-glukozid OH H H H Glc

kvercetin-7,4"-diglukozid OH Glc H H Glc R=H  dimer kvercetina
kvercetin-3-glukozid OH H H Glc H R=Glc 4'-glukozid dimera kvercetina
kvercetin-3’-glukozid OGlc H H H H

kvercetin-3,7-diglukozid OH H H Glc Glc

kvercetin-3,7,4'-triglukozid OH Glc H Glc Glc OR,
kvercetin-3-ramnosid OH H H Rha H

kvercetin-3-rutinosid OH H H Rut H

kemferol H H H H H

kemferol-4'-glukozid H Glc H H H

kemferol-3- glukozid H H H Glc H

kemferol-7,4'-diglukozid H Glc H H Glc

kemferol-3,4'-diglukozid H Glc H Glc H

izoramnetin-4'-glukozid OCH; Glc H H H Flavonoid Ri R, Rs
izoramnetin-3-glukozid OCH; H H Glc H taksifolin-4’-glukozid Glc H H
izoramnetin-3,4'-diglukozid OCH; Glc H Glc H taksifolin-3-glukozid H Glc H
izoramnetin OCH; H H H H taksifolin-7-glukozid H H Glc
miricetin OH H OH H H Glc - glukozil

Glc — glukozil

Slika 2.14. Strukture flavonola i njihovih glikozida detektovanih u razli¢itim varijetetima A. cepa

Pored u belom i crnom luku, i u vecini ostalih vrsta sekcije Allium utvrdeno je prisustvo
kvercetina i kemferola, kao i njihovih glikozida. Tako A. ascalonicum sadrzi aglikone kvercetin i
izoramnetin i glikozide kvercetin-4’-glukozid, kvercetin-7-glukozid, kvercetin-4',3-diglukozid i
izoramnetin-4',3-diglukozid (Fattorusso i drugi, 2002), a A. ampeloprasum kemferol-3-O-glukozid,
kvercetin-3-O-galaktozid i kvercetin (Bernaert i drugi, 2013). Aglikon kvercetin je identifikovan i
u A. obliquum i A. schoenoprasum, dok je rutin pronaden u A. senescens i A. schoenoprasum.
Flavoni luteolin i apigenin prisutni su u A. obliqguum, dok su aglikoni kemferola i kvercetina
detektovani u vlascu (A. schoenoprasum) (Vlase i drugi, 2012). A. neapolitanum, sli¢no belom
luku, sadrzi flavonole kvercetin, kemferol i izoramnetin u slobodnom obliku i njihove specifi¢ne
glikozide:  kemferol-3-O-[(2-O-ramnozil-4-O-glukozil)-glukozid] i izoramnetin-3-O-[(2-O-
ramnozil-6-O-glukozil)-D-glukozid] (Carotenuto i drugi, 1997). Sremus$ (A. ursinum) i praziluk (A.
porrum) karakteriSe prisustvo kemferola i njegovih glikozida: astragalina (kemferol-3-O-
glukozida) i kemferol-3-O-neohesperidozida (1) (Slika 2.16). Pored toga sremu$ sadrzi jo$ i tri
nova specificna glikozida kemferola: kemferol-3-O-neohesperozid-7-O-[2-O-(trans-feruloil)]-D-
glukozid (2), kemferol-3-O-neohesperozid-7-O-[2-O-(trans-p-kumaroil)]-D-glukozid (3) i
kemferol-3-O-neohesperozid-7-0-[2-O-(trans-p-kumaroil)-3-O-D-glukozil]-D-glukozid (@))
(Carotenuto i drugi, 1996), kao i kemferol 3-O-ramnozil-(1—2)-[3-O-acetil]- glukozid (5),
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kemferol-3-O-ramnozil (1—2)-[6-O-acetil]-glukozid (6), kemferol 3,7-diglukozid i kemferol 7-O-
glukozid-3-O-neohesperidozid (7) (Slika 2.16.) (Wu i drugi, 2009). Za praziluk (A. porrum) je
dokazano da pored kemferola i astragalina sadrzi i kemferol-3-O-[2-O-(trans-p-kumaroil)]-
glukozid, kemferol-3-O-[2-O-(trans-3-metoksi-4-hidroksicinamoil)-galaktozil]-(1—4)-O-glukozid
i kemferol-3-O-[2-O-(trans-3-metoksi-4-hidroksicinamoil)-galaktozil]-(1—6)-O-glukozid
(Fattorusso i drugi, 2001).

OH OH
OH
HO o
HO o | H
| OH O
O o |
OH o] OH

OH

e}

OH o diosmetin
apigenin o}
miricetin Ry oH
OH
HO
Flavonoid R;
kvercetin H
OH o izokvercitrin Glc

rejnoutrin Xyl
Flavonoid R; rutin Rut
izoramnetintin-3-glukozid OCH; Xyl - ksilozil, Glc - glukozil,
astragalin H Rut — rutinozil

Slika 2.15. Flavonoidi detektovani u Allium sativum L.

Flavonoid Ri R, Flavonoid R, R,
1 H H 2 trans-p-kumaroil  H
5 H Ac 3 trans-feruloil H
6 Ac H 4 trans-p-kumaroil ~ Glc
Ac - acetil 7 H H
Glc - glukozil

Slika 2.16. Glikozidi kemferola detektovani u vrsti Allium ursinum L.
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O flavonoidnom profilu vrsta sect. Codonoprasum gotovo da uop$te nema podataka u
literaturi. Curéi¢ i saradnici (2012) utvrdili su da se sadrzaj ukupnih fenola u vrsti A. flavum kreée u
zavisnosti od vrste ekstragensa od 54 do 81 mg ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog
ekstrakta, dok se sadrzaj ukupnih flavonoida kre¢e od 64 do 96 mg ekvivalenata rutina po gramu
suvog ekstrakta. Anackov je 2009. godine pratio zastupljenost Sest flavonoidnih aglikona (luteolin,
kvercetin, apigenin, kemferol, tricin, miricetin) u osam taksona sect. Codonoprasum (A.
paniculatum, A. flavum, A. fuscum, A. rhodopeum, A. melanantherum, A. carinatum subsp.
carinatum i A. carinatum subsp. pulchelum, A. oleraceum) i zakljucio da je kvercetin zastupljen u
svim vrstama, dok se pored kvercetina u vrsti A. carinatum subsp. pulchelum javlja i flavon
luteolin, a u endemi¢noj vrsti A. melanantherum — kemferol.

U pojedinim varijetetima crnog luka, narocito u crvenom varijetetu (var. Tropea), veoma su
zastupljeni antocijani. Derivati cijanidina ¢ine preko 50% od ukupnih antocijana, a pored njih su
detektovani i derivati delfinidina i petunidina (Slika 2.17) (Ferreres i drugi, 1996; Fosen i drugi,
1996; Gennaro i drugi, 2002; Slimestad i drugi, 2007). Najdominantniji su cijanidin-3-(6"-
malonilglukozid), cijanidin 3-(6"-malonil-3"-glukozilglukozid) i cijanidin-3-glukozid. Od $e¢ernih
komponenti u antocijanima se javlja glukoza, ali je ona najéete acilovana i to prvenstveno
malonskom kiselinom, a rede siretnom kiselinom. Pored glukoze, moze da se javi i disaharid
laminariobioza tj. 3-glukozilglukozid, koji je do sada detektovan samo u antocijanima lukova
(Fosen i drugi, 1996).

Pored u A. cepa L., prisustvo cijanidinskih glikozida — 3-(6"-malonilglukozida), 3-glukozida
i 3-(3",6"-dimalonilglukozida) dokazano je i u A. sativum, A. altaicum i A. schoenoprasum (vlasac)
(Fosen i drugi, 1996; Fossen i Andersen, 1997). Takode, 3-(6"-malonil-3"-glukozilglukozida)
identifikovan je u stablu A. altaicum, a 3-(3"-malonilglukozida) u unutrasnjim obojenim listovima
A. sativum. Cijanidin-3-glukozid i neidentifikovani acilovani derivati cijanidina nadeni su i u
cvetovima A. aschersonianum Barb., a petunidin glukozid bez acil ostataka detektovan je u A.
vineale L. (Fosen i drugi, 1996). Andersen and Fossen (1995) su kao dva glavna antocijana u stablu
A. victorialis L. identifikovali cijanidin-3-(3",6"-dimalonilglukozid) i cijanidin-3-(3"-
malonilglukozid). O prisustvu antocijana u vrstama sect. Codonoprasum do sada hema podataka u
literaturi.

Antocijani imaju Cs-C3-Cg strukturu, tipi¢nu za flavonoide, uglavnom su penta- ili heksa-
supstituisani, sa obaveznom hidroksilnom grupom na C-3 atomu, dok se ostali supstituenti
(hidroksilna ili metoksi grupa) mogu nalaziti na C-5, C-7, C-3°, C-4’ i C-5’. U prirodi se antocijani
javljaju uvek u obliku glikozida, a najéesce je glikozilovana Cs—hidroksilna grupa. Antocijani daju
plodovima, li§¢u i cvecu crvenu, ljubiastu i plavu boju (Francis, 1989). Za neke antocijane
dokazano je antioksidantno, antikancerogeno i antiinflamatorno delovanje, a sprecavaju i
oksidaciju lipida i proteina u hrani.

Antocijani su veoma nestabilna jedinjenja, pa se njihov sadrzaj znatno smanjuje tokom
Cuvanja lukova u skladiStima (Gennaro i drugi, 2002). Na stabilnost antocijana najviSe uticu pH,
temperature i stepen glikozilacije (Fossen i drugi, 1998b). Sa porastom broja $e¢ernih komponenti i
jo§ dodatnim acilovanjem ovih komponenti, povecava se stabilnost antocijana, kao i njihova
rastvorljivost u vodi (Ferreres i drugi, 1996; Torskangerpoll i Andersen, 2005). U zavisnosti od pH
rastvora antocijani menjaju boju od crvene do plave (Slika 2.18.) (Lapidot i drugi, 1999; Fleschhut
i drugi, 2006). Pored toga, na boju utice broj i vrsta supstituenata, pa se tako sa porastom broja
hidroksilnih grupa pojacava plava boja antocijana, dok se sa porastom broja metoksi grupa ili
glikozidnih veza pojacava crvena boja.
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Antocijanin R; R, R3 Ra Rs R
cijanidin-3-glukozid H H H Glc H H
cijanidin-3-(3"-glukozilglukozid) H H H Lam H H
cijanidin-3-(3"-malonilglukozid) H H H 3”’-MalGlc H H
cijanidin-3-(6"-malonilglukozid) H H H 6>’-MalGlc H H
cijanidin-3-(3"-glukozil-6"-malonilglukozid) H H H 6’’-MalLam H H
cijanidin-3-(3",6"-dimalonilglukozid) H H H 3, 6”’-di-MalGlc H H
cijanidin-3-(dimalonil) laminariobiozid H H H di-MalLam H H
cijanidin-3-(3"-acetilglukozid) H H H 3”’-AcGlc H H
cijanidin-3-(malonil)(acetil) glukozid H H H Mal-Ac-Glc H H
cijanidin-3,5-diglukozid H H H Glc Glc H
cijanidin-3-(malonil)-glukozid-5-glukozid H H H MalGlc Glc H
cijanidin-4'- glukozid H Glc H H H H
cijanidin-3,4'-di glukozid H Glc H Glc H H
cijanidin-3-(3"-glukozil-6"-malonilglukozid)- H Glc H 6”’-MalGlc H H
4'-glukozid

cijanidin-7-(3"-glukozil-6"-malonilglukozid)- H Glc H Glc H 6”’-Mal
4'-glukozid

peonidin-3-glukozid CH; H H Glc H H
peonidin-3-(6"-malonilglukozid) CH; H H 6’’-MalGlc H H
peonidin-3,5-di glukozid CH; H H Glc Glc H
peonidin-3-(6"-malonilglukozid)-5-glukozid CH; H H 6’’-MalGlc Glc H
delfinidin-3- glukozid H H OH Glc H H
delfinidin-3-glukozilglukozid H H OH GlcGlc H H
petunidin-glukozid CH; H OH Glc H H
petunidin-(glukozilglukozid) CH; H OH GlcGlc H H

Glc — glukozil; Lam — laminariobiozil; Mal — malonil; Ac — acetil

Slika 2.17. Antocijani detektovani u vrsti A. cepa L. (Slimestad i drugi, 2007)

= OR;
OH ., OH H=4-5 OH pH=6-7
_p_H—1-3 . h’;miketal hinoidna baza
flavilijum katjon - ljubi¢asta
crvena bezbojna
- H'
o
q
o) o C
+H,0 ‘ (‘/ oH
Z OR,
OH pH>8 OH pH=7-8
halkon anhidrobazni anjon
zuta plava

Slika 2.18. Promena strukture i boje antocijana sa promenom pH
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Masuzaki i saradnici su 2006. godine (2006a; 2006b) izvrsili kompletnu asignaciju gena
ukljucenih u biosintezu flavonoida u A. cepa i predlozili biosintetski put prikazan na Slici 2.19.
Pocetne faze ovog puta zajedni¢ke su za sve flavonoide i obuhvataju kondenzaciju tri molekula
malonil-CoA sa molekulom 4-kumaroil-CoA posredstvom enzima halkon-sintaze. Na ovaj nacin
formira se aktivirana poliketidna struktura ¢ijom ciklizacijom nastaje nestabilni halkonski skelet
(naringenin-halkon).

\ HO
SCoA halkon sintaza

- =
HO + 3 malonil-CoA
4-kumaroil-CoA

OH o

naringenin
flavanon 3-hidroksilaza \

OH
OH
HO o O
HO o O
-
O ‘ flavonol sintaza ‘ OH

OH OH O dihidrokemferol

kemferol flavonoid 3'-hidroksilaza l

flavonol sintaza

_ =

OH o dihidrokvercetin

OH kvercetin-4'-O-glukoziltransferaza l

3GT OH

O kvercetin-3,4'-O-diglukozid

OH

HOWO cijanidin 3-O-(6"-malonilglukozid)

o o

OH oH Cijanidin 3-O-glukozid

Slika 2.19. Predlozeni put biosinteze flavonoida u A. cepa L. (Skracenice: 3GT — UDP glukoza: flavonoid 3-
O-glukoziltransferaza, 3MaT — malonil coenzim-A : antocijanidin 3-O-glukozid-6’’-O-maloniltransferaza)
(Masuzaki i drugi, 2006a; Masuzaki i drugi, 2006b)
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U sledecoj fazi delovanjem halkon izomeraze dolazi do ciklizacije i nastajanja piranskog
prstena i formiranja molekula flavanona (naringenin). Dalji redosled transformacija nastalog
flavanona specifican je za odredene biljne vrste. Kod crnog luka hidroksilacijom naringenina
nastaje dihidroksikemferol, a od njega se dalje rac¢vaju tri puta, od kojih jedan vodi ka sitezi
kemferola i njegovih derivata, drugi ka sintezi kvercetina i njegovih derivata, a tre¢i ka sintezi
antocijana.

Fenolkarbonske kiseline su u lukovima znatno manje zastupljene od flavonoida. U lukovici
belog luka od fenolkarbonskih kiselina najzastupljenije su kafena i ferulna kiselina, dok su p-
hidroksibenzoeva, vanilinska i p-kumarinska kiselina prisutne u nesto manjoj koli¢ini, a sinapinska
kiselina u tragovima (Slika 2.20.) (Brewster i Rabinowich, 1990; Gorinstein i drugi, 2008; Beato i
drugi, 2011). U nadzemnim delovima i korenu belog luka je pored ovih kiselina detektovana i 5-O-
kafeoil-hinska kiselina (hlorogenska kiselina) (Tuan i drugi, 2010). Hlorogenska kiselina je takode
pronadena i u A. cepa, A. pskemense, A. galantum i A. fistulosum (Runkova i Talieva, 1970). U
spoljasnjoj tunici crnog luka nadena je protokatehinska Kkiselina, floroglucinol, katehol, p-
hidroksibenzoeva, sinapinska, vanilinska i p-kumarinska kiselina, kao i metilestri protokatehinske i
floroglucinolne kiseline (Fenwick i Hanley, 1990; Ly i drugi, 2005; Gorinstein i drugi, 2008).
Jestivi deo lukovice crnog luka sadrzi samo protokatehinsku kiselinu, floroglucinol, katehol i
ferulnu kiselinu, dok se u lis¢u nalaze kafena kiselina i estri p-kumarinske i ferulne kiseline
(Fenwick i Hanley, 1990). A. ampeloprasum sadrzi ferulnu kiselinu kao dominantnu komponentu, a
pored nje i sinapinsku i kafenu kiselinu i propilgalat (Bernaert i drugi, 2013). U lukovici i listovima
A. ursinum utvrdeno je prisustvo ferulne, vanilinske i p-kumarinske kiseline, dok je p-
hidroksibenzoeva kiselina nadena samo u lukovici (Purdevi¢ i drugi, 2004). Praziluk sadrzi ferulnu
i kafenu kiselinu, metil-kafeat i tragove p-kumarinske i sinapinske kiseline (Fenwick i Hanley,
1990). p-Kumarinska i ferulna kiselina detektovane su i u etanolnim ekstraktima A. senescens, A.
obliguum i A. schoenoprasum, dok je sinapinska kiselina bila prisutna samo u A. schoenoprasum
(Vlase i drugi, 2012). Analizom hemijskog sastava korena belog luka i praziluka otkriveno je
prisustvo N-feruloiltiramina i novog fenolnog jedinjenja N-feruloiltirozina (Slika 2.20) (Fattorusso

i drugi, 1999). cooH ﬁ
R
! X OH
HO
Rl RZ
Ry
OH Flavonoid R; R,
Flavonoid Ry R, p-kumarinske kiseline H H
p-hidroksibenzoeva kiselina H H kafena kiselina OH H
vanilinska kiselina OCH; H ferulna kiselina OCH; H
protokatehinska kiselina OH H sinapinska kiselina OCH; OCH;
floroglucinolna kiselina OH OH
OH
S
H5CO
3 \ ’I‘
H R=H N-feruloiltiramin

HO R=COOH N-feruloiltirozin

Slika 2.20. Fenolna jedinjenja detektovana u lukovima
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Fenolkarbonske kiseline u biljkama nastaju putem Sikimske kiseline (Slike 2.21.i 2.22.)
(Dewick, 2009). Ovaj biosintetski put zapoc¢inje aldolnom kondenzacijom eritroza-4-fosfata (E4P)
koji potice iz pentoza-fosfatnog puta i fosfoenolpiruvata (PEP) iz glikolize, pri ¢emu nastaje 3-
deoksi-D-arabino-heptulozonska kiselina-7-fosfat (DAHP). U narednih nekoliko reakcija
(eliminacija fosfata iz DHAP praéena intramolekulskom aldolnom kondenzacijom) nastaje 3-
dehidrohinska kiselina, ¢ijom redukcijom se formira hinska kiselina, prilicno uobicajeni prirodni
proizvod koji se javlja kako u slobodnoj formi tako i u obliku estara. 1z 3-dehidrohinske kiseline u
dva koraka (dehidratacija i redukcija) nastaje klju¢ni intermedijer ovog biosintetskog puta —
Sikimska kiselina.

OH
COOH ° COOH

H El NAD A l
HO s OH K o) > OH
Y : B2 HO' OH :
HO' o H OH OH

OH E4P DAHP DHQ
E3
COCH NADH
PEP (-\ . H20 ES H
COOH H COOH COOH
PO A HO  ,COOH
ATP NADPH
B =
\\\\ E7 W E4
PO’ E OH HO' - OH o7 - OH
OH OH OH
Sikimska kiselina 3-fosfat Sikimska kiselina 3-dehidrosikimska kiselina hinska kiselina
4/1 £8
Pi -H20 COOH
COOH E6
COOH
H FMNH, \
N r HO
po o Scoon B m /\/‘\
> i
z > (o} COOH OH
OH = protokatehinska kiselina
OH
EPSP horizminska kiselina
E10
COOH COOH COOH COOH
COOH
NH, o X NH,
H,0, CO,
PLP NAD* PLP
B — B —_—
E13 E12 E14
OH ) OH 5 fenilpirogrozdana L-Phe
L-Tyr 4-hidroksifenilpirogrozdana prefenska kiselina kiselina

kiselina

Slika 2.21. Biosintetski put fenolkarbonskih kiselina zastupljenih u lukovima (Dewick, 2009; Tuan i drugi,
2010). PEP — fosfoenol piruvat (iz glikolize), E4P — eritroza-4-fosfat (iz pentoza-fosfatnog puta), DAHP — 3-
deoksi-D-arabino-heptulozonska kiselina-7-fosfat, DHQ — 3-dehidrohinska kiselina, EPSP — 5-
enolpiruvil§ikimska kiselina 3-fosfat, SAM — S-adenozilmetionin, E1- DAHP sintaza, E2 — 3-dehidrohinat
sintaza, E3 — 3-dehidrohinaza, E4 — $ikimat dehidrogenaza, E5 — hinat dehidrogenaza, E6 — 3-drhidrosikimat
dehidrataza, E7 — sikimat kinaza, E8 — EPSP sintaza, E9 — horizmat sintaza, E10 — horizmat mutaza, E11 —
prefenat dehidrataza, E12 — prefenat dehidrogenaza, E13 — 4-hidroksifenilpiruvat aminotransferaza, E14 —
fenilpiruvat aminotransferaza
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Dehidratacija i enolizacija 3-dehidroSikimske kiseline vodi nastanku protokatehinske
kiseline. Sikimska kiselina se prevodi u horizminsku kiselinu u nekoliko koraka (fosforilacija,
inkorporacija jo§ jednog molekula PEP po mehanizmu adicije-eliminacije, 1,4-eliminacije fosfata).
Reakcjom Claisen-ovog premestanja horizmat prelazi u prefenat iz koga dalje nastaju osnovni C¢Cs
gradivni blokovi — aromati¢ne aminokiseline L-fenilalanin i L-tirozin (Slika 2.21).

Daljim transformacijama L-fenilalanina i L-tirozina dobijaju se razlicite klase polifenolnih
jedinjenja. Eliminacijom amonijaka iz L-Phe fenilalanina dolazi do formiranja E-cimetne kiseline.
Kod vecine biljaka, pa i kod lukova (Tuan i drugi, 2010), hidroksilacijom cimetne kiseline u
citohrom-P450 zavisnoj reakciji nastaje p-kumarinska kiselina (p-hidroksicimetna Kkiselina),
prekursor u biosintezi fenilpropena, kumarina, lignana, flavonoida, izoflavonoida, ksantona,
stilbena i tanina. Tako daljim hidroksilacijama i metilacijama p-kumarinske Kiseline nastaju
uobicajene prirodne fenilpropenske kiseline — kafena, ferulna i sinapinska. One se u biljkama
javljaju u slobodnoj formi ili u obliku estara. Najcesce grade estre sa hinskom kiselinom pri ¢emu
nastaju hlorogenske kiseline (npr. 5-O-kafeoilhinska kiselina) (Slika 2.22).

COOH COOH COOH COOH COOH
NH, / / / /
NH,
f O,, NADPH O,, NADPH SAM
—_— B — ——
El E2 E3 E4
HO H4CO
L-Phe cimetna kiselina OH OH oH
p-kumarinska kiselina kafena kiselina ferulna kiselina
ES5 O,, NADPH l
OH ATP, CoA
COSCoA  AMP, PP SAM
COOH
‘ OH =
(6] CoA hinska /
|| ! kiselina
o
HoOC OH E6
HO
OH OH H;CO OCHj3
OH
5-O-kafeoilhinska kiselina
(hlorogenska kiselina) Kafeoil-CoA OH

sinapinska kiselina

Slika 2.22. Biosintetski put fenilpropenskih kiselina zastupljenih u lukovima (Dewick, 2009). SAM — S-
adenozilmetionin, E1 — fenilalanin-amonijak lijaza, E2 — cinamat 4-hidroksilaza, E3 — p-kumarat 3-
hidroksilaza, E4 — kafena kiselina O-metiltransferaza, E5 — CoA ligaza, E6 — hinat O-
hidroksicinamoiltransferaza
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2.3.4 Saponini

Lukovi su veoma bogati steroidnim saponinima. Saponini su velika grupa sekundrnih
biomolekula, siroko rasprostranjenih u zelenim biljkama, spadaju u povrsinski aktivne materije i u
vodenim rastvorima obilno pene. Uglavnom se nalaze u obliku glikozida, a mogu se podeliti u dve
grupe prema prirodi aglikonskog skeleta (sapogenina). Prvu grupu ¢ine steroidni, a drugu
triterpenski saponini. Steroidni saponini sastoje se od steroidnog aglikona — spirostanskog skeleta
od 27 C atoma (C,;), kod koga je za C,, vezan katrakteristiCan Sesto¢lani heterocikli¢ni prsten
(Slika 2.23. a). U nekim slu¢ajevima je hidroksilna grupa na polozaju 26 glikozilovana, pa dolazi
do otvaranja ovog heterociklicnog prstena, pri ¢emu nastaje furostanski skelet (Slika 2.25.).
Aglikon triterpenskih saponina izgraden je od 30 C atoma (Cg), koji formiraju pentacikli¢nu
strukturu (Sika 2.23. b).

lako su istrazivanja biljnih saponina pocela jo§ 70-ih godina proslog veka, oni su tek
nedavno dobili ve¢u paznju, kada je otkriveno da ucestvuju u vaznim biolo§kim procesima i imaju
sposobnost da deluju kao prirodni lekovi kod mnogih bolesti (Lanzotti, 2006). Prvi izolovani
sapogenini iz belog i crnog luka i praziluka bili su sitosterol, oleanolna kiselina, gitogenin i amirin
(Slika 2.23.) (Smoczkiewicz i drugi, 1982). Ubrzo zatim utvrdeno je prisustvo B-hlorogenina u
crnom i belom luku, sapogenina diosgenina i cepagenina, kao i saponina aliospirozida A-D i
aliofurozida A u crnom luku (Slika 2.23.) (Kravets i drugi, 1990).

Z o 25 HaC
-20 ~‘: 23\267 \27 CH k
a) 18 / ~2" A 3
12 ' 17 | 24 CH,
u” S \ o
19 | | /16/
1 9 14
RZ’,,.Z/ \10/ \8/ ~~15
| | | _ Ri R sitosterol
3 5 7 gitogenin H OH HO

diosgenin H H
B-hlorogenin OH OH

R
H,C cH, Oleanolnakiselina COOH
B-amirin CH;
Ry R>
cepagenin OH H
aliospirozidB  H a-L-Rha-(1—2)-p-D-Gal
aliospirozid C OH a-L-Rha-(1—2)-pB-D-Ara
aliospirozid D OH a-L-Rha-(1—2)-p-D-Gal

aliospirozid A H  a-L-Ara-(1—2)-6-deoksi-a-L-Man

Slika 2.23. Hemijske strukture sapogenina i saponina izolovanih iz crnog i belog luka i praziluka. a)
spirostanski skelet steroidnih sapogenina, b) pentacikli¢ni skelet triterpenskih sapogenina

Iz belog luka izolovani su furostanol proto-erubozid B i njegov spirostanolni analog erubozid B, a
nesto kasnije i njihovi epimeri proto-izo-erubozid B i izo-erubozid B (Slika 2.24). Takode, tri
sativozida (B1, R1 i R2) i proto-dezgalaktotigonin (Slika 2.24) pronadeni su u belom luku u
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kasnijim istrazivanjima (Lanzotti, 2006). 1z vrste Allium ascalonicum Hort. izolovani su furostanski
saponini eskalonikozid A1/A2 i eskalonikozid B (Slika 2.25.) (Fattorusso i drugi, 2002), a zatim je
njihovo prisustvo dokazano i u vrsti A. cepa L. var. tropea, pored jos§ Cetiri nova furostanska
saponina — tropeozida Al i A2 i tropeozida B1 i B2 (Slika 2.25.) (Corea i drugi 2005).

?Glc R,
Ho ©
"R,
(0]
R
3\0
Ry
Rl R2 R3 R4
proto-erubozid B H CHs Glc-(1—2)-[Glc-(1—3)]-Glc-(1—4)-Gal OH
proto-izo-erubozid B CH; H Glc-(1-2)-[Glc-(1—3)]-Glc-(1—4)-Gal OH
sativozid B1 H CH; Glc-(1—3)-Glc-(1—2)-[Glc-(1—3)]-Glc-(1—4)-Gal OH
sativozid R1 H CH; Glc-(1—3)-Glc-(1-2)-[Xyl-(1—3)]-Glc-(1—4)-Gal H
proto-dezgalaktotigonin  H  CHjs Glc-(1-2)-[Xyl-(1—3)]-Glc-(1—4)-Gal H

Rl R2 R3 R4
erubozid B H CH; Glc-(1—2)-[Glc-(1—3)]-Glc-(1—4)-Gal OH
izo-erubozidB CH; H Glc-(1—2)-[Glc-(1—3)]-Glc-(1—4)-Gal OH

sativozid R2 H CH; Glc-(1-3)-Glc-(1-2)-[Xyl-(1—3)]-Glc-(1—4)-Gal H

Slika 2.24. Hemijske strukture saponina izolovanih iz belog luka

R2
R Ro Rs
eskalonikozid A1/A2 Gal Glc-Rha a-OH/B-OH
HO eskalonikozid B Gal Glc-Rha H
tropeozid ALl/A2 Gal Rha a-OH / B-OH
tropeozid B1/B2 Xyl Rha a-OH / B-OH

Slika 2.25. Hemijske strukture furostanskih saponina izolovanih iz vrste Allium ascalonicum Hort. i Allium
cepa L. var. tropea
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Tri nova saponina tipa spirostana izolovana su iz vrste Allium flavum (Rezgui i drugi, 2014).
Njihove strukture prikazane su na Slici 2.26. O zastupljenosti saponina u ostalim vrstama roda
Allium sect. Codonoprasum za sada nema literaturnih podataka.

HsC o)

CH,

R,

R,0 R: R,

1 OH  B-D-Xyl-(1—>3)-[p-D-Gal-(1—2)]-p-D-Gal-(1—4)-B-D-Gal
2 OH  B-D-Xyl-(1—3)-[B-D-Glc-(1—2)]-B-D-Gal-(1—4)-p-D-Gal
3 H  o-L-Rha-(1—4)-[p-D-Glc-(1—2)]-p-D-Glc

Slika 2.26. Hemijske strukture saponina izolovanih iz vrste Allium flavum L.

Bioloske aktivnosti steroidnih sponina jo§ uvek nisu dovoljno istrazene, ali pojedina
istrazivanja ukazuju na to da je njihov bioloski potencijal veoma velik, i da obuhvata sposobnost da
blokiraju apsorpciju holesterola (kome su strukturno veoma sli¢ni), potpomazu njegovo izlu¢ivanje
iz organizma, smanjuju rizik od ateroskleroze i kardiovaskularnih bolesti (Calpe-Berdiel i drugi,
2009). Tkode, ova jedinjenja imaju anti-inflamatorna i imunomodulatorna svojstva i smanjuju rizik
od raka dojke, prostate i debelog creva (Woyengo i drugi, 2009; Bouic, 2002; Jones i AbuMweis,
2009).

2.3.5 Hemotaksonomska istrazivanja roda Allium

Hemotaksonomija (hemosistematika) je interdisciplinarna nauka koja predstavlja pokusaj da
se klasifikuju i identifikuju biljke na osnovu sli¢nosti i razlika u njihovom biohemijskom sastavu.
Tako se podaci o morfoloSkim karakteristikama biljaka upotpunjuju podacima o njihovom
hemijskom sastavu, $to omogucava lakSe uocavanje inter- i infraspecijskih filogenetskih odnosa.
Od svih sekundarnih biomolekula biljaka, flavonoidi su se pokazali kao najpogodniji
hemotaksonomski markeri, i to iz nekoliko razloga: prisutni su u svim vaskularnim biljkama
(narocito flavoni i flavonoli), relativno lako se izoluju i identifikuju, izrazito su strukturno
varijabilni, struktura im je genetski uslovljena i uglavnom ne zavisi od ekoloskih faktora, a takode
su 1 hemijski veoma stabilni, pa se mogu izolovati kako iz sveZeg, tako i iz herbarskog materijala
(Harborne, 1977; Harborne, 1998; Crawford i Giannasi, 1982). Takode, flavonoidi imaju veoma
vazne uloge za opstanak biljaka (zastita od UV zraCenja, atraktanti za potencijalne oprasivace i
raznosaCe semena), Sto ukazuje na njihov evolutivni znacaj, a samim tim i znacaj u filogeniji
biljaka (Marin, 1996).

Hemotaksonomska istrazivanja sa flavonoidima kao makerima sprovedena su na skoro svim
nivoima klasifikacije, a najée$¢e na nivou roda (Essokne i drugi, 2012; Nikolova i drugi, 2005;
Ohyama i drugi, 1995). Tako je za neka jedinjenja utvrdeno da su prisutna u svim ispitivanim
vrstama datog roda, pa su okarakterisana kao markeri roda, dok su druga jedinjenja specificna za
pojedine vrste, pa je na osnovu njihovog prisustva ili odsustva moguce izvrSiti infragenericku
klasifikaciju. Takode, moguée je utvrditi odnose izmedu morfoloski bliskih vrsta ili izvrsiti podelu
na hemotipove u okviru jedne vrste (infraspecijska varijabilnost) (Crawford i Mabry, 1978; Marin i
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drugi, 2003). Mnogi autori pokusSali su da utvrde i znacaj flavonoida na vi$im nivoima klasifikacije
(tribusi, podfamilije, familije), pokuSavaju¢i da otkriju filogenetske veze izmedu ispitivanih
taksona, ali to uglavnom nije bilo moguée zbog velikog broja vrsta i velikih varijacija u
flavonoidnom sastavu (Gornall, 1979; Bruce i Stuessy, 2001; Emerenciano i drugi, 2001).
Konacno, sastav flavonoida pokazao se i kao vrlo koristan u istraZivanjima interspecijske
hibridizacije (Wyatt i Hunt, 1991).

Rod Allium obuhvata veoma veliki broj vrsta (preko 780) siroko rasprostranjenih na skoro
¢tavoj severnoj polulopti Zemlje. Medutim, dostupni podaci 0 mnogim vrstama su veoma oskudni i
nepotpuni, zbog Cega se u taksonomiji javljaju veliki problemi prilikom podela ovog roda na
podrodove, a pogotovo na sekcije (Kusterer, 2010). Takode, ta¢na determinacija nekih vrsta samo
na osnovu botanickih karakteristika je veoma teSka. Zbog toga je pronalazenje novih
hemotaksonomskih markera karakteristi¢nih za pojedine podrodove i sekcije od velikog znacaja.
Takode, otkrivanje intraspecijskih varijacija u hemijskom sastavu moze da bude od koristi prilikom
podele vrsta na podvrste i varijetete.

U literaturi su zabeleZeni pokuSaji razvrstavanja vrsta roda Allium u grupe na osnovu
prisustva ili odsustva odredenih flavonoida kao hemotaksonomskih markera (Harborn i Williams,
1996; Anackov, 2009; Bozin, 2009). Tako su predstavnici tipi¢ne sekcije Allium (Stearn, 1980)
podeljeni u tri grupe na osnovu sadrzaja pojedinih klasa fenolnih jedinjenja (fenoli, flavonoidi i
antocijani) (Bozin, 2009). Na taj nacin utvrdena je bliskost, odnosno udaljenost pojedinih taksona
ove sekcije, Sto je doprinelo razjasnjavanju njihove sistematske pozicije. Ovo je narocito vazno s
obzirom da u sekciji Allium jedino A. sativum i A. atroviolaceum imaju jasnu sistematsku poziciju
(Anackov, 2003), dok je sistematika ostalih predstavnika i dalje otvoreno pitanje zbog znacajne
morfoloske varijacije izmedu vrsta. Na primeru vrste A. sativum dokazano je da je sastav fenolnih
jedinjenja stabilan u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja (Bozin, 2008), a na primeru vrste A.
flavum da ne postoji znacajna razlika u kvalitativnom sastavu dominantnih flavonoida u uzorcima
sa razli¢itih lokaliteta (Anackov, 2009), §to je potvrdilo opravdanost kori§¢enja ovih jedinjenja kao
hemotaksonomskih markera.

Istrazivanja Harborn-a i Williams-ove (1996) na vrstama koje su gajene pod istim ekoloskim
uslovima pokazala su da se u cilju grupisanja vrsta kao markeri mogu koristiti aglikoni flavona i
flavonola, pri ¢emu su predstavnici sekcije Allium podeljeni na tri grupe: vrste koje sadrze
isklju¢ivo flavone, isklju¢ivo flavonole i vrste koje sadrze i flavone i flavonole. U okviru novijih
hemotaksonomskih istraZivanja vriena je detekcija Sest aglikona flavonoida (tri flavona — apigenin,
luteolin, tricin, i tri flavonola — kemferol, kvercetin, miricetin) u metanolnim ekstraktima 29
taksona roda Allium (Anackov, 2009). Izdvojene su tri grupe vrsta na osnovu prisustva ili odsustva
ispitivanih aglikona: prva grupa sadrzi iskljucivo kvercetin, druga iskljucivo kemferol, a treca
kombinaciju ova dva aglikona. U prvu grupu spada i Sest od osam ispitivanih taksona sekcije
Codonoprasum, $to ukazuje na potencijalni filogenetski zna¢aj prisustva kvercetina u taksonima
ove sekcije.

Fossen i saradnici (1996) su u vrstama roda Allium detektovali cijanidin 3-(3",6"-
dimalonilglukopiranozid) i ukazali na mogu¢ hemotaksonomski znacaj ovog antocijana, s obzirom
da izvan roda Allium do sada nikada nisu nadeni antocijani supstituisani u polozaju-3 Secerne
komponente.

Pored flavonoida, kao hemotaksonomski markeri vrsta roda Allium, kori$¢ena su i Cetiri
najdominantnija cistein-sulfoksida: aliin, metiin, isoaliin i propiin (Fritsch i Keusgen, 2006), gde su
na osnovu sli¢nosti i razlika u njihovoj zastupljenosti pokuSani da se uspostave odnosi izmedu
evolutivnih linija roda Allium (vrste roda Allium podeljene su na tri evolutivne linije na osnovu
sekvencionih DNA analiza). Ako se uporede ukupni sadrzaji cistein-sulfoksida u tri evolutivne
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linije roda Allium, moze se zakljuciti da je u trecoj evolutivnoj liniji (u koju spada podrod Allium)
ovaj sadrzaj znatno veéi nego u prvoj, dok su u drugoj liniji cistein-sulfoksidi prisutni samo u
tragovima (Fritsch i Keusgen, 2006). Metiin je prisutan u velikim koli¢inama u gotovo svim
vrstama sve tri evolutivne linije, pa je podela na hemotipove izvr§ena na osnovu relativnog sadrzaja
ostala tri cistein-sulfoksida. Prvi hemotip karakteriSe prisustvo izoaliina kao dominantnog cistein-
sulfoksida i u ovu grupu spadaju vrste koje ljudi Siroko primenjuju u ishrani, pre svega crni luk i
luk vlasac. U drugi hemotip spadaju vrste u kojima dominira aliin, gde je beli luk najpoznatiji
predstavnik, u tre¢em hemotipu su podjednako zastupljeni aliin i izoaliin (spadaju A. ursinum, A.
vineale, A. tuberosum), u éetvrtom dominiraju metiin i propiin (A. mobilense, A. canadense), u
petom metiin i aliin (A. obliguum, A. cupanii, A. saxatile), dok Sesti hemotip karakteriSe samo
visok sadrzaj metiina (Fritsch i Keusgen, 2006). U ovaj poslednji hemotip svrstane su i dve
ispitivane vrste iz sekcije Codonoprasum (A. oleraceum i A. carinatum).

2.4 MOLEKULSKE OSNOVE BOLESTI

2.4.1 Oksidativni stres

Oksidativni stres je stanje organizma u kome dolazi do narusSavanja ravnoteze izmedu
produkcije reaktivnih oblika kiseonika (ROS - Reactive Oxigen Species) (Tabela 2.5.) i
sposobnosti organizma da ih neutraliSe i ukloni. Ovo je stanje visokog rizika za nastajanje
vaskulitis), neuroloski poremecaji (Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest, cerebrovaskularna
ostecenja, miSi¢na distrofija), kardiovaskularni poremecaji (hipertenzija i hipertenzivna bolest srca,
ateroskleroza), fibroza pluca, katarakta, maligne bolesti, prerano starenje.

Pored ROS, u reaktivne vrste koje se javljaju u organizmu (RS) spadaju jos i reaktivni oblici
azota (RNS - Reactive Nitrogen Species), reaktivni oblici hlora (RCS - Reactive Chlorine Species)
i reaktivni oblici broma (RBS - Reactive Bromine Species) (Halliwell, 2006) (tab. 2.1).

Nemaju sve RS istu reaktivnost. Naime, H,O,, NO® i O," brzo reaguju, ali sa svega nekoliko
molekula, RO,", NO;*, RO®, HOCI, HOBr, CO5", CO,", NO,*, ONOO , NO," i O3 imaju srednju
reaktivnost, dok OH* brzo reaguje sa skoro svim molekulima u organizmu (Halliwell, 2006).

Slobodni kiseoniéni radikali, kao $to su superoksid anjon radikal (O," ), hidroksil radikal
(OH"), peroksil radikal (ROO®) nastaju u organizmu aerobnih organizama tokom metabolickih
procesa kao Sto su: oksidativna fosforilacija u respiratornom nizu mitohondrija, oksidacija ¢elijskih
biomolekula (mioglobina, tetrahidropterina, tiola, hidrohinona, kateholamina, hemogolobina,
flavoproteida), kataliticke reakcije nekih enzima (NADPH-zavisne oksidaze, ksantinoksidaze,
lipoksigenaze, prostaglandin sintaze, NADPH-zavisne dehidrogenaze, monoamino oksidaze,
ciklooksgenaze, NADPH-citohrom P-450 reduktaze i dr.), reakcije oksido-redukcije katalizovane
metalima sa promenljivom valencom, sinteza eikosanoida, transformacija ksenobiotika u
mikrozomima, lipidna peroksidacija nezasi¢enih masnih kiselina, aktivnost fagocitnih celija
(Halliwell i Gutteridge, 1992; Sayre i drugi, 1999; Cadenas i Davies, 2000). NO," nastaje in vivo iz
ONOO delovanjem mieloperoksidaze (Augusto i drugi, 2002.). Ozon se takode mode produkovati
in vivo, ali taCan mehanizam nije poznat (Wentworth i sar, 2003). Osim ovih, tzv. endogenih izvora
slobodnih radikala postoje i egzogeni izvori, odnosno spoljasnji uticaji koji pospesuju ili izazivaju
njihovu povecanu produkciju. Neki od njih su: duvanski dim, konzumacija alkohola, nagla i
intenzivna fizicka aktivnost, pojava avitaminoze, pojedini lekovi, radioaktivnost, UV zracenje, joni
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toksi¢nih metala, pesticidi, organski rastvaraci, izduvni gasovi, ozon i drugi kontaminanti zivotne
sredine (McCall i Frei, 1999).

Tabela 2.5 Reaktivne vrste u organizmu (Halliwell, 2006)

Slobodni radikali Neradikalski oblici

Reaktivne kiseonicne vrste (ROS)

superoksid anjon radikal, O," Vodonik peroksid, H,O,

hidroksil radikal, OH* hipobromna kiselina, HOBr

hidroperoksil radikal, HOO* hipohlorna kiselina, HOCI

karbonatni radikal, CO;"™ ozon, O,

peroksil radikal, RO, singlet kiseonik, *AgO,

alkoksil radikal, RO* Organski peroksidi, ROOH

ugljendioksid radikal, CO," peroksinitrit, ONOO

singlet kiseonik, 12g+02 peroksinitrat, O,NOO

peroksinitritna Kiselina, ONOOK

peroksimonokarbonat, HOOCO,

nitrozoperoksikarbonat, OMOOCO,
Reaktivne vrste hlora (RCS)

atomski hlor, CI* hipohlorna kiselina, HOCI
nitril hlorid, NO,CI
Hloramini
molekulski hlor, Cl,
brom-hlorid, BrCl
hlor-dioksid, CIO,

Reaktivne vrste broma (RBS)

Atomski brom, Br* hipobromna kiselina, HOBr
molekulski brom, Br,
brom-hlorid, BrCl

Reaktivne vrste azota (RNS)

azot-monoksid, NO* Nitritna kiselina, HNO,
azot-dioksid, NO,™ nitrozil katjon, NO*
nitrat-radikal, NO3° nitroksil anjon, NO

Dinitro tetroksid, N,O,

Dinitro trioksid, N,O4

peroksinitrit, ONOO

peroksinitrat, O,NOO

peroksinitritna kiselina, ONOOH

nitronijum katjon, NO,"

alkil peroksinitriti, ROONO

alkil peroksinitrati, RO,ONO

nitril hlorid, NO,CI

peroksiacetil nitrat, CH;C(O)OONO,"
* oksidujuéi agensi iz zagadenog vazduha toksi¢ni za ljude i Zivotinje

Joni prelaznih metala imaju centralnu ulogu u produkciji kiseoni¢nih slobodnih radikala u
7ivim organizmima. Gvozde se javlja u dva oksidaciona stanja — Fe** i Fe®*. Fe** je relativno
bioloski inaktivna forma gvozda, koja moze biti redukovana u aktivnu formu (Fe?"), zavisno od
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uslova, narocito pH (Strlic i drugi, 2002), ili u prisustvu superoksid anjon radikala (Haber-Weiss-
ova reakcija) (Kehrer, 2000). Ponovna oksidacija Fe** odvija se Fenton-ovom reakcijom, uz
produkciju hidroksil radikala (Strlic i drugi, 2002).

2.4.1.1 Uloga i toksi¢no delovanje RS u organizmu

Reagujuéi sa primarnim biomolekulima, RS dovode do promena u strukturi i funkciji ovih
jedinjenja (McCall i Frei, 1999). Ove interakcije nisu nuzno $tetne, ve¢ su naprotiv, nekada i
korisne. Tako npr. neki RS direktno ucestvuju u borbi protiv razli¢itih infekcija, u procesu
fagocitoze, u inflamatornom odgovoru organizma na strane agense (Halliwell, 2006), u prenosu
nervnih impulsa, u mehanizmima enzimske katalize (u¢e$¢e O, u reakcionom mehanizmu
indolamin dioksigenaze), u regulaciji i inhibiciji respiracije i apoptoze mitohondrija (Groves,
1999). ROS aktiviraju transkripcione faktore NF-KB, AP-1, Spl, za koje se zna da su usko
povezani sa inflamacijom i starenjem (Lavrovsky i drugi, 2000). Azot-monoksid, jedan od
najmanjih bioloski aktivnih molekula, takode ima Sirok spektar fizioloskih funkcija. On regulise
sr¢ani ritam, tonus krvnih sudova, protok i pritisak krvi (njegova povecana koli¢ina dovodi do
vazodilatacije i hipotenzije, dok nedovoljna koli¢ina moze biti uzrok hipertenzije), igra vaznu
ulogu u procesu zgruSavanja krvi, ukljuujué¢i inhibiciju agregacije i adhezije trombocita i
inhibiciju adhezije neutrofila za trombocite i vaskularni endotel, deluje kao neurotransmiter (u
procesu ucenja i pamcenja, reguliSe ciklus spavanja), inhibira proliferaciju tumorskih celija i
mikroorganizama (Virgili i drugi, 1998), dovodi do terminacije procesa lipidne peroksidacije, jer
gradi stabilne proizvode sa lipidnim radikalima (L*, LO®, LOQO"), itd.

Medutim, interakcije RS sa osnovnim celijskim strukturama i biomolekulima u organizmu
dovode i do velikog broja stetnih efekata (Kohno, 2010). Tako, kiseoni¢ni radikali mogu inicirati
oksidaciju i degradaciju nezasi¢enih masnih kiselina, koje predstavljaju strukturne komponente
fosfo- i sfingolipida ¢elijskih membrana, pri ¢emu dolazi do lipidne peroksidacije (LP) (Haraguchi
i drugi, 1995; Mimica-Duki¢, 1997). Lipidna peroksidacija se odvija slobodno-radikalskim
mehanizmom i rezultuje osteéenjem celija i tkiva. Takode, LP dovodi do kvarenja hrane koja u
sebi sadrzi polinezasi¢ene masne kiseline. Hidroksilni radikal (OH") najces¢e zapocinje LP,
medutim i pojedini drugi radikali (HO,’, RO’, RO,") mogu pokrenuti ovaj proces. Reakcije LP
odvijaju se u tri faze: inicijacija, propagacija i terminacija (Slika 2.27.) (Mimica-Duki¢, 1997).

Inicijacija Propagacija Terminacija

LH— | L'+0, — LOO’ L+L"—L-L
LOO" + LH — LOOH +L’ LOO +L°' — LOOL
LOOH —> LO" + OH’ 2LOO—>LOOL + Oy
2LOOH —— LOO + LO" + H,0 LO'+ LO"—> LOOL
OH +LH — L' + H,0 LO+L — LOL

LOO '+ LH — L' + LOOH
LO"+LH —> L +LOH

Slika 2.27. Reakcije lipidne peroksidacije

U fazi inicijacije, dolazi do apstrakcije protona sa C atoma u poloZaju o u odnosu na
dvostruku vezu nezasi¢ene masne kiseline, od strane reaktivnog slobodnog radikala. Ovo rezultuje
formiranjem slobodnog ugljenik-centriranog radikala sa konjugovanim dvostrukim vezama (L"),
koji je izrazito nestabilan kratkozive¢i intermedijer. Stabilizacija ovog intermedijera moze se
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odvijati apstrakcijom vodonikovog atoma sa novog molekula masne kiseline, ili reakcijom sa
triplet kiseonikom, pri ¢emu nastaje lipidni peroksil radikal (LOO"). Ovaj radikal dalje moze
reagovati sa slede¢im molekulom polinezasi¢ene kiseline dajuci lipidni hidroperoksid (LOOH) i
novi reaktivni L koji dalje nastavlja lan¢anu reakciju (faza propagacije). U zavr$noj fazi LOO"i L
se transformiSu u neradikalska jedinjenja — ugljovodonike, aldehide, alkohole, isparljive ketone i
lipidne polimere, od kojih su neki veoma Stetni (Laguerre i drugi, 2007). LP dovodi do promena u
funkciji i osobinama C¢elijske membrane, koje se najviSe odrazavaju na selektivnu permeabilnost,
receptorsku aktivnost i aktivnost membranskih enzima, transport jona, molekulsku uredenost i
fluidnost, Sto sve zajedno dovodi do disfunkcije ¢elijske membrane (Halliwell i Gutteridge, 1985;
Scandalios, 1993; Yen i Hsieh, 1998). Oste¢enje membrane lizozoma izaziva ekskreciju
hidrolitickih enzima, §to dovodi do razaranja osnovnih Ccelijskih struktura i nagomilavanja
lipofuscina, pigmenta starenja (Halliwell i Gutteridge, 1985; Hippeli i Elstner, 1999).

Sli¢no lipidima i proteini su podlozni oksidativnoj degradaciji pod dejstvom RS-a. Mnoge
proteinogene aminokiseline podleZu trajnoj promeni strukture pri oksidaciji (npr. triptofan se lako i
brzo unakrsno povezuje formirajuci dimer, a histidin, lizin, prolin, arginin i serin se oksidacijom
prevode u karbonilne analoge) (Davies i Delsignore, 1987). Zatim, oksidacija proteina alkoksil
radikalima dovodi do stvaranja drugih reaktivnih vrsta (protein-hidroperoksida) (McCall i Frei,
1999). Aktivirani kiseonik moze oduzeti H-atome od cisteina (pri ¢emu nastaju tiol-radikali, koji
medusobnim reakcijama grade disulfidne mostove) ili se vezati za ostatak metionina formirajuéi
derivate sumporoksida. Sve ovo dovodi do disfunkcije enzima i drugih proteinskih biomolekula,
kao 1 do poremecaja u transmembranskom i jonskom transportu (McCall i Frei, 1999).

2.4.1.2 Antioksidansi i odredivanje antioksidantnog potencijala

U toku evolucije aerobnih organizama, kao adaptivni odgovor na toksi¢no delovanje ROS,
razvili su se kompleksni mehanizami zaStite od oksidativnih oStec¢enja. Osnovna uloga ovih
mehanizama je da smanje koli¢inu i nekontrolisano stvaranje RS. Delovanjem brojnih
antioksidantnih sistema, koji su prisutni u skoro svim ¢elijama, oStecenja Celija i biomolekula se
svode na minimum.

Prema prirodi i na¢inu delovanja antioksidansi se mogu podeliti na enzimske i neenzimske, a
prema poreklu mogu biti endogeni (sintetisani in vivo) i egzogeni (uneti putem hrane ili lekova).
Od enzima koji uCestvuju u antioksidantnoj zastiti (primarna linija odbrane) najznacajniji su
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GSHPx), glutation reduktaza
(GSHR), glutation S-transferaze i peroksidaze (Px). Sekundarna linija odbrane obuhvata
antioksidanse koji limitiraju oksidativne procese, sprecavaju inicijaciju ili prekidaju propagaciju
lancanih slobodnoradikalskih reakcija. Karakteristicno za ove antioksidanse je da pri znatno nizim
koncentracijama od koncentracije supstrata smanjuju ili spre¢avaju njegovu oksidaciju (Halliwell i
Gutteridge, 2007). Ovde spadaju neenzimska antioksidantna jedinjenja, koja mogu biti:

endogeni proizvodi celija (transferin i ceruloplazmin koji imaju vaznu funkciju u
transportu jona metala, redukovani glutation, albumin, mokra¢na kiselina, bilirubin, cistein,
ubihinon, a-liponska kiselina, taurin i hipotaurin, tioredoksin)

nutritivne egzogene supstance (tokoferoli (a, B i y), vitamin A, askorbinska kiselina,
karotenoidi, biljni fenoli, jedinjenja azota (alkaloidi, amini, aminokiseline i derivati
hlorofila))

sintetski antioksidansi (aditivi u hrani ili farmaceutski preparati)
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Veoma vaznu ulogu u zastiti od posledica oksidativog stresa imaju i reparacioni enzimi
(tercijarna linija odbrane), koji ucestvuju u ispravljanju nastalog oksidativnog oStecenja
nukleinskih kiselina, proteina i lipida. Ovde spadaju proteoliticki enzimi, fosfolipaza A2, klasi¢na i
fosfolipid-zavisna GSHPX, glikozilaze, endo- i egzonukleaze, DNK ligaze, DNK polimeraze
(Sevanian i Kim, 1985).

Egzogene supstance sa antioksidantnim delovanjem mogu biti unete u organizam putem
hrane ili putem dijetetskih suplemenata i lekova. U nekim novijim istrazivanjima (Lee i Lee, 2006),
pokazalo se da unoSenje velike koli¢ine jednog antioksidansa u vidu dijetetskog suplementa nije
korisno, ve¢ ¢ak moze biti i Stetno, s obzirom da neki antioksidansi u velikoj koncentraciji i pod
odredenim uslovima mogu da deluju prooksidantno i kancerogeno. Mnogo veci protektivni efekat
na zdravlje ima ishrana bogata raznovrsnim antioksidansima sa razli¢itim mehanizmima delovanja.
Ovo se objasnjava aditivnim i sinergistickim efektom izmedu razliCitih antioksidanasa iz voca i
povréa i manjom toksi¢no$¢u zbog manje koncentracije (Liu, 2004; Sakamoto, 2000).

Ishrana bogata snaznim antioksidansima, kao $to su askorbinska kiselina, vitamin E, biljni
fenoli, karotenoidi, moze da ima preventivni efekat, ali i terapeutsko dejstvo u slucaju bolesti
povezanih sa oksidativnim stresom (Law i Morris, 1998; Boudet, 2007). U cilju ispitivanja uticaja
razli¢itih agenasa na nivo slobodnih radikala kako u hrani, tako i u bioloSkim sistemima, u
proteklih pedeset godina razvijene su brojne in vitro i in vivo metode za odredivanje
antioksidantnog potencijala. Prema principu na kome su zasnovane, ove metode se mogu podeliti
na: metode za odredivanje sposobnosti hvatanja reaktivnih vrsta (O,” , OH®, ROO®, H,0,, HOCI,
NO, ONOO ), metode za odredivanje sposobnosti neutralizacije stabilnih radikala (DPPH®,
ABTS", DMPD"") i metode za merenje sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije (Sanchez-
Moreno, 2002). Kod sve tri vrste metoda, najéeS¢e se za detekciju rezultata koristi
spektrofotometrija, a rede hemiluminometrija, elektron-spin rezonantna (ESR) spektrometrija,
gasna hromatografija, HPLC-MS. Model sistemi u kojima se izvode ove metode mogu biti vrlo
jednostavni (homogeni hemijski rastvori), zatim slozeniji (heterogeni sistemi — emulzije, lipozomi
ili lipoproteini) i na kraju veoma slozeni (Celijske kulture, zivotinjski organizmi, Coveciji
organizam) (Laguerre i drugi, 2010). Kao zavrSna faza ispitivanja potencijalne primene nekog
jedinjenja kao antioksidansa vrse se klini¢ki testovi na ljudima.

Zbog velikog broja RS i raznolikosti u mehanizamima delovanja antioksidanasa, ne postoji
univerzalna metoda za procenu ukupnog antioksidantnog potecijala neke supstance, veé je
neophodno kombinovati vise metoda koje se zasnivaju na razli¢itim principima. Danas postoji
velika potreba za standardizacijom ovih metoda, kako bi poredenje rezultata iz razlicitih
laboratorija bilo moguée (Sanchez-Moreno, 2002).

U ovom radu, za procenu antioksidantnog potencijala ekstrakata vrsta roda Allium, odabrane
su slede¢e metode: sposobnost hvatanja OH® (Babovic¢ i drugi, 2010), sposobnost hvatanja NO
radikala (Green i drugi, 1982), sposobnost neutralizacije stabilnih DPPH* (Sanchez-Moreno i drugi,
1998) i ABTS"" radikala (Erel, 2004) kao i sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije (Aust,
1985). Sposobnost hvatanja OH® odredena je ESR (elektronska spin rezonanca) spektrometrijskom
metodom, dok su ostale Cetiri metode spektrofotometrijske. ESR metoda je odabrana kao jedna od

Narocita prednost ove metode je Sto matriks nema uticaja na rezultate, s obzirom da signal u ESR
spektru daju samo paramagnetne supstance.

ESR spektroskopska tehnika se zashiva na detekciji procesa apsorpcije mikrotalasnog
zracenja od strane nesparenih elektrona, kada se oni nadu u statickom magnetnom polju. Hemijski
sistemi sa nesparenim elektronima (paramagnetne supstance) mogu biti atomi, molekuli ili joni.
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Nespareni elektron poseduje karakteristican spin (mehanicki momenat) i njemu pridruzeni
magnetni momenat. Pod uticajem spoljasnjeg magnetnog polja, dolazi do cepanja energetskog
stanja spina nesparenog elektrona na fine jasno definisane nivoe. Razlika u energiji izmedu ovih
nivoa proporcionalna je ja¢ini magnetnog polja. Ako se ovaj sistem izloZi jo§ i delovanju
elektromagnetnih talasa, i ako je energija kvanta elektromagnetnog talasa jednaka energetskoj
razlici medu nivoima, spin ima jednaku verovatno¢u da se nade u nekom od dozvoljenih nivoa,
dakle, dolazi do rezonancije. ESR spektar se moze snimiti menjanjem frekvencije primenjenog
elektromagnetnog zracenja, dok se jacina magnetnog polja odrzava konstantnom, ili obrnuto. ESR
merenja se najcesce izvode menjanjem jacine magnetnog polja pri konstantnoj frekvenciji (koja je
obi¢no u regionu mikrotalasa) (Savi¢, 2013). Kada se postigne rezonanciona frekvencija, nespareni
elektroni pocinju da apsorbuju energiju talasa i krecu se izmedu energetskih stanja, aparat registruje
ESR signal i konvertuje ga u spektar. ESR spektar je u stvari absorbcioni spektar mikrotalasa pri
razli¢itim ja¢inama magnetnog polja. Pik ili rezonantna linija javlja se na mestu gde je energija
talasa (¢ = hv) jednaka razlici energija izmedu spinskih stanja. Intenzitet pika proporcionalan je
broju spinova, tj. koli¢ini slobodnih radikala. Na izgled ESR spektra utice prvenstveno okolina
elektrona, koja moze da uzrokuje pomeranje signala od vrednosi za slobodan elektron, cepanje i
razlike u intenzitetu spektralnih linija. Atomska jezgra koja imaju spinski kvantni broj razli¢it od 0
ponasaju se kao mali magneti i postavljaju se paralelno ili antiparalelno u odnosu na pravac
primenjenog magnetnog polja. Ukoliko se elektron nadje u takvoj okolini, na ESR spektru nece
davati jedan signal (singlet) ve¢ ¢e doé¢i do cepanja signala, zbog kuplovanja spina elektrona sa
spinom atomskih jezgara okoline. U zavisnosti od broja jezgara sa kojim se kupluje, elektron ¢e na
ESR spektru davati dublete, triplete, kvartete itd. U takvim slucajevima, razmak izmedu spektralnih
linija predstavlja jacinu interakcije izmedu nesparenog elektrona i jezgra. Broj spektralnih linija u
ESR spektru slobodnog radikala moze biti veliki kod radikala koji sadrze veliki broj jezgara.
Radikal moze biti identifikovan na osnovu izgleda njegovog ESR spektra (Olea-Azar i drugi,
2006).

ESR tehnika je pogodna za detekciju slobodnih radikala u uzorcima hrane i drugim ¢vrstim
uzorcima, pracenje oksidoredukcionih procesa i merenje kinetike slobodnoradikalskih reakcija.
Antioksidantna aktivnost supstance se takode vrlo lako odreduje ovom tehnikom, na taj nacin §to se
meri smanjenje intenziteta signala u ESR spektru probe u koju je dodat antioksidans u odnosu na
probu bez antioksidansa (kontrolu) (Kohno, 2010). U medicini se ova metoda koristi za detekciju
slobodnih radikala nastalih u toku kancerogeneze i mutageneze u zivim organizmima (Paolini i
drugi, 1996; Liu i Shi, 2001).

ESR omogucéava direktnu detekciju i kvantifikaciju slobodnih radikala uz uslov da su
dovoljno stabilni i da im je vreme poluzivota dovoljno dugo. U slucaju reaktivnih vrsta (RS) u
hemijskim i bioloskim sistemima, direktna detekcija uglavnom nije moguéa zbog njihove visoke
reaktivnosti i kratkog Zivotnog veka (Zivotni vek ‘OH je ~10°s). Da bi se detektovali, koriste se
hvataci spina (“spin trapping” agensi), ¢ija je uloga da reaguju sa kratkozive¢im radikalima, dajuci
time dugozivece slobodne radikale koji se nazivaju spin adukti. Koli¢ina spin adukta proporionalna
je koli¢ini uhvacéenog radikala. Da bi neko jedinjenje bilo dobar hvata¢ spina, mora da bude dobro
rastvorno i stabilno u vodi i da ima sposobnost da brzo i specificno reaguju sa slobodnim
radikalima. Takode je potrebno da produkovani spin adukt bude stabilan dovljno dugo vremena,
kao i da je njegov spektar pogodan za analiziranje (Kohno, 2010). Najc¢esce koris¢eni hvataci spina
za merenje kiseoni¢nih radikala su nitronska i nitrozo jedinjenja koja daju stabilne, detektabilne,
nitroksidne spin adukte (Olea-Azar i drugi, 2006). Ovde spadaju: (2-metil-2- nitrozopropan (MNP),
3,5-dibromo-4-nitrozobenzen sulfonska kiselina (DBNBS), 5,5-imetilpirolin N-oksid (DMPO),
fenil-N-t-butilnitron (PBN), 5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin N-oksid (DEPMPO) i a-(4-piridil-
1-oksid)-N-tert-butilnitron (POBN). Za pracenje ‘'OH veoma je pogodan DMPO zbog relativno
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niske cene i gradenja stabilnog spin adukta sa "OH, ¢iji ESR spektar se lako analizira (Kohno,
2010).

Osnovni princip ESR metode za odredivanje antioksidantne aktivnosti neke supstance
podrazumeva: generisanje radikala, njihovo hvatanje od strane hvataca spina, i odredivanje
relativne koncentracije spin adukta u prisustvu i odsustvu potencijalnog antioksidansa, merenjem
povrsine pika u spektru (Babovi¢ i drugi, 2010). Za generisanje ‘OH radikala najcesce se koristi
Fentonov sistem u kojem se upotrebljava gvozde ili neki drugi prelazni metal:

Fe’" + H,0, — Fe* + 'OH + OH

Za ispitivanje uticaja biljnih ekstrakata ili jedinjenja izolovanih iz biljaka na intenzitet
lipidne peroksidacije, do sada je razvijeno nekoliko metoda (Laguerre i drugi, 2007). Neke od ovih
metoda zasnivaju se na pracenju koncentracije malondialdehida (MDA), jednog od proizvoda
degradacije polinezasi¢enih masnih kiselina. Mogu¢i nacini za kvantifikovanje MDA su GC-FID
nakon derivatizacije, HPLC sa DAD ili fluorimetrijskim detektorom i spektrofotometrijske metode.
Zbog svoje jednostavnosti, najéeS¢e se koristi spektrofotometrijska metoda koja se zasniva na
reakciji MDA sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA test), pri cemu nastaju obojeni adukti. TBA test
LP se moze indukovati na razli¢ite nadine (jonizuju¢im zra¢enjem, pomoc¢u hemijskih agenasa -
metalni joni, slobodni radikali, metaloproteini), a kao substrati se mogu Koristiti slobodne
nezasi¢ene masne Kiseline, lipozomi, razli¢ita masna ulja, LDL, homogenati jetre, hepatociti,
telesne te¢nosti itd (Mimica-Duki¢ i drugi, 2012). U ovom radu, za ispitivanje uticaja ekstrakata
vrsta rod Allium na intenzitet LP primenjen je TBA test, kao supstrat je kori$¢eno laneno ulje zbog
velikog sadrZaja nezasi¢enih masnih kiselina, a LP je indukovana u Fe**/askorbat sistemu.

Mehanizmi delovanja neenzimskih antioksidanasa

Neenzimski antioksidansi ispoljavaju svoju aktivnost preko razli¢itih mehanizama (Hoult i
Paya, 1996; Primiano i drugi, 1997; Packer i drugi, 1999; Lebeau i drugi, 2000), kao §to su:
kompleksiranje jona metala (joni gvozda ili bakra) i sprecavanje njihove kataliticke funkcije u
formiranju RS; inhibicija enzimskih sistema koji produkuju RS; prevodenje reaktivnih slobodnih
radikala u manje reaktivne oblike (hvatanjem — “skevindZer aktivnost” ili redukcijom (doniranjem
elektrona ili H atoma)); prekid slobodnoradikalske reakcije (razgradnja hidroperoksida lipida
nastalih u fazi propagacije lipidne peroksidacije); indukcija ekspresije gena odgovornih za sintezu
antioksidanitnih enzima; povecanje aktivnosti antioksidantnih enzima; sinergisticki efekat sa
drugim antioksidansima.

Mnogi biomolekuli biljaka (biljni fenoli, jedinjenja azota, jedinjenja sumpora, karotenoidi)
ispoljavaju snazno antioksidantno delovanje.

Sumporna jedinjenja mogu da deluju kao redukuju¢i agensi doniranjem elektrona sa
sumporovog atoma i reakcijom sa slobodnim radikalima, pri cemu ih prevode u stabilnije produkte
i na taj nain zaustavljaju lan¢anu slobodnoradikalsku reakciju. Pretpostavlja se da visokoj
antioksidantnoj aktivnosti doprinose dvostruka veza alilne grupe vezane za sumporov atom (zbog
mogucnosti rezonantne stablizacije), kao i1 duzina alk(en)il grupe na S atomu. Jedinjenja iz grupe
vinilditiina (3,4-dihidro-3-vinil-1,2-ditiin), koja nastaju termo-hemijskom transformacijom iz
alicina, imaju znatno vecu antioksidantnu aktivnost nego alifati¢ni dialk(en)il disulfidi i trisulfidi.
Takode, na stepen antioksidantne aktivnosti uti¢e i broj sumporovih atoma u molekulu, pa tako tri-
i tetrasulfidi ispoljavaju vecu aktivnost od disulfida. Za razliku od fenolnih jedinjenja, koja
uglavnom spadaju u grupu antioksidanasa sa vodonik-donorskim sposobnostima, organski sulfidi i
sulfoksidi iz lukova reaguju sa "OH i ‘'OOH radikalima daju¢i sulfokside i sulfone (Nishimura i
drugi, 2000; 2004).
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Biljni fenoli pokazuju Sirok spektar farmakoloskih aktivnosti, od kojih se mnoge zasnivaju
na njihovom snaznom antioksidantnom delovanju i visokoj sposobnosti hvatanja slobodnih radikala
(Middleton i drugi, 2000). Antioksidantno delovanje polifenoli ispoljavaju i u hidrofilnim i u
lipofilnim sistemima (Arora i drugi, 1998).

Smatra se da je antioksidantna aktivnost fenola prvenstveno rezultat njihove sposobnosti da
budu donori vodonikovih atoma i kao takvi uklanjaju slobodne radikale, uz formiranje manje
reaktivnih fenoksil radikala:

Ph-OH + ROO® — > Ph-O" + ROOH

Povecana stabilnost fenoksil radikala pripisuje se delokalizaciji elektrona i postojanju vise
rezonantnih formi (Slika 2.28.). Sa povecanjem stabilnosti nastalog fenoksil radikala, povecava se
mogucénost nastajanja rekombinantnih reakcija koje dovode do terminacije slobodno-radikalskih
procesa.

é Y O. Héé&‘*é

Slika 2.28 Rezonantna stabilizacija fenokisl radikala

Pored efekta hvatanja slobodnih radikala, biljni fenoli mogu delovati i kao preventivni
antioksidansi tako sto ili heliraju jone prelaznih metala, spre¢avaju¢i njihovo kataliticko delovanje
u produkciji ROS (Arora i drugi,1998; Shahidi i Wanasundra, 1992) ili inhibiraju oksidativne
enzime.

Antioksidantna aktivnost fenolnih kiselina i njihovih estara uglavnom zavisi od broja i
rasporeda fenolnih hidroksilnih grupa u molekulu. Elektron-privlaéna svojstva karboksilne grupe
hidroksibenzoevih kiselina ima negativan efekat na H-donorsku sposobnost ovih jedinjenja. Tako
monohidroksi benzoeve kiseline pokazuju antioksidantnu aktivnost samo ako je -OH grupa u meta
polozaju, jer su orto i para polozaji pod uticajem elektron-privlaéne karboksilne grupe. Jedino u
slucaju hvatanja hidroksil radikala sve monohidroksi benzoeve kiseline su podlozne hidroksilaciji
jer je hidroksil radikal izrazito reaktivan Povecéanje broja hidroksilnih grupa u molekulu povecava
reaktivnost fenolnih kiselina (Kawabata i drugi, 2002; Rice-Evans i drugi, 1996).

Derivati cimetne kiseline su efikasniji antioksidanti od derivata benzoeve kiseline, jer
karboksilna grupa nema uticaj na hidroksilne grupe vezane za aromati¢ni prsten. Pored toga,
dvostruka veza iz -CH=CH-COOH grupe hidroksicinamata ucestvuje u rezonancionoj stabilizaciji
fenoksil radikala (Marinova i Yanishlieva, 2003).

Neke fenolne kiseline imaju i metal-helirajuca svojstva. Dokazano je da pri neutralnom pH,
polifenoli sa 3,4-dihidroksi (kateholne) ili 3,4,5-trihidroksi (galoil) grupom, koje imaju elektron-
donorske osobine, imaju sposobnost heliranja Fe?*. Jedinjenja sa kateholnom funkcijom imaju veéi
heliraju¢i kapacitet u odnosu na jedinjenja sa galoil grupom. Fenil propanoidi su bolji ligandi za
gvozde od derivata benzoeve kiseline, pa je o¢igledno da -CH=CH-COOQOH grupa ima uticaja na
helirajuca svojstva. Supstitucija hidroksilne grupe metoksi grupom smanjuje heliraju¢e sposobnosti
(Andelkovi¢ i drugi, 2006).
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Flavonoidi imaju visok potencijal za hvatanje i neutralizaciju slobodnih radikala, zbog toga
§to doniranjem jednog H-atoma iz hidroksilne grupe daju flavonoid fenoksil radikal, koji je
relativno stabilan zbog delokalizacije nesparenog elektrona i koji se dodatno stabilizuje
otpuStanjem jo$ jednog H-atoma sa susedne OH grupe, pri ¢emu nastaje neutralan molekul
hinonske strukture. Pored toga, moguée su i reakcije kuplovanja izmedu dva molekula flavonoid
radikala (dimerizacija), ili izmedu flavonoid radikala i slobodnog radikala koji je izazvao prvobitnu
radikalsku reakciju (Rice-Evans i drugi, 1996).

Mnogobrojne studije, koje su se bavile uspostavljanjem veze izmedu strukture flavonoida i
kapaciteta hvatanja slobodnih radilkala, isticu da na lakoc¢u doniranja H-atoma i lakocu stabilizacije
1 terminacije flavonoid aroksil radikala najvise uti¢u broj i raspored hidroksilnih grupa u molekulu
(raspored je ¢esto vazniji od broja), kao i to da li su hidroksilne grupe alkilovane ili glikozilovane
(Rice-Evans i drugi, 1996; Seyoum i drugi, 2006). Glikozilacija ili metilacija onih hidroksilnih
grupa, koje su potencijalnih reakcioni centri u radikalskim reakcijama, smanjuje antioksidantnu
aktivnost flavonoida, dok glikozilacija ostalih hidroksilnih grupa u molekulu nema znaéajnijeg
uticaja na antiradikalsku aktivnost (Rice-Evans, 1997). 1z ovoga se zakljuCuje da sposobnost
hvatanja slobodnih radikala odreduje samo aglikonski deo molekula. Na osnovu dosadasnjih
rezultata moze se zakljuciti da su najaktivniji hvataci slobodnih radikala flavonoidi sa 3°,4’-
dihidroksi grupom u prstenu B i/ili 3-OH u prstenu C. Interesantno je da 2,3-dvostruka veza u
prstenu C nije neophodna za visoku antiradikalsku aktivnost, ali da prisustvo 3-OH u prstenu C
snazno pojacava RSC (Rice-Evans i drugi, 1996; Rice-Evans i drugi, 1997).

Kvercetin ima izrazito visok antioksidantni potencijal, jer sadrzi i 3-OH/4-okso/A;3 U
prstenu C i kateholnu grupu u prstenu B. Prvi H-atom donira se sa 3-OH grupe, a slede¢i sa 4’-OH
grupe (Slika 2.29). Prisustvo 2-3 dvostruke veze je izuzetno vazno za visoku antioksidantnu
aktivnost, jer ona stabilizuje fenoksil radikal nastao apstrakcijom H atoma sa 3-OH grupe, ¢ak i u
odsustvu 4-keto grupe. Glikozilacija 3-OH grupe kvercetina duplo smanjuje antioksidantni
potencijal (Rice-Evans i drugi, 1996).
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Slika 2.29. Oksidacija kvercetina

Pojedini flavonoidi imaju jako inhibitorno delovanje na procese peroksidacije lipida. Ovo
delovanje moze se zasnivati na njihovoj sposobnosti da heliraju jone bakra i gvozda i time
sprecavaju nastanak ROS ili sposobnosti hvatanja ROS (inicijatora LP) ili lipid-alkoksil i lipid-
peroksil radikala. Metal-kompleksirajuca svojstva pokazuju flavonoidi koji imaju 3°,4’-dihidroksi
grupu u prstenu B ili 4-keto i 3-hidroksi grupu u prstenu C ili 4-keto u prstenu C i 5-hidroksi grupu
u prstenu A (Slika 2.30.). Razli¢iti metali imaju razlicit afinitet vezivanja za flavonoide (Rice-
Evans i drugi, 1997).
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Slika 2.30. Potencijalna mesta na flavonoidu za kompleksiranje metala

Mnogobrojna ispitivanja inhibitornog delovanja flavonoida na LP vrSena su na modelima
¢elijskih membrana. Na osnovu ovih istrazivanja, pretpostavlja se da su kvercetin i drugi flavonoidi
verovatno locirani na povrSini membrane, gde lako hvataju radikale iz vodene faze i na taj nacin
sprecavaju inicijaciju LP.

2.4.2 Mutageneza

U jednoj ljudskoj ¢eliji delovanjem razli¢itih mutagenih agenasa nastane viSe od milion
oksidativnih o$tecenja DNK dnevno, koja ukoliko ne budu ispravljena delovanjem reparacionih
enzima, dovode do mutacija i Celijske smrti (Lodish i drugi, 2004). Mutagen je svaki fizicki
(jonizujuée i UV zralenje), hemijski (hemikalije koje reaguju sa DNK, bazni analozi, metali) ili
bioloski (virusi i bakterije) agens koji dovodi do promena na DNK molekulu, i na taj nacin
povecava ucestalost mutacija iznad normalnog nivoa. S obzirom da mnoge mutacije dovode do
nastanka kancera, mutageni se obi¢no smatraju i kancerogenima. Do sada je otkriven izrazito veliki
broj hemijskih supstanci sa mutagenim delovanjem, od kojih su naj¢e$¢i uzroénici mutacija ROS i
RNOS, alkilijuéi agensi, policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici i aromati¢ni amini (Marnett, 2000).
ROS i RNOS se generisu u toku normalnih procesa u ¢eliji ili mogu biti produkovani od strane
drugih hemijskih mutagena. Kod eukariota molekuli DNK locirani su u nukleusu da bi bili $to
udaljeniji od ¢elijskih organela u kojima se produkuju RS.

U fizioloskim uslovima, ni superoksidanjon radikal ni H,O, nisu u stanju da direktno ostete
DNK, ve¢ su za to sposobni jedino hidroksil i alkoksil radikali, i singlet kiseonik (Cadenas, 1989).
‘OH moze u organizmu da nastane iz H,O, u Fentonovoj reakciji katalizovanoj metalnim jonima,
dok alkoksil radikali (RO") takode mogu biti generisani u Fentonovoj reakciji iz hidroperoksida
(ROQH), npr. t-butil hidroperoksida (t-BOOH) (Simic i drugi, 1989). Pored toga, singletni kiseonik
moze da oksiduje guanin i da dovede do prekida jednostrukog lanca DNK (Sies i Menck, 1992). U
prisustvu hidroksil radikala moZe do¢i i do kovalentnog povezivanja tipa timin-cistein izmedju
molekula DNK i proteina. Reakcijom ‘OH sa aromati¢nim prstenom timidina nastaje timidil
radikal, koji dalje podleZe nizu sporednih reakcija dovodeéi do oste¢enja DNK i RNK.

Azot-monoksid ispoljava toksi¢nost uglavnom indirektnim putem, preko reaktivnih NO-vrsta
(RNOS) u koje spadaju azot-trioksid (N,O3) i peroksinitrit (ONOO ). RNOS nastaju u reakciji NO
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sa molekulskim kiseonikom ili superoksid-anjon radikalom, pri visokim koncentracijama NO
(veéim od 1 pmol/dm®). N,O; dovodi do tzv. nitrozativnog stresa, kada dolazi do nitrozovanja
amina, pri ¢emu mogu nastati kancerogeni nitrozamini, ili nitrozovanja tiola u proteinima, $to moze
dovesti do inhibicije aktivnosti enzima ili do modulacije signalne transdukcije (Stadler i drugi,
1994). Takode, N,O; moze dovesti i do deaminacije citozina, adenina i guanina (Wink i drugi,
1991). Peroksinitrit, s jedne strane moze da generiSe reaktivne HO'", a s druge strane protonacijom
gradi peroksinitritnu kiselinu (ONO,H) koja je izrazito reaktivna i moze da oksiduje DNK
nezavisno od sposobnosti da generise "OH (Marnett, 2000).

ROS i RNOS mogu da oksiduju obe komponente nukleotida (i $§e¢ernom komponentom i
azotnom bazom) mehanizmom adicije ili apstrakcije H atoma, $to dovodi do o$tecenja DNK
(Olinski i drugi, 2002). Oksidacijom i degradacijom azotnih baza nastaju brojni toksi¢ni produkti
oksidacije, kao sto su: 8-oksoguanin, 8-oksoadenin, timin glikol, 5-hidroksiuracil, uracil glikol,
hidroksimetil urea i dr., dok oksidacija Se¢ernih komponenti dovodi do cepanja dvostrukog heliksa
DNK. Guanin najlakse podleze oksidaciji, pa je prevodenje guanina u 8-oksoguanin (0x0°G) u
reakciji sa ‘OH najcesci tip oksidativnog oSteenja DNK (Slika 2.31.), koji je i najviSe ispitivan
zbog lake detekcije. Okso®G. 8-oksoguanin ima tendenciju sparivanja sa adeninom i dovodi do
pojave G—T transverzija, koje su Siroko zastupljene u mutiranim onkogenima i tumor supresor
genima (Matnett, 2000). Pored ox0®G identifikovani su jo§ mnogi drugi produkti oksidacije
guanina (Bjelland i Seeberg, 2003).
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Slika 2.31. Reakcija oksidacije guanina hidroksil radikalom

Prilikom oksidacije timina "OH radikalom predmet napada moze biti 5,6-dvostruka veza
timina ili metil grupa u polozaju 5. U prvom sluéaju nastaje timin glikol koji dovodi do A:T—G:C
tranzicija (Slika 2.32.) (Bjelland i Seeberg, 2003).
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Slika 2.32. Reakcija oksidacije timina hidroksil radikalom

Adenin podleZe reakcijama analognim reakcijama guanina, daju¢i 2-hidroksiadenin i 8-
hidroksiadenin, dok citozin, sli¢no kao timin daje citozin glikol i druge oksidacione produkte
(Bjelland i Seeberg, 2003).
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3-dezoksiriboza je jedna od glavnih meta napada RS u molekulu DNK. Ona ima sedam
vodonikovih atoma koji mogu biti abstrahovani od strane nekog radikala ili nekog drugog
jednoelektronskog oksidansa (Slika 2.33.). Apstrakcijom svakog od ovih H atoma nastaje ¢itav
spektar specifi¢nih oksidacionih produkata (Pratviel i drugi, 1995). Medu ovim proizvodima su i
nekoliko reaktivnih elektrofila koji mogu da formiraju mutagene adukte sa DNK bazama i
formiraju unakrsne veze (Dedon, 1998). Jedan od veoma toksi¢nih produkata je propenal azotne
baze za koga je dokazano da je 30-150 puta reaktivniji u reakciji sa DNK od svog strukturnog
analoga malonil dialdehida (MDA) (Plastaras i drugi, 2000). U toku procesa lipidne peroksidacije
formiraju se takode izrazito toksi¢ne reaktivne slobodnoradikalske vrste koje mogu reagovati sa
DNK i izazvati razli¢ita oSte¢enja (Nappez i drugi, 1996).
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Slika 2.33. Segment DNK na kome su prikazani vodonikovi atomi deoksiriboze (obelezeni *) koji mogu biti
abstrahovani od strane oksidansa

Posledica reakcije ROS sa deoksiribozom dovodi do prekida lanca DNK, koji mogu biti
jednolan¢ani i dvolancani. Jednolancani prekidi mogu nastati kao direktna posledica dejstva
slobodnih radikala ili mogu nastati u toku procesa reparacije DNK. Ukoliko se dva jednolan¢ana
prekida u naspramnim lancima nadu u blizini, u toku replikacije moguce je njihovo prevodenje u
dvolanéani prekid (Davydov i drugi, 2003). Kljuéni momenti u inicijaciji kancera su mutaciona
aktivacija onkogena ili inaktivacija tumor supresorskih gena (Kinzler et al., 1996; De Flora, 1998;
Jackson et al., 1998; Loeb et al.,, 2000; De Flora i Ferguson, 2005). Oksidativno cepanje
nukleinskih kiselina dovodi do oste¢enja genoma (genotoksi¢ni efekat), $to je uzrok mutageneze i
kancerogeneze (Primiano i drugi, 1997; McCall i Frei, 1999).

2.4.2.1 Antimutageni i metode za ispitivanje antimutagenog potencijala

Antimutagenom se smatra svaki agens koji smanjuje frekvenciju indukovanih spontanih
mutacija, bez obzira na mehanizam njegovog djelovanja (Kuroda, 1990). Cilj istrazivanja
antimutagenog delovanja je pronalaZenje supstanci prirodnog porekla sa antigenotoksi¢nim i
antimutagenim potencijalom, radi njihove potencijalne primene u primarnoj prevenciji bolesti
uzrokovanih mutacijama, u koje spada i rak (Nikoli¢ i drugi, 2012).

S obzirom na veliku raznovrsnost mogucih oste¢enja DNK i kompleksnost puteva reparacije
DNK, identifikacija mehanizama antimutageneze je veoma teska. Antimutageni mogu biti efikasni
protiv jednog ili ¢itave klase mutagena, mogu delovati preko vise razli¢itih mehanizama, mogu ¢ak
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delovati 1 mutageno pri odredenim koncentracijama ili u odredenim sistemima za ispitivanje, §to
podrazumeva da treba pazljivo odabrati pristup istrazivanju i pazljivo tumaciti rezultate (Nikoli¢ i
drugi, 2012). Mehanizmi preko kojih antimutageni mogu delovati obuhvataju sposobnost hvatanja
RS, kompleksiranje jona metala (kao Sto su gvozde i bakar) koji iniciraju radikalske reakcije,
inhibiciju enzima odgovornih za generisanje slobodnih radikala, modulaciju aktivnosti enzima
uklju¢enih u metabolizam ksenobiotika, zaustavljanje aktiviranih mutagena, modulaciju DNK
reparacije i regulaciju ekspresije gena (Beri¢ i drugi, 2008).

Mnogobrojna ispitivanja pokazala su da mnogi sekundarni biomolekuli biljaka (fenoli,
terpenoidi, sumporna jedinjenja) smanjuju rizik od nastanka malignih oboljenja i drugih bolesti
povezanih sa mutacijama (Nikoli¢ i drugi, 2012; Beri¢ i drugi, 2008; Guyonnet i drugi, 2001).
Dokazano je da je antioksidantna aktivnost ovih biomolekula usko povezana sa njihovim
antimutagenim efektima (Ramos i drugi, 2003; Lee i Lee, 2006; Hayder i drugi, 2004).

Biljni fenoli kao snazni antioksidansi, inhibicijom produkcije RS i razli¢itim mehanizmima
neutralizacije slobodnih radikala u ¢elijama, mogu da sprece oksidativna ostecenja DNK i pojavu
tumora (Ohshima i drugi, 1998; Arora i drugi, 1998). S druge strane, ova jedinjenja mogu da
modifikuju aktivnost enzimskih sistema ukljuenih u metabolizam ksenobiotika in Vvivo.
Transformacija ksenobiotika u organizmu odvija se u mikrozomima jetre. Ovaj proces obuhvata
dve faze u kojima ucestvuju razliciti enzimski sistemi oznaceni kao enzimi faze I i enzimi faze II.
Faza I ukljucuje reakcije kao Sto su hidroliza, oksidacija, hidroksilacija, redukcija i dezaminacija
ksenobiotika. U ovoj fazi kljuénu ulogu imaju enzimi iz grupe oksidaza mesovitih funkcija (MFO),
od kojih je najznacajniji familija citohrom P450 enzima (CYP450). U drugoj fazi, metaboliti nastali
u fazi I, podlezu enzimskim reakcijama acetilovanja, metilacije ili konjugacije sa glukuronskom
kiselinom odnosno sulfatnim anjonom, pri ¢emu molekuli postaju hidrofilni i izlu¢uju se iz
organizma putem urina ili zu¢i. U toku biotransformacije u jetri mnogi ksenobiotici se transformisu
u reaktivne oblike (aktiviraju se), koji reaguju sa molekulima DNK i izazivaju mutacije (Heo i
drugi, 2001). Primer aktivacije ksenobiotika je biotransformacija policiklicnih aromati¢nih
ugljovodonika (npr. benzopirena) u visokoreaktivne epokside koji veoma lako stupaju u reakcije sa
molekulima DNK pri ¢emu dolazi do naruSavanja strukture geneti¢kog materijala, $to ¢esto dovodi
do neoplasti¢ne transformacije celija i pojave kancerogeneze. Dokazano je da mnogi sekundarni
metaboliti biljaka mogu inhibirati enzime faze | (CYP3A4) ili faze Il (CYP2A2, 3A1, 2B2i 2C6) i
tako onemogucéiti mutageni i kancerogeni uticaj ksenobiotika na organizam (Zhang et al., 1993;
Block i Gyllenhaal, 2002). Za neke biljne fenole dokazano je da mogu inhibirati enzime MFO
sistema 1 tako onemoguciti aktivaciju, odnosno mutageni i kancerogeni uticaj ksenobiotika na
organizam (Zhang et al., 1993., Block i Gyllenhaal, 2002).

Za ispitivanje antimutagenog potencijala razvijene su mnogobrojne in vitro i in vivo metode.
U in vitro testovima mogu se Koristiti bakterijske ili eukariotske celije. Koris¢enje testova na
bakterijama se preporucuje za preliminarna ispitivanja, zbog toga §to su veoma brzi i relativno
jeftini, a daju mnogo informacija o ¢elijskim mehanizmima antimutageneze. Na osnovu rezultata
ovih testova se moze predvideti kako ¢e neki agens delovati in vivo. Medutim, za pravu potvrdu
antimutagenog potencijala neophodni su i testovi na ¢elijama visih organizama, a narocito in vivo
testovi na Celijama sisara (Nikoli¢ i drugi, 2012).

Za ispitivanje antimutagene aktivnosti nekog agensa naroCito su pogodne mutantske
bakterijske celije, kao $to su mutanti Escherichia coli koji nemaju enzim superoksid dizmutazu
zbog Cega su narocito podloZzne mutacijama izazvanim delovanjem ROS, ili nemaju MutM(Fpg)
glikozilazu koja uklanja oksidovanu bazu 8-oksguanin iz DNA, ili su deficitarne u MutY
glikozilazi koja eliminiSe pogresno vezan adenin nasuprot 8-oksoguanina. Pored toga, E. coli
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mutanti koji nemaju oxyR gen (gen koji reguliSe sintezu antioksidantnih enzima) su izrazito
osetljivi na mutageni efekat oksidujuéih agenasa (Martinez i drugi, 2000).

U ovom radu antimutagena aktivnost ekstrakata vrsta roda Allium odredena je merenjem
njihovog protektivnog delovanja na oksidativna oSteCenja DNK i mutagenezu u bakteriji
Esherichia coli WP2. Koriséen je reverzno-mutacijski test, koji se preporucuje za skrining
oksidacionih mutagena (Green i Muriel, 1976). Kao test organizam kori$¢en je soj 1C202 trpE65
oxyR/pKM101. Ovaj soj je oxyR mutant, koji zbog nedostatka oxyR gena nema sposobnost
uklanjanja ROS i izrazito je osetljiv na oksidativni stres, pa je pogodan za detekciju antimutagenog
potencijala antioksidanasa. OxiR protein (koji je kodiran oxyR genom) je redoks-senzitivni
transkripcioni aktivator gena za sintezu antioksidantnih enzima (katalaza, hidroksiperoksidaza I,
alkilhidroperoksid reduktaza, glutation reduktaza). IC202 sadrzi takode i plazmid pKM101 koji
nosi mucAB gen visoko osetljiv na delovanje oksidacionih mutagena, kao i mutirani trpE65 gen,
zbog Cega ne moze da sintetiSe triptofan. Na mutiranom trpE65 genu triplet nukleotida CAA
zamenjen je oker stop kodonom (TAA, eng. ocher) (Ohta i drugi, 2002). Originalni triplet
nukleotida CAA kodira Cetvrtu amino kiselinu (glutamin) na N-terminusu antranilat-sintaze,
enzima koji je neophodan za sintezu triptofana. Zbog toga za rast ovog soja na minimalnoj podlozi
potrebna suplementacija triptofanom. Oksidativni mutageni aktiviraju mucAB gen, koji zatim
pokrece reparacionu mutagenezu. U toku reverzije dolazi do supstitucije baza na baznom paru A:T,
pri ¢emu se stop kodon (TAA) ponovo konvertuje u kodon za glutamin (CAA) ili alternativne
kodone (lizin (AAA), glutaminska kiselina (GAA), leucin (TTA), serin (TCA) ili tirozin (TAC,
TAT)), Sto omogucava sintezu antranilat-Sintaze, a samim tim i sintezu triptofana, pa bakterije
nastavljaju da rastu na podlozi koja ne sadrzi Trp (Martinez i drugi, 2001). Mutageneza je pra¢ena
preko trpE65—Trp* reverzije. Broj Tpr® revertanata proporcionalan je jacini oksidacionog
mutagena, a obrnuto proporcionalan ja¢ini antimutagenog agensa (Blanko i drugi, 1998; Urios i
drugi, 1995). Kao jak oksidacioni mutagen koji indukuje oksidativni stres i pokrece reparacionu
mutagenezu kori$éen je tert-butil-hidroperoksid (t-BOOH), jer je stabilniji od vodonik-peroksida i
otporan na delovanje katalaze (Urios i Blanco, 1996).

2.4.2.2 Potencijalno prooksidantno delovanje antioksidanasa i genotoksi¢nost

Delovanje vecine hvataca slobodnih radikala zasniva se na reverzibilnim oksido-
redukcionim reakcijama, zbog ¢ega oni mogu da ispolje i antioksidantnu i prooksidantnu ulogu u
zavisnosti od koncentracije reaktanata i uslova reakcije. Zbog toga antioksidansi, s jedne strane
mogu delovati preventivno na kancerogenezu hvataju¢i ROS, a s druge strane produkcijom ROS
mogu $tetno delovati na DNK. Pored toga, neka polifenolna jedinjenja upravo zahvaljujuci
prooksidantnom delovanju deluju antikancerogeno, jer povecana produkcija ROS indukuje
apoptozu u tumorskim ¢elijama. Tako je za galnu kiselinu i epigalokatehingalat dokazano da kada
su prisutni u velikoj koncentraciji, produkuju H,O,. Zbog toga njihova upotreba kao dijetetskih
suplemenata u relativno visokoj koncentraciji moZe rezultovati toksi¢nim i kancerogenim efektom.
Takode, epidemioloske studije ukazuju da je smanjeni rizik od nastanka kancera viSe vezan za
ishranu  bogatu raznovrsnim antioksidansima, nego za suplementaciju pojedinacnim
antioksidansom (Lee i Lee, 2006).

Neki polifenoli mogu da produkuju ROS i u procesu autooksidacije u prisustvu metalnih
jona. Autooksidacijom ova jedinjenja generiSu semihinon radikal, koji podleze neenzimskoj
redukciji sa NADH, §to rezultuje produkcijom viska ROS (Long i drugi, 2000). Visak ROS moze
da indukuje apoptozu u kancer ¢elijama, pa se moze re¢i da i prooksidantni efekat polifenola
doprinosi njihovoj antikancer aktivnosti.
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Zbog svega navedenog, u okviru provere bezbednosti koris¢enja nekog biljnog ekstrakta ili
izolovanog jedinjenja kao dijetetskog suplementa, potrebno je proveriti njegovu genotoksi¢nost za
koncentracije pri kojima ispoljava biolosku aktivnost. Zbog toga je jedan deo istrazivanja u ovom
radu bio usmeren na odredivanje genotoksi¢nog efekta ekstrakata vrsta roda Allium. Za odredivanje
genotoksicnog efekta koris¢en je alkalni komet test, nazvan jos i test elektroforeze pojedinacnih
¢elija (SCGE - single cell gel electrophoresis), koji predstavlja jednostavnu, brzu i osetljivu
tehniku za detekciju oSte¢enja na DNK molekulu na nivou pojedinacnih eukariotskih ¢elija. Ova
tehnika se Cesto koristi za in vitro ispitivanje genotoksi¢nosti supstanci koje neposredno izazivaju
ostecenja na DNK ili dovode do stvaranja alkalno labilnih adukata DNK. Dodatna prednost ovog
testa u odnosu na druge testove za ispitivanje genotoksicnosti (izmena sestrinskih hromatida (SCE),
hromozomske aberacije, mikronukleus test) je da nije potrebna prethodna deoba cCelija, pa se moze
Koristiti i za Celije koje se ne dele (Valverde i drugi, 2000). Na pocetku testa celije se prvo izlazu
potencijalnom genotoksicnom agensu, koji moze na nekoliko nac¢ina da osSteti DNK molekule: da
izazove prekide na jedom ili oba lanca DNK, ili da dovede do stvaranja DNK adukata koji su
alkalno labilni i pri visokom pH hidrolizuju stvarajuéi prekide na DNK. DNK prekidi dodatno
mogu da nastanu i tokom nepotpune ekcizione reparacije oSte¢enja na DNK molekulu izazvanog
delovanjem genotoksi¢nog agensa. Nakon izlaganja ¢elija ovom agensu, vrsi se liza Celija i
denaturacija DNK u alkalnim uslovima, a zatim elektroforeza. Nakon elektroforeze, neosteceni
spiralizovani molekuli DNK, koji su migrirali sporo, pod mikroskopom imaju sferan oblik.
Nasuprot tome, prekinuti i odvijeni delovi DNK koji imaju negativan naboj, i koji su se u
elektricnom polju kretali brze prema anodi u odnosu na neosteéene delove, pod mikroskopom
imaju oblik komete, po ¢emu je ceo test i dobio ime. OSte¢enja DNK se lako kvantifikuju uz
pomo¢ kompjuterske analize, a za kvantifikaciju se upotrebljavaju razliciti parametri. Najcesce se
oSteCenja izrazavaju kao % DNK u repu komete. Za komet test se mogu koristiti sve vrste
eukariotskih ¢elija, ukljucujuéi ¢éelijske linije i ¢elije koje su izolovane iz razli¢itih tkiva.

2.4.3 Inflamacija i medijatori inflamacije

Zapaljenje ili inflamacija je slozen imunoloski odgovor zivog organizma na endogene i
egzogene Stetne faktore, koji obuhvata kompleksnu seriju reakcija u koje su ukljuceni nervni i
endokrini sistem i hematopoezno tkivo. Ovi faktori obuhvataju patogene mikroorganizme, toksine,
hemijske iritante, fizicka oSte¢enja kao $§to su opekotine, promrzline, jonizujuée zradenje,
mehanicke povrede, zatim autoimmune reakcije, poremecaji metabilizma itd. Cilj inflamacije je
neutralizacija delovanja $tetnog agensa, lokalizacija oSteCenja i pokretanje reparacionih procesa
organizma. Inflamacija se nalazi u osnovi kako prirodnog tako i adaptivnog imuniteta. Prirodni
imunitet predstavlja prvu liniju nespecifi¢nu odbrane organizma od Stetnog agensa, dok adaptivni
(ste€eni) imunitet podrazumeva adaptaciju imunog odgovora na odredeni Stetni stimulus i aktivira
se tek nakon prepoznavanja stetnog agensa. U obe vrste imunog odgovora uéestvuju immune celije,
u koje spadaju spadaju fagociti (polimorfonuklearne c¢elije (neutrofili, eozinofili i bazofili),
monociti, mastociti, dendrociti, makrofage) i limfociti (T, B, NKT, 3, i NK). U ovim ¢elijama
produkuju se inflamatorni medijatori (citokini, hemokini i komplementi), koji imaju ulogu u
regulaciji inflamatornog procesa (Prabhala i drugi, 2013; Jovanovi¢ i drugi, 1991). Medijatore
inflamacije mozemo da svrstamo u nekoliko biohemijski i funkcionalno razli¢itih grupa:
vazoaktivni amini (histamin i serotonin), proteaze (sistem komplemenata, sistem zgruSavanja,
sistem kinina i fibrinoliti¢ki enzimi), derivati arahidonske kiseline ili eikozanoidi (prostaglandini i
leukotrieni), PAF (platelet-activating factors — trombocit-aktivirajuéi faktor), citokini (interleukini,
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TNF), faktori rasta (PDGF, FGF, EGF itd.), NO i drugi bioloski aktivni molekuli male molekulske
mase (Damjanov i drugi, 2009).

Pored imunih ¢elija i trombociti u¢estvuju u imunom odgovoru modulirajuéi zapaljenske
reakcije. U njima se produkuje mnostvo inflamatornih medijatora (hemokina, interleukina i lipidnih
medijatora), koji se sekretuju i imaju ulogu u mobilizaciji i aktivaciji leukocita (von-
Hundelshausen i Weber; 2007).

Oblik, tezina i tok zapaljenjskog procesa zavise od vrste i intenziteta Stetnog agensa, vrste
tkiva 1 opsteg stanja organizma. Inflamacija moze biti akutna i hroni¢na. Akutni zapaljenjski
procesi mogu da se razviju veoma brzo po dejstvu Stetnog agensa, odlikuju se jasnim zapaljenjskim
znacima, traju oko tri nedelje i najéeS¢e se zavrSavaju regeneracijom. Kod hroni¢nih zapaljenski
procesa, koji se javljaju kod perzistentnih infekcija, dugotrajnog izlaganja endogenim il
egzogenim Stetnim agensima i usled autoimunih reakcija, dolazi do hiperprodukcije ¢elija imunog
sistema, enzima Kkoji razaraju tkiva i inflamatornih medijatora, §to sve dovodi do niza patoloskih
poremecaja (astma, reumatoidni artritis, osteoartritis, multiple skleroza, ateroskleroza,
Alchajmerova bolest, kolitis) (Slika 2.34.) (Prabhala i drugi, 2013). Takode, hroni¢na ili
ponavljaju¢a akutna inflamacija, kao rezultat infektivnih agenasa ili drugih uzroka, ima
potencijalne promotivne funkcije u nastanku i progresiji tumora (Mohammadi-Motlagh i drugi,
2011).
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Slika 2.34. Molekulski dogadaji koji prethode inflamaciji i veza izmedu inflamacije i odredenih
bolesti. Razvoj zapaljenja je visefazan proces u koji su ukljuceni brojni ¢elijski medijatori. Kao spoljasnji
signalni molekuli, citokini indukuju promene u ekspresiji i aktivnosti mnogih kljucnih ¢elijskih regulatora.
Dolazi do aktivacije transkripcionih faktora, kao $to je NF-KB, koji pokrecu sintezu proinflamatornih enzima,
kao §to su COX, LOX i iNOS, koji produkuju medijatore inflamacije (prostaglandine, RNOS). Tokom
oksidativnog stresa, ROS direktno ostecuju Celijske komponente i pokre¢u inflamaciju u razli¢itim organima.
Hroni¢na infamacija vodi nastanku bolesti kao §to su arthritis, ateroskleroza, Alchjmerova bolest, astma,
kolitis (Prabhala i drugi, 2013).
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Azot oksid (NO) je jedan od vaznih medijatora u inflamatornom odgovoru. Njegova dvojna
uloga, kao korisnog i kao §tetnog agensa mnogo je istrazivana tokom poslednjih nekoliko decenija.
Pored njegove esencijalne uloge kao signalnog molekula, NO u reakciji sa kiseonikom ili
superoksid anjon radikalom generiSe RNOS, koji su jako reaktivni i mogu da dovedu do oStecenja
pa i do smrti ¢elije. Koju od bioloskih uloga ¢e NO ispoljiti zavisi pre svega od njegove relativne
koncentracije u ¢eliji (Miranda i drugi, 2003). NO nastaje iz guanidino grupe L-arginina
delovanjem nekog od tri poznata izotipa NO sintaze (NOS). Dva konstitutivna izotipa, kalcijum-
zavisna (cNOS) i endotelna (eNOS) NO sintaza, generiSu male kolicine NO dovoljne za celijsku
signalizaciju, ukljuCujuci neurotransmisiju i vaskularnu relaksaciju. Tre¢i izotip, inducibilna NO
sintaza (iNOS), obi¢no se ekspresuje u fagocitima kao odgovor na proinflamatorne stimuluse
(toksicni agensi (bakterijski endotoksin — LPS) ili proinflamatorni citokini - TNF-a, IFN-y, IL1-B).
Mala koli¢ina NO koju proizvodi eNOS u endotelnim ¢elijama ima vazoprotektivni efekat, jer
inhibira agregaciju trombocita, reguliSe permeabilnost, adhezivnost i proliferaciju endotelnih celija
i relaksaciju glatkih misica. S druge strane, vece koli¢ine NO proizvodene delovanjem iNOS u
makrofagama reaguju sa superoksid anjonom dajuéi peroksinitrit koji oksiduje LDL i dovodi do
ostecenja tkiva i DNA. Aktivnost iNOS je regulisana pretezno na nivou transkripcije, gde NF-KB
igra kljuénu ulogu u aktivaciji iNOS gena. NF-KB (“nuclear factor kappa B”) predstavlja familiju
transkripcionih faktora uklju¢enih u klju¢ne reakcije akutne inflamacije i imunog odgovora, a
samim tim i u patogenezu inflamatornih bolesti. Pod normalnim uslovima NF-KB nije aktivan jer je
vezan za svoj proteinski inhibitor I-kB. Medutim, u stanju oksidativnog stresa, ROS ili neki drugi
proinflamatorni stimulus (TNF-a, LPS, viralna infekcija, UV radijacija, NO) aktiviraju I-KB
specifi¢nu protein-kinazu, koja vrsi fosforilaciju I-KB, a zatim i njegovu proteolizu, §to dovodi do
aktivacije NF-KB. Ovako aktivirani NF-KB se transportuje iz citoplazme u jedro, gde vrsi aktivaciju
ili represiju ekspresije gena koji kodiraju inflamatorne medijatore, ¢elijske adhezivne molekule i
regulatore cCelijskog ciklusa i apoptoze (Lavrovsky i drugi, 2000). NF-KB aktivira ekspresiju
proinflamatornih enzima kao $to su ciklooksigenaze, lipoksigenaze i iNOS. S druge strane, eNOS
je Kkonstitutivni enzim i njegova aktivnost je regulisana prvenstveno intracelularnom
koncentracijom Ca" na posttranslaciononom nivou.

Eikozanoidi (prostaglandini, tromboksani, leukotrieni, 5-HETE i 12-HETE), su grupa
bioloski aktivnih jedinjenja koja se pod uticajem razliCitih fizickih, hemijskih i hormonskih
proinflamatornih stimulusa, sintetiSu iz arahidonske kiseline i deluju kao medijatori inflamatornih
procesa (Slika 2.35.). Sposobnost sinteze eikosanoida imaju sve Celije ljudskog organizma 0Sim
eritrocita (Calder, 2005).

Arahidonska kiselina (5,8,11,14-eikosatetraen-kiselina), polinezasi¢ena masna kiselina sa 20
C-atoma i tri, Cetiri ili pet dvostrukih veza. Arahidonska kiselina se unosi hranom ili moze nastati iz
esencijalne linolenske kiseline. U ¢elijama se ova kiselina najées¢e nalazi u esterifikovanom
obliku, ugradena u fosfolipide membrane, zbog Cega sintezi eikosanoida prethodi njeno
oslobadanje iz ovih estara. Oslobadanje arahidonske kiseline iz fosfolipida katalizuju fosfolipaze,
najéesce intracelularna fosfolipaza A, (PLA;), koja hidrolizuje estarsku vezu na drugom C atomu
glicerolnog ostatka fosfolipida (Calder, 2005).

Prostaglandini (PG) i tromboksani (TX), koji pripadaju grupi eikozanoida, nastaju delovanjem
ciklooksigenaze (COX) na arahidonsku kiselinu (Slika 2.36). Ovaj enzim katalizuje oksidaciju
arahidonske kiseline do odgovaraju¢eg hidroperoksi-endoperoksida — prostaglandina G2 (PGG,), a
zatim redukuje PGG, do alkohola — PGH,. Intermedijer PGH, je vrlo nestabilan i predstavlja mesto
grananja u biosintezi razli¢itih prostanoida. On je prekursor prostaglandina (PGD,, PGE,, PGF,,),
prostaciklina (PGI,) i tromboksana (TXA,) (Marks i Furstenberger, 1999). Koja vrsta
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prostaglandina ¢e nastati zavisi od tipa celije. Tako monociti i makrofage produkuju velike koli¢ine
PGE; i PGF,, neutrofili srednje koli¢ine PGE,, dok mastociti proizvode PGD, (Calder, 2005).

arahidonska kiselina vezana u fosfolipidu

l fosfolipaza A
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Slika 2.35. Biosintetski putevi eikozanoida iz arahidonske kiseline. COX — cikolooksigenaza; LOX —
lipoksigenaza; PG — prostaglandin; TX — tromboksan; LT — leukotrien; HPETE —
hidroperoksieikosatetraenska kiselina; HETE — hidroksieikozatetraensa kiselina (Calder, 2005).
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Slika 2.36. Biosinteza prostaglandina i tromboksana — ciklooksigenazni put (Marks i Furstenberger, 1999)

Tromboksani nastaju kao produkti delovanja tromboksan sintaze na PGH, (Slika 2.36.). Prvo
nastaje TXA,, koji ima ulogu stimulatora vazokonstrikcije i agregacije trombocita, a iz njega se
dalje formira TXB,, koji je prakti¢no inaktivan. Kao sporedni proizvod u reakciji prevodenja PGH,
u tromboksane nastaje ekvimolarna koli¢ina 12-hidroksiheptadekatrienske kiseline (12-HHT), kao i
malonildialdehida (MDA). S obzirom da je koli¢ina nastalog 12-HHT direktno proporcionalna
aktivnosti COX, neke metode za odredivanje inhibitornog potencijala razliitih jedinjenja na
aktivnost COX, zasnivaju se na merenju koncentracije 12-HHT (Beara i drugi, 2010).

COX postoji u dve izoforme — COX-1 i COX-2. COX-1 je konstitutivni enzim koji se
ekspresuje u vecini ¢elija sisara. Ovaj enzim ima viSestruke funkcije: sintetiSe prostaglandine,
prekursore tromboksana u trombocitima i prostaciklina u vaskularnom endotelu; regulisu
agregaciju trombocita, putem vazodilatacije; regulisu protok krvi i glomerularnu filtraciju u
bubrezima; stiti Zeluda¢nu mukozu od ishemije i oSte¢enja (Marks i Furstenberger, 1999). Nasuprot
tome, inducibilna COX-2 ekspresuje se samo u odredenim tipovima celija (sinoviociti,
endotelijalne celije, hodrociti, osteoblasti, monociti, makrofage) pod dejstvom razli¢itih
inflamatornih stimulusa, kao $to su citokini (TNF-a, IFN-y, i IL1-B) i bakterijski endotoksin LPS.
COX-2 je odgovorna za produkciju velike koli¢ine proinflamatornih PGs na mestu inflamacije
(Raso i drugi, 2001). Aktivnost COX-2 je takode regulisana i delovanjem mitogena, tumor-
promotera i faktora rasta, i dokazano je da je prekomerno ekspresovana u skoro svim premalignim i
malignim ¢elijama debelog creva, jetre, pankreasa, dojke, pluca, besike, kozZe, zeluca, glave, vrata i
jednjaka. Zavisno od vrste stimulusa i tipa ¢elije, nekoliko transkripcionih faktora, ukljuc¢ujuc¢i AP-
1, NF-IL-6, NF-KB mogu da stimulisu COX-2 transkripciju, zbog cega su sva jedinjenja koja
supresuju ove transkipcione faktore potencijalni inhibitori ekspresije COX-2 (Aggarwal i drugi,
2006). Kljucna strukturna razlika u aktivom centru COX-1 i COX-2 je izmena 11e523 iz COX-1
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valinom Val523 u COX-2. Ova varijacija prosiruje hidrofobni dzep u COX-2 izoenzimu, §to je
iskori$¢eno u dizajnu COX-2 selektivnih lekova (Kurumbail i drugi, 1996).

Leukotrieni (LT) nastaju iz arahidonske kiseline delovanjem 5-lipoksigenaze (5-LOX).
Lipoksigenaze su enzimi koji uvode kiseonik u polinezasi¢ene masne kiseline, na pozicijama 5, 8,
12 ili 15, na osnovu ¢ega je izvrSena klasifikacija na 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX i 15-LOX. Primarni
produkti ovih klasa enzima su 5-, 12- i 15-hidroperoksieikozatetraenske kiseline (HPETEs). Nastali
HPETEs se dalje redukuju do odgovarajuéih hidroksieikozatetraenskih kiselina (HETEs), ali mogu
biti prekursori za nastanak i drugih klasa sekundarnih lipidnih medijatora kao Sto su lipoksini,
hipoksilini i triokisilini. Delovanjem 5-LOX prvobitno se formira nestabilni intermedijer leukotrien
A, (LTA,), od koga dalje nastaju LTB, i LTC,. LTC,4 daje LTD,, koji je izuzetno fizioloski aktivan,
a iz njega se hidrolizom bo¢nog niza dalje formira znatno manje aktivan LTE,. Leukotrieni se
sintetiSu u polimorfonuklearnim leukocitima, mastocitima i makrofagama i imaju vaznu ulogu u
raznim imunoloskim poremecajima i inflamatornim procesima, od kojih su naizrazenije alergije i
astma (Marks i Furstenberger, 1999).

12-LOX katalizuje sintezu prevodenje arahidonske kiseline u 12-hidroperoksieikosatetraensku
kiselinu (12-HPETE), koja je prekursor za sintezu 12-hidroeikosatetraenske kiseline (12-HETE),
hipoksilina Az i Bs (HXA3, HXB5) i trioksilina Az i Bz (TrXAs, TrXBs) (Slika 2.37.). Kod ¢oveka
postoje trombocitna i epidermalna 12-LOX, koje se razlikuju po stereohemiji reakcije koju
katalizuju (Wong i drugi, 2001). Trombocitna 12-LOX katalizuje reakciju formiranja 12(S)-
izomera, dok epidermalna vodi nastanku 12(R)-izomera. 12(S)-LOX je prekomerno ekspresovana u
tkivima mnogih tumora (prostate, pankreasa, dojki, debelog creva i pluc¢a) (Nie i Honn, 2002).
Smatra se da ovaj enzim ima veliku ulogu u proliferaciji tumorskih ¢elija. Takode, 12-HETE
pospesuje adheziju tumorskih celija, invaziju i metastazu tumora, i to tako $to povecava motilitet
tumorskih ¢elija, sekreciju proteinaze i angiogenezu (Wong i drugi, 2001).
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Slika 2.37. 12-Lipoksigenazni put metabolizma arahidonske kiseline. HETE-hidroksieikozatetraenoat;
HPETE-hidroperoksieikozatetraenska kiselina; HX-hipoksilin; Tr-trioksilin

Inflamacija je Cesto i jedan od etioloskih faktora kardiovaskularnih bolesti, gde centralnu
ulogu zauzima oksidovani LDL. Oksidaciju LDL pokre¢u lipoksigenaze, mijeloperoksidaza i NO
sintaze. 12 i 15-lipoksigenaze iz endotelijalnih Celija i monocita/makrofaga, konvertuju
arahidonsku kiselinu u lipidne hidroperokside koji oksiduju LDL. Hiperglikemija izaziva pove¢anu
ekspresiju 12-lipoksigenaze. Mijeloperoksidaza, koju sekretuju aktivirani fagocititi, generise RS
(hipohlornu kiselinu (HOCI), hloramine, tirozil radikale i azot dioksid (NO,)), koji oksiduju lipide i
proteine iz LDL. Vece koli¢ine NO proizvodene delovanjem iNOS reaguju sa superoksid anjonom
daju¢i peroksinitrit koji oksiduje LDL. Oksidovani LDL stimuliSe adheziju i agregaciju trombocita
smanjenjem endotelijalne produkcije NO, povecanjem produkcije PGI2, i stimulacijom sinteze
prostaglandina i prekursora prostaglandina (Mertens i Holvoet, 2001), $to sve pokrece razvoj
inflamacije i dovodi do oStecenja ¢elija i tkiva vaskularnog sistema i ubrzava aterosklerozu. Pored
oksidacije LDL, povecana ekspresija 12-lipoksigenaze dovodi do povecane produkcije 12-
hidroksieikozatetraenske kiseline (12-HETE), sSto rezultuje povecanom adhezijom monocita za
endotelijum i doprinosi nastanku ateroskleroze (Mertens i Holvoet, 2001). Inhibitori lipoksigenaze,
mijelopreoksidaze i iNOS bilo na translacionom ili posttranslacionom nivou, blokiraju oksidaciju
LDL i smanjuju aterosklerozu, bez promene koncentracije holesterola, triglicerida i lipoproteina.

Danas je u upotrebi veliki broj antiinflamatornih lekova, koji se u zavisnosti od mehanizma
delovanja, mogu podeliti u nekoliko grupa: inhibitori COX-1 i COX-2 (nesteroidni antiinflamatorni
lekovi (NSAIL) ili steroidni — glukokortikoidi), selektivni inhibitori COX-2 (iz klase NSAIL),
inibitori 5-LOX, inhibitori LT receptora i inhibitori PLA,. Glukokortikoidi inhibiraju delovanje
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PLA; i sprecavaju oslobadanje arahidonske kiseline iz celijske membrane, pa je sinteza svih
eikozanoida onemogucena (Rang i sar., 2004). Glukokortikoidi se koriste za supresiju razli¢itih
alergijskih, inflamatornih i autoimunih poremecaja i imaju izuzetno vaznu terapijsku primenu u
leCenju astme i kao imunosupresori pri transplantaciji organa. NSAIL mogu da deluju
antiinflamatorno, analgeti¢ki i antipireticki. Veéina tradicionalnih NSAIL (aspirin, ibuprofen,
diklofenak) i glukokortikoida koji se danas primenjuju, nisu selektivni za COX-2, ve¢ inhibiraju
istovremeno i konstitutivni COX-1 enzim, zbog ¢ega mogu da izazovu niz nezeljenih efekata.
Selektivni NSAIL inhibiraju samo COX-2 i na taj nacin ucestvuju u supresiji inflamacije. Tu
spadaju sintetski lekovi celecoxib i rofecoxib (Rang i drugi, 2004) koji su se Koristili za lecenje
osteoartritisa, reumatoidnog artritisa, spondiloze, akutnog bola i bolnih menstruacija, medutim
zbog brojnih stetnih efekata, posebno na kardiovaskularni system, izbaceni su iz upotrebe 2005.
godine. Inhibitori produkcije TXA, (inhibitori tromboksan sintaze ili antagonisti TXA, receptora)
su posebno znacajni lekovi u lecenju bolesti kardiovaskularnog sistema i prevenciji metastaze
tumora (Kontogiorgis i Hadjipavlou-Litina, 2010). Inhibitori enzima lipoksigenaznog puta, narocito
inhibitori sinteze leukotriena, pronalaze najvecu primenu u terapiji astme, alergija, psorijaze i
artritisa (Charlier i Michaux, 2003; Werz i Steinhilber, 2005). U terapiji astme koriste se i inhibitori
leukotrienskih receptora (Bernstein, 1998). Iako su do sada najbolje prouceni inhibitori sinteze
leukotriena, sve je vise saznanja o bioloskom delovanju, zbog ¢ega su istrazivanja inhibitora 12-
LOX i 15-LOX dobila na znacaju.

S obzirom da svakim danom ima sve viSe novih saznanja o ulozi prostaglandina, lipoksina,
12-HETE, hipoksilina i trioksilina u kancerogenezi i drugim patoloskim stanjima vezanim za
hroni¢nu inflamaciju, pronalazenje novih potentnih inhibitora COX i LOX enzima je od izuzetnog
znacaja i predstavlja veoma aktuelnu temu biohemijskih i medicinskih istrazivanja (Ding i drugi,
2003). Sintetski lekovi imaju brojne $tetne efekte, pa se sve viSe truda ulaZe u pronalazenje COX i
LOX inhibitora prirodnog porekla.

Do danas je ispitan veliki broj prirodnih proizvoda sa aspekta sposobnosti antiinflamatornog
delovanja. Za galantamin i luteolin utvrdena je sposobnost inhibicije peroksidacije arahidonske
kiseline. Pokazalo se da kvercetin i kurkumin pokazuju inhibitorno delovanje na PLA, u humanim
leukocitima. Flavoni hrizin i apigenin i dihidrohalkon floretin, sprecavaju COX aktivnost, a time i
agregaciju trombocita. 6-hidroksikemferol, kvercetagenin, 6-hidroksiluteolin i skutelarein inhibirali
su COX aktivnost u leukocitima. Utvrdeno je i da katehin, epigalokatehin galat i rezveratrol
inibiraju ekspresiju COX-2 (Yoon i Beak, 2005). Bajkalein, eskuletin, gosipin i kvercetin pokazuju
12-LOX inhibitornu aktivnost (Schneider i Bucar, 2005). Kvercetin, galangin, apigenin, i
naringenin zna¢ajno smanjuju oslobadanje PGE; i ekspresiju COX-2 u makrofagama (Raso i drugi,
2001). Flavonoli kemferol, kvercetin, miricetin i morin, neki neolignani, bajkalein i kurkumin
pokazuju i znatnu 5-LOX inhibitornu aktivnost (Yoon i Beak, 2005).

Razvijen je veliki broj razli¢itih in vitro metoda za ispitivanje inhibicije COX i LOX enzima,
pri ¢emu su za neke napravljeni i komercijalni kitovi. U ovim metodama, kao izvor enzimske
aktivnosti koriste se prirodni ili rekombinantni enzimi Zivotinjskog ili humanog porekla, kao i
razlicite celijske linije koje ekspresuju ove enzime. Arahidonska kiselina se Cesto dodaje u
reakcioni medijum i moze da bude obelezena radioaktivnim izotopom. Nacini indukcije
inflamatornog odgovora se takode razlikuju, pri ¢emu se najceSCe Kkoriste bakterijski
lipopolisaharidi, neki citokini i tumor nekrozis faktor. Enzimska aktivnost se moze dtetktovati
razli¢itim tehnikama, kao $to u hromatografske tehnike (TLC, HPLC-UV) i EIA (Mimica-Duki¢ i
drugi, 2012).

U ovom radu, sposobnost ekstrakata roda Allium da inhibiraju COX-1 i 12-LOX ispitivana je
u ex vivo metodi u kojoj su kao izvor COX-1 i 12-LOX enzima kori$¢ene intaktne ¢elije (humani
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trombociti), a koncentracija metabolita arahidonske kiseline (12-HHT, TXB,, PGE; i 12-HETE)
odredena LC-MS/MS tehnikom (Beara i drugi, 2010; Lesjak i drugi, 2013).

2.4.4 Kancer i ¢elijska smrt

Kancer ili maligna neoplazija obuhvata grupu bolesti za koju je karakteristicna
nekontrolisana deoba celija uz odsustvo apoptoze, prodiranje u okolna tkiva (invazivnost), Sirenje
po organizmu putem krvotoka i limfotoka i formiranje sekundarnih tumora (metastaza). Kancer
nastaje kao posledica anomalija u genetskom materijalu jedne ¢elije usled delovanja endogenih
(nasledne mutacije, hormoni, imuni odgovori) i egzogenih faktora (pusenje, nepravilna ishrana,
zraéenje, infektivni agensi) (Anand i drugi, 2008).

Za odrzavanje homeostaze tkiva i sprecavanje nastanka kancera neophodno je da proces
¢elijske smrti bude strogo regulisan. Poremecaji u regulaciji ¢elijske smrti, pored kancera, dovode i
do brojnih drugih patoloskih stanja, kao $to su $log, infarkt miokarda, bolesti jetre, SIDA,
autoimune i neurodegenerativne bolesti (Alzhajmerova, Parkinsonova, Hantingtonova bolest). Kod
nekih od ovih bolesti javlja se nedovoljna apoptoza, dok se kod drugih javlja prekomerna apoptoza
(Elmore, 2007; Kepp i drugi, 2011). S obzirom da za veéinu ovih savremenih bolesti ne postoji
adekvatna terapija, interes za pronalaZenjem novih terapeutskih strategija kako bi se modulirao
proces celijske deobe i smrti je izuzetno porastao.

2.4.4.1 Tipovi Celijske smrti

Do smrti ¢elije moze da dode usled delovanja razliitih patoloskih faktora, kao $to su fizicki
i hemijski agensi i mikroorganizmi, ili u situacijama nedostatka neophodnih hranljivih materija
(npr. usled ishemije) kada nastupi nepovratno ostecenje celije. Medutim, pored smrti uzrokovane
nekim spoljasnjim faktorom, postoji i fizioloska smrt celije, koja se javlja u toku embrionalnog
razvoja i tokom obnove tkiva i organa odraslih jedinki. S obzirom da mehanizmi umiranja celija
mogu biti razli¢iti, izvrSena je podela ¢elijskih smrti na tipove na osnovu nekoliko kriterijuma. Prvi
kriterijum su morfoloske karakteristike, prema kojima celijska smrt moze biti apoptoticna,
nekroti¢na, autofagi¢na ili povezana sa mitozom. Drugi je enzimoloski kriterijum prema kome se
¢elijske smrti dele na one u ¢ijem mehanizmu ucestvuju enzimi nukleaze i specifi¢ne proteaze (kao
Sto su kaspaze, kalpaini, katepsini i transglutaminaze) i one kod kojih ovi enzimi nisu ukljuceni. Sa
funkcionalnog aspekta ¢elijska smrt moze biti programirana ili slucajna, fizioloska ili patoloska,
dok prema imunoloskim karakteristikama moze biti imunoloska i neimunoloska (Melino, 2001).
Kada se svi ovi kriterijumi uzmu u obzir, izdvajaju se tri osnovna tipa Celijske smrti, a to su
apoptoza (“suicidalna” celijska smrt), autofagija (Celija ,,jede” samu sebe) i nekroza (nasilna
“akcedentalna” ¢elijska smrt). Osnovna razlika medu njima ogleda se u Cinjenici da su apoptoza i
autofagija strogo regulisani procesi za Cije odvijanje se troSi energija, dok je nekroza pasivan tip
¢elijske smrti, koji nastaje usled kolapsa celijskih homeostatskih mehanizama.

Apoptoza ili programirana cCelijska smrt tipa I je proces genski regulisane C¢elijske
autodestrukcije pra¢ene fagocitozom, koja ima ulogu u odrzanju homeostaze tkiva u fizioloskim
uslovima, ili se javlja kao odgovor na delovanje razli¢itih toksi¢nih, zapaljenjskih i kancerogenih
agenasa. Autofagija ili autofagocitoza (programirana Celijska smrt tipa II) je genski kontrolisan
katabolicki proces u kome se Ccelijski proteini i druge komponente organela razgracuju
lizozomalnim enzimima i recikliraju u cilju dobijanja energije i ponovne sinteze potrebnih
biomolekula (Klionsky, 2007). Ovaj tip ¢elijske smrti javlja se mnogo rede u odnosu na apoptozu i
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nekrozu, a karakteriSe se pojavom velikog broja citoplazmatskih struktura slicnih vakuolama,
poznatih kao autofagozomi, a javlja se kao odgovor na gladovanje, ili u toku razvoja i
diferencijacije ¢elija. Poremecena autofagija zapazena je kod velikog broja patoloskih stanja, kao
Sto su miopatije, neurodegenerativne bolesti, bolesti jetre i neki oblici kancera (Levine i Kroemer,
2008). Suprotno apoptozi i autofagiji, nekroza (¢elijska smrt tipa III) se javlja samo u patoloSkim
uslovima usled abnormalnih stresova, kao $to su ishemija, infekcija, hemijske ili fizicke povrede.
Celije koje umiru mehanizmom nekroze ne $alju imunom sistemu odgovarajuée hemijske signale,
koji bi pokrenuli fagocite da sprovedu fagocitozu nad mrtvim ¢éelijama, ve¢ dolazi do autolize ¢elije
pracene inflamacijom (Kroemer i drugi, 2005).

Apoptoza i nekroza se medusobno mogu razlikovati na osnovu morfoloskih (Slika 2.38.) i
biohemijskih karakteristika. Nekrozi prethodi formiranje reaktivnih kiseni¢nih vrsta i aktivacija
neapoptotskih proteaza, sto dovodi do gubitka funkcije jonskih pumpi i oSteCenja membranskih
lipida. Posledica ovih promena je porast jonske permeabilnosti plazma membrane, zbog ¢ega Celije
bubre, raste koncentracija kalcijuma u citozolu, Sto izaziva preoptereCenje mitohondrija
kalcijumom. Kalcijum depolarizuje unutra$nju membranu mitohondrija i prekida proces produkcije
ATP-a (Orrenius i drugi, 2003). Pored toga, prosiruje se endoplazmatski retikulum, bubre i pucaju
mitohondrije i lizozomi, razgradjuju se ribozomi, kondenzuje se hromatin, kidaju se membrane
organela i na kraju puca éelijska membrana (osmotska liza). Celijski sadrzaj se izliva u okolna
tkiva, Saljuc¢i hemotaksi¢ne signale imflamatornim ¢elijama Sto rezultuje zapaljenjem (Kerr i drugi,
1972; Majno i Joris, 1995; Trump i drugi, 1997).
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Slika 2.38. Morfoloske razlike izmedu apoptoze i nekroze

Apoptozu karakteriSe stvaranje mehurastih ispupcenja na membrani, kondenzacija jedra i
citoplazme (Cime se zapremina ¢elije smanjuje), raspodela organela po ispupCenjima i raspadanje
¢elije na apoptotska tela koja bivaju fagocitovana. Ovaj proces je kontrolisan brojnim sloZenim
signalnim putevima, koji mogu biti inicirani intracelularnim ili ekstracelularnim signalima (Slika
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2.39.) (Schulze-Osthoff, 2008). Ekstracelularna inicijacija odvija se vezivanjem liganda, koga luce
¢elije imunog sistema, za receptor smrti koji se nalazi na ¢elijskoj membrani sa spoljne strane, §to
za posledicu ima aktivaciju inicijalnih kaspaza. Veéina ¢elijskih smrti, medutim, biva pokrenuta
intracelularnim signalima. Neki od ovih signala aktiviraju pro-apoptotskie proteine (npr. BH3 i
Bax), koji zatim prave pore na spoljasnjoj membrani mitohondrija, §to dodvodi do izlaska
citohroma c iz mitohondrija u citoplazmu. Citohrom c se vezuje za citoplazmatski protein Apaf-1
gradeéi apoptozom koji dalje vrsi aktivaciju specifiénih kaspaza. Ovaj put aktivacije zove se
mitohondrijalni put. Navedena dva puta aktivacije su do sada najbolje ispitani, ali pored njih
postoje i brojni drugi putevi za pokretanje apoptoze.

Intracelularnaregulacija Ekstracelularnaregulacija

"—'@ E receptor smrti
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Slika 2.39. Dva glavna puta apoptoze: intracelularna i ekstracelularna inicijacija

Nakon inicijacije apoptoze na neki od navedenih nacina, na scenu stupaju enzimi kaspaze,
koji igraju vaznu ulogu u daljoj regulaciji procesa. Familiju kaspaza ¢ine 14 enzima — cistein
proteaza, koje se prema svojoj funkciji u procesu apoptoze dele na inicijalne i izvr$ne kaspaze. Sve
se nalaze u obliku inaktivnih zimogena i aktiviraju se tek kada zapo¢ne apoptoza. Inicijalne
kaspaze (kapaze 8, 9, 10) se nalaze u obliku monomera i aktiviraju se dimerizacijom, a zatim vrse
aktivaciju izvr$nih kaspaza (kaspaze 3, 6, 7) razlaganjem dimera na monomere. Procenjeno je da
jednom aktivirane izvr$ne kaspaze raskidaju veze u oko 400 razli¢itih proteina. Tako na primer,
aktivna kaspaza-3 katalizuje u nukleusu odvajanje kaspaza-zavisne endonukleaze (CAD) od njenog
inhibitora (ICAD) i na taj nacin aktivira CAD, izuzetno vazan enzim u zavr$noj fazi apoptoze
(Sakahira i drugi, 1998).

Pored CAD postoje i druge endogene endonukleaze, kao §to su endonukleaza G i apoptoza
indukcioni faktor (AIF), za ¢iju aktivaciju nisu potrebne kaspaze. Endogene endonukleaze u
zavr$noj fazi apoptoze (,execution phase”) vrSe fragmentaciju DNA u nukleusu. DNA je u
hromatinu sisarskih ¢elija spakovana u nukleozome. Nukleozomi se sastoje od proteinskog jezgra
izgracenog od 8 histonskih molekula (po dva molekula H2A, H2B, H3 i H4) oko koga je obmotan
dvostruki lanac DNA. Zbog ¢vrstih veza sa histonskim jezgrom, DNA u nukeleozomima zasticena
je od delovanja endogenih endonukleaza (Burgoyne et al., 1974; Hengartner, 2001). Shodno tome,
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endonukleaze u toku apoptoze seku dvostruki lanac DNA samo na mestima izmedu dva
nukleozoma (DNA spojnice ili ,linker DNA®) i na taj nacin vrSe internukleozomalnu
fragmentaciju, pri ¢emu nastaju mono- i oligonukleozomi (Slika 2.40.).

DNA spojnica Proteinsko jezgro od 8 histonskih
(”Ljnker DNA") molekula (po dva H2A, H2B, H3 i H4)

endonukleaze

Slika 2.40. Internukleozomalna fragmentacija dvostrukog lanca DNA u hromatinu delovanjem
endogenih endonukleaza (AIF, CAD, endonukleaza G)

AIF i endonukleaza G funkcioniSu nezavisno od kaspaza, AIF secka DNA na fragmente
veli¢ine 50-300 kb (Joza i drugi, 2001), dok endonukleaza G cepa hromatin na oligonukleozomalne
DNA fragmente (Li i drugi, 2001). CAD Kkatalizuje internukleozomalnu DNA fragmentaciju u
intervalima ~180 bp, zbog ¢ega dolazi do izrazene kondenzacije hromatina (Enari i drugi, 1998).

Pored aktivacije endonukleza, izvrSne kaspaze aktiviraju i specifiéne proteaze Kkoje
razgraduju jedarne i citoskeletne proteine, $to sve dovodi do morfoloskih i biohemijskih promena u
apoptotskoj celiji (Slee i1 drugi, 2001). Takode, neke kaspaze mogu imati ulogu u regulaciji ne-
apoptotskih procesa, kao §to su proces inflamacije ili dogadaji vezani za Celijsku deobu i
proliferaciju (Schwerk i Schulze-Osthoff, 2003; Kuranaga i Miura, 2007).

Na samom kraju apoptoze celija se raspada na apoptotska tela, dolazi do translokacije
fosfatidilserina na spolja$nju stranu njihove membrane, §to je signal fagocitima da izvrSe
fagocitozu, koja nije pracena inflamacijom (Bratton i drugi, 1997; Fadok i drugi, 2001) (Slika xx).
S obzirom da apoptotska tela bivaju razgradena fagocitozom veoma brzo, proces apoptoze se tesko
moze uociti pod mikroskopom, zbog ¢ega je dugo vremena bio neotkriven.

U mnogim situacijama tipovi €elijskih smrti nisu striktno razdvojeni ve¢ mogu medusobno
da se ukrstaju i da se isti receptori i signalni putevi javljaju i kod apoptoze i kod nekroze. Tako u
slu¢aju da dode do smanjenja raspolozivosti kaspaza ili koli¢ine intracelularnog ATP-a, proces
apoptoze moze da se konvertuje u proces nekroze (Leist i drugi, 1997; Denecker i drugi, 2001).
Takode, razli¢iti Stetni stimulusi kao $to su radijacija, hipoksija i citotoksi¢ni antikancer lekovi,
indukuju apoptozu ako se primene u malim dozama, dok pri ve¢im dozama intenzitet apoptoze
moze da prevazide kapacitet fagocita, $to rezultuje nekrozom (EImore, 2007).

2.4.4.2 Inhibicija apoptoze u tumorskim ¢elijama

Tumorske celije su razvile razli¢ite mehanizame za inhibiciju apoptoze, dok je njihova
proliferacija prekomerna. Najce$¢i mehanizam je ekspresija anti-apoptotickih proteina kao $to su
proteini Bcl-2 familije (Vaux i drugi, 1988), zatim inhibicija pro-apoptoti¢kih proteina, kao $to je
Bax. Ekspresija Bcl-2 i Bax regulisana je p53 tumor-supresor proteinom (Miyashita, 1994). p53 je
transkripcioni faktor koji reguliSe Celijski ciklus i gen za njegovu ekspresiju je najrasprostranjeniji
mutirani gen u humanoj tumorogenezi (mutacija na p53 genu javlja se u preko 50% od svih
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humanih kancera) (Wang i Harris, 1997). Uloga p53 proteina je da aktivira proteine koji vrse
reparaciju oStecene DNA, zadrzava celijski ciklus u G1/S regulacionoj tacki kada je uocena greska
na DNA, i inicira apoptozu u slucaju da je greska na DNA nepopravljiva (Pientenpol i Stewart,
2002). Ako dode do ostec¢enja p53 pod uticajem radijacije, razlicitih hemikalija ili virusa kakav je
na primer humani papiloma virus (HPV), supresija tumora je smanjena i dolazi do tumorogeneze
(Elmore, 2007).

Kod mnogih tumora do supresije apoptoze dolazi i usled povecane ekspresije proteina iz IAP
familije (IAP — proteini inhibitori apoptoze). Ovi proteini se uglavnom ponasaju kao inhibitori
kaspaza i na taj nacin inhibiraju apoptozu (Deveraux i Reed, 1999; Yang i drugi, 2003).

Jo§ jedan nacCin supresije apotoze u tumorskim c¢elijama je ometanje ekstracelularnih
regulatornih mehanizama apoptoze tj. inhibicija normalnog delovanja imunog sistema (Smyth i
drugi, 2001). Naime, odredene ¢elije imunog sistema (T Celije i ¢elije ubice) unistavaju tumorske
¢elije preko perforin/granzim B puta ili puta receptora smrti. Receptor smrti FasR je lociran na
membranama ciljnih éelija i za njega se vezuje Fas ligand (FasL - tip 1l transmembranski protein iz
TNF familije, koga produkuju T ¢elije), $to indukuje apoptozu. Kako bi izbegle sopstveno unistenje
od strane imunog sistema, neke tumorske celije smanjuju koli¢inu Fas receptora na plazma
membrani, ekspresuju nefunkcionalne Fas receptore, sekretuju velike koli¢ine rastvornog Fas
receptora koji zarobljava Fas ligande, ili same sekretuju Fas ligand i na taj nacin vrSe kontranapad
(Cheng i drugi, 1994; Cefai i drugi, 2001; Elnemr i drugi, 2001; Koyama i drugi, 2001).

Prihvaceni nacini leCenja kancera ukljucuju operaciju, zra¢enje i hemoterapiju. Lekovi koji
se koriste u hemoterapiji uglavnom omogucéavaju privremeni nestanak simptoma, produzetk zivota
i u nekim sluc¢ajevima dovode do izleenja. Uspes$nim antikancer lekom smatra se onaj koji ubija ili
onesposobljava tumorske ¢elije bez veceg Stetnog delovanja na normalne ¢elije. Medutim, do sada
otkriveni antitumorski lekovi imaju slabu selektivnost, pa deluju i na zdrave celije, §to dovodi do
brojnih nezeljenih posledica. Vise od 50% ovih lekova su prirodni proizvodi ili njihovi
semisintetski derivati (Kingston, 2011). Pored onih koji su prihvac¢eni u oficinalnoj medicini,
postoji jo$ veliki broj prirodnih proizvoda za koje je dokazano antitumorsko delovanje, ali su
klini¢ke studije jo§ uvek u toku. Ovi proizvodi pretezno poticu iz visih biljaka (preko 25%), dok su
drugi izolovani iz mikroorganizama, gljiva i marinskih organizama (Cragg i Newman, 2013). Neki
od najpoznatijih lekova biljnog porekla koji se primenjuju u klini¢koj praksi su paklitaksel
(Taxol®), koji je izolovan iz Taxus vrsta, i njegovi semisintetski analozi docetaksel i kabazitaksel,
zatim semisintetski derivati lignana epipodofilotoksina — etopozid i tenipozid, alkaloidi vinblastin i
vinkristrin i semisintetski derivati hinolinskog alkaloida kamptotehina — topotekan, irinotekan i
belotekan. Vecina ovih lekova deluje tako Sto na razli¢ite nacine indukuje apoptozu (Taraphdar i
drugi, 2001). Brojna istrazivanja pokazala su da i mnogi drugi prirodni proizvodi, naro¢ito pojedine
fenolne kiseline, flavonoidi i sumporna jedinjenja, pokreéu apoptozu u neoplasti¢énim ¢éelijama i to
tako $to ili stimuliSu indukcione faktore apoptoze ili sprecavaju delovanje njenih inhibitora, pri
¢emu je efekat na zdrave ¢elije mnogo manje izrazen (Chiao i drugi, 1995; Rao i drugi, 1995;
Samaha i drugi 1997; Anantharaman i drugi, 2014).

Pored primene prirodnih proizvoda u terapiji kancera, veoma je vazna i njihova uloga u
prevenciji ovih oboljenja. Brojne epidemioloske studije ukazale su da ishrana bogata hranom
biljnog porekla (voce i povrée), moze da smanji rizik od razvoja kancera, $to je doprinelo njenom
znacaju kao funkcionalne hrane (Block i drugi, 1992; Reddy i drugi, 1997; Imai i drugi, 1997;
Knekt i drugi, 2002; Pedersen i drugi, 2003; Beecher, 2003; Aggarwal i Shishodia, 2006; Benetou i
drugi, 2008).

Danas se smatra da indukovanje apoptoze u tumorskim ¢elijama moze zna¢ajno da doprinese
kontroli, terapiji i prevenciji kancera. Testovi na Celijama kojima se ispituju fenomeni vezani za
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¢elijsku smrt Siroko se primenjuju u razvoju lekova. Pored samog kvantifikovanja celijske smrti,
vazno je da ovi testovi omoguée i odredivanje mehanizma putem kojeg potencijalni lekovi
moduliraju ¢éelijsku smrt. To znaci da ovi testovi treba da identifikuju kako podprogram éelijske
smrti, tako i da omoguce dekonvoluciju biohemijskih kaskada i identifikaciju signalnih molekula
koji su inhibirani ili pobudeni delovanjem potencijalnog leka.

2.4.4.3 Metode za ispitivanje éelijske smrti

U poslednjih nekoliko decenija razvijene su brojne metode za ispitivanje Celijske smrti i
pracenje uticaja razlicitih agenasa na nju. Tu spadaju metode za odredivanje vijabilnosti ¢elija,
zatim metode odredivanja tipa Celijske smrti i na kraju metode ispitivanja mehanizma celijske
smrti. Narocito Siroku primenu ove metode su nasle u razvoju lekova, gde je potrebno odrediti ne
samo stepen inhibicije ili aktivacije ¢elijske smrti potencijalnim lekom, nego i mehanizam kojim on
vr§i modulaciju ovog procesa.

Metode za odredivanje vijabilnosti éelija

Metode za odredivanje vijabilnosti ¢elija, tj. broja zZivih ¢elija u uzorku, su najjednostavnije i
obi¢no se koriste za odredivanje citotoksi¢nosti tj. sposobnosti nekog hemijskog agensa (leka,
toksina patogena ili jedinjenja iz hrane ili kozmetickog proizvoda) da izazove ¢elijsku smrt. Takode
se koriste za odredivanje stepena celijske proliferacije pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima.
Prva grupa ovih metoda zasniva se na povecanoj propustljivosti membrane mrtvih ¢elija u odnosu
na zive Celije, zbog Cega odredeni reagensi (tripan plavo, propidijum jodid, 7-aminoaktinomicin D)
selektivno ulaze samo u mrtve ¢éelije, gde reaguju sa celijskim proteinima ili DNA, §to dovodi do
promene boje. Obojene celije se prebrojavanju pomocu citometra, svetlosnog ili fluorescentnog
mikroskopa i izracunava se procenat zivih ¢elija kao odnos broja zivih ¢elija i ukupnog broja celija.
Druga grupa metoda za odredivanje vijabilnosti zasniva se na bojenju zivih ¢elija, pri ¢emu se
intenzitet boje meri spektrofotometrijski ili fluorimetrijski. Reagensi za bojenje koji se najcesce
koriste su: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil  tetrazolium bromide (MTT), resazurin,
sulforodamin B (SRB), N-heksametilpararozanilin (kristal-violet — CV (“cristal violet”)). U MTT
testu mitohondrijalna dehidrogenaza zivih ¢elija redukuje Zuto obojeni MTT u plavo-ljubiéasti
formazanski proizvod, ¢ija se absorbancija meri na 570 nm (Mosmann, 1983). U resazurinskom
testu, plavo obojeni nefluorescentni oksidovani resazurin ulazi u c¢eliju gde biva redukovan u
crveno obojeni fluorescentni rezorufin, $to se moze pratiti kolorimetrijski ili fluorometrijski
(O’Brien i drugi, 2000). Resazurin nije toksican za ¢elije i stabilan je u medijumu za gajenje, pa je
posebnu primenu naSao kod kontinualnog pracenja celijske proliferacije i merenja kinetike (Zhang i
drugi, 2004). U SRB testu se fluorescentna anjonska boja sulforodamin B elektrostaticki vezuje za
pozitivno naelektrisane aminokiselinske ostatke ¢elijskih proteina dajuci izrazito stabilne konjugate
koji fluoresciraju jarko crveno (Skehan i drugi, 1990). Intenztet boje koji se odreduje
spektrofotometrijski na 540 nm direktno je proporcionalan broju Zivih ¢elija. U CV (“cristal
violet”) testu N-heksametilpararozanilin ulazi u zivu ¢eliju, vezuje se za DNA 1 boji ¢eliju u
ljubicasto (Flick i1 Gifford, 1984). Intenzitet boje meri se na 540 nm i direktno je proporcionalan
broju zivih ¢elija (Gillies i drugi, 1986; Fujii i drugi, 1987). Za pracenje celijske proliferacije moze
se koristiti i BrdU test, u kome se 5-bromo-2’-deoksiuridin dodaje u medijum (Raza i drugi, 1985).
Ovaj sintetski analog timidina se prilikom replikacije, koja prethodi ¢elijskoj deobi, ugraduje u
novosintetisane DNA molekule proliferirajucih ¢elija umesto timidina. Celije sa BrdU ugradenim u
DNA se zatim vizuelizuju i kvantifikuju spektrofotometrijski ili hemiluminiscentnom metodom
(Schulze-Osthoff, 2008). Pored metoda koje se zasnivaju na bojenju Zivih ili mrtvih Celija, za
procenu vijabilnosti koristi se i metoda odredivanja intracelularne koncentracije ATP-a, zbog
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¢injenice da jedino zive Celije proizvode ATP. Medutim, smanjena koncentracija ATP-a ne mora
uvek da znaci da su ¢elije mrtve (Galluzzi i drugi, 2009).

U ovom radu, za pradenje uticaja ekstrakata vrsta roda Allium na ¢elijski rast zdravih i
tumorskih celija odabrana je metoda bojenja zivih celija fluorescentnom anjonskom bojom
sulforodamin B, jer je jednostavna, osetljiva, primenljiva na sve vrste Celija i pokazuje bolju
linearnost odnosa absorbance i broja ¢elija u poredenju sa MTT testom, pa se moze Koristiti za
ispitivanje Sireg opsega koncentracija citotoksi¢nog agensa (Keepers i drugi, 1991).

Metode za odredivanje tipa Celijske smrti

Najpouzdanije metode za odredivanje tipa celijske smrti zasnivaju se na razlikama u
morfoloskim karakteristikama izmedu apoptoze, nekroze i autofagije, i tu spadaju fluorescentna
mikroskopija, elektronska mikroskopija i protocna citometrija (Kepp i drugi, 2011). Medutim, ove
metode zahtevaju skupu opremu, dobro obuceno osoblje i nisu naroCito pogodne za odredivanje
stepena apoptoze, za Cije izraCunavanje je potrebno posmatranje velikog broja ¢elija. Zbog toga je
razvijen Citav niz metoda u kojima se pacenjem biohemijskih parametara mogu identifikovati i
kvantifikovati celije sa odredenim tipom ¢elijske smrti. S obzirom da je proces apoptoze veoma
kompleksan i strogo kaskadno regulisan, broj parametara koji moZze biti pracen je veliki. Tako se
mogu pratiti: aktivnost specificnih kaspaza, DNA fragmentacija, mitohondrijalni poremecaji,
izlazak fosfatitilserina na spoljasnju stranu membrane (Schulze-Osthoff, 2008).

Aktivacija kaspaza je bila univerzalni marker apoptoze pre nego $to su otkriveni apoptotski
putevi koji su nezavisni od kaspaza. Pored toga, otkriveno je da pojedine kaspaze imaju ulogu i u
neapoptotskim procesima, $to je smanjilo njihov znacaj kao markera. Medutim, u kombinaciji sa
drugim metodama, metode za kvantifikaciju kaspazne aktivnosti se i dalje koriste za detekciju
apoptoze. One se uglavnom zasnivaju na imunoloskim principima, pri ¢emu se koriste antitela
specificna za aktivirane kaspaze ili proizvode nastale katalitickom aktivno$¢u ovih enzima.
Takode, mogu biti zasnovane i na dodatku egzogenih proluminescentnih ili fluorogenih supstrata
ovih enzima, pri ¢emu se meri koli¢ina nastalih luminescentnih ili fluorescentnih proizvoda
(Galluzzi i drugi, 2009).

Medu najce$¢e primnjivanim metoda u odredivanju tipa celijske smrti su one koje se
zasnivaju na detekciji DNA fragmenata. Internukleozomalna fragmentacija DNA delovanjem
endogenih endonukleaza je obavezna karakteristika apoptoze, dok kod nekroti¢nih ¢elija dolazi do
kasnije i nasumi¢ne DNA fragmentacije usled oslobadanja lizozomalnih DNA-aza. Tehnike za
detekciju DNA fragmenata zato nisu strogo specifi¢ne za apoptozu, ali se prethodnim razdvajanjem
apoptoti¢nih od nekroti¢nih ¢elija centrifugiranjem mogu dobiti rezultati za svaki tip ¢elija posebno
(Schulze-Osthoff, 2008). Tradicinonalna tehnika za dokazivanje internukleozomalne DNA
degradacije je gel elektroforeza (Wyllie, 1980). Primenom ove tehnike DNA fragmenti se
razdvajaju, pri ¢emu se apoptoticne celije prepoznaju po karakteristicnom rasporedu DNA
fragmenata na gelu (oblik merdevina, eng. ,,DNA ladder®), dok se kod nekroti¢nih ¢elija na gelu
javlja samo razvu¢ena mrlja nasumi¢no fragmentisane DNA. Takode, veoma elegantna metoda za
kvantifikaciju apoptotskih Celija je osetljiva enzimska sendvi¢-imunoadsorbciona tehnika (ELISA)
koja koristi anti-histon i anti-DNA antitela za detekciju mono- i oligonukleozoma nastalih
internukleozomalnom fragmentacijom DNA (Schulze-Osthoff, 2008). Pored nje, u $irokoj upotrebi
je 1 TUNEL metoda, kod koje se za obelezavanje krajeva DNA fragmenata koristi enzim
terminalna transferaza (Gavrieli i drugi, 1992). Ovaj enzim katalizuje vezivanje dUTP derivata na
krajeve DNA fragmenata, $to se moze kvantifikovati proto¢nom citometrijom ili fluorecsentnom
mikroskopijom na osnovu imunoperoksidazne reakcije.
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Detekcija fosfatidilserina na povrsini apoptotskih ¢elija fluorescentnim ili imuno- metodama
se takode koristi kao marker apoptoze, ali i ona ima nedostatke (Kepp i drugi, 2011). Naime, do
izlaska fosfatidilserina na povrSinu celije kao signala za fagocitozu ne dolazi kod svih apoptotskih
¢elija, a s druge strane se ovaj proces moze javiti i kod stanja koja nisu vezana za Celijsku smrt
(Fischer i drugi, 2006).

Za utvrdivanje tatnog mehanizma celijske smrti mogu se pratiti biohemijski parametri
specificni za pojedine signalne puteve. Tako se npr. moze odredivati propustljivost membrane
mitohondrija (MMP), pojave koja je prvenstveno karakteristicna za intracelularni put inicijacije
apoptoze, mada delimi¢no moze da bude ukljucena i u ekstracelularni put. Pro-apoptotski proteini
indukuju MMP, a posledica ovoga je rasipanje trans-membranskog potencijala mitohondrije,
prestanak sinteze ATP-a, prekomerna produkcija ROS i oslobadanje citotoksi¢nih proteina iz
intermembranskog prostora mitohondrije u citozol (Kroemer i drugi, 2007). Razvijene su brojne
metode za pracenje svakog od ovih pojedinacnih dogadaja. NarocCito su znaCajne metode na
izolovanim mitohondrijama jer se, u odnosu na cele celije, znatno lak§e mogu kontrolisati
eksperimentalni uslovi i pratiti samo Zeljeni parametri (Zoratti i drugi, 2005). Ovim metodama se
za relativno kratko vreme mozZe ispitati uticaj velikog broja razliCitih jedinjenja na bubrenje
mitohondrija i MMP, kao i potencijalni inhibitorni uticaj na aktivnost apoptozoma ili aktivnost pro-
apoptotskih proteina (Stavrovskaya i drugi, 2004).

Za detekciju nekroze najcesce se koriste jednostavne metode zasnovane na biohemijskoj
kvantitaciji intracelularnih proteina (uglavnom enzima) oslobodenih iz celije usled oStec¢enja
plazma membrane. Tu spadaju fluorometrijsko ili kolorimetrijsko odredivanje glukoza-6-fosfat
dehidrogenaze (G6PD) i laktat dehidrogenaze (LDH) (Galluzzi i drugi, 2009), zatim kvantitacija
HMGBL1 proteina (eng. “high-mobility group protein B1”’) ELISA metodom ili fluorescentnom
mikroskopijom (Scaffidi i drugi, 2002). Nedavno je otkriveno da se i ciklofilin A, citozolna
peptidil-prolil cis-trans izomeraza, oslobada iz ¢elije u ranim fazama nekroze i da se njena
kvantitacija ELISA kitovima moZe Kkoristiti kao biohemijski marker nekroti¢nih ¢elija
(Christofferson i Yuan, 2010).

Za identifikaciju autofagije koriste se elektronska mikroskopija za kvantitaciju autofagozoma
i autofago lizozoma, imunobloting metode i imunofluorescentna mikroskopija za detekciju
specificnih lipida koji ucestvuju u izgradnji membrane autofagozoma ili detekciju proizvoda
degradacije autofagic¢nih supstrata (Kepp i drugi, 2011).

Medutim, sve navedene metode za odredivanje tipa Celiske smrti imaju svoje prednosti i
nedostatke, prvenstveno zato Sto vrlo Cesto dolazi do delimi¢nog preklapanja procesa apoptoze sa
procesom nekroze, a i mnogi ¢elijski medijatori nisu specificni samo za proces ¢elijske smrti, ve¢
se javljaju 1 u drugim procesima. Takode, putevi apoptoze nisu univerzalni za sve tipove celija.
Zbog toga je vazno napraviti dobar odabir metoda prilikom planiranja eksperimenta (Schulze-
Osthoff, 2008).

U ovom radu, za relativnu kvantifikaciju apoptoze i nekroze i njihovu diferencijaciju
kori$éena je osetljiva enzimska sendvi¢-imunohemijska tehnika (ELISA), koja se zasniva na
kvantifikaciji DNA fragmenata kompleksiranih sa histonima (mono- i oligonukleozoma), nastalih
internukleozomalnom fragmentacijom DNA (Cell Death Detection ELISA™® kit). Nakon
centrifugiranja ¢elijske kulture, mono- i oligonukleozomi koji poti¢u iz nekroti¢nih ¢elija nalaze se
u supernatantu i iz njega se odreduju, dok se apoptotska tela koja se nalaze u talogu prvo liziraju, a
zatim se u lizatu odreduju mono- i oligonukleozomi. S obzirom da antitela koja se koriste u ovom
testu nisu specifi¢na za odredenu vrstu ¢elija, kit je primenljiv na veliki broj razli¢itih vrsta ¢elija.
Prednosti ove metode su da se iz istog uzorka mogu zasebno odrediti i nekroticne i apoptoti¢ne
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¢elije, brza je i jednostavna, postize se veoma velika osetljivost i pogodna je za rad sa velikim
brojem uzoraka (eng. ,,high-throughput screening®).

2.5 FARMAKOLOSKE AKTIVNOSTI | MEDICINSKI ZNACAJ VRSTA
RODA ALLIUM

Crni (Allium cepa L.) i beli luk (A. sativum L.) se zbog specifi¢nog ostrog ukusa i mirisa
vekovima gaje i koriste kao povrée i zaini u ljudskoj ishrani Sirom sveta. Pored ove dve
najpoznatije vrste, u veoma $irokoj upotrebi su i gajene vrste — praziluk (A. porrum L.), aljma ili
zimski luk (A. fistulosum L.), kozjak (A. cepa var. aggregatum, A. ascalonicum Hort.), sremus (A.
ursinum L.), luk biserac (A. ampeloprasum L.), vlasac (A. schoenoprasum L.) i kineski vlasac (A.
tuberosum L.) (Lanzotti, 2006). Sli¢an ukus i miris imaju i divlje vrste roda Allium i sve spadaju u
jestive biljke. Listovi i cvetovi se najéeSce koriste svezi u salatama. Listovi se mogu jesti i kuvani u
supama i varivima. Lukovice divljih lukova se takode mogu koristiti u ishrani, iako su znatno
sitnije od lukovica gajenih lukova. Lukovi se veoma lako gaje i dobro uspevaju u bastama (Plants
for a future, 2013).

Pored primene u kulinarske svrhe, beli i crni luk se zbog svojih lekovitih svojstava koriste od
davnina i u medicinske svrhe. Crni luk se u tradicionalnoj medicini mnogih zemalja preporucuje
protiv bola i otoka posle uboda osa ili pcela, za lecenje bakterijskih infekcija (dizenterije), Cireva,
rana, oziljaka, astme, bronhitisa, kolere, bola u uhu, groznice, visokog krvnog pritiska, zutice i
drugih infektivnih i inflamatornih bolesti. Zabelezena je i njegova upotreba kao diuretika,
antihelmintika, afrodizijaka, emenagoga, sredstva za iskaSljavanje i kao pomoc¢nog sredstva u
terapiji dijabetesa (WHO, 1999). Beli luk se u narodnoj medicini koristi u tretmanu infekcija
respiratornih puteva i urinarnog trakta, u leCenju dispepsije, reumatskih stanja, astme i bronhitisa,
zatim kao antipiretik, diuretik, emenagog, ekspektorans, sedativ, afrodizijak, sredstvo protiv
nadimanja (WHO, 1999).

Kako bi se opravdala ovako Siroka primena belog i crnog luka, u poslednjih pedeset godina
sproveden je izrazito veliki broj nau¢nih istrazivanja, koja su potvrdila da ovi lukovi ispoljavaju
Citav spektar farmakoloskih aktivnosti. Tako je dokazano da beli luk poseduje antimikrobnu
(Benkeblia, 2004), antidijabetsku (Ashraf i drugi, 2011) i antiproliferativnu aktivnost (Yang i drugi,
2001; Thomson i Ali, 2003), redukuje rizik od kardiovaskularnih bolesti (Thomson i drugi, 2006) i
stimuliSe imuni odgovor organizma (Lau i drugi, 1991). IstraZivanja bioloskih aktivnosti crnog luka
radena su u mnogo manjem obimu nego u slucaju belog luka, ali je i za ovu vrstu dokazano da
pokazuje visoku antioksidantnu, antidijabetsku, antiinflamatornu, antimikrobnu, antikancerogenu,
antihiperlipidemi¢nu, hipotenzivnu, hipoglikemi¢nu, bronhodilatatornu, diuretsku, i antitrombotsku
aktivnost (Gorinstein i drugi, 2008; Bora i Sharma, 2009; Lee i drugi, 2008).

Za neke od ovih aktivnosti potvrdena je i terapijska efikasnost u zvani¢noj medicini, §to je
omogucilo da primena crnog i belog luka bude odobrena od strane razlicitih komisija za registraciju
biljnih preparata (Blumenthal i sar., 1999; WHO, 1999; Ph. Eur. 3, 1997; Ph. Eur. 6, 2007; British
herbal pharmacopeia, 1990; African pharmacopoeia, 1985).

2.5.1 Antimikrobna aktivnost

Naucni interes za lekovitost belog luka poc¢eo je u drugoj polovini XIX veka, kada je
utvrdeno da ova biljka sprecava rast i razmnoZzavanje odredenih sojeva bakterija. 1930. godine
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nemacki nauc¢nik Leman F. A. je eksperimentalno utvrdio da beli luk sprecava rast Bacillus
proteus. Za vreme II svetskog rata beli luk se zbog antisepticnog delovanja koristio u prevenciji
gangrene (Bozin, 2009). Kasnije je eksperimentalno potvrdeno da beli luk ispoljava antibiotski
efekat na Sirok spektar gram-(+) i gram-(-) bakterija kao $to su Escherichia coli, Salmonella sp.,
Shigella sp., Neisseria gonorrhoeae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Klebsiella sp., Proteus sp., Bacillus sp., Clostridium sp., Mycobacterium sp., Micrococcus sp. i
Pseudomonas sp. (Elnima i drugi, 1983; Ankri i Mirelman, 1999; Amagase i drugi, 2001;
Benkeblia, 2004; Ross i drugi, 2001; Bakri i Douglas, 2005; Ruddock i drugi, 2005, Delaha i
Garagusi, 1985; Harris i drugi, 2001). Efikasnost alicina i ekstrakta belog luka na Shigella flexneri,
uzro¢nika Sigeloze, potvrdena je i predklinickim ispitivanjima (Chowdhury i drugi, 1991).
Cavallito i Bailey su 1944. godine prvi ustanovili da se antibakterijska aktivnost belog luka moze
pripisati alicinu, a kasnije je potvrdeno da su i ostala isparljiva sumporna jedinjenja prisutna u
etarskom ulju odgovorna za snazno antimikrobno delovanje (Matsuura, 1997; Ankri i Mirelman,
1999). Smatra se da je sposobnost alicina da reaguje sa tiolnim grupama razli¢itih enzima bakterija
odgovorna za njegovu antimikrobnu aktivnost (Ankri and Mirelman 1999). Dalja ispitivanja
ukazala su na to da su sumporna jedinjenja belog luka efikasna i protiv Helicobacter pylori,
uzrocnika ¢ira na zelucu (Cellini i drugi, 1996; Mahady, 2001). Za crni luk je takode dokazana
antimikrobna aktivnost, ali znatno manja u poredenju sa aktivnos¢u belog luka (Elnima i sar., 1983;
Kim 1997; Benkeblia, 2004; Bakht i drugi, 2013; Hughes i Lawson, 1991; Santas i drugi, 2010),
dok su dva derivata alkaloida kantina izolovana iz A. napolitanum, pokazala inhibitorni potencijal
na rast Mycobacterium sp. i Staphylococcus aureus (Donnell i Gibbons, 2007). Etarsko ulje
izolovano iz cvasti A. sphaerocephalon pokazalo je jaku antibakterijsku aktivnost naro€iti prema
vrsti Pseudomonas aeruginosa (Lazarevi¢ i drugi, 2011). Ekstrakti samoniklih predstavnika tipi¢ne
sekcije Allium sa teritorije Srbije (A. scorodoprasum, A. rotundum, A. sphaerocephalon, A. vineale,
A. guttatum i A. atroviolaceum) pokazali su snazno antibakterijsko delovanje na gram-pozitivne
bakterije, dok na gram negativne bakterije nisu imali efekta (Bozin, 2009). Takode, nekoliko in
ViVO istrazivanja na zivotinjama i ljudima pokazala su da oralno konzumiranje svezeg zdrobljenog
belog luka ili etarskog ulja belog luka ima sistemski antimikrobni efekat na pluca, bubrege, mozak,
krv i cerebrospinalnu te¢nost (Lawson, 1998).

Pored antibakterijskog delovanja, utvrdeno je da beli luk ispoljava i snaznu antifungalnu
aktivnost na razliite plesni i gljivice kao §to su Candida sp., Cryptococcus sp., Trichophyton sp.,
Epidermophyton sp. i Microsporum sp. (Davis drugi, 1994; Hughes i Lawson, 1991; Yamada i
Azuma, 1997; Ankri i Mirelman, 1999; Shams-Ghahfarokhi i drugi, 2006), kao i na gljivice koje
produkuju mikotoksine (Aspergillus parasiticus, A. niger, A. flavus i A. fumigates) (Yin i Tsao,
1999; Benkeblia, 2004). Takode, najnovija ispitivanja su pokazala da etarsko ulje belog luka
deluje antifungalno na uzro¢nike koznih mikoza kod ljudi (Trichophyton rubrum, T. erinacei i T.
soudanense) (Pyun i Shin, 2006), dok su gljiviéni sojevi Malassezia furfur i Candida sp. bili
osetljivi na delovanje vodenog ekstrakta crnog luka (Shams-Ghahfarokhi i drugi, 2006). Derivati
cimetne Kkiseline izolovani iz Persijskog praziluka (Allium ampeloprasum subsp. persicum)
pokazali su antifungalnu aktivnost na sojevima Penicillium italicum, Aspergillus niger, Botrytis
cinerea i Trichoderma harzianum (Sadeghi i drugi, 2013), dok su ekstrakti A. rotundum subsp.
waldsteinii i A. scorodoprasum ispoljili znacajno antifunglano delovanje na Candida albicans i
Candida tropicalis (Bozin, 2009). Antifungalnu aktivnost pokazali su i A. porrum (Fattorusso i
drugi, 1999), A. obliguum (Parvu i drugi, 2009), A. ursinum (Parvu i drugi, 2011), Allium
sphaerocephalon (Lazarevi¢ i drugi, 2011), A. senescens, A. fistulosum, A. ascalonicum, A.
neapolitanum (Vlase i drugi, 2012). N-feruloiltirozin i N-feruloiltiramin, koji su izolovani iz korena
belog luka, pokazali su jako antifungalno delovanje na Fusarium culmorum (Fattorusso i drugi,
1999).
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Alicin i preparati na bazi svezeg belog luka ispoljavaju i znacajnu in vitro i in vivo
antiviralnu aktivnost. Ovo je naroéito znacajno jer infektivne bolesti uzrokovane virusima
predstavljaju veliki problem, s obzirom da za mnoge bolesti ne postoje odgovarajuci antiviralni
lekovi, a za one za koje postoje, terapija obicno traje mnogo duze nego kada su etioloski faktor
infekcije drugi mikroorganizmi. Broj agenasa koji deluje na viruse je relativno mali, zbog Cega je
neophodno iznalazenje novih antiviralnih supstanci koje bi se koristile ne samo u terapijske svrhe,
vec 1 u cilju prevencije virusnih oboljenja. Bez obzira da li agens deluje na neku od faza replikacije
virusa, ili inaktivira ekstracelularne forme virusa, tj. virione, on se naziva antiviralni agens. U
kontekstu sa ovim drugim na¢inom delovanja Cesto se koristi i pojam virucidna aktivnost. Prirodni
proizvodi predstavljaju vazan izvor ovih jedinjenja, zbog cega se poslednjih godina intenzivno
proucavaju (Reichling i drugi, 2009; Gravin i drugi, 2010). Virusi osetljivi na delovanje sumpornih
jedinjenja belog luka su koksaki virus, humani citomegalovirus (HCMV), virus influence tip B,
Herpes simplex tip 1 i 2, virus para-influence tip 3, humani rinovirus tip 2, Vaccinia virus i
vezikularni stomatitis virus, humani imunodeficijentni virus (HIV) (Tsai i drugi, 1985; Park i drugi,
2005; Tatarintsev i drugi, 1992; Weber i drugi, 1992; Harris i drugi, 2001).

Istrazivanja antihelmintskog delovanja belog luka pokazala su da je veci broj crevnih
parazita (Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Trypanosoma) osetljiv na alicin i ostala
sumporna jedinjenja belog luka (Ankri i drugi, 1997; Lun i drugi, 1994).

U literaturi ima svega nekoliko podataka vezanih za antimikrobnu aktivnost vrsta iz sekcije
Codonoprasum. Naime, samo za vrstu A. flavum dokazano je antibakterijsko delovanje na G*
bakterije Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis (Curcic i drugi, 2012), kao i anti-Aspergillus
delovanje na Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger i A. restrictus (Radojevi¢ i drugi, 2011).

2.5.2 Antioksidantna aktivnost

Brojna in vitro i in vivo ispitivanja razli¢itih ekstrakata i preparata belog i crnog luka
potvrdila su njihov izuzetan antioksidantni potencijal, koji se ogleda u sposobnosti hvatanja ROS,
sposobnosti  heliranja jona prelaznih metala, povecanju aktivnosti antioksidantnih enzima
(superoksid-dizmutaze, katalaze i glutation-peroksidaze, glutation-S-transferaze i glutation-
reduktaze), povecanju koli¢ine redukovanog glutationa, inhibiciji lipidne peroksidacije i inhibiciji
oksidacije LDL-holesterola (Lawson, 1998; Lanzotti, 2006; Gedik i drugi, 2005; Nishimura i drugi,
2004; Yang i drugi, 2004). Crni luk ima vecu sposobnost hvatanja slobodnih radikala od belog
luka, a crveni varijetet crnog luka je aktivniji od Zutog (Nuutila i drugi, 2003; Gorinstein, 2008). U
slucaju belog luka antioksidantna aktivnost se uglavnom pripisuje sumpornim jedinjenjima
nastalim delovanjem aliinaze (alicin, dialil-disulfid, dialil-trisulfid) i sumpornim jedinjenjima
prisutnim u ,,zrelom* ekstraktu belog luka — S-alilcisteinu (SAC) i S-alilmerkaptocisteinu (SAMC),
dok su kod crnog luka za antioksidantnu aktivnost najzasluznija fenolna jedinjenja (Kim i drugi,
1997; Ide i drugi, 1996; Nishimura i drugi, 2004; Yin i drugi, 2002; Gorinstein, 2008; Kaur i drugi,
2009). Utvrdeno je da od sumpornih jedinjenja prisutnih u lukovima snazno inhibitorno delovanje
na oksidaciju LDL-holesterola ispoljavaju derivati cisteina (S-metil-, S-propil- i S-alil-L-cistein, S-
metil- i S-propil-L-cisteinesulfoksid), trisulfidi (dimetil-, dialil-, dietil-, di-n-propil-, diizopropil-,
di-n-butil-trisulfid) i 2-vinil-4H-1,3-dithiin, i 3,4-dihidro-3-vinil-1,2-dithiin, dok S-alil-L-cistein
sulfoksid i disulfidi (dialil-, di-n-butil-, diizopropil-, di-n-propil-, dietil- i dimetil-disulfid) ne
pokazuju znacajniju aktivnost (Nishimura i drugi, 2004). Kim i saradnici (2005) su ispitivali
antioksidatnu aktivnost flavonoidnih glikozida (izokvercitrina, rejnoutrina, astragalina i
izoramnetin 3-O-B-D-glukopiranozida) izolovanih iz listova i izdanaka belog luka i njihovih
aglikona (kvercetina, kemferola i izoramnetina) pomoc¢u nekoliko testova: DPPH test, sposobnost
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hvatanja OH radikala, i inhibicija peroksidacije linolenske kiseline. Utvrdili su da kvercetin i
njegovi glikozidi ispoljavaju jacu antioksidantnu aktivnost od kemferola i izoramnetina i njihovih
glikozida. Kvercetin iz crnog luka takode ima sposobnost da §titi LDL holesterol od oksidacije, i
na taj nac¢in smanjuje rizik od kardiovaskularnih bolesti (Lanzotti, 2006). U istrazivanjima na
miSevima dokazano je da dialil-trisulfid, koji se metaboliSe slicno kao allicin, mnogo efikasnije
uti¢e na povecanje koli¢ine endogenog glutationa i aktivnost glutation-S-transferaze od dialil-
sulfida (Lawson, 1998). Bozin i saradnici (2008) su utvrdili da ekstrakti celih biljaka mladog belog
luka sadrze veci sadrzaj fenolnih jedinjenja i pokazuju znatno veéu sposobnost hvatanja DPPH
radikala nego polarni ekstrakti zrele lukovice. Takenaka i saradnici su (2004) ispitivali uticaj
zagrevanja na stabilnost fenolnih jedinjenja (uglavnom glikozida kvercetina), koji su nosioci
antioksidantne aktivnosti crnog luka, i zakljucili da su ova jedinjenja veoma stabilna i otporna na
visoku temperaturu i da ne gube antioksidantnu sposobnost prilikom kuvanja hrane.

Pored crnog i belog luka zna¢ajnu antioksidantnu aktivnost in vitro pokazali su i ekstrakti i
etarska ulja samoniklih lukova. Tako je dokazano da etil-acetatni ekstrakti Allium vrsta
predstavnika podroda Melanocrommyum ispoljavaju izrazito visoku sposobnost hvatanja DPPH
radikala (viSu od sintetskog antioksidansa BHT) (Jedelska, 2007). Metanolni ekstrakti samoniklih
vrsta A. nevsehirense, A. sivasicum, A. dictyoprosum, A. scrodoprosum subsp. rotundum i A.
atroviolaceum pokazali su znaajan DPPH skevindZer potencijal i sposobnost inhibicije lipidne
peroksidacije (Tepe i drugi, 2005). Pored toga, pripadnici sekcije Allium (A. scorodoprasum, A.
rotundum, A. sphaerocephalon, A. vineale, A. guttatum i A. atroviolaceum) koji samoniklo rastu na
teritoriji Srbije, ispoljili su visok stepen antioksidantne aktivnosti in vitro (Bozin i drugi, 2009).
Najsnaznije in vitro antioksidantno delovanje u svim ispitivanim test sistemima (NO°, OH", DPPH",
H202, lipidna perkosidacija indukovana Fe2+/askorbatom i sistemom Fe2+/H202) ispoljili su
ekstrakti A. scorodoprasum dobijeni iz biljnog materijala poreklom sa FruSke gore i Deliblatske
pescare, kao i A. rotundum subsp. waldsteinii u vecini test-sistema. U in vivo eksperimentima na
zivotinjama ekstrakti dobijeni iz belog luka, bez obzira na fenofazu biljke i na¢in pripreme biljnog
materijala, i ekstrakt A. rotundum subsp. waldsteinii ispoljili su znacajno hepatoprotektivno
delovanje nakon indukcije oksidativnog stresa ugljentetrahloridom. Jasno je uocljivo njihovo
protektivno delovanje u procesima lipidne peroksidacije, uticaj na aktivnost enzima uklju¢enih u
ciklus glutationa (GSH-Px, GSH-R, GSH-(S)T) i koli¢inu glutationa, kao i na katalazu i
peroksidaze (Bozin, 2009). Etarsko ulje cvasti A. sphaerocephalon subsp. sphaerocephalon takode
ispoljava antioksidantnu aktivnost zbog prisustva sumpornih jedinjenja i to prvestveno 3,5-dietil-
1,2 4-tritiolana i n-propil 1-propenil tetrasulfida (Lazarevi¢ i drugi, 2011).

Stajner i saradnici (2006; 2008; 2009) su ispitivali antioksidantni status (aktivnost
antioksidantnih enzima, koli¢inu antioksidanasa i intenzitet lipidne peroksidacije) svezih gajenih
(Allium nutans L., A. fistulosum L., A. vineale L., A. pskemense B. Fedtsch, A. schoenoprasum L.,
A. cepa L. i A. sativum L.) i samoniklih (A. flavum L., A. sphaerocephalon L., A. atroviolaceum
Boiss, A. vineale L., A. ursinum L., A. scorodoprasum L., A. roseum L. i A. subhirsutum L.) lukova
i utvrdili da gajeni lukovi imaju vecu sposobnost odbrane od oksidativnog stresa od samoniklih
lukova, $to ukazuje na njihov potencijalno veci znacaj kao antioksidanasa.

Od svih vrsta sekcije Codonoprasum, sa aspekta antioksidantne aktivnosti do sada su
ispitivane samo vrste A. flavum i A. oleraceum. Curcic i saradnici (2012) pokazali su da acetonski,
etil-acetatni i metanolni ekstrati A. flavum imaju visok sadrzaj fenolnih jedinjenja i visoku
sposobnost hvatanja DPPH radikala. Etil-acetatni ekstrakt A. oleraceum je takode pokazao visoku
sposobnost hvatanja DPPH radikala (Jedelska, 2007).
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2.5.3 Antiinflamatorna aktivnost

Istrazivanja koja se odnose na antiinflamatornu aktivnost lukova nisu mnogobrojna, i
uglavnom se ti¢u inflamatornih procesa u vaskulatornom sistemu. Za crni i beli luk dokazano je da
ispoljavaju antiinflamatornu aktivnost, i to na razli¢itim nivoima. Jedan od nacina kako beli luk
ispoljava svoje antiinflamatorno delovanje je da inhibira oksidaciju LDL-a (lde i Lau, 2001).
Oksidovani LDL stimuliSe adheziju i agregaciju trombocita i pokreée razvoj inflamacije, $to
dovodi do oSte¢enja vaskularnog sistema. Oksidaciju LDL pokre¢u lipoksigenaze,
mijeloperoksidaza i NO sintaze. Supstance koje inhibiraju ekspresiju iNOS ili su dobri hvata¢i NO
ili superoksid anjon radikala, ili inhibiraju lipoksigenazu i mijeloperoksidazu Stite LDL od
oksidacije. Vodeni ekstrakt belog luka, “zreli” ekstrakt belog luka (AGE) i njihova glavna
komponenta S-alil cistein (SAC), deluju antiinflamatorno, jer inhibiraju iNOS u makrofagama i T
¢elijama posredstvom inhibicije aktivacije NF-KB, a samim tim inhibiraju i oksidaciju LDL (Geng i
drugi, 1997; Ide i Lau, 2001; Kim i drugi, 2001). SAC ne uti¢e na ekspresiju i aktivnost eNOS, ve¢
ima sposobnost da povecava biolosku raspolozivost i zivotni vek NO nastalog delovanjem eNOS u
endotelnim ¢elijama. Zahvaljujuéi svojoj antioksidantnoj sposobnosti, SAC uklanja superoksid
anjon radikal ¢ija je uloga da reaguje sa NO i inhibra njegovu biolosku aktivnost. Zbog ovih
efekata SAC deluje preventivno na nastanak ateroskleroze (Kim i drugi, 2001). Raso i saradnici
(2001) su dokazali da kvercetin i apigenin inhibiraju produkciju NO i PGE, u makrofagama. Uzrok
za smanjenu produkciju NO bila je inhibicija ekspresije iNOS, dok je do smanjenja koncentracija
PGE, dovelo inhibitorno delovanje ovih flavonoida na ekspresiju COX-2. Apigenin je smanjio
ekspresiju iNOS inhibicijom aktivacije NF-kB, dok kvercetin nije uticao na aktivaciju NF-KB, ve¢
je putem nekog drugog mehanizma inhibirao ekspresiju iINOS (najverovatnije modulacijom
aktivnosti enzima koji ucestvuju u vezivanju NF-KB za DNA) (Wadsworth i Koop, 1999). Mnoga
istrazivanja ukazuju na mogucnost da NO zapravo reguliSe aktivnost COX, pa je u tom slucaju
opravdano ocekivati da inhibitori iNOS istovremeno inhibiraju i ekspresiju COX (Salvemini i
drugi, 1994). Ekstrakti lista i cveta A. ursinum pokazali su takode antiinflamatornu aktivnost na
modelu akutne inflamacije izazvane terpentinskim uljem na pacovima. Kod pacova tretiranih
ekstraktima A. ursinum, fagocitna aktivnost i koncentraija azot-oksida bila je znatno smanjena, pa
je pretpostavljeno da ovi ekstrakti inhibiraju ekspresiju ili aktivnost NOS i na taj nacin spreavaju
razvoj inflamatornog odgovora (Parvu i drugi 2014).

Fenolna jedinjenja N-kafeoiltiramin i N-feruloiltiramin, izolovana iz A. sativum i A.
fistulosum, pokazali su zna¢ajnu inhibitornu sposobnost na aktivnost ciklooksigenaze 1 i 2 (COX-1
i COX-2), veoma slabu sposobnost inhibicije 15-LOX, dok na aktivnost 5-LOX nisu delovali
(Park, 2011).

Kim i saradnici (2005) utvrdili su merenjem sposobnosti inhibicije lipoksigenaze (LO) iz
soje i hijaluronidaze da flavonoidi izolovani iz listova i izdanaka belog luka ispoljavaju
antiinflamatornu aktivnost. Najja¢u antiinflamatornu aktivnost ispoljili su kvercetin i njegovi
derivati — izokvercitrin i rejnoutrin.

Antiinflamatorna aktivhost A. ascalonicum ispitivana je na modelu misa na kome je akutna
inflamacija indukovana intraperitonealnom injekcijom sir¢etne kiseline, i dokazano je da vodeni
ekstrakt znaCajno inhibira vaskularnu permeabilnost, najverovatnije zahvaljujuéi inhibiciji
oslobadanja inflamatornih medijatora. Poznato je da veéina ¢vrstih tumora pokazuje povecanu
vaskularnu permeabilnost, sli¢nu ili ¢ak visu od tkiva pod upalom. Tumor i upalna tkiva imaju
mnoge zajednic¢ke medijatore, kao $to su NO, bradikinin (BK) i prostaglandini, ¢iji je dominantni
fizioloski efekat povecanje vaskularne permeabilnosti. Povecana vaskularna permeabilnost tumora
1 upalnih tkiva moze biti osnov za razvoj makromolekularnih lekova selektivanih za odredene
tumore ili zapaljenske lezije (Mohammadi-Motlagh, 2011).
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Vodeni ekstrakti belog i crnog luka pokazali su slabu inhibitornu aktivnost na sintezu
tromboksana u trombocitima in vitro i tako smanjili agregaciju tombocita indukovanu
arahidonskom kiselinom (Srivastava, 1984). U eksperimentu na pacovima, takode je dokazano da
vodeni ekstrakt belog luka aplikovan oralno inhibira ekspresiju COX-2 indukovanu azoksimetanom
u Celijama debelog creva (Sengupta i drugi, 2004). Za razliku od polarnih ekstrakata, nepolarni
(hloroformski) ekstrakt crnog luka, izazvao je drasticno smanjenje produkcije tromboksana i
produkata lipoksigenaze u trombocitima, i tako snazno inhibirao agregaciju trombocita. Ovaj
ekstrakt nije imao uticaja na aktivnost fosfolipaze, $to znaci da nepolarna jedinjenja crnog luka
inhibiraju produkciju metabolita arahidonske kiseline u fazama kasnijim od faze oslobadanja
arahidonske kiseline iz fosfolipida (Srivastava, 1986). Nepolarni ekstrakti belog luka, medutim,
inhibirali su i inkorporaciju arahidonske kiseline u fosfolipide trombocita i degradaciju fosfolipida i
aktivnost COX i LOX (Srivastava, 1989) (Slika 2.41.). Trisulfidi izolovani iz nepolarnih frakcija
belog i crnog luka pokazali su inhibitorno delovanje na agregaciju trombocita, kao i na sintezu
tromboksana, dok su s druge strane indukovali sintezu novih metabolita lipoksigenaznog puta,
identifikovanih kao 10-hidroksi-11,12-epoksi-5,8,14-eikozatrienska kiselina (HEPA) i 8,11,12-
trihidroksi-5,9,14-eikozatrienska kiselina (THETE) (Makheja i Bailey, 1990). Kasnije je dokazano
da je jos jedna od aktivnih komponenti belog luka ajoen, za koga je potvrdeno da snazno inhibira i
ciklooksigenazni i lipoksigenazni put metabolizma arahidonske Kkiseline (inhibira sintezu
tromboksana A2 i 12-HETE) (Srivastava i Tyagi, 1993).

12-HPETE ——>  12-HETE

12-lipooksigenaza
beliluk (-}
crniluk (=)
AA ——— SPLAA — > AA
beli luk (-) fosfolipaza A2
beli luk (=) . prostaglandini
(PGE,, PGF,,, PGD,)
ciklooksigenaze
(COX-1i COX-2)
beli luk (-)
crniluk (=) prostaglandin endoperoksidi
—> (PGG,, PGH,)
trombo!(san sintaza \_} 12-HHT + MDA
beli luk {—)
H,0

L > TBX-A, ————> TBX-B,

Slika 2.41. Sema metaboli¢ke konverzije arahidonske kiseline (AA) u prostaglandine i druge
oksidacione produkte u trombocitima. Inhibitorno delovanje crnog i belog luka oznaceno je sa (—). PL-AA —
membranski fosfolipidi sa AA u B-polozaju; 12-HPETE — 12-hidroperoksieikozatetraenska kiselina; 12-
HETE — 12-hidroksieikozatetraenska kiselina; 12-HHT — 12-hidroksiheptadekatrienska kiselina; MDA —
malondialdehid; TBX —tromboksan (Ali i drugi, 2000).

Alicin takode inhibira agregaciju trombocita ali ne utice na metabolizam arahidonske
kiseline, ve¢ najverovatnije utic¢e na koncentraciju jona kalcijuma (Mayeux i drugi, 1988).

75



mr Nataa Simin Doktorska disertacija

Tiosulfinati i cepaeni izolovani iz crnog luka pokazali su snazno inhibitorno delovanje na 5-LOX iz
leukocita i COX iz mikrozoma, ¢ime se objasnjava antiasmati¢no delovanje crnog luka (Dorsch,
1997). Dokazano je da flavonoli, ukljucujuéi kemferol i kvercetin, snazno inhibiraju 5-LOX, ¢&iji
produkti 5-HETE i leukotrieni su ukljuceni u razvoj astme (Aggarwal i drugi, 2006). Lindahl i
Tagesson (1997) ispitivali su uticaj flavonoida na aktivnost fosfolipaze A, (PLA;) izolovane iz
razlicitih organizama i zakljucili da rutin i kvercetin selektivno inhibiraju izotipsku formu II ovog
enzima (PLA,-II). Takode su zakljucili da je za sposobnost flavonoida da inhibiraju PLA,
neophodno prisustvo nezasi¢ene veze i 4-0ksi grupe u prstenu C, dok prisustvo hidroksilnih grupa
u 3'-i 4'- polozajima prstena B omogucava selektivno inhibitorno delovanje na PLA,-11. Selloum i
saradnici (2003) su kasnije potvrdili antiinflamatornu aktivnost rutina u razli¢itim in vitro i in vivo
eksperimentima.

2.5.4 Antitumorska i antikancerogena aktivnost

Vrste roda Allium, narocito beli i crni luk, predmet su intenzivnih istraZivanja u pogledu
antitumorskog delovanja, jo§ od pedesetih godina proslog veka, kada su Wisberger i Pensky (1958)
prvi put dokazali in vitro i in vivo da tiosulfinatni ekstrakt belog luka inhibira rast tumorskih celija.
Od tada su uradene brojne epidemioloske, biohemijske i farmakoloske studije, kako bi se ispitao
hemopreventivni i antikancerogeni potencijal Allium vrsta (Ip i drugi, 1996; Lawson, 1998;
Bianchini i Vainio, 2001; Milner, 2001; Boivin i drugi, 2009). Tako je primeceno da visok unos
belog i crnog luka smanjuje rizik od sarkoma i karcinoma razliCitih tkiva i organa, kao $to su
zeludac, debelo crevo, prostata, besika, jetra, pluca, koza, mozak (Lau i drugi, 1990; Hu i drugi,
1999; Dorant i drugi, 1996; You i drugi, 1998; Le Marchand i drugi, 2000; Fleischauer i Arab,
2001). Takode, pove¢an unos zimskog luka (A. schoenoprasum) i vlasca (A. fistulosum) ima
zaStitni efekat na razvoj raka jednjaka i Zeluca (Gao i drugi, 1999), a unos praziluka i vlaSca
smanjuje rizik od raka prostate (Hsing i drugi, 2002). Pretpostavlja se da su za protektivno
delovanje vrsta roda Allium u prevenciji razli¢itih tipova tumora prvenstveno odgovorna sumporna
jedinjenja karakteristi¢na za ovaj rod, a zatim i polifenolna jedinjenja (Fimognari i drugi, 2009;
Han i drugi, 2013). Predlozeno je nekoliko mogué¢ih mehanizama njihovog hemopreventivnog
delovanja, a to su: inhibicija nastanka kancerogena, modulacija metabolizma kancerogena (npr.
indukcija enzima II faze detoksifikacije toksi¢nih materija), inhibicija oksidativnog oStecenja
zahvaljujuéi antioksidantnoj aktivnosti, inhibicija mutageneze, inhibicija formiranja DNA adukata,
inhibitorno dejstvo na rast tumora (zaustavljanje celijske deobe), inhibicija liooksigenazne i
ciklooksigenazne aktivnosti, stimulacija imunog odgovora i indukcija apoptoze (Srivastava, 1986;
Srivastava i Justesen, 1989; Perchellet i drugi, 1990; Guyonnet i drugi, 2001; Dirsch i Vollmar,
2001; lIzzo i drugi, 2004; Herman-Antosiewicz i Singh, 2004; Corzo-Martinez i drugi, 2007;
Fimognari i drugi, 2009; Wu i drugi 2011; Wang i drugi, 2012; Bianchini i Vainio, 2001; Li i drugi,
2002).

Epidemioloske studije pokazale su da je redovna konzumacija belog i drugih lukova koji su
zastupljeni u ishrani povezana sa smanjenom prevalencom karcinoma gastrointestinalnog trakta
(Witte i drugi, 1996; Lawson, 1998; Gao i drugi, 1999; Bianchini i Vainio, 2001). U jo$ jednoj
epidemioloskoj studiji potvrdeno je da postoji inverzna korelacija izmedu unosa crnog luka (kao
glavnog izvora kvercetina) i rizika od raka plu¢a (Le Marchand i drugi, 2000). Njihova zaStitna
uloga od nastanka karcinoma Zeluca i duodenuma delimi¢no se pripisuje antibakterijskom
delovanju na Helicobacter pylori, bakteriju koja se nalazi u etiologiji ove bolesti (You i drugi,
1998; O’Gara i drugi, 2000). Takode, organosumporna jedinjenja prisutna u lukovima imaju
zastitnu ulogu od hemijskih kancerogena zahvaljuju¢i svojoj antioksidantnoj aktivnosti i
sposobnosti da inhibiraju enzime koji aktiviraju kancerogene (familija citohrom P450 enzima)
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(Bianchini i Vainio, 2001; Fleischauer i Arab, 2001; Milner, 2001). Dialil-disulfid i dialil-trisulfid
pokazali su sposobnost da moduliraju citohrom P450 posredovanu aktivaciju kancerogena u
¢elijama karcinoma jetre (Chun i drugi, 2001). U in vivo eksperimentima na Zivotinjama dialil-
disulfid ispoljio je inhibitorni potencijal na kancerogenezu debelog creva i bubrega, dok je dialil
monosulfid ¢ak pojacao hepatokancerogenezu (Takahashi i drugi, 1992; Reddy i drugi, 1993).
Hemopreventivha uloga organosumpornih jedinjenja ogleda se i u njihovoj sposobnosti da
indukuju enzime za detoksikaciju kancerogena, kao §to su glutation-S-transferaza (GSH-(S)T),
epoksid hidrolaza i glukuronil transferaza, koji inaktiviraju toksi¢ne supstance i olakSavaju njihovo
izbacivanje iz organizma (Munday i Munday, 1999; Bianchini i Vainio, 2001; Thomson i Ali,
2003). Pokazalo se da i organoselenova jedinjenja prisutna u lukovima imaju mnogo jacu
protektivnu ulogu od hemijskih kancerogena u odnosu na sumporna jedinjenja (Ip i drugi 1996;
Arnault i Auger, 2006). U eksperimentima na pacovima dokazano je da i rutin ispoljava
hemopreventivne osobine, zaustavljaju¢i kancerogenezu indukovanu heterocikli¢nim aminima
(Hirose i drugi, 1999). Takode je dokazano da kvercetin smanjuje genotoksi¢nost indukovanu
aromati¢nim aminima u V79 celijama na taj nain $to inhibira aktivnost CYP1A2 iz familije
citohrom-P450 enzima, koji je ukljucen u bioaktivaciju ovog kancerogena (Lautraite i drugi, 2002).

Inhibicija proliferacije tumorskih ¢elija od strane sumpornih jedinjenja lukova dokazana je
na vecem broju ¢elijskih linija ukljucujuéi ¢elije tumora dojke (Sundaram i Milner, 1993), debelog
creva (Sundaram i Milner, 1996), plu¢a (Sakamoto i drugi, 1997), humanog neuroblastoma (Welch
i drugi, 1992), melanoma (Takeyama i drugi, 1993) i karcinoma prostate (Pinto i drugi, 1997).
Etarsko ulje crnog i belog luka snazno inhibira proliferaciju humanih celija promijeloidne
leukemije (Seki i drugi, 2000), dok ekstrakt belog luka inhibira rast humanih celija limfati¢ne
leukemije, hepatoma i kolorektalnog karcinoma (Siegers i drugi, 1999). Svez sok crnog luka
pokazao je citotoksi¢nu aktivnost na visoko-rezistentne celije leukemije (Votto i drugi, 2010).
Vodeni ekstrakt A. ascalonicum pokazao je inhibitorno delovanje na proliferaciju celija
fibrosarkoma mis$a, humanih T-¢elija akutne leukemije i1 humanih ¢elija eritroleukemije
(Mohammadi-Motlagh i drugi, 2011). Glavni mehanizam putem koga organosumporna jedinjenja
lukova ispoljavaju antiproliferativno delovanje je zaustavljanje celijskog ciklusa u G2/M fazi
(Tapiero i drugi, 2004). Dokazano je da metanolni ekstrakt sremusa (Allium ursinum) zaustavlja
¢elijsku deobu u G,/M fazi inhibicijom ciklina B u ¢elijama raka Zeluca Sto indukuje apoptozu (Xu
i drugi, 2003). Hosono i drugi (2005) koji su ispitivali uticaj isparljivih sumpornih jedinjenja belog
luka (alil-sulfida) na Celije humanog adenokarcinoma debelog creva, utvrdili su da broj sumpornih
jedinjenja u alil-sulfidu ima vaznu ulogu za njegovu antiproliferativnu aktivnost. Naime, dialil-
trisulfid pokazao je znatno jacu antiproliferativnu aktivnost u odnosu na dialil-disulfid i dialil-
monosulfid. Ovo se objasnjava Cinjenicom da od svih ispitivanih alil-sulfida, dialil-trisulfid
najlakSe vrsi oksidaciju sulfhidrilnih grupa cisteinskih ostataka B-tubulina, ¢ime je onemoguceno
formiranje mikrotubula pa se mitoza zaustavlja. Zaustavljanje ¢elijske deobe u M fazi praceno je
indukucijom apoptoze (Filomeni i drugi, 2003). Za S-alilmerkaptocistein (SAMC) dokazano je da
smanjuje koncentraciju poliamina, prvenstveno spermina, koji igra vaznu ulogu u ¢éelijskoj deobi i
na taj nacin inhibira proliferaciju tumorskih ¢elija (Pinto i drugi, 1997; Li i drugi, 2002). Pored
toga, mnoga organosumporna jedinjenja lukova pokazala su sposobnost stimulacije imunog
odgovara organizma domacina. Za ekstrakt belog luka dokazano je da povecava aktivnost NK
¢elija, indukuje oslobadanje citokina tipa interleukina (IL)-2, tumor nekrozis faktora (TNF)-a i
inteferona (INF)-y, pojaCava fagocitozu, aktivnost ¢elija ubica i imunoproliferaciju limfocita,
stimuliSe T-helper limfocite (THL) i ukupni Celijski imuni odgovor, §to se moZe primeniti za
antitumorsku imunoterapiju (Kyo i drugi, 1998; Lamm i Riggs, 2001; Thomson i Ali, 2003).

Sa druge strane, tretman Celija neuroblastoma (SH-SY5Y) dialil-disulfidom moze da dovede
i do povecane produkcije ROS, sto dovodi do indukcije apoptoze preko mitohondrijalnog puta
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(Filomeni i drugi, 2003). Sposobnost alil-sulfida da prekidaju ¢elijsku deobu i indukuju apoptozu
potvrdena je i na drugim humanim kancer ¢elijskim linijama (Sundaram i Milner, 1996a; Sakamoto
i drugi, 1997; Dirsch i drugi, 1998; Knowles i Milner, 1998; Sigounas i drugi, 1997; Hong i drugi,
2000; Nakagawa i drugi, 2001; Robert i drugi, 2001; Xiao i drugi, 2004; Wu i drugi, 2011). S-
alilmerkaptocistein (SAMC) (Sigounas i drugi, 1997) i ajoen (Li i drugi, 2002) indukuju apoptozu
u Celijama leukemije, alicin u nekoliko tumorskih ¢elijsklih linija (Oommen i drugi, 2004), dok
tiosulfinati (S-metil metan-tiosulfinat i S-metil 2-propen-1-tiosulfinat), izolovani iz vrste Allium
tuberosum inhibiraju proliferaciju i indukuju apoptozu (preko kaspaza-zavisnog i preko kaspaza-
nezavisnog puta) u ¢elijama humanog adenokarcinoma debelog creva (SW480 i HT-29), humanog
karcinoma dojke (MCF7), karcinoma jetre (HepG2) i karcinoma prostate (PC3 i LNCaPcloneFGC)
(Park i drugi, 2007; Kim i drugi, 2008; Lee i drugi 2009). U in vivo eksperimentima, tretman ovim
tiosulfinatima doveo je do znacajnog produZenja zivotnog veka misSeva inokulisanih tumorskim
¢elijama Sarcoma-180 (Park i drugi, 2007).

Sun i Tian su 2009. godine ispitivali uticaj ekstrakata pet vrsta lukova (A. sativum, A. cepa,
A. fistulosum, A. schoenoprasum i A. tuberosum) na enzim sintazu masnih kiselina (FAS), za koju
je utvrdeno da se prekomerno ekspresuje kod vecine vrsta tumora, i utvrdili da nepolarni ekstrakti
snazno inhibiraju ovaj enzim. Zatim su dokazali da etil-acetatni ekstrakt lukovica crnog luka
smanjuje ekspresiju FAS u adipocitima i ¢elijama karcinoma dojke, $to dovodi do nagomilavanja
malonil-CoA, koji je okida¢ apoptoze (Wang i drugi, 2012). S obzirom da je ovaj ekstrakt toksi¢an
i za kancer Celije i za adipocite, dobar je kandidat za razvoj leka koji istovremeno leci i kancer i
gojaznost. Ovo je narocito vazno zbog toga Sto se nastajanje kancera kod velikog broja obolelih
pripisuje upravo gojaznosti (Wang i DuBois, 2012). Najnovija istrazivanja pokazala su takode da
smeSa polifenola (5 glikozida kvercetina i 3 glikozida izoramnetina), dobijena ekstrakcijom
liofiliziranih cvetova crnog luka, inhibira rast nekoliko tipova humanih ¢elija leukemije, putem
kako ekstracelularne tako i intracelularne indukcije kaspaza-zavisne apoptoze (Han i drugi, 2013).
Acetonski ekstrakti deset razliitih varijeteta crnog luka, pokazali su antiproliferativno delovanje na
¢elije humanog hepatokarcinoma (HepG2) i humanog kolorektalnog hepatokarcinoma (Caco-2), pri
¢emu je utvrden visok stepen korelacije izmedu sadrzaja ukupnih fenola i antiproliferativnog
delovanja na HepG?2 ¢elije (Yang i drugi, 2004). Medutim, pronadene su velike varijacije kako u
sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida tako i u antioksidantnoj i antiproliferativnoj aktivnosti izmedu
ispitivanih varijeteta. Takode, metanolni ekstrakt lukovice crnog luka, u kome su dominantna
jedinjenja bili aglikon kvercetin i njegova dva glikozida (kvercetin 3,4’-diglukozid, kvercetin 4-
glukozid) ispoljio je citotoksicni efekat na ¢elije akutne limfocitne leukemije (Fu, 2004). S obzirom
da bioloska aktivnost derivata kvercetina zavisi od broja slobodnih hidroksilnih grupa (Rice-Evans
i drugi, 1996), smatra se da su za antitumorsku aktivnost ekstrakta crnog luka najvise odgovorni
aglikon kvercetina i kvercetin 4’-glukozid. Za kvercetin je i ranije dokazano da inhibira rast i
indukuje apoptozu u Celijama leukemije, preko modulacije produkcije TCF-B-1, inhibicije DNA
sinteze, inhibicije fosforilaze C i protein kinaze, i zaustavljanja ¢elijske deobe u G1 fazi (Uddin i
Choudhry, 1995; Yoshida i drugi, 1990; Rong i drugi, 2000). Kvercetin inhibira i DNA-
metiltransferaze (DNMT), koje su izrazito aktivne u nekim tumorskim c¢elijama, a ¢ija uloga je da
vrse metilaciju citozinskog prstena u DNA 1 time inhibiraju ekspresiju odredenih gena (Lee i drugi,
2005). Jo$ jedna zanimljiva aktivnost kvercetina je da poboljSava biolosku raspoloZivost nekih
antikancer lekova, kao Sto je npr. tamoksifen (nesteroidni antiestrogen za terapiju karcinoma
dojke), tako $to povecava njegovu intestinalnu apsorbciju i uti¢e na njegov metabolizam (Shin i
drugi, 2006).

Pojedina sumporna jedinjenja lukova sinergisticki deluju sa hemoterapeutskim lekovima.
Tako ajoeni imaju sposobnost da pojacavaju dejstvo citarabina i fludarabina pospesujuci
inhibitorno delovanje ovih citostatika na bcl-2 ekspresiju, kao i aktiviraju¢e delovanje na kaspazu-3
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(Ahmed i drugi, 2001; Hassan, 2004). Takode je dokazano da dialil-disulfid ublazava negativne
sporedne efekte citostatika 5-fluorouracila (Sundaram i Milner, 1996b).

Pored sumpornih jedinjenja, i steroidni saponini izolovani iz vrsta Allium jesdianum Boiss. et
Buhse, A. karataviense Regel, A. macleanii Bak. i A. senescens L. pokazali su citostatski i
citotoksi¢ni efekat prema nekoliko tumorskih ¢elijskih linija (Keusgen, 2002a; Mimaki i drugi,
1999). Steroidni saponin erubozid-B (Amagase, 2006) i fitoaleksin aliksin (Yamasaki i drugi,
1991), pokazuju snaznu antikarcinogenu aktivnost. Organo-Se jedinjenja takode znacajno
doprinose antitumorskoj aktivnosti crnog i belog luka (EI-Bayoumy i drugi, 2006).

Vrste sekcije Codonoprasum roda Allium su do sada veoma malo ispitivane u pogledu
antitumorske aktivnosti. Metanolni ekstrakt nadzemnih delova biljaka u cvetu vrste A. flavum
pokazao je izrazenu antiproliferativnu aktivnost na ¢éelijama humanog kolorektalnog karcinoma
(HCT-116) (Curcic i drugi, 2012). Pored toga, iz ekstrakta cele biljke A. flavum izolovana su tri
nova saponina tipa spirostana, koji su pokazali umerenu citotoksi¢nost na humane kolorektalne
kancer ¢elije (SW480) (Rezgui i drugi, 2014). Ostale vrste sekcije Codonoprasum nisu do sada
ispitivane.

2.5.5 Ostale farmakoloske aktivnosti

Brojna istrazivanja potvrdila su tradicionalnu upotrebu lukova u smanjenju rizika od
kardiovaskularnih bolesti (Neil i Silagy, 1994; Yeh i Yeh, 1994). Do nastanka kardiovaskularnih
obolenja dovode faktori kao §to su poviseni ukupni holesterol u krvi, povisen LDL i pove¢ana LDL
oksidacija, povetana agragacija trombocita, hipertenzija, visok nivo homocisteina i inflamacija
(Breteler, 2000; Launer, 2002; Borek, 2006). Ovi faktori povecavaju rizik i od nastanka demencije,
¢ija je najcesca forma Alchajmerova bolest. Oksidativni stres je glavni uzrok ovih poremecaja .
Akumulacija holesterola, koji primarno potice iz lipoproteina male gustine (LDL), ispod endotela
krvnih sudova, jedan je od osnovnih faktora u procesu nastanka ateroskleroze (Kromhout, 1999;
Stocker, 1999). Slobodni kiseoni¢ni radikali mogu da dovedu do oksidacije LDL-a. Oksidovani
LDL dovodi do ostecenja ¢elija endotela, kao i do prokoagulantne aktivnosti na povrsini endotela i
makrofaga, $to, uz stimulaciju agregacije trombocita, moze dovesti do nastanka kompleksnih
aterotomnih naslaga (Berliner i Haberland, 1993; Kromhout, 1999; Brude i drugi, 1997).
Aterotomne naslage predstavljaju vodeéi faktor rizika za nastanak sréanog udara i ishemije (den
Heijer i drugi, 2005; Borek, 2006).

Beli Iuk ima protektivnu ulogu kod mozdanog udara, koronarnih tromboza (Block i drugi,
1986; Ali i drugi, 1990), ateroskleroze (Bordia i drugi, 1977; Fudler, 1989; Turner, 1994; Rahman,
2001; Miller i drugi., 2004), agregacije trombocita (Makheja i Bailey, 1990; Srivastava i Mustafa,
1989; Srivastava i Tayagi, 1993; Ali i drugi, 1999; Thomson i drugi, 2000) i vaskularnih
poremecaja (Block i ddrugi, 1986). Za ovu ulogu prvenstveno je odgovorna antioksidantna
aktivnost lukova, koja se ogleda u sposobnosti hvatanja slobodnih radikala, aktivaciji
antioksidantnih enzima i inhibiciji lipidne peroksidacije (Dhawan and Jain, 2005). Pored toga, beli
luk snizava nivo holesterola u krvi inhibicijom absorbcije u intestinalnom lumenu, za §ta su
odgovorni steroidni saponini, i inhibicijom 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA reduktaze, klju¢nog
enzima u sintezi holesterola (Matsuura, 2001; Borek, 2006; Ali i Thomson, 1995). U
eksperimentima na pacovima dokazano je da i ekstrakti A. rotundum subsp. waldsteinii, A.
scorodoprasum i A. vineale var. compactum dovode do statisti¢ki znafajnog smanjenja LDL
holesterola u krvi i aterosklerotskog indeksa (Bozin, 2009). Beli luk takode inhibira i apsorbciju
triglicerida, oksidaciju LDL-a i agregaciju trombocita, povecava fibrinolizu, a samim tim spre¢ava
nastajanje ateroskleroti¢nog plaka (Lawson, 1998; Srivastava i Justensen, 1989). Za ovu aktivnost
delimi¢no je odgovorno jedinjenje S-metilcistein sulfoksid (Sainani i drugi, 1979; Warshafsky i
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drugi, 1993; Augusti, 1996). Za tiosulfinate (dialil-, dimetil- i dipropil-tiosulfinat) prisutne u
mnogim vrstama roda Allium takode je dokazana antiagregacijska aktivnost i to putem inhibicije
indukcije agregacije kalpainom (Rendu i drugi, 2001). Takode, dokazano je da je kvercetin dobar
inhibitor agregacije trombocita jer modifikuju metabolizam ciklicnog ATP-a inhibicijom
fosfodiesteraze (Landolfi i drugi, 1984). Beli luk smanjuje koncentraciju homocisteina, snizava
krvni pritisak i poboljSava mikrocirkulaciju (Lawson, 1998). Takode, beli luk ima protektivnu
ulogu i kod cerebrovaskularnih bolesti, jer $titi neurone od amiloid-beta (A beta) neurotoksi¢nosti i
apoptoze, ¢ime spre¢ava neuronsku smrt (Gupta i drugi, 2003). Na taj nacin beli luk poboljsava
sposobnost uc¢enja i memoriju, smanjuje rizik od demencije i Alchajmerove bolesti (Borek, 2006).
Allium ursinum ispoljava takode antiagregacionu sposobnost, pri ¢emu su B-sitosterol-3-O-f-D-
glukozid i 1-B- D-galaktopiranozid-2,3-bis-linolenil glicerat identifikovani kao aktivni principi
(Sabha, 2011).

Crni luk ima potencijalnu primenu i kod drugih metaboli¢kih oboljenja kao $to su dijabetes i
hiperlipidemije. Kod dijabeti¢ara, redovan unos crnog luka smanjuje potrebu za antidijabetskim
lekovima zahvaljuju¢i prisustvu S-metilcistein sulfoksida, za koga je dokazano da nakon oralne
primene znacajno smanjuje hiperglikemiju (Kumari i drugi, 1990). Novija istrazivanja pokazala su
da ekstrakt A. cepa spreava i nastanak osteoporoze, tako S$to inhibira resorpcionu aktivnost
osteoklasta, a da je jedinjenje odgovorno za ovu aktivnost y-L-glutamil-trans-S-1-propenil-L-
cistein sulfoksid (Miihlbauer i Li, 1999; Miihlbauer i drugi, 2002; Wetli i drugi, 2005). Nadeno je
da eskalonikozidi Al, A2 i B, izolovani iz crnog luka, pokazuju spazmolitiCko delovanje u
eksperimentima na tankom crevu zamorceta, Sto objasnjava tradicionanu upotrebu crnog luka u
tretmanu poremecaja gastrointestinalnog trakta (Corea, 2005). U eksperimentima na pacovima
dokazana je i antidepresantna aktivnost crnog luka (Sakakibara i drugi, 2008). Takode, ekstrakti A.
scorodoprasum, A. sphaerocephalon, A. guttatum subsp. dalmaticum i A. vineale ispoljili su
znacajan inhibitorni efekat na aktivnost enzima monoaminooksidaze (MAO), §to ukazuje na
njihovu potencijalnu primenu kao antidepresiva ili u leCenju Parkinsonove i Alchajmerove bolesti
(Bozin, 2009).
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3.1 SPECIFICNE HEMIKALIJE | REAGENSI KORISCENI U
EKSPERIMENTIMA

Od Sigma-Aldrich Chemicals (Steinheim, Germany) nabavljene su slede¢e hemikalije:
acetilsalicilna kiselina (aspirin), 3,5-di-terc-butil-4-hidroksitoluen (BHT), 5,5-dimetil-1-pirolin-N-
oksid (DMPO), 12(S)-hidroksi-(5Z,8E,10E)-heptadekatrien-kiselina (12-HHT), 12(S)-hidroksi-
(5Z,8Z,10E,142)-eikozatetraen-kiselina (12-HETE), thromboksan B2 (TXB,), prostaglan E,
(PGE;), prostaglandin B, (PGB;), kalcijumova jonofora  A23187 (kalcimicin),
tris[hidroksimetil]aminometan (TRIS), etilendiamintetrasir¢etna kiselina (EDTA), sulforodamin B,
Triton X-100, tert-butil-hidroperoksid (t-BOOH), hinska kiselina, katehin, p-O-kafeoilhinska
kiselina (hlorogenska kiselina), galna kiselina, epikatehin, 2,5-dihidroksibenzoeva kiselina, p-
hidroksibenzoeva kiselina, siringinska kiselina, p-kumarinska kiselina, umbeliferon, skopoletin,
viteksin, sinapinska kiselina, o-kumarinska kiselina, miricetin, kvercitrin, 3,4-dimetoksicimetna
kiselina, bajkalin, daidzein, kvercetin, cimetna kiselina, genistein, izoramnetin, bajkalein,
amentoflavon, ekstrakt kvasca. Folin-Ciolcateu (FC) reagens poruc¢en je od Fisher Scientific
(Leicestershire, UK). 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2-tiobarbiturna kiselina (TBA),
sulfanilamid, vanilinska kiselina, ferulna kiselina, sekoizolaricirezinol, matairezinol, naringenin i
rutin nabavljeni su od Fluka Chemie GmbH (Buchs, Switzerland). Trihlorsiréetna kiselina i D-
glukoza monohidrat su poruceni od Lach-Ner sro (Neratovice, Czech Republic), natrijum-
nitroprusid od Reanal (Budapest, Hungary), a N-(1-naftil)etilendiamin dihidrohlorid (NEDA) i
askorbinska kiselina od Merck (Darmstadt, Germany). Tween-80 i svi kori$¢eni rastvaraci kupljeni
su od J. T. Baker (Deventer, Germany). Standardi kafena kiselina, luteolin i apigenin poruceni su
od ChromaDex (Santa Ana, CA), a protokatehinska kiselina, epigalokatehin galat, eskuletin,
hiperozid, kvercetin-3-O-glukozid, apiin, kemferol-3-O-glukozid, kemferol, krizoeriol, luteolin-7-
O-glukozid i apigenin-7-O-glukozid od Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Germany). Penicilin i
streptomicin nabavljeni su od Galenike (Beograd, RS). Od PAA Laboratories GmbH (Pashing,
Austria) nabavljeni su fetusni govedi serum (FBS), osnovni medijum DMEM (Dulbeco’s Modified
Essential Medium) bez L-glutamina sa 4,5 g/L glukoze, fosfatni pufer (Dulbecco's PBS (10x) (pH
6.5) bez kalcijuma i magnezijuma), tripsin je kupljen od Serva (Heidelberg, Germany), NMP
(Normal melting point) agaroza od Eurobio Laboratories (Courtaboeuf, France), a LMP (Low
melting point) agaroza i etidijum bromid od BioRad Laboratories, Inc. (Hercules California,
USA). Tripanplavo (Direct Blue 14) poru¢eno je od TCI Europe N.V. (Zwijndrecht, Belgium),
Mueller Hinton broth i Mueller Hinton agar od Oxoid, Hampshire, UK, Luria-Bertani bujon od
HiMedia (Mumbai, India), a tripton i agar od Lab M Limited (Lancashire, UK). Ostali reagensi bili
su analiticke Cistoce.

3.2 BILINI MATERIJAL

Biljni materijal, kori$¢en za istrazivanja u ovom radu, sakupljen je na podru¢ju Republike
Srbije, u periodu 2009-2012. godine i obuhvatao je predstavnike odabranih vrsta roda Allium sect.
Codonoprasum (Prilog 7.1.). Materijal je uzet sa originalnih stani$ta u fenofazi cvetanja,
determinisan od strane dr Gorana Anackova i deponovan u herbarijumu Departmana za biologiju i
ekologiju Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Novom Sadu, Republika Srbija (BUNS Herbarium).
Detaljne informacije o uzorcima biljnog materijala (lokaliteti, vreme sakupljanja, oznake vaucera)
date su u Tabeli 7.1. u Prilogu.

Uzorci za headspace GC-MS analizu i metodu odredivanja aktivnosti alinaze ¢uvani su u
plasti¢énim vrecama na 4 °C najduze 10 dana do momenta analize. Svi ostali uzorci osuseni su na
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vazduhu na sobnoj temperaturi i ¢uvani u papirnim vre¢ama na tamnom i suvom mestu do

momenta ekstrakcije.

3.3 PRIPREMA EKSTRAKATA

3.3.1 Metanolni ekstrakti

Odmerena masa osusenog i samlevenog biljnog materijala (Tabela 3.1 i 3.2) macerirana je sa
70% (v/v) metanolom (~8 mL MeOH po 1 g droge) u toku 72 ¢asa na sobnoj temperaturi uz
muckanje. Nakon cedenja preko Biichner-ovog levka ekstrakti su upareni do suva na rotacionom
vakuum uparivacu na temperaturama manjim od 45 °C da bi se izbegla degradacija termolabilnih
prirodnih proizvoda, a zatim dodatno suseni u vakuum-eksikatoru, na sobnoj temperaturi, do
konstantne mase. Izmerena je masa suvog ostatka i izraCunat prinos (Tabele 3.1 i 3.2). Suvi ostatak
je zatim rastvaran u nekoliko razli¢itih rastvaraca:

« 1 70% metanolu, pri ¢emu su napravljeni osnovni rastvori koncentracije 200 mg mL ™, koji su
kori$éeni za odredivanje ukupnih fenola, ukupnih flavonoida, LC-DAD-MS i LC-MS-MS
analize, kao i za ispitivanje antioksidantnog, antimikrobnog, antiviralnog i antimutagenog
potencijala ekstrakata,

e u sterilnoj destilovanoj vodi, pri ¢emu su napravljeni osnovni rastvori koncentracije 200

mg/mL, koji su kori$¢eni za odredivanje antimikrobnog potencijala ekstrakata,

« U destilovanoj vodi, da bi se dobili rastvori koncentracije 100 mg mL™ koji su kori$¢eni za

ispitivanje sposobnosti hvatanja hidroksil radikala ESR tehnikom

« u DMSO, pri ¢emu su napravljeni osnovni rastvori koncentracije 300 mg mL*, koji su

koris¢eni za ispitivanje antiinflamatornog potencijala, citotoksicnosti i genotoksi¢nosti.

Pripremljeni MeOH i DMSO rastvori Cuvani su u zatvorenim staklenim vialima na 4 °C, a

vodeni na —20 °C do momenta analize.

Tabela 3.1. Metanolni ekstrakti koris¢eni za kvantitativnu analizu odabranih fenolnih jedinjenja LC-MS/MS

tehnikom

Vrsta Lokalitet Deo biljke Mdroga [9] M ekstraxt [O] Prinos [%0]

A. flavum Visagki breg lukovice 2,91 0,1067 3,67

nadzemni deo 2,76 0,1946 7,05

Dimitrovgrad Iukovif:e 1,57 0,3251 20,7

nadzemni deo 2,40 0,1713 7,14

Klisura Jerme lukovice 7,46 1,6255 21,8

nadzemni deo 4,3 0,3716 8,64

Babusnika reka lukovica 10,0 1,9734 19,7

nadzemni deo 5,00 0,3523 7,05

A. oleraceum Kosmovac lukovica 2,02 0,2757 13,6

nadzemni deo 2,71 0,1791 6,61

A. melanantherum Plana lukovica 577 1,2169 21,1

nadzemni deo 2,76 0,2726 9,88

Plana, livada nadzemni deo 3,72 0,1055 2,84

Comernik lukovica 5,99 1,4357 24,0

nadzemni deo 2,17 0,1518 7,00
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Vrsta Lokalitet Deo biljke Maroga [0] M eistraxt [9] Prinos [%0]
A. pallens Beli Rzav lukovica 1,87 0,3949 21,1
nadzemni deo 0,80 0,0505 6,31
A. rhodopeum Dimitrovgrad lukovica 3,59 0,5856 16,3
nadzemni deo 3,99 0,3357 8,41
A. carinatum Vlasinsko jezero lukovica 1,52 0,3453 22,7
subsp. pulchelum nadzemni deo 2,96 0,3622 12,2
Tara lukovica 5,28 1,1365 21,5
nadzemni deo 2,08 0,3070 14,8
A. carinatum Cemernik lukovica 3,01 0,6922 23,0
subsp. carinatum nadzemni deo 5,67 0,5014 8,84
Tara lukovica 2,51 0,5406 21,5
nadzemni deo 2,25 0,1856 8,25
A. fuscum Zaovine lukovica 2,20 0,9163 41,6
subsp. fuscum nadzemni deo 2,77 0,4041 14,6
Beli Rzav lukovica 1,53 0,355 23,2
nadzemni deo 4,99 0,6405 12,8
Derventa lukovica 2,75 0,5260 19,1
nadzemni deo 2,42 0,2017 8,33
A. fuscum Tara lukovica 1,57 0,2912 18,5
subsp. gracile nadzemni deo 1,56 0,1431 9,17
A. paniculatum Titelski breg lukovica 1,87 0,4744 25,4
nadzemni deo 2,67 0,4501 16,9

Tabela 3.2. Metanolni ekstrakti kori§¢eni za odredivanje ukupnih fenola i ukupnih flavonoida i za ispitivanje
antioksidantnog, antiinflamatornog, antimikrobnog, antiviralnog, i antimutagenog potencijala

Vrsta Lokalitet Deo biljke Maroga [9]  Mekstrae [9]  Prinos [%0]
A. flavum Vrsacki breg cela biljka 60,0 7,008 11,68
Bela Palanka cela biljka 70,0 12,08 17,26
Dimitrovgrad cela biljka 3,51 0,507 14,44
Klisura Jerme cela biljka 29,8 5,090 17,08
Mokra Gora cela biljka 13,1 2,057 15,70
Babusnicka reka cela biljka 101 13,43 13,30
Bela Palanka nadzemni deo 17,9 1,790 10,00
A. oleraceum Kosmovac cela biljka 14,2 1,866 13,14
A. melanantherum Plana cela biljka 100 15,33 15,33
Cemernik cela biljka 15,8 3,778 23,91
A. pallens Beli Rzav cela biljka 17,1 4,587 26,82
A. rhodopeum Dimitrovgrad cela biljka 71,4 10,37 14,52
A. carinatum subsp. Vlasinsko jezero cela biljka 43,0 9,126 21,22
pulchelum Tara cela biljka 9,04 1,532 16,95
A. carinatum subsp. Cemernik cela biljka 98,1 22,54 22,98
carinatum Tara cela biljka 6,79 0,923 13,59
A. fuscum subsp. fuscum Zaovine cela biljka 12,6 1,972 15,65
A. paniculatum Titelski breg cela biljka 28,0 6,905 24,66
A. cepa Neradin cela biljka 62,8 4,773 7,60
A.sativum Sajkas cela biljka 58,8 13,80 23,47
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3.3.2 Ekstrakti za odredivanje antocijana

Odmerena masa osusSenih i usitnjenih cvasti (Tabela 3.3) macerirana je rastvorom za
ekstrakciju (34,3 mL vode : 34,3 mL MeOH : 1,4 mL ccHCI) (~7 mL rastvora za ekstrakciju po 1 g
droge) u toku 24 h na sobnoj temperaturi uz muckanje. Nakon cedenja preko Biichner-ovog levka
ekstrakti su upareni do suva na rotacionom vakuum uparivacu na temperaturama manjim od 40 °C.
Izmerena je masa suvog ostatka i izraunat prinos (Tabela 3.3). Suvi ostatak je zatim rastvoren u
50% (v/v) MeOH da bi se dobili rastvori koncentracije 100 mg mL’l, koji su odmah koris¢eni za
odredivanje ukupnih monomernih antocijana.

Tabela 3.3. Ekstrakti cvasti za odredivanje ukupnih monomernih antocijana

Vrsta Lokalitet Maroga [] M ekstrakt [MA] Prinos [%0]
A. flavum Vrsacki breg 5,50 669,5 12,17
Dimitrovgrad 2,33 392,9 16,86
Klisura Jerme 2,40 370,4 15,43
A. oleraceum Kosmovac 2,91 217,6 7,48
A. melanantherum Plana 2,47 1007 40,78
Cemernik 2,74 932,0 34,01
A. pallens Beli Rzav 1,53 384,5 25,13
A. rhodopeum Dimitrovgrad 3,64 518,1 14,23
A. carinatum subsp. Vlasinsko jezero 3,18 553,6 17,41
pulchelum Tara 3,08 476,9 15,48
A. carinatum subsp. Cemernik 2,96 941,7 31,81
carinatum Tara 2,70 1069 39,60
A. fuscum subsp. fuscum Derventa 2,68 282,6 10,54
Zaovine 2,77 476,4 17,20
A. paniculatum Titelski breg 4,65 612,8 13,18

3.4. HEADSPACE GC-MS (HS-GC-MS) ANALIZA VOLATILNIH
KOMPONENTI

Isparljiva sumporna jedinjenja nastala nakon dezintegracije celija lukovice analizirana su
primenom HS-GC-MS tehnike. Sveze lukovice (od 0,5 g do 2,5 g u zavisnosti od intenziteta
mirisa) su usitnjene i stavljene u vijale od 20 mL, koje su odmah nakon toga zatvarane i postavljane
na headspace autosempler (Agilent Technologies 7694E) gasnog hromatografa (Agilent
Technologies 6890N) sa masenim spektrometrom (Agilent Technologies 5975B). Parametri HS
autosemplera bili su: temperatura vijala 90 °C, vreme termostatiranja 10 min, vreme postizanja
pritiska helijuma u vijalu 0,15 min, temeratura petlje 105 °C, vreme punjenja petlje 0,15 min,
vreme uravnotezavanja petlje 0 min, temperatura transfer-linije 115 °C, vreme injektovanja 1,00
min i temperatura GC inleta 250 °C. Pocetna temperatura kapilarne kolone HP-5MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 um, Agilent Technologies) postavljena je na 50 °C i brzinom od 8 °C/min podizana do
120 °C, a zatim brzinom od 15 °C/min do 169 °C. Kao gas nosa¢ koris¢en je helijum cistoce
99,999%, u rezimu konstantnog protoka od 1,0 mL/min. Komponente su razdvojene na HP-5ms
(Agilent Technologies) kapilarnoj koloni dimenzija 30 m x 0,25 mm X 0,25 pm, uz temperaturni
program: startna temperatura 50 °C, 8 °C/min do 120 °C, 15 °C/min do 169 °C. Razdvojene
komponente su analizirane na masenom spektrometru (temperatura transfer linije 280 °C,
temperatura jonskog izvora 230 °C, energija elektrona 70 eV, temperatura kvadrupola 150 °C) u
sken modu, u m/z opsegu 35-400. U cilju bolje korelacije masenih spektara sa spektralnim
bibliotekama, instrument je tjuniran koris¢enjem Standard spectra tune-a.
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Podaci su obradeni pomocu Agilent Technologies MSD ChemStation softvera (revizija
E01.01.335). Za identifikaciju masenih spektara koriS¢ena je spektralna biblioteka Wiley Registry
of Mass Spectral Data 7™ Edition (338000 spektara, 289000 jedinjenja). Relativni udeli jedinjenja
odredeni su metodom normalizacije, na osnovu povrsine pikova u TIC (total ion chromatogram).

3.5. LC-DAD-MS | LC-MS-MS ANALIZA

Scan analiza

Komponente ispitivanih ekstrakata analizirane su tehnikom te¢ne hromatografije kuplovane
sa UV/VIS detekcijom (diode array detector, DAD) i tandemskom masenospektrometrijskom
detekcijom. Koris¢en je Agilent Technologies 1200 Series Rapid Resolution te¢ni hromatograf
(sastavljen od G1379B vakuum-degazera, G1312B binarne pumpe, G1367C autosemplera,
G1316B termostatiranog odeljka za kolone i G1315C DAD detektora) kuplovan sa G6410A QqQ
MS-MS detektorom sa elektrosprej (ESI) jonskim izvorom. Za kontrolu instrumenta i akviziciju
podataka koris¢en je MassHunter Workstation Data Acquisition ver. B.01.03 softver (Agilent
Technologies).

Injektovano je 10 uL uzorka dobijenog razblazivanjem osnovnog rastvora ekstrakta (200 mg
mL™* u 70% metanolu) mobilnom fazom (faze A i B u odnosu 1:1) do koncentracije od 20 mg mL~
' i filtriranjem kroz membranski filter (Membrane Econofilters pre¢nika 25 mm i sa veli¢inom pora
od 45 pm). Kao mobilna faza A koriséena je 0,05% v/v mravlja kiselina, a kao faza B — metanol.
Komponente su eluirane u gradijentnom rezimu: 0 min 80 % B, 7 min 40 % B, 15 min 90 % B, 18
min 90 % B, post time 3 min (ukupno vreme analize 21 min), uz konstantan protok od 1 mL min™.
Komponente su razdvajane na Rapid Resolution HT Zorbax Eclipse XDB-C18 50 mm x 4,6 mm,
1,8 um koloni (Agilent Technologies) temperiranoj na 40 °C. Pracen je UV/VIS signal efluenta na
254 nm, 290 nm i 340 nm (za sve signale, Sirina trake bila je 16 nm). Istovremeno su snimljeni i
kontinualni UV/VIS spektri u opsegu od 190-400 nm (sa korakom 2 nm).

Eluirane komponente su jonizovane u ESI jonskom izvoru u pozitivnom modu, uz pritisak
gasa za nebulizaciju od 40 psi, protok gasa (N,) za suSenje od 9 L/min i temperaturu gasa od 350
°C, 1 napon na kapilari od 4 kV. Za monitoring nastalih jona koris¢en je pozitivni MS2Scan mod
(kvadrupol Q1 podeSen na transmisiju, koliziona c¢elija isklju¢ena, kvadrupol Q3 podeSen na
skeniranje), uz m/z opseg od 110-800 Da (korak 0,1 Da), sa vremenom skeniranja od 200 ms i pri
naponu fragmentora od 100 V.

Obrada hromatograma vrsena je pomoc¢u programa Mass Hunter Qualitative Analysis verzija
B.01.03, kojim su dobijeni karakteristicni maseni i UV spektri komponenata ekstrakata.
Identifikacija komponenata vrSena je poredenjem dobijenih podataka sa podacima za standarde
flavonoida i fenolnih kiselina i sa literaturnim podacima, kao i interpretacijom spektara.

MS" analiza

U cilju identifikacije pojedinih komponenti, odabrane jonske vrste u reprezentativnim
uzorcima analizirane su kori§¢enjem slede¢ih MS" tehnika:

— Product Ion Scan (Q1 podeSen na propuStanje samo odabrane jonske vrste — SIM,
koliziona ¢elija uklju¢ena, Q3 — skeniranje), uz kolizionu energiju variranu u opsegu 0-40 V (sa
korakom 10 V), pri ¢emu su dobijeni MS? i pseudo-MS" spektri. Kao kolizioni gas koridéen je azot
visoke Cistoce.

— Precursor lon Scan (Q1 — skeniranje, koliziona ¢elija ukljucena, Q3 — SIM) koris¢en je za
skrining molekula sa zajedni¢kim strukturnim elementima. Praceni su joni flavonoidnih aglikona
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(kemferola i luteolina (m/z = 287 u pozitivnom modu), metil-kveretina (m/z = 317 u pozitivnhom
modu). Napon fragmentora podesen je na 100 V, a napon kolizione ¢elije na 20 V.

Za obradu podataka koriS¢en je softver MassHunter Qualitative Analysis ver. B.01.03
(Agilent Technologies). Za identifikaciju su koris¢eni podaci o molskoj masi, karakteristi¢ni
fragmenti u MS" spektrima, UV spektri, poredenje sa referentnim standardima (ukoliko su
dostupni), prethodno objavljeni rezultati i baza podataka Dictionary of Natural Products
(Buckingham, 2007).

3.6. KVANTITATIVNO ODREDIVANJE ODABRANIH FENOLNIH
JEDINJENJA LC-MS/MS TEHNIKOM

Sadrzaj hinske kiseline i 44 odabrana fenolna jedinjenja (14 fenolnih kiselina, 25 flavonoida,
3 kumarina i 2 lignana) u ispitivanih ekstraktima odreden je primenom LC-MS-MS tehnike (Or¢i¢ i
drugi, 2014). Za analizu je koris¢en Agilent 1200 te¢ni hromatograf (vakuum degazer, binarna
pumpa, autosempler i termostatirana komora za kolonu) kuplovan sa Agilent G6410A QqQ
tandemskim masenim spektrometrom i elektrosprej (ESI) jonskim izvorom. Analiti su razdvojeni
primenom Zorbax Eclipse XDB-C18 RR 4,6 mm x 50 mm, 1,8 um (Agilent Technologies, USA)
reverzno-fazne kolone. Za kontrolu instrumenta i obradu rezultata koriS¢en je  program
MassHunter ver. B.03.01. (Agilent Technologies, USA). Injektovana zapremina svih uzoraka je
bila 5 uL. Binarna mobilna faza sastojala se od faze A (0,05% mravlje kiseline) i faze B
(metanola), protok je iznosio 1 mL min™, a temperatura kolone 45 °C. Primenjen je gradijentni
mod, koji je podrazumevao slede¢i odnos faza: 0 min 30% B, 6 min 70% B, 9 min 100% B, 12 min
100% B, sa vremenom reekvilibracije od 3 min. Eluat je prosleden bez deljenja toka na ESI jonski
izvor, &iji su parametri bili: temperatura gasa za suenje (N,) 350 °C, protok 9 L min ™, pritisak
gasa za rasprSivanje 40 psi, napon na kapilari 4 kV, negativan polaritet.

Optimizovani MS/MS parametri, specifi¢ni za ispitivana jedinjenja, dati su u Tabeli 3.4.

Tabela 3.4. LC-MS/MS parametri za standardna jedinjenja

Retenciono Napon Jon Jon Koliziona
Jedinjenje vreme fragmentora prekursor proizvod energija

(min) V) (m/z) (m/z) V)
galna kiselina 0,58 90 169 125 10
katehin 0,74 150 289 245 10
protokatehinska kiselina 0,79 105 153 109 9
5-O-kafeoilhinska kiselina 0,80 100 353 191 10
epigalokatehin galat 0,81 165 457 169 16
epikatehin 0,95 150 289 245 10
2,5-dihidroksibenzoeva kiselina 1,03 100 153 109 9
p-hidroksibenzoeva kiselina 1,08 80 137 93 10
eskuletin 1,13 105 177 133 15
kafena kiselina 1,18 100 179 135 10
vanilinska kiselina 1,24 100 167 108 15
siringinska kiselina 1,31 90 197 182 7
p-kumarinska kiselina 1,69 90 163 119 9
umbeliferon 1,73 120 161 133 19
skopoletin 1,77 80 191 176 8
ferulna kiselina 1,90 90 193 134 11
viteksin 1,90 200 431 311 22
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Retenciono Napon Jon Jon Koliziona
Jedinjenje vreme fragmentora prekursor proizvod energija

(min) V) (m/z) (m/z) V)
sinapinska kiselina 1,92 100 223 193 17
luteolin-7-O-glukozid 2,13 230 447 285 30
hiperozid 2,16 200 463 300 30
kvercetin-3-0-glukozid 2,25 210 463 300 30
rutin 2,33 135 609 300 42
apiin 2,60 250 563 269 36
o-kumarinska kiselina 2,62 100 163 119 5
miricetin 2,67 150 317 179 20
kvercitrin 2,75 190 447 300 27
kemferol-3-O-glukozid 2,80 190 447 284 30
apigenin-7-O-glukozid 2,81 135 431 268 41
sekoizolaricirezinol 2,90 130 361 165 26
3,4-dimetoksicimetna kiselina 2,99 110 207 103 7
bajkalin 3,40 140 445 269 22
daidzein 3,43 145 253 208 31
matairezinol 3,66 130 357 122 24
kvercetin 3,74 130 301 151 15
naringenin 3,87 130 271 151 16
cimetna kiselina 3,91 100 147 103 5
luteolin 4,03 135 285 133 25
genistein 4,12 145 269 133 32
kemferol 4,55 130 285 285 0
apigenin 4,71 130 269 117 25
izoramnetin 4,79 160 315 300 21
hrizoeriol 4,82 125 299 284 20
bajkalein 5,15 165 269 269 0
amentoflavon 5,78 220 537 375 35

Jedinjenja su pracena u dinamickom SRM (selected reactions monitoring) modu. Osnovni
standardi pripremljeni su rastvaranjem cCistih supstanci u DMSO do koncentracije od tipicno 10 mg

mL*. Osnovni miks standarda pripremljen je meanjem osnovnih standarda i razblazivanjem tako
da koncentracija svake komponente u njemu bude 100 pug mL™. Napravljena je serija razblazenja

ovog rastvora tako da pojedinacne koncentracije standarda budu u opsegu od 0,0015 do 25,0 ug

mL ", Odredivanje sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima je izvrseno
metodom eksternog standarda, na osnovu kalibracionih krivih — funkcija logaritma povrsine pika u
zavisnosti od logaritma koncentracije standarda, log(A) = f (log(C)). Za konstruisanje krivih i
oditavanje koncentracija kori$¢en je softver Origin 8.0 (OriginLab, USA). Rezultati su izraZzeni kao
koncentracija [mg/g suvog ekstrakta] + standardna devijacija ponovljivosti (dobijena u toku

validacije metode).

Za analizu glavnih komponenti (PCA) koriscen je softwer PAST (Paleontological Statistics) ver.

2.16 (Hammer i drugi, 2001).
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3.7 ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH MONOMERNIH ANTOCIJANA
Princip:

Odredivanje sadrzaja ukupnih monomernih antocijana zasniva se na njihovoj osobini da pri
promeni pH vrednosti sredine reverzibilno menjaju svoju strukturu, pri ¢emu dolazi i do promene
apsorpcionog spektra (Lee i drugi, 2005) . Obojeni oksonijum oblik sa maksimumom absorpcije na
520 nm, postoji na pH=1, a bezbojna hemiketalna forma dominira na pH=4,5. Koncentracija
monomernih antocijana proporcionalna je razlici izmedu apsorbancije o€itane pri pH=1 i pri
pH=4,5 na 520 nm. Rezultati su izraZeni u ekvivalentima cijanidin-3-glukozida. Tokom vremena,
kao i pod uticajem raznih faktora (temperatura, kiseonik, vitamin C i dr.) dolazi do degradacije
monomera antocijana, i medusobnog povezivanja ovih degradacionih proizvoda, pri ¢emu se
formiraju kondenzacioni proizvodi degradacije. Degradirani antocijani u polimernom obliku ne
menjaju boju prilikom promene pH jer apsorbuju na pH=4,5 isto kao i na pH=1.

Reagensi

1. pufer pH=1 (0,025 M KCI): 0,186 g KCI rastvoreno je u 98,0 mL dH,0O, a potom sa
HCI podesSen pH na 1 i dopunjeno sa dH,O do 100 mL.

2. pufer pH=4,5: 5,443 g CH3;COONa rastvoreno je u 96,0 mL dH,O, podesen pH sa
CH3COOH i dopunjeno sa dH,O do 100 mL.

Postupak

Odmereno je po 0,25 mL ili 0,50 mL 10% ekstrakta i dopunjeno do 5 mL puferom pH=1. U
drugu epruvetu odmereno je isto toliko 10% ekstrakta i dopunjeno do 5 mL pH=4,5. Sve probe su
pripemljene u tri ponavljanja i nakon 10 min inkubacije po 300 uL iz svake probe preneto je u
mikroplocu, nakon cega je izmerena apsorbancija na 520 nm i na 700 nm pomocu Multiscan
Spectrum ¢ita¢a mikroplo¢a (Thermo Corporation). Merenje na 700 nm izvr§eno je radi korekcije
zamucenja. Kod ekstrakata kod kojih je nakon meSanja sa puferom doslo do jakog zamucenja,
izvrseno je centrifugiranje na 3500 o/min (15 min) pre merenja apsorbancije. Kao slepa proba
koris¢ena je destilovana voda.

Izracunavanje

Koncentracija ukupnih monomernih antocijana u ekstraktu iracunata je prema formuli:
Cuc [Mg L™= (Amon X M x F x1000) / (g x 1)

gde je:

Anon apsorbanca izra¢unata prema formuli:

Amon= (Aszo*A7oo)pHr (Aszo*A7oo)pH4,5

M = 449,2 g mol™ (molekulska masa cijanidin-3-glukozida)

F = 20 (faktor razblazenja ekstrakta)

& =26900 cm ' mol™* L (molarni apsorpcioni koeficijent cijanidin-3-glukozida)
1= 10,80 cm (put svetlosti kroz ¢eliju mikroploce)

Dobijena koncentracija ekvivalenata galne kiseline u svakom ekstraktu preracunata je na
masu suvog ekstrakta. Sadrzaj monomernih antocijana u ekstraktima izraZen je u mg ekvivalenata
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cijanidin-3-glukozida po gramu suvog ekstrakta i dat kao srednja vrednost tri merenja + standardna
devijacija.

3.8 ODREDIVANJE AKTIVNOSTI ALIINAZE
Princip:

Enzimi iz grupe aliinaza nalaze se u vecini, ako ne i u svim vrstama roda Allium (Brewster i
Rabinowich, 1990). Aktivnost enzima aliinaze odredena je spektrofotometrijskom metodom
(Schwimmer i Weston, 1961; Anthon i Barrett, 2003), koja se zasniva na merenju koncentracije
nastalog piruvata. Piruvat nastaje delovanjem aliinaze na S-alk(en)il-L-cistein sulfokside (Slika
3.1.), kada se gnjeCenjem, seckanjem ili Zvakanjem luka naruse njegove Celijske strukture i iz
vakuola oslobodi ovaj enzim.

o o)
/ /\/ Hy almaza é + H + 2 NH
H2C S/ CH, H3C/\

aliin alicin piruvat

\>
/§+

Slika 3.1. Prevodenje aliina u alicin delovanjem aliinaze

Nastali piruvat u reakciji sa 2,4-dinitrofenilhidrazinom u Kkiseloj sredini daje talog
dinitrofenilhidrazona (Slika 3.2.), koji se u baznoj sredini rastvara dajuci braon obojeni rastvor, ¢ija
se apsorbancija meri na 445 nm.

0
H s W C
Hse ) coo HyC %COO' H3C740cHoo' HiC.__COO’
) H N f . \r\||r
HZN\NH 2

H—N
\
NH HCNH NH
NO, NO, NO; NO,
—_— —_— —_—
NO, NO, NO, NO,
2,4-dinitrofenilhidrazin 2,4-dinitrofenilhidrazon

Slika 3.2. Reakcija piruvata sa 2,4-dinitrofenilhidrazinom

Ova metoda je veoma brza i Cesto se koristi za merenje jaCine arome luka. Medutim, ovom
metodom se ne dobijaju informacije o relativnoj koli¢ini pojedinaénih prekursora arome ili krajnjih
isparljivih komponenata. Posto je 2,4-dinitrofenilhidrazin nespecifi¢an reagens i reaguje sa svim
karbonilnim jedinjenjima, neophodno je izvrsiti korekciju sa uzorkom kod koga je prethodno
inaktivirana aliinaza. Ova metoda se ne moze koristiti za dehidratisani luk, jer je piruvat nestabilan
i tokom Cuvanja se prevodi u druga jedinjenja (Brewster i Rabinowich, 1990).
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Postupak:

2,5 g ocis¢enih svezih lukovica usitnjeno je mlevenjem u blenderu u toku 5 min uz dodatak
20 mL vode. Nakon 20 min inkubacije reakcija je zaustavljena dodatkom 5 mL 0,2 g mL*
trihlorsiréetne kiseline. Dobijena smesa je nakon 1 h filtrirana preko Biichner-ovog levka, a talog
ispran vodom. Dobijeni filtrat dopunjen je vodom do 100 mL, a zatim centrifugiran 10 min na
10000 o/min i talog odstranjen (ekstrakt 1). Za korekciju su pripremljeni isti ovakvi ekstrakti
(ekstrakt 0), ali sa lukovicama kod kojih je prethodno inaktivirana aliinaza zagrevanjem u
mikrotalasnoj pe¢nici (2,45 GHz, A=12 cm, snaga 300 W) u toku 5 min.

Za radnu probu u epruvetu je pipetirano 0,5 mL ekstrakta 1, 1,5 mL dH,O i 1 mL DNPH
reagensa (1,5 g mL™ rastvor 2,4-dinitrofenilhidrazina u 2 mol dm HCI). Za korekciju je umesto
ekstrakta 1, koris¢en ekstrakt O u kome je aliinaza inhibirana. Slepa proba sadrzala je 2 mL dH,O i
1 mL DNPH reagensa. Za konstrukciju kalibracione krive paralelno je analiziran i standardni
rastvor pirogrozdane kiseline u opsegu koncentracija od 0,01 do 0,14 pmol mL™ (finalna
koncentracija). Sve probe su radene u tri ponavljanja. Nakon inkubacije od 10 min na temperaturi
od 37 °C, u sve probe je dodato po 5 mL 0,6 mol L™ NaOH, a zatim pipetirano po 300 uL u
mikroploce i merena apsorbancija na 445 nm, pomoc¢u Multiscan Spectrum citaca mikroploca
(Thermo Corporation). Koncentracija piruvata u svakom ekstraktu ocitana je direktno sa
kalibracione krive i preracunata na masu lukovice. Rezultati su izrazeni u pmol piruvata po g sveze
lukovice.

3.9 ISPITIVANJE ANTIOKSIDANTNOG POTENCIJALA EKSTRAKATA

Za procenu antioksidantnog kapaciteta ekstrakata koris¢eno je nekoliko testova: testovi
kojima se odreduje sposobnost neutralizacije slobodnih radikala (DPPH’, ABTS™), reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (HO®) i reaktivnih oblika azota (NO), i sposobnost inhibicije lipidne
peroksidacije (LP). Sintetski antioskidans butilovani hidroksianizol (BHA) koris¢en je kao
pozitivna kontrola.

3.9.1 Odredivanje ukupnog redukcionog potencijala
Princip

Ukupna redukciona sposobnost odredena je spektrofotometrijskom metodom (Singleton i
drugi, 1999), koja se zasniva na sposobnosti Folin-Ciocalteu (FC) reagensa (smesa Na,WOy,,
Na,MoQ,, HCI, HsPO, i LiSO,) da reaguje sa redukcionim supstancama iz uzorka — fenolnim
jedinjenjima, amino kiselinama, proteinima, tiolima, nekim vitaminima, neorganskim jonima, itd.
(Everette i drugi, 2010), pri c¢emu daje obojeni kompleks ¢ija se apsorbancija meri na 760 nm.

Postupak

Pripremljeni su razblaZzeni rastvori ekstrakata (po tri koncentracije u intervalu od 0,5-10,0
mg mL " za svaki ekstrakt) u 70% metanolu. U mikroplo¢e (12x8) odmereno je po 25 pL rastvora
ekstrakta i 125 pL 0,1 mol L™ FC reagensa. U korekcije je umesto FC reagensa dodato 125 pL
dH,O. Probe su inkubirane tokom 6 min na sobnoj temperaturi, a zatim je u sve probe dodato po
100 puL 75 g L™ Na,COs;. Nakon 2 h inkubacije na sobnoj temperaturi, o¢itana je apsorbancija na
760 nm pomoc¢u Multiscan Spectrum ¢itaGa mikroplo¢a (Thermo Corporation). Paralelno sa
uzorcima pripremljeni su i analizirani standardni rastvori galne Kiseline u rasponu koncentracija
2,5-200 pg/mL. Sve radne probe radene su u tri ponavljanja, a korekcije u jednom.
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Izracunavanje

Koncentracija ekvivalenata galne kiseline u svakom ekstraktu ocitana je direktno sa
kalibracione krive i preracunata na masu ekstrakta. Ukupni redukcioni potencijal je izrazen u mg
ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog ekstrakta i dat kao srednja vrednost tri merenja =+
standardna devijacija.

3.9.2 Ispitivanje sposobnosti hvatanja DPPH radikala

Princip

Metoda se zasniva na spektrofotometrijskom pracenju konverzije stabilnog, azot-centriranog
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH’), intenzivno ljubicaste boje (Amax = 515 nm), u zuto
obojenu redukovanu formu DPPH-H u prisustvu antioksidanasa (Slika 3.5.) (Sanchez-Moreno i
drugi, 1998).

o) o)
A\ A\
N—O OH N—O
o] o;
N — + — N NH— +
o] o)
i o
// @ / @
o] o]
DPPH DPPH-H
Slika 3.5. Reakcija fenola sa DPPH’
Postupak

Pripremljena je serija od osam razblazenja ispitivanih ekstrakata u 70% MeOH u rasponu
koncentracija od 0,312 mg mL* do 20 mg mL . U mikroplogi (12x8) pripremljene su radne probe
odmeravanjem 190 nL. MeOH, 10 pL rastvora ekstrakta i 100 pL rastvora DPPH reagensa (67,2
nmol mL™ u MeOH). Kontrola je umesto ekstrakta sadrzala 10 uL MeOH, a korekcija umesto
DPPH reagensa 100 pnL. MeOH. Radne probe i kontrole radene su u tri, a korekcije u jednom
ponavljanju. Nakon 60 min inkubacije na sobnoj temperaturi, olitane su apsorbancije na 515 nm
pomoc¢u Multiskan Spectrum ¢itaca mikroploca (Thermo Corporation).

Izracunavanje
Kapacitet hvatanja DPPH radikala (DPPH-RSC) izracunat je prema slede¢oj formuli:
DPPH-RSC [%] = (1— (Aproba— Axorekcija) / Axontrola) % 100
gde je:
Aprosa  — Srednja vrednost apsorbancije radnih proba za datu koncentraciju
Aorekcija  — apsorbancija korekcije za datu koncentraciju

Awntrola — Srednja vrednost apsorbancije kontrolnih proba
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Konstruisane su krive zavisnosti DPPH-RSC od radne koncentracije ekstrakta (koncentracija
ekstrakta u finalnoj reakcionoj smesi) pomocu Origin 8.0 softvera (OriginLab, USA), i oitana je
ICso vrednost kao koncentracija koja dovodi do neutralizacije 50% DPPH radikala. Rezultat je
izrazen kao srednja vrednost tri odredene ICs, vrednosti + standardna devijacija (mg mL ™).

3.9.3 Ispitivanje sposobnosti hvatanja ABTS™ (TAS test)

Princip

Za ispitivanje sposobnosti hvatanja ABTS™ koriséen je komercijalni kit Total Antioxidant
Status (TAS) (Biorex Diagnostics Ltd, Antrim, UK) standardizovan po metodi Erel-a (2004) i
Koraéevica i drugih (2001). Princip metode zasniva se na hvatanju radikalskog katjona 2,2’-azino-
bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline), ABTS™, od strane antioksidanasa u uzorku.
Redukovani ABTS se inkubacijom sa metmioglobinom (koji ispoljava peroksidaznu aktivnost, a
nastaje u reakciji izmedu mioglobina i H,O,) prevodi u plavo-zeleni radikalski katjon ABTS™
(Slika 3.6.), ¢ija se absorbanca meri na 660 nm.

Antioksidansi inhibiraju ovu reakciju oksidacije srazmerno njihovoj koncentraciji i
onemogucavaju razvijanje boje. Stepen inhibicije se poredi sa stepenom inhibicije za sintetski
antioksidans 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilnu kiselinu (Trolox) — vodorastvorni
analog o-tokoferola (Slika 3.7.). Granica linearnosti za ovu metodu je 2,5 mmol/L, a osetljivost je
0,01 mmol/L.

o N\ _O
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N + HO,
H,C ABTS CH3
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(@] (@]
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g S S
; N—N_< + HZO
) {
H;C -t CHj3
ABTS

Slika 3.6. Nastajanje ABTS radikalskog katjona u reakciji sa metmioglobinom

Slika 3.7. Struktura Trolox-a
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Postupak:

Od ekstrakata po¢etne koncentracije 0,2 g mL ™" napravljena su po dva razblazenja u 70%
MeOH, u intervalu koncentracija od 0,5 do 5 mg mL ™, tako da koncentracija Trolox ekvivalenata
nije bila veéa od 2,5 mmol L* (granica linearnosti). U mikroplog¢i (12x8) pripremljene su radne
probe odmeravanjem 200 pL reagensa 1 (test pufer), 30 uL reagensa 2 (ABTS hromogen) i 10 pL
ekstrakta. Kontrola je umesto ekstrakta sadrzala 10 pL standarda 1 (0,0 mmol Trolox ekv. L™), a
korekcija je sadrzala samo 230 pL pufera. Paralelno je radena i proba sa standardom 2 (1,0 mmol
Trolox ekv. L™). Nakon inkubacije od 5 min na 37 °C, merena je apsorbancija na 660 nm
(Multiskan Spectrum, Thermo Corporation). Sve probe su uradene u tri ponavljanja, a korekcije u
jednom.

Apsorbancije za ekstrakt, kontrolu i standard 2 dobijene su oduzimanjem absorbancije
korekcije od absorbancije odgovarajucih proba.

Totalni antioksidantni status (TAS) je izracunat pomocu jednacine:
TAS [mmol Trolox ekviv. L™] = (A« =Aw) / (Ac— Atroiod) * Crrolox
gde je:
Ay — srednja vrednost apsorbancije kontrolnih proba
Ay, — srednja vrednost apsorbancije radnih proba za datu koncentraciju ekstrakta
Arroiox— Srednja vrednost apsorbancije proba sa standardom 2
Crroiox — koncentracija Trolox-a =1 mmol L™

Dobijene vrednosti za TAS [mmol Trolox ekviv. L] podeljene su sa poéetnom
koncentracijom ekstrakta da bi se dobili rezultati izrazeni u mmol Trolox ekviv. g* suvog
ekstrakta. IzraCunata je srednja vrednost TAS za dve razlicite koncentracije ekstrakta.

3.9.4 Odredivanje sposobnosti hvatanja hidroksil radikala ESR
spektometrijom

Princip:

Uticaj ekstrakata na formiranje i stabilizaciju hidroksil radikala ("OH) ispitan je primenom
elektron spin rezonantne (ESR) spektroskopije po metodi Babovi¢ i drugi (2010). S obzirom da su
hidroksil radikali visoko reaktivni sa relativno kratkim vremenom polu-zivota, njihova
koncentracija u zivim sistemima je obi¢no nedovoljno visoka za direktnu detekciju ESR
spektrometrijom. Zbog toga se za detekciju "OH koristi ESR spin trap tehnika sa 5,5-dimetil-1-
pirolin-N-oksid (DMPO) kao spin trap agensom, koji sa ‘OH gradi nitroksidne spin adukte
(stabilne slobodno-radikalske forme) (Slika 3.8.), ¢iji spektri se registruju ESR spektroskopijom.
Hidroksil radikali se produkuju direktno u reakcionoj smesi u Fentonovoj reakciji (Slika 3.8.).
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Slika 3.8. Nastajanje hidroksil radikala u Fentonovom sistemu i njegova reakcija sa DMPO

Postupak:

Ispitivani ekstrakti dodavani su u Fentonov reakcioni sistem (0,2 mL 112 mmol dm™
DMPO, 0,2 mL H,0, 0,2 mL 2 mmol dm~ H,0, i 0.2 mL 0,3 mmol dm FeCl,x4H,0) u opsegu
koncentracija od 0,05-0,5 mg mL™. U kontrolnu probu umesto ekstrakta dodata je voda. Nakon
reakcionog perioda od 2,5 min, snimani su ESR spektri u Bruker ER-160FC kvarcnoj kiveti za
vodene rastvore, pomoc¢u Bruker 300E ESR spectrometra (Rheinstetten, Germany), pri slede¢im
uslovima: frekvencija modulacije 100 kHz, amplituda modulacije 0,226 G, vremenska konstatnta
80,72 ms, vremenski opseg merenja 327,68 ms, frekvencija mikrotalasa 9,64 GHz, centar polja
3440 G, ukupan opseg merenja 100 G, snaga mikrotalasnog podrucja 20 mW, temperatura merenja
23 °C.

Na Slici 3.9. prikazani su ESR spektri DMPO-OH radikala bez i sa dodatkom ekstrakta u
probu.

Conment © aleps prove Sete : 29T e Commant : alitus fuscus o, O%eg,mi

Slika 3.9. ESR spektar DMPO-OH kontrole (A) i spektar DMPO-OH nakon dodatka ekstrakta (B)

Sposobnost hvatanja "OH izracunata je na osnovu podataka dobijenih iz ESR spektara, po
formuli:

OH-RSC [%] = (hy—hy) x 100/h,
gde je: h, — visina drugog pika ESR signala kontrole
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hy — visina drugog pika ESR signala probe sa ekstraktom

Konstruisane su krive zavisnosti OH-RSC od radne koncentracije ekstrakta (koncentracija
ekstrakta u finalnoj reakcionoj smes§i) pomocu Origin 8.0 softvera (OriginLab, USA), i ocitana je
ICso vrednost kao koncentracija koja dovodi do neutralizacije 50% hidroksil radikala (smanjuje
visinu drugog pika ESR signala kontrole za 50%).

3.9.5 Odredivanje kapaciteta hvatanjaNO'’ radikala

Princip:

Kapacitet hvatanja NO™ radikala ispitivanih ekstrakata odreden je spektrofotometrijskom
metodom (Green i drugi, 1982; Marcocci i drugi, 1994), u kojoj se prati sposobnost ekstrakta da
neutraliSu generisane NO radikale. Natrijum-nitroprusid (SNP) u vodenom rastvoru pri fizioloSkom
pH spontano generiSe NO radikale, koji reaguju sa kiseonikom dajuéi nitritne jone. ,,Hvataci“ NO
radikala se takmice sa kiseonikom za NO S§to dovodi do smanjenja produkcije nitritnih jona.
Nitritni joni na sobnoj temperaturi sa Griess-ovim reagensom (smes$a N-(1-naftil)-etilendiamin
dihidrohlorida i sulfanilamida u fosfornoj kiselini) daju purpurno-ruzicasti diazo kompleks (Slika
3.10.), ¢ija se apsorbancija meri na 546 nm.

OZ
NO > NO, > NO,’ HZN@SOZNHZ

H* | diazotovanje
H,N NH O NEN@SOZNHZ

azo-kuplovanje

H,N NH O N=N—QSOZNH2
__/

Slika 3.10. Nastajanje diazo kompleksa u reakciji nitrita sa Griess-ovim reagensom

Postupak:

Pripremljena je serija od osam razblazenja ispitivanih ekstrakata u 70% MeOH u rasponu
koncentracija od 16,67 mg mL™' do 200 mg mL*'. U mra¢noj komori (jer je reakcija
fotosenzitivna), pripremljene su radne probe u mikroploc¢i (12x8) odmeravanjem 75 pL 10 mmol
L natrijum-nitroprusida (SNP) u 0,067 mol L™ fosfatnom puferu pH 7,4, 15 pL ekstrakta i 65 pL
0,067 mol L™ fosfatnog pufera pH 7,4. Kontrola je umesto ekstrakta sadrzala 15 pL 70% MeOH, a
u korekciju je umesto SNP dodat pufer. Radne probe i kontrole radene su u tri, a korekcije u
jednom ponavljanju. Nakon 60 min inkubacije na sobnoj temperaturi i pod konstantnim
osvetljenjem, dodato je 150 pL Griess-ovog reagensa, koji je dobijen me$anjem 2 mg mL* N-(1-
naftil)-etilendiamin dihidrohlorida (NEDA) u dH,O sa 20 mg mL™ sulfanilamida u 4% (v/v)
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fosfornoj kiselini, ana partes, neposredno pre eksperimenta. Absorbancija nastale hromofore
merena je na 546 nm pomoc¢u Multiskan Spectrum ¢itaéa mikroplo¢a (Thermo Corporation).

Izracunavanje:

Kapacitet hvatanja NO radikala (NO-RSC) racunat je prema slede¢oj formuli:
NO-RSC [%] = (1 (Aproba— Avorekcija) / Axontrola) X 100

gde je:

Aprova  — Srednja vrednost apsorbancije radnih proba za datu koncentraciju

Aorekcija  — apsorbancija korekcije za datu koncentraciju

Awntrola — Srednja vrednost apsorbancije kontrolnih proba

Konstruisane su krive zavisnosti NO-RSC od radne koncentracije ekstrakta (koncentracija
ekstrakta u finalnoj reakcionoj smesi) pomocu Origin 8.0 softvera (OriginLab, USA), i oitana je
ICso vrednost kao koncentracija koja dovodi do neutralizacije 50% NO radikala. Rezultat je izrazen
kao srednja vrednost tri odredene ICs; vrednosti + standardna devijacija (mg mL ™).

3.9.6 Odredivanje sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije

Princip

Uticaj ispitivanih ekstrakata na stepen Fe®*/askorbat indukovane lipidne peroksidacije u
lanenom ulju odreden je pomoc¢u TBA testa (Aust, 1985), po metodi Or¢i¢ i drugi (2011). Metoda
se zasniva na merenju intenziteta obojenosti kompleksa (na 532 nm), nastalog reakcijom
tiobarbiturne kiseline (TBA) sa malonildialdehidom (MDA), krajnjim proizvodom lancane
slobodnoradikalske peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina (Slike 3.11. i 3.12.).

Tacan mehanizam inicijacije lipidne peroksidacije Fe** jonima nije u potpunosti razjagnjen.
Poznato je da Fe*" joni mogu reagovati sa kiseonikom iz vazduha i pri tom generisati reaktivne
kiseoni¢ne vrste (ROS), kao npr. superoksid anjon (O,), za koji se pretpostavlja da je inicijator
lanCane radikalske reakcije lipidne peroksidacije. Askorbinska kiselina se dodaje u maloj
koncentraciji da bi odrzavala jone gvoda u redukovanoj formi (Afanasev i drugi, 1989). Kao izvor
nezasi¢enih masnih kiselina kori$¢eno je laneno ulje dobijeno iz lanenog semena ekstrakcijom po
Soxlet-u. Njegov sastav odreden je GC-MS tehnikom i utvrdeno je da sadrzi 69,7 % linoleinske i
13,5 % linolne kiseline.

Postupak:

Napravljena je suspenzija me$anjem 35 pL lanenog ulja i 100 mL 0,067 mol L™ fosfatnog
pufera pH 7.4, u prisustvu 250 uL. Tween-80 na ultrazvuénom kupatilu u trajanju od 1 h. Ova
suspenzija (3 mL) pomesana je sa 20 uL 4,58 mmol L™ FeSO4, 20 uL 87 umol L™ askorbinske
kiseline i 20 pL ekstrakta (ili rastvaraca u kontroli). Korekcija je sadrzala 3 mL pufera i 20 pL
ekstrakta. Radne probe i kontrole radene su u tri, a korekcije u jednom ponavljanju.Nakon
inkubacije od 1 h na 37 °C, u sve probe je dodato 0,2 mL 37,2 mg mL* EDTA i 2 mL TBA
reagensa (3,75 mg mL™ tiobarbiturne kiseline, 1,3% (v/v) HCIO,, 0,15 g mL™ trihlorsiréetne
kiseline). Reakcione smeSe su zagrevane 15 min na 100 °C, ohladene i centrifugirane na 1600 g
tokom 15 min. Iz svake probe je po 300 puL prebaceno u mikroplocu (12x8), a zatim je absorbanca
merena na 532 nm pomoc¢u Multiskan Spectrum ¢ita¢a mikroplo¢a (Thermo Corporation).
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Slika 3.11. Mehanizam peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina
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TBA MDA obojeni kompleks

Slika 3.12. Reakcija TBA sa MDA, formiranje obojenog adukta

Izracunavanje:
Inhibicija lipidne peroksidaije (I) raunata je prema slede¢oj formuli:
I [%] = (1— (Aproba— Axorekcija) / Akontrota) X 100
gde je:
Aprova  — Srednja vrednost apsorbancije radnih proba za datu koncentraciju
Aworekciia  — apsorbancija korekcije za datu koncentraciju
Awntrola — Srednja vrednost apsorbancije kontrolnih proba

Konstruisane su krive zavisnosti | od radne koncentracije ekstrakta (koncentracija ekstrakta
u finalnoj reakcionoj smesi) pomoc¢u Origin 8.0 softvera (OriginLab, USA), i ocitana je ICsy
vrednost kao koncentracija koja dovodi do 50% inhibicije LP. Rezultat je izraZen kao srednja
vrednost tri odredene ICsy vrednosti + standardna devijacija (mg mL ™).
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3.10. ISPITIVANJE ANTIINFLAMATORNE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA

Princip

Odredivanje antiinflamatorne aktivnosti ispitivanih ekstrakata uradeno je po ex vivo metodi
Beara i drugih (2010), uz odredene modifikacije (Lesjak i drugi, 2013). Metoda je zasnovana na
odredivanju sposobnosti inhibicije produkcije medijatora inflamacije, produkata metabolizma
arahidonske kiseline, 12-HHT, TXB,, PGE, i 12-HETE, u intaktnom ¢elijskom sistemu (humanim
trombocitima), gde je proces inflamacije izazivan dejstvom kalcijumove jonofore A23184
(kalcimicin). Dati metaboliti kvantifikovani su primenom LC-MS-MS tehnike.

Postupak:
Odredivanje broja trombocita

Za eksperiment su kori§¢eni trombociti dobijeni sa Instituta za transfuziju u Novom Sadu,
kojima je istekao rok upotrebe (5 dana) za medicinske svrhe, ali koji su i dalje vijabilni. Trombociti
su do momenta upotrebe neprestano blago meSani na muckalici na temperaturi od 20°C do 24°C da
bi se sprecilo slepljivanje. Tacan broj trombocita odreden je brojanjem u Neubauer-ovoj komori
nakon njihovog tretiranja sa amonijum-oksalatom, pri ¢emu se pod mikroskopom vijabilni
trombociti uocavaju kao svetlucave Cestice. Suspenzija trombocita koja se koristi za brojanje
napravljena je meSanjem 10 pL koncentrata trombocita i 990 uL 10 mg mL* amonijum-oksalata.
Nakon 10 min, 10 uL ove suspenzije nanosi se na Neubauer-ovu komoru. Brojanje se vrsi pri
mikroskopskom uveéanju od 40%, u najmanje Cetiri kvadrata, za koje se zatim izraCuna srednja
vrednost broja trombocita po kvadratu. Ovaj broj se zatim podeli sa zapreminom koja staje na jedan
kvadrat (4 x 10 ° mL) i pomnozZi sa razblazenjem (100) i na taj na¢in dobije se broj trombocita/mL.

Odredivanje antiinflamatorne aktivnosti

Napravljena je suspenzija humanih trombocita 2-10° ¢elija/mL u puferu pH 7,2 (0,137 mol
L NaCl, 2,7 mmol L™ KCI, 2 mmol L™ KH,PO,, 5 mmol L™ Na,HPO, i 5 mmol L glukoze). 2
mL ove suspenzije inkubirano je 5 min na 37 °C, nakon ¢ega je dodato 100 pL ekstrakta u DMSO
(u rasponu koncentracija 10-300 mg mL™; u kontrolu dodat DMSO umesto ekstrakta) i 100 pL
125 umol L™ rastvora kalcimicina u DMSO (u slepu probu dodat samo DMSO) i inkubacija
nastavljena tokom 2 min na 37 °C uz mesanje. Nakon dodatka 300 pL 16,7 mmol L™ vodenog
rastvora CacCl, (kod slepe probe — vode), reakciona smesa je ponovo inkubirana tokom 5 min na 37
°C uz muckanje. Sve probe su radene u tri ponavljanja. Reakcija je prekinuta dodatkom 5,8 mL
hladne 1 % (v/v) HCOOH uz intenzivno muckanje. Nakon dodatka internog standarda (50 uL
rastvora 6 ug mL ™' PGB, u DMSO) reakciona smesa je ekstrahovana pomoéu 8 mL smese CHCl; :
MeOH (1:1) uz intenzivno muckanje tokom 15 min. Organski sloj je nakon centrifugiranja (15 min,
7012xg, 4 °C) uparen na 40 °C pod snizenim pritiskom, rekonstituisan u 500 uL. MeOH i nakon
filtracije (membranski filtri od regenerisane celuloze, 25 mm/45 pm, Econofilters, Agilent
Technologies) analiziran na LC-MS-MS. Koriséen je Agilent Technologies 1200 Series Rapid
Resolution te¢ni hromatograf sa G6410A QqQ MS-MS detektorom sa elektrosprej (ESI) jonskim
izvorom, kontrolisan od strane MassHunter Workstation Data Acquisition softvera, ver. B.01.03
(Agilent Technologies). Injektovano je 5 uL uzorka. Razdvajanje je postignuto na Zorbax SB-C18
30 mm x 2,1 mm x 3,5 um koloni (Agilent Technologies) temperiranoj na 65 °C, ispred koje je bio
vezan in-line filter (2 mm, 0,2 um, Agilent Technologies). Kao mobilna faza A koris¢ena je 0,6 %
v/v siréetna kiselina, a kao faza B — MeOH. Komponente su eluirane u gradijentnom rezimu: 0 min
65 % B, 2 min 100 % B, 3,5 min 100 % B, sa vremenom reekvilibracije od 3 min (ukupno vreme
analize 15 min), uz konstantan protok od 1 mL min™. Celokupna koli¢ina eluata prosledena je u
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maseni spektrometar. Parametri jonskog izvora bili su: protok gasa za susenje (N) 9 L min™,
temperatura 350 °C, pritisak gasa za rasprSivanje 40 psi, napon na kapilari 4 kV, napon
fragmentora 120 V, negativan polaritet. Jedinjenja su pracena u MRM modu, sa vremenskim
segmentima:

o 0-0,9 min PGB, (jon prekursor m/z = 333, koliziona energija 13 V, jon produkt m/z = 315),
12-HHT (prekursor m/z = 279, koliziona energija 5 V, produkt m/z = 261), TXB,
(prekursor m/z = 369, koliziona energija 15 V, produkt m/z = 169), PGE; (prekursor m/z =
351, koliziona energija 15 V, produkt m/z = 271),

e 0,9-3,5min 12-HETE (prekursor m/z = 319, koliziona energija 7 V, produkt m/z = 301).

Izracunavanje
Za svaku koncentraciju ekstrakta izracunat je stepen inhibicije prema formuli:

_Rsp)_(RUZ _RSP) =100 - Rkon _Ruz
Rkon - Rsp Rkon _&D

R
|=100~( kon

gde je:

I — stepen inhibicije [%]

Rwon  — 0dnos odgovora (eng. response ratio) za kontrolu
Rz —odnos odgovora za datu koncentraciju

Ry, — odnos odgovora za slepu probu

Odnosi odgovora odredeni su kao odnos povrsine pika datog analita i povrSine pika internog
standarda (PGB,).

Konstruisane su krive zavisnosti srednje vrednosti inhibicije (1) za tri ponavljanja od radne
koncentracije ekstrakta (koncentracija ekstrakta u finalnoj reakcionoj smesi pre dodatka 1 %
HCOOH) pomoc¢u Origin 8.0 softvera (OriginLab, USA), i ocitana je ICsy vrednost kao
koncentracija koja dovodi do 50% inhibicije sinteze odgovaraju¢eg metabolita (12-HHT, TXB,,
PGE, ili 12-HETE). Rezultat je izrazen kao ICsy vrednost + standardna devijacija ponovljivosti
(odredena tokom validacije metode).

3.11. ODREDIVANJE ANTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA

Antibakterijska aktivnost odabranih ekstrakata ispitana je na devet bakterijskih sojeva disk
difuzionim testom i dilucionom metodom.

Sojevi bakterija

Za odredivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakata koriS¢ena su Cetiri referentnih soja
Gram-pozitivnih bakterija: Sarcina lutea ATCC 9391, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P i Bacillus subtilis ATCC 10707 i Cetiri referentna soja Gram-
negativnih bakterija: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 i tri soja Esherichia coli ATCC 25922,
SY 252 IB 112 IpcA. Esherichia coli IB112 soj ima poviSenu permeabilnost zbog IpcA mutacije.

OZivljavanje liofiliziranih sojeva i priprema prekonocne kulture

U epruvete je razliveno po 2 mL Luria broth (LB) (10 g triptona, 5 g ekstrakta kvasca, 5 g
NaCl rastvoreno u 1 L dH,O, podesen pH na 7 sa 1 mol L™ NaOH i sterilisano u autoklavu 20 min
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na 121 °C). Spatulom je iz liofiliziranih sojeva zahvatana kultura i uronjena u LB, odakle su
kulture zasejane ezom na Lauria agar (LA) (10 g triptona, 5 g ekstrakta kvasca, 5 g NaCl i 15 g
agara rastvoreno u 1 L dH20, podesen pH na 7 sa 1 mol L™ NaOH i sterilisano u autoklavu 20 min
na 121 °C) i inkubirane na 37 °C 24 h da bi se dobila prekonoéna kultura iz koje se ezom zasejava
na LA. Zasejane kulture inkubirane su preko no¢i na 37 °C da bi se dobile iSarane ploce. Sa
iSaranih ploc¢a ezom je uzeta po jedna kolonija i prenesena u 2 mL LB i promuc¢kana na vorteksu, a
zatim je vrSena inkubacija na 37 °C u toku 24 h. Ovako su dobijene prekono¢ne kulture koje su
kori$éene u disk-difuzionom testu i dilucionoj metodi.

Odredivanje broja bakterija u prekonoénim kulturama bakterijskih sojeva

Za odredivanje ukupnog broja bakterija u prekono¢noj kulturi kori¢ena je indirektna metoda
koja se zasniva na brojanju kolonija koje su u toku inkubacije nastale od pojedinacnih celija.
Postupak se sastoji u pravljenju decimalnih razblaZenja na sledeci nain: u epruvete sa po 5 mL
fiziologkog rastvora (0,01 mol dm > MgSO, u dH,0) dodato je 0,05 mL prekonoéne kulture (parna
razblazenja) i 4,5 ml fizioloskog rastvora i 0,5 mL prekonoc¢ne kulture (neparna razblazenja). Na taj
nadin iz poletnog uzorka koji sadrzi oko 10° bakterija/mL dobijemo suspenziju u kojoj je
koncentracija bakterija oko 10° éelija/mL. Iz ovog rastvora pipetirano je 0,1 mL i zasejano na LA.
Za svaki bakterijski soj zasejane su po dve Petri ploce. Nakon inkubacije 24 h na 37 °C izbrojane
su kolonije i izracunata koncentracija bakterija u prvobitnoj prekonoénoj kulturi (Tabela 3.5.) na
osnovu slede¢e formule:

broj bakterija/mL prekonoéne kulture = By, x 10° x 10

gde je: By — srednja vrednost broja kolonija za dve Petri ploCe zasejane istim bakterijskim
sojem, 10°— faktor razblaZenja, 10 — prevodenje sa 0,1 mL na 1 mL

Tabela 3.5. Broj bakterija u prekono¢nim kulturama

bakterijski soj broj-kolonija/ Petri srednja br. bakterija/mL prekono¢ne
plo¢i vrednost kulture
Sarcina lutea 97 g
102 1,02 x 1
ATCC 9391 106 0 0210
i idi 2
Staphylococcus epidermidis 4 4% 107
ATCC 12228 5
Staphylococcus aureus ATCC 20 8
6538 T 18 1,8 x 10
Bacillus subtilis 2 ;
ATCC 10707 1 2 210
Pseudomonas aeruginosa 155 9
ATCC 9027 140 148 1,5 %10
Esherichia coli 105 8
ATCC 25922 55 80 810
Esherichia coli 124 9
SY 252 170 147 1,5 % 10
Esherichia coli 15 8
IB 112 IpcA 5 10 110
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Disk-difuzioni test

Disk-difuziona metoda (Hindler, 1995) se koristi za preliminarno ispitivanje antibakterijskog
efekta biljnih ekstrakata. Prednost kori§¢enja ove metode ogleda se u maloj koli¢ini uzorka koja je
potrebna za analizu, kao i moguénosti testiranja vec¢eg broja uzoraka (3—6) po jednoj Petri ploci.
Osnovni nedostatak ove metode je da zavisi od sposobnosti difuzije ispitivane supstance u
hranljivu podlogu, pa se supstanca ne rasporeduje homogeno po podlozi, nemoguce je odrediti
koli¢inu supstance koja je difundovala, zbog ¢ega je otezano medusobno poredenje antimikrobne
aktivnosti razli¢itih ekstrakata (Jorgensen i Turnidge, 2007).

Mueller Hinton agar (MHA) (38 g Mueller Hinton agara rastvoreno je u 1 L dH,O i
sterilisano u autoklavu na 121 °C u toku 20 min) je inokulisan odgovaraju¢im bakterijskim sojem
na taj nacin $to je 0,1 mL prekonoéne kulture utrljavano na podlogu. Na svaku plo¢u postavljeno je
po 4 sterilne filter hartije (Whatman paper No.1) kruznog oblika pre¢nika 12 mm i na svaku hartiju
naneseno 20 pl ekstrakta odredene koncentracije. Ekstrakti su pripremljeni uparavanjem osnovnih
metanolnih ekstrakata do suva i ponovnim rastvaranjem u dH,O do koncentracije od 200 mg mL ™,
od koga su pravljena odgovarajuca razblazenja. Svaka petri kutija je sadrzala 1 vrstu bakterije i 1
ekstrakt u Cetiri koncentracije (0,25-4 mg po disku). Kao pozitivna kontrola Kkoris¢eni su
komercijalno proizvedeni diskovi kanamicina (30 pg/disku), penicillina (100 1U/disku),
hloramfenikola (70 pg/disku) i cefuroksima (100 pg/disku), dok je za Pseudomonas aeruginosa, s
obzirom da je bio rezistentan na prethodna Cetiri antibiotika, uraden test i sa inertnim diskom
impregniranim sa rastvorom karbenicillinom (100 pg/disku). Nakon 24 h inkubacije na 37 °C,
lenjirom je izmeren precnik zona inhibicija rasta. Testovi su izvedeni u tri nezavisna eksperimenta i
dobijene zone predstavljene su kao srednja vrednosti tri odredene zone inhibicije + standardna
devijacija (mm).

Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBC)

Ekstrakti koji su pokazali antibakterijsku aktivnost u disk-difuzionom testu bili su
podvrgnuti odredivanju minimalne baktericidne koncentracije dilucionom metodom u epruvetama
(Hindler, 1995). Upotrebom dilucione metode odreduje se minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC) i minimalna baktericidna koncentracija ispitivanih supstanci (MBC). MIC je definisana kao
najniza koncentracija ispitivanih supstanci pri kojoj (vizuelno) ne dolazi do rasta bakterija, ali
dolazi do porasta na hranljivom medijumu. MBC je ona koncentracija pri kojoj je 99,9% od
pocetnog broja bakterijskih celija ubijeno, tj. ne dolazi do rasta ni na hranljivom medijumu.
Pripremljena je serija dvostrukih razblazenja ekstrakata. U epruvete je sipano po 1 mL Mueller
Hinton broth (21 g Mueller Hinton broth rastvoreno u 1 L dH,O i sterilisano u autoklavu 20 min na
121 °C), 200 pL ekstrakta odredene koncentracije (200, 100, 50 i 25 mg mL™) i 0,1 mL
prekonoéne bakterijske kulture (Staphylococcus aureus, 2 x 10° bakterija /mL). Kontrola rasta
sadrzala je medijum sa bakterijskom suspenzijom, a kontrola sterilnosti samo medijum. Sve probe
su radene u tri ponavljanja. Nakon 24 h inkubacije na 37 °C, minimalna baktericidna koncentracija
(MBC), tj. najniza koncentracija ekstrakta na kojoj nema rasta bakterija, odredena je vizuelno na
osnovu odsustva zamucenosti. Za proveru tacnosti odredenog MBC-a, iz epruvete sa najnizom
koncentracijom ekstrakta u kojoj nema zamucenosti zasejane su kulture na LA. Ukoliko nakon
inkubacije od 24 h na 37 °C nije bilo rasta bakterija, potvrden je pretpostavljeni MBC (Mahon i
Munuselis, 1995).
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3.12 ODREDIVANJE ANTIVIRALNE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA

Princip: Antiviralna aktivnost odabranih ekstrakata ispitana je metodom inaktivacije, koja
omoguéava odredivanje koncentracije antiviralnog agensa koja redukuje brojnost viriona na
polovinu (Phlsy) (Knezevic i drugi, 2011).

Postupak:

Koris¢ena su dva Pseudomonas aeruginosa specifiéna bakteriofaga — 6 (familija
Podoviridae) i o—1 (familija Siphoviridae). Kao originalni domaéin faga & koris¢en je soj P.
aeruginosa PA-4U, a kao domacin faga o—1 referentni soj ATCC 9027. Fagi su umnozeni na
odgovarajuéem domacéinu, precipitirani pomoéu NaCl (58,4 g L") i PEG6000 (1:10 w/v), istalozeni
centrifugiranjem (11000 g 10 min na 4 °C) i preciSéeni izopiknic¢kim ultracentrifugiranjem u
diskontinuiranom gradijentu CsCl (1,45; 1,50 i 1,70 g mL™*; 151000 g u toku 1 h na 4 °C)
(Sambrook i Russell, 2001). Nakon dijalize, suspenzije faga u SM puferu (50 mM Tris HCI [pH
7,5]; 0,1 M NaCl; 8 mM MgSO,; 1 mg mL ™" Zelatina) &uvane su na 4 °C, a bakterijski sojevi na -70
°C, u podlozi sa 10% glicerola. Bakterije su za potrebe eksperimenta gajene na tenoj Luria-Bertani
podlozi na 37 °C u toku 24 ¢asa.

Bakteriofagi, &ija je brojnost u finalnoj zapremini iznosila 1x10° PFU mL ™, pomesani su sa
odabranim ekstrakatima ¢&ija se finalna koncentracija kretala od 1,25 mg mL™" do 40 mg mL™.
Pored toga, ispitana je i antiviralna aktivnost standarda cimetne Kiseline i kvercetina, rastvorenih u
metanolu i DMSO-u, a ¢ije su koncentracije odabrane nakon preliminarnih eksperimenata i kretale
su se od 0,0625 mg mL* do 2 mg mL™ (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1 i 2 mg mL™). Kontrola je
podrazumevala inkubaciju bakteriofaga sa najviSom koncentracijom rastvaraca, bez dodatka
ekstrakta ili ispitivane supstance. Pripremljene smeSe faga i ekstrakata inkubirane su na 37 °C u
toku 30 min, nakon Cega je efekat ekstrakata neutralisan desetostepenim razredivanjem tretiranih
bakteriofaga u SM puferu. Kontrola je tretirana na identican nac¢in. Nakon tretmana odredivan je
titar faga metodom plaka (Carlson, 2005), a brojnost vijabilnih faga u odnosu na kontrolu izrazen je
u procentima. Sve analize radene su u triplikatu i u tri nezavisna eksperimenta.

3.13 ODREDIVANJE ANTIMUTAGENE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA

Princip:

Antimutagena aktivnost ekstrakata odredena je merenjem njihovog protektivnog delovanja
na oksidativna oste¢enja DNK i mutagenezu u bakterijama. Za testiranje je kori$¢en reverzno-
mutacijski test na Esherichia coli WP2. Kao test organizam koris¢en je soj IC202 trpE65
oxyR/pKM101. Ovaj soj je oxyR mutant, pa je izrazito osetljiv na oksidativni stres. 1C202 sadrzi i
plazmid pKM101 koji nosi mucAB gen visoko osetljiv na delovanje oksidacionih mutagena, i ima
mutaciju na genu trpE65, zbog Cega ne moze da sintetiSe triptofan. tert-butil-hidroperoksid (t-
BOOH), kao jak oksidacioni mutagen, aktivira mucAB gen, koji zatim pokrece reparacionu
mutagenezu, mutacija na trpE65 biva ispravljena, $to dovodi do formiranja Trp® revertanata
(Martinez i drugi, 2001). Broj Tpr® revertanata proporcionalan je ja¢ini oksidacionog mutagena, a
obrnuto proporcionalan jacini antimutagen0og agensa.
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Postupak:

U prvom delu eksperimenta odredena je maksimalna koncentracija ekstrakta koja ne deluje
toksi¢no na ispitivani test organizam (E. coli 1C202). Toksi¢nost je ispitivana na LA i na ET4
podlogama. Prekono¢na bakterijska kultura, koja je koris¢ena u ovom testu dobijena je tako Sto je u
10 mL LB dodato 25 pL 8 mg mL " ampicilina i 500 pL odmrznute kulture soja E. coli 1C202
(0,42 mL 87% sterilnog glicerola i 0,58 mL prekonoéne kulture, ¢uvano na —20 °C), a zatim ova
smesa inkubirana na 37 °C 24 h. U 3 mL otopljenog (45 °C) top agara (6 g L "agarai5g L™ NaCl
u destilovanoj vodi), dodato je 0,1 ml 10~ prekonoéne kulture i 10 pL ekstrakta (u rasponu
koncentracija 10-150 mg mL ™), a zatim je smesa razlivena na LA. Paralelno je radena i kontrola
rastvaraca (MeOH). Nakon inkubacije od 24 h na 37 °C, odreden je ukupan broj bakterija. Postupak
ispitivanja toksi¢nosti na minimalnoj ET4 podlozi (15 g agara rastvoreno u 1 L dH,0O, sterilisano u
autoklavu 20 min na 121 °C, a zatim dodato 20 mL Vogel Bonner medijuma E (50x) (2,87 mol L™
K;HPO,, 40 mmol L* MgSO,x7H,0O, 0,84 mol L* NaNH,HPO, - 4H,O, 476 mmol L™*
monohidrat limunske Kiseline, autoklavirano), 10 mL 40% D-glukoze i 0,5 mg triptofana) bio je isti
kao i na LA, s tom razlikom S$to prekono¢na kultura nije bila razblazena, a inkubacija je trajala 48
h. Broj prezivelih ¢elija poreden je sa kontrolom (podloga bez ekstrakta). Isti broj izraslih kolonija
ukazivao je na nepostojanje toksicnog efekta ekstrakata. Eksperimenti odredivanja antimutagenog
efekta radeni su u okviru netoksicnih koncentracija.

Drugi deo eksperimenta obuhvatao je odredivanje antimutagenog efekta na spontanu i t-
BOOH indukovanu mutagenezu. U 3 ml otopljenog top agara (45 °C) dodato je po 0,1 mL sveze
prekono¢ne kulture bakterijskog soja E. coli IC202 i 10 pL ekstrakta tako da njegova finalna
koncentracija bude: 0,1; 0,5; 1 i 4 mg suvog ekstrakta po petri-plo¢i. Ovako pripremljena smesa
razlivana je na minimalnu ET4 podlogu. Za odredivanje indukovane mutageneze, pored
prekonoéne kulture i testirane supstance, dodat je i vodeni rastvor mutagena t-BOOH tako da je
njegova finalna koncentracija bila 25 pg po petri-kutiji. Nakon inkubacije od 48 h na 37 °C
odredivan broj Trp" revertanata. Paralelno je praéena i kontrola rasta ispitivanog bakterijskog soja
(bez dodatka ekstrakta), kao i kontrola rastvaraca (MeOH).

Antimutageni efekat je izraZzen kao procenat inhibicije mutageneze (I) (Ong i drugi, 1985) i
racunat prema formuli:

1 [%] = (1 — N,/ Ny) x 100

gde je : Ny — broj indukovanih revertanata po petri kutiji sa ekstraktom, a Ny — broj
indukovanih revertanata po petri kutiji sa rastvaracem.

Za procenu antimutagenog potencijala koriS¢ena je kategorizacija predloZzena od strane
Wall-a i drugih (1988). Prema navedenoj kategorizaciji ako se procenat inhibicije mutageneze
kre¢e u intervalu od 0-20%, supstanca nema antimutageni efekat, od 20-40% — ima slab
antimutageni efekat, od 40-60% — ima antimutageni potencijal, od 60—80% — ima jak antimutageni
potencijal, i > 80% — sumnja u toksi¢ni efekat.

3.14 ISPITIVANJE GENOTOKSICNOG EFEKTA EKSTRAKATA

Princip:

Genotoksi¢nost ispitivanih ekstrakata odredena je primenom alkalnog komet testa, nazvanog
jos 1 test elektroforeze pojedinacnih ¢elija (SCGE — single cell gel electrophoresis), koji su razvili
Ostling i Johanson 1984. godine, a modifikovali Singh i drugi (1988). Nakon izlaganja celija
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genotoksicnom agensu, ¢elije se stavljaju u agarozni gel na mikroskoskopskim plo¢icama, liziraju u
alkalnim uslovima (pH 10) da bi se uklonili ¢elijski proteini, a zatim izlazu jos jacim alkalnim
uslovima (pH 13) da bi se DNK denaturisala i izvela elektroforeza. Za vreme elektroforeze,
neosteceni spiralizovani molekuli DNK migriraju sporo i pod mikroskopom imaju sferan oblik.
Nasuprot tome, prekinuti i odvijeni delovi DNK imaju negativan naboj, pa se u elektriénom polju
kre¢u brze prema anodi u odnosu na neostecene delove, zbog ¢ega pod mikroskopom imaju oblik
komete. Ostec¢enja DNK se kvantifikuju uz pomo¢ kompjuterske analize i izrazavaju kao % DNK u
repu komete.

Postupak:
Pripremanje Celijske suspenzije

Ispitivanje je vrSeno na monoslojnim celijskim kulturama humanih pluénih fibroplasta
(Human fetal lung fibroplast cells — MRC-5; ECACC No. 84101801) i humanih ¢elija karcinoma
debelog creva (HT-29 — Human colon adenocarcinoma grade Il cell line; ECACC No. 91072201).
70% metanolni ekstrakti upareni su do suva i rastvreni u DMSQO, a zatim su ovi osnovni rastvori
razblazeni sterilnom destilovanom vodom do koncentracije od 2 mg mL™. Ovako razblaZeni
ekstrakt koridéen je u daljem eksperimentu. Celije su odmrznute, prebatene u medijum za rast
(DMEM sa dodatkom 150 pL mL* FBS, 100 pg mL™" streptomicina i 100 U mL™ penicilina) u
flaskove od 75 cm? (Corning, New York, USA) i odgajene stajanjem na 37 °C u CO, inkubatoru u
toku 72 h. Odvojen je medijum, celije isprane sa 1xPBS (PBS (10x) razblazen sterilnom
destilovanom vodom u odnosu 1:10), dodato 600 uL 1 mg mL ™" tripsina i ostavljeno 5 min na 37
°C (da bi se ¢elije odvojile od podloge). Dodato je 5 mL medijuma, sve prebaceno u sterilnu
epruvetu i centrifugirano 10 min na 1500 rpm. Medijum je pazljivo odvojen i ¢elije suspendovane u
2 mL medijuma. Uzeto je 10 pL ¢elijske suspenzije i dodato 40 uL 0,5 % tripan plavog da bi se
¢elije obojile, a zatim su one izbrojane na hemocitometru i izra¢unat je broj ¢elija po mililitru. U
svaki bunar ploce za gajenje ¢elija (12-well, Thermo Scientific Nunc, Germany) dodato je po 1 mL
medijuma i 40000 MRC-5 ¢elija, odnosno 30000 HT-29 ¢elija po bunaru. Nakon formiranja
konfluentnog monosloja (inkubacija 3 h na 37 °C u atmosferi 5 % CO2, 100 % vlaznosti) medijum
je izvaden i zamenjen istom zapreminom medijuma u kome se nalazio isptivani ekstrakt u
koncentraciji pri kojoj je prezivljavanje ¢elija vece od 80 %. Smesa je ponovo inkubirana 20 h pod
istim uslovima. Negativna i pozitivna kontrola su takode uklju¢ene u analizu, kao i kontrola
rastvaraca. U negativnoj kontroli nalazio se medijum bez ekstrakta, a kontrola rastvaraca je umesto
ekstrakta sadrzala istu zapreminu rastvarata. U pozitivnoj kontroli koja je inkubirana sa
medijumom zajedno sa ostalim probama, 20 min pre isteka 20 h inkubacije medijum je zamenjen
sa medijumom koji je sadrzao 0,5 mmol L' genotoksi¢nog agensa — tert-butil hidroperoksida (t-
BOOH), i proba je inkubirana 20 min na 4 °C. Nakon inkubacije, medijum je u svim probama
izvaden, ¢elije isprane sa 500 uL 1xPBS, a zatim tripsinizovane (dodato 600 pL 1 mg mL™" tripsina
i ostavljeno 5 min na 37 °C) da bi se odlepile od podloge. Dodato je po 1 mL medijuma i dobijena
suspenzija centrifugirana u ependorfu 10 min na 100xg, a pelet je resuspendovan u 2 x 30 pl
1xPBS. Tako su dobijeni parovi koji su kori§éeni za alkalni komet test.

Priprema mikroskopskih plocica i fiksiranje celija na gel

Mikroskopske plocice sa jednim peskiranim krajem potapane su u apsolutni metanol, a zatim
spaljivane na plamenu da bi se odstranio alkohol. Suva stakla uronjena su u 10 mg mL™ NMP
agarozu (u destilovanoj vodi), obrisana sa jedne strane i ostavljena preko noci da se osuse. Na njih
je na dva mesta nano$eno po 80 pL rastopljene 10 mg mL™" NMP agaroze (u 1xPBS), pokrivano
pokrovnim staklom i ostavljeno 5 min na 4 °C da se stegne. Zatim je paZljivo skinuto pokrovno
staklo. 30 pL celijske suspenzije (oko 3x10° éelija/mL) pomesano je sa 70 pL 10 mg mL™* LMP
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agaroze (u 1xPBS), koja je prethodno zagrejana na oko 37 °C, i izliveno na sloj NMP. Ponovo je
ovaj sloj pokriven pokrovnim staklom i ostavljen 5 minuta na 4 °C, posle Cega je pazljivo
uklonjeno pokrovno staklo. Na ovaj nacin ¢elije su fiksirane u gelovima i spremne za liziranje.

Liziranje celija

Liziranje ¢elija je vrSeno potapanjem plocica sa gelom u rastvor za liziranje pH 10 (2.5 mol
L NaCl, 100 mmol L* EDTA, 10 mmol L™ TRIS, precizno podesen pH na 10 sa 10 mol L™
NaOH; neposredno pre upotrebe dodat Triton X—100 do 10 mg mL ™ i rastvor snazno promucékan) i
inkubacijom na 4 °C u toku 1h u mraku. Ovakav tretman visokim koncentracijama soli dovodi do
uklanjanja membrana, citoplazme, nukleoplazme i narusava nukleozome, jer skoro svi histoni —

bazni proteini male molekulske mase koji ucestvuju u izgradnji hromatina, odnosno hromozoma —
bivaju rastvoreni solima. Ono §to ostaje je nukleoid, koji se sastoji od nuklearnog matriksa i DNA.

Denaturacija DNA

U slede¢oj fazi eksperimenta vrSena je denaturacija i rasplitanje DNA lanaca. Plocice su
izvadene iz rastvora za liziranje, osuSene a zatim uronjene u rastvor za denaturaciju pH 13 (0,3 mol
L' NaOH i 1 mmol L™ EDTA u destilovanoj vodi) i inkubirane na 4 °C u toku 20 min u mraku. Pri
pH 13 dolazi do raskidanja vodoni¢nih veza izmedu lanaca DNK.

Elektroforeza DNA

Nakon denaturacije vrSena je elektroforeza u istom puferu kao za denaturaciju 20 min na 4
°C u mraku pri naponu od 25 V (0.7-1 V cm™) i jagini struje od 300 mA. Posle zavriene
elektroforeze plocice su izvadene i osusene ubrusom, a zatim potopljene u pufer za neutralizaciju
(0,4 mol L™ TRIS, pH 7,5 podesen sa cc HCI) i ostavljene 15 min.

Rastvori za liziranje, denaturaciju, elektroforezu i neutralizaciju pripremani su neposredno
pred eksperiment i do upotrebe ¢uvani na 4°C.

Bojenje
Gelovi su obojeni fluorescentnom bojom koja interkalira u DNA. Na svaki gel naneto je po
20 pL etidijum bromida (5 pg mL* u dH,0) i pokriveno pokrovnim staklom.

Vizuelizacija kometa

Za svaki uzorak analizirano je 50 nasumiéno odabranih nukleusa (25 po svakom gelu sa
jedne plocice). Komete su vizuelizovane pomocu fluorescentnog mikroskopa Leica DMLS (Leica
Microsystems GmbH, Austria) sa ekscitacionim filterom od 510 nm do 560 nm, barijernim filterom
od 590 nm i uvec¢anjem od 400x (Slika 3.14.), koji je snabdeven digitalnom kamerom F-046B IRF
(Marlin, UK).

Kvantifikacija DNA ostecenja

DNA osteCenja su kvantifikovana kompjuterskom analizom (Image analysis software,
Comet Assay IV Image Analysis system, Perceptive Instruments, UK). Stepen oste¢enja DNA
izrazen je kao procenat DNA u repu komete (dobijem kao odnos sume intenziteta piksela u repu

komete i sume intenziteta piksela u repu i glavi komete), koji je najceS¢e preporucivani parametar
za izrazavanje stepena oStecenja DNA u komet testu.
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Slika 3.14. Izgled neoste¢enog (A) i oSte¢enog nukleusa (B) pod fluorescentnim mikroskopom

Statisticka obrada

Za statisticku obradu dobijenih rezultata kori$éen je program SigmaStat 3.1 (Systat Software
GmbH, Germany). Razlike izmedu tretmana ¢elija u okviru jednog eksperimenta analizirane su
jednosmernom analizom varijanse (one-way analysis of variance, non-parametric ANOVA,
Kruskal-Wallis test), sa intervalom poverenja od 95% (p < 0,05).

3.15 ODREDIVANJE ANTITUMORSKE AKTIVNOSTI EKSTRAKATA

Gajenje Celijskih kultura

Za odredivanje uticaja ekstrakata na rast ¢elija koris¢ene su humane tumorske c¢elijske linije
HelLa (epitelni karcinom cerviksa), MCF7 (adenokarcinom dojke), HT-29 (adenokarcinom debelog
creva), kao i linija humanih zdravih éelija MRC-5 (fetalni fibroblasti pluca) (Tabela 3.6.). Sve
Getiri celijske linije su adherentne (pokazuju afinitet vezivanja za podlogu). Celije su kultivisane u
DMEM medijumu sa dodatkom 100 pL mL™* FBS, 100 ug mL™* streptomicina i 100 1U mL™
penicilina, u flaskovima od 25 cm? u (Corning, New York, USA) na 37 °C u atmosferi od 95 %
vazduha i 5 % CO, pri visokoj relativnoj vlaznosti. Celije su subkultivisane dva puta nedeljno
upotrebom 1 mg mL™ tripsina sa 0.4 mg mL™ EDTA i tretirane u logaritamskoj fazi rasta.

Tabela 3.6. Osnovne karakteristike izabranih Celijskih linija

Ic;]lil;;ka kataloski broj organ histoloski tip/obolenje U dvzlljfr?;z ("
HelLa ECACC™ 93021013  cerviks epitelne/karcinom cerviksa 21
MCF7 ECACC 86012803 dojka epitelne/adenokarcinom dojke 35
HT-29 ECACC 91072201 kolon epitelne/adenokarcinom debelog creva 39
MRC-5 ECACC 84101801 plu¢a fetalni fibroblasti/zdravo tkivo 27

" Vreme potrebno da se broj éelija udvostrudi
" European Colection of Cell Cultures

Priprema uzoraka

Za ispitivanje su koriS¢eni metanolni ekstrakti, upareni do suva i rastvoreni u DMSO do
koncentracije od 300 mg mL™' (detaljna priprema ekstrakata opisana je u poglavlju 3.3.1).
Standardi kvercetin, rutin, ferulna i cimetna kiselina rastvoreni su u DMSO. Lekovi Doxorubicin®
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1 Gemzar® rastvoreni su u 9 mg mL~" NaCl. Svi ekstrakti, standardi i lekovi razblaZeni su sa 9 mg
mL "' NaCl do Zeljenih koncentracija i sterilisani filtracijom kroz 0,22 pm membranske mikrofiltere
(Sartorius, Germany).

3.15.1 Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti ekstrakata
Princip:

Celije su inkubirane u prisustvu ekstrakata, standardnih jedinjenja ili lekova. Intenzitet
¢elijskog rasta odreden je merenjem ukupne koli¢ine proteina kolorimetrijskim sulforhodamin B
(SRB) testom (Skehan i drugi, 1990). Sulforodamin B je fluorescentna anjonska boja koja se u
blago kiseloj sredini elektrostaticki vezuje za pozitivno naelektrisane aminokiselinske ostatke
¢elijskih proteina dajuéi izrazito stabilne konjugate koji fluoresciraju jarko crveno. Nakon
vezivanja proteina i ispiranja viska boje, dodatkom slabe baze (TRIS), SRB se kvantitativno
ekstrahuje iz ¢elije i izmeri absorbancija na specificnoj talasnoj duzini (540 nm) na osnovu Cega se
odreduje celijski rast.

Postupak:

Suspenzije ¢elija, gustine 3—5x10° éelija po otvoru, dodate su u 180 ul DMEM medijuma sa
50 mg mL* FBS u mikrotitar plode sa 96 otvora (Sarstedt, Newton, USA) i preinkubirane 24 h na
37 °C. U svaki otvor dodato je po 20 ul ekstrakta (serija duplih razblazenja) do postizanja Zeljene
finalne koncentracije (0,0039 - 1 mg mL™). Uporedo sa ekstraktima ispitivani su i komercijalni
lekovi koji se koriste u hemoterapiji kancera Gemzar® i Doxorubicin® u rasponu koncentracija
0,003-31,3 ug mL ™ i 0,006-58,1 pg mL*, respektivno. Takode, ispitivan je i poznati antioksidans
vitamin C, kao i standardi fenolnih jedinjenja (kvercetin, rutin i ferulna kiselina), pri ¢emu je 1 pL
standarda u DMSO (serija duplih razblaZenja) dodavan u 199 uL medijuma DMEM sa 50 mg mL*
FBS, kako bi se postigla Zeljena finalna koncentracija (0,002-0,5 mg/ml). U kontrole je umesto
uzorka dodavana ekvivalentna zapremina rastvaraca. Koncentracija DMSO u ¢elijskoj kulturi bila
je <5 uL mL ™. Posle dodavanja uzoraka, probe su inkubirane 48 h na 37 °C, sto je adekvatno
vremenu od 2-3 generacije ¢elija u kontroli (Tabela 3.6.). Nakon inkubacije, ¢elije su fiksirane sa
0549 mL™? TCA u toku 1 h na 4 °C, isprane destilovanom vodom (Wellwash 4, Labsystems;
Helsinki, Finland) i obojene sa 4 mg mL ™ SRB u 10 mL L™ siréetnoj kiselini (75 pL po otvoru) u
toku 30 min na sobnoj temperaturi. Plo¢e su zatim isprane 4 puta sa 10 mL L siréetnom kiselinom
(200 pL po otvoru) da bi se uklonio visak boje. SRB je ekstrahovan iz ¢elije dodatkom 10 mmol
L tris[hidroksimetilJaminometanom (TRIS) (200 pL po otvoru). Absorbanca dobijenog rastvora
merena je na 540 nm (specifi¢na talasna duzina za SRB) i 620 nm (referentna talasna duzina za
uklanjanje apsorbance pozadine) pomoéu fotometra (Multiscan Ascent, Labsystems; Helsinki,
Finland). Efekat na ¢elijski rast izrazen je kao procenat od kontrole i raunat prema formuli:

K [%] = (AJ/AK) x 100
gde je: K — procenat od kontrole, A, — absorbanca uzorka, Ak — absorbanca kontrole.

Absorbanca je dobijena oduzimanjem absorbance na 690 nm od absorbance na 540 nm (A =
As40nm — Asgo nm). SVI tretmani ispitani su u osam ponavljanja.

Antiproliferativna aktivnost ekstrakta izrazena je kao ICs, vrednost (koncentracija
ekstrakta/standarda pri kojoj je inhibicija ¢elijskog rasta 50 %). Ova vrednost ocitana je iz krivih
zavisnosti Celijskog rasta od finalne koncentracije ekstrakta/standarda dobijenih polinomskom
regresionom analizom (software ORIGIN 8.0, OriginLab, USA). Ne-tumor/tumor odnos (NT/T)
raCunat je za ekstrakte, standarde i lekove koriS¢enjem ICs, vrednosti dobijenih za ne-tumorsku i
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tumorske Celijske linije, a vrednosti NT/T iznad 1 odgovaraju vec¢oj inhibiciji rasta tumorske
¢elijske linije u odnosu na zdravu.

3.15.2 Ispitivanje mehanizma ¢elijske smrti
Princip:

Apoptoza i nekroza detektovane su koris¢enjem Cell Death Detection ELISAP-YS kita
(Version 11.0, Roche). Ovaj spektrofotometrijski test se koristi za specifi¢no in vitro kvalitativno i
kvantitativno odredivanje mono- i oligonukleozoma (DNA fragmenata vezanih za histone) u
citoplazmatskoj frakciji pre i posle liziranja celija. Zasnovan je na enzimskoj sendvic-
imunoadsorbcionoj metodi, u kojoj se koriste monoklonalna antitela misa — anti-DNA i anti-histon,
koja vezuju DNA i histone, respektivno. Za anti-histon antitelo vezan je biotin koji moze da
reaguje sa streptavidinom, proteinom koji ima izrazito visok afinitet za biotin, a kojim su oblozene
mikroploce. Anti-DNA antitelo sadrzi enzim peroksidazu (POD), koja katalizuje oksidaciju 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonata) (ABTS radikala) i prevodi ga u zeleni ABTS™ (Slika
3.13.), ¢iji je apsorbcioni maksimum na 405 nm. Tokom perioda inkubacije, anti-histon antitelo
vezuje se za histonsku komponentu nukleozoma i simultano gradi imunokompleks sa
streptavidinom putem biotinizacije. Pored toga, anti-DNA-POD antitelo reaguje sa DNA
komponentom nukleozoma. Koli¢ina nukleozoma ekvivalentna je koli¢ini peroksidaze iz
imunokompleksa, a ona se odreduje spektrofotometrijski bojenom reakcijom sa ABTS supstratom
(Slika 3.13.). Koris¢ena anti-histon antitela miSa vezuju se za histone H1, H2A, H2B, H3 i H4
razli¢itih organizama, dok anti-DNA-POD antitelo reaguje i sa jednostrukim i sa dvostrukim
lancem DNA.

® © -
OO ®
e ©
® o
/\nt|—h|ston—b|ot|n \L
streptavidin na Anti-DNA-POD
mikroploti uzomk sa ABTS

nukleozomima

Slika 3.13. Komponente reakcione smesSe u metodi odredivanja mehanizma Celijske smrti

Postupak:

Detekcija tipa éelijske smrti radena je po metodi Cetojevié-Simin i drugi (2015) za ekstrakte
koji su u eksperimentima uticaja na éelijski rast ispunili kriterijum 1Cso< 100 pg mL™. Koris¢ena je
osam puta veca koncentracija ekstrakta od one koja za 48 h inhibira Celijski rast za 50% (¢ =8 x
ICs0), kako bi se vreme inkubacije, tokom kojeg su ¢elije izlozene delovanju ekstrakta, skratilo na 2
h. Test je izveden u skladu sa detaljnim uputstvima proizvodada. Ukratko, 1 x 10* éelija zasejano je
u standardne mikroploce sa 96 bunara, preinkubirano 24 h, a zatim su u radne probe dodati
ekstrakti, a u negativne kontrole rastvarac. Sve probe su radjene u Cetiri ponavljanja. Nakon
inkubacije od 2 h, mikroploCe su centrifugirane, a supernatant odvojen i kori§¢en za odredivanje
nekroze. Celije su zatim lizirane, centrifugirane, a lizati odvojeni za odredivanje apoptoze.
Odmereno je 20 uL supernatanta ili lizata u mikroplo¢e obloZene streptavidinom i 80 puL. imuno-
reagensa (smesa antitela), a zatim inkubirano 2 h uz meSanje. Sve probe su uradjene u duplikatu. S
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obzirom da i supernatanti i lizati sadrZze oligonukleozome, dolazi do intereakcije sa anti-histon
antitelima obelezenim biotinom i1 vezivanja za streptavidin, kao i do reakcije sa anti-DNA
antitelima sa peroksidazom. Mikroploce su isprane puferom, a zatim je dodat supstrat peroksidaze
— ABTS. Razvoj boje pracen je pomocu fotometra Multiscan Ascent (Labsystems; Helsinki,
Finland) na 405 nm, dok je o¢itavanje na 492 nm koris¢eno za uklanjanje apsorbance pozadine.

Vrednost absorbance na 492 nm oduzeta je od srednje vrednosti absorbanci ocitanih na 405
nm za datu probu. Stepen apoptoze ili nekroze izrazen je kao faktor povecanja koncentracije mono-
i oligonukleozoma (EF), koji je racunat kao A+/Ac, gde je Ar absorbanca probe tretirane
ekstraktom, standardom ili lekom, a Ac absorbanca negativne kontrole (samo rastvarac). Odnos
apoptoza/nekroza (A/N) izraCunat je za svaku probu i kontrolu na osnovu odgovarajuéih
apsorbancija. Porast apoptoze (Al) dobijen je deljenjem EF apoptoze sa EF nekroze (Cetojevié-
Simin i drugi, 2015).

111






4.Rezultati 1 diskusija






mr Nata$a Simin Doktorska disertacij

4.1. HEMIJSKI SASTAV VRSTA RODA ALLIUM SECT. CODONOPRASUM

Hemijski sastav vrsta roda Allium sect. Codonoprasum do sada je vrlo malo ispitivan.
Kusterer i saradnici (2010) i Fritsch i Keusgen (2006) odredili su sadrzaj odabranih cistein-
sulfoksida u pojedinim vrstama ove sekcije, Anackov (2009) je pratio zastupljenost Sest
flavonoidnih aglikona (luteolina, kvercetina, apigenina, kemferola, trichina i miricetina) u osam
taksona sect. Codonoprasum, a Curcic i saradnici (2012) su odredili sadrzaj ukupnih fenola i
flavonoida u ekstraktima vrste A. flavum. Pored ovih nekoliko radova, u literaturi nema drugih
podataka o hemijskom sastavu vrsta sect. Codonoprasum.

U ovom poglavlju prikazani su i diskutovani rezultati ispitivanja hemijskog sastava
ekstrakata 10 taksona roda Allium sect. Codonoprasum. U okviru ovih ispitivanja uradena je
analiza volatilnih komponenti headspace GC-MS (HS-GC-MS) tehnikom, kvalitativna analiza
metanolnih ekstrakata primenom te¢nohromatografskih metoda (LC-DAD-MS i LC-MS-MS) i
kvantitativha analiza odabranih fenolnih jedinjenja primenom LC-MS/MS tehnike. Pored toga,
odreden je sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i antocijana u ekstraktima, kao i aktivnost aliinaze,
primenom spektrofotometrijskih metoda.

4.1.1 Headspace GC-MS (HS-GC-MS) analiza volatilnih komponenti

Isparljiva sumporna jedinjenja, nastala nakon dezintegracije Ccelija svezih lukovica
ispitivanih vrsta roda Allium, analizirana su tehnikom kapilarne gasne hromatografije kuplovane sa
masenospektrometrijskom detekcijom (GC-MS). Seckanjem svezih lukovica iz vakuola se
oslobada enzim aliinaza, koji razlaze S-alk(en)il-cistein-sulfokside (ACSO) na pirogrozdanu
kiselinu, amonijak i alk(en)il-sulfensku kiselinu. Alk(en)il-sulfenska kiselina je hemijski nestabilna
i podleze reakciji kondenzacije sa jo§ nekim koreaktanatom, najceSce sa jo$ jednim iste vrste,
gradeéi tiosulfinate. Tiosulfinati su takode nestabilni i dalje se raspadaju na razli¢ita uglavnom
isparljiva jedinjenja koja zapravo daju aromu lukovima. U ovom radu kori$¢ena je statiCka
headspace tehnika (HS-GC-MS), koja ima mnogobrojne prednosti u odnosu na klasi¢nu teniku
hidrodestilacije etarskog ulja koje se injektuje na kolonu. Naime kod HS-GC-MS, vreme pripreme
uzorka je mnogo krace, potrebna koli¢ina uzorka mnogo manja, nema gubitka lako isparljivih
komponenti niti degradacije termolabilnih komponenti, dok u inlet gasnog hromatografa dospevaju
samo isparljive komponente uzorka ¢ime se kolona §titi od zagadenja. Glavni nedostatak ove
tehnike je $to se ne moZe Koristiti za analizu komponenti prisutnih u uzorku u malim koli¢inama
(granica detekcije je visoka).

Isparljive komponente su identifikovane na osnovu poredenja njihovih masenih spektara sa
spektrima iz biblioteka, a relativni udeli jedinjenja odredeni su metodom normalizacije na osnovu
povrsine pikova u TIC (total ion chromatogram).

Hromatogrami dobijeni HS-GC-MS analizom ispitivanih uzoraka dati su u Prilogu 8.2.
(Slike 8.1- 8.5.), a rezultati dobijeni analizom ovih hromatograma i masenih spektara dati su u
Tabeli 4.1.

Iz prikazanih razultata jasno se uodava da je dimetil-disulfid ubedljivo najdominantnija
isparljiva komponenta u uzorcima svih ispitivanih vrsta sect. Codonoprasum (relativni udeo od
70,7 do 100%), iz ¢ega se moze zakljuéiti da je metiin (S-metil-L-cistein-sulfoksid) dominantan
ACSO u svezim lukovicama ovih vrsta, $to je u skladu sa ranije objavljenim podacima (Kusterer i
drugi, 2010; Fritsch i Keusgen, 2006). Ovde se naroito izdvajaju A. flavum, A. oleraceum, A.
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melanantherum, A. rhodopeum, A. carinatum subsp. pulchelum, A. fuscum subsp. gracile i A.
paniculatum, kod kojih je primenjenom metodom dokazano prisustvo dimetil-disulfida kao jedine
isparljive komponente. Ovako karakteristican profil isparljivih komponenti mogao bi posuziti u
hemotaksonomske svrhe, s obzirom da se bitno razlikuje od profila belog i crnog luka dobijenog
HS-GC-MS analizom (Rose i drugi, 2005; Kallio i Salorinne, 1990; Bozin, 2003; Block i drugi,
1992), kao i od profila predstavnika tipi¢ne sect. Allium (Bozin, 2009).

U vrstama A. pallens, A. carinatum subsp. carinatum i A. fuscum subsp. fuscum pored
dimetil-disulfida, identifikovane su i male koli¢ine drugih sulfidnih jedinjenja: metil-1-propenil-
disulfida, metil-propil-disulfida i dimetil-trisulfida u sve tri vrste, i metil-alil-disulfida u vrstama A.
carinatum subsp. carinatum i A. fuscum subsp. fuscum (Slika 4.1.). Ovi podaci ukazuju da se pored
metiina u navedenim vrstama nalaze i drugi ACSO (prekursori isparljivih jedinjenja), verovatno
izoaliin i propiin, ali u znatno manjim koli¢inama od metiina.

Podaci o sastavu volatilnih komponenti vrsta A. melanantherum, A. rhodopeum, A. fuscum,
A. paniculatum i A. pallens su prvi put objavljeni u ovom radu.

Tabela 4.1. Rezultati HS-GC-MS analize

g o = = o
S £ S = & =
g 3 2 S3v ST 3
Jedinjenje "E’ ;; % Eq_é EE ;
b 5] X oo L T <8}
g E 2 = 3 E
T al S S a
tr(min) 1,86 2,66 4,74 498 512 565
Takson Lokalitet Relativni udeo (%)
Klisura Dervente - 95,2 1,3 - 3,5 -
Titelski Breg - 100 - - - -
Zaovine - 98,1 0,9 - 1,0 -
A. flavum Vrsacki Breg - 100 - - - -
subsp. flavum Babusnica - 100 - - - -
Tara - 100 - - - -
Klisura Jerme - 100 - - - -
Rtanj - 100 - - - -
A. oleraceum Rtan| ) 100 i i i i
’ Kosmovac - 100 - - - -
Cemernik - 100 - - - -
A. melanantherum Plana i 100 i i i i
A. pallens Beli Rzav - 70,7 - 51 21,1 3,1
A. rhodopeum Dimitrovgrad - 100* i - B B
A. carinatum Vlasinsko jezero - 100 - - - -
subsp. pulchelum Tara - 100 - - - -
Kaluderske Bare 2,3 76,1 0,0 8,5 9,2 4.0
A carinatum Klisura Dervente - 94,2 1,7 1,3 2,0 0,9
Slijp. carinatum Cemernik i 100 i i i i
Tara - 100 - - - -
Rtanj - 91,8 - 3,5 3,0 1,7
Klisura Dervente - 94,2 0,5 0,4 2,4 2,4
A. fuscum Zaovine - 93,0 - 0,7 4,6 1,7
subsp. fuscum Beli Rzav - 100 - - - -
Rtanj - 100 - - - -
A. fuscum . Tara - 100 - - - -
subsp. gracile
A. paniculatum Titelski breg - 100* - - - -

* Vrlo nizak sadrzaj isparljivih jedinjenja.
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Slika 4.1. Strukture volatilnih komponenti detektovanih u vrstama sect. Codonoprasum

4.1.2 Kvalitativna analiza metanolnih ekstrakata primenom LC-DAD-
MS i LC-MS-MS

Za preliminarni skrining jedinjenja ekstrahovanih iz biljnog materijala 70% (v/v) metanolom
koriS¢ena je reverznofazna te€na hromatografija kuplovana sa UV/VIS i tandemskom masenom
spektrometrijom (LC-DAD-MS). Ova tehnika je jedna od najce$c¢e koriS¢enih tehnika za
preliminarnu identifikaciju i kvanititaciju sekundarnih biomolekula biljaka. Za jonizaciju je
kori$éen elektrosprej jonski izvor (ESI), koji omogucava detekciju svih jedinjenja sa funkcionalnim
grupama koje se mogu jonizovati u kiselobaznim reakcijama ili gradenjem adukata sa jonima iz
rastvora. Uzorci su analizirani u pozitivnom MS2Scan modu, a kao mobilna faza kori$¢ena je
binarna faza sastavljena od 0,1% vodenog rastvora HCOOH i metanola. Mravlja kiselina
obezbeduje protone neophodne za gradenje Zeljenih [M+H]" adukata u pozitivnom modu, kao i
bolju hromatografiju kiselih jedinjenja usled supresije jonizacije. Dobijeni BPC i DAD (290 nm)
hromatogrami prikazani su u Prilogu 8.3. (Slike 8.6.-8.16.), dok su ESI(+) MS* (MS2Scan) i UV
spektri detektovanih jedinjenja prikazani u Tabeli 8.2 u Prilogu 8.3.

Jedinjenja su identifikovana na osnovu poredenja retencionih vremena, masenih i UV
spektara sa referentnim jedinjenjima, ili preliminarno identifikovana poredenjem sa literaturnim
podacima ili tumagenjem UV i MS" spektara. Za svaki pik, najpre je ekstrahovan MS' spektar u
pozitivnom modu snimanja i iz njega ocitani dominantni joni. Molekulska masa jedinjenja
odredena je iz masenih spektara prvog reda, putem asignacije bar dve jonske vrste. Moguce jonske
vrste u pozitivnom modu su adukti molekula i dimera sa protonom ([M+H]" i [2M+H]"), jonima
alkalnih metala ([M+Na]+, [M+K]",[2M+Na]") i amonijum-jonom ([M+NH,]"). S obzirom da je
koncentracija svih analiziranih ekstrakta bila ~20 mg/g SE, bilo je moguce poredenjem visine
pikova istih jedinjenja doneti zakljucke o njihovoj relativnoj zastupljenosti u ekstraktu.

Fenolna jedinjenja imaju karakteristi¢cne UV absorpcione spektre, koji se koriste prvenstveno
za identifikaciju Kklase jedinjenja. Tako, derivati fenilpropenskih kiselina pokazuju apsorpcione
trake na ~240 nm i ~330 nm (sa shoulder-om na ~300 nm), flavonoli na 250-270 nm i 320-360
nm, flavoni na 210-230 nm, 250-280 nm i 330-350 nm. Apsorpcioni maksimumi flavonoida
poticu od prstena A i B, a oznacavaju se kao traka | i traka Il. Apsorpcioni maksimum trake |
nalazi se u intervalu izmedu 300 i 400 nm i poti¢e od prstena A (i prstena C), dok se apsorpcioni
maksimum trake Il nalazi izmedu 240 i 285 nm i potice od prstena B (Markham, 1982). UV spektri
su naroc¢ito korisni za razlikovanje jedinjenja sa istom molekulskom masom, kao $to su flavonoidni
aglikoni luteolin i kemferol. Sli¢nost UV spektara moze ukazati i na strukturnu sli¢nost razli¢itih
jedinjenja, tj. na postojanje zajednickog strukturnog elementa.

U ESI, u zavisnosti od uslova jonizacije, moze da dode do delimi¢ne fragmentacije slabih
veza. Na ovaj na¢in MS' spekiri istovremeno sadrze i pseudo-MS? spektre glikozida, koji pruzaju
informacije o molekulskoj masi aglikonskog dela molekula (¢ime, istovremeno, omoguéavaju i
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karakterizaciju $e¢erne komponente). Zbog toga se, u nekim slu¢ajevima, veé¢ na osnovu MS'
spektra moze preliminarno identifikovati jedinjenje. Medutim, za dobijanje potpunijih informacija
neophodni su MS" eksperimenti. Za odabrane pikove snimljeni su MS? spektri [M+H]" jona. Za
akviziciju MS? spektara koris¢en je Product Ton Scan mod, koji podrazumeva odvajanje Zeljenog
prekursora od ostalih jona na prvom kvadrupolu (Q1), njegovu disocijaciju u kolizionoj ¢eliji (q)
pri nekoliko razli¢itih kolizionih energija (0—40 V, sa inkrementima 10 V), i zatim skeniranje
nastalih fragmenata na tre¢em kvadrupolu (Q3).

Pored toga, snimljeni su i pseudo-MS® spektri odabranih jona (655, 493, 331, 317)
detektovanih u MS*, pri kolizionoj energiji od 35 V i primenom visokog napona fragmentora (u
opsegu od 100 V do 220 V) koji dovodi do fragmentacije ve¢ u jonskom izvoru. Nastali fragmenti
dalje se u QQqQ analizatoru tretiraju kao prekursori — joni filtrirani na Q1 se usmeravaju u kolizionu
¢eliju gde se dalje fragmentiSu (napon kolizione ¢elije podesen na 35 V).

Za skrining jedinjenja sa zajedni¢kim strukturnim karakteristikama, kao $to su flavonoidni
glikozidi, koris¢en je Precursor Ion Scan mod. Ovaj mod podrazumeva detekciju prekursora Koji
pri datim uslovima u kolizionoj ¢eliji, daju odredeni fragment (npr. jon aglikona). Praceni su joni
flavonoidnih aglikona kvercetina (m/z = 303 u pozitivnom modu) kemferola i luteolina (m/z = 287
u pozitivnom modu) i metil-kveretina (m/z = 317 u pozitivnom modu).

Joni aglikona flavonoida nastaju ocepljenjem Secerne komponente O-glikozida uz
zadrZavanje glikozidnog O-atoma na aglikonskom jezgru (Oréi¢, 2010). U pozitivnom modu
flavonoidni glikozidi se obi¢no protonuju na karbonilnom O-atomu, a zatim se glikozidna veza
dovodi do Am/z od 162 u sluéaju heksoza, 146 kod deoksiheksoza, 132 kod pentoza i 176 u slucaju
heksuronskih kiselina.

Detektovana jedinjenja u uzorcima vrsta A. carinatum subsp. pulchellum, A. carinatum
subsp. carinatum, A. fuscum var. gracile, A. fuscum var. fuscum, A. flavum subsp. flavum, A.
melanantherum, A. paniculatum subsp. marginatum, A. pallens subsp. tenuiflorum, A. rhodopeum i
A. cepa sumarno su prikazana u Tabeli 4.2. Ukupno je detektovano 44 jedinjenja, od kojih je 29
preliminarno identifikovano na osnovu MS', MS?, pseudo-MS® i UV spektara. Molekulske mase
jona iz masenih spektara ovih jedinjenja i UV maksimumi ocitani iz UV/VIS spektara, prikazani su
u Prilogu 8.3. (Tabela 8.3.).

Za identifikaciju jedinjenja A-02, A-03, A-04, A-05, A-20, A-29 i A-33 nije bilo dovoljno
podataka na osnovu MS® spektara pa je za ove jone uradena Product Ion Scan analiza, a kao
reprezentativan uzorak odabran je ekstrakt A. pallens zbog dobrog razdvajanja komponenata i
dovoljnog intenziteta pikova u hromatogramu.

Jedinjenja A-02 i A-03 identifikovana su kao aminokiseline leucin/izoleucin i fenilalanin,
respektivno, na osnovu Product lon Scan-a (Slika 8.17 u Prilogu 8.3). Molekulska masa od 131
odgovara Leu/lle. Gubici CO i H,O ukazuju na prisustvo karboksilne grupe a gubitak NH;3 na
prisustvo amino-grupe. Spektar je saglasan sa literaturnim podacima za ESI-MS spektre Leu i lle
(Rogalewicz i drugi, 2000). Molekulska masa od 165 odgovara Phe, a jon 120 nastaje
fragmentacijom Phe (Rogalewicz i drugi, 2000).
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Tabela 4.2. Jedinjenja identifikovana primenom LC-DAD-MS i LC-MS-MS tehhnike u metanolnim ekstraktima vrsta sect. Codonoprasum

3 o B B E S £, S . £
1 2 3 § g § g % g g lf“ g E E E z % g é @ % § §
L el ) ; = o < 8
Oznaka | ta[min] Jedinjenje (Ident|f|kacugvnassslgto;rl;)MS , MS?, pseudo-MS” i % 3 % % § g % § % % % E 5 3 é % g § é i‘
25 28 £ ££ ££ o3 = & §” °¢ §
<g <% <8 83 88 T 2 T T«
= < < < <
A-01 0,665 n. i +++
A-02 0,81 Leu/lle R B B e e I T e i O e s o I o
A-03 1,04 Phe R B B e e I T e i O e s o I o
A-04 1,21 jedinjenja sa 2 sumporna atoma ++ ++  +++ +++
A-05 1,52 Trp +++  +++ ++ A+ A+ HEE
A-06 1,81 y-glutamil-S-propenil-L-cistein * +++ +++ + +
A-07 1,94 n. i. ++
A-08 2,03 n. i +
A-09 2,18 MeQuer Hex, * + + + + + +
A-10 2,39 Quer-3,x-Hex, + + + +
A-11 2,77 MeQuer Hex, * +
A-12 3,35 MeQuer HexHexA * + + + + +
A-13 3,50 MeQuer HexHexA *
A-14 3,59 MeQuer Hex, * + + + + + + +
A-15 4,08 Quer-3,x-Hex, + +
A-16 4,46 (Kemferol/Luteolin) Hex, + + + + + +
AL AT (Quer(Rha)?;ﬁ;gngx/zgﬁérmhazelc) o
A-18 4,87 Quer dHex Hex + +
A-19 4,98 MeQuer Hex,* + + + + + +
A-20 5,236 Quer-3,5-Hex, + +
A-21 5,72 Kemferol dHex,Hex +
A-22 5,89 n. i + + + + + +
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= Fo| F S 3 3 s c
L . .. 1 2 3 = [ S 3 = s R
Oznaka | tx [min] Jedinjenje (Ident|f|kacuS\r;asgsﬂé\l/rL;)MS , MS?, pseudo-MS® i % = % o § g E E E % % ’:g s |3 é % g § é i
25|28 |£E|EL €| 8| = || 537 |°8 | &
<§|<°|<5|88|8F|E7| B SRS <7
= < < < < <
A-23 5,95 Quer-3-O-Hex ++
A-24 6,09 MeQuer HexPent * + + +
A-25 6,25 rutin ++ ++ + ++ + +++ ++ ++
A-26 6,18 Quer-3-0O-Hex +
A-27 6,30 n. i. + + + + + + + + + +
A-28 6,53 Quer dHex, +
A-29 6,62 n.i. + + + + + +
A-30 6,70 Quer-3-0O-Pent + + + +
A-31 7,24 n. i. ++ ++ ++ + + ++ + +
A-32 7,62 (Kemferol/Luteolin)-3-O-Hex + + + + + + + +
A-33 7,90 ni. I I I o N A e B I o I o o B e =
A-34 8,00 MeQuer Hex * + + + + + + + + +
A-35 8,17 MeQuer dHexHex * + + + + + +
A-36 8,30 n i ++ ++ + ++ ++ + + ++ ++ ++
A-37 8,55 n. i. +
A-38 9,03 n. i. + + + + + + + + +
A-39 9,78 n.i. ++
A-40 10,0 n. i. ++
A-41 10,10 n. i. + ++ +
A-42 5,09 Kemferol Hex, ++
A-43 7,04 Quer Hex +
A-44 9,09 Quer ++

"y-glutamil-S-propenil-L-cistein ili y-glutamil-S-alil-L-cistein, *MeQuer — ramnetin ili izoramnetin, Quer — kvercetin, Hex — heksozil, Pent — pentozil, dHex — deoksiheksozil, HexA
— heksuronska kiselina
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Jedinjenje A-05 identifikovano je kao triptofan na osnovu poredenja njegovog MS? spektra
sa spektrima Trp iz NIST biblioteke, snimljenim pri istim uslovima (Slika 8.18 u Prilogu 8.3) .

Za jedinjenje A-20 na osnovu MS' spektra zakljueno je da se radi o diheksozil-kvercetinu
(QuerHexs,), a iz UV spektra da je jedna heksoza vezana glikozidnom vezom na C-3 kvercetina. S
obzirom da se glikozidna veza na C-3 relativno lako raskida (lakoca raskidanja 5 >3 >3'=5'>4 >
7 (Cuyckens i Claeys, 2004)), ocekivao bi se jak signal jona 465 u MS? spektru ovog jedinjenja,
medutim ovaj signal je veoma slab, dok je signal jona aglikona (303) jak (Slika 7.18. u Prilogu
8.3). Iz ovoga proizilazi da je druga heksoza vezana za C atom na kome se glikozidna veza jos
lakse raskida nego na C-3, a to je C-5. 1z svega navedenog zakljuceno je da je A-20 kvercetin-3,5-
diheksozil (Quer-3,5-Hex,). U literaturi je poznat kvercetin-3,5-digalaktozid (Buckingham, 2007).

Jon 641 javlja se u MS" spektru komponenata A-09, A-11 i A-14. U MS2Scan eksperimentu
doslo je do njegove delimi¢ne fragmentacije u jonskom izvoru do jona 479 (Sto odgovara gubitku
jednog ostatka heksoze, Am/z=162), ali ne i do aglikona. Na osnovu UV spektra pretpostavljeno je
da se radi o derivatu kvercetina, $to ukazuje na to da je u pitanju MeQuerHex, ili QuerHexHexA.
Da bi se identifikovala korektna struktura, snimljeni su PI MS? spektri u Product lon Scan modu za
uzorak A. rhodopeum, iz kojih se vidi da jon 641 pri svim primenjenim kolizionim energijama daje
jon 317 karakteristi¢an za metilkvercetin (najverovatnije ramnetin ili izoramnetin) (Slika 7.19. u
Prilogu 8.3), pa je zakljuéeno da su jedinjenja A-09 i A-11 diheksozidi ramnetina ili izoramnetina
(MeQuerHexy). Jedinjenje A-14 nije dalo dovoljno intenzivan signal u Product lon Scan
hromatogramu uzorka A. rhodopeum, pa je snimljen Precursor lon Scan za jon 317 u pozitivnom i
315 u negativnom modu za uzorak A. pallens, ¢ime je potvrdeno da jon 641 (u pozitivnom modu) i
639 (u negativnom modu) jedinjenja A14 daju jon 317/315 (Slika 8.20. u Prilogu 8.3), odn. da je u
pitanju MeQuerHex.

Jedinjenje A-21 detektovano je samo u taksonu A. carinatum subsp. pulchelum, a na osnovu
jona u MS" spektru moze se zaklju¢iti da se radi o luteolin- ili kemferol-deoksiheksozil-
diheksozidu. UV spektar ukazuje na kemferol kao verovatniji aglikon, sa supstitucijom u poloZaju
3. Moze se, stoga, pretpostaviti da je jedinjenje A-21 kemferol-bis(deoksiheksozil)-heksozid
(Kemferol-dHex,Hex).

Jon 655 koji se javlja u MS' spektrima jedinjenja A-12 i A-13 je samo delimi¢no
fragmentisan do jona 493, §to odgovara gubitku jedne heksoze (Am/z=162). Da bi se zakljuéilo koji
aglikon je u pitanju, uraden je Product lon Scan na uzorku A. fuscum var. gracile i utvrdeno da se
jon 493 dalje fragmentiSe do jona 317 (Am/z=176), $to odgovara gubitku ostatka heksuronske
kiseline (Slika 8.21. u Prilogu 8.3). Takode, iz pseudo-MS® spektra jona 317 (napon fragmentora
220 V i napon kolizione ¢elije 35 V), zapaZa se jon 302 (Am/z=15 odgovara metil grupi), $to
ukazuje da jon 317 poti¢e od O-metilkvercetina — ramnetina ili izoramnetina. Ovi podaci ukazuju
da su komponente A-12 i A-13 heksozil heksuronidi ramnetina ili, verovatnije, izoramnetina
(MeQuerHexHexA).

Radi detekcije svih komponenata u ¢ijoj strukturi se nalazi kvercetin, uraden je i pseudo MS®
eksperiment za jone 303 u pozitivnom modu, pri naponu fragmentora od 240 V i kolizionim
energijama od 10 V do 40 V. Ovim eksperimentom potvrdeno je prisustvo 5 derivata kvercetina u
ekstraktu A. pallens (Slika 8.22 u Prilogu 8.3).

U delu MS2Scan hromatograma, tz = 7.8-8.3, uzorka A. flavum, Mokra Gora, nalazi se pik
sa jonima 625, 501, 479, 317 i 314 (Slika 8.24 u Prilogu 8.3). Na osnovu EIC hromatograma za
jone 625, 479 i 317 utvrdeno je da se radi o preklopljenim pikovima tri razli¢ita jedinjenja (Slike
8.23 u Prilogu 8.3). U Product lon Scan eksperimentu na uzorku A. flavum (Babusnica) potvrdeno
je da jedinjenju A-35 pripadaju joni 625, 479 i 317, pa je pretpostavljeno da se radi o MeQuer
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dHexHex (Slika 8.24. u Prilogu 8.3). U istom eksperimentu dobijen je i pseudo-MS® spektar jona
317 (napon fragmentora 180 V i napon kolizione ¢elije 35 V) (Slika 8.25. u Prilogu 8.3), u kome se
zapaza jon 302 (Am/z=15 odgovara metil grupi), Sto ukazuje da jon 317 poti¢e od O-
metilkvercetina — ramnetina ili izoramnetina (koji je detektovan i u slobodnom stanju u znac¢ajnim
koli¢inama — Poglavlje 4.1.2). Product lon Scan analizom potvrdeno je da joni 479 i 317 pripadaju
jedinjenju A-34, sto ukazuje da je ovo jedinjenje monoglikozidu metilkvercetina (MeQuerHex)
(Slika 8.24. u Prilogu 8.3). Jon 314 potice od jedinjenja A-33 koje nije identifikovano.

Identifikacija jedinjenja A-04, A-29 i A-33, ni nakon Product lon Scan eksperimenta nije
bila moguca, iako je za A-04 na osnovu Kkarakteristicnih M+2 izotopskih pikova u MS' spektru
zakljueno da sadrzi dva sumporna atoma (Slika 8.26. iz Priloga 8.3.) Jedinjenje A-06
identifikovano je kao y-glutamil-S-(1-propenil)-L-cistein ili y-glutamil-S-alil-L-cistein, na osnovu
molekulske mase i M+2 izotopskih pikova u MS* spektru i literaturnih podataka (Buckingham,
2007).

Kusterer je 2010. godine u vrsti A. flavum dokazao prisustvo metiina i S-(2-piridil)-L-cistein
sulfoksida, a u vrstama A. carinatum i A. oleraceum pored metiina pronadeni su i izoaliin i aliin
(Kusterer je 2010; Fritsch i Keusgen, 2006). Ova jedinjenja nisu detektovana u MS2Scan
hromatogramima ispitivanih ekstrakata, najverovatnije iz razloga sto zbog velike polarnosti izlaze
na pocetku hromatograma zajedno sa drugim polarnim primesama, pa su pikovi preklopljeni. Jos
jedna poteskoc¢a u identifikaciji sumpornih komponenti lukova je nedostatak komercijalnih
standarda. Za detekciju i identifikaciju ovih jedinjenja potrebna bi bila dodatna MS" i NMR analiza
uz prethodno preéiS¢avanje ekstrakata.

Za neke vrste uradena je MS2Scan analiza za uzorke sakupljene sa razli¢itih lokaliteta u
Srbiji. 1z preklopljenih BPC hromatograma Sest uzoraka vrste A. flavum subsp. flavum (Slika 4.2.),
dva uzorka A. melanantherum (Slika 4.3.) i dva uzorka A. carinatum subsp. pulchelum (Slika 4.4.)
vidi se da nema bitne razlike u kvalitativnom sastavu izmedu uzoraka iste vrste sa razli¢itih
lokaliteta. U ekstraktima vrsta A. flavum i A. melanantherum sa razli¢itih lokaliteta uoGavaju se
razlike u kvantitativnom sastavu aminokiselina sa pocetka hromatograma (Phe, Trp i Leu/Ile) i
sumpornog jedinjenja A-04. Takode, postoji razlika u sadrzaju neidentifikovanih jedinjenja A-33 i
A-36 izmedu uzoraka vrste A. carinatum subsp. pulchelum sa razli¢itih likaliteta, kao i izmedu
uzoraka A. melanantherum. Ovo ukazuje da faktori sposaljnje sredine ne dovode do znacajne
varijabilnosti u kvalitativnom sastavu vrste, ve¢ uti¢u samo na sadrzaj pojedinih komponenti.
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Slika 4.2. Preklopljeni BPC hromatogrami ekstrakata A. flavum subsp. flavum sa Sest lokaliteta
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Slika 4.3. Prekljopljeni BPC hromatogrami ekstrakata A. melanantherum sa dva lokaliteta
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Slika 4.4. Prekljopljeni BPC hromatogrami ekstrakata A. carinatum subsp. pulchelum sa dva
lokaliteta

Iz hromatograma sa Slike 4.5 se moze zaljuciti da izmedu dva varijeteta vrste Allium fuscum
nema znacajnijih razlika u kvalitativnom i kvantitativnom sastavu. Uocljive su razlike u sadrzaju
amino kiselina (A-02, A-03 i A-05) i ne-fenolnog jedinjenja A-41, dok kvalitativna razlika postoji
u slu¢aju nepolarne neidentifikovane komponente A-39, koja je zastupljena samo u varijetetu
gracile. Iz ovoga se moze pretpostaviti da bi komponenta A-39 mogla posluziti kao
hemotaksonomski marker varijeteta gracile, ali su za potvrdu ove pretpostavke i identifikaciju
ovog jedinjenja neophodna dodatna istrazivanja.
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Slika 4.5. Prekljopljeni BPC hromatogrami ekstrakata A. fuscum var. fuscum i A. fuscum var. gracile
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Od 29 identifikovanih jedinjenja (Tabela 4.2.), 25 su iz klase flavonoida, gde su daleko
najdominantniji derivati kvercetina (12 glikozida kvercetina i 9 glikozida metil-kvercetina
(ramnetina ili izoramnetina)). Derivati kvercetina nalaze se u svim vrstama, $to je u skladu sa
prethodno objavljenim rezultatima (Anackov, 2009). Preostala etiri detektovana flavonoida su
glikozidi kemferola ili luteolina. Svi derivati kvercetina u vrstama sect. Codonoprasum prisutni su
u obliku glikozida, za razliku od crnog luka gde je kvercetin zastupljen i u obliku aglikona.
Dominantni flavonoidi u ekstraktu A. cepa su aglikon kvercetin i njegov mono- i diheksozid, kao i
kemferol-diheksozid (A-15, A-42, A-43 i A-44), sto je u skladu sa literaturnim podacima (Price i
Rhodes, 1997; Park i Lee, 1996). Specificno za vrstu A. carinatum subsp. pulchelum je prisustvo
glikozida luteolina (A-21).

Rutin je u izrazito visokoj koncentraciji zastupljen u vrsti A. melanantherum, u ne$to manjoj
u vrstama A. fuscum, A. flavum, A. paniculatum i A. carinatum subsp. pulchelum, zatim u maloj
koncentraciji u vrstama A. rhodopeum i A. carinatum subsp. carinatum, dok u vrstama A. pallens i
A. oleraceum nije uopste prisutan.

Vrsta A. pallens se i po sastavu ostalih flavonoida najviSe izdvaja od ostalih vrsta sect.
Codonoprasum. Naime glikozidi kvercetina obeleZeni kao komponente A-15, A-20, A-23 i A-26
prisutni su samo u ovoj vrsti. Takode, vrsta A. oleraceum se razlikuje od ostalih po tome $to u
njenom MS2Scan hromatogramu nisu nadeni pikovi identifikovanih flavonoida, pa se pretpostavlja
da je koncentracija ovih jedninjenja, ako su prisutna, suviSe mala da bi bila detektovana ovom
metodom.

Sve tri identifikovane aminokoseline (Phe, Trp i Leu/lle) zastupljene su u svim ispitivanim
vrstama sect. Codonoprasum u velikoj koliini.

4.1.3 Kvantitativna analiza odabranih fenolnih jedinjenja primenom LC-
MS/MS tehnike

Sadrzaj hinske kiseline i 44 odabrana fenolna jedinjenja (14 fenolnih kiselina, 25 flavonoida,
3 kumarina i 2 lignana) u ekstraktima deset taksona roda Allium sect. Codonoprasum sa ukupno
devetnaest lokaliteta odreden je primenom visoko selektivne i specificne LC-MS-MS tehnike.
Analizirani su ekstrakti lukovica i ekstrakti nadzemnih delova biljaka. Jedinjenja su pracena u
dinamickom SRM (selected reactions monitoring) modu. PovrsSine pikova standardnih fenolnih
jedinjenja, koris¢ene za konstruisanje kalibracionih krivih, date su u Tabeli 8.4. u Prilogu 8.4., a
kalibracione krive na osnovu kojih je izraCunat sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima na
Slikama 8.27.-8.30. u Prilogu 8.4. Preklopljeni ESI-SRM hromatogrami za detektovana jedinjenja
u ekstraktima prikazani su na Slikama 8.31.-8.39. u Prilogu 8.4, a povrSine pikova ocitane sa ovih
hromatograma i koncentracije detektovanih fenolnih jedinjenja izracunate iz kalibracionih Krivih u
Tabelama 8.5.-8.9. u Prilogu 8.4. Sadrzaji kvantifikovanih jedinjenja u ug g * suvog ekstrakta dati
su u Tabelama 4.3.-4.7.
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Tabela 4.3. Sadrzaj ispitivanih fenolnih jedinjenja i hinske kiseline u metanolnim ekstraktima vrste A. flavum subsp. flavum sa razli¢itih lokalitata

Koncentracija jedinjenja u ekstraktu (#g g~ suvog ekstrakta)®

Lokalitet Dimitrovgrad Babusnica Vriacki breg Klisura Jerme
Deo hiljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica
p-hidroksibenzoeva k. 354+11,8 46,5+ 1,54 115+ 3,82 13,1 £0,43 287 +9,53 31,3+1,04 112+ 3,71 17,1 £0,57
2,5-dihidroksibenzoeva k. 33,8+1,45 <LoQ® <LoQ <LoQ 10,7 = 0,46 <LoQ 16,0 £ 0,69 <LoQ
o Protokatehininska k. 402+ 18,6 <LoQ 447 +20,7 <LoQ 404 + 18,7 11,3+0,52 91,2+4,22 <LoQ
£ p-kumarinska k. 585 + 19,2 <LoQ 134 + 4,40 <LoQ 260 + 8,56 18,9+ 0,62 173+ 5,70 <LoQ
é vanilinska k. 465+ 17,2 65,0 £2,40 426 £ 15,7 <LoQ 1116 £41,2 52,2+1,93 337+ 12,4 <LoQ
@ galna k. <LoQ <LoQ 7,98 £0,17 <LoQ 9,41 +£0,20 <LoQ <LoQ <LoQ
é kafena k. 376+11,2 150 + 4,47 220 + 6,56 68,8 £2,05 236 +7,03 403 +12,0 175+ 5,23 50,1 £1,49
$ ferulnak. 914 + 38,6 30,0 £ 1,27 769 £ 32,5 30,5+ 1,29 1377 £ 58,2 57,5+2,43 593 + 25,1 21,9 +0,93
sinapinska k. 68,5+ 3,67 <LoQ 30,3 +1,63 <LoQ 488 +£2,62 <LoQ 34,8+ 1,86 <LoQ
siringinska k. 164 £ 7,95 41,1+1,98 173 +8,38 38,1+1,84 463 +22,3 58,0 +2,80 160+ 7,72 20,2 +0,98
5-0-kafeoilhinska k. 6,99 + 0,28 <LoQ <LoQ <LoQ 13,6 £ 0,55 <LoQ <LoQ <LoQ
izoramnetin 2468 + 60,0 <LoQ 661+ 16, <LoQ 762+ 18,5 <LoQ 230+ 5,58 <LoQ
kemferol 280+ 5,96 <LoQ 48,8 +1,04 <LoQ 160 + 3,41 <LoQ 38,5+0,82 <LoQ
5 kemferol-3-O-Glc 1651 + 28,6 <LoQ 1419 + 24,6 <LoQ 1978 + 34,2 12,8 +0,22 633+ 11,0 <LoQ
'S hrizoeriol 14,3 +£0,33 <LoQ 25,4 +0,58 <LoQ 17,5+ 0,40 <LoQ <LoQ <LoQ
§ luteolin 3,75+0,15 <LoQ <LoQ 4,98 + 0,20 525+0,21 <LoQ <LoQ <LoQ
‘_LE luteolin-7-O-Glc <LoQ <LoQ <LoQ 14,7+ 0,23 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
kvercetin 788 +28.4 <LoQ 191 + 6,89 <LoQ 458 + 16,5 <LoQ <LoQ <LoQ
izokvercitrin 57215 + 1985 <LoQ 32352 £ 1122 <LoQ 17379 + 603 279+9,68 10230 + 355 <LoQ
rutin 201859 + 4562 <LoQ 80958 + 1829 <LoQ 23159 + 523 526 +11,90 28456 + 643 <LoQ
eskuletin 313+ 6,31 59,4+ 1,19 36,5+0,73 20,8 +0,42 124 +2,50 59,8 £ 1,20 67,6 + 1,36 10,4 +£0,21
sekoizolaricirezinol 46,1 £2,09 35,5+ 1,60 <LoQ <LoQ 198 + 8,94 345+ 15,6 <LoQ 69,4 +3.14
hinska k. 708 + 25,7 1132 £41,1 551 + 20,0 1050 + 38,1 642 + 233 999 + 36,3 742 £ 269 1238 +44,9
ukupni sadrzaj
kvantifikovanih jedinjenja 271 1,56 119 1,24 49,8 2,85 41,8 1,43

[mgg™]°

3 Rezultati su izraZeni kao koncentracija (ug g suvog ekstrakta) + standardna greska ponovljivosti (odredena tokom validacije), ® <LoQ — nije detektovano ili je manje od granice
kvantifikacije instrumenta (Or&i¢ i drugi, 2014), ° suma sadraja svih detektovanih jedinjenja
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Tabela 4.4. Sadrzaj ispitivanih fenolnih jedinjenja i hinske kiseline u metanolnim ekstraktima vrste A. carinatum sa razli¢itih lokalitata

Koncentracija jedinjenja u ekstraktu (g g~ suvog ekstrakta) *

A. carinatum subsp. carinatum

A. carinatum subsp. pulchelum

Lokalitet Cemernik Tara Tara Vlasinsko jezero
Deo bhiljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica
p-hidroksibenzoeva k. 107 + 3,55 <LoQ® 88,9 +£2,95 <LoQ 167 + 5,53 <LoQ 90,4 + 3,00 10,6 £0,35
o Cimetnak. 14,7+0,77 <LoQ <LoQ <LoQ 19,9+ 1,05 <LoQ <LoQ <LoQ
£ protokatehinska k. 148 + 6,86 <LoQ 465+21,5 <LoQ 138 + 6,37 <LoQ 127 + 5,87 <LoQ
é p-kumarinska k. 168 + 5,54 <LoQ 460+ 15,13 <LoQ 277+9,10 <LoQ 168 + 5,54 <LoQ
@ vanilinska k. 88,5 +3,26 <LoQ 148 + 5,46 <LoQ 128 £ 4,72 <LoQ 90,9 + 3,35 <LoQ
S kafena k. 85,0 +2,53 <LoQ 519+ 155 51,4+1,53 95,1 +2,83 150 + 4,47 98,7 +2,94 176 + 5,26
$  ferulnak. 310+ 13,1 13,7+0,58 1089 + 46,0 16,4 +0,70 801+339  422+1,78 604+255  435+1,84
sinapinska k. <LoQ <LoQ 20,3 +1,09 <LoQ 36,4+1,95 <LoQ <LoQ <LoQ
siringinska k. 72,1 £3,48 <LoQ 105 + 5,06 15,3+0,74 146 + 7,04 26,4 +1,28 42,7 +£2,06 <LoQ
kemferol 31,7+ 0,67 <LoQ 28,2+ 0,60 <LoQ 44,0 + 0,94 <LoQ 67,0 = 1,43 <LoQ
= kemferol-3-O-Glc 2625 + 45,4 <LoQ  1263+218 <LoQ 5813 + 101 <LoQ 4963 +859 <LoQ
'S luteolin 3,18+0,13 <LoQ 3,04 £0,12 <LoQ 2,97+0,12 <LoQ 3,18+0,13 <LoQ
§ luteolin-7-O-Glc <LoQ <LoQ 2,25+0,04 <LoQ 23,4+0,37 <LoQ <LoQ <LoQ
‘_LE kvercetin <LoQ <LoQ 67,5+2,44 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
izokvercitrin 4481 + 155 <LoQ 7318 £254 <LoQ 1524 £ 52,9 <LoQ 4189 + 145 <LoQ
rutin 1752 +£39,6 <LoQ 5026 + 114 <LoQ 1261 + 28,5 <LoQ 1921 +43,4 <LoQ
eskuletin 72,3 + 1,45 <LoQ 178 £ 3,59 19,7 + 0,40 195+039  352+0,71 56,3+1,13 101 +2,02
sekoizolaricirezinol <LoQ <LoQ 420+1,90  43,1+1,95 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
hinska k. 507 + 18,4 749 +272 844 + 30,6 738 +26,8 549 + 19,9 968 + 35,1 363+ 13,2 825+29.9
ukupni sadrzaj kvantifikovanih 10,05 0,76 18,0 0,88 10,54 1,22 12,54 1,14

jedinjenja [mg g ']¢

3 Rezultati su izraZeni kao koncentracija (ug g * suvog ekstrakta) + standardna greska ponovljivosti (odredena tokom validacije), ® <LoQ — nije detektovano ili je manje od granice
kvantifikacije instrumenta (Or¢i¢ i drugi, 2014), ° suma sadrzaja svih detektovanih jedinjenja
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Tabela 4.5. Sadrzaj ispitivanih fenolnih jedinjenja i hinske kiseline u metanolnim ekstraktima vrste A. fuscum sa razli¢itih lokalitata

Koncentracija jedinjenja u ekstraktu (u#g g~ suvog ekstrakta) *

A. fuscum subsp. fuscum

A. fuscum subsp. gracile

Lokalitet Beli Rzav Derventa Zaovine Tara
Deo biljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica
p-hidroksibenzoeva k. 48,3 £ 1,61 <LoQ" 110 + 3,65 <LoQ 56,9 + 1,89 <LoQ 165+ 5,47 16,3 £0,54
protokatehinska k. 136 = 6,30 <LoQ 112 +£5,19 <LoQ 109 + 5,03 7,04 £0,33 132+ 6,14 <LoQ
L o-kumarinska k <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 384+ 1,78
§ p-kumarinska k. 333+£11,0 15,0 £0,49 236 7,77 <LoQ 130+4,29 <LoQ 305+ 10,0 16,4 £ 0,54
< vanilinska k. 105 + 3,87 <LoQ 109 + 4,02 <LoQ 78,8 +£2,91 <LoQ 153 £ 5,65 <LoQ
&2 galnak. <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 7,69 +0,16 <LoQ <LoQ <LoQ
g kafena k. 101 + 3,00 46,9 + 1,40 87,3 +£2,60 56,8 £ 1,69 107 £3,18 51,5+1,53 81,9+2,44 24,3 +0,72
L ferulna k. 614 + 26,0 48,8 +2,06 513 +21,7 19,6 +£0,83 304 +12,8 52,6 £2.23 1262 + 53,4 48,5 +2,05
sinapinska k. 88,7 +4,75 <LoQ 26,8 + 1,44 <LoQ 65,1 +3,49 <LoQ <LoQ <LoQ
siringinska k. 116 + 5,60 32,1 £1,55 54,8 +2,65 11,7 +0,57 37,4+1,81 50,6 + 2,44 69,9 + 3,38 23,3+ 1,13
viteksin <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 217 £ 6,02 <LoQ <LoQ <LoQ
izoramnetin 37,7+0,92 <LoQ 94,5 +2.30 <LoQ 514 + 12,5 <LoQ 28,5 +0,69 <LoQ
.—  kemferol 15,8 +0,34 <LoQ 31,3+ 0,67 <LoQ 106 + 2,24 <LoQ 12,8 £0,27 <LoQ
k=]
'S kemferol-3-O-Glc 160+ 2,76 <LoQ 668+11,5 <LoQ 626 + 10,8 <LoQ 549+ 9,51 <LoQ
§ luteolin 4,63+0,19 <LoQ 2,17 £ 0,09 <LoQ 4,49 +0,18 <LoQ <LoQ <LoQ
f_LE luteolin-7-O-Glc 2,74 + 0,04 <LoQ <LoQ <LoQ 2,14+ 0,03 <LoQ <LoQ <LoQ
kvercetin <LoQ <LoQ 93,8 +3,38 <LoQ 794 £ 28,6 <LoQ <LoQ <LoQ
izokvercitrin 3264 £113 43,8 +1,52 4164 + 144 <LoQ 2017 £70,0 20,4 +£0,71 5180 + 180 <LoQ
rutin 36906 + 834 249 + 5,63 10514 + 238 <LoQ 11358 + 257 <LoQ 30688 + 693 <LoQ
eskuletin 42,3+0,85 82,7+ 1,66 31,5+0,63 12,2+0,24 54,4+ 1,09 39,3 +0,79 61,8+ 124 107 £2,16
hinska k. 379+ 13,7 936 + 34,0 908 £ 329 1208 +43,9 1137 £41,2 1045 +379 702 +25,5 1598 + 58,0
ukupni sadrzaj kvantifikovanih 42,1 1,35 17,13 1,41 17,01 1,26 38,74 1,85

jedinjenja [mg g ']¢

3 Rezultati su izraZeni kao koncentracija (ng g * suvog ekstrakta) + standardna greska ponovljivosti (odredena tokom validacije), ® <LoQ — nije detektovano ili je manje od granice
kvantifikacije instrumenta (Or¢i¢ i drugi, 2014), ° suma sadrzaja svih detektovanih jedinjenja
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Tabela 4.6. Sadrzaj ispitivanih fenolnih jedinjenja i hinske kiseline u metanolnim ekstraktima vrsta A. oleraceum, A. pallens, A. paniculatum i A. rhodopeum

Koncentracija jedinjenja u ekstraktu (u#g g~ suvog ekstrakta) *

A. oleraceum A. pallens A. paniculatum A. rhodopeum
Lokalitet Kosmovac Beli Rzav Titelski breg Dimitrovgrad
Deo biljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica
p-hidroksibenzoeva k. 61,3+2,04 <LoQ b 315+ 10,5 10,1 +0,34 244 + 8,11 16,3+ 0,54 287 £9,52 14,1+ 0,47
2,5-dihidroksibenzoeva k. <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 11,5+ 0,49 <LoQ <LoQ <LoQ
& protokatehinska k. 106 + 4,92 8,49 +0,39 840 + 38,9 <LoQ 238+11,0 6,63 £0,31 138+ 6,38 <LoQ
@ p-kumarinska k. 127 + 4,18 <LoQ 197 + 6,47 <LoQ 202 + 6,64 14,0 + 0,46 197 + 6,47 <LoQ
% vanilinska k. 122 + 4,50 <LoQ 447+ 16,5 <LoQ 181 + 6,68 28,6 =1,06 505 + 18,6 <LoQ
< galna k. <LoQ <LoQ 10,4 £ 0,22 <LoQ 531+0,11 <LoQ <LoQ <LoQ
8 kafena k. 50,7+1,51 <LoQ 340+ 10,1 48,3+ 1,44 310+9,23 245+7,31 132 +3,95 46,2 +1,38
ﬁ ferulna k. 858 + 36,3 30,7+1,30 441 + 18,6 31,3+1,32 972+41,1 127 £5,37 626 + 26,5 76,2 £3,22
sinapinska k. <LoQ <LoQ 20,0 +1,07 <LoQ 17,9+ 0,96 <LoQ 48,5 + 2,60 <LoQ
siringinska k. 93,4+4,51 335+1,62 85,2+4,11 <LoQ 140 + 6,76 33,8 +£1,63 112 +5,43 <LoQ
5-O-kafeoilhinska k. <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 17,1+0,70 <LoQ <LoQ <LoQ
viteksin <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 11,02 +0,31 <LoQ
izoramnetin 13,5+ 0,33 <LoQ 26,9 + 0,65 <LoQ <LoQ <LoQ 51,4+1,25 <LoQ
S kemferol 24,8 +0,53 <LoQ 31,6 £ 0,67 <LoQ 50,3 +1,07 <LoQ 28,8+ 0,61 <LoQ
g kemferol-3-O-Glc 338 +£5,85 <LoQ 2880 +49,8 <LoQ 597 + 10,3 39,3 +0,68 540 + 9,34 <LoQ
= kvercetin <LoQ <LoQ 149 + 5,40 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
[ izokvercitrin 5037 +£178 10,2 +0,35 15321 + 532 4,86 +0,17 6758 + 234 28,6 +£0,99 3000 + 104 <LoQ
hiperozid 1042 + 16,6 <LoQ 8109 + 129 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
rutin <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ 25373 + 880 <LoQ 247 +5,58 <LoQ
eskuletin 44,6 + 0,90 9,32 +0,19 96,0 +£1,93 13,5+0,27 193 + 3,87 83,4 +1,68 45,1 +0,91 62,4 +1,25
hinska k. 836 + 30,3 1623 + 58,9 441 + 16,0 921 +334 638 + 23,2 1058 + 38,4 689 + 25,0 749 + 27,2
ukupni sadrzaj kvantifikovanih 8,09 1,71 29,58 1,02 35,40 1,66 6,00 0,93

jedinjenja [mg g ']¢

3 Rezultati su izraZeni kao koncentracija (ug g * suvog ekstrakta) + standardna greska ponovljivosti (odredena tokom validacije), ® <LoQ — nije detektovano ili je manje od granice
kvantifikacije instrumenta (Or¢i¢ i drugi, 2014), ° suma sadraja svih detektovanih jedinjenja
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Tabela 4.7. Sadrzaj ispitivanih fenolnih jedinjenja i hinske kiseline u metanolnim ekstraktima vrste A.
melanantherum

Koncentracija jedinjenja u ekstraktu (#g g~ suvog ekstrakta) *

A. melanantherum

Lokalitet Cemernik Plana, Suma breze Plana, livada
Deo biljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni
p-hidroksibenzoeva k. 129 + 4,27 <LoQ® 238+ 7,91 <LoQ 243 + 8,06
o Cimetnak. 254+1,34 <LoQ 46,3 + 2,44 <LoQ <0,024
= protokatehinska k. 384+178 <LoQ 420+ 19,4 <LoQ 310+ 1435
2 p-kumarinska k. 942+310 67,8+2,23 1148 + 37,8 148 + 4,87 3000 + 98,7
@ vanilinska k. 180 + 6,65 <LoQ 420+ 155 <LoQ 253+9,35
S galnak. <LoQ <LoQ 6,45 + 0,14 <LoQ 19,53 + 0,41
E kafena k. 565+16,8 32,0+0,95 730+21,8 68,0 + 2,03 1504 + 44,83
ferulna k. 1488 £+62,9 70,8 +2,99 1827 £77,3 182+ 7,72 3632 £153
siringinska k. 138+6,66 20,6 +0,99 207 +10,0 20,9+1,01 256+ 12,4
5-O-kafeoilhinska k. 10,6 + 0,43 <LoQ 6,18 £ 0,25 <LoQ 15,71 £ 0,64
izoramnetin <LoQ <LoQ 31,7+0,77 <LoQ <LoQ
kemferol 56,1 + 1,20 <LoQ 291 +6,21 <LoQ 247 £527
kemferol-3-O-Glc 1408 £ 24,4 <LoQ 3714 £ 64,2 <LoQ 2370 £41,0
luteolin 4,15+0,17 <LoQ 43,66 +£1,76 <LoQ 353+1,43
luteolin-7-O-Glc <LoQ <LoQ 2,38 £0,04 <LoQ 4,60 +0,07
kvercetin 67,7 +2,44 <LoQ 52,5+ 1,90 <LoQ <LoQ
izokvercitrin 1079 +37,4 <LoQ 1507 +52,3 <LoQ 890 + 30,9
hiperozid 54,3 +0,86 <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
rutin 126990 + 2870 <LoQ 206433 + 4665 <LoQ 253536 + 5730
eskuletin 162+3,26 11,4+0,23 246 + 4,94 13,9+0,28 389+ 7,82
hinska k. 685+249 1180+428 737 + 26,7 1154 +£41,9 970+ 35,2
ukupni sadrzaj
kvantifikovanih jedinjenja 134 1,38 218 1,59 267
[mgg']°

® Rezultati su izraZeni kao koncentracija (ug g suvog ekstrakta) + standardna greska ponovljivosti (odredena tokom
validacije), ® <LoQ — nije detektovano ili je manje od granice kvantifikacije instrumenta (Orgi¢ i drugi, 2014), °©suma
sadrzaja svih detektovanih jedinjenja

Iz prikazanih rezultata vidi se da je od ukupno 45 ispitivanih jedinjenja, u ekstraktima vrsta
roda Allium sect. Codonoprasum detektovano dvadeset sedam, dok preostalih osamnaest jedinjenja
(umbeliferon, skopoletin, 3,4-dihidroksicimetna kiselina, daidzein, bajkalein, bajkalin, genistein,
naringenin, epikatehin, Kkatehin, miricetin, mateirezinol, apigenin, apigenin-7-O-glukozid,
epigalokatehin-galat, apiin, kvercitrin i amentoflavon) nije bilo prisutno ni u jednom ispitivanom
uzorku. Ukupan sadrzaj kvantifikovanih jedinjenja u ekstraktima nadzemnih delova biljaka kretao
se od 6,09-271 mg g™ suvog ekstrakta, odnosno 0,6-27 % suvog ekstrakta. U ekstraktima lukovica,
ovaj sadrzaj je bio znatno manji i kretao se u rasponu od 0,76-2,85 mg g* suvog ekstrakta,
odnosno od 0,076-0,285 % suvog ekstrakta. Nisu zapazene vece razlike u kvalitativnom sastavu
uzoraka istog taksona sa razli¢itih lokaliteta, ali je zato varijabilnost u kvantitativnom sastavu bila
veoma izrazena u zavisnosti od mesta sakupljanja biljnog materijala, naro¢ito u slu¢aju vrsta A.
flavum i A. melanantherum.

Fenolne kiseline detektovane su kako u ekstraktima nadzemnih delova biljke, tako i u
ekstraktima Iukovica, ali u znatno manjoj koli¢ini, dok su flavonoidi zastupljeni gotovo isklju¢ivo u
nadzemnim delovima biljaka. Jedino jedinjenje c¢ija je koli¢ina veca u lukovicama nego u
nadzemnim delovima biljaka je hinska kiselina, koja nastaje redukcijom 3-dehidrohinske kiseline,
klju¢nog intermedijera u Sikimatnom putu biosinteze fenolnih kiselina (Dewick, 2009). Hinska
kiselina je jedan od prekursora u biosintezi hlorogenskih kiselina (5-O-4-kumaroilhinske, 5-O-
kafeolihinske, 5-O-feruloilhinske) (Koshiro i drugi, 2007), pa bi se moglo o¢ekivati da ispitivane
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Allium vrste sadrze i ovu vrstu jedinjenja. Medutim, 5-O-kafeoilhinska kiselina, iako detektovana u
vrstama sect. Codonoprasum, bila je prisutna samo u izuzetno malim koncentracijama (0,89-17,1
ng g s. e.). Prema literaturnim podacima 5-O-kafeoilhinska kiselina zastupljena je u vrstama A.
cepa, A. pskemense, A. galantum i A. fistulosum (Runkova i Talieva, 1970), kao i u nadzemnim
delovima i korenu belog luka (Tuan i drugi, 2010).

U cilju lakSeg uocavanja jedinjenja bitnih za difernciranje izmedu vrsta (hemotaksonomskih
markera), primenjene su tehnike multivarijantne analize (eng. multivariate analysis), ta¢nije analiza
glavnih komponenti (eng. principal component analysis, PCA) i diskriminantna analiza (eng.
discriminant / hotelling analisys). PCA je matematicki postupak koji transformise veliki broj
potencijalno korelisanih originalnih promenljivih u skup novih linearno nekorelisanih promenljivih
koje se zovu glavne komponente (PC). Linearna kombinacija sa najveCcom mogu¢om varijabilno$¢u
(varijjansom) izmedu podataka predstavlja prvu glavnu komponentu. Svaku sledec¢u glavnu
komponentu karakteri$e najveca moguca varijansa izmedu podataka uz uslov da je ova komponenta
ortogonalna na prethodnu glavnu komponentu, tj. da nije sa njom u korelaciji. Glavne komponente
su poredane tako da prvih nekoliko komponenata obuhvata veéinu varijacija prisutnih u svim
originalnim promenljivim (Jolliffe, 2002).

Analizom glavnih komponenti obuhvaéeni su podaci 0 sadrzaju derivata kvercetina i
sadrzaju fenolnih kiselina. Podaci za ekstrakte nadzemnih delova analizirani su zasebno od
podataka za ekstrakte lukovica. Kori§¢eni su neobradeni podaci za koncentraciju jedinjenja (ng/g S.
e.) ili normalizovani rezultati u slucaju derivata kvercetina (zbog izrazito visoke koncentracije
rutina izvrSeno relativno skaliranje u okviru pojedina¢nih varijabli na skalu od 100, tako Sto je
najveca vrednost u okviru jedne varijable proglasena za 100).

Radi bolje preglednosti na dijagramima, svakom ekstraktu dodeljena je odgovarajuca
oznaka (Tabela 4.8.).

Tabela 4.8. Oznake ekstrakata kori$¢ene u PCA analizi

Nadzemi deo Lukovica
Vrsta Lokalitet Oznaka
A. flavum Dimitrovgrad FH-1 FL-1
Babusnica FH-2 FL-2
Klisura Jerme FH-3 FL-3
Vrsacki breg FH-4 FL-4
A. carinatum subsp. carinatum Cemernik CCH-1 CCL-1
Tara CCH-2 CCL-2
A. carinatum subsp. pulchelum Tara CPH-1 CPL-1
Vlasinsko jezero CPH-2 CPL-2
A. oleraceum Kosmovac OH-1 OL-1
A. pallens Beli Rzav PH-1 PL-1
A. melanantherum Cemernik MH-1 MH-1
Plana MH-2 MH-2
Plana druga strana MH-3 -
A. fuscum subsp. fuscum Beli Rzav FFH-1 FFL-1
Derventa FFH-2 FFL-2
Zaovine FFH-3 FFL-3
A. fuscum subsp. gracile Tara FGH-1 FGL-1
A. paniculatum subsp. marginatum Titelski breg PTH-1 PTL-1
A. rhodopeum Dimitrovgrad RH-1 RL-1

Najdominantnija flavonoidna jedinjenja u ispitivanim vrstama sect. Codonoprasum su
glikozidi kvercetina (rutin, hiperozid, izokvercitrin, izoramnetin), kao i kemferol-3-O-glukozid
(astragalin) (Slika 4.6.). Izokvercitrin i astragalin prisutni su u visokoj koli¢ini u ekstraktima
nadzemnih delova biljaka svih ispitivanih taksona (0,89-57,2 mg g™ i 0,16-5,81 mg g,
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respektivno). Rutin je najdominantniji flavonoid u nadzemnim delovima ispitivanih vrsta, osim u
slu¢aju vrsta A. oleraceum i A. pallens, u ¢ijim ekstraktima ovo jedinjenje uopste nije detektovano,
i vrste A. rhodopeum, koja sadrzi malu koli¢inu ovog flavonoida. Aglikoni kvercetin, kemferol i
izoramnetin prisutni su u vecini ispitivanih vrsta, ali u vrlo maloj koli¢ini.

OH
OH
HO ()
‘ HO o)
;oo |
OH o ” OH
kvercetin OH o
izoramnetin
kemferol OH

(3'-metoksikvercetin)

OH

HO

izokvercitrin
(kvercetin-3-O-p-D-
glukopiranozid)

OH OH

hiperozid OH
(kvercetin-3-0O-B-D-galaktozid)

OH
HO
HO (0]
- OH OH
rutin
(kvercetin-3-O-a-L-ramnopiranozil-
(1—6)-B-D-glukocopiranozid)
HsC,,,
-, astragalin
HO "OH (kemferol-3-O-glukozid)

Slika 4.6. Hemijske strukture flavonoida detektovanih u metanolnim ekstraktima ispitivanih vrsta roda
Allium sect. Codonoprasum
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Raspodela derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova biljaka prikazana je na Slici
4.7. Da bi se bolje uocile razlike u zastupljenosti pojedinih flavonoida izmedu vrsta sect.
Codonoprasum, sadrzaj flavonoida u ekstraktima nadzemnih delova biljaka je u okviru
pojedinacnih varijabli skaliran na skalu od 100, tako $to je najveca vrednost u okviru jedne
varijable proglasena za 100. Iz dijagrama sa slike se vidi da se kvercetin javlja u nadzemnim
delovima skoro svih ispitivanih vrsta, sa najve¢im sadrZajem u taksonima A. flavum, A. fuscum var.
fuscum i A. pallens, izoramnetin je najvise zastupljen u taksonima A. flavum i A. fuscum var.
fuscum, dok je hiperozid karakteristican za vrste A. oleraceum i A. pallens. Kvercetin-3-O-glukozid
(izokvercitrin) je takode prisutan u svim ispitivanim vrstama, a najveca koli¢ina ovog jedinjenja
nadena je u vrsti A. flavum.

M kvercetin
100 izoramnetin
hiperozid
80 M kvercetin-3-0-Glc
rutin
60
40
20
0

o
iy
w
w

Slika 4.7. Zastupljenost derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova biljaka. Vrednosti za sadrzaj
flavonoida (y-osa) skalirane na skalu od 100, tako $to je najveca vrednost u okviru jedne varijable proglasena
za 100

Rezultati PCA analize sadrzaja derivata kvercetina prikazani su na Slici 4.8. (biplot i grafici
opterecenja) i u Prilogu 8.4. (Slika 8.40. i Tabele 8.10 i 8.11.). Prva glavna komponenta (PC1),
koja opisuje 97,4% varijanse, diferencira vrste prvenstveno na osnovu sadrzaja rutina, dok
kvercetin-3-O-glukozid nosi najveée opterecenje na drugoj glavnoj komponenti (PC2). Sa biplot-a
se vidi da se vrsta A. melanantherum od ostalih odvaja prvenstveno na osnovu visokog sadrzaja
rutina i niskog sadrzaja kvercetin-3-O-glukozida, dok vrstu A. flavum od ostalih odvajaju visoki
sadrzaji rutina i kvercetin-3-O-glukozida.

Ako se PCA analiza izvr$i na rezultatima za sadrzaj derivata kvercetina skaliranim na skalu
od 100 u okviru pojedinacnih varijabli (Slika 4.9. — biplot i grafici opterecenja, Prilog 8.4. — Slika
8.41. i Tabele 8.12 i 8.13), uocava se da se vrste A. pallens i A. oleraceum jedine grupisu u levom
kvadrantu biplot-a druge i tre¢e glavne komponente, jer za razliku od ostalih vrsta ne sadrze rutin, a
sadrze znatnu koli¢inu hiperozida. Ova karakteristika flavonoidnog profila vrsta A. pallens i A.
oleraceum bi mogla biti od znac¢aja sa hemotaksonomskog aspekta.
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Slika 4.8. PCA detektovanih derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova ispitivanih vrsta (gore —
biplot za PC1 vs. PC2 , dole — grafici opterecenja za prvu i drugu glavnu komponentu (PC1 i PC2))
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Slika 4.9. PCA detektovanih derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova ispitivanih vrsta (gore —
biplot za PC2 vs. PC3 , dole — grafici opterecenja za drugu i tre¢u glavnu komponentu (PC1 i PC2)); rezultati
normalizovani na najvecu koli¢inu datog jedinjenja kao 100%

Prisustvo derivata kvercetina karakteristicno je i za druge vrste lukova. Tako kvercetin-3,4’-
O-diglukozid i kvercetin-4’-O-glukozida ¢ine oko 85% od ukupnog sadrzaja flavonoida crnog luka,
dok u sastav ostalih 15% ulaze izokvercitrin, aglikon kvercetin i izoramnetin-glukozid (Price i
Rhodes, 1997; Park i Lee, 1996). Najveca razlika u odnosu na crni luk je prisustvo astragalina u
vrstama sect. Codonoprasum, kao i izrazito veliki sadrZaj rutina u veéini vrsta ove sekcije. U belom
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luku, za razliku od crnog luka, dominiraju slobodni flavonski aglikoni — miricetin i apigenin
(Miean i Mohamed, 2001; Azzini i drugi, 2014), koji nisu nadeni u vrstama sect. Codonoprasum.
Medutim, kvercetin, rutin i kemferol, koji su prisutni u belom luku u maloj koli¢ini (Bozin, 2009;
Gorinstein i drugi, 2008), detektovani su u ovom radu i u vrstama sect. Codonoprasum. Pored toga,
u listovima i izdanacima belog luka prisutni su astragalin i izokvercitrin, koji se takode nalaze u
nadzemnim delovima predstavnika sect. Codonoprasum.

Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktima nadzemnih delova vrsta sect. Codonoprasum je
znatno manji u odnosu na sadrzaj flavonoida. Fenilpropenske kiseline (ferulna, p-kumarinska,
kafena i sinapinska) i cetiri derivata benzoeve kiseline (p-hidroksibenzoeva, protokatehinska,
vanilinska i siringinska) prisutne su u svim vrstama (Slika 4.10.).

Derivati benzoeve kiseline

COOH COOH COOH COOH
OH i "OCH;  H3CO OCHj,4
OH OH OH OH
p-hidroksibenzoeva protokatehinska vanilinska siringinska
kiselina kiselina kiselina kiselina

Fenilpropenske kiseline

O
||
oH X OH
p-kumarinska iseli
HO ferulna kiselina

HO kiselina
(6] (e}
o || <
3
XX OH OH
o sinapinska kiselina
HO kafena kiselina HO

OCH,

Ostala jedinjenja

o eskuletin OH
sek0|zo_lar|C|reZ|noI O/CH3 (kumarin)
(lignan) hinska kiselina
OH (cikloheksankarboskilna)

Slika 4.10. Hemijska struktura hinske kiseline i fenolnih jedinjenja detektovanih u metanolnim ekstraktima
ispitivanih vrsta roda Allium sect. Codonoprasum
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Raspodela fenolnih kiselina u ekstraktima nadzemnih delova biljaka prikazana je na Slici
4.11. Najzastupljenije su ferulna i p-kumarinska kiselina, a zatim kafena i protokatehinska kiselina.
Vrsta A. melananterum sadrzi najveéu koli¢inu fenolnih kiselina, sa velikim udelom
fenilpropenskih kiselina (Slike 4.12.). Kod ostalih vrsta, fenolne kiseline su prisutne u manjoj
koli¢ini i ravnomerno su rasporedene.

B p-OH-benzoeva k.
4000 M protokatehinska k.
p-kumarinska k.

3000 M vanilinska k.
M kafena k.

2000
M siringinska k.

1000 sinapinska k.

Slika 4.11. Raspodela fenolnih kiselina u ekstraktima nadzemnih delova ispitivanih vrsta
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Slika 4.12. Ukupan sadrzaj hidroksicimetnih kiselina (p-kumarinske, kafene, ferulne i sinapinske) u
ekstraktima nadzemnih delova ispitivanih vrsta
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Odvajanje vrste A. melanantherum (MH-1, MH-2 i MH-3) od ostalih vrsta na osnovu
sadrzaja p-kumarinske i ferulne kiseline zapaza se i na biplot-u dobijenom PCA analizom na Slici
4.13. Pored toga, uoCava se i odvajanje vrste A. pallens (PH-1) na osnovu visokog sadrZaja
protokatehinske kiseline (Slika 4.13.). Kumarin eskuletin i fenilpropanoidni lignan
sekoizolaricirezinol prisutni su u maloj koli¢ini u svim ispitivanim vrstama (Slika 4.10.).
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Slika 4.13. PCA detektovanih fenolnih kiselina u ekstraktima nadzemnih delova ispitivanih vrsta (gore —
biplot za PC1 vs. PC3, dole — grafici optereenja za prvu i trecu glavnu komponentu (PC1 i PC3)

Na osnovu rezultata kvantitativne analize fenolnih jedinjenja dobijenih u ovom radu moze se
zaklju¢iti da vrste sekcije Codonoprasum karakteriSe prisustvo flavonoidnih glikozida
izokvercitrina i astragalina, kao i ferulne, p-kumarinske, vanilinske i protokatehinske kiseline.
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Takode, sve vrste ove sekcije, izuzev vrsta A. oleraceum, A. pallens i A. rhodopeum, predstavljaju
veoma bogate izvore rutina.

4.1.5 Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana

U ranijim istrazivanjima je dokazano da su pojedini varijeteti crnog luka, narocito var.
Tropea, veoma bogati antocijanima, naroCito derivatima cijanidina, delfinidina i petunidina
(Ferreres i drugi, 1996; Fosen i drugi, 1996; Gennaro i drugi, 2002; Slimestad i drugi, 2007). Pored
u A. cepa, prisustvo cijanidinskih glikozida dokazano je i u A. sativum, A. altaicum, A.
schoenoprasum (vlasac), A. aschersonianum, A. vineale i A. victorialis (Fosen i drugi, 1996;
Andersen i Fossen, 1995; Fossen i Andersen, 1997). O prisustvu antocijana u vrstama sect.
Codonoprasum do sada nije bilo literaturnih podataka.

Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u ekstraktima cvasti ispitivanih vrsta sect.
Codonoprasum odreden je po zvani¢noj AOAC (Association of Official Analytical Chemists)
metodi, koja se zasniva na osobini antocijana da pri promeni pH vrednosti sredine reverzibilno
menjaju svoju strukturu, pri ¢emu dolazi i do promene boje rastvora. Polimerni antocijani ne
menjaju boju prilikom promene pH jer apsorbuju na pH=4,5 isto kao i na pH=1, pa se ne mogu
odrediti ovom metodom. Sadrzaj monomernih antocijana izrazen je u ekvivalentima cijanidin-3-
glukozida.

Rezultati odredivanja ukupnih monomernih antocijana prikazani su u Prilogu 8.5 (Tabele
8.14.-8.16.), a uporedni prikaz dobijenih sadrzaja antocijana u ispitivanim vrstama dat je na Slici
4.14.
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Slika 4.14. Uporedni prikaz sadrzaja ukupnih monomernih antocijana u vrstama roda Allium sect.
Codonoprasum
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Najvisi sadrzaj antocijana naden je u obe podvrste A. carinatum (A. carinatum subsp.
carinatum i A. carinatum subsp. pulchelum) (458-969 g ekv. cijanidin-3-glukozida g* suvog
ekstrakta), sto je bilo za ocekivati s obzirom na izrazito ruzi¢astu boju cvasti ovih biljaka. Vrste A.
rhodopeum, A. paniculatum i A. melanantherum takode sadrze znatnu koli¢inu antocijana (91,3—
294 pg ekv. cijanidin-3-glukozida g™ suvog ekstrakta), dok vrsta A. flavum ima najnizi sadrzaj ovih
jedinjenja (10,7-75,0 pg ekv. cijanidin-3-glukozida g™ suvog ekstrakta). Poredenjem istih vrsta sa
razli¢itih lokaliteta vidi se da koli¢ina antocijana u biljci varira u zavisnosti od lokalitetata.

4.1.6 Aktivnost aliinaze

Enzimi iz grupe aliinaza nalaze se u vecini, ako ne i u svim vrstama roda Allium (Brewster i
Rabinowich, 1990). Ovi enzimi kaztalizuju transformaciju razli¢itih S-alk(en)il-L-cistein sulfoksida
do aromati¢nih produkata. Kako su ovi aromati¢ni produkti odgovorni za miris i ukus lukova,
aktivnost aliinaze se ¢esto koristi kao merilo jac¢ine arome luka.

Aliinaza je smestena u vakuolama i tek kada se gnjeCenjem, seckanjem ili Zvakanjem luka
naruse ¢elijske membrane, dolazi do njenog oslobadanja i aktivacije. Aktivnost aliinaze je u ovom
radu odredena merenjem koncentracije piruvata, jednog od produkata reakcije katalizovane ovim
enzimom. Koncentracija pituvata proporcionalna je aktivnosti aliinaze. Rezultat je izrazen u pmol
piruvata po gramu sveze lukovice (umol piruvata g™ fw).

Rezultati odredivanja aktivnosti aliinaze prikazani su u Prilogu 8.6 (Tabele 8.17. i 8.18. i
Grafik 8.1.), a uporedni prikaz aktivnosti aliinaze u ispitivanim vrstama dat je na Slici 4.15.
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Slika 4.15. Uporedni prikaz aktivnosti aliinaze u ispitivanim vrstama roda Allium
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Iz prikazanih rezultata vidi se da je enzim aliinaza u svim ispitivanim vrstama veoma
aktivan, pri ¢emu je najvisa aktivnost zabelezena u vrsti A. flavum (28,0-46,9 pmol piruvata g*
fw), a najniza u dvema podvrstama vrste A. carinatum (3,65 pmol piruvata g* fw u podvrsti
pulchellum i 7,20 umol piruvata g™ fw u podvrsti carinatum).

Poredenjem dobijenih rezultata za vrste sekcije Codonoprasum sa rezultatom dobijenim za
beli luk gajen u Vojvodini (lokalitet Sajkas), zapaZa se da je aktivnost aliinaze u vrsti A. flavum sa
svih ispitivanih lokaliteta (28,0-46,9 pumol piruvata g™ fw) veéa u odnosu na beli luk (23,2 umol
piruvata g fw ). Medutim, u nekim ranijim istraZivanjima utvrdena je jako velika varijabilnost u
aktivnosti alinaze kod uzoraka belog luka sa razliitih lokaliteta (od 7,6 pmol g™ do 78,4 pmol g™)
(Grégrova i drugi, 2013), zbog ¢ega se zapravo ne moze izvrSiti tatno poredenje sa ovom vrstom.
Sa druge strane, ako se aktivnost alinaze vrsta ispitivanin u ovom radu uporedi sa ranije
objavljenim rezultatima za crni luk (3,5-7 pmol piruvata g sveze lukovice (Wall i Corgan, 1992)),
moze se zakljuciti da je aktivnost aliinaze u vecini vrsta sect. Codonoprasum veca nego u crnom
luku.

Iz rezultata dobijenih za vrstu A. flavum, takode se vidi da aktivnost aliinaze znatno varira u
zavisnosti od lokaliteta sa koga je sakupljen uzorak.

4.2 ANTIOKSIDANTNA AKTIVNOST EKSTRAKATA

Danas je poznato da reaktivne hemijske vrste (RS), naro¢ito reaktivne kiseoni¢ne (ROS) i
azotne (RNS) vrste, usled interakcija sa osnovnim ¢elijskim strukturama i biomolekulima, mogu da
ispolje brojne Stetne efekete u organizmu (Kohno, 2010). ROS mogu da indukuju oksidativnu
degradaciju nezasi¢enih masnih kiselina (lipidnu peroksidaciju), kao i oksidaciju proteina i
nukleinskih kiselina, sto za posledicu ima razvoj degenerativnih, inflamatornih i kancerogenih
obolenja. Delovanjem endogenih antioksidantnih sistema, koji su prisutni u skoro svim c¢elijama,
ostecenja celija i biomolekula se svode na minimum. Medutim, u slucaju kada koncentracija RS
nadmasi kapacitet antioksidantne zaStite organizma, potrebno je unositi dodane egzogene
antioksidanse, kako bi se izbegli neZeljeni efekti.

Egzogene supstance sa antioksidantnim delovanjem mogu biti unete u organizam putem
hrane ili putem dijetetskih suplemenata i lekova. Biljke predstavljaju jedan od najvaznijih izvora
prirodnih antioksidanasa. Za mnoge biomolekule izolovane iz biljaka (biljni fenoli, jedinjenja
azota, jedinjenja sumpora, karotenoidi) dokazano je snazno antioksidantno delovanje. Biljni fenoli,
zahvaljujuci svojoj osobini da lako doniraju vodonikov atom, uklanjaju slobodne radikale, uz
formiranje manje reaktivnih fenoksil radikala. Ova jedinjenja takode mogu inhibirati oksidativne
enzime ili helirati jone prelaznih metala, sprecavajuéi njihovo kataliticko delovanje u produkciji
ROS. Sumporna jedinjenja biljaka deluju kao redukujuc¢i agensi doniranjem elektrona sa
sumporovog atoma i reakcijom sa slobodnim radikalima, pri ¢emu ih prevode u stabilnije produkte
1 na taj nacin zaustavljaju lan¢anu slobodnoradikalsku reakciju.

S obzirom da neki antioksidansi u velikoj koncentraciji i pod odredenim uslovima mogu da
deluju prooksidantno i kancerogeno, pokazalo se da unosenje u organizam velike koli¢ine jednog
antioksidansa nije korisno, ve¢ ¢ak moze biti i Stetno. Mnogo bolji zastitni efekat na organizam ima
unoSenje raznovrsnih antioksidanasa sa razli¢itim mehanizmima delovanja, izmedu kojih se javlja
aditivni ili sinergisticki efekat. Zbog toga postoji stalni interes za ispitivanjem do sada neispitanih
biljnih ekstrakata, koji predstavljaju kompleksne smese velikog broja potencijalnih antioksidanasa
(Liu, 2004; Sakamoto, 2000).
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Brojna in vitro i in vivo ispitivanja belog i crnog luka potvrdila su njihov izuzetan
antioksidantni potencijal, koji se ogleda u sposobnosti hvatanja ROS, sposobnosti heliranja jona
prelaznih metala, povecanju aktivnosti antioksidantnih enzima (superoksid-dizmutaze, katalaze i
glutation-peroksidaze, glutation-S-transferaze i glutation-reduktaze), povecanju koli¢ine
redukovanog glutationa, inhibiciji lipidne peroksidacije i inhibiciji oksidacije LDL-holesterola
(Lawson, 1998; Lanzotti, 2006; Gedik i drugi, 2005; Nishimura i drugi, 2004; Yang i drugi, 2004).
U slucaju belog luka antioksidantna aktivnost se uglavnom pripisuje sumpornim jedinjenjima, dok
su kod crnog luka za antioksidantnu aktivnost najzasluznija fenolna jedinjenja (Kim i drugi, 1997;
Ide i drugi, 1996; Nishimura i drugi, 2004; Yin i drugi, 2002; Gorinstein, 2008; Kaur i drugi,
2009). Pored crnog i belog luka znacajnu antioksidantnu aktivnost in vitro pokazali su i ekstrakti i
etarska ulja nekih samoniklih lukova (Jedelska, 2007; Bozin i drugi, 2009; Tepe i drugi, 2005).

Od svih vrsta sekcije Codonoprasum, sa aspekta antioksidantnog delovanja do sada su
delimi¢no ispitane samo vrste A. flavum i A. oleraceum. Curcic i saradnici (2012) pokazali su da
acetonski, etil-acetatni i metanolni ekstrati A. flavum imaju visok sadrzaj fenolnih jedinjenja i
visoku sposobnost hvatanja DPPH radikala. Etil-acetatni ekstrakt A. oleraceum je takode pokazao
visoku sposobnost hvatanja DPPH radikala (Jedelska, 2007).

U ovom radu, u cilju procene antioksidantnog potencijala vrsta roda Allium sect.
Codonoprasum, odreden je ukupni redukcioni potencijal, sposobnost neutralizacije stabilnih
DPPH* i ABTS" radikala, sposobnost hvatanja OH* i NO radikala, kao i sposobnost inhibicije
lipidne peroksidacije metanolnih ekstrakata celih biljaka ovih vrsta. Radi poredenja, u nekim
testovima ispitani su i ekstrakti crnog i belog luka, kao i jedan ekstrakt nadzemnih delova biljke (za
vrstu A. flavum). Rezultati odredivanja antioksidantne aktivnosti metanolnih ekstrakata ispitivanih
vrsta prikazani su u Prilogu 8.7 (Tabele 8.19.—8.45. i Grafici 8.2.-8.54.). U svim primenjenim
testovima, antioksidantna aktivnost ekstrakata je bila dozno zavisna, s tim $to su se krive zavisnosti
inhibicije od koncentracije u najve¢em broju slucajeva zavrSavale platoom, na vrednostima
inhibicije manjim od 100%, $to ozna¢ava da dalji porast koncentracije ekstrakta ne dovodi do
povecanja aktivnosti.

Ukupni redukcioni potencijal metanolnih ekstrakata odreden je merenjem sposobnosti
redukcionih supstanci iz ekstrakta da reaguju sa Folin-Ciocalteu (FC) reagensom. Ova metoda se
vrlo Cesto u litetaturi pominje kao metoda za odredivanje ukupnih fenola u ekstraktima, gde su
zapravo redukciona svojstva fenolnih jedinjenja biljaka iskoriS¢ena za njihovo odredivanje.
Medutim, u sluéaju da ekstrakti sadrze i druga jedinjenja sa redukcionim osobinama (amino
Kiseline, proteini, tioli, vitamin, neorganski joni), ova metoda nam zapravo daje informacije o
ukupnom redukcionom potencijalu ekstrakta (Everette i drugi, 2010). Ukupni redukcioni potencijal
ekstrakata vrsta sect. Codonoprasum izrazen je u mg ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog
ekstrakta (mg ekv. galne kis. g* s.e.) i kretao se od 2,15 do 15,2 mg ekv. galne kiseline g* s.e.
(Slika 4.16.). Najjacu redukcionu sposobnost ispoljili su ekstrakti vrsta A. flavum, A. fuscum i A.
paniculatum, dok su ekstrakti A. pallens, A. oleraceum, A carinatum subsp. carinatum i A.
rhodopeum pokazali veoma slabu redukcionu sposobnost. Ekstrakt crnog luka (A. cepa) je pokazao
veéi redukcioni potencijal (18,83 mg ekv. galne kiseline g™ s.e.) od svih ekstrakata vrsta sect.
Codonoprasum, ali samo za nijansu ve¢i od ekstrakta A. fuscum var. gracile (15,18 mg ekv. galne
kiseline g™ s.e.). Izmedu uzoraka iste vrste sa razligitih lokaliteta uotava se znatna varijabilnost u
redukcionom potencijalu.

141



mr Natasa Simin Doktorska disertacija

25,0
s
‘S
j—
2 ¢ 20,0 1?83
(o3
Zw
c 15,18
S w 13,65 13,85
=< £ 15,0 - ‘ ' -I[
e Iy
o > 11,40 9,10 11,25
<3 } 10,07
E CE‘D 10,0 - 5,75
S = 7,68 6,92 ’
531 518 5,21
5,0 -
598 314 2,98
2,15
0,0 A E | E o ' o
e‘@e \\Q';’bb (gok ~¢'\‘2’Q° %S & \@8{? z‘(\& Q\’b&, o Q}é{. o Q,’\/“i\o-‘ij”bA o“\o < Q&A’é@‘ ° «‘290 403%6 @&Q
ﬁfb\ &O&° AR S & \)(Q‘uz,& & oD Q@\ P ® A A S \\ &L N
NI O N AN G SN & F B O @
&S & F I & %\Q} & S S & & & o S K
T O TN OES S A\s&" & @ F F P o
SINCIFRCIRIR FL e Ll ¢ & & &
L @ KN X e & @?} NN & & N &
v P TR SEE SIS
& S T v v RS
v & &7 F QR v
A KR T
?‘0 \(\’b & ‘_,\So
& v &
ol .(\'b'
‘\
&
v

Slika 4.16. Poredenje ukupnog redukcionog potencijala 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium

Za procenu reaktivnosti ekstrakta sa radikalskim vrstama koris¢en je DPPH test u kome se
meri sposobnost ekstrakta da neutraliSe stabilni azot-centrirani 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil-radikall,
koji je komercijalno dostupan. Svi ispitivani ekstrakti pokazali su sposobnost hvatanja DPPH
radikala (DPPH-RSC), pri ¢emu se vrednost koncentracije ekstrakta potrebne za neutralizaciju 50%
DPPH radikala kretala od 42,1 pg mL™ do 222 pug mL™ (Slika 4.17). Sli¢no kao i u sludaju
ukupnog redukcionog potencijala, ekstrakti vrsta A. flavum, A. fuscum i A. paniculatum pokazali su
Visok kapacitet hvatanja DPPH radikala (najnize 1Csy vrednosti), dok su ekstrakti A carinatum, A.
oleraceum i A. rhodopeum ispoljili nesto slabiju aktivnost. Ekstrakt crnog luka je i u ovom testu bio
najaktivniji (IC5=31,2 pg mL™). Zapaza se da izmedu uzoraka iste vrste sa razli¢itih lokaliteta
(narocito u slucaju vrsta A. carinatum i A. flavum) postoje znacajne razlike u aktivnosti. Ekstrakt
nadzemnog dela vrste A. flavum pokazao se kao ja¢i hata¢ DPPH radikala od ekstrakata celih
biljaka ove vrste, iz Cega se moze zakljuciti da su jedinjenja odgovorna za aktivnost pretezno
rasporedena u nadzemnim delovima biljke. U poredenju sa standardom kvercetinom (1Cs5,=0,40 pg
mL™) i sintetskim antioksidansima BHT (ICs=1,54 ug mL™) i BHA (IC5=11,08 pg mL™, Simin i
drugi, 2013), svi ispitivani ekstrakti pokazali su slabiju sposobnost hvatanja DPPH radikala.
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Slika 4.17. Poredenje DPPH-RSC 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium

Sposobnost hvatanja ABTS™ radikala odredena je kori$éenjem komercijalnog kita za ukupni
antioksidantni status (Total Antioxidant Status — Biorex Diagnostics Ltd, Antrim, UK). Svi
ispitivani ekstrakti ispoljili su sposobnost hvatanja ABTS™ radikala. Ukupna antioksidantna
sposobnost (TAS) ispitivanih ekstrakata, izrazena u mmol Trolox ekvivalenata po gramu suvog
ekstrakta (mmol Trolox ekv. g™ s. e.), kretala se u opsegu 0,28-1,49 mmol Trolox ekv. g™ s. e.
(Slika 4.18.). Izmedu ekstrakata celih biljaka sect. Codonoprasum nisu uocene velike razlike u
vrednostima TAS, pri ¢emu je najveéu spososobnost hvatanja ABTS™ pokazao ekstrakt vrste A.
fuscum var. fuscum (Derventa), dok je ekstrakt vrste A. rhodopeum bio najmanje aktivan. Ekstrakt
nadzemnog dela biljke vrste A. flavum (1,49 mmol Trolox ekv. g* s. e.) bio je vise od duplo
aktivniji od ekstrakata celih biljaka, §to ponovo pokazuje da su jedinjenja odgovorna za aktivnost

mnogo viSe zastupljena u nadzemnim delovima biljke nego u lukovici.

Poredenjem dobijenih

rezultata sa rezultatima za crni i beli luk, vidi se da je ekstrakt A. cepa pokazao izrazito visoku

sposobnost hvatanja ABTS™ (sli¢nu kao ekstrakt nadzemnog dela vrste A. f
belog luka bio mnogo manje aktivan (0,33 mmol Trolox ekv. g™ s. e.).

lavum), dok je ekstrakt
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Slika 4.18. Poredenje sposobnosti hvatanja ABTS"" radikala 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium

Sposobnost ekstrakata da smanje produkciju i neutraliSu hidroksil radikale (‘OH), koji
predstavljaju najreaktivnije, a samim tim i najtoksi¢nije RS u organizmu, ispitana je primenom
elektron spin rezonantne (ESR) spektroskopije. S obzirom na visoku reaktivnost i relativno kratko
vreme poluzivota ‘OH radikala, za njegovu detekciju koris¢ena je ESR spin trap tehnika sa 5,5-
dimetil-1-pirolin-N-oksid (DMPQ) kao spin trap agensom, koji sa "OH gradi nitroksidne spin
adukte (DMPO-OH), ¢&iji spektri se registruju ESR spektroskopijom. Hidroksil radikali se
produkuju direktno u reakcionoj smesi u Fentonovoj reakciji. S obzirom da se "OH radikali i u
organizmu najéesc¢e produkuju u Fentonovoj reakciji, korisenje ove metode za procenu
sposobnosti ekstrakta da inhibira produkciju "OH, od izuzetnog je znacaja za procenu potencijalne
primene ekstrakta kao antioksidantnog agensa u zivim sistemima.

Sposobnost hvatanja ‘OH (OH-RSC) izracunata je poredenjem podataka dobijenih iz ESR
spektara snimljenih za radne probe sa spektrima kontrolne probe (Slike 7.42.-7.46.), a 1Cg
vrednosti izracunate su iz Kkrivih zavisnosti OH-RSC od radne koncentracije ekstrakta (Tabela
7.33.). Na Slici 4.19. dat je uporedni prikaz dobijenih ICs, vrednosti za ekstrakte vrsta sect.
Codonoprasum i ekstrakt crnog luka. Svi ispitivani ekstrakti ispoljili su sposobnost hvatanja ‘OH,
pri ¢emu su se ICs vrednosti kretale u opsegu od 0,06 do 0,72 mg mL™. Za razliku od prethodnih
testova, ekstrakt vrste A. flavum pokazao je veoma slabu aktivnost (IC5=720 pg mL™), dok su
ekstrakti vrsta A. pallens, A. fuscum i A. rhodopeum bili veoma aktivni (ICs, vrednosti u opsegu
60-90 pg mL™). Ovakva razlika u aktivnosti najverovatnije poti¢e od razli¢itih principa na kojima
se zasnivaju primenjeni antioksidantn testovi. Naime, dok se u prethodna tri testa prvenstveno meri
redukciona sposobnost uzorka (sposobnost doniranja elektrona ili H atoma), testom za odredivanje
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OH-RSC meri se i sposobnost ekstrakta da kompleksira jone prelaznih metala. 1z ovoga proizilazi
da su ekstrakti A. pallens i A. rhodopeum bogati jedinjenjima sa heliraju¢im svojstvima, koja
kompleksiraju jone gvozda i sprecavaju Fentonovu reakciju, a samim tim i produkciju hidroksil
radikala. S druge strane, ekstrakt A. fuscum istovremeno sadrzi i jedinjenja sa dobrim heliraju¢im
svojstvima i jedinjenja sa redukcionim osobinama. Ekstrakt crnog luka pokazao je umerenu
sposobnost hvatanja "OH (ICs,=280 pg mL™), sli¢nu kao i ekstrakti A. paniculatum, A. carinatum,
A oleraceum i A. melanantherum (ICs, u opsegu 190-380 pug mL™). U poredenju sa sintetskim
antioksidansom BHA (ICs,=1,54 mg mL™, Babovic i drugi, 2010), ispitivani ekstrakti pokazali su
vecu sposobnost hvatanja ‘OH radikala.

Sposobnost ekstrakata da neutraliSu NO™ radikale, spontano generisane iz natrijum-
nitroprusida u vodenom rastvoru pri fizioloskom pH, odredena je spektrofotometrijskom metodom
sa Griess-ovim reagensom. Na Slici 4.20. dat je uporedni prikaz 1Cs, vrednosti za ekstrakte vrsta
sect. Codonoprasum i ekstrakt crnog luka. Ekstrakti A. melanantherum, A. pallens, A. fuscum var.
fuscum, A. carinatum subsp. carinatum i A. carinatum subsp. pulchelum (Tara) pokazali su veoma
slabu sposobnost hvatanja NO radikala, pa u ispitivanom opsegu koncentracija (1-10 mg mL™) nije
dostignuta ICsy vrednost. Snaznu “skevindzer” aktivnost prema NO radikalu pokazali su ekstrakt
cele biljke vrste A. flavum sa lokaliteta Dimitrovgrad i ektrakt nadzemnih delova vrste A. flavum sa
lokaliteta Babusnica (ICs0=1,38 mg mL™ i 1Cs,=1,46 mg mL™, respektivno), dok su ostali ispitivani
ekstrakti pokazali umerenu NO-RSC (ICs, vrednosti u opsegu 3,31-7,28 mg mL™), ali svakako
jacu od sintetskog antioksidansa BHA, kod koga se 1Csy vrednost ne postize ni pri koncentraciji od
10 mg mL™ (Simin i drugi, 2013). S obzirom da NO ima veoma vazne funkcije u regulaciji
¢elijskih procesa i u imunom odgovoru organizma, jedinjenja sa snaznom sposobno$cu
neutralizacije NO radikala, mogla bi da imaju i negativan efekat na homeostazu u ¢eliji. Zbog toga
Su agensi sa umerenom sposobno$¢u neutralizacije NO radikala mozda ¢ak i bolji kandidati za
sprec¢avanje toksi¢nih efekata do kojih dovodi NO kada se nade u prekomernoj koncentraciji i
reaguje sa superoksidanjonom gradeci reaktivni peroksinitrit.

Uticaj ispitivanih ekstrakata na stepen Fe?*/askorbat indukovane lipidne peroksidacije
odreden je pomocu TBA testa, Koji se zasniva na merenju intenziteta obojenosti kompleksa
nastalog u reakciji tiobarbiturne kiseline (TBA) i malonildialdehida (MDA), jednog od krajnjih
produkata lancane slobodnoradikalske peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina. Kao izvor
nezasi¢enih masnih kiselina koris¢eno je laneno ulje, koje sadrzi 69,7 % linoleinske i 13,5 %
linolne kiseline. Najslabiju sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije pokazali su ekstrakti
podvrste A. carinatum subsp. carinatum, kao i ekstrakt podvrste A. carinatum subsp. pulchelum sa
lokaliteta Vlasinsko jezero, kod kojih nije dostignuta 1Cs, vrednost. Nasuprot tome, ekstrakti vrsta
A. flavum, A. oleraceum i A. fuscum var. fuscum su bili veoma aktivni kao inhibitori lipidne
peroksidacije (ICs, vrednosti u opsegu 0,253-1,13 mg mL™). Ekstrakti A. paniculatum, A pallens,
A. rhodopeum, A. melanantherum i A. carinatum subsp. pulchelum sa lokaliteta Tara pokazali su
umerenu aktivnost. Ekstrakt nadzemnog dela vrste A. flavum (ICs, =0,253 mg mL™) bio je vise od
duplo aktivniji od ekstrakata celih biljaka, $to jo§ jednom dokazuje da su jedinjenja odgovorna za
antioksidantnu aktivnost mnogo vise zastupljena u nadzemnim delovima biljke nego u lukovici.
Poredenjem dobijenih rezultata sa rezultatima za crni luk, vidi se da je ekstrakt A. cepa ispoljio
duplo veéu sposobnost inhibicije LP (ICs, =0,123 mg mL™) od najaktivnijeg ekstrakta predstavnika
sect. Codonoprasum (ekstrakta nadzemnog dela vrste A. flavum). Sintetski antioksidans BHA,
takode pokazuje znatno jatu sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije (ICsy =0,024 mg mL™,
Simin i drugi, 2013) od svih spitivanih ekstrakata.
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Slika 4.19. Poredenje sposobnosti hvatanja ‘OH radikala 70% MeOH ekstrakata odabranih vrsta roda Allium
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Slika 4.20. Poredenje NO-RSC 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium
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Slika 4.21. Poredenje sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium

Primenom regresione analize izraCunati su korelacioni faktori (Pearson-ovi koeficijenti)
izmedu rezultata razli¢itih testova za odredivanje antioksidantne aktivnosti, pri ¢emu su u slucaju
koreliranja ICsq vrednosti sa rezultatima za ukupni redukcioni potencijal i sposobnost hvatanja
ABTS™ radikala, koris¢ene recipro¢ne vrednosti ICs, (Tabela 4.9.).

Tabela 4.9. Vrednosti korelacionih faktora (Pearson-ovi koeficijenti) izmedu antioksidantnih aktivnosti 70%
metanolnih ekstrakata ispitivanih vrsta roda Allium dobijenih primenom razli¢ith testova

DPPH-RSC ABTS-RSC OH-RSC NO-RSC | (LP)
URP 0,811 0,759 -0,349 0,506 0,768
ABTS-RSC 0,886 -0,289 0,702 0,850
OH-RSC -0,120 -0,398 -0,296
NO-RSC 0,447 0,432

| (LP) 0,635

URP — Ukupni redukcioni potencijal; | (LP) — Inhibicija lipidne peroksidacije; o — visoka pozitivna
korelacija;o — umerena pozitivna korelacija; o — blaga negativna korelacija

Iz izraCunatih Pearson-ovih koeficijenata vidi se da visoka korelacija postoji izmedu
rezultata ukupnog redukcionog potencijala, sposobnosti neutralizacije DPPH i ABTS™ radikala i
sposobnosti inhibicije LP. Takode, sposobnost hvatanja NO je u veoma dobroj korelaciji sa
sposobno$éu hvatanja ABTS™ radikala i umerenoj Korelaciji sa ukupnim redukcionim
potencijalom, sposobnos¢u hvatanja DPPH i sposobnos¢u inhibicije LP. Nasuprot tome, OH-RSC
je u blagoj negativnoj korelaciji sa rezultatima svih ostalih testova. Iz svega navedenog moze se
zakljuciti da su u ekstraktima A. flavum, A. fuscum var. fuscum, A. oleraceum i A. paniculatum, Koji
su ispoljili snaznu antioksidantnu aktivnost u testovima za odredivanje sposobnosti hvatanja
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DPPH', ABTS™ i NO radikala i sposobnosti inhibicije LP, prisutna jedinjenja sa visokom
redukcionom sposobno$¢u, odnosno sposobnos¢u doniranja elektrona ili H atoma. Ekstrakt
nadzemnih delova vrste A. flavum ispoljio je primetno jacu aktivnost u pomenutim testovima od
ekstrakata celih biljaka ove vrste, pa se moze zakljuciti da su fenolna jedinjenja, &ija je
koncentracija znatno visa u ekstraktu herbe nego u ekstraktu lukovice (Tabela 4.3.), odgovorna za
izrazite redukcione osobine ovog ekstrakta.

Izuzetno visoka koncentracija rutina u nekim ispitivanim ekstraktima, narocito u ekstraktu
A. melanantherum, malo doprinosi antioksidantnoj aktivnosti ektrakta, zato §to je 3-OH grupa
prstena C koja je od izuzetnog znaCaja za aktivnost kvercetina i njegovih derivata, u ovom
jedinjenju blokirana (glikozidnom vezom sa rutinozom), pa preostaje samo 3'4'- dihidroksi
struktura prstena B kao ucesnik u reakcijama antioksidantne zastite (Rice-Evans i drugi, 1996).
Osim toga, rutin i kada se unese u organizam putem hrane ne moze biti deglikozilovan, jer ¢ovek
nema enzime za deglikozilaciju ramnoze, a ni absorbovan jer nema nosaca za ramnozu, ve¢ stize U
debelo crevo u intaktnom obliku. U debelom crevu se pod dejstvom crevne flore rutin hidrolizuje
do kvercetina, od koga se jedan mali deo absorbuje od strane kolonocita i dospeva u krv, a drugi
deo se razgraduje na manje produkte, koji se onda absorbuju i odlaze u krv (Simin, 2008). 1z svega
navedenog proizilazi da prisustvo velikih koli¢ina rutina u biljci, nema veliki znacaj za
antioksidantnu aktivnost te biljke kako in vitro tako i in vivo.

Ekstrakt crnog luka je u poredenju sa ekstraktima celih biljaka vrsta sect. Codonoprasum u
svim navedenim testovima ispoljio ja¢u aktivnost (0sim u testu za sposobnost hvatanja OH
radikala), §to se moze objasniti ¢injenicom da su u crnom luku dominantna fenolna jedinjenja
kvercetin-3,4’-O-diglukozid, kvercetin-4’-O-glukozida i aglikon kvercetin, kod kojih je 3-OH
grupa prstena C slobodna, §to doprinosi njihovoj vecoj antioksidantnoj aktivnosti. Ekstrakt
nadzemnih delova vrste A. flavum pokazao je sliénu aktivnost u veéini testova kao ekstrakt crnog
luka. U odnosu na sintetski antioksidans BHA, ekstrakti vrsta sect. Codonoprasum pokazali su
znatno manji DPPH-RSC i sposobnost inhibicije LP, a ve¢u sposobnost hvatanja ‘'OH i NO
radikala. Medutim, upotreba prirodnih antioksidanasa je favorizovana i kada imaju manje
antioksidantne sposobnosti od sintetskih, s obzirom da sintetski antioksidansi ¢esto imaju Stetne
efekte na organizam (Park i drugi, 1990).

Ekstrakti vrsta A. pallens i A. rhodopeum, iako slabi redukujuci agensi, pokazali su dobra
helatorska svojstva, zbog ¢ega su snazno inhibirali generisanje "‘OH radikala u Fentonovoj rekciji.

Ekstrakt A. fuscum var. fuscum, jedini se izdvojio kao agens sa snaznim antioksidantnim
delovanjem na vise nivoa, istovremeno pokazavsi snazna redukujucéa i helatorska svojstva, kao i
umerenu sposobnost neutralizacije NO radikala. 1z svega navedenog, proizilazi da A. fuscum var.
fuscum zadovoljava sve zahteve za dobrog antioksidnatnog agensa, pa bi se mogao preporuditi za
primenu u fitofarmaciji i kao dodatak ishrani.
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4.3 ANTIINFLAMATORNA AKTIVNOST EKSTRAKATA

Poznato je da crni i beli luk pokazuju antiinflamatornu aktivnost, i to na razli¢itim nivoima.
Beli luk ispoljava svoje antiinflamatorno delovanje tako $to inhibira oksidaciju LDL-a (Ide i Lau,
2001), a isto tako i ciklooksigenazni i lipoksigenazni put metabolizma arahidonske kiseline i
aktivnost fosfolipaze A, (Park, 2011; Kim i saradnici, 2005; Srivastava, 1984; Srivastava, 1989;
Srivastava i Tyagi, 1993; Ali i drugi, 2000; Sengupta i drugi, 2004). Tiosulfinati i cepaeni izolovani
iz crnog luka snazno inhibiraju delovanje 5-LOX iz leukocita i COX iz mikrozoma (Dorsch, 1997),
dok vodeni ekstrakt crnog luka pokazuje inhibitornu aktivnost na sintezu tromboksana u
trombocitima in vitro (Srivastava, 1984; Srivastava, 1986). Allium ursinum i Allium ascalonicum
takode su pokazali antiinflamatornu aktivnost u in vivo eksperimentima (Parvu i drugi 2014;
Mohammadi-Motlagh, 2011). Lukovi iz sekcije Codonoprasum, medutim, do sada nisu bili
ispitivani sa aspekta antiinflamatornog delovanja, pa je to izabrano za jedan od ciljeva ovog rada.

Antiinflamatorni potencijal ekstrakata odabranih vrsta sect. Codonoprasum ispitan je u
humanim trombocitima u ex vivo uslovima, merenjem inhibitornog efekta na produkciju metabolita
arahidonske kiseline u COX-1 i 12-LOX biosintetskom putu (Slika 4.22.). Trombociti su odabrani
jer sadrze oba ciljana enzima, a pored toga omogucavaju dobijanje realnije slike o delovanju
ekstrakata u fizioloskim uslovima nego kada se ispitivanja izvode na izolovanim enzimima. Proces
inflamacije u trombocitima izazvan je dodatkom Ca*" i kalcijumove jonofore (A23184, kalcimicin),
a zatim je odredena koli¢ina produkata metabolizma endogene arahidonske kiseline — eikozanoida.
Od produkata COX-1 metabolickog puta kvantifikovani su 12-HHT, tromboksan B2 (TXB,) i
prostaglandin E2 (PGE,), dok je 12-HETE kvantifikovana kao proizvod 12-LOX puta. 12-HHT
nastaje kao sporedni proizvod u reakciji prevodenja PGH, u tromboksane i njena koli¢ina je
direktno proporcionalna aktivnosti COX, $to je iskoris¢eno u mnogim metodama za odredivanje
aktivnosti ovog enzima (Beara i drugi, 2010).

TXB,
o
fosfolipid
TXA,
PGk o 12(S)-HHT O
o) o
PGE sintaza / fosfolipaza A 12-(S)-HETE
tromboksan
sintaza 12-LOX
o - o ) o " o ©
PGE, PGE sintaza PGH, peroksidaze COX-1ili arahidonska 12-(S)-HPETE
COX-2 kiselina

Slika 4.22. Sema COX i 12-LOX grane eikozanoidnog biosintetskog puta

Za kvantifikaciju eikozanoida odabrana je tandemska masena spektrometrija (LC-MS/MS),
jer je daleko osetljivija i specifi¢nija od tradicionalnih tehnika sa UV detekcijom i nije potreban
dodatak hromofora (Beara i drugi, 2010). Da bi se izbeglo konstruisanje kalibracionih krivih za
svaki standard i simultano kompenzovao uticaj matriksa, odnosno izbegle moguce greske koje
nastaju usled gubitaka nastalih metabolita tokom faze izolovanja, koriS¢ena je metoda dodatka
internog standarda, u ovom slucaju prostaglandina B, (PGB;). Stepen inhibicije odreden je na
oshovu relativnog odnosa povrsina pikova analita i internog standarda. U nekim probama koli¢ina
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produkovanih 12-HHT i PGE; je bila suvi$e mala da bi se mogao pratiti uticaj ekstrakata na ove
metabolite, pa je u ovim slu¢ajevima odreden samo uticaj na TXB, i 12-HETE. Dobijeni rezultati
prikazani su u Prilogu 8.8 (Tabele 8.46.-8.56 i Grafici 8.55-8.93.) i na Slikama 4.23-4.28.
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Slika 4.23. Poredenje sposobnosti inhibicije produkcije 12-HHT 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium
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Slika 4.24. Poredenje sposobnosti inhibicije produkcije TXB, 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium
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Slika 4.25. Poredenje sposobnosti inhibicije produkcije PGE, 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium
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Slika 4.26. Poredenje sposobnosti inhibicije produkcije 12-HETE 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium
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Iz prikazanih rezultata (Prilog 8.8) vidi se da svi ispitivani ekstrakti pokazuju dozno-zavisnu
inhibitornu aktivnost na enzime COX-1i 12-LOX puta. ICs, vrednosti za inhibiciju produkcije 12-
HHT kretale su se u opsegu od 0,70 mg mL™ do 4,68 mg mL™ (Slika 4.23.), za TXB, od 0,63 mg
mL™ do 5,35 mg mL™ (Slika 4.24.), za PGE, od 0,57 mg mL™ do 7,99 mg mL™ (Slika 4.25.), a za
12-HETE od 0,08 mg mL™ do 11,99 mg mL™ (Slika 4.26.). U poredenju sa poznatim COX-1
inhibitorom aspirinom (ICs=5 pg mL™ za 12-HHT, TXB, i PGE, (Lesjak, 2011)) i 12-LOX
inhibitorom kvercetinom (ICs=7,4 ug mL™ za 12-HETE (Lesjak 2011)), ekstrakti ispitivanih vrsta
roda Allium pokazali su slabiju sposobnost inhibicije ovih enzima. Medutim, aktivnost ekstrakata
ispitivanih vrsta roda Allium bila je uporediva sa prethodno objavljenim rezultatima za dobro
poznatu antiinflamatornu drogu Plantago major L. (IC5=0,65 mg mL™ za 12-HHT i IC5,=1,73 mg
mL™* za 12-HETE) (Beara i drugi, 2010). Sli¢no kao i u antioksidantim testovima, ekstrakt
nadzemnih delova vrste A. flavum ispoljio je znatno jacu antiinflamatornu aktivnost od ekstrakta
cele biljke, sto ukazuje da se jedinjenja odgovorna za aktivnost ove vrste prvenstveno nalaze u
herbi, a ne u lukovici. Ekstrakt nadzemnih delova vrste A. flavum pokazao je jac¢u aktivnost i od
svih ostalih ekstrakata ispitivanih vrsta. Pored pomenutog ekstrakta snazan inhibitorni potencijal na
enzime ciklooksigenaznog i 12-(S)-lipoksigenaznog puta pokazali su ekstrakti celih biljaka vrsta A.
rhodopeum, A. oleraceum, A. paniculatum i A. cepa, dok su ekstrakti vrsta A. carinatum, A.
fuscum, A pallens, A. melanantherum i A. sativum ispoljili veoma slabu aktivnost. U ranijim
istrazivanjima dokazano je da rutin i kvercetin selektivno inhibiraju izotipsku formu Il fosfolipaze
A, (PLA,-I1) koja se nalazi u trombocitima i igra vaznu ulogu u inflamaciji (Takasaki i drugi,
1998), pa se moze zakljuéiti da je prisustvo ovih jedinjenja u ekstraktima ispitivanih vrsta roda
Allium delimi¢no odgovorno za antiinflamatornu aktivnost. Takode, utvrdeno je da za sposobnost
flavonoida da inhibira PLA,-Il neophodno prisustvo nezasi¢ene veze i 4-0ksi grupe u prstenu C i
hidroksilnih grupa u 3'- i 4'- polozajima prstena B (Lindahl i Tagesson, 1997). Pored rutina i
aglikona kvercetina, od flavonoida zastupljenih u ekstraktima roda Allium, ovaj uslov ispunjavaju i
glikozidi kvercetina — izokvercitrin i hiperozid, $to ukazuje da ova jedinjenja takode mogu
inhibirati produkciju eikozanoida. Medutim, s obzirom da nije utvrdena jasna korelacija izmedu
antiinflamatorne aktivnosti i sadrzaja kvantifikovanih fenolnih jedinjenja, proizilazi da udeo u
aktivnosti imaju i pripadnici drugih klasa sekundarnih biomolekula koji su prisutni u ekstraktima.

Iz krivih zavisnosti inhibicije produkcije metabolita arahidonske kiseline od koncentracije
ekstrakata (Slike 4.27 i 4.28.), zapaza se dobro poklapanje krivih za Sva Cetiri metabolite Cetiri
metabolita kod ekstrakata vrsta A. flavum — cela biljka i A. rhodopeum, na osnovu ¢ega se mogu
pretpostaviti dva mehanizma delovanja ovih ekstrakata: inhibicija reakcije katalizovane
fosfolipazom A, (pocetnog koraka u metabolizmu arahidonske kiseline), ili inhibicija nekoliko
enzima koji katalizuju formiranje pra¢enih metabolita (12-LOX, COX-1, tromboksan sintaze ili
PGE sintaze) (Slika 4.22.). Kod ekstrakata vrsta A. oleraceum i A. cepa zabelezeno je takode dobro
poklapanje krivih inhibicije za produkte obe grane (COX i LOX) metabolickog puta arahidonske
kiseline, ali s obzirom da nisu praceni sva Cetiri metabolita, nije bilo moguce utvrditi koji enzimi su
inhibirani. Dobro poklapanje krivih inhibicije sva Cetiri pracena metabolita zabelezeno je i kod
ekstrakta A. paniculatum, ali samo pri koncentracijama ekstrakta nizim od 6 mg/ml, dok pri visim
koncentracijama kriva inhibicije produkcije PGE, blago opada, iz ¢ega se moze pretpostaviti da
ekstrakt ne inhibira PLA,, ve¢ samo neke od enzima COX-1 puta, kao i 12-LOX. Do opadanje
krive inhibicije produkcije PGE, verovatno dolazi zbog toga Sto neke komponente ekstrakta u
velikoj koncentraciji aktiviraju neki od enzima biosinteze PGE, (najverovatnije PGE sintazu). U
slucaju ekstrakta nadzemnih delova vrste A. flavum kriva inhibicije produkcije 12-HETE ne
poklapa se sa krivama za metabolite COX-1 puta (12-HHT, TXB; i PGE,), ukazuju¢i na to da ovaj
ekstrakt ima jaci inhibitorni potencijal za 12-LOX nego za COX-1 i da se u koncentracijama ispod
0,25 mg mL™ ponasa kao selektivni 12-LOX inhibitor. Iz krivih inhibicije se takode vidi da je
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produkcija 12-HETE, 12-HHT i TXB, dozno-zavisno inhibirana u prisustvu ekstrakta A. carinatum
subsp. carinatum, dok produkcija PGE; nije inhibirana. 1z ovog sledi da se smanjenje koncentracije
12-HHT i TXB; u prisustvu ovog ekstrakta ne moze pripisati inhibiciji COX-1 ili PLA; (jer bi to
rezultovalo i smanjenjem koncentracije PGE,), nego inhibiciji tromboksan-sintaze koja konvertuje
PGH, u TXA; (i, dalje, u TXB,) i 12-HHT, i inhibiciji 12-LOX. Ekstrakti A. melanantherum, A.
carinatum subsp. pulchelum, A. pallens i A. sativum ispoljili su nesto jacu sposobnost inhibicije
enzima COX-1 puta u odnosu na 12-LOX. Ekstrakt A. fuscum var. fuscum pokazao je nesto veéu
sposobnost inhibicije produkcije 12-HHT i TXB, u odnosu PGE2 i 12-HETE, §to ukazuje na to da
ovaj ekstrakt ne inhibira PLA,, ve¢ samo neke od enzima COX-1 puta i 12-LOX, pri ¢emu jace
inhibira tromboksan sintazu, nego PGE sintazu i 12-LOX.

Tacan mehanizam inhibicije COX i LOX enzima od strane prirodnih proizvoda jo§ uvek nije
poznat. Medutim, ako se uzmu u obzir strukturne i hemijske karakteristike ovih enzima, moguce je
predloziti nekoliko mehanizama. Naime, obe grane metabolizma arahidonske kiseline ukljucuju
sloodnoradikalske reakcije. Zahvaljujuc¢i svojim sposobnostima hvatanja slobodnih radikala i
redukcionim osobinama, mnogi prirodni proizvodi mogu uticati na reakcije katalizovane COX i
LOX enzimima (Hostettmann, 1991). Oni mogu neutralisati radikalske intermedijere i na taj nacin
zaustaviti reakcije. Takode, mogu redukovati Fe** koji se nalazi u aktivnom centru i COX i LOX
enzima i koji je neophodan za reakciju inicijacije. Neki prirodni proizvodi se takode mogu
kovalentno vezati za enzime i na taj nacin ih ireverzibilno inhibirati (Schneider i Bucar, 2005). Na
kraju, smanjenje COX i LOX aktivnosti moZe biti uzrokovano i supresijom njihove transkripcije od

strane fenolih jedinjenja, ali ova aktivnost moze biti uocena samo u dugotrajnim eksperimentima
(Lee i Kim, 2010).
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Slika 4.27. Grafici zavisnosti inhibicije produkcije 12-HHT, PGE2, TXB2 i 12-HETE od radne koncentracije
ekstrakta vrsta A. flavum i A. carinatum
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Slika 4.28. Grafici zavisnosti inhibicije produkcije 12-HHT, PGE2, TXB2 i 12-HETE od radne koncentracije
ekstrakta vrsta A. fuscum, A. melanantherum, A. rhodopeum, A. paniculatum A. pallens, A. oleraceum, A.
cepa i A. sativum
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Pocetne faze metabolizma arahidonske kiseline su zapravo reakcije lipidne peroksidacije i
zbog toga je izvrSen pokusaj korelacije aktivnosti dobijenih u testu inhibicije lipidne peroksidacije
sa rezultatima testa antiinflamatorne aktivnosti (Slika 4.29). Ako se izuzmu rezultati za ekstrakt
vrste A. rhodopeum, dobije se vrlo visok stepen korelacije (Pirsonov koeficijent (r) = 0,887)
izmedu ICs, vrednosti inhibicije LP i inhibicije COX enzima (produkcije TXB,), §to ukazuje na to
da ispitivani ekstrakti roda Allium verovatno inhibiraju LP i aktivnost COX enzima na isti nacin,
osim u slucaju ekstrakta vrste A. rhodopeum, koji je veoma slab inhibitor LP, a veoma snazan
inhibitor COX-1, i najverovatnije ispoljava svoju antiinflamatornu aktivnost inhibiraju¢i enzim
fosfolipazu A,. Izmedu ICs, vrednosti za inhibiciju LP i inhibiciju 12-LOX, koeficijent korelacije
je znatno manji (r = 0,58) cak i kada se izuzme ekstrakt vrste A. rhodopeum, sto ukazuje na veci
broj mehanizama ukljucenih u inhibiciju 12-LOX nego u inhibiciju LP.
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Slika 4.29. Grafik korelacije izmedu ICsy vrednosti inhibicije lipidne peroksidacije i inhibicije produkcije
TXB, (A) i grafik korelacije izmedu ICsy vrednosti inhibicije lipidne peroksidacije inhibicije produkcije 12-
HETE

Iz svega navedenog moze se zakljuliti da ekstrakti ispitivanih vrsta lukova ispoljavaju
inhibitorno delovanje na metabolizam arahidonske kiseline u trombocitima. Inhibitorno delovanje
ispitivanih ekstrakata na enzime ciklooksigenaznog puta moglo bi biti od znacaja u spre¢avanju i
le¢enju bolesti koje nastaju kao posledica hroni¢ne inflamacije, s obzirom da su prostaglandini
(PG) i tromboksani (TX), koji nastaju u ovom putu, znacajni medijatori inflamatornih procesa
(Smith, 1989). S druge strane, inhibitorno delovanje koje su ispitivani ekstrakati pokazali na
trombocitnu 12-(S)-lipoksigenazu (12-(S)-LOX) moze naci primenu u prevenciji i leCenju
kancerogenih obolenja, s obzirom da je 12-(S)-LOX prekomerno ekspresovana u tkivima mnogih
tumora (prostate, pankreasa, dojki, debelog creva i plu¢a) i ima ulogu u proliferaciji tumorskih
¢elija, pospesuje adheziju i motilitet tumorskih ¢elija i sekreciju proteinaze (Nie i Honn, 2002;
Wong i drugi, 2001). 12-HETE, proizvod 12-LOX, ima ulogu i u razvoju psorijaze (Kragballe,
Desjarlais, Duell, Voorhees, 1986), ateroskleroze (Nakao, Ooyama, Chang, Murota, Orimo, 1982) i
reumatoidnog artritisa (Liagre, Vergne, Rigaud, Beneytout, 1997), pa inhibicija njegove produkcije
moze doprineti spre¢avanju ovih bolesti.
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4.4 ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA

4.4.1 Antibakterijska aktivnost ekstrakata

Poznato je da beli luk, prvenstveno zahvaljujuci alicinu i drugim isparljivim sumpornim
jedinjenjima ispoljava antibiotski efekat na Sirok spektar gram-(+) i gram-(-) bakterija (Elnima i
drugi, 1983; Ankri i Mirelman, 1999; Amagase i drugi, 2001; Benkeblia, 2004; Ross i drugi, 2001;
Bakri i Douglas, 2005; Ruddock i drugi, 2005, Delaha i Garagusi, 1985; Harris i drugi, 2001). Cni
luk takode pokazuje antimikrobnu aktivnost, ali znatno manju u poredenju sa belim lukom (Elnima
i sar., 1983; Kim 1997; Benkeblia, 2004; Bakht i drugi, 2013; Hughes i Lawson, 1991; Santas i
drugi, 2010). Pored ove dve najpoznatije vrste luka, i neki samonikli predstavnici tipi¢ne sekcije
Allium sa teritorije Srbije (A. scorodoprasum, A. rotundum, A. sphaerocephalon, A. vineale, A.
guttatum i A. atroviolaceum) pokazali su snazno antibakterijsko delovanje na gram-pozitivne
bakterije, dok na gram negativne nisu imali efekta (Bozin, 2009).

Predstavnici sect. Codonoprasum do sada nisu bili ispitivani sa aspekta antibakterijskog
delovanja, osim ekstrakata vrste A. flavum, ¢ija je antibakterijska aktivnost ispitana na sedam vrsta
bakterija mikrodilucionom metodom (Curcic i drugi, 2012). Ekstrakti vrste A. flavum, narogito etil-
acetatni i acetonski ekstrakti cvasti, pokazali su antibakterijsku aktivnost na dve G bakterije
(Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis) i dve G bakterije (Pseudomonas aeruginosa i
Salmonella typhimuriumi).

U ovom radu, antibakterijska aktivnost metanolnih ekstrakata vrsta roda Allium sect.
Codonoprasum ispitana je disk-difuzionom metodom na 8 bakterijskih sojeva: Cetiri referentna soja
Gram pozitivnih bakterija (Sarcina lutea ATCC 9391, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P i Bacillus subtilis ATCC 10707) i Cetiri referentna soja Gram
negativnih bakterija (Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 i tri soja Esherichia coli ATCC 25922,
SY 252 i IB 112 IpcA). Za ispitivanje su odabrani metanolni ekstrakti vrsta A. flavum (lokalitet
Babusnica), A. carinatum subsp. carinatum (lokalitet Cemernik), A. carinatum subsp. pulchelum
(lokalitet Vlasinsko jezero), A. fuscum subsp. fuscum (lokalitet Zaovine), A. oleraceum (lokalitet
Kosmovac), A. melanantherum (lokalitet Plana), A. rhodopeum (lokalitet Dimitrovgrad), A. pallens
(lokalitet Beli Rzav) i A. paniculatum (lokalitet Titelski breg). Kao pozitivna kontrola kori§¢eni su
komercijalno proizvedeni diskovi kanamicina, penicillina, hloramfenikola i cefuroksima, dok je za
Pseudomonas aeruginosa, s obzirom da je bio rezistentan na prethodna Cetiri antibiotika, uraden
test i sa inertnim diskom impregniranim sa rastvorom karbenicillina. Rezultati disk-difuzionog testa
za ispitivane antibiotike dati su u Tabeli 4.10.

Od svih ispitivanih ekstrakata, jedino je ekstrakt vrste A. melanantherum pokazao
antibakterijsku aktivnost u disk-difuzionom testu i to samo prema soju Staphylococcus aureus
ATCC 6538 (Tabela 4.11.), dok kod ostalih ispitivanih ekstrakata nije detektovana zona inhibicije.
Ispitivani soj S. aureus bio je osetljiv na sva cetiri ispitivana antibiotika, a ekstrakt A.
melanantherum u koncentraciji 4 mg/disku pokazao je priblizno istu zonu inhibicije kao antibiotici
kanamicin (30 pg/disk) i hloramfenikol (70 pg/disk), dok su penicilin (100 1U/disk) i cefuroksim
(100pg/disk) pokazali jo$ izrazeniju antibakterijsku aktivnost. Antibakterijska aktivnost ekstrakta
vrste A. melanantherum moze se objasniti izuzetno visokim sadrzajem rutina u ovom ekstraktu, za
koji je ranije dokazano da ispoljava antimikrobno delovanje narocito prema Staphylococus aureus
(Alvarez i drugi, 2006). Antibakterijska aktivnost dokazana je i za mnoge druge flavonoide, npr.
kvercetin, kvercetin-3-O-glukozid, kemferol-3-O-glukozid, luteolin-7-O-glukzid, apigenin
(Akroum i drugi, 2009), medutim njihova koncentracija u ispitivanim ekstraktima ocito nije
dovoljno velika da bi ispoljili baktericidnu aktivnost.
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Tabela 4.10. Rezultati disk-difuzionog testa za ispitivane antibiotike

Precnik zone inhibicije (mm)

Bakterijski soj kanamicin hloramfenikol  penicilin  cefuroksim karbenicilin*
Koncentracija 30 pg/disk 70 pg/disk IUl/(()j(i)sk 100 pg/disk 100pg/disk
Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 0 10 0 0 18
Bacillus subtilis ATCC 10707 29 25 17 0 -
Sarcina lutea ATCC 9391 34 25 11 0 -
Esherichia coli SY 252 25 20 20 0 -
Esherichia coli Ipc 26 13 12 17 -
Esherichia coli ATCC 25922 12 20 12 18 -
Staphylococcus aureus ATCC 6538 22 20 30 26 -
Staphylococcus epidermidis ATCC
12298 30 10 0 0 -
*Test sa karbenicilinom uraden samo za Pseudomonas aeruginosa
Tabela 4.11. Rezultati disk-difuzionog testa za ekstrakt vrste A. melanantherum
Bakterijski soj Staphylococcus aureus ATCC 6538
C (mg/disku) 4 2 1 0,5
25 20 16 15
PZI (mm)* 20 18 18 16
19 19 16 15
PZls (mm)** 21,3 £ 3.2 19,0 £ 1,0 16,7 £ 1,2 15,3 + 0,6

*PZI — precnik zone inhibicije
**pZl, - srednja vrednost za tri ponavljanja + standardna devijacija

U cilju odredivanja minimalne baktericidne koncentracije (MBC), ekstrakt vrste A.
melanantherum podvrgnut je daljem testiranju. Za odredivanje MBC kori$éena je diluciona metoda
u epruvetama (Hindler, 1995). Ekstrakt je testiran u rasponu koncentracija od 3,85 — 30,8 mg suvog
ekstrakta po mL hranljive podloge u kojoj se nalazilo 1,510’ bakterija/mL soja Staphylococcus
aureus ATCC 6538. Rezultati su prikazani u Tabeli 4.12. Iz epruveta sa najnizom koncentracijom
ekstrakta pri kojoj nije doslo do zamucenja (15,4 mg mL™), zasejane su kulture na LA podlogu i
nakon inkubacije od 24 h na 37 °C nije doslo do rasta bakterija, ¢ime je potvrdeno da ova
koncentracija odgovara minimalnoj baktericidnoj koncentraciji (MBC).

Tabela 4.12. Rezultati ispitivanja MBC na soju Staphylococcus aureus ATCC 6538

Ekstrakt A. melanantherum

C (mg/ml) 30,8 15,4 7,69 3,85
Zamucenost - - - - - - + + + |+ + +
MBC +

Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da 70% MeOH ekstrakti ispitivanih vrsta roda
Allium sect. Codonoprasum nisu pokazali antibakterijsku aktivnost u disk-difuzionom testu na
ispitivane G* i G~ bakterije u koncentracijama do 4 mg mL™, izuzev ekstrakta vrste A.
melanantherum koji je pokazao slabu antibakterijsku aktivnost na Staphylococcus aureus.
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4.4.2. Antiviralna aktivnost ekstrakata

U cilju ispitivanja antiviralnog efekta biljnih ekstrakata koriste se najces¢e animalni i biljni
virusi, ali i virusi bakterija, koji sluze kao model organizmi za druge viruse. U ovom radu kao
model virusi koriSéeni su bakteriofag & koji pripada familiji Podoviridae i fag o-1 iz familije
Siphoviridae (Knezevi¢ i drugi, 2009). Oba bakteriofaga spadaju u red Caudovirales, i kao
pripadnici pomenutih familija sastoje se od dvolancane DNK i proteinskog omotaca.

Rezultati ispitivanja antiviralnog efekta odabranih 70% MeOH ekstrakata vrsta roda Allium
pokazuju odsustvo antiviralne aktivnosti na 37°C u toku 30 min u ispitivanom opsegu
koncentracija. Phlsy za sve ispitivane ekstrakte bio je ve¢i od maksimalne ispitivane koncentracije,
tj. od 40 mg mL™ (Tabela 4.13.). Posto koris¢eni bakteriofagi imaju dsDNK i ne poseduju lipide u
svom sastavu, rezultati ukazuju da ispitivani ekstrakti ne bi imali efekat ni na animalne dsDNK
viruse bez omotaca (familije Papillomaviridae, Poliomaviridae, Adenoviridae, Iridoviridae).
Antiviralni efekat standarda kvercetina rastvorenog u metanolu u koncentraciji od 2 mg mL™
takode nije utvrden, ali je kvercetin rastvoren u DMSO-u redukovao brojnost vijabilnih faga na
polovinu u koncetraciji od 0,108 mg mL™. Verovatno je razlog dobijanja ovakvih rezultata mnogo
bolja rastvorljivost kvercetina u DMSO nego u metanolu. Medutim, Phls, vrednost od 108 ug mL™
je relativno visoka, zbog Cega se efekat kvercetina na ovaj virus moze smatrati slabim.

Tabela 4.13. Antiviralna aktivnost odabranih metanolnih ekstrakata vrsta roda Allium i standarda kvercetina

Phls* (mg mL™)

Bakteriofagi

Antiviralni agens

c-1 0
A. fuscum subsp. fuscum, Zaovine > 40 > 40
A. paniculatum, Titelski breg > 40 > 40
A. rhodopeum, Dimitrovgrad > 40 > 40
A. melantherum, Cemernik > 40 > 40
A. cepa, Neradin > 40 > 40
A. sativum, Sajkas > 40 > 40
Kvercetin/MetOH >2 >2
Kvercetin/DMSO >2 0,108**

*Phlsy- koncetracija koja inaktivira, tj. smanjuje brojnost viriona na pola
**R=0,954; P=0,045; N=5

Dosada$nja saznanja o antiviralnoj aktivnosti ekstrakata pripadnika roda Allium baziraju se
prvenstveno na rezultatima dobijenim za vodene ili etanolne ekstrakte vrsta A. sativum i A. cepa.
A. sativum deluje na Y virus krompira (Mohamed, 2010), etanolni ekstrakt lukovica na virus
infektivne bolesti burze (Meenakshi i drugi, 2009), HSV-1, HSV-2, virus parainfluence tip 3, virus
vakcinije, virus vezikularnog stomatitisa (VSV), humani rinovirus tip 2 (Weber i drugi, 1992), kao
i na adenoviruse (Chen i drugi, 2011). Detaljna istrazivanja pokazala su da ajoen iz A. sativum ima
najvecu antiviralnu aktivnost, a zatim i alicin, alil-metil-tiosulfinat, metil-alil-tiosulfinat (Weber i
drugi, 1992) i kvercetin (Chen i drugi, 2011). Ostala jedinjenja polarne frakcije ekstrakata, koja se
sastojala od aliina, deoksialiina, dialil-disulfida i dialil-trisulfida, nije imala virucidan efekat
(Weber i drugi, 1992). Sli¢ni rezultati dobijeni su i za etanolne ekstrakte A. cepa kada je u pitanju
Y virus krompira (Mohamed, 2010), slabiji efekat utvrden je na adenoviruse (Chen i drugi, 2011), a
anitiviralni efekat na virus slinavke i $apa nije utvrden (Chungsamarnyart i drugi, 2007). Od ostalih
pripadnika ovog roda zanimljivo je spomenuti i A. ascalonicum, koji je imao izuzetno antiviralno
delovanje, kao i A. porrum i A. fistulosoum, koji su pokazali slab virucidan efekat (Chen i drugi,
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2011). Etanolni ekstrakt vrste A.schoenoprasum sa podru¢ja Malezije nije pokazao antiviralni
efekat na HSV-1i VSV (Ali i drugi, 1996).

Ekstrakti pripadnika sect. Codonoprasum (A. fuscum, A. paniculatum, A. rhodopeum i
A.melantherum), ispitivani u ovom radu, ranije nisu proucavani kao potencijalni izvor antiviralnih
agenasa. Takode, efekat ekstrakata pripadnika roda Allium nije prethodno ispitivan na bakteriofage.

U ranijim istrazivanjima dokazano je da derivati kvercetina pokazuju generalno vecu
antivirualnu efikasnost u odnosu na aglikon kvercetin. Tako je utvrden izuzetno jak antiviralni
efekat kvercetin-7-ramnozida (Phls,=0,014 pug mL™) na svinjski dijarealni virus (Choi i drugi,
2009). Izokvecetin je pokazao oko 50 puta vecu antiviralnu aktivnost na virus gripa od kvercetina
(Kim i drugi, 2010). Dobar antiviralni efekat na influenca A virus utvrden je i za derivat kvercetin-
3-0-B-D-glukuronid (Fan i drugi, 2011), dok je kvercetin 3-O-(2’’-galoil)-a-L-arabinopiranozid
pokazao inhibitorni efekat na enzim integrazu HIV-a (Fesen i drugi, 1993). Rutin se pokazao kao
potentan inhibitor HSV-1 (Orhan i drugi, 2010). Sam mehanizam delovanja kvercetina i njegovih
derivata nije do detalja ispitan. Selway (1986) je pretpostavio da flavonoidi inhibiraju virusne
enzime, ta¢nije virusnu polimerazu i da se vezuju za virusni kapsid i nukleinske kiseline. Do sada
je dokazano da je antiviralni efekat kvercetina rezultat smanjenja adsorpcije virusa za celiju i
multiplikacije u ¢eliji (Kaul i drugi, 1985), dok se efekat na ekstracelularne viruse moze pripisati
njegovoj aktivnosti u prekidanju jednolanéane i dvolandane DNK u prisustvu jona bakra (Cu®") ili
gvozda (Fe*") (Rahman i drugi, 1989). Medutim iako je prisustvo kvercetina i njegovi glikozida
dokazano u ekstraktima ispitivanim u ovom radu, njihova koncentracija o¢ito nije dovoljno velika
da bi dovela do inaktivacije faga.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su ispitivani ekstrakti vrsta roda Allium i
standard kvercetin pokazali slab efekat na inaktivaciju bakteriofaga. Ipak, ne treba izgubiti iz vida
moguénost da bi ekstrakti ili Ciste supstance pokazale efekat na proces multiplikacije virusa u
animalnim ¢éelijama, $to je jos jedan od mogucih nacina njihovog delovanja, a koje nije ispitano u
ovom radu.

4.5 ANTIMUTAGENA AKTIVNOST EKSTRAKATA

Za §irok spektar jedinjenja sa antioksidantnom aktivno$c¢u (vitamini, fenolna jedinjenja,
terpenoidi, sumporna jedinjenja), dokazano je da inhibiraju ili moduliraju delovanje mutagena i
kancerogena iz spoljasnje sredine. Prirodni antioksidansi i njihovi metaboliti mogu da deluju na
mutagenezu i na pocetni korak kancerogeneze preko nekoliko dezmutagenih mehanizama, kao $to
su hvatanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, inhibicija enzima ukljucenih u metabolicke transformacije
mutagena ili inhibicija vezivanja mutagena za DNK (Nikoli¢ i drugi, 2012; Guyonnet i drugi,
2001).

Dokazano je da organosumporna jedinjenja prisutna u lukovima imaju zastitnu ulogu od
hemijskih kancerogena zahvaljuju¢i svojoj antioksidantnoj aktivnosti i sposobnosti da inhibiraju
enzime koji aktiviraju kancerogene (familija citohnrom P450 enzima) (Bianchini i Vainio, 2001,
Fleischauer i Arab, 2001; Milner, 2001; Chun i drugi, 2001). Pored toga, ova jedinjenja imaju i
sposobnosti da indukuju enzime za detoksikaciju kancerogena, kao $to su glutation-S-transferaza
(GSH-(S)T), epoksid hidrolaza i glukuronil transferaza (Munday i Munday, 1999; Bianchini i
Vainio, 2001; Thomson i Ali, 2003). U eksperimentima na pacovima dokazano je da i rutin
ispoljava hemopreventivne osobine, zaustavljaju¢i kancerogenezu indukovanu heterocikli¢nim
aminima (Hirose i drugi, 1999). Takode je dokazano da kvercetin smanjuje genotoksi¢nost
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indukovanu aromati¢nim aminima na taj nacin $to inhibira aktivnost CYP1A2, koji je ukljucen u
bioaktivaciju ovog kancerogena (Lautraite i drugi, 2002).

U ovom radu antimutagena aktivnost ekstrakata vrsta roda Allium ispitivana je merenjem
njihovog protektivnog delovanja na oksidativhu mutagenezu u bakteriji Esherichia coli WP2.
Koris¢en je reverzno-mutacijski test, koji se preporucuje za skrining oksidacionih mutagena
(Blanco i drugi, 1998). Kao test organizam Kkoris¢en je soj IC202, koji je oxyR mutant, tj. ne sadrzi
oxyR gen, zbog ¢ega nema sposobnost uklanjanja ROS, pa je pogodan za detekciju antimutagenog
potencijala antioksidanasa. oxyR protein je redoks-senzitivni transkripcioni aktivator gena koji
kodiraju antioksidantne enzime: katalazu, hidroksiperoksidazu I, alkilhidroperoksid reduktazu,
glutation reduktazu. Kao jak oksidacioni mutagen koji indukuje oksidativni stres i pokrece
reparacionu mutagenezu kori$éen je tert-butil-hidroperoksid (t-BOOH). Mutageneza je pracena
preko trpE65—Trp* reverzije. Broj Trp® revertanata proporcionalan je jacini oksidacionog
mutagena, a obrnuto proporcionalan jaéini antimutagenog agensa (Blanco i drugi, 1998; Urios i
drugi, 1995). Inhibitorni efekat na t-BOOH-indukovanu mutagenezu ispitivan je u postupku
kotretmana ekstraktima i trebalo je da odgovori na pitanje da li ekstrakti mogu da inhibiraju
oksidativnu mutagenezu zahvaljujuéi svojim sposobnostima hvatanja ROS.

S obzirom da se u ovom eksperimentu trosi izrazito velika koli¢ina hemikalija i potro§nog
materijala, odabrana su samo tri ekstrakta vrsta sect. Codonoprasum za ispitivanje antimutagene
aktivnosti, i to ekstrakti nadzemnih delova vrsta A. melanantherum i A. flavum subsp. flavum jer
sadrze najvecu koli¢inu fenolnih jedinjenja i ekstrakt nadzemnih delova vrste A. carinatum subsp.
carinatum zbog visokog sadrZaja antocijana.

U prvom delu eksperimenta ispitana je toksi¢nost 70% metanolnih ekstrakata na testirani
bakterijski soj E. coli IC202, na LA i ET4 podlogama. Rezultati odredivanja toksi¢nosti ekstrakata
prikazani su u Tabelama 4.14. i 4.15. Iz dobijenih rezultata se vidi da ni jedan od tri ispitivana
ekstrakta u koncentracijama 0,1- 4,0 mg po petri $olji ne pokazuje toksi¢ni efekat na rast bakterije
E. coli 1C202, pa su ove koncentracije primenjene i u testu antimutagene aktivnosti. Ispitana je i
toksiénost koris¢enog rastvara¢a MeOH i utvrdeno je da ne ispoljava toksi¢ni efekat u primenjenoj
koncentaraciji.

Tabela 4.14. Rezultati ispitivanja toksi¢nosti ekstrakata na E. coli 1C202 na LA podlozi

ekstrakt A. flavum A. melanantherum A. carinatum subsp. carinatum
koncentracija broj srednja broj srednja broj prezivelih srednja
(mg/petri Solji) prezivelih ~ vrednost  prezivelih  vrednost ¢elija vrednost
¢elija ¢elija
10 10 7
0 9 9 9 9 44 25
33 33 43
MeOH 50 41 50 41 31 37
62 - 35
01 74 %8 - ) 61 48
5 39 -
0,25 o5 15 15 27 i -
16 - 40
0,5 45 30 i - 13 26
15 33 5
0,75 3 11 43 38 12 8
30 22 26
1,5 1 15 13 17 35 30
23 20 38
4,0 16 19 14 17 29 33
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Tabela 4.15. Rezultati ispitivanja toksi¢nosti ekstrakata na E. coli 1C202 na ET4 podlozi

ekstrakt A. flavum A. melanantherum A. carinatum subsp. carinatum
Koncentracija broj srednja broj srednja broj prezivelih srednja
(mg/petri Solji) prezivelih ~ vrednost  prezivelih  vrednost celija vrednost
¢elija ¢elija
28 28 16
0 17 22 17 22 20 18
13 13 24
MeOH 13 13 13 13 21 22
53 47 21
0,1 34 43 50 48 20 20
55 54 -
0,25 39 47 38 46 i -
58 50 27
0,5 46 52 47 48 29 24
41 47 26
0,75 54 47 39 43 21 23
55 48 19
15 68 61 45 46 19 19
39 40 17
4,0 48 43 52 46 20 18

Rezultati odredivanja antimutagenog efekta ekstrakata vrsta roda Allium na spontanu i t-
BOOH indukovanu mutagenezu u E. coli 1C202 dati su u Prilogu 8.9 (Tabele 8.57. 1 8.58.) i u
Tabelama 4.16.14.17.

Tabela 4.16. Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata na spontanu mutagenezu u E. coli 1C202

A. carinatum .
ekstrakt A. flavum A. melanantherum carinatum subsp

carinatum
Koncentracija broj Inhibicija broj Inhibicija broj Inhibicija
(mg/petri 3olji) Trp*  mutageneze (%)°  Trp®  mutageneze (%)°  Trp*  mutageneze (%)"
0 36+8 / 36+8 / 36+8 /
MeOH 4145 -14” 4145 -14™ 4145 -14”
0,1 26+2 38 34+1 17 48+12 -17
0,5 47+6 -15 59+5 -43 58+21 -41
1,0 40+8 24 40+0 2 58+4 -41
40 42413 -2 40+15 2 57+16 -39

* % inhibicije mutageneze racunat u odnosu na kontrolu sa rastvaracem
% inhibicije mutageneze racunat u odnosu na kontrolu bez rastvara¢a

Tabela 4.17. Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata na t-BOOH indukovanu mutagenezu u E. coli 1C202

A. carinatum subsp.

ekstrakt A. flavum A. melanantherum .
carinatum
Koncentracija broj Inhibicija broj Inhibicija broj Inhibicija
(mg/petri $olji) Trp*  mutageneze (%)  Trp*  mutageneze (%)  Trp*  mutageneze (%)
0 7117 / 71+17 / 71+17 /
MeOH 60+3 157 60+3 157 60+3 15~
0,1 49+10 18 59+10 2 55+15 8
0,5 40+£5 33 52412 13 65+4 -8
1,0 62+4 -3 68+8 -13 T7+7 -28
4,0 6549 -8 62+22 -20 64+14 -7

* % inhibicije mutageneze racunat u odnosu na kontrolu sa rastvaraéem
% inhibicije mutageneze raGunat u odnosu na kontrolu bez rastvaraca
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Iz prikazanih rezultata se vidi da je t-BOOH poveéao broj Trp® revertanata u kontroli za
30%. Rastvara¢ (MeOH) u primenjenim koncentracijama (10 puL po petri Solji) nije imao uticaj na
intenzitet mutageneze. Takode, ekstrakti vrsta A. flavum i A. melanantherum u ispitivanom opsegu
koncentracija (0,1 — 4 mg po petri $olji) nisu ispoljili zna¢ajniji antimutageni efekat ni na spontanu
ni na indukovanu mutagenezu. Ekstrakt vrste A. flavum je pri nizim koncentracijama (0,1 i 0,5
mg/ps) pokazao slab antimutageni efekat na indukovanu mutagenezu (inhibicija mutageneze 18% i
33%, respektivno) i na taj na¢in inhibirao delovanje t-BOOH. Medutim, pri vi§im koncentracijama
ekstrakta ovaj efekat nije zabelezen. Ovakav rezultat ukazuje da veée koncentracije ekstrakta u
prisustvu t-BOOH mogu c¢ak delovati prooksidantno. U literaturi postoji ¢itav niz primera
jedinjenja koja pokazuju antioksidantni efekat pri nizim, a prooksidantni efekat pri viSim
koncentracijama (Babich i drugi, 2002, 2011; Bellion i drugi, 2009; Long i drugi, 2000). Tako neki
polifenoli mogu da podlegnu procesu autooksidacije pri ¢emu generiSu semihinon radikal, koji
podleze neenzimskoj redukciji sa NADH, §to rezultuje produkcijom viska ROS (Long i drugi,
2000). Zbog toga bi eventualna primena ekstrakta nadzemnih delova vrste A. flavum morala biti
ograniena na nize koncentracije. Ekstrakt vrste A. carinatum subsp. carinatum, takode nije
pokazao antimutageni efekat, ve¢ je delovao slabo promutageno i na sponatnu i na indukovanu
mutagenezu.

U ovom radu ispitan je samo jedan aspekt antimutagenog delovanja, tj. sposobnost
ekstrakata da neutralise reaktivne slobodne radikale koji nastaju u reakciji t-BOOH sa celijskim
enzimima (najverovatnije enzimima respiratornog niza, Kennedy i drugi, 1992). Da bi se ispitao
drugi mogué¢i mehanizam antimutagenog delovanja — sposobnost ekstrakata da moduliraju ¢elijske
procese detoksifikacije, kao §to je povecanje aktivnosti antioksidantnih enzima i povecanje
koncentracije neenzimskih endogenih antioksidanasa, u narednim fazama istrazivanja trebalo bi
uraditi eksperimente sa pretretmanom, gde bi se pre dodatka mutagena vrsila inkubacija bakterija
sa ekstraktom. U prilog potrebi za ovim ispitivanjem ide i ¢injenica da je za neke druge vrste roda
Allium dokazana sposobnost idukcije enzimske antioksidantne odbrane organizma (EI-Demerdash i
drugi, 2005; Thomson i Ali, 2003).

7.10. GENOTOKSICNI EFEKAT EKSTRAKATA

U ranijim eksperimentima ispitivan je genotoksi¢ni efekat organosumpornih jedinjenja
lukova, pri ¢emu je utvrdeno da ne samo da ne pokazuju genotoksi¢ni efekat na odredene humane i
zivotinjske ¢elije, ve¢ da spreCavaju genotoksi¢ni efekat razli¢itih kancerogena (aflatoksin B1,
benzo[a]piren, stiren-oksid, 4-nitrohinolin-1-oksid) (Guyonnet i drugi, 2001; Belloir i drugi, 2006).
Takode je dokazano da dialil-disulfid, dominantno sumporno jedinjenje belog luka, dovodi do
povecane produkcije ROS, ¢ime indukuje apoptozu preko mitohondrijalnog puta u celijama
neuroblastoma (SH-SYS5Y) (Filomeni i drugi, 2003). Medutim, o potencijalnom genotoksi¢cnom
delovanju vrsta roda Allium sect. Codonoprasum do sada nema literaturnih podataka.

S obzirom da su u ovom radu prilikom ispitivanja uticaja na spontanu i indukovanu
mutagenezu u E. coli 1C202, dobijeni rezultati koji ukazuju na moguce prooksidantno delovanje
pojedinih ekstrakata, u sledecoj fazi istrazivanja ispitan je potencijalni genotoksic¢ni efekat ovih
ekstrakata na zdrave humane fibroplaste plu¢a (Human fetal lung fibroblast cells — MRC-5), kako
bi se proverila bezbednost njihove eventualne upotrebe u humanoj medicini. Takode, ispitan je
potencijal ekstrakata da deluju kao genotoksi¢ni agensi na humane ¢elije karcinoma debelog creva
(Human colon adenocarcinoma grade Il cell line — HT-29), jer bi to mogao biti jedan od
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mehanizama citotoksi¢nog delovanja na celije raka. Za detekciju DNK ostecenja koriséena je
elektroforeza pojedinacnih ¢éelija u agaroznom gelu ili alkalni komet test (Singh i drugi, 1988;
Nikolic i drugi, 2011). Slike 50 nasumi¢no odabranih ¢elija analizirane su pomoc¢u odgovarajuceg
kompjuterskog programa, a % DNK u repu komete koris¢en je kao merilo broja prekida
DNK lanaca. Genotoksi¢ni efekat meren je nakon 20 h inkubacije ¢elija sa ekstraktima celih
biljaka vrsta A. flavum (FVB), A. melanantherum (MP), A. rhodopeum (RH), A. carinatum subsp.
pulchelum (CPVJ), A. paniculatum (PTB) i ekstraktom nadzemnih delova vrste A. flavum (FBH), u
koncentracijama pri kojima je prezivljavanje ¢elija oko 80%.

Dobijeni rezultati dati su u Prilogu 8.10 (Tabele 8.59. i 8.60.) i na Slici 4.30. 1z prikazanih
rezultata se vidi da je oksidujuci genotoksi¢ni agens t-butil-hidroperoksid, koji je koris¢en kao
pozitivna kontrola, dao jasan pozitivan odgovor u primenjenoj koncentraciji (0,5 mmol L™) i na taj
nacin demonstrirao osetljivost komet testa. Vecina ekstrakata, kao i rastvara¢ DMSO, nisu doveli
do oste¢enja DNK u ispitivanim Celijskim linijama (dobijene srednje vrednosti % DNA u repu
komete sli¢ne onima za negativnu kontrolu, Slika 4.30). Medutim, ekstrakt nadzemnih delova vrste
A. flavum (FBH) u koncentraciji od 15 pg mL ™" pokazao je slab genotoksi¢ni efekat na zdrave
fibroplaste pluca (p < 0,05), dok u ¢elijama adenokarcinoma debelog creva nije izazvao prekide
DNK lanaca (Slika 4.30). Ovo ukazuje na oprez u sluéaju eventualne primene ovog ekstrakta u
medicinske svrhe i neophodnost strogog definisanja njegove maksimalne dozvoljene doze. S druge
strane, rezultati dobijeni za ostale ispitivane ekstrakte ukazuju da je njihovo koriséenje bezbedno u
koncentracijama nizim od ispitivanih.

MRC-5
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Slika 4.30. Genotoksi¢ni efekat ispitivanih ekstrakata (% DNA u repu komete) na MRC-5 ¢elije. TBPH —
kontrola sa t-BOOH, FVB — A. flavum cela biljka, MP — A. melanantherum cela biljka, RH — A. rhodopeum
cela biljka, CPVJ — A. carinatum subsp. pulchelum cela biljka, PTB — A. paniculatum cela biljka, FBH — A.
flavum nadzemni delovi
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Slika 4.31. Genotoksi¢ni efekat ispitivanih ekstrakata (% DNA u repu komete) na HT-29 ¢elije. TBPH —
kontrola sa t-BOOH, FVB — A. flavum cela biljka, MP — A. melanantherum cela biljka, RH — A. rhodopeum
cela biljka, CPVJ — A. carinatum subsp. pulchelum cela biljka, PTB — A. paniculatum cela biljka, FBH — A.

flavum nadzemni delovi

S obzirom da ispitivani ekstrakti nisu ispoljili genotoksi¢ni efekat na HT-29 ¢elije, moze se
smatrati da za potencijalni citotoksi¢ni efekat ovih ekstrakata na tumorske celije ne mogu biti
odgovorni prekidi DNK lanaca, ve¢ da se indukcija Celijske smrti u ovim ¢éelijama sigurno odvija
nekim drugim mehanizmom.

Ono S§to nije ispitano u ovom radu, a $to bi trebalo ispitati u narednim fazama istrazivanja
jeste da li ovi ekstrakati imaju preventivno delovanje na kancerogenezu, tj. da li u eksperimentima
sa pre- i ko-tretmanom pokazuju zastitno delovanje od hemijskih genotoksi¢nih agenasa i da li
imaju uticaja na aktivnost detoksifikacionih enzima.
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4.6 UTICAJ EKSTRAKATA VRSTA RODA ALLIUM NA RAST ZDRAVIH I
TUMORSKIH CELIJA | DETEKCIJA TIPA CELIJSKE SMRTI

Brojna istrazivanja potvrdila su da mnoge vrste roda Allium, pored hemopreventivnog
delovanja, ispoljavaju i citotoksi¢ni efekat prema razlic¢itim tipovima tumorskih celija, i to preko
nekoliko mehanizama delovanja: inhibicijom celijskog rasta (zaustavljanjem ¢elijskog ciklusa),
stimulacijom imunog odgovora c¢elije i indukcijom apoptoze. Smatra se da su za ove efekte
prvenstveno odgovorna sumporna jedinjenja lukova (Sakamoto i drugi, 1997; Votto i drugi, 2010;
Tapiero i drugi, 2004; Li i drugi, 2002; Filomeni i drugi, 2003; Nakagawa i drugi, 2001; Robert i
drugi, 2001; Xiao i drugi, 2004; Wu i drugi, 2011; Oommen i drugi, 2004; Park i drugi, 2007; Kim
i drugi, 2008; Lee i drugi 2009). Glavni mehanizam putem koga ova jedinjenja ispoljavaju
antiproliferativno delovanje je zaustavljanje ¢elijskog ciklusa u G2/M fazi (Tapiero i drugi, 2004),
§to je praceno indukucijom apoptoze preko kaspaza-zavisnog i kaspaza-nezavisnog puta (Filomeni
i drugi, 2003; Sundaram i Milner, 1996a; Dirsch i drugi, 1998; Knowles i Milner, 1998; Sigounas
i drugi, 1997; Hong i drugi, 2000). Pored toga, nepolarni ekstrakti nekih vrsta lukova snazno
inhibiraju enzim sintazu masnih kiselina (FAS) u tumorskim ¢elijama (Sun i Tian, 2009), Sto
dovodi do nagomilavanja malonil-CoA, koji je okida¢ apoptoze (Wang i drugi, 2012). Najnovija
istrazivanja pokazala su da i polifenoli izolovani iz crnog luka inhibiraju rast éelija humane
leukemije putem ekstracelularne i intracelularne indukcije kaspaza-zavisne apoptoze (Han i drugi,
2013; Fu, 2004). Tako kvercetin inhibira rast i indukuje apoptozu u celijama leukemije, preko
modulacije produkcije TCF-B-1, inhibicije DNK sinteze, inhibicije fosforilaze C i protein Kinaze, i
zaustavlja celijsku deobu u G1 fazi (Uddin i Choudhry, 1995; Yoshida i drugi, 1990; Rong i drugi,
2000). Kvercetin inhibira i DNK-metiltransferaze (DNMT), koje su izrazito aktivne u nekim
tumorskim c¢elijama (Lee i drugi, 2005). U citotoksi¢na jedinjenja spadaju i steroidni saponini
izolovani iz nekih vrsta lukova (Keusgen, 2002a; Mimaki i drugi, 1999; Amagase, 2006), kao i
organo-Se jedinjenja, koja takode znacajno doprinose antitumorskoj aktivnosti crnog i belog luka
(El-Bayoumy i drugi, 2006).

Antiproliferativna aktivnost prema ¢elijama humanog kolorektalnog karcinoma (HCT-116)
dokazana je i za metanolni ekstrakt nadzemnih delova vrste A. flavum (Curcic i drugi, 2012), dok
su tri nova saponina tipa spirostana, izolovana iz ove biljke, pokazala umerenu citotoksi¢nost
prema humanim kolorektalnim kancer ¢elijama (SW480) (Rezgui i drugi, 2014). Ostale vrste
sekcije Codonoprasum nisu do sada ispitivane u pogledu antitumorske aktivnosti.

U ovom radu ispitana je antiproliferativna aktivnost metanolnih ekstrakata celih biljaka i
ekstrakata nadzemnih delova (herbae) vrsta A. flavum subsp. flavum, Babu$nica (FB), A.
melanantherum, Plana (MP), A. carinatum subsp. carinatum, Cemernik (CC), A. rhodopeum,
Dimitrovgrad (RH), A. carinatum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero (CP), A. paniculatum,
Titelski breg (PT), A. fuscum subsp. fuscum, Zaovine (FF), A. pallens, Beli Rzav (PL), A.
oleraceum, Kosmovac (OK), A. cepa, Neradin (AC) i A. sativum, Sajkas (AS) prema jednoj zdravoj
(fetalni fibroplasti pluca — MRC-5) i tri tumorske ¢elijske linije (epitelni karcinom cerviksa —
HelLa, adenokarcinom dojke — MCF7, adenokarcinom debelog creva — HT-29). U svrhu poredenja
rezultata uporedo sa ekstraktima ispitani su i komercijalni lekovi koji se koriste u hemoterapiji
kancera Gemzar® i Doxorubicin®. U cilju korelacije aktivnosti ekstrakata sa njihovim sastavom i
identifikacije aktivnih principa, ispitana je i aktivnost standardnih jedinjenja — ferulne i kafene
kiseline i flavonoida kvercetina, kemferola i rutina, ¢iji sadrzaj u ekstraktima je prethodno odreden.
Za odredivanje intenziteta celijskog rasta koris¢en je sulforhodamin B (SRB) test (Skehan i drugi,
1990). Antiproliferativna aktivnost izraZena je kao ICso vrednost (koncentracija ekstrakta/standarda
pri kojoj je ¢elijski rast inhibiran za 50 %). Takode je izrac¢unat i ne-tumor/tumor odnos (NT/T),
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koji predstavlja odnos izmedu 1Csy vrednosti dobijenih za ne-tumorsku i tumorske celijske linije,
pri ¢emu vrednosti NT/T iznad 1 odgovaraju vecoj aktivnosti u tumorskoj ¢eliji u odnosu na
zdravu. Dobijeni rezultati prikazani su u Prilogu 8.11 (Tabele 8.61.-8.77.), u Tabeli 4.18. i na
Slikama 4.32-4.35.

Tabela 4.18. 1Cs, vrednosti (ug mL™) ekstrakata, standardnih jedinjenja i lekova i ne-tumor/tumor (NT/T)
odnos nakon 2 h delovanja na ¢elije humanih éelijskih linija

ICso (ng mL™)? NT/T®

Hela MCF7 HT-29 MRC-5 HeLa MCF7 HT-29
Ekstrakt
FB 92,6+23,5 104+9,53 88,8+15,1 106+12,9 1,14 1,02 1,19
FB herba 42.3+10.4 25.,4+4,59 13043,62 29,444,46 0,70 1,16 0,23
MP 271+19,1 231273 440+60,2 347447 4 1,28 1,50 0,79
MP herba >125 66,4+4,01 >500 >125 / >1,88 /
CcC 404+27 .4 371£19,3 530+41,5 498+23,1 1,23 1,34 0,94
CP 278+33,2 255+31,9 250+10,4 341+28,1 1,23 1,34 1,36
CP herba >125 >125 >500 >125 / / /
FF 285+31,5 261+14,9 537+49,2 254+7,7 0,89 0,97 0,47
FF herba 252+5,08 2361214 745+76,6 298+53,6 1,18 1,26 0,40
PL 526+33,3 537+33,7 884+25,3 646+74,7 1,23 1,20 0,73
OK 473+36,9 378+28,6 633+41,5 421+12,0 0,89 1,11 0,67
PT 178+23,3 135+25,6 96,7+13,4 147+£22.8 0,83 1,09 1,52
PT herba >125 >125 >500 >125 / / /
RH 69,3+1,52 67,8+1,52 106+12,6 137+14,6 1,98 2,02 1,29
RH herba >125 90,7+21,7 >250 89,6+24,0 <1 0,99 <1
AC 699+46,8 >1000 >1000 >1000 >1 / /
AS >1000 >1000 >1000 >1000 / / /
Standard
Ferulna kiselina 117£14,6 233+38.9 >500 272+24.6 2,32 1,17 <1
Kafena kiselina® 19,7+4.93 75,0+£10,4 275+7,9 34.2+1,77 1,73 0,46 0,12
Kvercetin 11,24+1,21 12,1+0,43 43,0+6,74 11,2+2,62 1,00 0,93 0,26
Kemferol © 2,84+0,62 11,1+£2,96 14,14£3,15 3,20+0,11 1,12 0,29 0,23
Rutin >500 >500 >500 >500 / / /
Lek
Doxorubicin® 0,34 0,41 1,05 0,22 0,65 0,54 0,21
Gemcitabine® 0,39 0,47 7,80 0,10 0,26 0,21 0,01

@ |Csp vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD za osam ponavljanja; ° Vrednosti iznad 1odgovaraju
vecoj inhibitornoj aktivnosti ekstrakta na rast ¢elija tumora u odnosu na zdrave éelije; © rezultati preuzeti iz
Simin i drugi, 2013; / — NT/T nije bilo moguce izracunati jer nije dostignita ICsy vrednost ni na jednoj
¢elijskoj liniji; FB — A. flavum subsp. flavum, MP — A. melanantherum, CC — A. carinatum subsp. carinatum,
RH — A. rhodopeum, CP — A. carinatum subsp. pulchelum, PT — A. paniculatum, FF — A. fuscum subsp.
fuscum, PL — A. pallens, OK — A. oleraceum, AC — A. cepa, i AS — A. sativum

Iz prikazanih rezultata vidi se da je vecina ispitivanih ekstrakata ispoljila antiproliferativnu
aktivnost, ali je stepen aktivnosti zavisio od vrste Celijske linije i koncentracije ekstrakta. 1z
dijagrama na Slikama 4.32-4.35 uo¢ava se da su HT-29 ¢elije bile najrezistentnije na delovanje
kako ekstrakata tako i standarda, dok su ostale celijske linije bile znatno osetljivije. Najizrazeniji
inhibitorni efekat na rast tumorskih ¢elija pokazao je ekstrakt nadzemnih delova vrste A. flavum,
dostizu¢i najnize ICsy vrednosti za éelije adenokarcinoma dojke (25,4 pg mL™) i ¢elije karcinoma
grliéa materice (42,3 pg mL™), dok je prema ¢elijama adenokarcinoma debelog creva pokazao
umerenu aktivnost (ICs=130 pg mL™) (Tabela 4.18). Medutim, ovaj ekstrakt nije pokazao
selektivno delovanje na tumorske celije, ve¢ je jednako inhibirao i rast zdravih fetalnih fibroplasta
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(IC5=29,4 pg mL™), 3to smanjuje moguénost njegove primene u antitumorskoj terapiji.
Genotoksi¢ni efekat ovog ekstrakta, koji je dokazan u prethodnom eksperimentu, jedan je od
mehanizama njegovog antiproliferativnog delovanja.
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Slika 4.32 Uporedni prikaz uticaja metanolnih ekstrakata vrsta roda Allium na rast fetalnih fibroblasta pluca
(MRC-5)
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Slika 4.33. Uporedni prikaz uticaja metanolnih ekstrakata vrsta roda Allium na rast ¢elija epitelnog
karcinoma cerviksa (HeLa)
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Slika 4.34. Uporedni prikaz uticaja metanolnih ekstrakata vrsta roda Allium na rast ¢elija epitelnog
adenokarcinoma dojke (MCF7)

1200 -
>1000

HT-29 >1000
1000 - 384

800 - ]:
537 633

530

600 -
440 500 500 I >500 >500 >500

ICsp [pg/mL]

250 >250

96,7 106

Slika 4.35. Uporedni prikaz uticaja metanolnih ekstrakata vrsta roda Allium na rast ¢elija adenokarcinoma
debelog creva (HT-29)
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Ekstrakt cele biljke vrste A. flavum inhibirao je rast MCF7, HeLa i MRC-5 ¢elija nesto
slabije od ekstrakta nadzemnih delova, dok je prema HT-29 ¢elijama ispoljio jac¢i efekat od ovog
ekstrakta (1C5=88.,8 pg mL™, NT/T = 1,19). Takode, sli¢no se ponasao i ekstrakt cele biljke vrste
A. paniculatum, koji je najjace delovao na HT-29 éelije (IC5c=96,7 pg mL™, NT/T = 1,52), dok je
kod ostalih celijskih linija dostigao 50% inhibicije rasta pri nesto vi§im koncentracijama (ICs U
opsegu 135-178 pg mL™). Ekstrakt nadzemnih delova A. paniculatum pokazao je slabiju aktivnost
od ekstrakta cele biljke, §to ukazuje da se jedinjenja odgovorna za aktivnost kod ove vrste nalaze u
lukovici. Ekstrakti vrste A. rhodopeum pokazali su takode izuzetan potencijal inhibicije rasta
tumorskih ¢elija, narocito ekstrakt cele biljke, koji je ispoljio duplo jacu antiproliferativnu aktivnost
prema ¢elijama adenokarcinoma dojke (ICs=67,8 pg mL™, NT/T=2,02) i éelije karcinoma grliéa
materice (ICs=69,3ug mL™, NT/T=1,98) nego prema éelijama izvedenim iz zdravog tkiva
(ICs0=137 png mL™), dok je na HT-29 ¢elije nesto slabije delovao (IC5=106 pg mL™, NT/T=1,29).
Visoka antiproliferativna aktivnost na ¢elije adenokarcinoma dojke zabeleZena je jo$ i u slucaju
ekstrakta nadzemnih delova A. melanantherum (ICs=66,4 ug mL™*, NT/T >1,88), pri ¢emu su ICs,
vrednosti ovog ekstrakta za ostale ispitivane éelijske linije bile >125 pug mL™. Povoljni ne-
tumor/tumor koeficijenti za RH (vrednosti u rasponu od 2,0 do 1,3 za sve ispitivane tumorske
¢elijske linije), MPH (1,88 za ¢elije adenokarcinoma dojke), PT (1,52 za Celije raka debelog creva)
i FB ekstrakt (1,14 za Celije raka grli¢a materice i 1,19 za ¢elije adenokarcinoma debelog creva) idu
u prilog njihovoj potencijalnoj primeni u antitumorskoj terapiji.

Ekstrakti vrsta A. carinatum, A. fuscum, A. pallens i A. oleraceum pokazali su slabu
antiproliferativnu aktivnost (ICs, vrednosti u opsegu 250880 pg mL™), dok ekstrakti vrsta A. cepa
i A. sativum u ispitivanom obsegu koncentracija (62,5-1000 ug mL™) nisu delovali na rast ¢elija,
izuzev slabog inhibitornog efekta ekstrakta vrste A. cepa na rast HeLa ¢elija (IC5q=699 pg mL™).
Ovo je u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima Votto-a i sar. (2010), prema kojima je
ekstrakt crnog luka znacajno inhibirao rast ¢elija eritroleukemije tek u koncentracijama viSim od 4
mg mL™. Rezlutati dobijeni za ekstrakt A. sativum potvrduje da su za antitumorsko delovanje
belog luka, koje je dokazano u ranijim istrazivanjima (Ip i drugi, 1996; Milner, 2001; Boivin i
drugi, 2009) iskljuc¢ivo odgovorna nepolarna i isparljiva jedinjenja (prvenstveno sumporna), koja
nisu prisutna u 70% MeOH ekstraktima ispitivanim u ovom radu.

Ispitivani komercijalni lekovi Doxorubicin® i Gemcitabine®, Koji se koriste u hemoterapiji
razli¢itih vrsta kancera, pokazali su oko 100 puta jac¢e antiproliferativno delovanje od najaktivnijih
ekstrakata, sa ICso vrednostima ispod 1,0 pg mL™, ali su NT/T vrednosti bile daleko ispod 1 (0,1
0,65), $to znaci da su mnogo jace inhibirali rast zdravih nego tumorskih celija. Iz ovoga proizilazi
da je pronalazenje novih selektivnih inhibitora rasta tumorskih ¢elija od izuzetnog znacaja.

Od ispitivanih standarda fenolnih jedinjenja najjacu antiproliferativnu aktivnost prema sve
Cetiri Celijske linije ispoljli su kemferol, kvercetin i kafena kiselina (1Cs, vrednosti u rasponu od
2,84 do 75 pg mL™, sa izuzetkom slabe aktivnosti kafene kiseline prema HT-29 éelijama —
ICs=274 pg mL™), ukazujuéi na to da je prisustvo ovih jedinjenja u ekstraktima delimi¢no
odgovorno za njihovu citotoksi¢nu aktivnost. Ferulna Kiselina umereno je inhibirala rast MCF7,
HeLa i MRC-5 celija (ICs, vrednosti u opsegu 117-272 ug mL™), dok na rast HT-29 ¢elija nije
delovala (ICs>500 pg mL™ ). Rutin nije pokazao antiproliferativni efekat ni prema jednoj
ispitivanoj ¢éelijskoj liniji ¢ak ni u koncentraciji od 500 pg mL™, $to ukazuje na to da ogromna
koli¢ina rutina prisutna u ekstraktima vrsta A. melanantherum, A. flavum, A. paniculatum i A.
fuscum ne doprinosi njihovoj citotoksi¢noj aktivnosti. Velika razlika u aktivnosti flavonoidnog
aglikona kvercetina i njegovog glikozida rutina ukazuje na vaznu ulogu slobodne hidroksilne grupe
na C-3 atomu kvercetina u antiproliferativnoj aktivnosti.
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S obzirom da je u prethodnim eksperimentima utvrdeno da ekstrakti A. flavum, A.
rhodopeum i A. paniculatum pokazuju jako inhibitorno delovanje na 12-(S)-lipoksigenazu, za koju
je dokazano da je prekomerno ekspresovana u tkivima mnogih tumora (prostate, pankreasa, dojki,
debelog creva i pluca) i ima ulogu u proliferaciji, adheziji i motilitetu tumorskih ¢elija (Nie i Honn,
2002; Wong i drugi, 2001), moze se zakljuciti da je inhibicija 12-(S)-LOX jedan od mehanizama
citotoksi¢nog delovanja ovih ekstrakata na tumorske celije.

Sposobnost indukcije apoptoze

Kod tumorskih celija proliferacija je prekomerna a apoptoza je inhibirana razli¢itim
mehanizmima. Zbog toga se uspesnim antitumorskim lekom smatra supstanca koja ima izrazenu
sposobnost inhibicije proliferacije i/ili sposobnost indukcije apoptoze. Pored toga vazno je da ova
supstanca ne dovodi do nekroze tumorskih celija, jer nekroti¢ne celije ne $alju imunom sistemu
odgovarajuce hemijske signale koji bi pokrenuli fagocitozu mrtvih c¢elija, ve¢ dolazi do autolize
¢elije, koja je pracena inflamacijom i oste¢enjem okolnog tkiva (Kroemer i drugi, 2005). Vecina
lekova koji se danas koriste u terapiji kancera deluje tako §to na razli¢ite na¢ine indukuje apoptozu
(Taraphdar i drugi, 2001). Brojna istraZivanja pokazuju da mnogi prirodni proizvodi, u koje
spadaju i fenolne kiseline, flavonoidi i sumporna jedinjenja, pokre¢u apoptozu u neoplasti¢nim
¢elijama i to tako §to ili stimuliSu indukcione faktore apoptoze ili sprecavaju delovanje njenih
inhibitora, pri ¢emu su ovi efekti na zdrave ¢elije mnogo manje izrazeni (Chiao i drugi, 1995; Rao i
drugi, 1995; Samaha i drugi 1997; Anantharaman i drugi, 2014).

U ovom radu ispitana je sposobnost ekstrakata da indukuju smrt tumorskih ¢elija, pri ¢emu je
detektovan i tip Celijske smrti. Za ispitivanje su odabrani ekstrakti koji su u prethodnom
eksperimentu pokazali znagajnu sposobnost inhibicije rasta tumorskih éelija (ICs,<100 pg mL™), a
tu spadaju ekstrakti vrsta A. flavum i A. rhodopeum, zatim ekstrakt cele biljke A. paniculatum i
ekstrakt nadzemnih delova vrste A. melanantherum. Za detekciju i kvantifikaciju tipa ¢elijske smrti
koriéena je enzimska sendvi¢-imunoadsorbciona metoda (Cell Death Detection ELISA™-Y® Kit),
koja se zasniva na kvantifikaciji mono- i oligonukleozoma u citoplazmatskoj frakciji pre i posle
liziranja ¢elija. Koli¢ina mono- i oligonukleozoma proporcionalna je intenzitetu boje koja nastaje u
reakciji sa ABTS radikalom, pri ¢emu koli¢ina nukleozoma u supernatantu pre liziranja celija
odgovara koli¢ini nekroti¢nih ¢elija, dok je koli¢ina nukleozoma posle lize proporcionalna koli¢ini
apoptoti¢nih Celija. Dobijeni rezultati prikazani su u Prilogu 8.11 (Tabela 8.78.) i Tabelama 4.19. i
4.20.

Tabela 4.19. Faktori povecanja apoptoze (EFA) i nekroze (EFN), odnos apoptoza/nekroza (A/N) i porast
apoptoze u odnosu na porast nekroze (Al) u Hela i MCF7, HT-29 i MRC-5 ¢elijskim linijama

HelLa MCF7
Ekstrakt EFA EFN  A/N? Al EFA EFN A/N? Al
A. flavum, cela biljka 2,52 1,12 0,6 2,2 0,99 0,51 5,13 1,93
A. flavum, nadzemni delovi 2,41 1,06 0,6 2,2 0,97 1,23 0,30 0,79
A. rhodopeum, nadzemni delovi / / / / 0,87 0,61 3,83 1,44
A. rhodopeum, cela biljka 1,43 1,04 0,4 1,4 0,97 1,14 0,32 0,84
A. melanantherum, nadzemni delovi / / / / 2,46 0,58 11,32 4,26
A. paniculatum, cela biljka / / / / / / / /

? Vrednosti iznad 1 oznaGavaju favorizaciju apoptoze u odnosu na nekrozu; / — Kriterijum 1Cso <100 ug mL™ nije
dostignut
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Tabela 4.20. Faktori povecanja apoptoze (EFA) i nekroze (EFN), odnos apoptoza/nekroza (A/N) i porast
apoptoze u odnosu na porast nekroze (Al) u Hela i MCF7, HT-29 i MRC-5 ¢elijskim linijama

HT-29 MRC-5
Ekstrakt EFA EFN AN Al EFA EFN  A/N? Al
A. flavum, cela biljka / / / / 14,4 1,35 1,52 10,9
A. flavum, nadzemni delovi 141 8,33 0,87 1,71 23,3 1,83 1,80 12,9
A. rhodopeum, nadzemni delovi / / / / 370 0,77 6,93 49,5
A. rhodopeum, cela biljka 12,2 3,9 322 313 / / / /
A. melanantherum, nadzemni delovi / / / / / / / /
A. paniculatum, cela biljka 21,7 9,92 1,12 2,20 / / / /

? Vrednosti iznad 1 oznatavaju favorizaciju apoptoze u odnosu na nekrozu; / — Kriterijum ICso <100 ug mL™ nije
dostignut

Iz dobijenih rezultata vidi se da je u vecini slu¢ajeva zabeleZen porast apoptoze i nekroze u
odnosu na negativnu kontrolu (faktori povecanja apoptoze (EFA) i nekroze (EFN) veci od 1), $to
znaci da su ekstrakti indukovali ¢elijsku smrt u ispitivanim c¢elijskim linijama. Od svih ispitivanih
ekstrakata samo su ekstrakt nadzemnih delova vrste A. flavum i ekstrakt cele biljke A. rhodopeum
izazvali blag porast nekroze na MCF7 celijskoj liniji i nisu uticali na stepen apoptoze (sa
vrednostima Al od 0,79 i 0,84, respektivno), sto ukazuje na to da indukcija ¢elijske smrti nije jedan
od mehanizama citotoksi¢nog delovanja ovih ekstrakata na MCF7 celije. Oba ekstrakta vrste A.
flavum i ekstrakt nadzemnih delova vrste A. rhodopeum, znaé¢ajno su indukovali apoptozu u HelLa
i/ili HT-29 C¢elijama (porast apoptoze u odnosu na porast nekroze u opsegu 2,25-1,44), ali je
indukcija celijske smrti u ¢elijama izvedenim iz zdravog tkiva bila je jo§ veca (porast apoptoze u
odnosu na porast nekroze u opsegu ekstremno visokih vrednosti od 49,5-10,9), §to znacajno
smanjuje njihov potencijal u antitumorskoj terapiji. S druge strane, ekstrakt nadzemnih delova A.
melanantherum indukovao je apoptozu i smanjio nekrozu u MCF7 ¢elijama (EFA=2,46 i
EFN=0,58), pri ¢emu nije delovao na MRC-5 ¢elije. Takode, ekstrakt cele biljke A. paniculatum
snazno je inicirao ¢elijsku smrt u HT-29 ¢elijama, pri ¢emu je porast apoptoze bio duplo veéi od
porasta nekroze (EFA=21,7 i EFN=9,92), dok na zdrave ¢elije nije delovao. Ovo ukazuje da je
dominantan mehanizam citotoksi¢nog delovanja ekstrakta vrste A. paniculatum na HT-29 celije
indukcija ¢éelijske smrti. Ekstrakt cele biljke A. rhodopeum indukovao je apoptozu u HT-29 i HeLa
¢elijama, dok na ¢elije zdravog tkiva nije delovao. Sumiranjem dobijenih rezultata mozZe se
zakljuc¢iti da ekstrakti celih biljaka A. paniculatum i A. rhodopeum, kao i ekstrakt nadzemnih
delova A. melanantherum imaju visok potencijal za primenu u antitumorskoj terapiji.
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Ova doktorska disertacija predstavlja doprinos ukupnim saznanjima o fitohemijskom sastavu
i bioloskom potencijalu vrsta roda Allium, od kojih je vec¢ina zbog svoje arome i hranljive vrednosti
nasla primenu u ljudskoj ishrani, dok se mnoge koriste i kao lekovite biljke. Ovaj rad pruza nove
informacije o hemijskom profilu, antioksidantnom, antiinflamatornom, antimikrobnom i
antimutagenom potencijalu, kao i genotoksi¢nom i citotoksi¢nom efektu ekstrakata 10 samoniklih
taksona roda Allium sect. Codonoprasum (A. carinatum subsp. pulchellum, A. carinatum subsp.
carinatum, A. fuscum var. gracile, A. fuscum var. fuscum, A. flavum subsp. flavum, A.
melanantherum, A. oleraceum, A. paniculatum subsp. marginatum, A. pallens subsp. tenuiflorum i
A. rhodopeum), sakupljenih na lokalitetima u Srbiji. Vecina ovih biljaka je prvi put ispitivana u
ovom radu.

» Headspace GC-MS analizom volatilnih komponenti, nastalih delovanjem aliinaze
nakon dezintegraije svezih lukovica, utvrdeno je da je dimetil-disulfid najdominantnija isparljiva
komponenta, iz ¢ega proizilazi da je metiin dominantan ACSO u vrstama sect. Codonoprasum.
KarakteristiCan izgled GC-MS hromatograma vrsta iz ove sekcije moze posluziti za njihovo
razlikovanje od vrsta ostalih sekcija roda Allium prilikom hemotaksonomske determinacije.

» Kvalitativnom analizom metanolnih ekstrakata vrsta roda Allium primenom
te¢nohromatografskih metoda (LC-DAD-MS i LC-MS-MS) detektovana su 44 jedinjenja, od kojih
je 29 preliminarno identifikovano. 25 identifikovanih jedinjenja su iz klase flavonoida, gde su
daleko najdominantniji derivati kvercetina (12 glikozida kvercetina i 9 glikozida metil-kvercetina
(ramnetina ili izoramnetina)). Preostala Cetiri detektovana flavonoida su glikozidi kemferola ili
luteolina. Utvrdeno je da nema znacajne razlike u kvalitativnom sastavu izmedu uzoraka iste vrste
sa razliCitih lokaliteta, ve¢ samo malih razlika u sadrzaju pojedinih jedinjenja, Sto fenolna
jedinjenja ¢ini pouzdanim i stabilnih hemotaksonomskim markerima. Rutin je u izrazito visokoj
koncentraciji zastupljen u vrsti A. melanantherum, u nesto manjoj u vrstama A. fuscum, A. flavum,
A. paniculatum i A. carinatum subsp. pulchelum, zatim u maloj koncentraciji u vrstama A.
rhodopeum i A. carinatum subsp. carinatum, dok u vrsti A. pallens nije uopste prisutan. Vrsta A.
pallens se i po sastavu ostalih flavonoida najviSe izdvaja od ostalih vrsta. U ekstraktu vrste A.
oleraceum nisu detektovani flavonoidi, pa se pretpostavlja da je koncentracija ovih jedninjenja, ako
su prisutna, suviSe mala da bi bila detektovana ovom metodom.

»  Primenom LC-MS/MS tehnike odreden je sadrzaj 44 fenolna jedinjenja i hinske kiseline
u ekstraktima nadzemnih delova i ekstraktima lukovica svih 10 taksona (pri ¢emu su za vecinu
taksona analizirani uzorci sa viSe lokaliteta). Ukupan sadrzaj kvantifikovanih jedinjenja bio je
znatno veéi u nadzemnim delovima biljaka nego u lukovicama (6,09-271 mg g™ s.e. i 0,76-2,85
mg g s. e., respektivno). U kvalitativnom sastavu uzoraka istog taksona sa razliitih lokaliteta nije
bilo veée razlike, ali je wvarijabilnost u kvantitativnom sastavu bila veoma izrazena.
Najdominantnija flavonoidna jedinjenja u ispitivanim vrstama sect. Codonoprasum su glikozidi
kvercetina (rutin, hiperozid, izokvercitrin, izoramnetin), kao i kemferol-3-O-glukozid (astragalin).
Rezultati PCA analize pokazuju da se vrsta A. melanantherum od ostalih izdvaja prvenstveno na
osnovu visokog sadrzaja rutina i niskog sadrzaja kvercetin-3-O-glukozida, dok vrstu A. flavum od
ostalih odvajaju visoki sadrzaji rutina i kvercetin-3-O-glukozida. Vrste A. pallens i A. oleraceum za
razliku od ostalih vrsta ne sadrZe rutin, a sadrze znatnu koli¢inu hiperozida, §to bi moglo biti
znacajno sa hemotaksonomskog aspekta. Vrstu A. rhodopeum karakteriSe izuzetno mali sadrzaj
svih ispitivanih fenolnih jedinjenja (ukupan sadrzaj u ekstraktu nadzemnih delova je 6 mg gs. e .).
Izokvercitrin i astragalin prisutni su u znacajnoj koli¢ini u ekstraktima nadzemnih delova biljaka
svih ispitivanih taksona (0,89-57,2 mg g i 0,16-5,81 mg g™, respektivno). Aglikoni kvercetin,
kemferol i izoramnetin prisutni su u vecini ispitivanih vrsta, ali u vrlo maloj koli¢ini.
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»  Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u ekstraktima cvasti vrsta sect. Codonoprasum
kretao se od 10,7 do 969 pg ekvivalenata cijanidin-3-glukozida g™ s. e. Najvisi sadrzaj antocijana
naden je u ekstraktima podvrsta A. carinatum subsp. carinatum i A. carinatum subsp. pulchelum.
Vrste A. rhodopeum, A. paniculatum i A. melanantherum sadrzale su takode znatnu koli¢inu
antocijana (91,3-294 ug ekv. cijanidin-3-glukozida g* s. e.), dok je sadrzaj ovih jedinjenja u
ekstraktima ostalih vrsta bio veoma nizak (10,7-111 pg ekv. cijanidin-3-glukozida g™ s. e.).

» Aktivnost enzima aliinaze, koji katalizuje transformaciju S-alk(en)il-L-cistein-
sulfoksida u tiosulfinate (jedinjenja odgovornih za miris i ukus lukova), bila je veoma visoka u
svim ispitivanim vrstama (najvisa u vrsti A. flavum (28,0-46,9 pmol piruvata g* sveze lukovice), a
najniza u dvema podvrstama vrste A. carinatum (3,65 umol piruvata g™ fw u podvrsti pulchellum i
7,20 pmol piruvata g™ sveze lukovice u podvrsti carinatum)).

» U cilju procene antioksidantnog potencijala vrsta roda Allium sect. Codonoprasum
odreden je ukupni redukcioni potencijal, sposobnost neutralizacije stabilnih DPPH® i ABTS™
radikala, sposobnost hvatanja OH® i NO radikala, kao i sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije
metanolnih ekstrakata celih biljaka. 1z dobijnih rezultata moze se zakljuciti da su u ekstraktima A.
flavum, A. fuscum var. fuscum, A. oleraceum i A. paniculatum, koji su ispoljili snaZznu
antioksidantnu aktivnost u testovima za odredivanje sposobnosti hvatanja DPPH’, ABTS™ i NO
radikala i sposobnosti inhibicije LP, prisutna jedinjenja sa visokom redukcionom sposobnoscu,
odnosno sposobnos¢u doniranja elektrona ili H atoma. Ekstrakt nadzemnih delova vrste A. flavum
ispoljio je primetno jacu aktivnost u pomenutim testovima od ekstrakata celih biljaka ove vrste, iz
Cega sledi da su fenolna jedinjenja, Cija je koncentracija znatno visa u ekstraktu herbe nego u
ekstraktu lukovice, odgovorna za izrazite redukcione osobine ovog ekstrakta. Najvecu sposobnost
hvatanja OH radikala ispoljili su ekstrakti vrsta A. pallens, A. fuscum i A. rhodopeum, §to ukazuje
na to da su u ovim ekstraktima prisutna jedinjenja sa izraZzenim heliraju¢im svojstvima. EKstrakt
crnog luka je u poredenju sa ekstraktima celih biljaka vrsta sect. Codonoprasum u vecini testova
ispoljio jacu aktivnost, dok je aktivnost ispitivanih ekstrakata bila znatno manja u poredenju sa
sintetskim antioksidansom BHA.

» Antiinflamatorna aktivnost ispitivana je pradenjem uticaja ekstrakata na produkciju
metabolita arahidonske kiseline u COX-1 i 12-LOX putu u trombocitima, pomo¢u LC-MS/MS
tehnike. Ekstrakti celih biljaka vrsta sect. Codonoprasum pokazali su dozno-zavisnu inhibitornu
aktivnost na produkciju 12-HHT, TXB,, PGE, i 12-HETE. ICs, vrednosti za inhibiciju produkcije
12-HHT kretale su se u opsegu od 0,70 mg mL™ do 4,68 mg mL™, za TXB, od 0,63 mg mL™ do
5,35 mg mL™, za PGE, od 0,57 mg mL™ do 7,99 mg mL™, a za 12-HETE od 0,08 mg mL™ do
11,99 mg mL™. Snaznu antiinflamatornu aktivnost ispoljili su ekstrakt nadzemnih delova vrste A.
flavum i ekstrakti celih biljaka vrsta A. rhodopeum, A. oleraceum, A. paniculatum i A. cepa. U
poredenju sa poznatim COX-1 inhibitorom aspirinom i 12-LOX inhibitorom kvercetinom, ekstrakti
ispitivanih vrsta roda Allium pokazali su slabiju sposobnost inhibicije ovih enzima, ali je aktivnost
ekstrakata bila uporediva sa aktivno$¢u dobro poznate antiinflamatorne droge Plantago major L.
Utvrdeno je da se ekstrakt nadzemnih A. flavum u koncentracijama ispod 0,25 mg mL™ ponasa kao
selektivni  12-LOX inhibitor. Inhibitorno delovanje ispitivanih ekstrakata na enzime
ciklooksigenaznog puta moglo bi biti od zna¢aja u spre¢avanju i leCenju bolesti koje nastaju kao
posledica hroni¢ne inflamacije, dok bi inhibitorno delovanje na trombocitnu 12-(S)-lipoksigenazu
moglo na¢i primenu u prevenciji i leCenju kancerogenih obolenja, psorijaze, ateroskleroze i
reumatoidnog artritisa.

» U okviru mikrobioloskih testova, ispitana je antibakterijska aktivnost ekstrakata na
Cetiri G* 1 Cetiri G~ bakterije disk-difuzionom metodom i antiviralni efekat na bakteriofag & iz
familije Podoviridae i fag -1 iz familije Siphoviridae. Od svih ispitivanih ekstrakata, jedino je
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ekstrakt vrste A. melanantherum pokazao slabu antibakterijsku aktivnost u disk-difuzionom testu i
to samo prema soju Staphylococcus aureus, §to se moze objasniti izuzetno visokim sadrzajem
rutina u ovom ekstraktu. Minimalna baktericidna koncentracija (MBC) odredena dilucionom
metodom za ovaj ekstrakt iznosila je 15,4 mg mL™. Ispitivani ekstrakti (A. fuscum subsp. fuscum,
A. paniculatum, A. rhodopeum, A. melantherum, A. cepa i A. sativum) nisu ispoljili antiviralnu
aktivnost ni prema jednom bakteriofagu u koncentracijama do 40 mg mL™, dok je standard
kvercetin pokazao slabu antiviralnu aktivnost (Phls;=108 ug mL™).

» U ovom radu antimutagena aktivnost ekstrakata vrsta roda Allium ispitivana je
merenjem njihovog protektivnog delovanja na spontanu i indukovanu oksidativnu mutagenezu u
bakteriji Esherichia coli WP2. Ekstrakt nadzemnih delova vrste A. melanantherum u ispitivanom
opsegu koncentracija (0,1 — 4 mg po petri $olji) nije ispoljio antimutageni efekat ni na spontanu ni
na indukovanu mutagenezu. Ekstrakt vrste A. flavum je pri nizim koncentracijama (0,1 i 0,5 mg/ps)
pokazao slab antimutageni efekat na indukovanu mutagenezu (inhibicija mutageneze 18% i 33%,
respektivno) i na taj nacin inhibirao delovanje t-BOOH. Medutim, pri viSim koncentracijama
ekstrakta ovaj efekat nije zabelezen. Ovakav rezultat ukazuje da vece koncentracije ekstrakta u
prisustvu t-BOOH mogu ¢ak delovati prooksidantno, zbog ¢ega bi eventualna primena ekstrakta
nadzemnih delova vrste A. flavum morala biti ograni¢ena na nize koncentracije. Ekstrakt vrste A.
carinatum subsp. carinatum, takode nije pokazao antimutageni efekat, ve¢ je delovao slabo
promutageno i na sponatnu i na indukovanu mutagenezu.

» Genotoksi¢ni efekat ekstrakata celih biljaka vrsta A. flavum, A. melanantherum, A.
rhodopeum, A. carinatum subsp. pulchelum, A. paniculatum i ekstrakta nadzemnih delova vrste A.
flavum ispitan je na zdravim humanim fibroplastima plu¢a (MRC-5) i ¢elijama karcinoma debelog
creva (HT-29). Za detekciju DNK ostecenja koriséena je elektroforeza pojedinacnih éelija u
agaroznom gelu ili alkalni komet test. Ekstrakt nadzemnih delova vrste A. flavum u koncentraciji
od 15 pg mL™ pokazao je slab genotoksiéni efekat na zdrave fibroplaste pluca, dok u éelijama
adenokarcinoma debelog creva nije izazvao prekide DNK lanaca. Ovo ukazuje na oprez u slucaju
eventualne primene ovog ekstrakta u medicinske svrhe i neophodnost strogog definisanja njegove
maksimalne dozvoljene doze. Ostali ekstrakti nisu doveli do oste¢enja DNK u ispitivanim ¢elijskim
linijama, $to ukazuju da je njihova upotreba u koncentracijama nizim od ispitivanih bezbedna.

» U ovom radu ispitana je antiproliferativna aktivnost metanolnih ekstrakata celih biljaka
i ekstrakata nadzemnih delova (herbi) vrsta A. flavum subsp. flavum, A. melanantherum, A.
carinatum subsp. carinatum, A. rhodopeum, A. carinatum subsp. pulchelum, A. paniculatum, A.
fuscum subsp. fuscum, A. pallens, A. oleraceum, A. cepa i A. sativum na jednoj zdravoj (fetalni
fibroplasti pluéa — MRC-5) i tri tumorske celijske linije (epitelni karcinom cerviksa — Hela,
adenokarcinom dojke — MCF7, adenokarcinom debelog creva — HT-29), pomo¢u sulforhodamin B
(SRB) testa. Ispitana je i aktivnost standardnih jedinjenja — ferulne i kafene kiseline, kvercetina,
kemferola i rutina. Veéina ispitivanih ekstrakata ispoljila je antiproliferativnu aktivnost, ali je
stepen aktivnosti zavisio od vrste celijske linije i koncentracije ekstrakta. HT-29 celije bile
najrezistentnije na delovanje kako ekstrakata tako i standarda. U poredenju sa komercijalnim
antitumorskim lekovima Doxorubicin®-om i Gemcitabine®-om, ¢iji nedostatak je $§to mnogo jace
inhibiraju rast zdravih nego tumorskih ¢elija, najaktivniji ekstrakti pokazali su oko 100 puta slabije
antiproliferativno delovanje. Najizrazeniji inhibitorni efekat na rast tumorskih ¢elija pokazao je
ekstrakt nadzemnih delova vrste A. flavum, dostizuéi najnize ICsy vrednosti za Celije
adenokarcinoma dojke (25,4 pg mL™) i éelije karcinoma grli¢a materice (42,3 pg mL™), ali je
jednako inhibirao i rast zdravih fetalnih fibroplasta. Povoljni ne-tumor/tumor koeficijenti (>1)
zabelezeni su za ekstrakte celih biljaka A. rhodopeum, A. paniculatum i A. flavum i ekstrakt
nadzemnih delova A. melanantherum, $to ide u prilog njihovoj potencijalnoj primeni u
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antitumorskoj terapiji. Ekstrakti vrsta A. carinatum, A. fuscum, A. pallens i A. oleraceum pokazali
su slabu antiproliferativnu aktivnost (ICs vrednosti u opsegu 250-880 pug mL™), dok ekstrakti vrsta
A. cepa i A. sativum u ispitivanom obsegu koncentracija (62,5-1000 ug mL™) nisu delovali na rast
¢elija (izuzev slabog inhibitornog efekta ekstrakta vrste A. cepa na rast HeLa celija (IC50=699 ng
mL™)). Od ispitivanih standarda fenolnih jedinjenja najjatu antiproliferativnu aktivnost na sve
Cetiri Celijske linije ispoljli su kemferol, kvercetin i kafena kiselina, ukazujuci na to da je prisustvo
ovih jedinjenja u ekstraktima delimi¢no odgovorno za njihovu citotoksi¢énu aktivnost. Rutin nije
pokazao antiproliferativni efekat, iz ¢ega sledi da ogromna koli¢ina rutina prisutna u pojedinim
ekstraktima ne doprinosi njihovoj citotoksi¢noj aktivnosti.

» Sposobnost ekstrakata da indukuju smrt tumorskih ¢elija (MCF7, HeLa i HT-29)
ispitana je pomocu enzimske sendvié-imunoadsorbcione metode (Cell Death Detection ELISA™Y®
kita), pri ¢emu je odreden i tip Celijske smrti (apoptoza i nekroza). Ispitani su ekstrakti sa
znaGajnom antiproliferativnom aktivno§éu (ICsp<100 ng mL™) — ekstrakti vrsta A. flavum i A.
rhodopeum, ekstrakt cele biljke A. paniculatum i ekstrakt nadzemnih delova vrste A.
melanantherum. Vecina ispitivanih ekstrakata indukovala je smrt u tumorskim ¢éelijskim linijama.
Ekstrakti vrste A. flavum i ekstrakt nadzemnih delova vrste A. rhodopeum, znacajno su indukovali
apoptozu u HeLa i/ili HT-29 ¢elijama, ali je indukcija Celijske smrti u ¢elijama izvedenim iz
zdravog tkiva bila je jo§ veca, $to znacajno smanjuje njihov potencijal u antitumorskoj terapiji. S
druge strane, ekstrakt nadzemnih delova A. melanantherum indukovao je apoptozu i smanjio
nekrozu u MCF7 ¢elijama (EFA=2,46 i EFN=0,58), pri ¢emu nije delovao na MRC-5 Ccelije.
Takode, ekstrakt cele biljke A. paniculatum snazno je inicirao éelijsku smrt u HT-29 ¢elijama, pri
¢emu je porast apoptoze bio duplo veci od porasta nekroze (EFA=21,7 i EFN=9,92), dok na zdrave
¢elije nije delovao. Ekstrakt cele biljke A. rhodopeum indukovao je apoptozu u HT-29 i HelLa
¢elijama, dok na ¢elije zdravog tkiva nije delovao. Is svega navedenog sledi da ekstrakti celih
biljaka A. paniculatum i A. rhodopeum, kao i ekstrakt nadzemnih delova A. melanantherum imaju
visok potencijal za primenu u antitumorskoj terapiji.

Sumiranjem dobijenih rezultata moze se zakljuéiti da ispitivani predstavnici roda Allium
sect. Codonoprasum predstavljaju bogate izvore bioloski aktivnih jedinjenja sa Sirokim spektrom
bioloskih aktivnosti. Sa hemotaksonomskog aspekta znacajno je da se dimetil-disulfid izdvaja kao
najdominantnija i ¢esto jedina isparljiva komponenta, da ekstrakti vecine vrsta sadrze veliku
koli¢inu flavonoida (prvenstveno derivata kvercetina), da se vrste A. pallens i A. oleraceum
izdvajaju od ostalih po tome $to ne sadrze rutin a sadrze hiperozid, da je vrsta A. rhodopeum
siroma$na fenolnim jedinjenjima i da su sve vrste, osim vrste A. flavum, bogate antocijanima.
Aktivnost aliinaze je visoka u svim ispitivanim vrstama. Vecina ispitivanih ekstrakata, izuzev
ekstrakata vrsta A. carinatum i A. melanantherum, pokazala je izrazenu antioksidantnu aktivnost,
dok su ekstrakti vrsta A. flavum, A. rhodopeum, A. oleraceum i A. paniculatum snazni
antiinflamatorni agensi. Ekstrakti ispitivanih predstavnika sect. Codonoprasum nisu pokazali
antimikrobnu i antimutagenu aktivnost. Takode, ovi ekstrakti nisu ispoljili genotoksiéni efekat na
¢elije zdravog tkiva (izuzev slabog genotoksi¢nog efekta ekstrakta nadzemnih delova A. flavum),
Sto ukazuje na bezbednost upotrebe vrsta sect. Codonoprasum kao hrane ili u obliku lekova.
Ekstrakti celih biljaka A. paniculatum i A. rhodopeum, kao i ekstrakt nadzemnih delova A.
melanantherum pokazali su snaznu antiproliferativnu aktivnost sa povoljnim ne-tumor/tumor
koeficijentima i indukovali apoptozu u tumorskim ¢elijama, iz ¢ega se moze zakljuciti da imaju
visok potencijal primene u antitumorskoj terapiji.
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Genus Allium is by far the largest genus of Alliaceae family, comprising more than 750
species, which are distributed predominantly in southern Europe and western Asia. Members of
genus Allium have been used for thousands of years for their medicinal properties and characteristic
flavor. Although chemical composition and biological activities of two species of genus Allium — A.
sativum and A. cepa are well researched, data on other species, including Codonoprsum section
species, are still lacking. Therefore, the aim of the present doctoral thesis was to investigate the
chemical composition and biological activities of 10 unexplored wild growing taxa from
Codonoprasum section (A. carinatum subsp. pulchellum, A. carinatum subsp. carinatum, A. fuscum
var. gracile, A. fuscum var. fuscum, A. flavum subsp. flavum, A. melanantherum, A. oleraceum, A.
paniculatum subsp. marginatum, A. pallens subsp. tenuiflorum and A. rhodopeum), many of which
are traditionally used as a food and spices. The samples were collected from 27 locations in Serbia.

Phytochemical caracterisation included: headspace GC-MS analysis of fresh bulb volatiles,
LC-DAD-MS and LC-MS-MS qualitative analysis of methanol extracts, LC-MS-MS quantitative
analysis of 44 selected phenolic compounds in methanol extracts, determination of total monomeric
anthocyanins content and alliinase activity. PCA analysis of the obtained data was used in order to
define chemotaxonomic markers for investigated species.

In order to assess the biological potential of methanol extracts, the antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial, antimutagenic, genotoxic and antiproliferative activities of the
extracts were studied. Antioxidant potential was evaluated by several assays (total reducing
capacity, DPPH*, NO, ABTS" and OH® scavenging capacity and lipid peroxidation inhibition
ability). Anti-inflammatory activity was observed by measuring the extracts ability to inhibit
eicosanoids production in human platelets. Antimicrobial properties were examined by measuring
antibacterial activity against eight bacterial strains by disk diffusion and MBC assays, and antiviral
activity against two phages of Pseudomonas aeruginosa. Antimutagenic potential against
spontaneous and t-BOOH induced mutagenesis was investigated in E. coli 1C202. Genotoxic effect
of the extracts towards cells derived from healthy tissue (MRC-5) and tumor cells (HT-29) was
monitored by alkaline comet assay. The effect of the extracts on cell growth and cell death was
examined in one normal (MRC-5) and three tumor (HT-29, MCF7 and HeLa) cell lines.

Finally, an attempt was made to correlate biological activities with chemical composition.

The results of headspace GC-MS analysis of volatiles formed in alliinase catalyzed reaction,
revealed that dimethyl disulfide is the major volatile compound, which indicates that methiin is the
dominant ACSO in species belonging to Codonoprasum section. The characteristic GC-MS
chromatograms obtained for investigated species can be used to differentiate them from other
species of the genus Allium during cemotaxonomic determination.

By LC-DAD-MS and LC-MS-MS qualitative analysis of methanol extracts forty four
compounds were detected, among which twenty nine were preliminarily identified. Twenty five of
these compounds belong to flavonoids, wherein quercetin derivatives are the most dominant
(twelve quercetin glycosides and nine methylquercetin glycosides). The remaining four compounds
were kaempferol or luteolin glycosides. There was no significant difference in qualitative
composition between the samples of the same species from different locations, but only small
difference in the content of certain compounds, suggesting that phenolic compounds are reliable
and stable chemotaxonomic markers. Rutin is present in a particularly high amount in A.
melanantherum, A. flavum and A. fuscum extracts. The content of flavonoids in A. rhodopeum
extracts vas very low, while in A. oleraceum extract flavonoids are not detected at all.
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The content of 44 selected phenolic compounds and quinic acid in aerial parts extracts and
bulbs extracts of investigated taxa was determined by LC-MS/MS. The total content of quantified
compounds was significantly higher in the aboveground parts of plants than in bulbs (6.09-271 mg
g* dw and 0.76-2.85 mg g™ dw, respectively). There was no significant difference in qualitative
composition of samples of the same taxa from different localities, but the variability in the
quantitative composition was very high. The dominant flavonoids were quercetin glycosides (rutin,
hyperoside, isoquercitrin, isorhamnetin), as well as the kaempferol-3-O-glucoside (astragalin). The
results of PCA analysis showed that A. melanantherum extracts are separated from others primarily
due to the high content of rutin and low content of quercetin-3-O-glucoside, while the high levels
of rutin and quercetin-3-O-glucoside separate A. flavum extracts. On the contrary, A. pallens and A.
oleraceum, unlike other species, do not contain rutin, but contain a considerable amount of
hyperoside. That could be important from chemotaxonomic point of view. A. rhodopeum extract is
characterized by extremely low content of all the investigated phenolic compounds (total phenolic
content in the aerial parts extract is 6 mg g™ dw). Astragalin and isoquercitrin are present in
significant amounts in all aerial parts extracts (0.89 —-57.2 mg g dw and 0.16 -5.81 mg g™ dw,
respectively). Aglycones quercetin, kaempferol and isorhamnetin are present in most of the studied
species, but in very small amounts.

The total content of monomeric anthocyanins in inflorescence extracts of species from sect.
Codonoprasum ranged from 10.7 to 969 mg equivalents of cyanidin-3-glucoside g™ dw, with the
highest content in extracts of both subspecies of A. carinatum. Extracts of A. rhodopeum, A.
paniculatum and A. melanantherum also contained a substantial amount of anthocyanins (91.3-294
mg eq. cyanidin-3-glucoside g dw), while the content of these compounds in extracts of other
species was very low (10.7-111 mg eq. cyanidin-3-glucoside g™ dw).

The activity of alliinase (enzyme that catalyzes the transformation of S-alk(en)yl-L-cysteine
sulfoxide in thiosulfinates — the compounds responsible for characteristic smell and taste of
onions), was high in all investigated species.

In antioxidant assays, the extracts of A. flavum, A. fuscum var. fuscum, A. oleraceum and A.
paniculatum expressed strong scavenging capacity towards DPPH’, ABTS™ and NO radicals and
the ability to inhibit LP, indicating the presence of compounds with high reducing potential, or
electron-donating properties. On the other hand, the extracts of A. pallens, A. fuscum and A.
rhodopeum showed the highest OH-RSC, indicating the presence of compounds with distinct
chelating properties in the extracts. In most assays, onion extract showed stronger antioxidant
activity in comparison to whole plant extracts of all investigated species from Codonoprasum
section, while the activity of these extracts was significantly lower than the activity of synthetic
antioxidant BHA.

Anti-inflammatory activity was evaluated by monitoring the effect of the extracts on COX-1
and 12-LOX branches enzymes of arachidonic acid metabolic pathway in human platelets, using
the LC-MS/MS technique. Whole plant extracts of investigated species showed dose-dependent
inhibitory activity on production of 12-HHT, TXB,, PGE, and 12-HETE. ICs; values for 12-HHT
were in the range of 0.70 mg mL™-4.68 mg mL™, for TXB, 0.63 mg mL-5.35 mg mL™, for PGE;
0.57 mg mL™-7.99 mg mL™, and for 12-HETE 0.08 mg mL™-11.99 mg mL™. The strongest anti-
inflammatory activity was exhibited by aerial parts extract of A. flavum and whole plant extracts of
A. rhodopeum, A. oleraceum, A. paniculatum and A. cepa. Compared with known COX-1 inhibitor
aspirin and 12-LOX inhibitor quercetin, the extracts showed lower ability to inhibit eicosanoids
production, but their inhibitory activity was comparable with the activity of Plantago major L., the
well-known anti-inflammatory drug. It was found that the aerial parts extract of A. flavum in
concentrations lower than 0.25 mg mL™ acts as a selective 12-LOX inhibitor. Inhibitory effect of
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investigated extracts on cyclooxygenase pathway enzymes could be useful in the prevention and
treatment of diseases that arise as a consequence of chronic inflammation, while inhibitory
potential on platelet 12-(S)-lipoxygenase could be applied in prevention and treatment of cancer,
psoriasis, rheumatoid arthritis and atherosclerosis.

Among all investigated extracts, only A. melanantherum extract showed antibacterial activity
against Staphylococcus aureus in the disc diffusion assay, while minimum bactericidal
concentration (MBC) for this extract, determined by dilution method, was 15.4 mg mL™.
Antibacterial activity of A. melanantherum extract can be explained by the extremely high content
of rutin. Extracts of A. fuscum subsp. fuscum, A. paniculatum, A. rhodopeum, A. melantherum, A.
cepa and A. sativum did not exhibit antiviral activity towards examined bacteriophages even at
concentration of 40 mg mL™, while standard quercetin showed weak anti-viral activity (Phls,=108

ug mL™?).

Antimutagenic activity was investigated by measuring their protective effect on spontaneous
and induced oxidative mutagenesis in the bacterium Escherichia coli WP2. The aerial parts extract
of A. melanantherum did not show protective effect neither on spontaneous nor on induced
mutagenesis in the concentration range tested (0.1-4 mg per Petri dish). A. flavum extract at lower
concentrations (0.1 and 0.5 mg per Petri dish) showed weak antimutagenic effect on induced
mutagenesis (inhibition of mutagenesis 18% and 33%, respectively), thus inhibiting the action of t-
BOOH. However, at higher concentrations, this effect was not recorded. Theses results indicate
that in the presence of t-BOOH, aerial parts extract of A. flavum can even act as a prooxidant at
higher concentrations, which limiting possible application of the extract to low concentations. The
extract of A. carinatum subsp. carinatum, did not show antimutagenic but poorly pro-mutagenic
effect on spontaneous and induced mutagenesis.

The genotoxic effect of whole plant extracts of A. flavum, A. melanantherum, A. rhodopeum,
A. carinatum subsp. pulchelum, A. paniculatum and aerial parts extract of A. flavum was tested on
normal human lung fibroblasts (MRC-5) and colon cancer cells (HT-29). For the DNA damage
detection the single cell electrophoresis assay or alkaline comet test was used. The aerial parts
extract of A. flavum at a concentration of 15 mg mL™ showed a weak genotoxic effect on lung
fibroblasts, whereas in colon adenocarcinoma cells did not induce DNA strand breaks. This
suggests caution in case of possible application of this extract for medicinal purposes and the
necessity of the strict definition of non toxic dose. Other investigated extracts did not cause DNA
damages in the tested cell lines, which suggests that their use in concentrations lower than tested is
safe.

Antiproliferative activity of methanol extracts was tested against one healthy (fetal lung
fibroblasts - MRC-5) and three tumor cell lines (human cervix epidermoid carcinoma - Hela,
human breast adenocarcinoma - MCF7, colon adenocarcinoma - HT-29), using a sulforhodamine B
(SRB) assay. The activity of standard compounds - ferulic and caffeic acids, quercetin, kaempferol
and rutin was also tested. Most of the extracts demonstrated the antiproliferative activity, but the
level of activity depended on the type of cell line and extract concentration. HT-29 cells were the
most resistant to both the standards and the extracts. In comparison with commercial antitumor
drugs Doxorubicin® and Gemcitabine®, the extracts expressed weaker antiproliferative effect.
However, the drugs were much more toxic to healthy than to tumor cells.

The most pronounced inhibitory effect on tumor cells growth was shown by aerial parts
extract of A. flavum, reaching the lowest 1Cs, values for breast adenocarcinoma cells (25.4 mg mL"
1, but it also inhibited the growth of fetal fibroblasts. Preferred non-tumor/tumor ratios (> 1) were
observed for whole plants extracts of A. rhodopeum, A. paniculatum and A. flavum and the aerial
parts extract of A. melanantherum, which favours their potential application in antitumor therapy.
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Extracts of A. carinatum, A. fuscum, A. pallens, A. oleraceum expressed poor anti-proliferative
activity (ICso values in the range from 250-880 mg mL™), while A. cepa and A. sativum extracts
did not affect cells growth in concentrations tested (62.5-1000 mg mL™). Among the investigated
standard compounds, the strongest antiproliferative activity against all four cell lines expressed
kaempferol, quercetin and caffeic acid, indicating that the presence of these compounds in the
extracts is partially responsible for their cytotoxic activity. Rutin did not experess antiproliferative
effect, which means that an enormous amount of routine in certain extracts does not contribute to
cytotoxic activity.

Ability of extracts to induce cell death (as well as determination of cell death type) was
assayed by Cell Death Detection ELISA™S kit. Extracts with significant antiproliferative activity
(ICs=100 pug mL™) were chosen for investigation. Most of the extracts induced death in tumor cell
lines. Extracts of A. flavum and the aerial parts extract of A. rhodopeum, significantly induced
apoptosis in HeLa and/or HT-29 cells, but the induction of cell death in normal cells was even
higher, which significantly reduces their potential in tumor therapy. On the other hand, the aerial
parts extract of A. melanantherum induced apoptosis and decreased necrosis in MCF7 cells
(EFA=2.46 and EFN=0.58), with no effect on MRC-5 cells. Also, the whole plant extract of A.
paniculatum strongly induced cell death in HT-29 cells, with an increase of apoptosis twice higher
than increase of necrosis (EF = 21.7 and EFN = 9.92), and without effect on healthy cells. The
whole plant extract of A. rhodopeum induced apoptosis in HT-29 and HeLa cells, whereas the cells
of healthy tissues were not affected. The obtained esults suggest that whole plant extracts of A.
paniculatum and A. rhodopeum, as well as aerial parts extracts of A. melanantherum have a high
potential for application in antitumor therapy.

Summing up all the results obtained, it can be concluded that species of genus Allium sect.
Codonoprasum are rich sources of biologically active compounds with a broad spectrum of
biological activities. Dimethyl disulfide is the most dominant and often the only volatile component
of most species, which is significant from chemotaxonomic point of view. The methanol extracts of
investigated species contain high levels of flavonoids (primarily quercetin derivatives). Specificity
of A. pallens and A. oleraceum extracts is that they do not contain rutin, but contain hyperoside,
while small quantity of phenolic compounds is characteristic for A. rhodopeum extract. All
investigated species, except of A. flavum, are rich in anthocyanins. Alliinase activity was high in all
examined species. Most of the extracts, except A. carinatum and A. melanantherum extracts,
express considerable antioxidant activity, while extracts of A. flavum, A. rhodopeum, A.
paniculatum and A. oleraceum are potent anti-inflammatory agents. The investigated Allium
extracts did not show antimicrobial and antimutagenic activity. Also, the extracts did not express
genotoxic effect on healthy tissue cells (except the weak genotoxic effects of aerial parts extract of
A. flavum), indicating that the use of these species as a food or as a drug is safe. Whole plant
extracts of A. paniculatum and A. rhodopeum, as well as aerial parts extract of A. melanantherum
showed strong antiproliferative activity (with a favorable non-tumor/tumor ratios) and induced
apoptosis in tumor cells, suggesting that these plants have a high potential for application in
antitumor therapy.
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8.1 PODACI O UZORCIMA BILINOG MATERIJALA

Tabela 8.1. Oznake vaucera deponovanog biljnog materijala kor§¢enog za analize, vreme sakupljanja i lokaliteti

Biljna vrsta Vreme sakupljanja Lokalitet Oznaka vaucera
Allium paniculatum subsp. Jul 2009 Titelski Breg 2-2050
marginatum
Jul 2009 Vrsacki breg, Malo 2-1769
Srediste
Jul 2009 Mokra Gora, Sargan 2-1768
- Jul 2009 Dimitrovgrad, Klisura 2-1766
Allium flavum L. 1753 subsp. flavum Jerme
var. flavum Jul 2009 Dimitrovgrad 2-1765
Jul 2009 Pirot, Babusnica 2-1767
Jul 2009 Bela Palanka 2-1764
Jul 2009 Tara 2-1768
Jul 2012 Rtanj, visoravan 2-1628
Allium carinatum subsp. pulchellum Jul 2009 Tara, Kremna 2-1771
var. pulchelum Jul 2009 Vlasinsko jezero, Brana 2-1770
Jul 2009 Tara, Kaluderske bare 2-1772
. , i Jul 2009 Cemernik 2-1773
Allium carinatum subsp. carinatum 30l 2010 Klisura Dervente 51627
var. carinatum
Jul 2010 Kaluderske bare 2-1626
Jul 2012 Ratnj 2-1625
Allium pallens subsp. tenuiflorum Jul 2009 Bel! Rzav 2-1778
Jul 2010 Beli Rzav 2-1779
Allium fuscum var. gracile Jul 2009 Tara, Vidikovac 2-1774
Jul 2009 Beli Rzav 2-1777
Allium fuscum var. fuscum Jul 2010 _Zaovine 2-1776
Jul 2010 Klisura Dervente 2-1775
Jul 2012 Rtanj 2-1624
Allium rhodopeum Jul 2009 Dimitrovgrad, Deponija 2-1780
Jul 2009 Plana, $uma breze 2-1801
Allium melanantherum Jul 2009 Plana, livada 2-1802
Jul 2009 Cemernik 2-1800
Allium oleraceum Jul 2010 Kosmovac kod Nisa 2-1781
Jul 2012 Rtanj 2-1623
Allium cepa (crni), gajeni Jul 2010 Fruska Gora, Neradin 2-1762
Allium sativum, gajeni Jul 2010 Sajkas 2-1622
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A. pallens, Beli Rzav

A. rhodopeum, Dimitrovgrad
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8.3. LC-DAD-MS I LC-MS-MS ANALIZA
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Slika 8.6. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. flavum subsp. flavum, Klisura Jerme
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Slika 8.7. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. carinatum subsp. carinatum, Tara
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Slika 8.8. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. carinatum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero
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Slika 8.9. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. melanantherum, Cemernik
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Slika 8.10. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. fuscum var. fuscum, Beli Rzav
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Slika 8.11. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. fuscum var. gracile, Tara
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Slika 8.12. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. paniculatum, Titelski breg
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Slika 8.13. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. pallens, Beli Rzav
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Slika 8.14. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. rhodopeum, Dimitrovgrad
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Slika 8.15. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. oleraceum, Kosmovac
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Slika 8.16. BPC i DAD (290 nm) hromatogrami ekstrakta vrste A. cepa, Neradin
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Tabela 8.2. ESI(+) MS! i UV spektri jedinjenja detektovanih u ekstraktima ispitivanih vrsta roda Allium

Oznaka 1 .
Lo MS" (pozitivan mod) UV spektar
jedinjenja
x10 1 JUV (0,71 min) Flavum_Mokra gora_MS2Scan.d Su...
x10 5 |+ESI Scan (0,71 min) Frag=100,0V Flavum_Mokra gora_MS2Scan.d Subtract 2+
265,1 1.754
74 1.5+
6 1.25-
14
59 0.75
4 0.5
A-01 025
34 04
2+ -0.254
-0.54
1 136,1 -0.75+
0- .uuAI.AL ORI S - - 1
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 -1.259 - - - - - - - - -
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 220 240 260 280 300 320 340 360 380
mAU vs. Wavelength (nm)
x10 5 |+ Scan (0.805 min) Rhodopeum_MS2Scan.d x10 1 |UV (0.805 min) Rhodopeum_MS2Scan.d Subtract (1)
6 132.1 4
5.5+ 3.5+
5
4.5 34
44 2.54
3.5 Py
A-02 Y 151
2.5+ .
2+ 14
1.5 0.5
14
0.5+ 01
e S e 7 7 B 7 7 -0.54 - - - - - - - - - - -
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) mAU vs. Wavlength (nm)
x10 5 |+ Scan (1.041 min) Rhodopeum_MS2Scan.d Subtract (1)
166.1 x10 1 |UV (1,09 min) Flavum_Mokra gora_MS2Scan.d Su..
4 2.5+
3.5 2
3 1.5
2.5 14
A-03 1 1200 0.5
1.5+ o4
1’ 051
0.5 1
04 R T AP DV X .
T T T T T T T T T T T -1.54
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 - - - T 7 T 7 7 7
Counts vs. Mass-to-Charge (m/2) 220 240 260 280 300 320 340 360 380
mAU vs. Wavelength (nm)
x10 5 |+ Scan (1.267 min) Pallens_Beli Rzav_MS2Scan.d
45 297.0
44
3.5+
34
2.5
A-04 | nema UV spektar
1.5
1
0.5+ 168.0
0 l Il

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Oznaka 1 .
A MS” (pozitivan mod) UV spektar
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Tabela 8.3. MS* (pozitivna jonizacija) i UV spektri jedinjenja detektovanih u ekstraktima ispitivanih vrsta roda Allium

Oznaka [nt]'i*n] MSY/MS? UV maksimumi I dentifikacija
A-01 0,665 265 [M+H]" - n. i.
A-02 0,81 132 [M+H]", 86 [M+H-H,0-CO]", 69 [86-NH,]" 228, 268 Leu/lle
A-03 1,04 166 [M+H]*, 120 [M+H-H,0-CO]* 227, 268, 315 Phe
A-04 1,21 319 [M+Na]’, 297 [M+H]", 168 - jedinjenja sa 2 sumporna atoma - zakljuéeno iz M+2 izotopskih pikova
A-05 1,52 205 [M+H]", 188 227, 279, 289sh Trp
A-06 1,81 313 [M+Na]*, 291 [M+H]", 162 - S-propenil-y-glutamilcistein®
A-07 1,94 265 [M+H]", 147 228, 252, 268, 318 n. i.
A-08 2,03 603 [2M+H]", 302 [M+H]* 228, 284 n.i.
A-09 2,18 663 [M+Na]*, 641 [M+H]", 479 [M+H-162]" 254, 266sh, 296sh, 352 MeQuerHex, *
A10 239 ?gg][ymp, 649 [M+Nal', 627 [M+H]", 465[M+H- 558 299sh, 355 Quer-3,x-Hex,
A-11 2,77 641 [M+H]", 479 [M+H-162]" 254, 267sh, 352 MeQuerHex,*
] 693 [M+K]+, 677 [M+Na]’, 655 [M+H]", 493 N
A-12 3,35 [M+H-162]* 254, 268sh, 354 MeQuerHexHexA
A-13 3,50 677 [M+Na]*, 655 [M+H]", 493 [M+H-162]" 254, 268sh, 352 MeQuerHexHexA*
A-14 3,59 641 [M+H]", 479 [M+H-162]" 254, 268sh, 352 MeQuerHex, *
A-15 4,08 649 [M+ Na]*, 627 [M+H]", 465 [M+H-162]+ 252, 264, 350 Quer-3,x-Hex,
] 633 [M+Na]", 611 [M+H]*, 449 [M+H-162]", 287 .
A-16 4,46 [449-162]+ 265, 348 (Kemferol/Luteolin) Hex,
] 779 [M+Na]’, 757 [M+H]", 611 [M+H-146]", 465
A-17 4,7 [611-146], 303 [465-162] 256, 266sh, 295sh, 354 Quer dHex,Hex  (Quer(Rha)(RhaGlc)/Quer(Rha,Glc)
] 649 [M+K]", 633 [M+Na]*, 611 [M+H]", 465 [M+H—
A-18 4,87 146]", 303 [465-162] 256, 266sh, 296sh, 354 Quer dHex Hex
] 679 [M+K]", 663[M+Na]*, 641 [M+H]", 479 [M+H— N
A-19 4,98 162]", 317 [479-162]* 252, 266, 345 MeQuerHex,
] 665 [M+K]", 649 [M+Na]*, ], 627 [M+H]", 465 ar
A-20 5,236 [M+H-162]", 303 [465-162] 256, 268sh, 296sh, 356 Quer-3,5-Hex,
] 763 [M+Na]*, 741 [M+H]*, 595 [M+H-146]", 449 .
A-21 5,72 [595-162], 287 [449-162] * 265, 296sh, 348 (Kemferol/Luteolin) dHexHex,
A2 580 441 [MK]"425 [M+Nal', 403 [M+H]", 241 [M+H- orekloplieni uv i

162], 223 [241-H,0], 195 [223-CO], 177 [195-H,0],
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tr

Oznaka [min] MS'/MS? UV maksimumi Identifikacija

A-23 595 iggr[MJ'K] , 487 [M+Na', 465 [M+H]", 303 [M+H- 50 Hech 20ash, 355 Quer-3-O-Hex
) 663 [M+K]", 647 [M+Na], 625 [M+H]", 479 [M+H— )
A4 609 e AT 162] 254, 267sh, 300sh, 355 MeQuer HexPent
A25 62 O33IMNal", 611 [M+H], 465 [M+H-146]", 303 56 sg6en 20ash, 354 rutin
[465-162]
A26 618 487 [M+Na]’, 465 [M+H]", 303 [M+H-162]", 256, 266sh, 298sh, 354 Quer-3-O-Hex
A27 63 336 [M+H]', 314 228, 268 n.i.
A28 653 617 [M+Na]" 595 [M+H]", 449 [M+H-146]" 256, 268, 296, 356 Quer dHex,
A29 662 344 [M+H]', 177 226 n.i.
A-30 670 gglﬁ'\"m] 457 [M+Na]’, 435 [M+H]', 303 [M+H- 500 o500 206sh, 354 Quer-3-O-Pent
A3l 724 306 [M+Na]’, 284 [M+H]" 226, 290 n.i.
A-32 7,62 igZ]LM+K] 471 [M+Na', 449 [M+H]', 287 [M+H- 265, 294sh, 348 (Kemferol/Luteolin)-3-O-Hex
A-33 700 049 [2M+Nal’, 627 [2M+H]', 336 [M+Na]+, 314 228, 250sh, 268, 293sh, 320 n.i.
[M+H]+
A-34 8,00 501 [2M+Na]", 479 [M+H]", 317 [479-162] preklopljeni uv MeQuer Hex *
A-35 8,17 647 [M+Na]", 625 [M+H]" 254, 268sh, 355 MeQuer dHexHex *
] 709 [2M+Na]’, 687 [2M+H]’, 366 [M+Na]’, 344 .

A36 B30 240, 289, 318 n.i.
A37 855 769 [2M+Na]’, 747 [2M+H]", 374 [M+H]" 226, 268, 324 n.i.
A38 903 647 [2M+Na]’, 625 [2M+H]" - n.i.
A-39 9,78 571 [M+H]" - n. i.
A40 9,954 250 [M+Na]’, 228 [M+H]" - n.i.
A4l 10,10 455 [M+K]", 439 [M+Na]’, 417 [M+H]" 220 n.i.
A-42 509 ‘fffg[“fgg?] 611 [MHH]', 449 [M+H-162], 287 555 9945n, 348 (Kemferol/Luteolin) Hex,
A43 7,04 487[M+Na]’, 465[M+H]" 256, 2665h, 365 QuerHex
A44 9,09 325[M+Na], 303[M+H]" 256, 2965h, 372 Quer

"y-glutamil-S-propenil-L-cistein ili y-glutamil-S-alil-L-cistein, *MeQuer — ramnetin ili izoramnetin, Quer — kvercetin, Hex — heksozil, Pent — pentozil, dHex — deoksiheksozil, HexA
— heksuronska kiselina
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mr Natasa Simin Doktorska disertacija

4 . i = > x
x104 |+ESI Product lon:1 (0,74 min) Frag=100,0V CID@10,0 (132,0 -> **) A_pallens_PIScan1(+).d x10 4 |+ESI Product lon:1 (0,94 min) Frag=100,0¥ CID@1O1’Z(1266’0 > ™) A_pallens_PiSca..
151 A-02 " 3 A-03
14 24
054 44,2 69,2 1 103,2
o) A A . o 2 2
x103 [ +ESI Product lon:2 (0,74 min) Frag=100,0v CID@20,0 (132,0 -> **) A_pallens_PIScan’(+).d x10 ¢ [+ESI Product lon:2 (0,94 min) Frag=100,0 CID@20,0 (166,0 > **) A_pallens_PiSca..
44 443 24 1201
602 86,2 103,1
24 ' 1
573 77,2 93,1 A
0- - sl - ﬁ - * 0- An I *
x103 [+ESI Product lon:3 (0,75 min) Frag=100,0v CID@30,0 (132,0 -> **) A_pallens_PIScan1(+).d x104 | +ESI Product lon:3 (0,94 min) Frag=100,0V CID@30,0 (166,0 -> **) A_pallens_PlSca..
k 443 1081
) 14 771
24 120,2
1 513 o 051 L 91,2 ﬂ
0 M Iy ¢ 0- I hd
x10 3 |+ESI Product lon:4 (0,75 min) Frag=100,0V CID@40,0 (132,0 -> **) A_pallens_PIScan1(+).d x10 4 |+ESI Product lon:4 (0,95 min) Frag=100,0V CID@40,0 (166,0 -> **) A_pallens_PISca...
N 1.5 77,2
'1 552 14 103,1
' 91,2
054 70,2 0.5 51,2 J
0 J& A ¢ 0/ Il 4 A ﬂ ¢
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 8.17. MS? spektri jona 132 (jedinjenje A-02) i 165 (jedinjenje A-03) u pozitivnom Product lon Scan modu pri
kolizionim energijama od 10 V, 20 V, 30 V i 35 V, snimljeni za uzorak A. pallens

x10 4 |+ESI Product lon:1 (1,33 min) Frag=100,0V CID@10,0 (205,0 -> **) A_pallens_PISca... x10 4 |+ESI Product lon:1 (5,12-5,15 min, 3 scans) Frag=100,0V CID@10,0 (627,0 ->...
1.5+
146,1 188,1 303,1
" A-05 1 A-20
051 1180 132.1 159,3 0.5 1629 465,0
0- A A - hd 04 P L hd
x10 4 |+ESI Product lon:2 (1,34 min) Frag=100,0V CID@20,0 (205,0 -> **) A_pallens_PISca... x10 4 |+ESI Product lon:2 (5,13-5,16 min, 3 scans) Frag=100,0V CID@20,0 (627,0 ->...
14 118,1 146,2 308,0
1,
0.5 132,1
170,1 1881 0.54 850 144.9
04 " Al NA - A ¢ o4 YR *
x10 3 |+ESI Product lon:3 (1,34 min) Frag=100,0V CID@30,0 (205,0 -> **) A_pallens_PISca... x10 4 |+ESI Product lon:3 (5,13-5,16 min, 3 scans) Frag=100,0V CID@30,0 (627,0 ->...
118,1 303,0
1,
¥ 91,1 'J 143,2 0.5
170,1 85,1
0 I 2l i) d ol .
x10 3 |+ESI Product lon:4 (1,34 min) Frag=100,0V CID@40,0 (205,0 -> **) A_pallens_PISca... x10 4 |+ESI Product lon:4 (5,14-5,16 min, 3 scans) Frag=100,0V CID@40,0 (627,0 ->..
4 91,1 118,1 14 303,1
143,1
24 0.54
76,9 -A 85,0
04 A ) A /\.Al ¢ 0J 1) *

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 8.18. MS? spektri jona 205 (jedinjenje A-05) i 627 (jedinjenje A-20) u pozitivnom Product lon Scan modu pri
kolizionim energijama od 10 V, 20 V, 30 Vi 35 V, snimljeni za uzorak A. pallens
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mr Natasa Simin

Doktorska disertacija

x10 3 |+ESI Product lon:1 (2,54 min) Frag=100,0V CID@10,0 (641,0 -> **) A_rhod_ProdlonS... x10 3 |+ESI Product lon:1 (3,38 min) Frag=100,0V CID@10,0 (641,0 -> **) A_rhod_ProdlonS...
2 4787 1.25 4788
1
151 A-09 . A-11
i 316,8 0.5 3167
0.5+ 0.254
o 4 0 hd
x10 3 |+ESI Product lon:2 (2,54 min) Frag=100,0V CID@20,0 (641,0 -> **) A_rhod_ProdlonS... x10 3 |+ESI Product lon:2 (3,38 min) Frag=100,0V CID@20,0 (641,0 -> **) A_rhod_ProdlonS...
316,7 316,7
24 1.5
1.5
1
iy 4785 w85
0.5 0.5 ’
0- * 0 i *
x10 3 |+ESI Product lon:3 (2,54 min) Frag=100,0V CID@30,0 (641,0 -> **) A_rhod_ProdlonS... x10 3 |+ESI Product lon:3 (3,39 min) Frag=100,0V CID@30,0 (641,0 -> **) A_rhod_ProdlonS...
316,8 24 316,7
24
1.54
1.5+
1 i
054 84,4 0.5 96,6
0- | * 0- LA hd
x10 3 |+ESI Product lon:4 (2,54 min) Frag=100,0V CID@35,0 (641,0 -> **) A_rhod_ProdlonS... x10 3 |+ESI Product lon:4 (3,39 min) Frag=100,0V CID@35,0 (641,0 -> **) A_rhod_ProdlonS...
34 316,7 24 316,7
2.5+
5] 1.5+
1.5 1
N 05
0.5 ~1
o . hd o s hd
5 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 8.19. MS? spektri jona 641 u pozitivnom Product lon Scan modu pri razli¢itim kolizionim energijama (10 V, 20
V, 30 Vi 35 V), snimljeni za uzorak A. rhodopeum. Jon 641 javlja se MS" spektru jedinjenja A-09, A-11

x10 2 |-ESI Precursor lon:4 (3,42 min) Frag=100,0V CID@30,0 (** -> 315,0) A_pallens_Pre...

639,5

A-14

+ESI Precursor lon:2 (3,45 min) Frag=100,0V CID@30,0 (** -> 317,0) A_pallens_Pr...

7 479.8 640,8

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 8.20. MS? spektri za jon 317 u pozitivnom Precursor lon Scan modu i 315 u negativnom modu (napon
fragmentora 100 V, napon kolizione éelije 30 V), snimljeni za uzorak A. pallens. Jon 641 javlja se u MS* spektru
jedinjenja A-14
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mr Natasa Simin Doktorska disertacija

x10 3 |+ESI Product lon:1 (3,03-3,06 min, 5 scans) Frag=100,0V CID@35,0 (655,0 -> **) A_fus_g..
H 316,7

I 84,7
0- L. hd
x10 3 |+ESI Product lon:2 (3,03-3,06 min, 5 scans) Frag=180,0V CID@35,0 (493,0 -> **) A_fus_g..

316,5

0.84
0.6
0.44
0.21 i R x10 2 |+ESI Product lon:4 (3,03-3,06 min, 5 scans) Frag=220,0V CID@35,0 (317,0 -> **) A_fus_g...
0,
153,1
+ESI Product lon:3 (3,03-3,06 min, 5 scans) Frag=220,0V CID@35,0 (331,0 -> **) A_fus_g... 5
4,
228,7
3,
274,0
2 301,9
N g19 1206 199,6 2448 ] ‘
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50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 8.21. MS? spektri jona 655 i 493 i pseudo MS?® spektar jona 317 pri kolizionoj energiji od 35 V i naponu
fragmentora od 100-220 V, snimljeni za uzorak A. fuscum var. gracile. Jon 655 javlja se MS" spektru jedinjenja A-12 i
A-13.

x10 5 |+ESI TIC Product lon Frag=240,0V (** -> **) A_pallens_pseudoMSn(kvercetin).d

O*M‘MW s A

1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115
Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 8.22. (+)ESI TIC hromatogram Pseudo MS® eksperimenta za jon 303, pri naponu fragmentora od 240 V i
kolizionim energijama od 10 V, 20 V, 30 V i 40 V, snimljeni za uzorak A. pallens.
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Doktorska disertacija

+ESI BPC Scan Frag=100,0V Flavum_Mokra gora_MS2Scan.d

+ESI EIC(314,0) Scan Frag=100,0V Flavum_Mokra gora_MS2Scan.d

AN

+ESI EIC(479,0) Scan Frag=100,0V Flavum_Mokra gora_MS2Scan.d

54
2.5+

x10 5

0.5+

+ESI EIC(625,0) Scan Frag=100,0V Flavum_Mokra gora_MS2Scan.d

77 78 7.9 8

81

82 83 84 85 86

Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 8.23. (+)ESI BPC hromatogram za uzorak A. flavum, Mokra Gora i (+)ESI EIC hromatogrami jona 625, 479 i 317
koji poticu iz tri razli¢ita jedinjenja

+ESI Product lon:1 (7,86 min) Frag=100,0V CID@35,0 (625,0 -> **) A_fla_bab_ProdlonScan(+)... x10 3 |+ESI Product lon:1 (8,01 min) Frag=100,0V CID@35,0 (625,0 -> **) A_fla_bab_Prod|...
24 3 316,7
15 A-34 A-35
24
14 84,8
ol .
x103 |+ESI Product lon:2 (7,87 min) Frag=100,0V CID@35,0 (479,0 -> **) A fla_bab_ProdlonScan(+)... x10 2 |+ESI Product lon:2 (8,02 min) Frag=100,0V CID@35,0 (479,0 -> **) A_fla_bab_Prod|..
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4]
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84,6
24 14
0 sl Ll i L ¢ 0/ L | *
x10 3 |+ESI Product lon:3 (7,87 min) Frag=180,0V CID@35,0 (317,0 -> **) A_fla_bab_ProdlonScan(+)... x10 3 |+ESI Product lon:3 (8,02 min) Frag=180,0V CID@35,0 (317,0 -> **) A_fla_bab_Prod|..
153,0 153,1
8 1.25-
6 14
0.75
4 2291 0 2291
.5
2 1209 285,0 91,7
[ 0.25 “
04 N Il“]‘ 04 N Y l.“.‘
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50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 8.24. MS? spektri jona 625, 479 i 317 u pozitivnom Product lon Scan modu za jedinjenje A-34 i A-35
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x10 3 |+ESI Product lon:3 (8,01-8,03 min, 6 scans) Frag=180,0V CID@35,0 (317,0 -> **) A_fla_b...
1.4+ 153,1

21 A-35

0.5 227,9

91,7  121,0 2026 2449 040

0.2+ 302,0

1 IV R P R

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 8.25. Pseudo MS? spektar jona 317 pri kolizionoj energiji od 35 V i naponu fragmentora od 100-180 V, snimljeni
za uzorak A. flavum (Babusnica).

x105 |+ESI Scan (1,18 min) Frag=100,0V A_pallens_Scan(+).d x10 5 |+ESI Scan (1,84 min) Frag=100,0V Pallens_Beli Rzav_MS2Scan.d
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0.9+
077 0.8
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0.4 0.5+
0.4+
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0- = 7 T T T 7 7 T 7 7 T — 0 — T T T 7 ] —
296 296.5 297 297.5 298 2985 299 299.5 300 300.5 301 301.5 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 8.26. M+2 izotopski pikovi jona 297 iz jedinjenja A-04 i jona 291 iz jedinjenja A-06
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8.4. KVANTITATIVNA ANALIZA ODABRANIH FENOLNIH JEDINJENJA U EKSTRAKTIMA LC-MS/MS METODOM

Tabela 8.4. Povrsine pikova 45 standardnih jedinjenja u 15 razli¢itih koncentracija, koje su koriS¢ene za konstruisanje kalibracionih krivih

Koncentracija (ng/mL) 24997 12499 6250 3125 1562 781 390 195 97,66 48,83 24,41 12,21 6,10 3,05 1,53
log C 4,398 4,097 3,796 3,495 3,194 2,893 2,592 2,291 1,990 1,689 1,388 1,087 0,786 0,485 0,184
log A
galna kiselina 4,750 4,512 4,272 4,037 3,806 3,524 3,241 2,976 2,676 2,377 2,155 1,724 1,580 1,079 /
katehin 4,241 4,089 3,856 3,617 3,336 3,056 2,767 2,452 2,176 1,857 1,613 0,954 / / /
protokatehinska k. 4,834 4,642 4,435 4,198 3,929 3,676 3,369 3,105 2,801 2,509 2,286 2,004 1,519 1,279 /
5-O-kafeoilhinska k. 5,120 4,881 4,641 4,385 4,115 3,833 3,551 3,248 2,968 2,672 2,387 2,086 1,708 1,568 1,114
epigalokatehin galat 5,107 4,868 4,586 4,289 3,991 3,690 3,359 3,014 2,723 2,335 1,949 1,447 / / /
epikatehin 4,301 4,089 3,853 3,612 3,303 3,052 2,747 2,408 2,146 1,771 1476 1,230 1,079 / /
2,5-dihidroksibenzoeva k. 4,854 4,627 4,376 4,126 2,865 3,591 3,289 2,990 2,703 2,382 2,083 1,833 1,415 1,000 /
p-hidroksibenzoeva k. 4,465 4,375 4,221 4,026 3,817 3,566 3,321 3,037 2,737 2,483 2,262 1,996 1,845 / /
eskuletin 4,862 4,601 4,369 4,147 3,899 3,662 3,386 3,100 2,825 2,530 2,292 2,079 1,785 1,505 1,146
kafena k. 5,064 4,874 4,667 4,444 4,202 3,937 3,682 3,406 3,083 2,758 2,509 2,137 2,037 1,602 /
vanilinska k. 3,944 3,736 3,507 3,220 2,963 2,641 2,332 2,107 1,785 1,544 1,415 / / / /
siringinska k. 4,483 4,244 3,970 3,696 3,412 3,104 2,795 2,474 2,196 1,763 1,342 1,041 0,903 / /
p-kumarinska k. 5,127 4,942 4,732 4,511 4,240 4,001 3,715 3,426 3,164 2,840 2,535 2,255 1,949 1,851 1,176
umbeliferon 4,847 4,650 4,449 4,230 4,000 3,757 3,488 3,273 2,938 2,648 2,369 2,057 1,785 1,398 1,176
skopoletin 4,803 4,678 4,506 4,304 4,063 3,825 3,574 3,277 3,002 2,688 2,384 2,124 1,833 1,431 1,230
ferulna k. 4,494 4,344 4,155 3,926 3,666 3,380 3,080 2,817 2,481 2,097 1,940 1,613 1,230 / /
viteksin 5,405 5,169 4,926 4,640 4,333 4,047 3,740 3,443 3,156 2,849 2,542 2,212 1,869 1,505 1,000
sinapinska k. 4,192 4,033 3,841 3,606 3,339 3,035 2,744 2,401 2,130 1,763 1,398 1,230 / / /
luteolin-7-O-glukozid 5,435 5,226 5,021 4,776 4,499 4,227 3,943 3,652 3,374 3,079 2,751 2,452 2,182 1,756 1,415
hiperozid 4,833 4,659 4,486 4,299 4,010 3,776 3,512 3,183 2,907 2,582 2,308 1,945 1,519 1,532 1,176
kvercetin-3-O-glukozid 5,211 5,008 4,752 4,469 4,214 3,914 3,594 3,332 3,079 2,767 2,447 2,225 1,914 1,763 1,826
rutin 5,057 4,831 4,584 4,315 4,041 3,762 3,489 3,186 2,903 2,601 2,378 2,143 1,964 1,987 1,969
apiin 5,400 5,189 4,944 4,673 4,409 4,106 3,809 3,529 3,233 2,921 2,647 2,364 2,037 1,602 1,398




Koncentracija (ng/mL) 24997 12499 6250 3125 1562 781 390 195 97,66 48,83 24,41 12,21 6,10 3,05 1,53
logC 4,398 4,097 3,796 3,495 3,194 2,893 2,592 2,291 1,990 1,689 1,388 1,087 0,786 0,485 0,184
log A
o-kumarinska k. 4,997 4,840 4,622 4,383 4,124 3,851 3,578 3,315 3,054 2,680 2,403 2,161 1,771 1,556 /
miricetin 4,772 4,520 4,260 3,986 3,711 3,399 3,116 2,704 2,360 1,914 1,380 / / / /
kvercitrin 5,169 4,947 4,701 4,440 4,154 3,880 3,593 3,311 3,012 2,700 2,420 2,090 1,748 1,322 1,000
kemferol-3-O-glukozid 5,223 5,038 4,819 4,580 4,311 4,041 3,747 3,452 3,170 2,899 2,542 2,218 1,892 1,732 1,362
apigenin-7-O-glukozid 4,997 4,901 4,812 4,698 4,542 4,354 4,126 3,864 3,602 3,306 3,029 2,749 2,464 2,137 1,869
sekoizolaricirezinol 4,026 3,832 3,597 3,362 3,106 2,809 2,491 2,207 1,914 1,748 1,279 1,041 / / /
3,4-dimetoksicimetna k. 4,071 3,832 3,556 3,263 2,993 2,671 2,449 2,093 1,820 1,568 1,322 0,778 / / /
bajkalin 5,105 4,870 4,639 4,375 4,093 3,827 3,532 3,214 2,959 2,639 2,301 1,959 1,342 1,342 /
daidzein 4,541 4,357 4,142 3,939 3,711 3,486 3,258 2,996 2,718 2,462 2,161 1,820 1,362 0,903 /
matairezinol 3,578 3,432 3,225 2,994 2,741 2,431 2,167 1,778 1,447 1,204 / / / / /
kvercetin 4,880 4,650 4,407 4,152 3,892 3,619 3,341 3,042 2,732 2,458 2,083 1,740 1,255 / /
naringenin 4,942 4,737 4,503 4,269 4,029 3,774 3,501 3,277 2,927 2,647 2,360 1,978 1,613 1,176 0,954
cimetna k. 4,036 3,840 3,596 3,333 3,045 2,754 2,465 1991 1,909 1,644 1,544 / / / /
luteolin 4,798 4,597 4,389 4,187 3,940 3,695 3,421 3,153 2,878 2,599 2,220 1,945 1,591 1,146 /
genistein 4,498 4,311 4,104 3,899 3,657 3,428 3,169 2,890 2,598 2,328 1,991 1,613 1,342 / /
kemferol 5,729 5,532 5,326 5,102 4,862 4,611 4,331 4,040 3,756 3,450 3,148 2,827 2,489 2,260 1,690
apigenin* 3,791 3,559 3,316 3,078 2,818 2,559 2,228 1,919 1,532 1,146 / / / / /
izoramnetin 5,454 5,238 5,023 4,794 4,573 4,347 4,089 3,817 3,534 3,222 2,931 2,612 2,199 1,909 1,690
hrizoeriol 5,255 5,106 4,957 4,789 4,625 4,429 4,213 3,979 3,710 3,416 3,135 2,828 2,519 2,182 1,875
bajkalein 5,618 5,405 5,169 4,927 4,656 4,386 4,113 3,795 3,502 3,177 2,825 2,423 1,969 1,613 /
amentoflavon 5,473 5,356 5,220 5,071 4,900 4,704 4,473 4,218 3,952 3,679 3,405 3,102 2,827 2,558 2,263
hinska k. 4,179 3,941 3,658 3,376 3,096 2,843 2,573 2,301 1,964 1,763 1,255 1,279 0,954 / /

* koncentracije apigenina nize su 10x u odnosu na ostala jedinjenja
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Slika 8.31. (-)ESI MRM hromatogrami ekstrakata nadzemnih delova vrste A. flavum
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Slika 8.32. (-)ESI MRM hromatogrami ekstrakata lukovica vrste A. flavum
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Slika 8.33. (-)ESI MRM hromatogrami ekstrakata nadzemnih delova i lukovica vrste A. carinatum subsp. carinatum
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Slika 8.34. (-)ESI MRM hromatogrami ekstrakata nadzemnih delova i lukovica vrste A. carinatum subsp. pulchellum
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Slika 8.35. (-)ESI MRM hromatogrami ekstrakata nadzemnih delova vrste A. fuscum
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Slika 8.36. (-)ESI MRM hromatogrami ekstrakata lukovica vrste A. fuscum
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Slika 8.38. (-)ESI MRM hromatogrami ekstrakata nadzemnih delova i lukovica vrsta A. pallens i A. oleraceum
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Tabela 8.5. Povrsine pikova oéitane iz (-)ESI MRM hromatograma i koncentracije detektovanih jedinjenja izracunate iz
kalibracionih krivih za vrstu A. flavum subsp. flavum sa razli¢itih lokaliteta

A. flavum subsp. flavum

lokalitet Dimitrovgrad Babusnica Klisura Jerme Vriacki berg
deo biljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica
hidroksib PP 3168 627 1318 209 1290 266 2701 449
ﬁ;se'";‘; SIDENZOEVA o/l 708 93,0 230 26,1 224 34,3 574 62,7
mg/ml* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 48,0 / / / 39,0 / 17,0 /
cimetna kiselina ng/ml 45,7 / / / 32,4 / / /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
2 5-dihidroksi- PP 352 37,0 / 18,0 160 / 104 22,0
b;anzoeva kiselina ng/ml 67,6 8,49 / 4,53 32,0 / 21,5 5,39
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
katehinsk PP 4739 73,0 5193 60,0 1239 47,0 569 159
ﬁirs"etﬁnzte Inska ng/ml 804 10,8 893 8,96 182 7,14 80,8 22,6
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 0,20 2,00
p-kumarinska PP 13433 230 3718 164 4686 141 6712 587
Kiselina ng/ml 1170 14,8 267 10,7 346 9,25 520 37,8
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 540 84,0 498 34,0 401 16,0 1191 71,0
vanilinska kiselina ng/ml 931 130 852 40,1 673 / 2234 104
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 / 2,00 2,00
PP 43,0 / 81,0 / / / 96,0 /
galna kiselina ng/ml 8,71 / 16 / / / 18,8 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 3552 842 547 331 943 177 1605 847
eskuletin ng/ml 627 119 72,9 41,6 135 20,8 249 120
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 8025 3593 5044 1772 4129 1319 5361 8517
kafena kiselina ng/ml 753 300 440 138 351 100 472 807
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 1140 1755 906 1637 1190 1904 1042 1564
hinska kiselina ng/ml 1416 2265 1102 2100 1484 2475 1284 1998
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 0,20 2,00
PP 4870 202 4212 206 3375 146 329 390
ferulna kiselina ng/ml 1827 59,9 1538 61,1 1186 43,8 97,0 115
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 0,20 2,00
iringinsk PP 503 114 532 105 488 52,0 1452 166
i‘.”r;.g'”s a ng/ml 329 82,2 347 76,2 320 40,5 925 116
Iselina mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 175 / 75 8 87 / 123 13
sinapinska kiselina ~ ng/ml 137 / 60,7 6,62 69,5 / 97,6 10,6
mg/ml 2,00 / 2,00 2,00 2,00 / 2,00 2,00
PP 20,0 97,0 4,00 11,0 4,00 / 41,0 /
apigenin ng/ml 4,99 26,0 / / / / 10,5 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 29806 18,0 5880 / 4653 / 18102 132
kemferol ng/ml 560 / 97,6 / 77,0 / 320,5 2,95
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 45,0 / 20,0 63,0 8,00 / 67,0 /
luteolin ng/ml 7,50 / 3,79 9,96 / / 10,5 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 1657 61,0 2839 134 470 7,00 2001 16,0
hrizoeriol ng/ml 28,7 / 50,8 2,67 8,28 / 34,9 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 8197 / 2193 / 983 / 5028 57,0
kvercetin ng/ml 1575 / 382 / 172 / 915 13,6
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 90571 / 31817 7,00 13732 34,0 35605 341
izoramnetin ng/ml 4936 / 1323 / 459 / 1524 10,3
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
5-O-kafeoilhinska PP 136 26,0 24,0 94,0 17,0 18,0 267 19,0
kiselina ng/ml 14,0 2,71 2,50 9,69 1,78 1,88 27,3 1,99
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 80,0 62,0 30,0 48,0 50,0 119 329 564
sekoizolaricirezinol ~ ng/ml 92,3 71,0 33,6 54,5 56,9 139 396 689
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 71,0 / 50,0 / 10,0 / 214 /
viteksin ng/ml 6,54 / 4,89 / 1,29 / 16,3 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
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A. flavum subsp. flavum

lokalitet Dimitrovgrad Babusnica Klisura Jerme Vriacki berg
deo biljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica

PP 39076 23,0 34036 20,0 16308 37,0 46072 379
kemferol-3-O-Glc ng/ml 3303 1,53 2839 1,33 1267 2,47 3957 25,6
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 65,0 11,0 49,0 718 87,0 / 34,0 /

luteolin-7-O-Glc ng/ml 3,29 / 2,55 29,3 4,30 / 1,83 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
izokvercitrin PP 60255 6,00 99256 93,0 145942 287 31908 5587
(kvercetin-3-O- ng/ml 7152 / 12941 6,28 20460 21,6 3476 558
Glc) mg/ml 0,13 2,00 0,40 2,00 2,00 2,00 0,20 2,00
PP 117846 12,0 144685 106 230039 355 29236 7148
rutin ng/ml 25232 / 32383 9,00 56913 353 4632 1053
mg/ml 0,13 2,00 0,40 2,00 2,00 2,00 0,20 2,00

PP — povrsina pika, " — o¢itana koncentracija sa kalibracione krive, *— po&etna koncentracija ekstrakta, Glc — glukozil

Tabela 8.6. Povrsine pikova ocitane iz (-)ESI MRM hromatograma i koncentracije detektovanih jedinjenja izraGunate iz

kalibracionih krivih za dve podvrste A. carinatum sa razli¢itih lokaliteta

A. carinatum subsp. carinatum

A. carinatum subsp. pulchelum

lokalitet Cemernik Tara Tara Vlasinsko jezero
deo biljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica

hidroksib PP 1243 68,0 1071 20 1771 114 1086 174
ﬁ;se'"rr]‘; SIENZOEVA oy p* 213 7,67 178 / 333 134 181 21,3
mg/ml* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 33 / / / 43 / / /

cimetna kiselina ng/ml 29,4 / / / 39,8 / / /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

protokatehinska PP 1943 36 5374 13 1815 24 1683 32
kiselina ng/ml 296 5,59 929 / 275 3,87 253 5,02
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

p-kumarinska PP 4546 234 10908 286 7142 140 4566 180
kiselina ng/ml 337 15,1 920 18,5 553 9,26 337 11,8
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 114 / 186 8 162 / 117 19

vanilinska kiselina ng/ml 177 / 296 / 256 / 182 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP / / 43 / 19 / 35 /

galna kiselina ng/ml / / 8,71 / 4,06 / 7,17 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 1001 20 2193 315 312 530 803 1335

eskuletin ng/ml 145 / 357 39,4 38,9 70,4 113 201
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 2151 / 10544 1353 2383 3593 2466 4150

kafena kiselina ng/ml 170 / 1038 103 190 300 197 353
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 839 1200 1339 1185 903 1519 618 1312
hinska kiselina ng/ml 1014 1498 1688 1477 1098 1936 726 1650
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 1909 89 5634 108 4359 286 3428 295
ferulna kiselina ng/ml 620 27,4 2177 32,9 1602 84,4 1208 87,0
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

iringinsk PP 210 12 313 38 443 70 119 20
i‘.”r:?'”s a ng/ml 144 11,3 210 30,6 291 52,8 85,4 17,5
Iselina mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 10 / 53 / 100 19 35 8

sinapinska kiselina ~ ng/ml / / 40,7 / 72,7 16,5 28,1 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 18 / 8 / 9 / 38 /

apigenin ng/ml 4,42 / / / / / 9,33 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 3827 0 3401 0 5314 9 7995 /

kemferol ng/ml 63,4 1,00 56,4 1,00 88,1 1,00 134 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 38 / 36 / 35 / 38 /

luteolin ng/ml 6,36 / 6,08 / 5,94 / 6,36 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
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A. carinatum subsp. carinatum A. carinatum subsp. pulchelum
lokalitet Cemernik Tara Tara Vlasinsko jezero
deo biljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica

PP 238 / 340 / 71 / 230 /

hrizoeriol ng/ml 4,44 / 6,13 / 1,56 / 4,30 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 84 / 763 / 34 / 79 /

kvercetin ng/ml 18,8 / 1354 / 8,91 / 17,8 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

- PP 39 / 73 / 102 / 11 /
igg]:‘;;eo"h'”s"a ng/ml 4,04 / 741 / 10,3 / / /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 48 16 77 79 30 60 46 29
sekoizolaricirezinol ~ ng/ml 52,5 18,2 83,9 86,1 33,2 65,4 50,3 32,1
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 53819 8 28925 / 103747 33 91197 10

kemferol-3-O-Glc ng/ml 5249 / 2526 / 11627 2,30 9927 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 77 4 93 / 1153 5 35 /

luteolin-7-O-Glc ng/ml 3,80 / 4,50 / 46,9 / 1,92 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

izokvercitrin PP 73289 / 114953 / 27242 19 68879 22
(kvercetin-3-O- ng/ml 8962 / 14636 / 3049 / 8377 /
Glc) mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 228 / 101 / 43 / 192 /

apiin ng/ml 13,1 / 6,04 / 2,73 / 111 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 21201 9 6846 6 15721 797 23050 60

rutin ng/ml 3505 / 1005 / 2522 89,4 3841 /
mg/ml 2,00 2,00 0,20 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP — povrsina pika, ~ — o¢itana koncentracija sa kalibracione krive, *— po&etna koncentracija ekstrakta, Glc — glukozil, Rha — ramnozil

Tabela 8.7. Povrsine pikova o¢itane iz (-)ESI MRM hromatograma i koncentracije detektovanih jedinjenja izraunate iz
kalibracionih krivih za dve podvrste vrste A. fuscum

A. fuscum subsp. fuscum A. fuscum subsp. gracile
lokalitet Beli Rzav Derventa Zaovine Tara
deo biljke nadzemni  lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica

PP 648 60 1271 45 742 81 1756 252
p-hidroksibenzoeva kiselina  ng/ml* 96,7 6,72 220 / 114 9,25 330 32,3
mg/ml* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 1798 59 1502 21 1459 97 1754 26
protokatehinska kiselina ng/ml 272 8,82 224 3,43 217 14,08 265 4,16
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP / / / / 8 / / 850
o-kumarinska kiselina ng/ml / / / / / / / 76,8
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 / 2,00
PP 8315 467 6218 228 3651 184 7711 510
p-kumarinska kiselina ng/ml 666 30,0 472 14,8 261 11,8 610 32,8
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 134 16 139 28 102 24 192 9

vanilinska kiselina ng/ml 209 / 218 / 158 / 306 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 39 / 26 / 78 / 8 /

galna kiselina ng/ml 7,94 / 5,43 / 15,4 / / /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 624 1125 480 204 779 585 872 1414
eskuletin ng/ml 84,6 165 63,0 24,3 109 79 124 215
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 2510 1242 2205 1485 2646 1354 2079 664
kafena kiselina ng/ml 201 93,9 175 114 213 103 164 48,6
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 643 1473 1432 1863 1761 1630 1131 2409
hinska kiselina ng/ml 758 1872 1815 2417 2274 2090 1404 3196
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 3475 331 2977 130 1874 357 6361 329
ferulna kiselina ng/ml 1227 97,6 1026 39,2 607 105 2524 97,0
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 348 87 156 28 103 143 203 61
siringinska kiselina ng/ml 232 64,3 109 234 74,9 101 140 46,7
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

260



mr Natasa Simin Doktorska disertacija

A. fuscum subsp. fuscum A. fuscum subsp. gracile
lokalitet Beli Rzav Derventa Zaovine Tara
deo biljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica

PP 254 8 72 17 185 13 29 /

sinapinska kiselina ng/ml 177 / 53,7 15,0 130 / 23,8 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 1872 / 3787 / 12263 37 1499 0
kemferol ng/ml 31,6 / 62,7 / 210 / 25,6 1,00
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 59 / 24 / 57 / 14 /

luteolin ng/ml 9,25 / 4,34 / 8,98 / /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 417 / 876 / 648 35 233 /

hrizoeriol ng/ml 7,41 / 15,1 / 11,2 / 4,35 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 421 / 1074 6 8250 21 301 /

kvercetin ng/ml 77,4 / 187 / 1587 / /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 2578 16 6111 / 26637 15 426 /

izoramnetin ng/ml 75,4 / 189 / 1029 / 57,1 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 12 36 8 3 / 21 14 29
sekoizolaricirezinol ng/ml 139 39,6 / / / 23,6 16,1 32,1
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 62 9 51 / 6673 / 14 10

viteksin ng/ml 5,77 / 4,89 / 435 / / /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 4572 60 16613 12 15690 36 13988 /

kemferol-3-O-Glc ng/ml 319 4,02 1335 / 1251 2,49 1099 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 / 2,00 2,00 2,00 /

PP 116 / 71 7 88 12 32 /

luteolin-7-O-Glc ng/ml 5,47 / 3,54 / 4,28 / 1,78 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

iz0k L PP 54795 1048 8275 27 4254 519 83707 /
'f(o Verf.'“'; ol ng/ml 6528 87,7 833 / 403 40,8 10360 /
(kvercetin-3-O-Glc) mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 79319 3648 13328 2 14297 396 274137 9

rutin ng/ml 14762 498 2103 / 2271 40,1 61376 /
mg/ml 0,40 2,00 0,20 2,00 0,20 2,00 2,00 2,00

PP — povrsina pika, " — o¢itana koncentracija sa kalibracione krive, *— pogetna koncentracija ekstrakta, Glc —glukozil, Rha — ramnozil.

Tabela 8.8. Povrsine pikova ocitane iz (-)ESI MRM hromatograma i koncentracije detektovanih jedinjenja izracunate iz
kalibracionih krivih za vrste A. oleraceum, A. pallens, A. paniculatum i A. rhodopeum

A. oleraceum A. pallens A. paniculatum A. rhodopeum
lokalitet Kosmovac Beli Rzav Titelski breg Dimitrovgrad
deo biljke nadzemni  lukovica nadzemni  lukovica nadzemni  lukovica  nadzemni  lukovica

PP 790 95 2901 166 2385 254 2699 224
p-hidroksibenzoeva kiselina ng/ml” 123 11,0 631 20,2 488 325 574 28,2
mg/ml* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP / / / / 112 16 / 20
2,5-dihidroksibenzoeva kiselina ng/ml / / / / 23,0 4,06 / 4,95
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 1429 118 8899 46 2985 91 1817 26
protokatehinska kiselina ng/ml 212 17,0 1681 7,00 476 13,2 275 4,16
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 3543 219 5194 156 5337 439 5299 54
p-kumarinska kiselina ng/ml 254 14,1 393 10,1 404 28,0 393 3,73
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 155 20 521 21 225 38 582 10
vanilinska kiselina ng/ml 244 / 895 / 362 57,2 1010 1,00
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 29 / 106 / 53 / 21 /

galna kiselina ng/ml 6,01 / 20,7 / 10,6 / 4,46 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 654 160 1282 224 2341 1134 661 879
eskuletin ng/ml 89,2 18,6 192 27,0 385 167 90,3 125
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 1334 159 7361 1275 6788 5541 3217 1224
kafena kiselina ng/ml 101 11,5 680 96,6 619 490 265 92,4
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
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A. oleraceum A. pallens A. paniculatum A. rhodopeum
lokalitet Kosmovac Beli Rzav Titelski breg Dimitrovgrad
deo biljke nadzemni  lukovica nadzemni  lukovica nadzemni lukovica nadzemni lukovica

PP 1328 2444 739 1451 1036 1648 1112 1201
hinska kiselina ng/ml 1672 3247 882 1842 1276 2116 1378 1499
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 4622 207 2609 211 5128 839 3535 514

ferulna kiselina ng/ml 1717 61,4 882 62,5 1944 254 1252 152
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 277 91 251 14 425 92 337 9
siringinska kiselina ng/ml 187 66,9 170 12,8 280 67,6 225 8,81
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 36 10 52 / 46 15 136 5

sinapinska kiselina ng/ml 28,8 / 40,0 / 35,8 13,5 97,1 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 2983 24 3820 / 6055 88 3471 0
kemferol ng/ml 49,6 / 63,2 / 101 2,10 57,52 1,00
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 270 / 731 / 338 13 765 58

hrizoeriol ng/ml 4,97 / 12,63 / 6,10 / 13,20 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 370 21 1722 / 283 / 188 /

kvercetin ng/ml 68,8 / 299 / 54,0 / 37,6 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 932 / 1858 / 549 / 3468 /

izoramnetin ng/ml 27,0 / 53,8 / 16,2 / 103 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 26 / 40 / 340 / 65 /

hlorogenska kiselina ng/ml 2,74 / 4,14 / 34,2 / 6,62 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 39 8 45 9 8 13 16 15
sekoizolaricirezinol ng/ml 42,8 / 49,2 / / 15,0 18,2 17,1
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP / / / / 22 / 289 99
viteksin ng/ml / / / / 2,43 / 22,0 8,61
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 9063 32 58152 54 15060 1216 13768 /

kemferol-3-O-Glc ng/ml 676 2,23 5760 3,64 1195 78,6 1080 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP 45 / 175 / 62 / 46 /

luteolin-7-O-Glc ng/ml 2,38 / 7,93 / 3,15 / 2,43 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

hiperozid PP 11974 124 9734 23 / / / /

(kvercetin-3-0-Gal) ng/ml 2084 14,1 1622 2,79 / / / /
mg/ml 2,00 2,00 0,20 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

Zokvercitri PP 81574 275 27363 139 106868 709 50708 /

'f(o ‘;e“t’.';”?? oGl ng/ml 10074 20,4 3064 9,72 13517 57,3 6000 /
(kvercetin-3-O-Glc) mg/ml 2,00 2,00 02 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 695 29,0 488 211 231422 190 3621 35

rutin ng/ml 76,5 / 51,0 19,4 50747 17,2 494 /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

PP — povrsina pika, ~ — otitana koncentracija sa kalibracione krive, * — pogetna koncentracija ekstrakta, Glc — glukozil, Rha — ramnozil, Gal —

galaktozil

Tabela 8.9. Povrsine pikova ocitane iz (-)ESI MRM hromatograma i koncentracije detektovanih jedinjenja izraGunate iz
kalibracionih krivih za vrstu A. melanantherum

A. melanantherum

lokalitet Cemernik Plana Plana livada
deo biljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni
PP 1442 105 2339 132 2373
p-hidroksibenzoeva kiselina ng/ml” 257 12,2 476 15,7 485
mg/ml* 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 53 / 89 / 28
cimetna kiselina ng/ml 50,8 / 92,7 / /
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 4553 22 4919 22 3773
protokatehinska kiselina ng/ml 768 3,58 839 3,58 619
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
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A. melanantherum

lokalitet Cemernik Plana Plana livada
deo hiljke nadzemni lukovica nadzemni lukovica nadzemni
PP 19874 2002 23477 4033 49962
p-kumarinska kiselina ng/ml 1884 136 2296 296 6000
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 224 22 491 9 308
vanilinska kiselina ng/ml 360 / 839 / 506
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 45 / 65 / 201
galna kiselina ng/ml 9,09 / 12,91 / 39,1
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 2018 193 2884 230 4265
eskuletin ng/ml 324 22,9 491 27,8 778
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 11318 866 14030 1752 25311
kafena kiselina ng/ml 1129 64,1 1460 136 3009
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 1106 1823 1183 1786 1522
hinska kiselina ng/ml 1370 2361 1474 2309 1940
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 7273 478 8576 1178 14647
ferulna kiselina ng/ml 2975 141 3653 365 7264
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 418 53 640 54 796
siringinska kiselina ng/ml 276 41,2 415 41,9 512
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 30 7 21 0 23
sinapinska kiselina ng/ml 24,5 / 18,0 / 19,5
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 15 / 311 / 42
apigenin ng/ml 3,63 / 85,1 / 10,7
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 6744 / 30872 / 26741
kemferol ng/ml 112,31 / 583 / 495
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 52 / 667 / 539
luteolin ng/ml 8,30 / 87,3 / 70,7
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 313 / 579 / 448
hrizoeriol ng/ml 5,68 / 10,09 / 7,92
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 765 / 585 / 187
kvercetin ng/ml 135 / 105 / 374
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 428 / 2178 / 425
izoramnetin ng/ml 12,7 / 63,3 / 12,7
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 212 / 123 / 313
5-O-kafeoilhinska kiselina ng/ml 21,2 / 12,4 / 31,4
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 31765 / 71846 4 49395
kemferol-3-O-Glc ng/ml 2817 / 7428 / 4740
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 54 / 99 / 206
luteolin-7-O-Glc ng/ml 2,79 / 4,75 / 9,2
mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
O R ; ]
. ng/m
(kvercetin-3-O-Gal) mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
izokvercitri PP 19827 / 26948 / 16631
o "erf.'t”gn ol ng/ml 2157 / 3013 / 1781
(kvercetin-3-O-Glc) mg/ml 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
PP 29754 / 46442 17 56104
rutin ng/ml 5080 / 8257 / 10141
mg/ml 0,04 2,00 0,04 2,00 0,04

PP — povrsina pika, ~ — oitana koncentracija sa kalibracione krive, * — pocetna koncentracija ekstrakta, Glc — glukozil, Rha — ramnozil, Gal —
galaktozil
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PC S%Zﬁ%ige % varijanse o]
1 6,53E+09 97,362 . i~
2 1,74E+08 25875 § 6of
3 3,28E+06 0,048872 5 50]
4 78973,5 0,001177 o
5 53733,2 0,000801 20]
6 5188,37 7,73E-05 101
% 1 2 3 4 5 b

komponenta
Slika 8.40. PCA rezultata LC-MS/MS kvantitativne analize derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova
ispitivanih vrsta — scree plot (biplot prikazan na Slici 4.8.)

Tabela 8.10. PCA rezultata LC-MS/MS kvantitativne analize derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova
ispitivanih vrsta — opterecenja (loadings) na $est glavnih komponenata (biplot prikazan na Slici 4.8.)

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
kvercetin 0,000561 0,01097 -0,01139 0,6005 0,3597 -0,7139
izoramnetin 0,00279 0,03711 -0,05718 0,6625 0,2707 0,6951
kvercitrin -0,0004381 -3,15E-05 -0,01276 -0,4449 0,8923 0,07556
hiperozid -0,00423 0,02192 0,998 0,0385 0,03074 0,03229
kvercetin-3-O-Glc 0,05281 0,9976 -0,01939 -0,03214 -0,01465 -0,01873
rutin 0,9986 -0,05277 0,005413 -0,000521 0,0003382 -0,000381

Tabela 8.11. PCA rezultata LC-MS/MS kvantitativne analize derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova
ispitivanih vrsta — skorovi na $est glavnih komponenti (biplot prikazan na Slici 4.8.)

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
FH-1 1,49E+05 39807 -744,58 245,46 110,07 113,64
FH-2 27046 21311 -806,83 -448,73 -268,09 -204
FH-3 -26551 1994,2 -636,08 -58,323 -118,24 5,0239
FH-4 -31462 9429,8 -838,09 290,48 52,964 -22,2
CCH-1 -53522 -2341 -655,22 -57,029 -132,44 18,889
CCH-2 -50103 317,09 -707,1 -589,59 806,25 6,9155
CPH-1 -54169 -5264,7 -600,58 35,426 -89,052 79,075
CPH-2 -53369 -2641,6 -648,66 -47,623 -128,11 25,077
OH-1 -55209 -1672,5 363,68 -10,851 -96,865 33,332
PH-1 -54708 87449 72154 8,0213 16,097 -3,9121
MH-1 71359 -12342 141,72 18,182 2,3298 0,1393
MH-3 1,98E+05 -19210 777,01 -65,538 12,94 -12,667
MH-2 1,51E+05 -16108 508,19 -25,3 10,321 -12,474
FFH-1 -18482 -5408,5 -443,72 5,3952 -82,349 32,62
FFH-2 -44789 -3115,7 -608,09 54,739 -56,766 27,018
FFH-3 -44059 -5278,7 -593,7 827,49 328,79 -141,81
FGH-1 -24590 -3169,9 -513,59 -82,929 -127,6 20,445
PTH-1 -29814 -1315,1 -572,15 -129,39 -145,93 -40,359
RH-1 -55103 -3736,9 -637,61 30,113 -94,329 75,249
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PC S\xcég;\éi?ie % varijanse .
1 1965 47,0 40+
2 913 21,8 35}
3 557 13,3 3 301
4 464 11,1 § 251
5 275 6,6 ® 207
6 105 03 ]
10
5.
0 T T T T T *

0 1 2 3 4 5 6

komponenta
Slika 8.41. PCA rezultata LC-MS/MS kvantitativne analize derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova
ispitivanih vrsta roda Allium — scree plot, rezultati normalizovani na najvecu koli¢inu datog jedinjenja kao 100% (biplot
prikazan na Slici 4.9.)

Tabela 8.12. PCA rezultata LC-MS/MS kvantitativne analize derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova
ispitivanih vrsta — opterecenja (loadings) na Sest glavnih komponenata, rezultati normalizovani na najvecu koli¢inu
datog jedinjenja kao 100% (biplot prikazan na Slici 4.9.)

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
kvercetin 0,601 0,3824 0,08653 -0,212 0,6247 -0,2233
izoramnetin 0,513 0,1144 0,06185 -0,00573 -0,2891 0,7977
kvercitrin -0,08301 0,1173 0,7174 0,6642 0,1482 0,03942
hiperozid -0,04644 0,2761 -0,6816 0,623 0,2281 0,1302
kvercetin-3-O-Glc 0,4604 0,1508 -0,04984 0,2585 -0,6343 -0,5419
rutin 0,3931 -0,8532 -0,08367 0,2428 0,2233 -0,04128

Tabela 8.13. PCA rezultata LC-MS/MS kvantitativne analize derivata kvercetina u ekstraktima nadzemnih delova
ispitivanih vrsta roda Allium — skorovi na Sest glavnih komponenti, rezultati normalizovani na najvecu koli¢inu datog
jedinjenja kao 100% (biplot prikazan na Slici 4.9.)

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
FH-1 155,76 1,6914 3,5588 10,667 -17,893 5,0135
FH-2 34,212 -1,2797 -1,1729 4,3377 -26,734 -11,033
FH-3 -8,6513 3,4497 0,10626 -7,8771 -10,149 -0,2572
FH-4 35,549 27,533 5,053 -15,223 4,5057 -0,18753
CCH-1 -27,919 6,1616 0,088489 -10,949 -9,4242 0,45482
CCH-2 -28,968 20,337 72,109 55,531 7,0462 0,083168
CPH-1 -30,723 5,3574 0,45099 -12,055 -6,5789 3,3687
CPH-2 -28,17 5,9627 0,096392 -11,033 -9,1471 0,74398
OH-1 -26,26 11,675 -8,3339 -3,5455 -5,4749 1,2356
PH-1 -13,016 44,101 -67,229 52,487 11,907 0,085809
MH-1 -6,9149 -33,646 -2,2205 -0,33082 10,292 0,30819
MH-3 9,0625 -78,98 -7,579 11,501 17,416 -0,3815
MH-2 5,2151 -61,192 -5,3605 6,6131 15,022 -0,27992
FFH-1 -20,479 -4,4394 -0,56304 -8,9093 -3,082 1,3095
FFH-2 -18,651 7,8147 1,9076 -11,657 -2,6032 1,2211
FFH-3 41,591 42,433 9,8858 -32,135 49,901 -2,9177
FGH-1 -23,004 -3,6902 -0,89415 -7,5306 -8,7563 0,42899
PTH-1 -21,03 -0,25902 -0,39929 -7,859 -8,5093 -2,4127
RH-1 -27,604 6,9693 0,49582 -12,032 -7,7374 3,2159
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8.5 ODREDIVANJE UKUPNIH MONOMERNIH ANTOCIJANA

Tabela 8.14. Izmerene vrednosti apsorbancija ispitivanih ekstrakata pri pH=1

Vrsta 520 nm 700 nm Ausszo- Agss20- Asis20-
Al A2 A3 Al AZ A3 A1/700 A2/700 A3/700
A. flavum, Klisura Jerme 0,345 0,377 0,355 0,125 0,141 0,132 0,220 0,236 0,223
A. flavum, Dimitrovgrad 0,360 0,356 0,366 0,141 0,160 0,152 0,219 0,196 0,214
A. flavum, Vr3acki breg 0,104 0,100 0,112 0,014 0,015 0,018 0,090 0,086 0,094
A. melanantherum, Cemernik 0,702 0,714 0,709 0,358 0,360 0,346 0,344 0,354 0,363
A. melanantherum, Plana 0,499 0,519 0512 0,231 0,260 0,246 0,268 0,259 0,266
A. carinatum subsp. carinatum, Tara 0,804 0,833 0,820 0,371 0,351 0,365 0,433 0,482 0,455
A.carinatum subsp. carinatum, Cemernik 0,498 0,493 0,490 0,089 0,088 0,085 0,409 0,405 0,405
A. carinatum subsp. pulchellum, Tara 0,829 0,859 0,835 0,337 0,340 0,335 0,492 0,518 0,500
A. carinatum subsp. pulchellum, Vlasinsko
jezero 0,829 0,859 0,838 0,337 0,340 0,342 0,492 0,518 0,496
A. fuscum var. fuscum, Zaovine 0,253 0,289 0,254 0,075 0,076 0,074 0,178 0,213 0,180
A. fuscum var. fuscum, Derventa 0,439 0,388 0,391 0,077 0,074 0,082 0,361 0,314 0,309
A. oleraceum, Kosmovac 0,211 0,218 0,212 0,067 0,068 0,055 0,144 0,151 0,157
A. paniculatum, Titelski Breg 0,305 0,322 0,315 0,094 0,107 0,099 0,211 0,215 0,216
A. pallens, Beli Rzav, 2009. 0,112 0,125 0,115 0,008 0,009 0,005 0,104 0,116 0,110
A. rhodopeum, Dimitrovgrad 0,218 0,220 0,220 0,024 0,026 0,025 0,194 0,194 0,195

Tabela 8.15. Izmerene vrednosti apsorbancija ispitivanih ekstrakata pri pH=4,5

Vrsta Al 52'(;:m A3 Al 70;05\2m A3 Aus20-Armo Aasao-Azn  Asis20-Asrioo
A. flavum, Klisura Jerme 0,410 0,372 0,408 0,204 0,159 0,195 0,206 0,212 0,213
A. flavum, Dimitrovgrad 0,377 0,370 0,379 0,163 0,176 0,168 0,214 0,194 0,211
A. flavum, Vr3acki breg 0,078 0,073 0,075 0,007 0,008 0,008 0,071 0,065 0,067
A. melanantherum, Cemernik 0,647 0,652 0,650 0,363 0,358 0,360 0,285 0,293 0,290
A. melanantherum, Plana 0,602 0,603 0,601 0,367 0,351 0,357 0,235 0,253 0,244
A. carinatum subsp. carinatum, Tara 0,769 0,751 0,758 0,450 0,430 0,439 0,319 0,320 0,319
A-carinatum subsp. carinatum, 0176 0169 0,172 0050 0047 0049 0,126 0,122 0,123
Cemernik

A. carinatum subsp. pulchellum, Tara 0,669 0,667 0,665 0,372 0,364 0,363 0,297 0,304 0,302
A. carinatum subsp. pulchellum, 0370 0349 0358 0148 0151 0142 0222 0,198 0,216
Vlasinsko jezero

A. fuscum var. fuscum, Zaovine 0,225 0,249 0,230 0,086 0,090 0,095 0,139 0,159 0,135
A. fuscum var. fuscum, Derventa 0,404 0,373 0,375 0,094 0,096 0,089 0,310 0,277 0,286
A. oleraceum, Kosmovac 0,141 0,138 0,154 0,061 0,057 0,064 0,081 0,081 0,091
A. paniculatum, Titelski Breg 0,229 0,225 0,226 0,096 0,089 0,090 0,133 0,136 0,136
A. pallens, Beli Rzav, 2009. 0,104 0,101 0,100 0,014 0,016 0,014 0,090 0,085 0,086
A. rhodopeum, Dimitrovgrad 0,136 0,141 0,138 0,032 0,033 0,030 0,103 0,108 0,108

Tabela 8.16. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u ispitivanim uzorcima

F*  C.[mg/gse] C,[mglgse] Cs[mglgse] Cqlmolgs.el]®

A. flavum, Klisura Jerme 20 47,42 79,49 33,40 53,4+23,6
A. flavum, Dimitrovgrad 20 16,36 5,680 10,02 10,7+5,4
A. flavum, Vrsacki breg 20 64,12 70,80 90,17 75,0+13,5
A. melanantherum, Cemernik 20 197,4 203,1 2438 2154253
A. melanantherum, Plana 20 109,2 21,37 73,48 91,34+25,3
A. carinatum subsp. carinatum, Tara 20 380,7 539,7 4542 458+79,6
A.carinatum subsp. carinatum, Cemernik 20 945,2 944.8 941,8 944+1,84
A. carinatum subsp. pulchellum,Tara 20 650,2 716,0 661,3 676+35,2
A. carinatum subsp. pulchellum, Vlasinsko jezero 20 901,7 1070 935,1 969+89,3
A. fuscum var. fuscum, Zaovine 10 65,82 90,36 75,14 77,1£12,4
A. fuscum var. fuscum, Derventa 10 84,63 61,40 38,64 61,5+£23,0
A. oleraceum, Kosmovac 10 105,9 116,7 110,8 111+54
A. paniculatum, Titelski Breg 20 260,5 263,8 267,2 264+3,34
A. pallens, Beli Rzav, 2009. 20 46,09 102,9 80,15 76,4+28.6
A. rhodopeum, Dimitrovgrad 20 302,6 2875 290,6 294+7,95

# faktor razblazenja
P sadrzaj antocijana je izraZen u mg ekvivalenata cijanidin-3-glukozida po g suvog ekstrakta
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8.6 ODREDPIVANJE AKTIVNOSTI ALIINAZE

Tabela 8.17. Podaci za konstrukciju kalibracione krive pirogrozdane kiseline

Vo (ML) 0,70 0,60 0,50 0,40 0,35 0,30 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 0,00
Cragna (mol/mL) 0,14 0,12 0,10 0,08 0,07 0,06 0,05 0,04 0,03 0,02 0,01 0,00
A 0,816 0,859 0,775 0,712 0,619 0,571 0,495 0,464 0,379 0,274 0,189 0,090
A, 0,849 0,873 0,829 0,705 0,650 0,590 0,517 0,456 0,361 0,286 0,190 0,095
A 0,909 0,907 0,839 0,706 0,638 0,605 0,513 0,435 0,360 0,286 0,187 0,094
Ay 0,909 0,880 0,814 0,708 0,636 0,589 0,508 0,452 0,367 0,286 0,188 0,093
Asr'Asro** 0,816 0,787 0,721 0,615 0,543 0,496 0,415 0,359 0,274 0,193 0,095 0,000
“Vor— zapremina osnovnog rastvora pirogrozdane kiseline (C=1,6 umol/mL) koja je dodavana u probu
Ao — srednja vrednost absorbance u probama u kojima je koncentracija piruvata 0
oo Ty AT GO ORGSR
T
06
0,4
<
02
0,0
002 000 002 004 006 008 010 012 014 016
Radna koncentracija (umol/mL)
Grafik 7.1 Kalibraciona kriva standardnog rastvora pirogrozdane kiseline
Tabela 8.18. Rezultati odredivanja sadrzaja pirogrozdane kiseline na osnovu kojih je odredena aktivnost aliinaze
A C [pmol piruvata/g sveZe lukovice]
Ispitivani uzorak Korekcija Slepa proba Ispitivani uzorak Korekcija Cisp - Car
A. carinatum subsp. carinatum Cemernik
Ay 0,215 0,108 0,097 7,56 7,35
A, 0,194 0,108 0,101 6,14 0,21 5,93
A; 0,229 0,099 0,096 8,52 8,31
Ay 0,105 0,098 7,20+1,20
A. flavum Bela Palanka
Ay 0,609 0,126 0,097 34,9 195 32,9
A, 0,618 0,134 0,101 35,7 ' 33,7
A; 0,629 0,164 0,096 36,6 34,7
Ay 0,141 0,098 33,8+0,89
A. flavum Klisura Jerme
Ay 0,890 0,141 0,110 49,5 165 47,8
A, 0,857 0,150 0,109 45,2 ' 43,6
As 0,900 0,134 - 50,9 49,2
Ay 0,142 0,109 46,9+2,94
A. flavum Babusnica
Ay 0,365 0,105 0,090 28,5 27,9
A, 0,367 0,110 0,101 28,7 0,58 28,1
A, 0,366 0138 0,100 28,6 28,0
Ay 0,107 0,101 28,0+0,12
A. paniculatum
A 0,245 0,111 0,097 14,5 13,7
A, 0,254 0,112 0,101 15,4 0,78 14,7
As 0,256 0,111 0,096 15,7 14,9
Ay 0,111 0,098 14,4+0,61

267



mr Natasa Simin

Doktorska disertacija

A. melanantherum Cemernik

AL 0,333 0,117 0,110 14,5 13,8
A, 0,331 0,103 0,109 14,4 0,71 13,7
Ag 0,330 0,114 - 14,3 13,6
Ag 0,111 0,109 13,7+011
A. melanantherum Plana
A 0,354 0,121 0,087 17,6 16,7
A, 0,357 0,104 0,107 17,8 0,87 16,9
Ag 0,359 0,113 0,097 17,9 17,1
Aq 0,113 0,097 16,9+019
A. carinatum subsp. pulchellum Vlasinsko jezero
AL 0,192 0,110 0,110 4,76 4,22
Ay 0,178 0,105 0,109 3,90 0,54 3,36
A 0,178 0,120 - 3,90 3,36
Ag 0,112 0,109 3,65+049
A. carinatum subsp. pulchellum Tara
A 0,485 o127 0696 28,3 26,5
A, 0,512 0,136 0,101 30,6 1,76 28,8
Ag 0,508 0,137 0,100 30,3 28,5
A 0,510 0,137 0,101 28,0+£1,25
A. rhodopeum
Ay 0,345 0,106 0,087 16,9 16,1
A, 0,361 0,116 0,107 18,1 0,82 17,3
As 0,388 0,127 0,097 20,1 19,3
Ax 0,116 0,097 17,6+1,62
A. fuscum Beli Rzav
Ay 0,272 0,102 0,090 234 23,2
A, 0,277 0,100 0,101 24,1 0,16 23,9
Ag 0,272 0-094 0,100 23,4 23,2
Ay 0,101 0,101 23,4+0,41
A. sativum Sajkag
Ay 0,524 0,118 0,090 24,5 23,5
A, 0,518 0,126 0,101 24,1 0,99 23,1
As 0,517 0,115 0,100 24,0 23,0
Ay 0,120 0,101 23,2+0,26
8.7 ANTIOKSIDANTNI POTENCIJAL EKSTRAKATA
Odredivanje ukupnog redukcionog potencijala
Tabela 8.19. Podaci za konstrukciju kalibracione krive standardnog rastvora galne kiseline
C [ug/mI]? 20,10 15,10 10,00 8,03 4,02 3,01 2,01 1,00 0,50 0,25
Ay 1,325 1.00 0,717 0,548 0,338 0,359 0,225 0,182 0,132 0,122
A, 1,352 1,10 0,728 0,572 0,332 0,369 0,248 0,188 0,152 0,131
As 1,354 0,94 0,741 0,569 0,335 0,372 0,231 0,185 0,140 0,13
Asr 1,344 1,013 0,729 0,563 0,335 0,367 0,235 0,185 0,141 0,128
#Radna koncentracija galne kiseline
1,4 .
1,2
1,0 4
0,84
<
0,64 “
0,4 .
0,2
0,0 T T T T T
0 5 10 15 20
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Tabela 8.20. Ocitane vrednosti absorbancija za razli¢ite koncentracije ispitivanih ekstrakta

Vrsta Cradna [mg/ml] Al AZ A3 Asr Akor Asr - Akor
N 0,20 0,250 0,282 0,258 0,263 0,047 0215
Kiis::augz}me 0,10 0,213 0,209 0,200 0,207 0,043 0,164
0,05 0,122 0,136 0,120 0,126 0,050 0,076
A flavum 0,20 0,342 0,335 0,362 0,346 0,049 0,298
Dimitrovgrad 0,10 0,244 0,253 0,233 0,243 0,049 0,194
0,05 0,154 0,158 0,168 0,160 0,048 0,112
N 0,20 0,326 0,311 0,313 0,317 0,047 0,260
Mok";‘;’%”;'ra 0,10 0,236 0,231 0,219 0,229 0,047 0,182
0,05 0,144 0,138 0,131 0,138 0,049 0,089
N 0,20 0,354 0,351 0,350 0,352 0,046 0,306
V'réa?“:ilijrl?r’eg 0,10 0,246 0,238 0,235 0,240 0,047 0,193
0,05 0,156 0,155 0,163 0,158 0,048 0,110
N 0,20 0,207 0,286 0,290 0,288 0,043 0,245
Bébi‘g’ﬁi’g 0,10 0,148 0,210 0,207 0,209 0,043 0,166
0,05 0,117 0,147 0,147 0,147 0,048 0,100
N 0,20 0,200 0,245 0,242 0,244 0,044 0,200
B'elaa;’;';‘ﬁka 0,10 0,120 0,164 0,159 0,162 0,044 0,118
0,05 0,097 0,121 0,120 0,112 0,051 0,061
A melanantheram 0,20 0,175 0,230 0,226 0,228 0,049 0,179
ity ' 0,10 0,126 0,175 0,152 0,163 0,042 0,122
0,05 0,104 0,113 0,113 0,110 0,047 0,063
A melananth 0,20 0,205 0,251 0,261 0,256 0,047 0,209
Pl'a’r']‘ae anantherum, 0,10 0,185 0,191 0,182 0,186 0,043 0,143
0,05 0,108 0,126 0,124 0,119 0,060 0,059
A carinatom subsp. carinatum 0,20 0,187 0,185 0,201 0,101 0,052 0,139
Tare : 0,10 0,126 0,129 0,132 0,129 0,052 0,078
0,05 0,115 0,104 0,106 0,108 0,053 0,055
A carinatum subsp. carinatum 0,20 0,204 0,198 0,202 0,202 0,052 0,150
e * 0,10 0,138 0,139 0,138 0,138 0,067 0,072
0,05 0,104 0,108 0,107 0,106 0,055 0,051
A carinatum subsp. palchellum 0,20 0,237 0,228 0,223 0,229 0,048 0,181
Tara * 0,10 0,189 0,195 0,190 0,192 0,043 0,149
0,05 0,119 0,114 0,121 0,118 0,049 0,070
A cari o ehell 0,20 0,223 0,224 0,228 0,225 0,047 0,178
Vlacs?;'srllitj‘g;fg Sp. puichetium, 0,10 0,162 0,154 0,165 0,160 0,048 0,113
0,05 0,116 0,111 0,116 0,114 0,047 0,067
A fuseum var. fuseum 0,20 0,314 0,343 0,338 0,332 0,049 0,283
el Roay ' 0,10 0,165 0,215 0,231 0,223 0,053 0,170
0,05 0,130 0,144 0,141 0,138 0,050 0,088
A fuscum var. fuseum 0,25 0,285 0,247 0,248 0,248 0,051 0,197
S ovine ' 0,50 0,423 0,355 0,358 0,357 0,058 0,298
1,00 0,656 0,566 0,568 0,567 0,051 0,516
A fuscum var. gracile 0,20 0,335 0,385 0,384 0,384 0,048 0,337
Tra ' 0,10 0,215 0,240 0,245 0,243 0,050 0,193
0,05 0,153 0,163 0,161 0,159 0,052 0,107
A oall 0,20 0,189 0,213 0,209 0,204 0,052 0,152
BéﬁaRze:\/S'zoog. 0,10 0,135 0,143 0,143 0,143 0,045 0,098
: 0,05 0,094 0,109 0,109 0,104 0,047 0,057
A pallens 0,25 0,235 0,232 0,230 0,232 0,048 0,184
ol R 2010. 0,50 0,348 0,373 0,357 0,359 0,049 0,310
: 1,00 0,557 0,543 0,534 0,545 0,049 0,496
A oleraceum 0,25 0,238 0,235 0,233 0,235 0,050 0,186
Koo 0,50 0,372 0,371 0,377 0,373 0,049 0,324
1,00 0,620 0,603 0,508 0,607 0,049 0,558
A paniculatam 0,20 0,296 0,311 0,320 0,309 0,047 0,262
Titeleki Brog 0,10 0,166 0,211 0,209 0,210 0,045 0,165
0,05 0,141 0,142 0,154 0,145 0,048 0,097
A rhod 0,20 0,198 0,188 0,189 0,192 0,042 0,150
D-i;ifrof’/gf:én' 0,10 0,143 0,136 0,138 0,139 0,043 0,097
0,05 0,120 0,105 0,109 0,111 0,046 0,066
A copa 0,25 0,680 0,675 0,632 0,662 0,053 0,610
Norai 0,50 0,750 0,648 0,766 0,758 0,052 0,669
1,00 1,392 1,264 1,333 1,330 0,053 1,277
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Tabela 8.21. Ukupni redukcioni potencijal metanolnih ekstrakata odabranih vrsta roda Allium

Vrsta mg/ml 2 ng/ml ° mg/g s. e.° mg/g s. e.€ (srednja vrednost)
0,20 1,59 7,96

A. flavum, Klisura Jerme 0,10 0,74 7,41 7,68+0,39
0,05 / /
0,20 2,98 14,88

A. flavum, Dimitrovgrad 0,10 1,24 12,43 13,65+1,73
0,05
0,20 2,48 12,40

A. flavum, Mokra Gora 0,10 1,04 10,41 11,40+1,40
0,05 / /
0,20 3,10 15,51

A. flavum, Vrsacki breg 0,10 1,22 12,18 13,85+2,36
0,05 / /
0,20 2,10 10,51

A. flavum, Babusnica 0,10 0,77 7,70 9,10+1,98
0,05 / /
0,20 1,38 6,92

A. flavum, Bela Palanka 0,10 / / 6,92
0,05 / /
0,20 1,06 531

A. melanantherum, Cemernik 0,10 / / 5,31
0,05 / /
0,20 1,52 7,61

A. melanantherum, Plana 0,10 0,39 3,88 5,75£2,63
0,05 / /

A . b . 0,20 0,43 2,15

T.acraamnatum subsp. carinatum, 0.10 / / 215
0,05 / /

A. carinatum subsp. carinatum 0,20 0,59 2:98

Comernik ! 0,10 / / 2,98
0,05 / /

. 0,20 1,09 5,47

%rcaarlnatum subsp. pulchellum, 0.10 0.49 4.90 5.18+0,40
0,05 / /

A. carinatum subsp. pulchellum, 0,20 104 521

Vlasinsko jezero 010 / / 521
0,05 / /
0,20 2,67 13,35

A .fuscum var. fuscum, Beli Rzav 0,10 0,91 9,15 11,25+2,97
0,05 / /
0,25 1,29 5,16

A. fuscum var. fuscum, Zaovine 0,50 2,98 5,96 5,91+0,73
1,00 6,61 6,61
0,20 3,62 18,12

A. fuscum var. gracile, Tara 0,10 1,22 12,25 15,18+4,16
0,05 / /
0,20 0,63 3,14

A. pallens, Beli Rzav, 2009. 0,10 / / 3,14
0,05 / /
0,25 1,08 4,33

A. pallens, Beli Rzav, 2010. 0,50 3,18 6,37 5,66£1,15
1,00 6,28 6,28
0,25 1,10 4,42

A. oleraceum, Kosmovac 0,50 3,42 6,84 6,19+1,55
1,00 7,31 7,32
0,20 2,37 11,83

A. paniculatum, Titelski Breg 0,10 0,83 8,31 10,07+2,49
0,05 / /
0,20 0,60 2,98

A. rhodopeum, Dimitrovgrad 0,10 / / 2,98
0,05 / /
0,25 8,18 32,72

A. cepa, Neradin 0,50 9,17 18,34 18,83+0,69
1,00 19,32 19,32

# radna koncentracija ekstrakta

Pkoncentracija ekvivalenata galne kiseline o&itana sa kalibracione krive

¢sadrzaj fenola izrazen u mg ekvivalenata galne kiseline po g suvog ekstrakta
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Sposobnost hvatanja DPPH radikala (DPPH-RSC)

Tabela 8.22. Rezultati DPPH testa za ekstrakte vrste A. flavum sa razli¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija DPPH-RSC(%)
(Eg/nlf{l) Al A2 A3 Ay RSC-1 RSC-2 RSC-3 \f‘rgdn”g;
A. flavum, Vrsacki breg
667 0,062 0062 0060 0,046 9121 9110 9240 91,57
333 0061 0061 0065 0,044 91,09 90,81 8822 91,49
250 0,062 0062 0,060 0,045 90,71 9054 91,39 90,88
167 0,069 0066 0,061 0,044 8644 8751 9046 88,14
833 0126 0129 0118 0,042 5443 51,76 57,18 54,46
41,7 0167 0168 0157 0,042 3231 2948 3497 32,25
208 0195 0,200 0,178 0,042 1699 1208 23,16 17,41
104 0205 0213 0,190 0,043 11,74 479 1654 11,03
kontrola 0226 0,221 0219 0,042
(u';ffﬂ) 7274 7561 6863  72,3+2.46
A. flavum, Bela Palanka
667 0059 0,060 0,060 0,042 9317 9200 92,32 92,49
333 0061 0063 0063 0,043 90,85 89,75 89,33 91,49
250 0,086 0090 0,089 0,042 7762 7492 7504 75,86
167 0104 0,113 0111 0,043 67,11 61,41 61,99 63,50
833 0163 0181 0,180 0,044 3451 2274 2247 26,57
417 0192 0195 0,185 0,043 1848 1450 19,56 17,51
208 0198 0202 0,200 0,042 1517 10,97 11,01 12,39
104 0213 0201 0202 0,042 734 1164 10,00 9,66
kontrola 0226 0,221 0219 0,042
(u'gc/;il) 12177 14839 14611 147114
A. flavum, Dimitrovgrad
333 0063 0064 0062 0,059 9731 9678 98,04 97,38
167 0061 0064 0,063 0,055 9588 9411 9472 94,91
125 0067 0064 0064 0,053 90,96 9272 93,03 92,24
833 0085 0085 0087 0,049 7709 7711 7624 76,81
417 0135 0,139 0141 0,048 4557 4308 41,83 43,50
208 0161 0,167 0,163 0,043 2633 2267 2522 24,74
104 0182 0183 0,187 0,046 1493 1440 11,77 13,70
521 0191 0195 0191 0,046 9,27 6,48 8,85 8,20
kontrola 0,201 0,200 0,208 0,043
(ngifﬂ) 4568 4801 48,83 47,5+122

1004 A, flavum, Vrsacki breg

DPPH-RSC (%)

0+ T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700

Radna koncentracija (ug/ml)

1004 A, flavum, Bela Palanka
L}

o
3
!

DPPH-RSC (%)
N

N
=3
n

0+ T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700

Radna koncentracija (ug/ml)

A. flavum, Dimitrovgrad

DPPH-RSC (%)

T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
Radna koncentracija (ug/ml)

Grafici 8.3.-8.5. Krive zavisnosti DPPH-
RSC od radne koncentracije ekstrakta za
vrstu A. flavum sa razlic¢itih lokaliteta
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Tabela 8.23. Rezultati DPPH testa za ekstrakte vrste A. flavum sa razli¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija DPPH-RSC(%)
(EQ/E) Al A2 A3 A,  RSC-1 RSC-2 RSC3 Vsrre%dn”g;
A. flavum, Klisura Jerme
667 0067 0069 0066 0,049 88,18 87,24 88,74 88,05 W1 e Kiswa erme
333 0069 0066 0067 0,044 8405 8605 8516 85,09 wl
250 0,064 0069 0068 0,043 86,44 8335 83,90 84,56 -
167 0074 0083 0084 0,045 81,30 7497 7461 76,96 Q
833 0137 0134 0135 0045 4092 4259 41,98 41,83 ; “l
417 0170 0165 0,165 0,057 2711 3033 3028 29,24 8 o,
208 0184 0188 0182 0,044 9,39 713 1064 9,05 o
104 0196 0,98 0,191 0,044 1,54 0,36 4,79 2,23 pm w w aw @ w

Radna koncentracija (ug/ml)

kontrola 0,202 0,201 0,201 0,046

(ch/;"ﬂ) 8830 91,13 89,98 89,8+1,00
A. flavum, Mokra Gora

667 0063 0065 0063 0,046 8927 8812 89,48 88,96

333 0068 0064 0075 0044 8456 8698 79,76 83,76 zz A'ﬂavum'MOKraGmf '
250 0074 0064 0076 0,045 8145 8755 79,94 82,98 R o)

1667 0075 0099 0076 0,045 81,04 6583 80,08 75,65 g 50

833 0130 0124 0133 0,043 4450 4803 4271 45,08 ]

41,7 0164 0165 0165 0,043 2258 2163 2167 21,96 8 w]

208 0182 0182 0,18 0,046 1259 1228 10,01 11,63 ZZ
kontrola 0,202 0,201 0,201 0,045 O o wo aw w0 w70
|C50 Radna koncentracija (ng/ml)
(g 90,88 96,26 92,80  93,3+1,96

A. flavum, Babusnica

667 0071 0071 0067 0,047 8428 8444 87,11 85,28

333 0065 0070 0074 0,049 89,14 8584 8340 86,13 | R .
250 0078 0080 0073 0,045 7817 7725 8147 78,96 ~

167 0,108 0098 0107 0,045 5922 6558 60,09 61,63 ;T

833 0136 0145 0154 0,045 4101 3503 29,50 35,18 g ’

417 0195 0175 0179 0,066 1625 2915 26,60 24,00 8o ]

208 0192 0189 0191 0,044 377 6,14 491 494 i
104 0197 0195 0191 0,043 0,18 1,34 4,01 1,84 L e konsentacia (i)
kontrola 0,202 0,201 0,201 0,047

1Cs 11630 108.68 12717 11746.52 Grafici 8.6.-8.8. Krive zavisnosti DPPH-
(ng/mb) : : : . RSC od radne koncentracije ekstrakta za

vrstu A. flavum sa razli¢itih lokaliteta
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Tabela 8.24. Rezultati DPPH testa za ekstrakte vrsta A.oleraceum i A. melanantherum sa razli¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija DPPH-RSC(%)
(Eg/nlfli) Al A2 A3 Ay RSC-1 RSC-2 RSC-3 vsrg%dn”g:t
A. oleraceum, Kosmovac @ Adleraceum, Kosmovac
333 0060 0088 0073 0,040 87,15 6846 7825 77,80
250 0076 0095 0097 0,042 7714 6467 6308 70,91 § j‘;
167 0123 0103 0,135 0,042 4649 5063 3835 53,06 2 ]
83,3 0,162 0,153 0,155 0,041 19,91 25,92 24,77 22,92 %20‘ . '
417 0169 0167 0,168 0,041 1535 1632 15,75 15,83 .
208 0182 0187 0,190 0,041 659 341 112 5,00 o
104 0103 0191 0192 0042 009 132 065 0,70 Radna koncenracia (ug/m)
kontrola 0,198 0,192 0,192 0,043
(“gfﬁﬂ) 169,73 137,17 197,19 153163

A. melanantherum, Plana

A. melanantherum, Plana

667 0058 0,050 0,060 0,047 92,83 9798 9175 94,19 -
333 0067 0068 0068 0043 8469 8406 8422 84,32 :
250 0085 0,083 0079 0,043 7335 7461 7713 75,03 @ " '
167 0,090 0,093 0,085 0,044 70,82 69,44 7422 71,49 g 1
833 0117 0121 0117 0,042 5306 50,86 52,84 52,25 T,
417 0154 0,158 0153 0,044 3094 2867 31,77 30,46 5
208 0179 0,179 0178 0,043 1479 1475 1544 14,99 "
104 0188 0,190 0,191 0,042 8,31 7.15 6,18 721 R S o S A A
kontrola 0,201 0,200 0,208 0,043 Radna koncentracija (ug/ml)
(H'gc/ffﬂ) 86,38 9565 79,61 87,4562
A. melanantherum, Cemernik
667 0,060 0069 0,062 0,047 9164 8592 9011 89,22 07 A melanantherum, Cemernik
333 0064 0063 0063 0043 8661 8696 87,06 86,88 ol .
250 0063 0,065 0064 0,043 8737 8584 8624 86,48 ~
167 0065 0,067 0065 0,044 8641 8527 86,80 86,16 3 1
833 0104 0,105 0,102 0,042 6128 60,30 6228 61,29 % ol
417 0147 0154 0137 0,044 3470 3061 4162 35,64 %
208 0167 0,180 0,161 0,043 2155 1349 2515 20,06 "
104 0189 0,189 0,185 0,042 7,04 7,00 9,68 791 ,

T

T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700

kontrola 0,201 0202 0,201 0,043 Radh koncentacia (i)

1Cs

(ng/ml) 61,59 6697 5390 60,8461 Grafici 8.9.-8.11. Krive zavisnosti

DPPH-RSC od radne koncentracije
ekstrakta za wvrste A.oleraceum i A.
melanantherum
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Tabela 8.25. Rezultati DPPH testa za ekstrakte vrsta A. pallens, A. rhodopeum i A. carinatum subsp. pulchelum

Radna Absorbancija DPPH-RSC(%)
konc. _
(ugml) ALl A2 A3 A,  RSC-1 RSC-2 RSC-3 Vs;reeddnnggt

1004 A. pallens subsp. tenuiflorum, Beli Rzav

A. pallens subsp. tenuiflorum, Beli Rzav

333 0,056 0,057 0,056 0,043 92,14 92,08 92,25 92,16 %1
250 0,058 0,061 0,060 0,043 91,02 8940 8981 90,08 g o
167 0,091 0,088 0,097 0,043 71,75 7348 6824 71,16 § ©
T
83,3 0149 01154 0,160 0,043 37,31 3449 30,89 34,23 g .
41,7 0176 0,187 0,177 0,041 19,99 13,61 19,20 17,60
o
20,8 0,186 0,198 0,198 0,040 14,01 6,64 6,60 9,08 -
0 50 100 150 200 250 300 350
10,4 0,194 0,208 0,204 0,041 9,84 1,40 3,96 5,06 Radna koncentracija (ug/ml)
kontrola 0,201 0,208 0,199 0,044
Cso 112 120 111 114+4,04
(ug/mb
A. rhodopeum, Dimitrovgrad ™9 A rhodopeum, Dimitrovgrad
333 0,065 0,066 0064 0,052 92,10 91,67 92,87 92,21 -
83,3 0,162 0,166 0,160 0,048 3062 27,75 31,58 29,99 = wl
66,7 0,167 01167 0,163 0,050 2823 2839 3045 29,03 g
40
41,7 0,187 0,188 0,179 0,056 1950 1922 24,58 21,10 & ‘
Q 24
33,3 0,183 6,19% 0,180 0,047 16,67 11,63 1858 17,62 y
20,8 0,197 0,197 0188 0,063 1754 17,38 2322 17,46 *1
5 5‘0 |g0 1;0 Z(‘)D 2;0 3&0 3;0
10,4 0230 0215 0211 0,061 -3,28 5,76 8,33 3,60 Radha koncentracja (ugim)
kontrola 0,2066 0,2134 0,2037 0,045
1Cso 133 156 137  142+122
(ug/ml)
A. carinatum subsp. pulchellum, Vlasinsko jezero 1009 A carinatum subsp. pulchellum, Viasinsko jezero
667 0,065 0064 0070 0,052 9155 9245 88,85 90,95 wl
333 0,086 0,083 0,102 0,048 76,65 7821 66,67 73,85 R ’
< 60
250 0,118 0,115 0,116 0,046 5499 56,89 56,20 56,03 9
X 40 “
167 0,134 0,159 0,143 0,046 4475 2949 39,18 37,81 T
o 1 ]
83,3 0,151 0167 0172 0,047 3487 2490 22,16 27,31 e ™
41,7 0,167 0,168 0,179 0,047 2487 23,93 17,30 22,03 of "
209 0194 0192 0195 0,047 791 934 713 8,13 N A )
Radna koncentracija (ug/ml)
10,4 0,208 0,203 0,196 0,050 1,19 4,40 8,44 4,67
kontrola 0213 0203 0206 0047 Grafici 8.9.-8.11. Krive zavisnosti
(ISE’OI) 176 225 220 2224255 DPPH-RSC od radne koncentracije
pg/m

ekstrakta za vrste A.oleraceum i A.
melanantherum
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Tabela 8.26. Rezultati DPPH testa za ekstrakte podvrsta A. carinatum subsp. pulchelum i A. carinatum subsp.

carinatum
Radna Absorbancija DPPH-RSC(%)
konc. ;
(ugml) Al A2 A3 Ag RSC-1 RSC-2 RSC-3 vsrg%dn”g;
A. carinatum subsp. pulchellum, Tara _
1004 A. carinatum subsp. pulchellum, Tara
667 0,063 0,063 0,060 0,0543 9488 9462 9671 95,40
333 0,061 0,061 0,058 0,0478 92,14 92,09 9363 92,62 1
250 0,061 0,66 0,061 0,0463 9124 8831 91,02 90,19 8 0
167 0,073 0,089 0,063 0,0447 83,15 7332 8880 81,76 e ©
% o]
833 0126 0,139 0,132 0,0453 51,85 43,83 48,09 47,92 %
204
417 0173 0,166 0,168 0,0477 2520 28,94 2776 27,30
208 0,90 0,185 0,187 0,0426 11,43 1495 1343 13,27 o1
104 0206 0197 0,198 0,0423 18 735 7,00 5,40 I I
Radna koncentracija (ng/ml)
kontrola 0,213 0,214 0,213 0,046
Cso 79,2 92,4 81,7 84,4+5,34
(pug/ml)
A. carinatum subsp. carinatum, Cemernik
667 0062 0066 0,064 00469 90,14 8788 89,09 89,04 ™ & carinatum subsp. carnatum, Cemerik
333 0,096 0,096 0,075 0,0438 66,54 66,53 79,89 70,99 ol
250 0,114 0,11 0,101 0,0435 5428 56,78 6275 57,94
167 0133 0124 0142 0,0434 4211 4812 36,50 42,24 =
9]
833 0,160 0,162 0,162 0,0428 2455 2315 2295 23,55 g ol
o
417 0181 0,187 0,188 0,0430 10,92 7,16 6,16 8,08 o)
kontrola 0,201 0,196 0,210 0,047 21
1Cso 197 202 215 205+6,60 -
(H’g/ ml) 0 100 200 300 400 500 600 700
A. carinatum subsp. carinatum, Tara Radna koncentracija (ug/mi)
667 0,057 0,059 0,058 0,051 9620 9535 96,00 96,10
333 0,061 0,066 0,065 0,048 92,02 8878 8957 90,79
250 0,064 0,076 0,084 0,045 88,70 8143 76,92 82,81 A carinatum subsp. carunatum, Tara
167 0,099 0,11 0,099 0,045 6793 60,37 67,62 67,77 001
833 0,135 0,164 0,149 0,053 50,67 3314 4245 46,56 01
417 0175 0,182 0179 0,044 20,74 1695 1847 19,61 g 0]
(2]
208 0,195 0,199 0,195 0,044 9,27 678 8,71 8,99 T w]
[\
104 0199 0,203 0208 0,043 5,94 347 0,51 3,22 5 ]
kontrola 0,211 0,209 0,218 0,046 ol
1Cso 94,0 129 108 101 N
+6.91 0 100 200 300 400 500 600 700
(pg/ml) ! ’ Radna knnrentraciia (na/ml\

Grafici 8.12.-8.14. Krive zavisnosti
DPPH-RSC od radne koncentracije
ekstrakta za wvrste A.oleraceum i A.
melanantherum
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Tabela 8.27. Rezultati DPPH testa za ekstrakte vrste A. fuscum sa razli¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija DPPH-RSC(%)
(Eg/nrf{l) Al A2 A3 Ay RSC-1 RSC-2 RSC-3 \f‘rgdn”g;
A. fuscum var. gracile, Tara

333 0,066 0,074 0,065 0,062 97,53 92,62 97,71 97,62
250 0,062 0,074 0,063 0,052 93,31 86,12 92,93 93,12
167 0,077 0,064 0,089 0,051 83,92 91,62 76,57 80,24
83,3 0,140 0,095 0,140 0,047 43,22 707 4331 43,26
41,7 0,157 0,154 0,158 0,053 36,08 38;21 35,51 35,79
20,8 0,186 0,185 0,200 0,044 12,69 1322 4,05 8,37
10,4 0,202 0,206 0,202 0,048 5,87 3;32 5,40 5,63

kontrola 0,223 0,211 0,201 0,049

(“(g:/igl ) 817 540 868 84,3256

A. fuscum var. fuscum, Beli Rzav

667 0,072 0,067 0,064 0,054 89,48 92,06 94,00 91,85
333 0,063 0,061 0,062 0,049 91,26 92,78 91,94 91,99
250 0,072 0,061 0,060 0,047 84,90 91,30 91,94 89,38
167 0,071 0,081 0,067 0,047 85,55 79,09 88,04 84,23
83,3 0,087 0,091 0,095 0,049 76,63 74,68 71,81 74,37
417 0,138 0,138 0,129 0,045 43,51 43,39 48,99 45,29
20,8 0,172 0,184 0,155 0,054 27,54 20,22 37,77 28,51
10,4 0,194 0,192 0,178 0,050 11,92 12,75 21,91 15,52

kontrola 0,201 0,196 0,210 0,047

(u'gc/;"ﬂ) 489 401 459 4504322

A. fuscum var. fuscum, Zaovine

333 0,056 0,055 0,055 0,043 92,23 92,70 92,77 92,57
250 0,066 0,058 0,066 0,043 86,66 91,15 86,40 88,07
167 0,082 0,083 0,082 0,043 77,30 76,22 76,94 76,82
83,3 0,143 0,145 0,139 0,043 40,60 39,39 43,27 41,09
41,7 0,177 0,168 0,171 0,045 21,60 27,19 24,96 24,58
20,8 0,194 0,189 0,188 0,042 9,66 12,51 13,46 11,88
10,4 0,206 0,201 0,200 0,042 3,09 5,76 6,17 5,01

kontrola 0,213 0,215 0,205 0,042

(”'gc/ffﬂ) 981 979 93,9  96,6+1,83
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Tabela 828. Rezultati DPPH testa za ekstrakte vrsta A.paniculatum, A. cepa i ekstrakt nadzemnog dela vrste A. flavum

Radna Absorbancija DPPH-RSC(%)
Konc. Sredma 100 A. paniculatum subsp. marginatum, Titelski Breg
(ngml) Al A2 A3 Ay RSC-1 RSC-2 RSC-3 ' "0 N
A. paniculatum subsp. marginatum, Titelski Breg
667 0,068 0,066 0,065 0,049 8862 8969 90,31 89,54 g 0
%]
333 0060 0061 0,062 0,046 9243 91,31 91,24 91,66 ¢
o
250 0,060 0,060 0,060 0,046 91,83 91,77 9143 91,68 g
167 0075 0,059 0,062 0,044 82,05 91,10 89,30 87,48 "
833 0,117 0,127 0116 0,044 5740 5150 5791 55,60 e
41,7 0141 0145 0,128 0,044 4375 4096 51,07 45,26 o Ra:jor:)ako:)zentr;?ija(:gﬂ;m|) o
208 0190 0,185 0,188 0,047 16,66 19,85 18,11 18,21
104 0204 0,19 0,189 0,044 6,47 1152 1560 11,19
kontrola 0,228 0,218 0216 0,048
(H(g;/igl ) 506 672 532  60,044,79 op o Aooma e
A. cepa, Neradin ::
833 0095 0077 0084 0,056 82,38 90,74 87,59 86,56 3 !
66,7 0136 0,141 0,146 0,055 6382 6153 59,27 62,68 §‘°‘ ]
333 0,149 0,152 0,158 0,044 5302 5168 4887 52,35 ° Z
208 0167 0174 0,172 0,046 4574 4255 4331 44,14 o I
104 0201 0198 0199 0056 3519 3650 3605 35,85 T cadmakonenacia g
521 0213 0,206 0205 0,044 2418 27,09 27,60 25,63
kontrola 0,262 0,273 0,268 0,045
(“(g;/i‘;l ) 301 304 332 312+133 01 A favum, Babusnia, herba
A. flavum, Babusnica, herba :: '
333 0074 0072 0069 0,053 8812 8960 9121 89,65 _
250 0072 0,067 0,066 0,050 8802 9091 9143 91,49 % ::
167 0062 0,062 0,061 0,047 91,63 9167 9212 91,80 2w
833 0061 0067 0077 0,045 91,14 8766 8260 87,13 o0
41,7 0114 0134 0135 0,043 60,64 4905 4852 52,74 TZ
20,8 0,160 0,177 0,179 0,042 34,78 24,95 24,09 27,94 0o Ra;"’n"akof;n":"’c‘)ija(:jjml) 2
104 0190 0200 0,201 0,044 1885 13,32 12,50 14,89
kontrola 0,225 0,227 0,226 0,046 Grafici 8.15.-8.18. Krive zavisnosti
(“'gc/fgl) 327 416 426 4214053 DPPH-RSC od radne koncentracije

ekstrakta za vrste A.paniculatum, A. cepa
i ekstrakt nadzemnog dela vrste A. flavum
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Tabela 8.29. Rezultati DPPH testa za BHT i standard kvercetin

BHT

T T T T T

0 2 4 6 8

Radna koncentracija (ug/ml)

Kvercetin

Radna Absorbancija DPPH-RSC(%)
(Engﬁ) Al A2 A3 A,  RSCL RSC2 RsC3 oruma
BHT
833 0069 0065 0,062 0,041 84,65 8683 89,18 86,89
333 0076 0077 0077 0,041 80,67 80,24 81,03 80,65 -
2,50 0,110 0,115 0,111 0,041 62,50 59,63 63,34 61,83 ; “l
167 0128 0136 0,138 0,041 5223 4797 4873 49,64 E
0,83 0,159 0,163 0,165 0,042 35,82 33,77 34,88 34,82 5 0]
042 0189 018 0,185 0,046 2145 2300 26,10 23,51
0,21 0,207 0,214 0,199 0,041 9,00 5,23 16,10 10,11 0
0,10 0,216 0,213 0,212 0,042 5,09 6,83 10,02 7,31
kontrola 0,225 0,225 0,231 0,042
(ch/ffll) 1,45 1,60 156  1,54+0,06
Kvercetin -
223 0057 0058 0,057 0,042 9153 91,05 91,77 91,45
149 0059 0,059 0,059 0,041 90,62 90,24 90,47 90,45 <
074 0076 0077 0,065 0,042 81,13 80,60 87,49 83,07 g
0,37 0,146 0,143 0,146 0,041 42,23 44,15 44,54 43,64 E 40
019 0167 0184 0164 0,042 3156 2217 3535 29,69 i
009 0206 0198 0204 0,042 1038 1453 14,11 13,01
kontrola 0,225 0,225 0,231 0,042 '
(“'gc/;gl) 040 042 038 040001
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Sposobnost hvatanja ABTS™ radikala (ukupna antioksidantna sposobnost)

Tabela 8.30. Izmerene apsorbancije radnih proba, korekcije i kontrole

Pocetna
koncentracija A A, Az A Aor Aon
[mg/mL]
A.sativum
0,25 0,5300 0,5341 0,5625 0,0154 0,5422 0,5268
0,5 0,4243 0,4444 0,4480 0,0151 0,4389 0,4238
A. cepa
0,05 0,9606 0,6993 0,9163 0,0234 0,8587 0,8354
0,1 0,6954 0,7264 0,8307 0,0247 0,7509 0,7261
A. carinatum subsp. carinatum, Tara
0,25 0,7141 0,6605 0,5742 0,0233 0,6496 0,6263
0,5 0,3514 0,5437 0,3570 0,0222 0,4174 0,3951
A. carinatum subsp. carinatum, Cemernik
0,25 / 0,7146 / 0,0227 0,7146 0,6920
0,5 0,5285 0,6144 0,4134 0,0237 0,5188 0,4951
A. capinatum subsp. pulchellum, Tara
0,25 0,4721 0,5132 / 0,0436 0,4926 0,4490
0,5 0,4554 0,3863 0,7043 0,0269 0,5153 0,4884
A. capinatum subsp. pulchellum, Vlasinsko jezero
0,25 0,7189 0,7381 / 0,0238 0,7285 0,7047
0,5 0,5803 0,5674 / 0,0239 0,5738 0,5499
A. flavum, Ba¢ka palanka
0,25 0,7679 0,8689 0,7868 0,0240 0,8278 0,8039
0,5 0,5496 0,6633 0,5625 0,0339 0,5918 0,5580
A. flavum, Babusnica, herba
0,1 0,6052 0,4902 0,7793 0,0257 0,6249 0,5992
0,25 0,3351 0,3689 0,3742 0,0264 0,3716 0,3451
A. flavum, Babu$nica
0,25 0,7516 0,7005 0,7674 0,0424 0,7398 0,6974
0,5 0,5043 0,5395 0,5301 0,0434 0,5246 0,4813
A. flavum, Vrsacki breg
0,25 / / 0,7161 0,0263 0,7161 0,6898
0,5 0,4952 0,4309 0,4526 0,0323 0,3997 0,3675
A. flavum, Mokra gora
0,25 0,6268 0,6032 0,6138 0,0452 0,6146 0,5694
0,5 0,4984 0,4895 0,4887 0,0445 0,4922 0,4477
A. flavum, Klisura Jerme
0,25 0,6698 0,7784 0,8290 0,0254 0,7590 0,7337
0,5 0,5836 0,6074 0,4405 0,0211 0,5438 0,5227
A. fuscum, Beli rzav
0,25 / 0,5483 0,8278 0,0258 0,6881 0,6623
0,5 0,3356 0,2663 0,2559 0,0223 0,2859 0,2636
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Tabela 8.31. Izr¢unate vrednosti ukupne aktioksidantne sposobnosti ekstrakata (TAS)

Pocetna koncentracija

?I;:;;;Ii[? mmol Troloxa L™ mmol Trolox ekv, g s, e, [mmol Trol-lc—)ﬁzkv, gis.e]
A. sativum, Sajkas
0,25 0,9331 0,3732
05 1,4425 0,2885 03309
A. cepa, Neradin
0,05 0,7500 1,4999
0,1 1,2359 1,2359 1,3679
A. carinatum subsp. carinatum, Tara
0,25 1,3310 0,5324
0,5 2,2898 0,4580 0,492
A. carinatum subsp. carinatum, Cemernik
0,25 1,0585 0,4234
0,5 1,8750 0,3750 0,3992
A. carinatum subsp. pulchellum, Tara
0,25 1,8866 0,7546
0,5 2,2939 0,4588 0,6067
A. carinatum subsp. pulchellum, Vlasinsko jezero
0,25 1,0057 0,4023
0,5 1,6480 0,3296 0,3659
A. flavum, Bela Palanka
0,25 0,8900 0,3560
0,5 1,6144 0,3229 03394
A. flavum, Babusnica, herba
0,1 1,8008 1,8008
0,25 2,9313 1,1725 14867
A. flavum, Babusnica
0,25 0,8991 0,3597
0,5 1,7583 0,3517 0,3557
A. flavum, Vr$acki breg
0,25 1,3977 0,5591
0,5 2,4047 0,4809 05200
A. flavum, Mokra gora
0,25 1,4081 0,5633
0,5 1,8918 0,3784 0.4708
A. flavum, Klisura Jerme
0,25 1,2025 0,4810
0,5 1,7606 0,3521 0.4165
A. fuscum, Beli rzav
0,25 1,5201 0,6081
0,5 2,8354 0,5671 05876
A. fuscum, Zaovine
0,25 1,2994 0,5198
0,5 1,7700 0,3540 0,4369
A. fuscum, Derventa
0,1 0,6788 0,6788
0,25 1,7040 0,6816 0,6802
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Pocetna koncentracija

TAS

?l;:;;r?ﬁ_t? mmol Troloxa L mmol Trolox ekv, g*s, e, [mmol Trolox ekv, g s, e ]
A. paniculatum, Titelski breg
0,25 1,5613 0,6245
05 2,9064 0,5813 06029
A. melanantherum, Plana
0,25 1,2292 0,4917
0,5 2,3649 0,4730 04823
A. melanantherum, Cemernik
0,25 1,4308 0,5723
0,5 2,1136 0,4227 04975
A. pallens, Beli Rzav
0,25 1,1378 0,4551
0,5 1,6965 0,3393 0,3972
A. rhodopeum, Dimitrovgrad
0,25 0,6733 0,2693
0,5 1,4422 0,2884 0,2789
A. olearaceum, Kosmovac
0,25 1,5253 0,6101 05321
0,5 2,2705 0,4541
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Sposobnost hvatanja hidroksil radikala odredena ESR-metodom

A. flavum subsp. flavum, Babug$nica
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Slika 8.42. ESR spektri za vrste A. flavum subsp. flavum (Babusnica) i A. olearaceum (Kosmovac)
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A. melanantherum, Plana
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Slika 8.43. ESR spektri za vrste A. melanantherum (Plana) i A. pallens (Beli Rzav)
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Slika 8.46. ESR spektri za vrste A. paniculatum (Titelski breg) i A.cepa (Neradin)
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Tabela 8.32. Vrednosti OH'-RSC izraGunate iz ESR spektara i ICsq vredosti o¢itane iz krivih zavisnosti OH'-RSC od

radne koncentracije ekstrakata

Ekstrakt Radna koncentracija ekstrakta OH-RSC 1Cx
[mg/mL] [%6] [mg/mL]
A. flavum subsp. flavum, 0.1 3,17
Babusnicka reka 0.5 38,1 0.72
1,0 61,9
0,1 26,8
A. olearaceum, Kosmovac 0,5 54,3 0,35
1,0 57,9
0,05 11,4
A. melanantherum, Plana 0,1 21,5 0,38
0,5 56,3
0,05 448
A. pallens, Beli Rzav 0,1 66,4 0,06
0,5 75,0
0,05 46,3
- 0,1 51,2
A. rhodopeum, Dimitrovgrad 0.5 57.0 0,09
1,0 74,2
A. carinatum subsp. pulchelum, 0.05 6.0
Vlasinsko jezero 01 328 0,21
0,5 61,2
A. carinatum subsp. carinatum 0.05 254
Comernik ' 0,1 40,3 0,19
0,5 60,0
0,05 40,5
A. fuscum subsp. fuscum, Zaovine 0,1 61,0 0,07
0,5 70,7
. . 0,05 22,2
A. paniculatum subsp. marginatum,
Titelski breg 01 38,9 0,25
0,5 54,6
0,05 11,4
A. cepa, Neradin 0,1 24,0 0,28
0,5 66,4
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Tabela 8.33. Krive zavisnosti OH-RSC od radne koncentracije ekstrakta

A. melanantherum, Plana
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Kapacitet hvatanja NO radikala (NO-RSC)

Tabela 8.34. Rezultati NO testa za ekstrakte vrste A.flavum sa razli¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija NO-RSC (%)
(rl:]t;r/wrcgl) Al A2 A3 Ag RSC-1 RSC-2 RSC-3 vsrgeddnné:t
A. flavum, Vrsacki breg "] A flwm, visackireg
0820 0313 0273 0,292 0,063 1259 26,75 19,83 19,72 .
1639 0278 0254 0281 0,082 31,40 3955 30,30 33,75 §
2459 0351 0291 0,290 0,129 2242 4329 4382 36,51 f . .
3279 0374 0336 0312 0,158 2451 37,71 46,24 36,15 "o
4918 0344 0353 0344 0,222 5756 5414 5746 56,39 2y o
6,557 0,423 0407 0431 07318 6209 6879 6042 64,07 oo Ridnakinm";djamfg,ml)‘"; '
kontrola 0,241 0,280 0,256 0,043
(n:;?% ) 452 361 352 388+0.55
A. flavum, Babusnica
0820 0339 0323 0326 0,059 1871 2341 2259 21,57
1639 0334 0302 0299 0,076 2495 3423 3503 31,40 A. flavum, Babusnica
2459 0336 0329 0327 0,106 3303 3494 3555 34,51
3279 0349 0330 0321 0,126 3538 40,74 4330 39,81 Ew
4918 0379 0393 0361 0,197 46,98 4315 52,32 47,48 % 5 .
6,557 0,436 0420 0463 0,268 51,15 5572 4328 53,43 -
kontrola 0,414 0,385 0,384 0,046 0] "
(n’:gc;:/f;‘%l) 6,02 5,59 4,49 5,37+0,79 ’ 1 Rzadnak;ncentr;cija(rrfg/ml)G !
A. flavum, Klisura Jerme
0820 0250 0,256 0,258 0,062 3441 3242 3181 32,88
1639 0266 0,230 0,247 0,069 31,47 4371 38,03 34,75 o .
2459 0251 0243 0,232 0,080 4043 4334 4718 43,65 o A flvum, s Jeme .
3279 0258 0250 0,256 0,110 4860 51,44 4929 49,78 '
4918 0269 07262 0273 0,134 53,13 5561 5155 53,43 g .
6,557 0328 0,300 0,293 0,164 4295 5281 5505 53,93 g
7869 0314 0317 06349 0,189 56,56 5569 4444 56,12
kontrola 0,341 0342 0328 0,047 *]
30 T T T T T T T T
(nig/?% ) 3,39 321 3,33 331+0,09 o zRadn;konC;mc;a(mg/ﬁml) T

Grafici 8.21.-8.23. Krive zavisnosti NO-
RSC od radne koncentracije ekstrakta za
vrste A. flavum sa razlic¢itih lokaliteta
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Tabela 8.35. Rezultati NO testa za ekstrakte vrsta A.flavum sa razli¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija NO-RSC (%)
konc, RSC-1 RSC-2 RSC-3  Srednja
(mg/ml) Al A2 A3 A Vredn(J)st
s A. flavum, Dimitrovgrad
A. flavum, Dimitrovgrad . .
0,820 0,291 0,303 0,306 0,096 41,40 37,80 36,88 38,70 ] .
1,639 0,291 0,291 0,304 0,148 57,05 57,07 53,12 55,08 g N
o 55 L)
2,459 0,332 07343 0,335 0,207 62,64 59,30 61,80 61,25 § -
3,279 0,369 0,366 0,360 0,252 64,90 65,68 67,69 66,09 “1
4,918 0,437 0429 0420 0,340 70,79 73,36 76,02 73,39 N ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
kontrola 0,377 0,384 0,389 0,055 Radna koncentracija (mg/ml)
ICso 1,24 1,41 150 1,38+0,13
(mg/ml)
A. flavum, Mokra Gora
0,820 0,322 0325 0,314 0074 16,95 15,97 19,48 17,47 5]
A. flavum, Mokra Gora L)
1,639 0292 0351 0,294 0,088 31,53 11,78 30,82 31,17 *
2,459 0,309 0,304 0,303 0,105 31,82 33,49 34,02 33,11 )
4,918 0,317 0319 0,326 0,133 38,67 38,05 35,49 37,40 g
o' 30
6,557 0,352 0370 0,341 0,206 51,22 45,27 54,86 50,45 Z 4]
7,869 0,395 0375 0,387 0,246 1 .
kontrola 0,341 0,385 0,322 0,053 R A S S
|C Radna koncentracija (mg/ml)
S0 7,75 6,94 515  6,61+1,33
(mg/ml)
A. flavum, Bela Palanka
0820 06258 07329 0,316 0,054 30:35 6,47 10,70 8,59 N
] A. flavum, Bela Palanka
1,639 0,294 07304 0,270 0,056 19,27 15,62 27,44 20,78 .
50 4
2,459 0,271 0291 0,262 0,069 31,29 24,27 34,31 29,96 .
3,279 0,255 0,288 0,260 0,082 40,84 29,65 39,30 36,59 g s
0 30
4,918 0,266 0,284 0,275 0,101 43,65 37,63 40,60 40,62 e
z
6,557 6320 0,309 0303 0,148 4165 4527 47,22 46,25
7,869 0,340 0341 0,332 0,199 52,11 51,65 55,00 52,92 101

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Radna koncentracija (mg/ml)

kontrola 0,359 0,340 0,316 0,044

1Cso 6,82 7,70 732  7,28+0,44
(mg/ml)
A. flavum, Babusnica, herba
0,820 0,318 0,322 0310 0,131 40,38 39,04 43,02 40,81 w1 . ,
. flavum, Babusnica, herba
1,639 0357 0361 0,367 0215 5491 53,66 51,74 53,43
2459 0408 0432 0416 0,294 63,69 56,02 61,11 60,27 >
65 4
3279 0468 0459 0461 0,368 67,97 70,92 70,14 69,68 0] (
(@]
4918 0653 0662 0570 0,579 7643 7349 10276 74,96 §
P4
kontrola 0,367 0,392 0,333 0,065 1
454
|Cso 1,34 159 1,46  1,46+0,12 0]
(mg/ml) . : : . .
0 1 2 3 4 5

Radna koncentracija (mg/ml)

Grafici 8.24.-8.27. Krive zavisnosti NO-
RSC od radne koncentracije ekstrakta za
vrste A. flavum sa razli¢itih lokaliteta
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Tabela 8.36. Rezultati NO testa za ekstrakte vrsta A.oleraceum i A. melanantherum sa razli¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija NO-RSC (%)
(;3%) Al A2 A3 Ag RSC-1 RSC-2 RSC-3 Vsrzzdnngst

A.oleraceum, Kosmovac 701 A oleraceum, Kosmovac .
0820 0270 0294 0,284 0,099 1923 754 1257 13,11 &
1639 0275 0263 0263 0,105 1946 2512 2490 23,16 2]
2459 0301 0315 0,310 0,159 3270 2609 2846 29,08 % “]
4918 0342 0404 0407 0,260 6122 3168 30,06 30,87 - 20
6,557 0,398 0,362 0497 0271 3988 5693 723 48,40 e
7869 0509 0490 0481 0421 5851 67,65 7157 65,91 S S S
9836 0440 0561 0586 0,510 13320 7577 6382 69,80 oo A
kontrola 0,264 0257 0,264 0,051
(n:g/?% ) 730 614 529 624=1,01

A. melanantherum, Plana
0820 0334 0325 0326 0,053 1204 1503 1476 13,94 ] A melanantherum, Plana ]
1639 0299 0290 0282 0,060 2515 2801 3068 27,95 o] . ]
2459 0276 0279 0272 0,069 3535 3416 3646 35,32 ] v
3279 0274 0274 0271 0,071 36,36 3655 37,37 36,76 g
4918 0279 0285 0288 0,097 4299 41,09 4027 41,45 o
6557 0310 02303 0314 0,131 4405 4635 4278 44,39
7869 0304 0346 0,331 0,149 51,67 3856 4342 44,55 L S S e S !
kontrola 0,370 0,366 0,359 0,045 Redna koncentracia (mg/m)
(mlgc;:/?%l) n.d. n. d. n. d. n. d.

A. melanantherum, Cemernik

0820 0348 0354 0350 0,052 1204 1503 1476 13,94
1639 0320 0,303 0328 0,072 2515 2801 3068 27,95 %7 A melanantherum, Comernik
2459 0301 0304 0,306 0,076 3535 3416 3646 35,32 '
3279 0292 0302 0302 0,079 36,36 3655 37,37 36,76 Aa
4918 0320 0309 0311 0,11 4299 4109 4027 41,45 ;
6,557 0,335 0,323 0329 0,132 4405 4635 4278 44,39 § 2
7869 0343 0340 0347 0,157 51,67 3856 4342 44,55
kontrola 0,370 0,366 0,359 0,045 o
I1C, Radna kaneantrasiia (majmi)
(mg/srgl) nd nd nd nd Grafici 8.27.-8.29. Krive zavisnosti

NO-RSC od radne koncentracije
ekstrakta za vrste A.oleraceum i A.
melanantherum sa razli¢itih lokaliteta
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Tabela 8.37. Rezultati NO testa za ekstrakte vrsta A. pallens, A rhodopeum i A. carinatum subsp. pulcelum

Radna Absorbancija NO-RSC (%)
(nljgr;r(;l) Al A2 A3 A,  RSCL RSC2 RSC:3 Vsrre%dnngst i | |
A. pallens subsp. tenuiflorum, Beli Rzav ol e st B .
1,639 0292 0,299 0,302 0,097 2,52 0,00 0,00 0,84 )
2459 0290 0,297 0,293 0,114 11,65 8,11 10,25 10,00 § g
4918 0305 0305 0315 0,143 18,64 19,09 1411 17,28 g )
6,557 0313 0324 0,338 0,169 2787 2240 1542 21,90 )
7869 0312 0345 0361 0,204 4623 2963 21,48 32,44 "] " | | | |
9836 0,349 0,383 0352 0,249 50,25 33,04 4863 43,98 ° " atne oncantacia (ngiml)
kontrola 0,237 0,241 0,267 0,048
(n:glsr(r]ﬂ) n.d. n. d. n. d. n. d.
A. rhodopeum, Dimitrovgrad ] A rhodopeum, Dimitrovgrad

0,820 0275 0,266 0,259 0,067 0,00 0,00 3,39 113
1639 0271 0261 0239 0074 1,04 6,24 16,96 8,08 K
2459 0,225 0,249 0,244 0,084 2929 17,26 19,76 22,10 ;)7
4918 0234 0227 0219 0103 3424 37154 4170 37,82 g™
6,557 0,240 0,223 0,222 0,124 4144 5013 50,45 47,34
7869 0,230 0,236 0,228 0,146 57,68 54,88 5888 57,15 7 ’ ' ' ' ' '
9,83 0265 0238 0251 0,159 4684 6024 54,01 57,13 D Radnakoncentadia (gim)
kontrola 0,258 0241 0263 0,055
(nigf;% ) 700 692 664  685:0,19

A. carinatum subsp. pulchellum, Vlasinsko jezero ™ p carintum cubsp.pulchelm, Viasinsko jezero
0,820 0,253 0,276 0,266 0,066 2265 13,19 17,58 17,81 '
1639 0262 0,283 0,238 0,113 3856 29,96 4841 38,98
2459 0271 0,293 0,280 0,128 4118 3203 37,55 36,92 S
4918 0347 0351 0339 0229 51,56 49,98 5485 52,13 % |
6,557 0391 0,386 0,39 0,279 53,74 56,05 51,67 53,82 =
7869 0448 0439 0333 0,336 5374 5721 100,89 5548 “1
kontrola 0,290 0,285 0,303 0,050 o3 ; ; ; A
ICso Radna koncentracija (mg/ml)
(mg/ml) 5,19 4,87 4,49  4,85+0,35

Grafici 8.30.-8.33. Krive zavisnosti
NO-RSC od radne koncentracije
ekstrakta za wvrste A. pallens, A
rhodopeum i A. carinatum subsp.
pulcelum
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Tabela 8.38. Rezultati NO testa za ekstrakte podvrsta A. carinatum subsp. pulchelum i A. carinatum subsp. carinatum

Radna Absorbancija NO-RSC (%)
(;3%) Al A2 A3 A,  RSCL RSC2 RSC:3 \/Sr:eeddnncj;gt
A. carinatum subsp. pulchellum, Tara

0,820 0457 0467 0513 0,054 14,80 12,63 3,09 10,17
1,639 0416 0476 0,445 0,062 25,14 12,45 19,17 18,92
2459 0409 0430 0427 0,053 24,81 20,37 20,97 22,05
4,918 0,375 0,402 0,401 0,056 32,68 27,01 27,23 28,97
6,557 0,359 0,393 0,373 0,072 39,25 32,06 36,42 35,91
7,869 0,340 0,351 0,342 0,085 46,12 43,70 45,58 44,91
9,836 0469 0441 0,482 0,219 47,09 53,11 44,45 48,22
kontrola 0493 0,557 0516 0,049

(n:gf;;’“) nd 9205 nd  nd

A. carinatum subsp. carinatum, Cemernik

0,820 0,463 0,434 0511 0,047 11,30 17,46 0,89 9,89
1,639 0429 0434 0,513 0,051 19,32 18,28 1,27 12,96
2,459 0412 0,421 0,480 0,051 22,86 20,95 8,38 17,40
4,918 0,391 0428 0,434 0,053 27,83 20,00 18,60 22,14
6,557 0,376 0,393 0,401 0,056 31,62 28,06 26,16 28,61
7,869 0,362 0,368 0,379 0,062 36,02 34,59 32,37 34,33
9,836 0,362 0,368 0,360 0,095 42,93 41,63 43,46 42,67
kontrola 0,506 0,469 0,574 0,048

(mlgc;:/?%l) n. d. n. d. n. d. n. d.

A. carinatum subs. carinatum, Tara

0,820 0,269 0,249 0,275 0,066 22,74 30,23 20,48 24,48
1,639 0,258 0,255 0,257 0,067 27,62 28,76 28,04 28,14
2,459 0,247 0,237 0,257 0,083 37,42 41,39 33,82 37,54
3,279 0,248 0,256 0,244 0,083 37,10 34,07 38,72 36,63
4,918 0,270 0,253 0,256 0,101 35,95 42,44 41,36 39,92
6,557 0,275 0,270 0,272 0,111 37,72 39,57 38,53 38,61
7,869 0,287 0,285 0,300 0,134 41,74 42,73 37,08 40,52
kontrola 0,321 0,318 0,304 0,051

(n:;?‘r’“) n. d. n.d n. d. n. d.

] A.carinatum subsp. pulchellum, Tara
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Grafici 8.33.-8.35. Krive zavisnosti
NO-RSC od radne koncentracije
ekstrakta za podvrste A. carinatum
subsp. pulchelum i A. carinatum
subsp. carinatum
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Tabela 8.39. Rezultati NO testa za ekstrakte vrsta A. fuscum var. fuscum, A. paniculatum i A. cepa

Radna Absorbancija NO-RSC (%)
(nligml) Al A2 A3 Ay RSC-1 RSC-2 RSC-3 \/Srzeddnnést
A. fuscum var. fuscum, Zaovine

0,820 0,380 0,355 0,356 0,068 -2,58 5,78 5,42 2,87
1,639 0,344 0,350 0,348 0,087 15,55 13,54 14,16 14,42
2459 0361 0346 0372 0,127 23,14 28,11 19,43 23,56
4,918 0,397 0432 0,424 0,198 34,76 23,08 25,67 27,84
6,557 0415 0429 0448 0,226 37,85 33,32 27,12 32,76
7,869 0481 0479 0472 0,297 39,44 40,01 42,46 40,64
9,836 0546 0,557 0,553 0,389 48,48 4485 46,02 46,45
kontrola 0,354 0,365 0,341 0,050

(n:glsr(r]ﬂ) n. d. n. d. n. d. n. d.

A. paniculatum subsp. marginatum, Titelski Breg

0,820 0,312 0,346 0,368 0,065 25,31 15,26 8,59 16,39
1,639 0,340 0,363 0,366 0,115 32,14 24,97 24,30 27,14
2,459 0,403 0,397 0,391 0,208 40,95 42,79 44,62 42,79
3279 0460 0440 0455 0,264 40,72 46,87 42,24 43,27
4,918 0465 0523 0,569 0,369 71,19 53,70 39,65 46,68
6,557 0,711 0,744 0,742 0576 59,34 49,32 49,94 52,87
7,869 0,931 0,949 0,953 0,792 57,74 52,30 51,31 53,78
kontrola 0,395 0,368 0,361 0,044

(n:g/?% |) 459 457 764  458+0,01

A. cepa, Neradin

0,820 0,352 0,332 0,329 0,078 20,54 26,35 27,02 24,64
1,639 0,354 0,312 0,309 0,085 21,86 34,02 35,04 30,31
2,459 0,380 0,313 0,311 0,121 24,50 44,13 44,53 37,72
4,918 0,404 0,390 0,396 0,221 46,86 50,92 49,09 48,96
6,557 0,415 06497 0455 0,306 68,30 4461 56,67 62,49
9,836 0,669 0,68 0,697 0,610 82,79 78,10 74,61 78,50
kontrola 0,435 0,357 0,389 0,050

(rr:;f;% |) 514 420 473  4,69+047
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Sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije (LP)

Tabela 8.40. Rezultati LP testa za ekstrakte vrste A. flavum sa razlic¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija 1 (%)
(nlig?rfw ) Al A2 A3 A 1 12 13 Vsrgijdnrggt
A. flavum, Vrsacki breg
0,380 0,251 622 0,256 0,062 12,55 26,58 10,03 11,29
0,569 0,237 0,255 0,217 0,074 2484 16,23 33,87 24,98
0,760 0,211 0,230 0,230 0,090 44,06 3504 3522 38,11
1,515 0,239 6274 0,247 0,144 55,89 39,95 5231 54,10
2,264 0,275 0,290 0,287 0,188 59,69 52,87 54,12 55,56
3,008 0,321 6356 635% 0,232 58,96 42,85 4505 58,96
kontrola 0,241 0,280 0,256 0,043
(n1|§/5r$1|) 0844 1,118 1,230 1,06+0,198
A. flavum, Babusnica
0,380 0,214 0,224 0,203 0,059 34,04 29,67 38,59 34,10
0,569 0,208 0,208 0,204 0,075 43,46 43,34 45,30 44,03
0,760 0,213 0,205 6;487 0,088 46,42 50,15 5789 48,29
1,515 0258 0,243 0,238 0,131 4586 52,35 54,49 53,42
2,264 0,291 0,301 0,274 0,186 54,98 50,89 62,48 56,12
3,008 0342 0,323 0,322 0,224 49,90 57,86 58,57 58,21
kontrola 0,251 0,283 0,323 0,051
(m'g’/f;%l) 0811 0759 0764 0,7780,029
A. flavum, Klisura Jerme
0,380 0,294 0,302 0,305 0,065 12,23 9,27 8,03 9,84
0,569 0,267 0,264 0,286 0,075 26,62 27,43 19,12 24,39
0,760 0,261 0,241 6228 0,090 34,73 4220 4718 38,47
1,139 0,263 0,268 0,270 0,140 52,72 50,57 49,91 51,07
1,515 0,281 0,302 0,285 0,164 54,95 47,12 53,60 51,89
3,008 0,419 0,394 0,410 0,303 55,60 64,85 58,80 59,75
kontrola 0,307 0,279 0,343 0,049 12,23 9,27 8,03 9,84
(n:g:/?%l) 1,087 1,130 1,179 1,13 +£0,046

s A. flavum, Vrsacki breg

T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30

Radna koncentracija (mg/mL)

s A. flavum, Babusnica

30 :

0,0 05 1‘0 1,‘5 2,‘0 2,‘5 310
Radna koncentracija (mg/mL)

604 A. flavum, Klisura Jerme .

504 ) "

T y y v v v
00 05 10 15 20 25 30
Radna koncentracija (mg/ml)

Grafici 8.39.-8.41. Krive zavisnosti
inhibicije LP od radne koncentracije

ekstrakta za wvrstu A.
razli¢itih lokaliteta

flavum sa
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Tabela 8.41. Rezultati LP testa za ekstrakte vrste A. flavum sa razli¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija 1 (%)
(nlﬁgﬂf{n Al A2 A3 Ag o2 s Sedn
A. flavum, Dimitrovgrad ®71 A flavum, Dimitrovgrad .
0,380 0,167 0,166 0,166 0,063 47,61 4845 48,09 48,05
0,569 0,155 0,157 0,159 0,075 60,05 59,05 58,04 59,05 ] ; ]
0,758 0,152 0,151 0,160 0,085 66,38 67,08 6258 66,73 = o
1,504 0,164 0171 0,169 0,109 72,25 6856 69,78 69,17
2239 0182 0194 0185 0145 8151 7549 79,97 78,99
kontrola 0244 0254 0245 0,048 ' " Radna konceniracia (mg/m) '
(m'glﬁ’ﬂ) 0,402 0401 0,383  0,395+0,011
A. flavum, Mokra Gora
0,190 0,163 0,154 0,165 0,062 37,79 43,16 36,24 39,07 %7 A flavum, Mokra Gora .
0,380 0,152 0,155 0,160 0,064 45,09 43,20 40,25 42,85 ,:
0,760 0,156 0,151 0,157 0,074 49,40 52,27 48,88 50,83 o )
1,515 0,166 0,152 0,155 0,115 68,18 76,62 74,76 75,69 g 60
2,264 0,170 0164 0172 0,117 66,81 70,49 65,88 67,73 e
kontrola ~ 0214 0203 0211 0,048 .
(m'gf;%l) 0,742 0,741 0,775  0,7530,019 i i - - - - o
A. flavum, Bela Palanka Radna koncentracia (mg/m)
0,380 0,131 0,137 0,139 0,052 4252 3884 37,20 39,52

| A.flavum, Bela Palanka

0760 0146 0134 0134 0058 3657 4545 4485 4229 .
1515 0133 0140 0140 0077 6031 5494 5502 57,63
2264 0149 0146 0141 0094 6051 6266 6566 64,16 o ]
3008 0157 0162 0158 0106 6358 60,18 6271 6216 =
kontrola 0193 0182 0185 0,048 "

1Cso 0905 1,065 1,093 1,020,101

L]
T T T T T
00 05 10 15 2,0 25 3

(mg/ml) o
Radna koncentracija (mg/ml)
A. flavum, Babusnica, herba
0,038 0,195 0,204 0,202 0,045 3580 32,32 33,16 33,76 7 A flavum, Babusnica, herba
0,095 0,184 0205 0,185 0,046 41,00 3223 40,62 37,95 "1
65

0,190 0,186 0,181 0,164 0,049 4127 4350 50,85 42,39

0380 0169 0145 0,154 0,062 54,40 64,76 61,00 62,88 ="

0,760 0,137 0,134 0,145 0,071 72,13 73,00 68,47 71,20 Tl

kontrola 0,275 0,290 0,283 0,048 .

ICso 0320 0254 0185  0,253:0,068 o
(mg/ml) 0.0 01 02 03 04 05 06 0,7 08

Radna koncentracija (mg/ml)

Grafici 8.42.-8.44. Krive zavisnosti
inhibicije LP od radne koncentracije
ekstrakta za wvrstu A. flavum sa
razli¢itih lokaliteta
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Tabela 8.42. Rezultati LP testa za ekstrakte vrsta A. oleraceum i A. melanantherum sa razli¢itih lokaliteta

Radna Absorbancija 1[%]

[rﬁg?&’.) Al A2 A3 A I-1 -2 I3 vsrre%dnrg:‘t
A.oleraceum, Kosmovac "1 A oleraceum, Kosmovac

0,1455 0,390 0,361 0,324 0,050 14,57 21,96 31,27 22,60 604 :
0,3636 0,310 0,304 0,285 0,065 38,43 39,82 44,69 40,98 w0
0,7273 0,313 0,293 0,282 0,097 45,66 50,85 53,62 48,25 £ w . ]

1,0909 0,296 0,293 0,289 0,115 54,54 55,19 56,32 55,75 h "

1,4545 0279 0,299 0,291 0,123 60,76 55,85 57,90 58,17 )
2,1818 6,264 0,333 0,335 0,180 8,95 61,46 61,05 61,25 ] P
2,9091 0377 6536 0353 0,215 59,28 1934 65,39 62,33 Radna koncentracija (mg/mi)
kontrola 0,436 0,449 0,449 0,046

ICso 0804 0687 0533  0,675:0,136
[mg/ml] ' ' ' ’ >

A. melanantherum, Plana

0380 0260 0259 0264 0,061 482 529 305 4,39
%1 A. melanantherum, Plana
0569 0280 0273 0270 0,076 224 537 7,02 4,88
0760 0286 0322 0294 0,094 812 920 456 6,34
504
1,139 0319 0289 0,293 0,109 051 1362 11,89 12,75 ]
1515 0299 0301 0,306 0,141 2456 2382 21,08 23,15 = ]
2264 0150 0134 0143 0,074 6373 7126 66,98 67,32 fz .
3008 0147 0,147 0145 0,095 7511 74,93 7589 75,31 ol
kontrola 9265 0289 0257 0,061 % b bom o m o
ic z . 1 2. Radna koncentracija (mg/ml)
S0 1964 1,850 1,942 1,920,060
[mg/ml]
A. melanantherum, Cemernik
0380 0307 0265 0271 0,071 1282 692 426 5,59
0569 0270 0,256 0274 0,072 520 11,69 3,18 6,69 71 A melanantherum, Cemermik
0760 0266 0256 0273 0,080 11,17 1606 7,75 11,66 ]
50 o
1139 0266 0283 028 0,096 1893 10,99 11,86 11,42 i
~ 404
1515 0331 0291 0,289 0,120 126 1827 19,01 18,64 €.
2264 0148 0,159 0,166 0,074 6470 59,14 56,15 60,00
3008 0155 0,149 0,146 0,086 66,86 69,73 71,29 69,29 ol
kontrola 0,265 0,289 0,257 0,061 Oo,o 05 o s 20 25 30
IC Radna koncentracija (mg/ml)
%0 1721 2,088 2,134 1,98+0,226
[mg/ml]

Grafici 8.45.-8.47. Krive zavisnosti
inhibicije LP od radne koncentracije
ekstrakta za vrsta A. oleraceum i A.
melanantherum sa razli¢itih lokaliteta
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Tabela 8.43. Rezultati LP testa za ekstrakte vrste A. pallens, A. rhodopeum i A carinatum subsp. pulchelum

Radna Absorbancija 1[%]
[rﬁgm] Al A2 A3 Ag 12 13 Vsrﬁjdn“g;
A. pallens subsp. tenuiflorum, Beli Rzav

0,380 0,286 0,248 0,273 0,076 -095 17,22 515 2,10
0,569 0,255 0,225 0,250 0,076 13,95 28,37 16,20 15,08
0,760 0,263 0,232 0,262 0,106 2462 39,11 25,03 24,83
1,139 0,267 0,266 0,258 0,129 3354 3386 37,97 35,75
1,515 0,267 0,262 0,265 0,176 55,87 58,48 57,04 56,46
2,909 0,229 0,233 0,230 0,149 61,98 59,95 61,26 61,62

kontrola 0,292 0,262 0,262 0,064

[”:;:/Sr%” 1476 1431 1374 1,427+0,051

A. rhodopeum, Dimitrovgrad

0,368 0,288 6239 0,285 0,072 12,52 3244 1381 13,16
0,550 0,248 0,276 0,267 0,080 31,98 20,62 24,04 25,55
0,735 0271 0282 0,227 0,101 31,16 26,76 49,01 35,64
1,10 0,266 0,268 0,271 0,123 41,93 40,98 40,03 40,98
1,46 0,306 0,288 0,303 0,163 41,82 49,35 43,01 44,73
2,19 0,338 0,328 0,330 0,195 41,92 46,09 4541 44,47
291 0,365 0,369 0,363 0,256 55,78 54,05 56,78 55,54

kontrola 0,284 0,292 0,274 0,036

[nlglﬁl] 2312 2803 1997 237+0,406

A.carinatum subsp. pulchellum, Vlasinsko jezero

0,368 0,229 0,225 0,230 0,059 954 11,72 9,07 9,31
0,550 619% 0,220 0,226 0,065 32,97 17,58 14,65 16,11
0,735 0,215 0,231 0,224 0,080 27,87 19,70 2341 23,66
1,101 0,238 0,225 0,229 0,098 25,37 32,34 30,19 28,85
1,465 0,250 0,254 0,257 0,126 3397 31,79 3047 31,13
2,190 0,282 0,285 0,287 0,156 32,81 31,39 30,26 31,49
2,909 0,318 0,311 0,316 0,211 43,03 46,77 43,85 44,90

kontrola 0,223 0,209 0,250 0,039

[mlgc;:/sr?wl] n.d. n.d. n.d. n.d.
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Tabela 8.44. Rezultati LP testa za dve podvrste A. carinatum

Radna Absorbancija 1[%]
[n|§37r${|] Al A2 A3 Ag 112 -3 vsrgzdn'g?t
A.carinatum subsp. pulchellum, Tara

0,368 0,234 0,226 0,228 0,051 12,97 16,78 15,74 14,36
0,550 0,208 0,225 0,219 0,095 4596 37,81 40,70 41,49
0,735 0,224 0,239 0,218 0,108 4464 37,37 47,47 43,16
1,101 0,252 0,251 6242 0,150 51,24 51,58 56,02 51,41
1,465 6,282 0,269 0,271 0,167 4475 51,15 50,21 50,68
2,190 0,333 0,319 0,327 0,232 51,86 58,14 54,45 54,82
2,909 0,385 0,388 6399 0,298 58,41 56,86 51,63 57,63

kontrola 0,251 0,245 0,267 0,045

[n:gf;;l] 1386 1213 1415  134+0,109

A.carinatum subsp. carinatum, Cemernik

0,380 0,244 0,242 0,241 0,058 18,44 19,27 19,70 19,14
0,569 0,244 0,240 0,238 0,070 23,67 25,43 26,31 25,13
0,760 0,252 0,249 0,224 0,074 21,89 2314 34,25 26,43
1,139 0,275 0,259 0,260 0,105 2497 31,98 31,82 29,59
1,515 0,275 0,273 6288 0,118 30,80 31,81 24,99 31,30
2,264 0,315 0641t 0312 0,164 3354 -8388 34,84 34,19
3,008 0,371 0,366 0,360 0,221 33,84 36,34 38,56 36,25

kontrola 9215 0,260 0,273 0,039

[n:gc;/sr?ﬂ] n.d. n.d. nd. n.d.

A.carinatum subsp. carinatum, Tara

0,368 0,251 0,236 0,286 0,066 323 1104 - 1547 7,13
0,550 0,249 0,238 0,237 0,070 6,26 11,55 12,28 11,91
0,735 0,245 0,244 0,250 0,084 1557 15,75 12,92 14,75
1,101 0,257 0,268 0,285 0,101 18,17 12,40 3,31 15,29
1,465 0,266 0,275 0,289 0,133 30,42 25,25 18,31 21,78
2,190 0,309 0,328 0,321 0,180 32,45 22,49 26,01 26,98
2,909 0,355 0,364 0,330 0,228 33,50 28,60 46,53 36,21

kontrola 9215 0,237 0262 0,047

[n:gflsr?ﬂ] n.d. n.d. n.d. n.d.

Grafici

A. carinatum subsp. pulchellum, Tara

T T T T T T
0,0 05 1.0 15 2,0 25 30
Radna koncentracija (mg/ml)

%+ A carinatum subsp. carinatum, Cemernik
364 u

34 ]

T T T
00 05 10 15 20 25 30

Radna koncentracija (mg/ml)

409 A. carinatum subsp. carinatum, Tara

T T T T T T
00 05 1.0 15 20 25 30

Radna koncentracija (mg/ml)

8.51.-8.53. Krive zavisnosti

inhibicije LP od radne koncentracije
ekstrakta podvrste A. carinatum subsp.
pulchelum i A.
carinatum

carinatum  subsp.

299



mr Natasa Simin Doktorska disertacija

Tabela 8.45. Rezultati LP testa za ekstrakte vrste A. fuscum var. fuscum, A. paniculatum i A. cepa

Radna Absorbancija 1[%]
konc -
' Srednja
[mg/ml] Al A-2 A-3 Axor -1 1-2 1-3 vrednost
A.fuscum var. fuscum, Zaovine 9 )
51 A. fuscum subsp. fuscum, Zaovine
0,038 0,214 0,236 0,232 0,045 22,59 12,10 14,17 17,34 ol
0,076 0,214 0,219 0,227 0,047 23,45 21,06 17,37 19,22 55
0,095 0,220 0,221 0,225 0,045 19,83 19,23 17,59 18,88 A40< y
X3
0,190 0,211 0,212 0,209 0,048 25,47 24,91 26,64 25,19 = 0]
0,380 0,200 0,219 0,188 0,074 42,38 33,71 47,94 40,83 %+ L]
0,760 0,187 0,171 0,177 0,066 44,81 51,87 49,32 48,66 1
154
1,091 0,169 0,171 0,172 0,072 55,77 54,84 54,16 54,92 00 02 04 08 08 10 12

Radna koncentracija (mg/ml)

kontrola 0,266 0,276 0,256 0,048

[n:;:;;%l] 0637 0851 0787  0,759+0,110
A. paniculatum subsp. marginatum, Titelski Breg
0380 0235 0213 0217 0,059 1838 2862 26,91 24,64 ] P Paniculatum subsp. marginatum, Titeisd breg
0569 0207 0206 0,196 0,070 3627 3712 4171 38,37 . .
0760 0214 0213 0202 0,079 3732 3785 4321 39,46
1515 0214 0211 0210 0,112 5254 5394 5444 53,64 ¥ e
2264 0245 0246 0247 0,140 5158 5094 50,42 50,98 =
kontrola 0241 0280 0,256 0,043
[n:;:;;%l] 125750 105868 132861  1.21+0,140 il .0'5 S
A.cepa, Neradin Radna koncentracija (mg/mi)
0036 0351 0326 0341 0042 2701 3280 2935 29,72
0073 0296 0293 0273 0,043 4022 4104 4572 42,33 | A cepa,Nerain
0146 0240 0264 0,297 0,074 60,80 54,93 47,33 57,87
0364 0200 0192 0,194 0,056 6593 6782 67,25 67,54 "
0727 0202 0,198 0,183 0,082 71,74 7265 76,08 73,49 "
1,091 0199 0198 0,201 0,097 7576 7600 7538 75,72 %l
1455 0200 0203 0217 0,104 7731 7662 7335 76,96 ol
kontrola 0471 0466 0454 0,041 ol
[n:gc/ﬁl] 0,104 0122 0,142  0,123£0,019 P S A A R

Radna koncentracija (mg/ml)

Grafici 8.54.-8.56. Krive zavisnosti
inhibicije LP od radne koncentracije
ekstrakata wvrsta A. fuscum var.
fuscum, A. paniculatum i A. cepa
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8.8 ANTIINFLAMATORNI POTENCIJAL EKSTRAKATA

Tabela 8.46. Inhibicija produkcije 12-HHT, PGE,, TXB, i 12-HETE za ekstrakt A. flavum, Babusnica, cela biljka

A. flavum,
cela biljka 12-HHT/PGB; 1 [%]
Rkadna . Proba-  Proba-  Proba- srednja
onc, Korekcija
1 2 3 vrednost
[mg/mL]
12 0,000 0,013 0,000 0,000 99,2
8,0 0,000 0,000 0,006 0,000 99,6
6,0 0,000 0,000 0,000 0,000 100
4,0 0,000 0,056 0,283 0,234 65,8
2,0 0,000 0,493 0,476 0,380 19,5
04 0,000 0,754 0,927 0,685 0,00
Kontrola 0,039 0,628 0,558 0,606
1Csp
[ma/mL]’ 2,67+0,23
ﬁélg"’l‘)‘fﬁ'& PGE,/PGB, I [%]
Rkadna - Proba-  Proba-  Proba- srednja
onc, Korekcija
1 2 3 vrednost
[mg/mL]
12 0,057 0,047 0,055 0,029 110,3
8,0 0,042 0,090 0,038 0,046 87,4
6,0 0,050 0,074 0,084 0,055 84,2
4,0 0,023 0,083 0,114 0,110 39,2
2,0 0,037 0,126 0,149 0,102 32,4
0,4 0,000 0,188 0,134 0,105 0,00
Kontrola 0,000 0,172 0,086 0,135
ICSO
[mg/mL] 4,36+0,07
cAél‘:T)‘;EEA TXB,/PGB; I [%]
Rkadna " Proba-  Proba-  Proba- srednja
onc, Korekcija
1 2 3 vrednost
[mg/mL]
12 0,00 0,00 0,00 0,00 100
8,0 0,00 0,00 0,00 0,00 100
6,0 0,00 0,00 0,00 0,00 100
4,0 0,00 0,037 0,211 0,213 74,0
2,0 0,00 0,628 0,591 0,549 3,60
0,4 0,00 1,236 0,879 0,766 0,00
Kontrola 0,000 0,955 0,318 0,562
ICso
[mg/mL] 3,11+0,04
A. flavum,
cela biljka 12-HETE/PGB;, 1 [%)]
Rkadna . Proba-  Proba-  Proba- srednja
onc, Korekcija 1 5 3 vrednost
[mg/mL]
12 0,296 0,180 0,166 0,214 104
8,0 0,429 0,156 0,271 0,305 106
6,0 0,438 0,302 0,368 0,349 103
4,0 0,502 0,301 1,625 1,512 79,1
2,0 0,133 2,604 2,755 2,311 20,0
0,4 0,210 3,264 3,439 3,643 0,00
Kontrola 0,396 3,118 3,283 3,904
ICs0
[mg/mL] 2,92+0,27

“Rezultati su izraZeni kao ICso vrednost + standardna greska ponovljivosti
(odredena tokom validacije metode)
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Grafici 8.57.-8.60. Krive zavisnosti
inhibicije produkcije 12-HHT, PGE,,
TXB, i 12-HETE od radne
koncentracije  ekstrakta vrste A.
flavum (Babusnica, cela biljka)

301



mr Natasa Simin

Doktorska disertacija

Tabela 8.47.Inhibicija produkcije 12-HHT, PGE,, TXB, i 12-HETE

Inhibicija (%)

Inhibicija (%)

Inhibicija (%)

Inhibicija (%)

Babusnica
A. flavum,
nadzemni 12-HHT/PGB, 1 [%]
deo
Rkadna - Proba-  Proba-  Proba- srednja
onc, Korekcija
1 2 3 vrednost
[mg/mL]
4,00 0,10
0,049 0,117 0,046 1116
2,00 0,067 0,093 0,000 0,115 99,3
0,40 0,080 0,342 0,274 0,266 25,4
0,20 0,067 0,458 6,370 06,355 -14.3
0,04 0,000 0,428 0,381 0,392 -16,6
0,02 0,000 0,419 0,326 0,250 -15,8
Kontrola 0,095 0,272 0,453 0,420
1Cs
(mgimL]" 0,700+0,06
A. flavum,
nadzemni PGE,/PGB; 1 [%]
deo
Rkadna .. Proba-  Proba-  Proba- srednja
onc, Korekcija 1 ) 3 vrednost
[mg/mL]
4,00 0,041 0,052 0,045 0,053 97,8
2,00 0,059 0,043 0,032 0,040 105
0,40 0,027 0,428 0,288 0,298 30,9
0,20 6,000 0426 043% 0395 1,00
0,04 0,000 0,389 0,342 0,338 154
0,02 0,000 0,400 0,383 0,349 10,5
Kontrola 0,000 0,450 0,502 0,313
ICso
[mg/mL] 0,570+0,01
A. flavum,
nadzemni TXB,/PGB, 1 [%]
deo
iiﬂg? Korekcija Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] 1 2 3 vrednost
4,00 0,050 0,059 0,030 0,052 100,2
2,00 0,062 0,050 0,034 0,049 100,3
0,40 0,053 1,046 0,618 0,748 28,6
0,20 0,055 1,336 1.652 1647 -12.0
0,04 0,062 1,332 1,124 1,205 13,2
0,02 0,085 1,470 1,339 1,182 6,40
Kontrola 0,081 1,401 1,746 1,087
ICso
(mg/mL] 0,629+0,008
A. flavum,
nadzemni 12-HETE/PGB, 1 [%]
deo
Eadna . Proba-  Proba-  Proba- srednja
onc, Korekcija
1 2 3 vrednost
[mg/mL]
4,00 0,104 0,049 0,117 0,046 101
2,00 0,067 0,093 0,000 0,115 99,9
0,40 0,080 0,342 0,428 0,026 93,6
0,20 0,206 0,518 0,583 0,336 85,6
0,04 0,602 3,800 3,100 3,270 15,7
0,02 0,141 3,760 3,900 3,600 -9,9
Kontrola 0,572 2,339 4,977 4,356
ICso
[mg/mL] 0,084+0,008

“Rezultati su izraZeni kao ICgo vrednost + standardna greska ponovljivosti

(odredena tokom validacije metode)
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Grafici 8.61.-8.64. Krive zavisnosti
inhibicije produkcije 12-HHT, PGE,,
TXB, i 12-HETE od radne
koncentracije  ekstrakta vrste A.
flavum (Babusnica, nadzemni delovi)
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Tabela 8.48. Inhibicija produkcije 12-HHT, PGE,, TXB, i 12-HETE za ekstrakt A, melanantherum, Plana

A

melanantherum, 12-HHT/PGB; 1 [%]
Plana 1004 A. melanantherum, Plana
Radna konc, Korekciia Proba- Proba- Proba- srednja "
[mg/mL] ) 1 2 3 vrednost -
12 0,000 0,000 0,000 0,000 100 :: o
8,0 0,000 0,000 0,000 0,032 98,0 ‘;3
6,0 0,000 0,106 0,038 0,126 83,5 £ 0]
4,0 0,000 0,221 0210 0,227 59,7
2,0 0,000 0,347 0451 0,337 30,4 2]
04 0,000 0,333 0477 0542 17,1 — T T T T %
Kontrola 0,000 0,505 0,600 0,526 Radna koncentracia (mg/mL)
ICso [mg/mL]" 3,41£0,29
o
me|anantherum’ |:)(_‘.’E2/|:>C.;B2 | [Cyo] A. melanantherum, Plana DoseResp Fit of Inhibicija
Plana 1
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja o0
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost _
12 0,000 0,000 0,000 0,000 100 €
8,0 0,014 0,040 0,060 0,095 74,5 g
6,0 0,000 0,106 0,167 0,130 32,3 £
4,0 0,000 0,182 0,185 0,193 5,90 w0l
2,0 0,000 0,167 0,190 0,219 3,10
04 0,000 0,108 0,192 0,206 15,2 o : —— —
KolrgrOIa 0’000 0’219 0’162 0’215 Radna koncentracija (mg/mL)
50
[mg/mL] 3,61+0,06
A.
melanantherum, TXB,/PGB, 1 [%] " DoseResp Fitof isicia
Plana 7 A melanantherum, Plana
Radna konc, . Proba-  Proba-  Proba- srednja %
[mg/mL] Korekcija 1 2 3 vrednost
12 0,048 0,000 0,034 0,024 102 8w
8,0 0,036 0,050 0,075 0,123 96,7 &
6.0 0,057 0261 0297 0310 83,6 £”
4,0 0,055 0,632 0,699 0,568 59,0 B
2,0 0,078 1,433 1,027 1,107 21,2
04 0,054 0,775 1,593 1,701 7,60 o1
Kontrola 0,084 1,578 1,204 1,702 0 2 : 5 8 10 2
|C50 Radna koncentracija (mg/mL)
[mg/mL] 5,35+0,07
A 0 = 12-HETE
melar;algar;erum, 12-HETE/PGB;, 1 [%] o] A melanantnerum, Piana DoseResp Fit of Inhibicija
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja w0l
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost
12 0,779 0,805 0,839 0,967 97,3 F w0
8,0 0,853 1276 1552 1,695 80,3 =
6,0 0,734 2,043 2,494 2,331 53,3 § 40
4,0 0,585 2,463 2,619 2,864 38,0 £
2,0 0,697 2,774 4235 3,949 11,3 S
0,4 0,550 2,539 4,444 4,336 3,20 o . .
Kontrola 0,670 2,543 2,625 1,705 i i i i i i i
IC50 0 2 4 6 8 10 12
[mg/m L] 6,89+0,64 Radna koncentracija (mg/mL)
“Rezultati su izraiem’. kaq.ICSO vrednost + standardna greska ponovljivosti Grafici 8.65.—-8.68. Krive zavisnosti
(odredena tokom validacije metode) inhibicije produkcije 12-HHT, PGE,,
TXB, i 12-HETE od radne

koncentracije  ekstrakta wvrste A.
melanantherum (Plana)
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Tabela 8.49. Inhibicija produkcije 12-HHT, PGE,, TXB, i 12-HETE za ekstrakt A. carinatum subsp. carinatum,

Cemernik
A. carinatum
subsp. 12-HHT/PGB; 1 [%]
carinatum
Radna konc, - Proba-  Proba-  Proba- srednja
[ Korekcija
1 2 3 vrednost
g/mL]
12 0,000 0,065 0,090 0,102 78,5
8 0,00 0,08
0 0,107 0,071 784
6,0 0,000 0,116 0,152 0,193 61,6
40 0,000 0,199 0,234 0,252 42,9
2,0 0,000 0,239 0,223 0,226 42,6
0,4 0,000 0,268 0,303 0,306 26,9
Kontrola 0,000 0,301 0,469 0,430
ICso [mg/mL]" 4,58+0,39
A. carinatum
subsp. PGE./PGB;, 1 [%]
carinatum
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost
12 0,000 0,470 0,506 0,573 -14,4
8,0 0,000 0,427 0,406 0,432 0,68
6,0 0,000 0,432 0,440 0,431 3,98
4,0 0,000 0,511 0,468 0,424 -10,1
2,0 0,000 0,507 0,387 0,353 2,14
0,4 0,000 0,336 0,325 0,341 213
Kontrola 0,000 0,558 0,401 0,291
1Cs [mg/mL] /
A. carinatum
subsp. TXB,/PGB, 1 [%)]
carinatum
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost
12 0,000 0,407 0,466 0,503 79,3
8,0 0,000 0,652 0,657 0,660 68,6
6,0 0,000 0,905 0,931 0,906 56,4
4,0 0,000 1,285 1,455 1,370 33,7
2,0 0,000 2,029 1,518 1,370 18,0
0,4 0,000 1,602 1,856 1,624 18,4
Kontrola 0,000 2,567 2,331 1,487
I1Cs [mg/mL] 5,30+0,07
A. carinatum
subsp. 12-HETE/PGB, 1 [%]
carinatum
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost
12 0,000 1,000 1,063 1,955 58,4
8,0 0,000 1,269 0,704 0,704 73,0
6,0 0,000 1,817 1,739 1,574 48,5
4,0 0,000 1,077 1,918 1,878 52,5
2,0 0,000 1,635 2,366 2,245 34,4
0,4 0,000 2,598 2,721 2,455 2,24
Kontrola 0,000 1,831 3,654 3,140
1Cs [mg/mL] 3,81+0,35

“Rezultati su izrazeni kao 1Csq vrednost + standardna greska ponovljivosti

(odredena tokom validacije metode)
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Grafici 8.69.-8.72. Krive zavisnosti
inhibicije produkcije 12-HHT, PGE,,
TXB, i 12-HETE od radne
koncentracije  ekstrakta  vrste A,
carinatum subsp. carinatum (Cemernik)
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Tabela 8.50. Inhibicija produkcije 12-HHT, TXB, i 12-HETE za ekstrakt A. carinatum subsp. pulchelum, Vlasinsko

jezero
A. carinatum
subsp. 12-HHT/PGB; 1 [%]
pulchelum
Radna konc, " Proba-  Proba-  Proba- srednja
[m Korekcija 1 2 3 vrednost
/mL]
12 1,850 1,974 1,835 1,594 110
8,0 1,871 1,879 1,928 1,915 92,9
6,0 1,950 1,720 2,336 2,379 62,1
4,0 1,490 1,565 1,947 1,759 48,0
2,0 2,550 2,679 3,155 3,083 17,8
0,4 2,490 3,084 2,826 2,836 17,2
Kontrola 2,215 2,637 3,011 2,540
ICs0
(mg/mL]’ 4,68+0,40
A. carinatum
subsp. TXB,/PGB, 1 [%)]
pulchelum
Radna konc, Korekcija Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] 1 2 3 vrednost
12 0,068 0,016 0,029 0,011 114
8,0 0,026 0,000 0,032 0,028 102
6,0 0,054 0,053 0,055 0,045 101
4,0 0,056 0,118 0,143 0,101 80,9
2,0 0,058 0,242 0,292 0,236 42,0
0,4 0,146 0,358 0,347 0,388 36,0
Kontrola 0,012 0,259 0,375 0,428
ICso
[mg/mL] 2,47+0,03
A. carinatum
subsp. 12-HETE/PGB, I [%]
pulchelum
Radna konc, . Proba- Proba- Proba- srednja
[mg/mL] Korekcija 1 2 3 vredncj)st
12 0,278 0,261 0,232 0,224 105
8,0 0,254 0,250 0,263 0,270 99,1
6,0 0,318 0,239 0,249 0,449 101
4,0 0,364 0,364 0,509 0,466 89,6
2,0 0,183 0,474 0,894 0,834 29,9
0,4 0,272 0,937 0,772 0,697 32,6
Kontrola 0,256 0,960 1,045 1,123
ICso
[mg/mL] 3,73+0,35
A. carinatum
subsp. PGE,/PGB,” 1 [%]
pulchelum
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba- Proba- srednja
[mg/mL] ) 1 2 3 vrednost
12 0,000 0,000 0,000 0,000 /
8,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /
6,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /
4,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /
2,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /
0,4 0,000 0,000 0,000 0,000 /
Kontrola 0,000 0,000 0,045 0,053
ICSO /
[mg/mL]

“Rezultati su izraZeni kao ICsq vrednost + standardna greska ponovljivosti
(odredena tokom validacije metode)
™ Koligina PGE, u sistemu je bila suviie mala da bi se mogao pratiti uticaj
ekstrakta na ovaj metabolit
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Grafici  8.73.-8.75. Krive zavisnosti
inhibicije produkcije 12-HHT, TXB, i 12-
HETE od radne koncentracije ekstrakta
vrste A. carinatum subsp. pulchelum
(Vlasinsko jezero)
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Tabela 8.51. Inhibicija produkcije 12-HHT, PGE,, TXB, i 12-HETE za ekstrakt A. fuscum var. fuscum, Zaovine

A. fuscum
oG, 2
var. fuscum A. fuscum var. —— DoseResp Fit of Inhibicija
.

1004  fuscum, Zaovine

Radna konc, Korekeiia Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost 80 -

12 0,000 0,000 0,000 0,000 100 ol
8,0 0,000 0,125 0,104 0,139 775 .
6,0 0,000 0,139 0,213 0,163 68,5 S 401
4,0 0,000 0,262 0,249 0,245 53,7 £ ,]
2,0 0,000 0,474 0,443 0,621 5,74
0,4 0,000 0,687 0,538 0,554 -9,08 o :

Inhibicija (%)

Kontrola 0,000 0,505 0,600 0,526 2
IC.
[mg/r‘?’]OL]* 4’37i0537 Radna koncentracija (mg/mL)
A. fuscum -
var. fuscum PGE,/PGB, | [%] 09 A fuscum var.

Inhibicija (%)
5 &8 38

@
&

Radna konc, . Proba-  Proba-  Proba- srednja w ] fuscum Zacune
Korekcija
[mg/mL] 1 2 3 vrednost o

12 0,017 0,113 0,035 0,000 93,1
8,0 0,045 0,144 0,142 0,144 86,3 “7
6,0 0,000 0,142 0,144 0,147 66,3 g %9
4,0 0,000 0,202 0,127 0,132 81,6 £ 4]
2,0 0,000 0,220 0,070 0,121 50,0 1 .
0,4 0,000 0,172 0,154 0,108 24,0 :

Kontrola 0,000 0,219 0,162 0,215 21
IC 0 2 B 3 8 0 1
[mg/;[;L] 75993&0: 13 Radna koncentracija (mg/mL)
A. fuscum o
var. fuscum TXB./PGB, | 1%] o] A fusoum var
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja '
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost & .
12 0,079 0,125 0,067 0,047 99,9 — o]
8,0 0,037 0,345 0,361 0,317 78,4 %
6,0 0,051 0,500 0,379 0,355 74,4 g
4,0 0,039 0,798 0,498 0,623 57,4 £ ]
2,0 0,076 1,439 0,771 0,968 30,3
04 0,055 1,595 1,580 1,611 -9,22 °]
Kontrola 0,084 1,578 1,204 1,702 20l ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
[mlg(-/:;?' L] 3,47ﬂ:0,05 Radna koncentracija (mg/mL)
A. fuscum
var. fuscum 12-HETE/PGB;, 1 [%] A. fuscum var. = 12HETE

DoseResp Fit of Inhibicija

100- fuscum, Zaovine

Radna konc, .. Proba-  Proba-  Proba- srednja

[mg/mL] Korekeija 1 2 3 vrednost a0
12 0,472 1,075 0463 0474 83,5 ol
8,0 0,514 2,051 2,095 1,967 50,4
6,0 0,538 2,536 2,964 2,859 27,3 8 401
4,0 0,610 2,906 3,738 4,039 22,6 2 ]
2,0 1,019 4,613 4,731 5,242 311
0,4 0,800 4,472 4,000 4,013 27,1 °1 =

Inhibicija (%)

Kontrola 0,670 3,719 4,213 4,070 20
v 7,51£0,70 S D S
[mg/mL] Radna koncentracija (mg/mL)

Grafici 8.76.-8.79. Krive zavisnosti
inhibicije produkcije 12-HHT, PGEZ2,
TXB2 i 12-HETE od radne
koncentracije ekstrakta vrste A. fuscum
var. fuscum (Zaovine)

“Rezultati su izraZeni kao ICsq vrednost + standardna greska ponovljivosti
(odredena tokom validacije metode)
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Tabela 8.52. Inhibicija produkcije 12-HHT, TXB, i 12-HETE za ekstrakt A. pallens, Beli Rzav

A

12-HHT/PGB;" 1[%]
pallens
Radna konc, Ko Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] ekcija 1 2 3 vrednost
12 2,221 2,543 2,625 1,705 /
8,0 2,221 / 2,518 2,282 /
6,0 2,502 2,723 2,659 2,409 /
4,0 2,524 2,578 / / /
2,0 2,502 2,691 2,418 2,443 /
0,4 2,476 2,224 2,478 2,665 /
Kontrola 2,589 2,910 2,261 2,656
ICSO /
[mg/mL]
paﬁéns TXB,/PGB, I [%]
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] ) 1 2 3 vrednost
12 0,00 / 0,051 0,052 86,9
8,0 0,041 0,063 0,102 0,097 88,2
6,0 0,037 0,059 0,090 0,090 89,2
4,0 0,053 0,109 0,088 0,127 86,2
2,0 0,028 0,149 0,167 0,244 60,1
04 0,057 0,287 0,333 0,287 381
Kontrola 0,00 0,432 0,414 0,344
ICs0
(mgiml]™ 4,73+0,06
A, 12-HETE/PGB, I [%]
pallens
Radna konc, - Proba-  Proba- Proba- srednja
[mg/mL] Korekcija 1 2 3 vrednost
12 0,264 / 0,234 0,285 101
8,0 0,391 0,660 0,600 0,576 64,3
6,0 0,310 0,603 0,655 0,509 54,9
4,0 0,380 0,641 0,749 0,742 46,6
2,0 0,313 0,741 0,645 0,738 36,1
0,4 0,240 1,102 0,812 0,867 -111
Kontrola 0,376 1,029 1,211 0,742
ICso
[mg/mL] 3,7540,35
paﬁéns PGE,/PGB," 1 [%]
Radna konc, Korekcija Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] 1 2 3 vrednost
12 0,000 0,000 0,000 0,000 /
8,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /
6,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /
4,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /
2,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /
0,4 0,000 0,000 0,000 0,000 /
Kontrola 0,000 0,040 0,000 0,050
1Cso /
[mg/mL]

" Koli¢ina produkovanog HHT i PGE, u sistemu je bila suvise mala da bi se

mogao pratiti uticaj ekstrakta na ove metabolite
Rezultati su izraZeni kao ICsg vrednost + standardna greska ponovljivosti
(odredena tokom validacije metode)

A. pallens,
90 BeliRzav

Inhibicija (%)
3

= TXB2

DoseResp Fit of Inhibicija

T T T T
0 2 4 6

T
8

T
10

Radna koncentracija (mg/mL)

100 A pallens, Beli Rzav

Inhibicija (%)

m  12-HETE
DoseResp Fit of Inhibicija
]

T
12

T
8

T
10

Radna koncentracija (mg/mL)

Grafici 8.80.-8.81.

Krive

T
12

zavisnosti

inhibicije produkcije TXB, i 12-HETE od
radne koncentracije ekstrakta vrste A.

pallens (Beli Rzav)
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Tabela 8.53. Inhibicija produkcije 12-HHT, TXB, i 12-HETE za ekstrakt A. oleraceum, Kosmovac

A

X 12-HHT/PGB," 1 [%]
oleraceum
Radna konc, Korekcija Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] 1 2 3 vrednost

12 2,470 2,491 3,281 1,756 /

8,0 2,193 2,154 2,458 2,455 /

6,0 2,363 3,892 2,267 2,455 /

4,0 3,235 2,733 2,345 2,644 /

2,0 2,114 2,451 1,537 1,448 /

0,4 2,242 2,941 2,053 2,226 /

Kontrola 2,877 2,367 2,772 2,738
1Csp N /
[mg/mL]

A TXB,/PGB, 1 [%] . = TXB2 ]
oleraceum M09 A oleraceum, DoseResp Fit of Inhibicia
Radna konc, Korekcija Proba-  Proba-  Proba- srednja 107 Kosmovac "
[mg/mL] 1 2 3 vrednost 7

12 0,000 0,000 0,000 0,000 100 e

8,0 0,020 0,026 0,024 0,029 97,4 8 701

6,0 0,035 0,056 0,062 0,053 91,7 § 51

4,0 0,000 0,084 0,083 0,103 65,8 £

2,0 0,015 0,118 0,120 0,148 56,9 401

04 0,068 0,240 0,306 0,251 25,2 20
Kontrola 0,000 0,279 0,257 0,253 20+
[mIgC/:?T(')I L] 1 ,8510,03 Radna koncentracija (mg/mL)

Oler:(;eum 12'HETE/PGBZ |[0/0] - A. oleraceum, Kosmovac
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja ] 2
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost ol

12 0,229 0,111 0,199 0,118 110 ]

8,0 0,257 0,422 0,231 0,192 97,3 g

6,0 0,118 0,308 0,388 0,409 72,2 g "]

4,0 0,134 0,544 0,353 0,333 69,3 £

2,0 0,216 0,896 0,803 0,926 26,8 S

0,4 0,388 1,097 1,150 0,984 235 %1
Kontrola 0,224 1,050 1,443 0,880 o -
[mlg(iﬁg L] 3,27j:0,30 Radna koncentracija (mg/mL)
oler:éeum PGE,/PGB," I [%] Grafici 8.82.-8.83. Krive zavisnosti
Radna konc, Korekcija Proba-  Proba-  Proba- srednja inhibicije produkcije TXB; i 12-HETE od
[mg/mL] 1 2 3 vrednost radne koncentracije ekstrakta vrste A.

12 0,000 0,000 0,000 0,000 /

8,0 0000 0000 0000 0,000 / oleraceum (Kosmovac)

6,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /

4,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /

2,0 0,000 0,000 0,000 0,000 /

0,4 0,000 0,000 0,000 0,000 /

Kontrola 0,000 0,065 0,000 0,055

ICSO /

[mg/mL]

" Koli¢ina produkovanih PGE, i 12HHT u sistemu je bila suviSe mala da bi se
mogao pratiti uticaj ekstrakta na ove metabolite

™ Rezultati su izraZeni kao ICsg vrednost + standardna greka ponovljivosti
(odredena tokom validacije metode)
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Tabela 8.54. Inhibicija produkcije 12-HHT, PGE,, TXB, i 12-HETE za ekstrakt A. paniculatum, Titelski breg

A

. 12-HHT/PGB; 1 [%]
paniculatum
Radna konc, Korekcija  Proba-1  Proba-2  Proba-3 srednja
[mg/mL] vrednost
12 0,000 0,000 0,000 0,000 100
8,0 0,000 0,000 0,000 0,000 100
6,0 0,000 0,000 / / 100
4,0 0,000 0,000 0,000 0,000 100
2,0 0,000 0,200 0,247 0,294 55,8
0,4 0,005 0,356 0,397 0,255 40,8
Kontrola 0,039 0,628 0,558 0,606
1Csp
(mg/mL" 1,95+0,166
A PGE,/PGB I [%]
paniculatum 2 2 b
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba- Proba- srednja
[mg/mL] ) 1 2 3 vrednost
12 0,086 0,115 0,161 0,119 70,0
8,0 0,074 0,090 0,093 0,092 88,4
6,0 0,057 0,046 / / 107
4,0 0,054 0,070 0,067 0,077 88,6
2,0 0,067 0,163 0,178 0,187 28,5
0,4 0,034 0,224 0,175 0,136 5,2
Kontrola 0,000 0,172 0,150 0,135
IC50
[mg/mL] 2,18+0,03
A TXB,/PGB 1 [%]
paniculatum 2 2
Radna konc, . Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] Korekcija 1 2 3 vredncj)st
12 0,000 0,000 0,000 0,000 100
8,0 0,000 0,000 0,000 0,000 100
6,0 0,000 0,000 / / 100
4,0 0,050 0,036 0,021 0,025 104
2,0 0,060 0,750 0,362 0,412 26,7
0,4 0,040 0,773 0,319 0,246 336
Kontrola 0,000 0,955 0,318 0,562
ICSO
[mg/mL] 2,96+0,03
A.
paniculatum 12-HETE/PGB, 1 [%]
Radna konc, Korekcija Proba-  Proba-  Proba- srednja
[mg/mL] 1 2 3 vrednost
12 0,124 0,129 0,092 0,090 100,7
8,0 0,213 0,156 0,102 0,128 102,8
6,0 0,223 0,119 / / 1034
4,0 0,405 0,164 0,175 0,178 107,6
2,0 0,423 2,707 1,205 1,159 58,3
04 0,179 1,730 1,720 1,715 49,2
Kontrola 0,396 3,118 3,283 3,904
1Cso
[mg/mL] 1,80+0,20

“Rezultati su izraZeni kao ICsq vrednost + standardna greska ponovljivosti

(odredena tokom validacije metode)

n 12 HHT

A. paniculatum, Titelski breg DoseResp Fit of Inhibicija

1004
904
80
704
60
50
404

Radna koncentracl]a (mg/mL)

Inhibicija (%)

T T
10 12

1204 A. paniculatum, Titelski breg PGE2
.

DuseResp Fit of Inhibicija

100 o

80+
[
60 4
40
204

T T
2 : s 3 10 12

Radna koncentracija (mg/mL)

Inhibicija (%)

o

1104 A. paniculatum, - TXB?
Titelski breg . DoseResp Fit of |nh|b\cl]a

1004
904
804
704
604
50
404
30|

0 2 4 6 8 1‘0 1‘2
Radna koncentracija (mg/mL)

Inhibicija (%)

A. paniculatum, Titelski breg = 12-HETE

DoseResp Fit of Inhibicija

1104

.
w
1004 u
90
80
70
60
50

40

Inhibicija (%)

’ zR.’adna4koncen‘:racija (ing/mL)m b
Grafici 8.84.-8.87. Krive zavisnosti
inhibicije produkcije 12-HHT, PGEZ2,
TXB2 i 12-HETE od radne
koncentracije  ekstrakta  vrste  A.
paniculatum (Titelski breg)
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Tabela 8.55. Inhibicija produkcije 12-HHT, PGE,, TXB, i 12-HETE za ekstrakt A. rhodopeum, Dimitrovgrad

A rhodopeum lZ'HHT/PGBZ [%] A. rhodopeum, Dimitrovgrad
Radna konc, '}_<0rek Proba-1  Proba-2  Proba-3 srednja
[mg/mL] ija vrednost 80|
12 0,000 0,000 0,019 0,023 98,6 _
8,0 0,000 0,128 0,000 0,000 95,7 & o0
6,0 0,000 0,032 0,277 0,258 80,7 5 "
4,0 0,000 0,135 0,184 0,195 82,5 2
2,0 0,027 0,653 0,414 0,484 50,0 'y
0,4 0,065 0,641 0,842 0,830 27,9 .
0,2 0,014 1,036 0,920 0,858 5,66 o1
Kontrola 0,000 1,005 1,031 0,902 0 2 i s H 0 P
I1Cs0 [mg/m L]* 1,79+0,15 Radna koncentracija (mg/mL)
A. rhodopeum PGE,/PGB, 1 [%] —
Radna konc, . Proba-  Proba-  Proba- srednja "1 A thodopeum, Dimitrovgrad DoseResp Fit of Inhibicija
[mg/mL] Korekcija 1 2 3 vredn(J)st % P ? 2
12 0,019 0,040 0,027 0,045 93,1 80+ "
8,0 0,028 0,086 0,050 0,058 86,3 o]
6,0 0,035 0,072 0,150 0,150 66,3 g -
4,0 0,028 0,086 0,079 0,066 81,6 § ©
2,0 0,000 0,160 0,103 0,135 50,0 z
0,4 0,000 0,189 0,194 0,222 24,0 -
0,2 0,000 0,283 0,205 0,121 23,4 %01
Kontrola 0,000 0,284 0,299 0,213 20
1Cs [mg/mL] 1,86+0,03 0 2 4 G s 0w
Radna koncentracija (mg/mL)
A. rhodopeum TXB,/PGB; 1 [%] s
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja 100 gir:;“r’gjgfa“d”"
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost o] -
12 0,000 0,054 0,071 0,069 95,5 00 .
8,0 0,000 0,248 0,000 0,037 93,5 ~ ] .
6,0 0,000 0,150 0,498 0,495 73,7 S ol
4,0 0,035 0,381 0,305 0,299 79,8 g .
2,0 0,033 0,914 0,738 0,655 49,3 g
0,4 0,000 1,078 1,081 1,165 23,5 ol
0,2 0,029 2,018 0,752 0,691 22,4 N
Kontrola 0,041 1,539 1,687 1,246 _—
ICSO [mg/ml-] 1,87i0,03 Radna koncentracija (mg/mL)
A. rhodopeum 12-HETE/PGB; 1 [%]
Radna konc, Korekciia Proba- Proba- Proba- srednja "2 A. rhodopeum, Dimitrovgrad DoseResp Fitof nhibicia
[mg/mL] ! 1 2 3 vrednost 100-] = .
12 0,457 0,510 0,483 0,512 99,0 ol
8,0 0,531 0,361 0,421 0,376 103,1
6,0 0,737 0501 0955 0,977 98,4 g
4,0 1,088 1,546 1,883 1,808 85,8 5wl
2,0 0,690 3,372 3,227 3,139 44,9 2
04 0,385 4,294 4,404 4,531 13,2 G .
0,2 0,364 5,949 5,281 4,602 -5,9 o
Kontrola 0,464 5,544 5,455 4,309 "
ICs [mg/mL] 2,12+0,20 S T S S SR SR A
Radna koncentracija (mg/mL)
“Rezultati su izraZeni kao ICsq vrednost + standardna greska ponovljivosti Grafici 8.88.-8.91. Krive zavisnosti
(odredena tokom validacije metode) inhibicije produkcije 12-HHT, PGE2,

TXB2 i 12-HETE od radne
koncentracije  ekstrakta  vrste  A.
rhodopeum (Dimitrovgrad)
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Tabela 8.56. Inhibicija produkcije TXB, i 12-HETE za ekstrakte A. cepa, Neradin i A. sativum, Sajkas (koli¢ina
produkovanog HHT i PGE, u sistemu je bila suvise mala da bi se mogao pratiti uticaj ekstrakta na ove metabolite)

A. cepa TXB,/PGB, 1 [%]
Radna konc, Korekciia Proba-  Proba-  Proba- srednja ] A copa, Neradin R
[mg/mL] ) 1 2 vrednost o] R .
12 0,039 0,020 0,000 0,012 111 . .
8,0 0,026 0,044 / / 92,8 “1
6,0 0,024 0,023 0,055 0,067 90,4 % 601
4,0 0,061 0,058 0,094 0,075 94,3 2w
2,0 0,124 / 0,278 0,207 52,8 N
04 0,124 0,427 0,420 0,385 -14,3 .
Kontrola 0,071 0,370 0,308 0,289 1
|C5o 20
wox 1,91+0,03 B} 2 : 5 5 o %
[mg/m L] Radna koncentracija (mg/mL)
i 1209 i oseResp Fit of Inhibicija
Radna konc, Korekcija  Proba-1 ~ Proba-2  Proba-3 srednja A cepa. Neradin PeseRes EL ety
[mg/mL] vrednost 1004 .
12 0,061 0,034 0,000 0,070 103 = .
8,0 0,067 0,065 / / 100 9
6,0 0,055 0,110 0,086 0,129 92,9 SN
4,0 0,086 0,174 0,209 0,213 84,9 5
2,0 0,000 / 0,254 0,221 68,2 ‘;i 401
0,4 0,205 0,979 1,080 0,797 0,00 ]
Kontrola 0,185 0,979 0,958 0,859
ICso 9
[mg/mL] L47£0,14 B Sy s e
Radna koncentracija (mg/mL)
A. sativum TXB,/PGB, 1 [%]
Radna konc, KOrekCija Proba- Proba- Proba- srednja 1009 A sativum, Sajkas 2 .
[mg/mL] 1 2 3 vrednost w0 s
12 0,00 0,047 0,045 0,057 91,48
8,0 0,00 0,102 0,114 0,110 85,69 %
6,0 0,00 0,086 0,087 0,109 86,81 % ol
4,0 0,00 0,142 0,153 0,184 62,67 g
2,0 0,00 0,317 0,235 0,231 28,75 £ o
0,4 0,00 0,363 0,429 0,418 -7,05
Kontrola 0,00 0,259 0,375 0,428 1
ICSO -20 T T T T T T T
[mg/mL] 3,07+0,04 0 2 4 6 8 10 12

Radna koncentracija (mg/mL)

A. sativum 12-HETE/PGB, 1 [%] T
Radna konc, Proba-  Proba-  Proba- srednja A. sativum, Sajkas

Korekcija

[mg/mL] 1 2 3 vrednost 501 2
12 0,00 0,708 0822 0,750 51,3 .
8,0 0,00 0,838 0,679 0,830 29,6 401
6,0 0,00 0,769 0818 0,747 42,2 S
40 0,00 0942 0908 0,864 18,3 = w0 .
2,0 0,00 0798 1,037 0917 18,0 s
04 0,00 0,946 1,056 1,277 10,7 £ 5]
Kontrola 0,00 0,960 1,045 1,123 -
|CSO 104
[mg/mL] 11,99+1,12 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

T T
0 2 4 6 8 10 12

Radna koncentracija (mg/mL)

™ Rezultati su izraZeni kao ICsg vrednost + standardna greka ponovljivosti

(odredena tokom validacije metode) Grafici 8.92.-8.95. Krive zavisnosti

inhibicije produkcije TXB2 i 12-HETE
od radne koncentracije ekstrakata vrsta
A. cepa (Neradin) i A. sativum (Sajkas)
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8.9. ANTIMUTAGENA AKTIVNOST EKSTRAKATA

Tabela 8.57. Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata na spontanu mutagenezu (bez dodatka t-BOOH) u E. coli 1C202

A. carinatum subsp.

ekstrakt A. flavum A. melanantherum carinatum
Koncentracija A Srednja Lo . R Srednja
(me/petri Solji) broj Trp vrednost broj Trp Srednja vrednost broj Trp vrednost
29 29 29
0 44 36+8 44 3648 44 36+8
35 35 35
47 47 47
MeOH 38 4145 38 4145 38 4145
38 38 38
27 33 40
0,1 24 2642 35 34+1 57 48+12
51 55 73
0,5 43 47+6 62 59+5 44 58+21
34 40 61
1,0 46 40+8 40 40+0 55 58+4
30 40 46
4,0 56 42+13 26 40+£15 50 57+16
39 55 75

Tabela 8.58. Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata na indukovanu mutagenezu (sa dodatkom t-BOOH) u E. coli
1C202

A. carinatum subsp.

ekstrakt A. flavum A. melanantherum ;
carinatum
Koncentracija S Srednja Lo . Lo Srednja
(mg/petri Solji) broj Trp vrednost broj Trp Srednja vrednost broj Trp vrednost
70 70 70
0 88 71+17 88 T1£17 88 71£17
54 54 54
60 60 60
MeOH 57 60+3 57 60=+3 57 60=+3
63 63 63
42 52 65
0,1 56 49+10 66 59+10 44 55+15
37 38 65
0,5 44 4045 56 52412 70 65+4
/ 61 /
1,0 59 62+4 77 68+8 79 777
66 64 82
4,0 60 65+9 63 62+22 / 64+14
64 95 49
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8.10 GENOTOKSICNI EFEKAT EKSTRAKATA

Tabela 8.59. Rezultati komet testa za ekstrakte vrsta roda Allium na fetalnim fibroblastima plu¢a (MRC-5)

Kontrola ~ t-BOOH DMSO FVB MP RH CPVJ PTB FBH
C(i';gik)ta 0 05mmol/lL  05ulL/mL 625 250 62,5 500 50 15
redni broj % DNA u repu komete

1 9,915 33,63 11,95 3,450 0,000 15,01 11,045 0,000 1,198
2 16,86 93,30 0,031 3,864 9,260 18,95 7,694 0,000 0,418
3 0,025 93,56 0,006 0,574 4,714 0,118 0,130 0,000 0,970
4 0,207 0,071 0,000 0,037 0,980 0,432 10,38 0,000 7,955
5 0,074 91,53 0,000 18,86 4,638 1,693 0,000 0,000 1,040
6 6,999 0,000 44,87 13,74 0,002 6,411 18,40 0,000 0,079
7 33,89 16,08 4,935 3,046 0,390 0,090 16,51 0,000 7,101
8 6,286 41,63 13,05 14,74 2,044 21,67 6,632 0,000 11,07
9 9,493 12,04 6,126 9,372 12,10 4,961 0,033 0,000 60,15
10 0,234 93,23 20,08 0,089 9,374 0,025 0,000 0,000 2,054
11 0,219 60,32 20,77 0,005 4,908 0,000 17,502 0,000 0,055
12 1,355 92,25 3,495 0,917 3,306 10,62 0,257 0,037 2,633
13 0,000 23,71 10,25 19,30 0,244 2,624 0,005 0,041 52,00
14 0,009 50,44 10,88 19,67 1,008 26,28 0,325 0,051 11,10
15 0,160 13,05 9,197 0,067 6,010 0,000 2,981 0,093 0,842
16 9,596 19,96 1,072 0,063 0,008 6,796 8,049 0,009 1,254
17 42,11 35,01 0,000 2,202 0,000 0,000 6,645 0,109 12,62
18 0,093 95,05 7,051 2,322 0,081 0,000 0,034 0,118 1,829
19 0,310 41,66 0,004 0,216 0,334 0,365 1,431 0,606 21,90
20 0,017 3,125 17,03 9,161 0,000 0,015 27,65 0,667 0,344
21 0,021 41,83 1,166 12,73 0,089 0,187 0,702 0,822 52,48
22 5,536 21,06 0,322 3,918 4,487 2,685 0,000 0,857 24,56
23 0,000 92,05 0,000 28,99 1,626 0,000 6,090 1,008 0,068
24 0,006 23,63 0,010 0,028 0,550 3,661 0,011 1,064 21,74
25 0,482 13,78 0,137 1,394 43,19 0,010 0,128 1,394 16,67
26 11,05 26,67 5,816 19,24 0,888 0,836 0,039 1502 7,864
27 11,09 10,92 24,39 15,81 0,096 0,006 0,446 1538 0,000
28 11,10 15,93 0,373 0,635 3,079 0,063 1,756 1,702 5,678
29 0,018 41,28 0,427 0,000 5,658 7,968 0,017 1,920 2,814
30 2,405 5,875 0,119 0,004 7,721 2,380 3731 2,441 0,000
31 11,84 30,46 0,004 3,285 0,000 16,63 0,599 2,618 0,725
32 2,471 19,38 0,000 16,30 0,208 3792 20,39 3,385 19,79
3 0,151 15,30 0,062 6,699 0,033 0,000 7,856 4,804 14,24
34 2,179 54,81 3453 0,785 0,223 0,002 26,72 5,902 25,58
35 0,850 30,88 6,598 10,95 40,46 8,124 2,105 6,002 16,57
36 0,057 7,808 18,84 0,000 0,636 0,164 5,402 6,146 10,57
37 15,82 12,86 0,047 28,15 12,94 13,05 16,50 6,152 15,40
38 7,839 16,62 0,883 2,444 0,020 0,011 6,380 6,680 0,000
39 0,022 0,055 8,053 1,093 14,50 1,703 9,533 9,957 16,62
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Kontrola ~ tBOOH  DMSO  FVB MP RH  CPVJ PTB FBH
C(i';gik)ta 0 05mmoliL  05uL/mL 62,5 250 62,5 500 50 15
redni broj % DNA u repu komete
40 0376 94,00 11,39 819 0008 16,00 2771 1238 3853
41 0,562 94,90 0,000 0,855 0,058 10,20 2,718 14,42 55,65
42 25,99 95,82 0,009 6331 0213 0971 12,70 14,58 1241
43 20,64 27,95 0,576 0,482 0,334 0,033 90,71 14,59 5,329
44 17,38 93,01 1877 0030 0144 0,000 0150 15,88 3333
45 28,05 75,23 0,149 0,003 2,168 0,000 0,120 19,11 14,63
46 0,004 22,37 0274 7975 3235 0,004 1083 19,44 0,000
a7 2,122 6,203 2,193 1,635 11,23 0,043 14,50 20,51 100,0
48 0,104 24,33 0,244 0090 0168 0,000 9,961 3326 9267
49 0142 7,293 6925 0060 185 0,000 0,086 3343 0,000
50 0,001 26,92 1,028 0019 372 04127 0,448 222 1,590

Tabela 8.60. Rezultati komet testa za ekstrakte vrsta roda Allium na ¢éelijama adenokarcinoma debelog creva (HT-29)

control  t+BOOH  DMSO FVB MP RH  CPVJ PTB FBH
C(i';:ka)ta 0 05mmol/l 05 puL/mL 625 70 80 100 30 15
redni broj % DNA u repu komete

1 8,775 0,000 6,379 6,930 0,791 26,36 5,054 0,000 5,445
2 1,726 2,112 1,395 2,797 0,321 15,99 0,000 0,065 0,208
3 8,524 0,023 25,59 1,292 0,000 16,05 23,45 0,016 20,92
4 0,886 0,000 16,11 17,04 5,451 6,477 0,204 13,29 4,504
5 2,084 6,433 10,11 44,39 10,35 5,591 0,069 0,000 0,561
6 14,60 93,06 1,672 0,349 2,442 0,119 0,000 0,030 17,80
7 9,299 92,98 1,052 1,110 0,245 2,938 7,456 16,39 4,457
8 1,215 87,28 8,046 7,853 9,673 0,224 26,17 0,600 0,163
9 3,259 1,817 7,581 11,28 1,312 0,280 0,554 21,46 6,184
10 1,619 92,58 2,604 5,178 0,448 3,704 2,274 0,377 0,654
11 0,017 93,14 12,50 9,950 5,368 29,84 0,000 67,74 15,95
12 13,15 91,71 22,20 25,33 0,468 2,108 0,197 0,844 7,204
13 42,29 94,94 7,090 28,90 15,37 0,104 1,289 0,000 9,500
14 10,27 93,79 42,44 10,81 1,507 8,859 9,598 12,00 18,98
15 19,76 6,533 21,52 10,93 6,258 18,57 18,79 0,384 11,55
16 3,571 4,711 1,071 8,182 20,24 7,176 13,97 26,59 17,93
17 7,998 91,92 5,656 34,16 4,075 11,04 0,720 29,53 3,936
18 14,80 92,31 47,06 6,423 1,696 27,88 11,52 26,78 0,020
19 16,85 0,140 0,256 13,10 1,964 16,96 1,450 0,000 0,396
20 10,44 93,21 18,19 0,361 0,428 32,54 9,941 0,295 10,02
21 8,554 93,99 31,05 4,991 0,043 4,898 0,162 15,20 11,77
22 0,340 88,18 58,68 8,731 10,77 16,10 4,305 12,23 0,284
23 4,995 87,61 13,00 1,587 8,017 7,582 0,000 5,740
24 8,265 24,85 22,46 8,674 1,937 29,26 0,000 46,50 25,74
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mr Natasa Simin

Doktorska disertacija

control  tBOOH  DMSO FVB MP RH  CPVJ PTB FBH
C(i';jgi‘)ta 0 05mmoliL  05ul/mL 625 70 80 100 30 15
redni broj % DNA u repu komete

25 2,09 5,344 5,753 8,309 3,438 14,54 1,461 0,045 0,348
26 0,000 2,389 5,529 2,684 0,472 0,325 0,107 14,04 6,043
27 0117 4639 15,72 11,71 0,000 15,84 1,751 22,14 3989
28 17,75 96,01 0,811 23,75 0,030 2,352 0,000 29,13 7,251
29 1280 65,31 3332 24,33 1102 11,71 29,00 4178 0,000
30 16,82 61,50 6,548 10,68 1,889 56,88 18,02 0,921 12,72
3l 4,655 1198 1,219 6,307 05582 0019 0,000 8906 0,254
32 17,07 16,06 19,61 2,535 1,442 1,310 4,310 0,034 0,819
33 5,352 93,75 1547 0035 0,246 9,637 2297 1053 0957
34 9,867 0,114 2,521 3,963 10,69 0,000 1,863 17,90 0,545
% 1,024 94,97 7411 13,78 0392 27,03 6972 5952 0,042
36 1616 95,21 1165 1227 4993 2178 1109 0,000 4,388
a7 0010 95,13 7493 3383 1,233 3010 5213 3,166 2043
38 0142 0828 8350 0,469 0,037 22,69 15,03 6,882 524
39 0,063 94,99 2252 1126 3,300 7951 0051 0942 20,38
40 0,648 3,868 1725 1,549 3300 31,67 2,299 1039
41 15,11 0,039 0,004 0,125 4,431 14,74 1,713 0,000 7,697
42 6,157 9321 1355 8390 0458 5572 0032 3589 1822
43 5,370 94,96 1024 4592 16,01 1,854 0,000 8318 0,000
44 6,518 91,77 12,74 12,26 9,906 32,71 5,301 0,017 39,42
45 0817 0369 3271 2836 0372 12,90 1117 0917 0,000
46 3900 94,14 1097 0,148 1155 20,54 12,04 0,000
47 3,308 1281 0352 1,180 14,86 20,38 30,21 9,164 19,49
48 1357 73,66 1325 0,000 0,881 0071 / 0,156 12,20
49 5373 97,13 0,159 0,142 1,007 4552 / 2702 0,037
50 0121 01,22 0366 19,74 1518 2049 / 2692 2072
51 93,99 / / 7,985 0,327 6,154 / / /
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8.11 UTICAJ EKSTRAKATA NA RAST ZDRAVIH | TUMORSKIH CELIJA

Tabela 8.61. Uticaj ekstrakata A. flavum, A. melanantherum i A. carinatum subsp. carinatum na rast fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5)

Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%0]
MRC-5 A A As A, As As A As K1 Kz Ks Ka Ks Ks K7 Kg srednja vrednost
C [ug mL™]? A. flavum, Babushnica, cela biljka
62,5 0,661 1,01 0,999 0,948 0,918 0,957 0,973 1,047 56,3 86,1 85,1 80,8 78,2 81,6 82,9 89,2 83,43
125 0293 0381 0453 0569 0544 0534 0339 0,283 25,0 32,5 38,6 485 464 455 28,9 24,1 37,78
250 0,098 0,092 0,248 0,168 0,214 0,177 0,115 0,099 8,35 7,84 21,1 14,3 18,2 15,1 9,80 8,44 13,55
500 0,039 0054 0089 008 0106 0070 0079 0,070 332 4,60 7,59 7,59 9,03 5,97 6,73 5,97 6,78
1000 0,045 0,082 0,079 0,105 0,102 0,079 0,082 0,083 3,84 6,99 6,73 8,95 8,69 6,73 6,99 7,07 7,45
kontrola 1,106 1,166 1,172 1,236 1,24 1,139 1,122 1,205
ICsolpgmL™] 724 103 100 122 117 116 927 893 106+12,88
C [ug mL™']? A. flavum, Babusnica, nadzemni deo
3,91 1,22 1,319 1,213 1,301 1,254 1,354 1,323 1,183 92,1 99,2 91,2 97,8 94,3 101,8 99,5 89,0 95,6
7,81 1,311 1,351 1,402 1,231 1,298 1,273 1,305 1,243 98,6 101,6 105,4 92,6 97,6 95,7 98,1 93,5 97,9
15,6 1,369 1,455 1,203 1,359 1,354 1,318 1,239 1,245 103;0 1094 90,5 1022 1018 99,1 93,2 93,6 99,1
31,2 0,514 0,733 0,780 0,493 0,510 0,706 0,728 0,562 38,7 55,1 58,7 37,1 38,4 53,1 54,7 42,3 472
62,5 0,387 0,255 0,521 0,568 0,410 0,440 0,408 0,623 29,1 19,2 39,2 42,7 30,8 33,1 30,7 46,9 34,0
kontrola 1,376 1,260 1,367 1,303 1,437 1,302 1,328 1,265
ICs0 [ng ML™] 2576 31,20 3542 2523 2573 31,46 33,02 2376 29,4+4,46
C [png mL™'? A. melanantherum, Plana, cela biljka
62,5 1,095 1,127 1,09 1,081 1,141 1,128 1,149 1,178 93,3 96,1 92,9 92,1 97,2 96,1 97,9 100 96,13
125 1,057 1,099 1,084 1,099 1,093 1,144 1,091 1,087 90,1 93,7 92,4 93,7 93,2 97,5 93,0 92,6 93,22
250 0,905 1,042 0,93 1,12 1,174 0,919 0,966 1,045 77,1 88,8 79,3 95,5 100 78,3 82,3 89,1 82,49
500 0,156 0,12 0,173 0,193 0,193 0,116 0,283 0,229 13,3 10,2 14,7 16,4 16,4 9,89 24,1 19,5 15,30
1000 0,077 0,088 0,126 0,141 0,159 0,094 0,089 0,094 6,56 7,50 10,7 12,0 13,5 8,01 7,59 8,01 8,07
kontrola 1,106 1,166 1,172 1,236 1,24 1,139 1,122 1,205
ICs [ng mL™] 343 359 341 469 471 260 386 391 34744741
C[pgmL A. melanantherum, Plana, nadzemni deo
7,81 1,197 1,124 1,165 1,234 1,137 1,301 1,343 1,293 93,6 87,9 91,1 96,5 88,9 102 105 101 95,7
15,6 1270 1,198 1264 1132 1354 1268 1,305 1,271 99,3 93,7 98,8 88,5 106 99,1 102 99,4 98,3
31,2 1,166 1,116 1,043 1,146 1,209 1,244 1,305 1,332 91,2 87,3 81,5 89,6 94,5 97,3 102 104 93,4
62,5 1,104 1192 1,103 1,148 1098 1,216 1181 1,297 86,3 932 82 898 88 951 923 101 91,3
125 0,991 1,074 1,101 0,965 1,081 1,024 1,144 0,919 77,5 84,0 86,1 75,4 84,5 80,1 89,4 71,9 81,1
kontrola 1,130 1,216 1,397 1,272 1,282 1,323 1,262 1,350
ICs0 [ng mL™] / / / / / / / / >125
C [png mL'? A, carintum subsp, carinatum, Cemernik, cela biljka
62,5 1,150 1,010 1,130 1156 1192 1,180 1,203 1,174 107 94,2 105 108 111 110 112 109 107
125 1,216 1,105 1,257 1,205 1,188 1,157 1,165 1,211 113 103 117 112 111 108 109 113 111
250 1,179 1,126 1,180 1,284 1,274 1,114 1,220 1,231 110 105 110 120 119 104 114 115 112
500 0,245 0,354 0,666 0,869 0,835 0,547 0,486 0,339 22,8 33,0 62,1 81,0 77,8 51,0 45,3 31,6 50,6
1000 0,110 0,116 0,169 0,124 0,138 0,146 0,143 0,108 10,3 10,8 15,8 11,6 12,9 13,6 13,3 10,1 12,3
kontrola 1,042 / 1,098 1,090 1,073 1,059 1,073 1153
ICso [ng mL ] 452 489 525 517 515 504 497 489 498+23,12

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.62. Uticaj ekstrakata A. carinatum subsp. pulchelum, A.fuscum i A. pallens na rast fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5)

MRC-5 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%0]
A A As Ay As As A As Ky Ka Ks Ka Ks Ks K Ks srednja vrednost

C [ug mL™? A. carintum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero, cela biljka
62,5 1,066 1,074 1,046 1,09 1,063 1,117 1,099 1,026 102 103 100 104 102 107 105 98,1 103
125 0,989 0,887 0,989 1,069 0,892 0,989 1,036 1,000 94,6 84,8 94,6 102 85,3 94,6 99,1 95,6 93,8
250 1,065 0879 1,111 0,980 1,052 1234 0870 0,934 1018 84,0 106 93,7 100 118 83,2 89,3 87,6
500 0,120 0,187 0,147 0,207 0147 0169 01171 0,130 11,5 17,9 14,1 19,8 14,1 16,2 16,3 12,4 15,3
1000 0,070 0,122 0,103 0,137 0,125 0,147 0,153 0,076 6,69 11,7 9,85 13,1 12,0 141 14,6 7,27 111
kontrola 0944 0988 1021 1134 1,092 1239 1,025 0,924

ICs [ngmL™] 322 365 328 383 300 326 336 368 341+28,11
C [pug mL']? A. carintum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero, nadzemni deo
7,81 1,177 1,17 1,196 1,199 1,225 1,273 1,245 1,231 101 101 103 103 106 110 107 106 105
15,6 1,203 1,301 1,278 1,240 1,256 1,163 1,283 1,169 104 112 110 107 108 100 111 101 107
31,2 1,143 1,199 1,207 1,087 1,285 1,216 1,191 1,177 98,6 103 104 93,8 111 105 103 101 103
62,5 1,275 1,21 1,382 1,342 1,197 1,189 1,181 1,076 110 104 119 116 103 103 102 92,8 106
125 1,240 1,101 1,278 1,257 1,181 1,170 1,065 1,242 107 95,0 110 108 102 101 91,9 107 103
kontrola 1,071 1,081 1,258 1,037 1,146 1,271 1,231 1,178 101 101 103 103 106 110 107 106 105

ICs [pgmL™]  / / / / / / / / >125
C [pug mL']? A. fuscum var. fuscum, Zaovine, cela biljka
62,5 1,349 1,438 1,469 1,458 1,458 1,49 1,408 1,480 100 107 109 108 108 111 104 110 107
125 1,198 1,341 1288 1279 1417 1351 1,320 1,359 88,9 99,5 95,6 94,9 105 100 98,0 101 97,9
250 0678 0721 1,136 0699 0641 0687 0744 0616 50,3 53,5 84,3 51,9 47,6 51,0 55,2 45,7 54,9
500 0,186 0170 0,183 0,194 0174 0246 0,222 0,170 13,8 12,6 13,6 14,4 12,9 18,3 16,5 12,6 14,3
1000 0,093 0121 008 0114 0115 0144 0136 0,083 6,90 8,98 6,31 8,46 8,53 10,7 10,1 6,16 8,27
kontrola 1,298 1,294 1,290 1,418 1,353 1,352 1,331 1,444

ICs [pgmL™] 254 258 35% 258 247 254 265 242 254+7,70
C [pug mL']? A. fuscum var. fuscum, Zaovine, nadzemni deo
62,5 1,153 1217 1238 1164 1,155 1,184 1,210 1,313 90,1 95,2 96,8 91,0 90,3 92,6 94,6 103 94,2
125 1127 1212 1293 1,178 1,176 1,180 1,204 1,250 88,1 94,8 101 92,1 91,9 92,3 94,1 97,7 94,0
250 0,759 0,744 0932 0,744 0582 1,018 0541 0475 59,3 58,2 72,9 58,2 45,5 79,6 42,3 371 56,6
500 0,272 0214 0292 0454 0302 0293 0,269 0,196 213 16,7 22,8 35,5 23,6 22,9 21,0 15,3 22,4
1000 0,090 0,097 008 01111 0,09 0,109 0,136 0,088 7,04 7,58 6,88 8,68 7,04 8,52 10,63 6,88 7,91
kontrola 1,130 1,216 1,397 1,272 1,282 1,323 1,262 1,350

ICs [pgmL™"] 305 282 353 349 248 379 241 229 298+53,63
C [pug mL'? A. pallens, Beli Rzav, cela biljka
62,5 0,781 0,877 0955 1,008 0983 0957 0,989 0,989 83,0 93,2 101 107 104 102 105 105 100
125 0806 0,882 0919 0983 0989 0972 0,983 0,900 85,6 93,7 97,6 104 105 103,3 104 95,6 98,7
250 0,812 0976 0880 1,037 0952 0843 0923 1,022 86,3 104 93,5 110 101 89,5 98,0 108 93,7
500 0405 0666 0,78 0904 0872 088 0598 0,686 43,0 70,7 83,2 96,0 92,6 943 63,5 72,9 74,6
1000 0,169 0,105 0,101 0,145 0,117 0,106 0,130 0,143 18,0 11,2 10,7 15,4 12,4 11,3 13,8 15,2 13,5
kontrola 0,828 0893 0901 1036 0,992 1001 0896 0984

ICs [ngmL™"] 495 665 808 758 862 587 569 649 646+74,7

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.63. Uticaj ekstrakata A. oleraceum, A. paniculatum i A. rhodopeum na rast fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5)

MRC-5 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%0]
A Ay As Ay As As As Asg Ki Ks Ks K4 Ks Ks Kz Ks srednja vrednost

C [pgmL™? A. oleraceum, Kosmovac, cela biljka
62,5 1419 1321 1,382 1425 1512 1,409 1,442 1,405 105 98,0 103 106 112 105 107 104 107
125 1,24 1,27 1,279 1,315 1,235 1,288 1,24 1,32 92,0 94,2 94,9 97,6 91,7 95,6 92,0 98,0 93,8
250 1251 1309 1,275 1339 1305 1,309 1,325 1,365 92,8 97,1 94,6 994 96,8 97,1 98,3 101,3 96,9
500 0,278 0456 0604 0,242 0382 031 0,31 0,293 20,6 338 448 18,0 28,3 23,0 23,0 21,7 22,6
1000 0,098 0083 0091 01106 009 0075 0104 0,083 7,27 6,16 6,75 7,87 712 5,57 7,72 6,16 7,11
kontrola 1,298 1,294 1,29 1,418 1,353 1,352 1,331 1,444

ICs [ng mL™] 403 490 481 415 427 427 432 478 421£12,01
C [pug mL']? A. paniculatum, Titelski breg, cela biljka
62,5 0,774 1031 0922 1,007 00903 1,155 1,167 1,087 74,0 98,6 88,2 96,3 86,3 110,4 111,6 103,9 97,3
125 0,703 0635 088 0,79 0469 0,706 0668 0,503 67,2 60,7 84,6 75,5 44,8 67,5 63,9 48,1 61,1
250 019 0197 0276 0,161 0,15 0174 0,157 011 18,6 18,8 26,4 15,4 14,3 16,6 15,0 10,5 15,6
500 0,066 0062 0059 0,043 0049 0052 0073 0,045 6,31 5,93 5,64 4,11 4,69 4,97 6,98 4,30 5,33
1000 0,067 0069 0079 0,048 0058 0047 0082 0,056 6,41 6,60 7,55 4,59 5,55 4,49 7,84 5,35 5,83
kontrola 0774 1031 0922 1007 0903 1155 1167 1,087

ICs [ngmL™] 176 146 21 170 115 154 146 122 14742281
C [pug mL']? A. paniculatum, Titelski breg, nadzemni deo
7,81 1315 1,195 1,329 1221 1399 1443 133 1,296 98,9 89,9 99,9 91,8 105 108 100 97,5 99,0
15,6 1237 1398 1190 1276 1208 1,322 1342 1,292 93,0 105 89,5 96,0 90,8 994 101 97,2 96,5
31,2 1,255 1,256 1,164 1,242 1,282 1,323 1,196 1,407 94,4 94,5 87,5 93,4 96,4 99,5 89,9 106 95,2
62,5 1,223 1167 1,229 1,081 1218 1,302 1,194 1,113 92,0 87,8 92,4 81,3 91,6 97,9 89,8 83,7 89,6
125 0,963 0966 1,100 1,071 0962 1214 1120 1,151 72,4 72,6 82,7 80,5 72,3 91,3 84,2 86,6 80,3
kontrola 1376 1260 1367 1303 1437 1302 1328 1,265

ICso [ngmL™] / / / / / / / / >125
C [pug mL']? A. rhodopeum, Dimitrovgrad, cela biljka
62,5 0,563 0942 1,193 0991 0,767 1,040 1174 0,789 51,94 8690 110,06 91,42 70,76 95,94 108,30 72,79 86,0
125 0539 0611 0797 0,893 0654 / 0531 [/ 49,72 56,37 73,52 82,38 60,33 0,00 48,99 0,00 46,1
250 0,099 018 0097 0272 0503 008 0200 0,227 9,13 17,07 8,95 2509 46,40 7,84 18,45 20,94 19,2
500 0,064 0056 0053 0,081 0077 0050 0055 0,051 5,90 5,17 4,89 747 7,10 4,61 5,07 4,70 5,62
1000 0,047 0046 0062 0,053 0074 0062 0064 0,045 4,34 4,24 5,72 4,89 6,83 5,72 5,90 4,15 5,22
kontrola 1,042/ 1,098 1090 1073 1059 1073 1153

ICsx[ugmL™] 123 137 147 190 235 161 124 132 137+14,63
C [ug mL']? A. rhodopeum, Dimitrovgrad, nadzemni deo
7,81 1,064 1,263 1,247 1,308 1,242 1,316 1,231 1,118 91,8 109 108 113 107 113 106 96,5 102
15,6 1,179 1,164 1,135 1,247 1,067 1,151 1,174 1,261 102 100 97,9 108 92,1 99,3 101 109 100
31,2 1,216 1,235 1,204 1,194 1,217 1,231 1,229 1,277 105 106 104 103 105 106 106 110 107
62,5 1,195 1,144 1,156 1,191 1,102 1,233 1,178 1,203 103 98,7 99,7 103 95,1 106 102 104 102
125 0,293 0636 0584 0688 0501 0558 0634 0,363 253 54,9 50,4 59,4 43,2 48,1 54,7 31,3 37,0
kontrola 1,071 1,081 1,258 1,037 1,146 1,271 1,231 1,178

ICs [ngmL™] 90,7 / / / 70,7 123 / 738 89,6+24,0

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.64. Uticaj ekstrakata A. cepa, A. sativum i standardnih fenolnih jedinjenja na rast fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5)

MRC-5 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%]
A Ay Ag Ay As A; Asg K Ks Ks K4 Ks Ks K7 Ks srednja vrednost
C [ugmL™? A. cepa, Nedadin, cela biljka

62,5 1,293 1,405 1,247 1,295 1,236 1,360 1,320 1,29 95,8 104 92,4 96,0 91,6 101 97,8 95,6 96,8
125 1,169 1,229 1,274 1,198 1,18 1,352 1,167 1,317 86,6 91,1 94,4 88,8 87,5 100 86,5 97,6 91,6
250 1,208 1,251 1,213 1,337 1,326 1,272 1,214 1,315 89,5 92,7 89,9 99,1 98,3 94,3 90,0 97,5 93,9
500 1,148 1,161 1,234 1,055 1,176 1,244 1,172 1,224 85,1 86,1 91,5 78,2 87,2 92,2 86,9 90,7 87,2
1000 1,024 1,064 1,085 1,122 0,995 1,157 1,080 1,09 75,9 78,9 80,4 83,2 73,8 85,8 80,1 80,8 79,8
kontrola 1,331 1,358 1,274 1,313 1,418 1,366 1,364 1,369

ICs [pgmL™]  / / / / / / / / >1000

C [ugmL™? A. sativum, Sajkas, cela biljka

62,5 1,233 1,309 1,343 1,287 1,331 1,384 1,375 1,395 914 97,0 99,5 95,4 98,7 102 101 103 98,7
125 1,258 1,273 1,262 1,208 1,256 1,312 1,281 1,387 93,2 94,4 93,5 89,5 93,1 97,2 95,0 102 94,8
250 1,148 1,241 1,23 1,301 1,241 1,379 1,337 1,354 85,1 92,0 91,2 96,4 92,0 102 99,1 100 94,8
500 1,463 1,474 1,433 1,427 1,430 1,444 1,422 1,445 108 109 106 106 106 107 105 107 106
1000 1,205 1,136 1,196 1,269 1,232 1,333 1,280 1,280 89,3 84,2 88,7 94,1 91,3 98,8 94,9 94,9 92,0
kontrola

ICs [ngmL™  / / / / / / / / >1000
C [pg mL'J? ferulna kiselina
31,25 0,547 0,529 0,529 0,626 0,565 0,584 0,630 0,536 85,5 82,7 82,7 97,8 88,3 91,3 98,4 83,8 91,1
62,5 0,542 0,461 0,561 0,562 0,541 0,526 0,505 0,511 84,7 72,0 87,7 87,8 84,5 82,2 78,9 79,8 84,3
125 0,516 0,498 0,605 0,362 0,612 0,571 0,633 0,445 80,6 778 94,5 56,6 95,6 89,2 98,9 69,5 84,0
250 0,389 0,508 0,355 0,434 0,624 0,299 0,484 0,541 60,8 79,4 55,5 67,8 97,5 46,7 75,6 84,5 61,3
500 0,230 0,250 0,248 0,183 0,281 0,161 0,179 0,148 359 39,1 38,8 28,6 43,9 252 28,0 231 313
kontrola 0,641 0,628 0,655 0,659 0,589 0,673 0,647 0,628

ICs [ngmL™"] 306 466 253 288 401 248 262 457 2724246
C [pug mL']? kvercetin
7,81 0,696 0,642 0,620 0,574 0,622 0,601 0,572 0,631 60,7 56,0 54,1 50,1 54,3 52,4 49,9 55,0 54,1
15,6 0,512 0,513 0,501 0,553 0,531 0,560 0,516 0,541 447 447 43,7 48,2 46,3 48,8 45,0 47,2 46,1
31,2 0,338 0,365 0,234 0,377 0,339 0,445 0,418 0,495 29,5 31,8 204 329 29,6 38,8 36,5 43,2 32,8
62,5 0,682 0,242 0,255 0,232 0,240 0,299 0,229 0,238 / 21,1 22,2 20,2 20,9 26,1 20,0 20,8 21,6
kontrola 1,056 1,193 1,342 1,027 1,136 1,257 0,926 1,234

ICs ugmL] 132 101 799 799 119 126 [ 14,8 11,2+2,62

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.65. Uticaj ekstrakata A. flavum, A. melanantherum i A. carinatum subsp. carinatum na rast ¢elija epitelnog karcinoma cerviksa (HeLa)

Hela Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%]
A A, As Ay As As A Ag Ky Kz Ks Ks Ks Ks K Ks srednja vrednost

C [ugmL™? A. flavum, Babusnica, cela biljka
62,5 0,783 0,639 0,782 0,702 0,845 0,812 0,969 0,695 63,0 51,4 62,9 56,4 67,9 65,3 77,9 55,9 62,6
125 0,276 0,311 0,574 0,552 0,219 0,155 0,297 0,216 22,2 25,0 46,2 44,4 17,6 12,5 23,9 17,4 26,1
250 0125 0184 0184 0081 0,104 0102 018 0,134 10,0 14,8 14,8 6,51 8,36 8,20 15,0 10,8 11,1
500 0,105 0,088 0,089 0,103 0,109 0,104 0,114 0,088 8,44 7,08 7,16 8,28 8,76 8,36 9,17 7,08 8,04
1000 0,100 008 0103 0110 0,100 0,105 0,099 0,082 8,04 6,83 8,28 8,85 8,04 8,44 7,96 6,59 7,88
kontrola 1,242 1,234 1,185 1,314 1,291 1,185 1,284 1,214

ICs [ugmL™] 755 64,1 115 122 111 108 79,9 66,3 92,6+23,5
C [ugmL™? A. flavum, Babusnica, nadzemni deo
3,10 2,212 2,234 2,45 2,653 2,602 2,469 2,375 2,493 92,2 93,1 102 111 108 103 99,0 104 101
7,81 2,380 2,419 2,833 2,106 2,399 2,247 2,474 2,450 99,2 101 118 87,8 100 93,6 103 102 101
15,6 2,368 2,676 2,419 2204 2,123 2,394 / / 98,7 111 101 91,9 88,5 99,8 / / 98,5
31,2 1359 1908 1,828 1862 2,284 2122 2,056 / 56,6 79,5 76,2 77,6 95,2 88,4 85,7 / 79,9
62,5 0,330 0563 0482 0442 0,394 0371 0806 0506 13,8 235 20,1 18,4 16,4 15,4 33,6 211 20,3
kontrola 2,282 2246 2280 2540 2477 2272 2533 2566

ICs [ngmL™] 315 32,6 40,0 47,9 55,0 33,6 55,3 327 423+10,4
C [pug mL']? A. melanantherum, Plana, cela biljka
62,5 1,082 1176 1,375 1,299 1332 1255 1274 1242 87,0 94,6 111 104 107 101 102 99,9 98,6
125 1,075 1,257 1,237 1,171 1,201 1,236 1,064 1,124 86,4 101 99,5 94,2 96,6 99,4 85,6 90,4 93,2
250 0,687 0746 1149 1016 0615 0637 0673 0,696 55,2 60,0 92,4 81,7 49,5 51,2 54,1 56,0 54,3
500 0,33 0253 0557 019 0,200 0244 0138 0,351 26,9 20,3 44,8 15,8 16,1 19,6 11,1 28,2 20,4
1000 0,139 o008 0132 0118 0,118 0,111 0101 0,149 11,2 8,68 10,6 14,5 9,49 8,93 8,12 12,0 9,73
kontrola 1,242 1,234 1,185 1,314 1,291 1,185 1,284 1,214

ICs [ngmL™] 289 284 479 314 249 257 254 290 271=19,1
C [pug mL']? A. melanantherum, Plana, nadzemni deo
7,81 2,235 2,467 2437 2419 201 2597 2209 2,295 108 119 118 117 97 126 107 111 113
15,6 2,208 2,366 2,616 2,675 1,996 2,323 2,276 2,262 107 114 126 129 96 112 110 109 113
31,2 2,408 2,416 2,879 2,518 2,694 2,513 2,500 2,479 116 117 139 122 130 121 121 120 123
62,5 2,135 2419 2394 2464 2,012 2284 2,024 22203 103 117 116 119 97 110 98 106 108
125 1,841 1,758 2,242 2,533 2,171 2,045 2,365 2,111 89 85 108 122 105 99 114 102 103
kontrola 1,831 2,104 2,186 2,057 2,151 2,026 2,048 2,148

1Cso [ug mL™] >125
C [pug mL'? A. carintum subsp. carinatum, Cemernik, cela biljka
62,5 1243 1164 1206 1,25 1,338 121 1245 1,13 99,9 93,6 97,0 101 108 97,3 100 90,8 98,0
125 1,24 1,318 1,221 1,213 1,279 1,233 1,137 1,164 99,7 106 98,2 97,5 103 99,1 91,4 93,6 98,7
250 0,882 1,093 1051 0679 1151 0976 0977 0845 70,9 87,9 84,5 54,6 92,5 78,5 78,5 67,9 80,1
500 0,444 0437 0359 0214 0,294 0528 0,32 0,424 35,7 351 28,9 17,2 23,6 42,4 25,7 34,1 32,2
1000 0132 0113 0139 0136 0,133 0,124 0101 0,094 10,6 9,08 11,2 10,9 10,7 10,0 8,12 7,56 9,60
kontrola 1,171 1,209 1,201 1,342 1,242 1,295 1,258 1,233

ICs [pg mL™"] 389 438 404 259 395 446 376 381 404+27 4

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.66. Uticaj ekstrakata A. carinatum subsp. pulchelum, A.fuscum i A. pallens na rast ¢elija epitelnog karcinoma cerviksa (HeLa)

Hela Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%]
A A, As Ay As As A As Ki Ka Ks Ks Ks Ks Ko Ks srednja vrednost

C [ugmL™? A. carintum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero, cela biljka
62,5 0,662 0,766 0,716 0,668 0,783 0,702 0,725 0,759 93,0 108 101 93,8 110 98,6 102 107 102
125 0,745 0716 0595 0632 0567 0484 0797 0,803 105 101 83,6 88,8 79,6 68,0 112 113 95,2
250 0,502 045 0592 0519 0404 0487 0,304 0371 70,5 63,2 83,1 72,9 56,7 68,4 42,7 52,1 60,9
500 0,076 0,088 0,117 0,107 0,133 0,047 0,068 0,066 10,7 12,4 16,4 15,0 18,7 6,60 9,55 9,27 11,7
1000 0,03 0,038 0032 003 0041 0,03 0047 0,032 4,21 5,34 4,49 4,92 5,76 4,92 6,60 4,49 5,18
kontrola 0697 0648 0706 0,728 0,716 0,753 0,734 0,714

ICs [ngmL™] 257 201 372 337 262 303 248 251 278+33,2
C [ugmL™? A. carintum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero, nadzemni deo
7,81 2,381 2,778 2575 2,489 2349 2656 2,67 2,852 96,8 113 105 101 95,5 108 109 116 105
15,6 2,954 3,182 2,325 2,618 2,798 3,181 2,722 2,527 120 129 94,5 106 114 129 111 103 113
31,2 2941 3,008 2651 2,796 2497 2301 2,696 2,629 120 122 108 114 101 93,6 110 107 109
62,5 2,870 2,737 2,692 2,276 2,421 2,611 2,600 2,752 117 111 109 92,5 98,4 106 106 112 106
125 2,643 2490 2950 2,199 2,304 2617 2560 2,082 107 101 120 89,4 93,6 106 104 84,6 101
kontrola 2486 2599 2448 2664 2390 2468 2365 2,264

ICs [ngmL™ / / / / / / / / >125
C [pg mL'J? A. fuscum var. fuscum, Zaovine, cela biljka
62,5 0,73 0,834 0825 0723 0,797 0,709 0,903 0,729 86,9 99,3 98,2 86,0 94,9 84,4 107 86,8 93,0
125 0682 0744 0878 0,771 0808 0,753 0,796 0,830 81,2 88,5 104 91,8 96,2 89,6 94,7 98,8 93,2
250 0,621 0450 0593 0548 0565 0527 0461 0,393 73,9 53,6 70,6 65,2 67,2 62,7 54,9 46,8 61,9
500 0,088 008 0076 0,08 0097 0087 0076 0,093 10,5 10,1 9,0 9,8 11,5 10,4 9,0 11,1 10,2
1000 0,033 0031 0027 0029 0029 0029 003 0,036 3,93 3,69 321 3,45 3,45 3,45 4,17 4,28 3,70
kontrola 0,850 0,766 0835 0,808 0886 0975 0821 0,781

ICs [pgmL™] 340 263 256 299 308 296 265 249 285+31,5
C [pug mL']? A. fuscum var. fuscum, Zaovine, nadzemni deo
62,5 0,851 0953 0,787 0,802 0906 0,767 0787 0,774 101 113 931 94,8 107 90,7 93,1 91,5 96,6
125 0,883 0,777 0912 0912 0,89 0,878 0,813 0,809 104 91,9 108 108 105 104 96,1 95,7 101
250 0,387 0457 0459 0,670 0586 0500 0507 0,261 45,8 54,0 54,3 79,2 69,3 59,1 60,0 30,9 54,8
500 0,045 0046 0043 0,054 0,150 0,044 0,048 0,046 5,32 5,44 5,08 6,39 17,74 5,20 5,68 5,44 5,51
1000 0,021 0032 0028 0,031 0028 0031 0032 0,030 2,48 3,78 331 3,67 331 3,67 3,78 3,55 3,46
kontrola 0,784 0906 0872 0849 0835 0885 0840 0,794

ICs [pg mL™"] 249 257 251 260 325 253 253 244 252+5,08
C [pug mL'? A. pallens, Beli Rzav, cela biljka
62,5 0,630 0649 0,89 0,787 0,761 0917 0781 0,866 78,0 80,4 110 97,4 94,2 113 96,7 107 93,2
125 0,712 0657 0714 0,778 0838 0884 0814 0824 88,2 81,3 88,4 96,3 104 109 101 102 98,0
250 0,627 0837 0812 0670 0759 0813 0701 0,748 77,6 104 100 83,0 94,0 101 86,8 92,6 88,1
500 0,395 0,747 0702 0665 0520 0696 0685 0,436 48,9 92,5 86,9 82,3 64,4 86,2 84,8 54,0 55,8
1000 0,055 0049 0049 0,057 0063 0071 0057 0,060 6,81 6,07 6,07 7,06 7,80 8,79 7,06 7,43 7,35
kontrola 0,83 0908 0746 0821 0,700 0879 0795 0,776

ICs [ngmLY] 494 731 824 795 561 788 814 524 526+33,3

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.67.

Uticaj ekstrakata A. oleraceum,, A. paniculatum i A. rhodopeum na rast ¢elija epitelnog karcinoma cerviksa (HeLa)

Hela Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%0]
A A, As A As As A As Ky Kz Ks Ks Ks Ks Ky Ks srednja vrednost

C [pgmL™? A. oleraceum, Kosmovac, cela biljka
62,5 0,749 078 0699 0,771 0,831 0,791 0724 0,760 89,1 934 83,2 91,8 98,9 94,1 86,2 904 92,0
125 0,853 0742 0818 0861 0891 0805 0778 0,759 101 88,3 974 102 106 95,8 92,6 90,3 96,7
250 0,858 0,762 0,752 0,843 0,825 0,803 0812 0,735 102 90,7 89,5 100 98,2 95,6 96,6 87,5 95,9
500 0,152 0175 0528 0407 0,320 0209 0146 0,131 18,1 20,8 62,8 48,4 38,1 24,9 174 15,6 26,2
1000 0,034 0032 003 0035 0037 0029 003 0,037 4,05 3,81 3,93 4,17 4,40 3,45 3,57 4,40 3,98
kontrola 0,850 0,766 0835 0,808 0,886 0975 0821 0,781

ICs [ngmL™] 479 445 527 499 467 485 478 403 473+36,9
C [pug mL']? A. paniculatum, Titelski breg, cela biljka
62,5 0,710 0858 0,797 0,745 0,785 0,824 0819 0,661 84,0 101 94,2 88,1 92,8 974 96,9 78,2 93,7
125 0603 068 0536 0594 0804 0620 0506 0,371 71,3 81,0 634 70,2 95,1 733 59,8 43,9 69,8
250 0,294 0293 0257 0,247 0458 0,173 0104 0,067 34,8 34,6 30,4 29,2 54,2 20,5 12,3 7,92 27,0
500 0,032 0034 0031 003 0,03 0037 003 0,037 3,78 4,02 3,67 4,14 3,78 4,38 4,14 4,38 4,02
1000 0,033 0031 0029 0,033 0,028 0037 003 0,034 3,90 3,67 343 3,90 331 4,38 3,55 4,02 3,80
kontrola 0,784 0906 0872 0849 0835 0885 0840 0,794

ICs [pg mL™] 199 205 165 183 251 172 142 114 1784233
C [pug mL']? A. paniculatum, Titelski breg, nadzemni deo
7,81 2,785 2,343 2,27 2402 2,199 2505 2,17 2,681 116 97,6 94,6 100 91,6 104 90,4 112 101
15,6 2513 2506 2519 2,348 2278 2522 2533 2,371 105 104 105 97,9 94,9 105 106 98,8 102
31,3 2,726 2,653 2,512 2,3 2,418 2,347 2,475 2,262 114 111 105 95,9 101 97,8 103 94,3 103
62,5 2,805 2,213 2341 2524 233 2237 2219 2579 117 92,2 97,6 105 974 93,2 92,5 107 100
125 2598 2336 2378 2539 2,338 2594 2605 2,498 108 97,4 99,1 106 974 108 109 104 104
kontrola 2,282 2,246 2,28 2,54 2,477 2,272 2,533 2,566

ICs [ngmL™]  / / / / / / / / >125
C [ug mLJ? A. rhodopeum, Dimitrovgrad, cela biljka
62,5 0,845 0907 0989 1,049 0,879 0897 0878 0,868 67,9 72,9 79,5 84,3 70,7 72,1 70,6 69,8 74,2
125 0,148 0088 0138 0,109 0,110 0,114 0,084 0,094 11,9 7,07 11,1 8,76 8,84 9,16 6,75 7,56 9,21
250 0,085 0070 0108 0,082 0,084 0071 0066 0,067 6,83 5,63 8,68 6,59 6,75 571 5,31 5,39 6,65
500 0,067 0046 008 0,059 0,075 0078 0062 0,052 5,39 3,70 6,43 4,74 6,03 6,27 4,98 4,18 5,08
1000 0,086 0074 008 0,097 0,08 0081l 0070 0,067 6,91 5,95 6,83 7,80 6,59 6,51 5,63 5,39 6,58
kontrola 1,171 1,209 1,201 1,342 1,242 1,295 1,258 1,233

ICsx [ugmL™] 69,5 68,1 71,0 71,3 68,2 107 877 67,9 69,3+1,52
C [ug mL']? A. rhodopeum, Dimitrovgrad, nadzemni deo
7,81 2,49 2,824 2,527 2,583 2,362 2,710 2,442 2,734 101 115 103 105 96,0 110 99,2 111 105
15,6 2,627 2518 2647 2612 2830 2,391 2407 2,610 107 102 107 106 115 97,2 97,8 106 105
31,3 2,803 2,95 2,475 2,755 2,405 2,715 2,352 2,576 114 120 100 112 97,7 110 95,6 105 107
62,5 2,714 2,496 2,375 2,488 2,424 2,471 2,551 2,428 110 101 96,5 101 98,5 100 104 98,7 101
125 2,290 2,366 2,340 2,639 2,226 2,304 2,456 1,508 93,1 96,2 95,1 107 90,5 93,6 99,8 61,3 92,1
kontrola 2486 2599 2448 2664 2390 2468 2365 2,264

ICso [ngmL™ / / / / / / / / >125

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.68. Uticaj ekstrakata A. cepa, A. sativum i standardnih fenolnih jedinjenja na rast éelija epitelnog karcinoma cerviksa (HeLa)

Hela Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%0]
A A As Ay As As A Asg Ky K; Ks K4 Ks Ks Ky Ks srednja vrednost

C [pgmL™? A. cepa, Neradin, cela biljka
62,5 0,833 0,839 0,702 0,887 0,843 0,705 0,795 0,849 111 112 93,8 118 113 94,2 106 113 108
125 0,867 0,740 0,869 0,771 0,766 0,759 0,868 0,841 115,8 98,8 116,1 103,0 102 101 116 112 108
250 0,789 0,833 0,768 0,775 0,845 0,682 0,785 0,817 105 111 103 103 113 91,1 105 109 105
500 0,597 0,683 0,738 0,808 0,858 0,741 0,667 0,710 79,7 91,2 98,6 1079 1146 99,0 89,1 94,8 92,1
1000 0,211 0,186 0,178 0,266 0,242 0,191 0,198 0,275 28,2 24,8 23,8 355 32,3 25,5 26,4 36,7 29,2
kontrola 0,766 0,731 0,807 0,718 0,748 0,809 0,739 0,672

ICo [ngmL ] 699 534 705 670 730 628 763 879 699+46.3
C [ugmL™? A. sativum, Sajkas, cela biljka
62,5 0,756 0,677 0,886 0,800 0,770 0,772 0,718 0,907 101 90,4 118 107 103 103 95,9 121 105
125 0,702 0,750 0,749 0,838 0,784 0,785 0,822 0,821 93,8 100 100 112 105 105 110 110 104
250 0,756 0,787 0,789 0,790 0,798 0,799 0,847 0,835 101 105 105 105 107 107 113 111 107
500 0,784 0,844 0,871 0,839 0,724 0,715 0,787 0,734 105 113 116 112 96,7 95,5 105 98,0 105
1000 0,396 0,472 0,451 0,476 0,446 0,491 0,401 0,473 52,9 63,0 60,2 63,6 59,6 65,6 53,6 63,2 60,2
kontrola 0,766 0,731 0,807 0,718 0,748 0,809 0,739 0,672

ICs [pgmL™]  / / / / / / / / >1000
C [pug mL™']? ferulna kiselina
31,2 0,981 0,908 0,998 0,908 0,860 0,915 0,930 0,816 102 94,7 104 94,7 89,7 95,4 97,0 85,1 95,2
62,5 0,852 0,762 0,926 0,763 0,795 0,898 0,850 0,804 88,9 79,5 96,6 79,6 83,0 93,6 88,7 83,9 87,0
125 / 0,342 0,505 0,434 0,964 0,523 0,264 0,506 / 35,7 52,7 45,3 101 54,6 27,5 52,8 44,8
250 / 0,361 0,235 0,190 0,196 0,177 0,201 0,209 / 37,7 245 19,8 20,4 18,5 21,0 21,9 23,9
500 0,165 0,154 0,159 0,136 0,146 0,153 0,152 0,158 17,2 16,1 16,6 14,2 15,3 16,0 15,8 16,5 15,9
kontrola 0,985 0,946 0,966 0,937 1,148 0,983 0,773 0,930

ICo [ngmL™] 262 982 129 116 160 129 100 128 117+14.6
C [ug mL']? kvercetin
7,81 0,277 0,451 0,367 0,482 0,350 0,352 0,404 0,387 481 78,2 63,7 83,6 60,7 61,1 70,1 67,1 69,2
15,6 0,507 0,207 0,198 0,195 0,225 0,219 0,162 0,184 880 359 344 33,8 39,0 38,0 28,1 31,9 34,5
31,3 0,608 0,071 0,056 0,076 0,062 0,070 0,066 0,078 1655 12,3 9,72 13,2 10,8 12,1 11,5 13,5 11,9
62,5 0,749 0,087 0,090 0,102 0,055 0,062 0,082 0,079 136,06 15,1 15,6 17,7 9,54 10,8 14,2 13,7 13,8
kontrola 0,615 0,709 0,697 0,609 0,707 0,243 0,616 0,415

ICs [ugmL™]  / 12,5 9,88 12,9 11,5 10,9 10,2 10,2 11,2+1,21

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.69. Uticaj ekstrakata A. flavum, A. melanantherum i A. carinatum subsp. carinatum na rast ¢elija epitelnog adenokarcinoma dojke (MCF7)

MCE7 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%]
A A, As Ay As As A As Ky Kz Ks Ka Ks Ks Ko Ks srednja vrednost
C [ug mL™']? A. flavum, Babugnica, cela biljka
62,5 0,365 0393 0544 0592 0502 0519 0357 0,329 419 451 62,5 68,0 57,6 59,6 41,0 378 61,9
125 0,060 0043 0161 0160 0,083 0,073 0066 0,066 6,89 4,94 18,49 1837 9,53 8,38 7,58 7,58 13,7
250 0,064 0049 0061 0056 0,055 0068 0,057 0,050 7,35 5,63 7,01 6,43 6,32 7,81 6,55 5,74 6,89
500 0,00 0053 0073 0058 0,070 0068 0059 0,065 5,74 6,09 8,38 6,66 8,04 7,81 6,78 7,46 7,72
1000 0,067 0062 0073 0071 0,076 0073 0068 0074 7,69 7,12 8,38 8,15 8,73 8,38 7,81 8,50 8,41
kontrola 0849 088 0878 0823 0,893 0852 0920 0,866
ICs [pgmL™]  / / 112 113 101 92,6 / / 104+9,53
C [pug mL']? A. flavum, Babusnica, nadzemni deo
3,91 0,557 0532 0572 0543 0587 0559 0584 0572 94,8 90,5 97,3 92,4 99,9 95,1 994 97,3 95,9
7,81 0,594 0566 056 0,543 0602 0549 0609 0,551 101 96,3 95,3 92,4 102 934 104 93,8 97,3
15,6 0543 0589 0565 0546 0,56 0,573 0534 0,554 924 100 96,1 92,9 95,3 97,5 90,9 94,3 95,0
31,2 0,091 0,12 0,113 0,135 0,194 0095 0,048 0,027 15,5 204 19,2 23,0 33,0 16,2 8,17 4,59 17,5
62,5 0,026 0,046 0026 0,03 0,04 / 0,047 0,027 4,42 7,83 4,42 511 6,8 / 8,00 4,59 5,88
kontrola 0,572 0,59 0,58 0613 0615 0585 0,58 0,566
ICs [pgmL™] 249 30,0 27,9 30,2 27,9 24,3 16,7 21,6 25,4+4,59
C [pug mL']? A. melanantherum, Plana, cela biljka
62,5 0,895 0827 084 0,854 0877 0852 0,790 0,834 103 95,0 96,5 98,1 101 97,8 90,7 95,8 96,1
125 0513 0728 0639 0840 0909 0813 0725 0810 58,9 83,6 734 96,5 104 934 83,3 93,0 92,2
250 0,141 0203 0679 0503 0504 0668 0359 0,253 16,2 233 78,0 57,8 57,9 76,7 41,2 29,1 418
500 0,066 0069 0078 01113 0,140 0,144 0076 0,079 7,58 7,92 8,96 13,0 16,1 16,5 8,73 9,07 11,0
1000 0,119 0095 01108 01116 0,107 0,088 0,109 0,112 13,7 10,9 12,4 13,3 12,3 10,1 12,5 12,9 12,4
kontrola 0849 088 0878 0823 0,893 0852 0920 0,866
ICs [pgmL™] 139 193 322 262 251 340 228 219 2314273
C [pug mL']? A. melanantherum, Plana, nadzemni deo
7,81 0494 0564 0533 0472 057 0,578 0,568 0,550 87,8 100 94,7 83,9 101 103 101 97,8 94,3
15,6 0,529 0505 0558 0528 0558 0586 0530 0,522 94,0 89,8 99,2 93,8 99,2 104 94,2 92,8 94,8
31,2 049 0551 0546 0532 0565 0517 0523 0,509 88,2 97,9 97,0 94,6 100 91,9 93,0 90,5 94,8
62,5 0,288 0352 0405 0411 0429 0383 038 0,353 51,2 62,6 72,0 731 76,2 68,1 68,4 62,7 66,3
125 0,093 0233 0100 0201 0,127 0226 0171 0,161 165 414 17,8 35,7 22,6 40,2 304 28,6 271
kontrola 0498 0577 0596 0546 0552 0593 0584 0,555
ICs [ugmL] 630 647 650 657 654 891 823 74,3 66,4+4,01
C [ug mL']? A. carintum subsp. carinatum, Cemernik, cela biljka
62,5 0,868 0,755 0809 0810 0,786 0,798 0,766 0,812 102 88,9 95,3 95,4 92,6 94,0 90,2 95,6 94,1
125 0,867 0727 0759 0,715 0,719 0,813 0813 0,822 102 85,6 89,4 84,2 84,7 95,7 95,7 96,8 91,1
250 0,550 0601 0640 0699 0604 0714 0636 0314 64,8 70,8 754 82,3 711 84,1 74,9 37,0 74,8
500 0,245 0213 028 0210 0,283 0,147 0193 0,166 28,9 251 33,0 24,7 333 17,3 22,7 19,5 26,4
1000 0,077 0,068 0,104 0,071 0,095 0,085 0,082 0,071 9,07 8,01 12,2 8,36 11,2 10,0 9,66 8,36 9,79
kontrola 0841 0801 0865 0807 0851 0893 0823 0912
1Cs0 [ng mL'l] 342 359 393 395 381 367 362 245 371£19,3

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.70. Uticaj ekstrakata A. carinatum subsp. pulchelum, A.fuscum i A. pallens na rast éelija epitelnog adenokarcinoma dojke (MCF7)

MCE7 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%0]
A1 Az A3 A4 A5 Ae A7 Aa K1 Kz K3 K4 K5 Ke K7 Kg sred nja vrednost

C [ugmL™]? A. carintum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero, cela biljka
62,5 0,698 0,749 0,692 0,663 0,725 0,724 0,774 0,576 105 113 104 99,6 109 109 116 86,6 104
125 0,705 0616 0567 0524 0659 0,736 0,623 0574 106 92,6 85,2 78,8 99,0 111 93,6 86,3 91,4
250 0517 0271 0502 0464 0542 0591 0337 0,231 71,7 40,7 75,4 69,7 815 88,8 50,6 34,7 54,7
500 0,045 0074 0082 0046 0155 0,297 0,050 0,062 6,76 111 12,3 6,91 233 44,6 7,51 9,32 8,33
1000 0,030 0037 0033 0,033 0041 0039 0,041 0,033 4,51 5,56 4,96 4,96 6,16 5,86 6,16 4,96 5,23
kontrola 0719 0724 0766 0724 0729 0,760 0,783 0,118

ICs [pgmL™] 259 226 331 307 37 468 248 234 255+31,9
C [ug mL']? A. carintum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero, nadzemni deo
7,81 0,562 0571 0611 0591 0530 0587 0567 0,565 99,8 101 109 105 94,1 104 101 100 102
15,6 0,541 0572 0570 0515 0561 0564 0,59 0,593 96,1 102 101 915 99,6 100 105 105 100
312 0544 0535 0576 0567 0600 0587 0543 0,537 96,6 95,0 102 101 107 104 96,4 95,4 99,6
62,5 0,511 0506 0540 0510 0540 0516 0578 0,550 90,7 89,9 95,9 90,6 95,9 91,6 103 97,7 94,4
125 0,562 0458 0507 0556 0542 0498 0563 0,487 99,8 81,3 90,0 98,7 96,2 88,4 100 86,5 92,6
kontrola 0544 0532 0540 0564 0577 0623 0598 0,527

ICs [ngmL™] / / / / / / / / >125
C [ug mL']? A. fuscum var. fuscum, Zaovine, cela biljka
62,5 0,837 0871 0891 0914 0872 0897 0916 0,850 98,0 102 104 107 102 105 107 99,5 103
125 0,816 0781 0909 0,801 00817 0810 0,843 0,768 95,5 91,4 106 93,7 95,6 94,8 98,7 89,9 95,7
250 0,363 0,557 0,397 0,462 0,491 0,475 0,427 0,491 42,5 65,2 46,5 54,1 57,5 55,6 50,0 57,5 53,6
500 0,038 0037 0041 0,043 0052 0054 0055 0,046 445 433 4,80 5,03 6,09 6,32 6,44 5,38 5,35
1000 0,046 0037 0038 0,046 0053 0046 0,049 0,049 538 433 4,45 5,38 6,20 5,38 5,73 5,73 5,32
kontrola 0,807 0814 0876 0869 0901 0863 0,867 0,839

ICs [ngmL™] 239 288 249 259 267 264 250 269 261+14,9
C [ng mL'J? A. fuscum var. fuscum, Zaovine, nadzemni deo
62,5 0,799 0,79 0816 0829 0881 0,797 0,786 0,777 99,2 98,1 101 103 109 98,9 97,6 96,4 100
125 0,801 0777 0812 0844 00814 0801 0786 0,715 994 96,4 101 105 101 994 97,6 88,8 98,5
250 0,274 0393 0209 0,240 0397 0301 0,116 0,094 340 488 25,9 29,8 49,3 37,4 14,4 11,7 314
500 0,030 0035 0038 0038 0039 003 0051 0,040 3,72 434 4,72 4,72 4,84 4,84 6,33 4,97 4,81
1000 0,029 0032 0036 003 0038 0036 0049 0,039 3,60 3,97 4,47 4,10 4,72 4,47 6,08 4,84 4,53
kontrola 0,748 0828 0833 0882 0805 0801 0,770 0,778

ICs [ng mL™"] 246 248 228 244 249 247 239 185 236214
C [ug mL'J? A. pallens, Beli Rzav, cela biljka
62,5 083% 0898 088 0882 0952 0920 0890 0,819 939 101 99,4 99,2 107 103 100 92,1 99,0
125 0,810 0846 0918 0,906 0871 0913 0947 0,776 91,1 95,2 103 102 98,0 103 107 87,3 96,9
250 0,823 0878 0887 0859 085 0900 0,864 0,849 92,6 98,8 99,8 96,6 96,3 101 97,2 95,5 96,7
500 0476 0722 0611 0698 0573 0699 0543 0471 53,5 81,2 68,7 78,5 64,5 78,6 61,1 53,0 63,7
1000 0,040 0050 0054 0,049 0052 0058 0,061 0,068 4,50 5,62 6,07 5,51 5,85 6,52 6,86 7,65 6,09
kontrola 0,870 0,890 0,907 0,906 0,901 0,868 0,883 0,887

ICsp [ngmL™] 503 526 555 668 589 621 545 502 537+33,7

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.71. Uticaj ekstrakata A. oleraceum, A. paniculatum i A. rhodopeum na rast ¢elija epitelnog adenokarcinoma dojke (MCF7)

MCE7 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%]
A A As Ay As A As Ki Kz Ks Ka Ks Ks Ky Ks srednja vrednost
C [ug mL™? A. oleraceum, Kosmovac, cela biljka

62,5 0,812 0,874 0,866 0,876 0,869 0,918 0,866 0,860 95,0 102 101 103 102 107 101 101 103
125 0,788 0,847 0,859 0,856 0,872 0,856 0,894 0,793 92,2 99,1 101 100 102 100 105 92,8 99,4
250 0,805 0,784 0,796 0,817 0,828 0,864 0,829 0,768 94,2 91,7 93,2 95,6 96,9 101 97,0 89,9 94,6
500 0,096 0,081 0,209 0,303 0,339 0,109 0,093 0,065 11,2 9,48 24,5 35,5 39,7 12,8 10,9 7,61 13,0
1000 0,047 0,051 0,054 0,054 0,060 0,055 0,059 0,058 5,50 5,97 6,32 6,32 7,02 6,44 6,90 6,79 6,48
kontrola 0,807 0,814 0,876 0,869 0,901 0,863 0,867 0,839

ICs [ngmL™] 466 358 415 452 467 399 374 345 378+28,6

C [pug mL']? A. paniculatum, Titelski breg, cela biljka

62,5 0,372 0,569 0,605 0,645 0,616 0,560 0,337 0,367 46,2 70,6 75,1 80,1 76,5 69,5 418 63,0 72,5
125 0,239 0,574 0,358 0,627 0,422 0,402 0,452 0,410 29,7 712 44,4 77,8 52,4 49,9 56,1 50,9 55,3
250 0,040 0,071 0,057 0,076 0,125 0,042 0,045 0,054 4,97 8,81 7,08 9,43 15,5 521 5,59 6,70 8,33
500 0,034 0,035 0,038 0,043 0,048 0,047 0,043 0,043 4,22 4,34 4,72 5,34 5,96 5,83 5,34 5,34 5,27
1000 0,033 0,028 0,027 0,029 0,030 0,035 0,036 0,043 4,10 3,48 3,35 3,60 3,72 4,34 4,47 5,34 4,04
kontrola 0,748 0,828 0,833 0,882 0,805 0,801 0,770 0,778

1Cs0 [ng mL7] / 128 115 187 131 125 145 112 135+25,6
C [pug mL']? A. paniculatum, Titelski breg, nadzemni deo
7,81 0,531 0,596 0,565 0,565 0,567 0,589 0,619 0,541 90,4 101 96,1 96,1 96,5 100 105 92,1 97,3
15,6 0,553 0,588 0,540 0,582 0,583 0,608 0,624 0,577 94,1 100 91,9 99,0 99,2 103 106 98,2 99,0
31,3 0,575 0,539 0,561 0,587 0,600 0,591 0,566 0,579 97,9 91,7 95,5 99,9 102 101 96,3 98,5 97,8
62,5 0,570 0,612 0,584 0,608 0,604 0,612 0,579 0,529 97,0 104 99,4 103 103 104 98,5 90,0 99,9
125 0,440 0,394 0,421 0,438 0,350 0,531 0,454 0,448 74,9 67,0 71,6 74,5 59,6 90,4 77,3 76,2 73,9
kontrola 0,572 0,590 0,580 0,613 0,615 0,585 0,580 0,566

ICs [pgmL™]  / / / / / / / / >125

C [pug mL']? A. rhodopeum, Dimitrovgrad, cela biljka
62,5 0,668 0,576 0,517 0,680 0,638 0,784 0,508 0,664 78,7 67,8 60,9 80,1 75,1 92,3 59,8 78,2 71,5
125 0,070 0,056 0,082 0,064 0,085 0,085 0,071 0,062 8,24 6,60 9,66 7,54 10,0 10,0 8,36 7,30 8,24
250 0,063 0,051 0,059 0,059 0,076 0,052 0,054 0,055 7,42 6,01 6,95 6,95 8,95 6,12 6,36 6,48 7,02
500 0,056 0,045 0,058 0,044 0,057 0,044 0,044 0,042 6,60 5,30 6,83 5,18 6,71 5,18 5,18 4,95 5,82
1000 0,060 0,051 0,055 0,045 0,064 0,063 0,054 0,051 7,07 6,01 6,48 5,30 7,54 7,42 6,36 6,01 6,39
kontrola 0,841 0,801 0,865 0,807 0,851 0,893 0,823 0,912

ICopgmLY] 691 671 661 691 690 106 655 687 67,8+1,52
C [ug mL']? A. rhodopeum, Dimitrovgrad, nadzemni deo
7,81 0,541 0,506 0,581 0,558 0,618 0,593 0,529 0,566 96,1 89,9 103 99,1 110 105 93,9 101 99,7
15,6 0,505 0,562 0,558 0,595 0,530 0,526 0,544 0,584 89,7 99,8 99,1 106 94,1 93,4 96,6 104 97,8
31,3 0,540 0,550 0,591 0,593 0,619 0,605 0,614 0,601 95,9 97,7 105 105 110 107 109 107 105
62,5 0,531 0,599 0,608 0,507 0,521 0,545 0,580 0,618 94,3 106 108 90,0 92,5 96,8 103 110 100
125 0,234 0,080 0,073 0,116 0,064 0,061 0,070 0,042 41,6 14,2 13,0 20,6 11,4 10,8 12,4 75 16,4
kontrola 0,544 0,532 0,540 0,564 0,577 0,623 0,598 0,527

1Cs0 [ng mL_l] 83,7 113 115 66,8 66,8 69,6 96,8 114 90,7+£21,7

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.72

. Uticaj ekstrakata A. cepa, A.sativum i standardnih fenolnih jedinjenja na rast ¢elija epitelnog adenokarcinoma dojke (MCF7)

MCE7 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%]
A Ay As Ay As As A; Asg Ki Ks Ks Ky Ks Ks Kz Ks srednja vrednost

C [ug mL™? A. cepa, Nedadin, cela biljka
62,5 0,800 0807 0,790 0,835 0856 0859 0849 0,848 98,8 99,6 97,5 103 106 106 105 105 102
125 0,806 0,780 0,789 0,865 0815 0817 0830 0,771 99,5 96,3 974 107 101 101 102 95,2 99,9
250 0,769 0,793 0837 0872 0822 0,768 0809 0,782 94,9 97,9 103 108 101 94,8 99,9 96,5 99,6
500 0,755 0,756 0,798 0,792 0,788 0,744 0,765 0,730 93,2 93,3 98,5 97,8 97,3 91,9 94,4 90,1 94,6
1000 0435 0456 0405 0477 0475 0467 0465 0425 53,7 56,3 50,0 58,9 58,6 57,7 57,4 52,5 55,6
kontrola 0,782 0,788 0824 0810 0828 0851 0822 0,775

ICe [mgmL™] / / / / / / / / >1000
C [ug mL™? A. sativum, Sajkas, cela biljka
62,5 0,791 0861 0818 0829 0847 0853 0866 0,793 97,7 106 101 102 105 105 107 97,9 103
125 0,786 0811 0830 0,840 0822 0808 0844 0,775 97,0 100 102 104 101 99,8 104 95,7 101
250 0,754 07781 0812 0,806 0,799 0,756 0673 0,669 931 96,4 100 99,5 98,6 93,3 831 82,6 934
500 0,727 0,749 0742 0,801 0,746 0,788 0,798 0,764 89,8 92,5 91,6 98,9 92,1 97,3 98,5 94,3 94,4
1000 049 0397 0510 0469 0508 0457 0505 0,546 61,1 49,0 63,0 57,9 62,7 56,4 62,3 67,4 60,0
kontrola 0,782 0,788 0824 0810 0828 0851 0822 0,775

ICxougmL™ / / / / / / / / >1000
C [pug mL']? ferulna kiselina
31,2 0,592 0,59 0,611 0649 0,625 0,65 0,647 0,724 90,9 90,6 93,9 99,7 96,0 99,8 99,4 111,2 95,9
62,5 0,516 0554 058 0548 0850 0637 0625 0,575 79,3 85,1 89,9 84,2 130,6 97,8 96,0 88,3 99,9
125 / 0426 0551 0554 053 0514 0570 0,558 0,0 654 84,6 85,1 82,2 79,0 87,6 85,7 79,8
250 / 0,380 0355 0423 0,228 0240 0,271 0487 0,0 58,4 54,5 65,0 35,0 36,9 41,6 74,8 45,3
500 / 0174 0126 0132 0578 0148 0,193 0,197 0,0 26,7 19,4 20,3 88,8 22,7 29,6 30,3 375
kontrola 0625 0597 0664 0659 0880 0526 0492 0,765

ICxougmL™ / 280 266 340 191 203 223 383 233+38,9
C [pug mL']? kvercetin
7,81 0,414 0,284 0,502 0,497 0,500 0,511 0,476 / 61,7 42,3 74,8 74,1 74,5 76,1 70,9 / 72,0
15,6 0,230 0,229 0238 0,227 0245 0261 0,263 0,323 34,3 34,1 355 33,8 36,5 38,9 39,2 48,1 36,4
31,2 0,158 0,094 0,104 0,089 0089 0094 0091 0,076 235 14,0 15,5 13,3 13,3 14,0 13,6 11,3 15,5
62,5 / / 0,094 0121 0,090 0116 0,119 0,116 / 14,9 14,0 18,0 134 17,3 17,7 17,3 16,1
kontrola 0642 0684 0615 0,711 0660 0687 0694 0,676

ICso [ngmL™] 116  / 12,1 11,7 12,2 12,8 12,3 / 12,1£0,43

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.73. Uticaj ekstrakata A. flavum, A. melanantherum i A. carinatum subsp. carinatum na rast ¢elija adenokarcinoma debelog creva (HT-29)

HT-29 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%0]
A1 Az & A4 A5 Ae A7 Aa K1 Kz K3 K4 K5 Ke K7 Kg sred nja vrednost
C [ug mL™']? A. flavum, Babugnica, cela biljka

62,5 0,368 0,328 0,347 0,285 0,378 0,376 0,428 0,397 72,2 64,3 68,0 55,9 74,1 73,7 83,9 778 69,4
125 0,192 0,166 0,124 0,189 0,217 0,115 0,195 0,223 37,6 325 24,3 371 42,5 225 38,2 43,7 34,3
250 0,094 0,121 0,066 0,156 0,141 0,087 0,265 0,168 18,4 23,7 12,9 30,6 27,6 17,1 52,0 32,9 23,3
500 0,043 0,037 0,037 0,099 0,077 0,061 0,069 0,047 8,43 7,25 7,25 194 15,1 12,0 135 9,22 11,2
1000 0,037 0,039 0,045 0,102 0,080 0,051 0,071 0,056 7,25 7,65 8,82 20,0 15,7 10,0 13,9 11,0 11,5
kontrola 0,512 0,524 0,538 0,519 0,548 0,500 0,454 0,485

ICs [pgmL] 952 826 759 754 104 765 133 112 88,8+15,1

C [pug mL']? A. flavum, Babusnica, nadzemni deo

15,6 1,209 1,158 1,142 1,235 1,238 1,156 1,207 1,156 103 98,4 97,0 105 105 98,2 103 98,2 100
31,2 1,234 1,224 1,225 1,254 1,275 1,205 1,244 1,171 105 104 104 107 108 102 106 99,5 104
62,5 1,227 1,197 1,218 1,193 1,221 1,227 1,159 1,197 104 102 103 101 104 104 98,4 102 103
125 0,853 0,858 1,016 0,726 0,910 0,673 0,904 0,865 724 72,9 86,3 61,7 773 57,2 76,8 735 70,7
250 0,072 0,079 0,092 0,114 0,139 0,132 0,190 0,161 6,12 6,71 7,81 9,68 11,8 11,2 16,1 137 9,20
kontrola 1,188 1,208 1,22 1,15 1,151 1,182 1,151 1,169

1Cso [ng mL™] 129 129 132 136 153 125 167 129 130+3,62
C [pug mL']? A. melanantherum, Plana, cela biljka
62,5 0,463 / / 0,596 / 0,517 0,523 0,528 90,8 / / 117 / 101 103 104 103
125 0,444 0,386 0,520 0,509 0,455 0,508 0,466 0,443 87,1 75,7 102 99,8 89,2 99,6 914 86,9 89,9
250 0,324 / / 0,332 0,434 0,471 / 0,383 63,5 / / 65,1 85,1 92,4 / 751 76,2
500 0,253 0,222 / 0,140 0,248 0,194 0,223 0,231 49,6 435 / 275 48,6 38,0 43,7 453 42,3
1000 0,065 0,055 0,047 0,076 0,080 0,084 0,078 0,053 12,7 10,8 9,2 14,9 15,7 16,5 15,3 10,4 13,8
kontrola 0,512 0,524 0,538 0,519 0,548 0,500 0,454 0,485

ICs [ngmLY] 460 414 636 322 512 436 473 461 440+60,2
C [ug mL']? A. melanantherum, Plana, nadzemni deo
312 1,256 1,330 1,400 1,296 1,347 1,356 1,353 1,345 98,2 104 109 101 105 106 106 105 104
62,5 1,311 1,251 1,372 1,387 1,282 1,301 1,292 1,364 103 97,8 107 108 100 102 101 107 103
125 1,434 1,304 1,349 1,336 1,451 1,375 1,437 1,443 112 102 105 104 113 108 112 113 109
250 1,254 1,257 1,414 1,431 1,354 1,350 1,402 1,332 98,0 98,3 111 112 106 106 110 104 105
500 1,057 1,047 1,138 1,183 1,315 1,268 1,081 1,331 82,6 81,9 89,0 92,5 103 99,1 84,5 104 92,1
kontrola 1,285 1,277 1,306 1,392 1,302 1,298 1,204 1,168

ICs [pgmL™"]  / / / / / / / / >500
C [pug mL'? A. carintum subsp. carinatum, Cemernik, cela biljka
62,5 0,514 0,572 0,559 0,608 0,597 0,556 0,531 0,553 98,0 109 107 116 114 106 101 105 107
125 0,474 0,522 0,542 0,610 0,589 0,538 0,546 0,551 904 99,6 103 116 112 103 104 105 104
250 0,462 0,517 0,313 0,564 0,518 0,469 0,551 0,438 88,1 98,6 59,7 108 98,8 89,5 105 83,5 92,5
500 0,242 0,295 0,366 0,335 0,236 0,288 0,471 0,366 46,2 56,3 69,8 63,9 45,0 54,9 89,8 69,8 60,8
1000 0,056 0,061 0,059 0,113 0,089 0,066 0,072 0,073 10,7 11,6 11,3 21,6 17,0 12,6 13,7 13,9 14,1
kontrola 0,540 0,509 0,523 0,560 0,543 0,530 0,473 0,516

1Cs0 [ng ML 478 537 551 587 470 539 548 662 530+41,5

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.74. Uticaj ekstrakata A. carinatum subsp. pulchelum, A.fuscum i A. pallens na rast ¢elija adenokarcinoma debelog creva (HT-29)

HT-29 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%]
A1 Az & A4 A5 Ae A7 As K1 Kz K3 K4 K5 Ke K7 Kg srednja vrednost
C [pug mL™']? A. carintum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero, cela biljka

62,5 1,332 1,285 1,348 1,394 1,412 1,371 1,274 1,310 98,2 94,7 99,4 103 104 101 93,9 96,6 98,8
125 1,352 1,372 1,321 1,370 1,456 1,366 1,305 1,361 99,6 101 97,4 101 107 101 96,2 100 100
250 0,564 0,806 0,518 0,867 0,666 0,570 0,782 0,519 41,6 59,4 38,2 63,9 49,1 42,0 57,6 38,3 48,8
500 0,139 0,174 0,162 0,099 0,111 0,074 0,107 0,107 10,2 12,8 11,9 7,30 8,18 5,45 7,89 7,89 8,96
1000 0,065 0,067 0,093 0,114 0,081 0,083 0,077 0,084 4,79 4,94 6,85 8,40 5,97 6,12 5,68 6,19 6,12
kontrola 1,349 1,295 1,327 1,372 1,387 1,442 1,291 1,391

ICs [ngmL™"] 247 253 234 271 250 243 252 247 250+10,4

C [ugmL™? A. carintum subsp. pulchelum, Vlasinsko jezero, nadzemni deo

31,25 1,270 1,309 1,355 1,300 1,307 1,265 1,301 1,358 85,3 87,9 91,0 87,3 87,8 84,9 874 91,2 87,8
62,5 1,367 1,307 1,379 1,338 1,313 1,271 1,399 1,243 91,8 87,8 92,6 89,8 88,2 85,3 93,9 83,5 89,1
125 1,365 1,232 1,542 1,345 1,359 1,330 1,286 1,380 91,6 82,7 104 90,3 91,2 89,3 86,3 92,7 91,0
250 1,255 1,270 1,307 1,338 1,360 1,328 1,296 1,380 84,3 85,3 87,8 89,8 91,3 89,2 87,0 92,7 88,4
500 1,162 0,921 1,342 1,336 1,307 1,353 1,176 1,139 78,0 61,8 90,1 89,7 87,8 90,8 79,0 76,5 81,7
kontrola 1,600 1,485 1,531 1,589 1,511 1,342 1,454 1,403

ICs [pgmL™]  / / / / / / / / >500
C [ugmL™? A. fuscum var. fuscum, Zaovine, cela biljka
62,5 1,145 1,214 1,271 1,319 1,276 1,298 1,232 1,422 88,5 93,8 98,2 102 98,6 100 95,2 110 97,1
125 1,051 1,158 1,139 1,322 1,429 1,377 1,201 1,333 81,2 89,5 88,0 102 110 106 92,8 103 96,8
250 1,299 1,100 1,362 1,295 1,454 1,428 1,374 1,230 100 85,0 105 100 112 110 106 95,0 106
500 0,756 0,980 0,883 1,025 1,206 1,029 0,948 1,251 58,4 75,7 68,2 79,2 93,2 79,5 73,2 96,6 75,3
1000 0,203 0,151 0,148 0,182 0,166 0,193 0,159 0,288 15,7 11,7 11,4 14,1 12,8 14,9 12,3 22,3 13,5
kontrola 1,254 1,305 1,263 1,334 1,308 1,320 1,212 1,359

ICs [ugmL™"] 506 772 513 636 533 519 516 896 537+49,2
C [ug mL'P? A. fuscum var. fuscum, Zaovine, nadzemni deo
62,5 1,327 1,203 1,288 1,304 1,424 1,270 1,340 1,281 106 96,2 103 104 114 102 107 102 104
125 1,318 1,215 1,295 1,381 1,381 1,191 1,278 1,309 105 97,2 104 110 110 95,3 102 105 103
250 1,329 1,297 1,386 1,367 1,395 1,370 1,327 1,342 106 104 111 109 112 110 106 107 108
500 1,138 1,208 1,232 1,224 1,248 1,257 1,357 1,316 91,0 96,6 98,6 97,9 99,8 100 108 105 100
1000 0,238 0,197 0,162 0,216 0,152 0,151 0,133 0,210 19,0 15,8 13,0 17,3 12,2 12,1 10,6 16,8 14,3
kontrola 1,155 1,204 1,283 1,294 1,359 1,211 1,322 1,173

ICs [ngmL™] 845 790 833 676 742 637 677 759 745+76,6
C [ug mL']? A. pallens, Beli Rzav, cela biljka
62,5 1,234 1,193 1,259 1,365 1,254 1,379 1,337 1,314 98,7 95,4 101 109 100 110 107 105 104
125 1,180 1,226 1,243 1,325 1,325 1,245 1,257 1,280 94,4 98,1 99,4 106 106 99,6 101 102 101
250 1,278 1,235 1,199 1,290 1,273 1,278 1,163 1,239 102 98,8 95,9 103 102 102 93,0 99,1 99,5
500 0,864 1,263 1,025 1,129 1,296 1,268 1,186 1,206 69,1 101 82,0 90,3 104 101 94,9 96,5 92,8
1000 0,534 0,527 0,369 0,468 0,561 0,688 0,699 0,519 42,7 42,2 29,5 374 44,9 55,0 55,9 415 43,4
kontrola 1,155 1,204 1,283 1,294 1,359 1,211 1,322 1,173

ICs [ngmL™] 883 895 841 870 909 / / 904 884253

?Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.75. Uticaj ekstrakata A. oleraceum, A. paniculatum i A. rhodopeum na rast ¢elija adenokarcinoma debelog creva (HT-29)

HT-29 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%]
A A, As Ay As A As Ky Kz Ks Ks Ks Ks K Ks srednja vrednost

C [ug mL™']? A. oleraceum, Kosmovac, cela biljka
62,5 1,160 1,276 1,283 1,400 1,400 1,266 1,296 1,357 89,6 98,6 99,1 108 108 97,8 100 105 103
125 1,180 1,116 1,329 1,261 1,245 1,221 1,206 1,304 91,2 86,2 103 97,4 96,2 94,3 93,2 101 97,4
250 1,235 1,209 1,251 1,209 1,365 1,285 1,320 1,315 954 934 96,6 934 105 99,3 102 102 99,7
500 0,966 1,075 1,057 1,193 1,084 1,341 1,145 1,287 74,6 83,1 81,7 92,2 83,7 104 88,5 99,4 91,5
1000 0,353 0,126 0,122 0,195 0,163 0,127 0,137 0,144 27,3 9,73 9,43 15,1 12,6 9,81 10,6 11,1 114
kontrola 1,254 1,305 1,263 1,334 1,308 1,320 1,212 1,359

ICsx [ngmL™] 778 513 659 599 586 665 602 684 6334+41,5
C [ug mL']? A. paniculatum, Titelski breg, cela biljka
62,5 1,403 1,322 1,487 1,433 1,449 1,481 1,348 1,479 103 97,4 110 106 107 109 99,4 109 105
125 0,323 0,258 0,282 0,277 0,294 0,144 0,291 0,321 23,8 19,0 20,8 20,4 21,7 10,6 21,4 23,7 20,2
250 0,187 0,062 0,065 0,173 0,173 0,188 0,115 0,177 138 457 4,79 12,8 12,8 13,9 8,48 13,0 10,5
500 0,069 0,067 0,056 0,187 0,110 0,074 0,055 0,063 509 494 413 13,78 811 5,45 4,05 4,64 6,27
1000 0,076 0,086 0,086 0,191 0,131 0,102 0,105 0,117 5,60 6,34 6,34 14,08 9,66 7,52 7,74 8,62 8,24
kontrola 1,349 1,295 1,327 1,372 1,387 1,442 1,291 1,391

ICs [pgmL™] 916 111 114 110 88,8 76,9 88,6 92,0 96,7+13.4
C [pug mL']? A. paniculatum, Titelski breg, nadzemni deo
31,2 1,162 1,218 1,260 1,376 1,358 1,243 1,330 1,295 90,9 95,2 98,5 108 106 97,2 104 101 100,1
62,5 1,263 1,318 1,329 1,349 1,365 1,363 1,307 1,275 98,7 103 104 105 107 107 102 100 103,3
125 1,219 1,341 1,267 1,387 1,294 1,242 1,233 1,357 95,3 105 99,1 108 101 97,1 96,4 106 101,1
250 1,303 1,364 1,270 1,346 1,341 1,325 1,311 1,253 102 107 99,3 105 105 104 103 98,0 102,7
500 1,426 1,263 1,378 1,353 1,388 1,314 1,298 1,339 111 98,7 108 106 109 103 101 105 105,2
kontrola 1,285 1,277 1,306 1,392 1,302 1,298 1,204 1,168

ICsp [ng mL™] / / / / / / / / >500
C [pug mL']? A. rhodopeum, Dimitrovgrad, cela biljka
62,5 0,497 0,537 0,508 0,556 0,543 0,543 0,533 0,456 94,8 102 96,9 106 104 104 102 87,0 99,5
125 0,144 0,110 0,119 0,135 0,127 0,110 0,140 0,128 27,5 21,0 22,7 25,8 24,2 21,0 26,7 24,4 24,2
250 0,041 0,035 0,042 0,076 0,052 0,042 0,042 0,042 7,82 6,68 8,01 1450 9,92 8,01 8,01 8,01 8,87
500 0,030 0,032 0,027 0,062 0,042 0,036 0,039 0,037 572 6,10 5,15 11,83 8,01 6,87 7,44 7,06 7,27
1000 0,037 0,036 0,047 0,067 0,068 0,058 0,063 0,053 7,06 6,87 8,97 12,78 12,97 11,06 12,02 1011 10,2
kontrola 0,540 0,509 0,523 0,560 0,543 0,530 0,473 0,516

1Cs0 [ng mL] 98,1 99,4 93,4 86,8 117 116 119 117 106+12,6
C [pug mL'? A. rhodopeum, Dimitrovgrad, nadzemni deo
31,2 1,376 1,358 1,306 1,424 1,307 1,322 1,269 1,313 924 91,2 87,7 95,6 87,8 88,8 85,2 88,2 89,6
62,5 1,297 1,346 1,329 1,316 1,319 1,285 1,282 1,180 87,1 904 89,2 884 88,6 86,3 86,1 79,2 86,9
125 1,274 1,366 1,250 1,333 1,372 1,425 1,383 1,419 85,5 91,7 83,9 89,5 92,1 95,7 92,9 95,3 90,8
250 1,266 1,169 1,328 1,365 1,284 1,272 1,138 1,303 85,0 78,5 89,2 91,6 86,2 85,4 76,4 87,5 85,0
500 0,409 0,350 0,816 1,387 1,090 1,116 1,097 0,802 27,5 235 54,8 931 73,2 74,9 73,7 53,8 59,3
kontrola 1,600 1,485 1,531 1,589 1,511 1,342 1,454 1,403

ICs [ngmL™] 454 403 / / / / / / >250

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.76

. Uticaj ekstrakata A. cepa, A.sativum i standardnih fenolnih jedinjenja na rast ¢elija adenokarcinoma debelog creva (HT-29)

HT-29 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%0]
A Ay As Ay As As A; Asg K K Ks K4 Ks Ks Kz Ks srednja vrednost

C [ugmL™? A. cepa, Nedadin, cela biljka
62,5 1,193 1,228 1,211 1,259 1,382 1,330 1,242 1,304 101 104 103 107 117 113 105 111 108
125 1,253 1,137 1,099 1271 1284 1275 1,187 1,317 106 96,5 93,3 108 109 108 101 112 104
250 1,233 1222 1164 1,404 1,318 1,324 1244 1317 105 104 98,8 119 112 112 106 112 109
500 1,271 1,263 1,347 1,613 1,417 1,355 1,343 1,285 108 107 114 137 120 115 114 109 116
1000 1,198 1,189 1248 1,334 1362 1270 1,198 1,209 102 101 106 113 116 108 102 103 106
kontrola 1,171 1,159 1,128 1,122 1,181 1,208 1,298 1,155

ICso [ng mL™] / / / / / / / / >1000
C [ugmL™? A. sativum, Sajkas, cela biljka
62,5 1,275 1,181 1,169 1,313 1,175 1,253 1,203 1,225 108 100 99,3 111 100 106 102 104 104
125 1,221 1,285 1,214 1,385 1,184 1,145 1,220 1,256 104 109 103 118 101 97,2 104 107 105
250 1,319 1,224 1,292 1,473 1,456 1,299 1,225 1,420 112 104 110 125 124 110 104 121 114
500 1,281 1,209 1,254 1,479 1,320 1,343 1,349 1,307 109 103 106 126 112 114 115 111 112
1000 1,236 1,126 1,164 1,296 1,304 1,306 1,331 1,302 105 95,6 98,8 110 111 111 113 111 107
kontrola 1,171 1,159 1,128 1,122 1,181 1,208 1,298 1,155

ICso [ng mL™] / / / / / / / / >1000
C [pg mL'J? ferulna kiselina
31,2 0,456 0,483 0,451 0,487 0,510 0,513 0,476 0,483 98,1 104 97,1 105 110 110 102 104 104
62,5 0420 0468 0495 0495 0466 0497 0541 0447 90,4 101 107 107 100 107 116 96,2 103
125 0459 0522 0406 0514 0465 0566 0585 0433 98,8 112 87,4 111 100 122 126 93,2 106
250 0,389 0461 0417 0416 0373 028 0523 0,524 83,7 99,2 89,7 89,5 80,3 61,3 113 113 91,1
500 0,582 0226 0505 0405 0387 0354 0287 0,294 125 48,6 109 87,2 83,3 76,2 61,8 63,3 818
kontrola 0,387 0494 0504 0424 0372 0473 0536 0,527

ICso [ng mL™] / / / / / / / / >500
C [pug mL']? kvercetin
7,81 1,133 1,119 1,029 1,087 1,145 1,064 1,126 1,174 94,1 93,0 85,5 90,3 95,1 88,4 93,5 97,5 91,4
15,6 1,073 093 0913 1,063 0990 108 1,172 1,166 89,1 80,0 75,8 88,3 82,2 90,2 97,4 96,9 86,2
31,2 0,614 0,703 0803 0,825 0818 0,714 0815 0,904 51,0 58,4 66,7 68,5 68,0 59,3 67,7 751 62,8
62,5 / 0,394 0289 0433 0397 0736 0,714 0,613 0,0 32,7 24,0 36,0 33,0 61,1 59,3 50,9 35,2
125 0,263 0323 029 0,237 0230 0233 0249 0,242 21,8 26,8 24,5 19,7 19,1 19,4 20,7 20,1 21,7
kontrola 1,216 1,046 1,148 1,054 1,340 1,151 1,288 1,387

ICwomgmL™] 330 379 396 475 445 447 53,5 63,8 43,0+6,74

#Radna koncentracija ekstrakta
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Tabela 8.77. Uticaj standardnog rastvora rutina na rast fetalnih fibroblasta plu¢a (MRC-5), ¢elija epitelnog karcinoma cerviksa (HeLa), epitelnog adenokarcinoma dojke (MCF7) i
adenokarcinoma debelog creva (HT-29)

MRC-5 Absorbancija (A) Procenat od kontole (K) [%0]
A1 Az & A4 A5 Ae A7 As K1 Kz K3 K4 K5 Ke K7 Ka sred nja vrednost
C [ug mL™']? rutin

31,2 0,611 0,635 0,637 0,662 0,683 0,615 0,651 0,646 101 105 105 109 113 101 107 107 106
62,5 0,593 0,584 0,601 0,619 0,645 0,622 0,596 0,582 97,8 96,3 99,1 102 106 103 98,3 96,0 100
125 0,601 0,590 0,583 0,660 0,648 0,567 0,578 0,534 99,1 97,3 96,2 109 107 93,5 95,3 88,1 98,2
250 0,589 0,623 0,544 0,617 0,663 0,590 0,721 0,684 97,2 103 89,7 102 109 97,3 119 113 104
500 0,626 0,574 0,646 0,627 0,730 0,547 0,588 0,582 103 94,7 107 103 120 90,2 97,0 96,0 101
kontrola 0,584 0,608 0,603 0,629 0,615 0,613 0,578 0,620

ICs [pgmL™"]  / / / / / / / / >500

Hella
C [ugmL™? rutin

31,2 1,031 1,006 1,101 1,017 1,220 0,966 1,072 1,331 105 103 112 104 125 98,6 109 136 112
62,5 0,995 1,007 1,073 1,094 1,277 1,215 1,270 1,209 102 103 110 112 130 124 130 124 117
125 0,944 0,955 0,945 1,015 1,316 1,056 1,140 1,011 96,4 97,5 96,5 104 134 108 116 103 101
250 0,602 0,855 0,981 0,903 1,385 1,180 1,324 0,757 61,5 87,3 100 92,2 141 120 135 77,3 83,7
500 0,788 0,741 0,744 0,824 1,420 1,401 1,328 0,931 80,5 75,7 76,0 84,1 145 143 136 95,1 82,3
kontrola 0,990 0,959 0,927 1,041 1,173 1,004 0,790 0,950

ICs [mgmL™ / / / / / / / / >500
MCF7
C [ug mL'P? rutin
312 0,616 0,580 0,609 0,651 0,598 0,602 0,609 0,677 107 101 106 114 104 105 106 118 108
62,5 0,686 0,536 0,569 0,670 0,604 0,661 0,666 0,635 120 93,5 99,3 117 105 115 116 111 110
125 0,600 0,616 0,653 0,553 0,542 0,623 0,623 0,616 105 107 114 96,5 94,6 109 109 107 105
250 / 0,494 0,589 0,615 0,519 0,573 0,542 0,602 / 86,2 103 107 90,6 100 94,5 105 98,0
500 / 0,598 0,576 0,574 0,468 0,488 0,734 0,583 / 104 100 100 81,6 85,2 128 102 100
kontrola 0,674 0,489 0,485 0,645 0,758 0,453 0,424 0,659

ICs [ngmL™  / / / / / / / / >500

HT-29

C [pug mL'? rutin
31,2 0,531 0,532 0,550 0,555 0,541 0,551 0,548 0,546 101 101 104 105 103 104 104 104 103
62,5 0,487 0,497 0,512 0,512 0,562 0,552 0,510 0,525 92,3 94,2 97,1 97,1 107 105 96,7 99,5 98,5
125 0,483 0,474 0,470 0,500 0,530 0,481 0,518 0,491 91,6 89,9 89,1 94,8 100 91,2 98,2 93,1 935
250 0,502 0,493 0,568 0,560 0,539 0,478 0,532 0,506 95,2 93,5 108 106 102 90,6 101 95,9 99,0
500 0,568 0,499 0,479 0,510 0,540 0,502 0,544 0,521 108 94,6 90,8 96,7 102 95,2 103 98,8 98,6
kontrola 0,495 0,512 0,529 0,539 0,554 0,537 0,530 0,524

ICsxo[ugmL™ / / / / / / / / >500

?Radna koncentracija ekstrakta
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mr Natasa Simin

Doktorska disertacija

Tabela 8.78. Rezultati testa za detekciju apoptoze i nekroze

Uzorak A (apoptoza). A (nekroza)® A/N EF-A EF-N Al
MCF7

negativna kontrola 0,630 1,653 0,38

A. flavum, cela biljka 0,612 2,026 030 097 123 0,79

A. rhodopeum, cela biljka 0,610 1,891 032 097 114 085
MCF7

negativna kontrola 0,203 0,076 2,66

A. rhodopeum, nadzemni delovi 0,177 0,047 380 087 0,61 1,42

A. melanantherum, nadzemni delovi 0,498 0,044 1131 246 058 424

A. flavum, nadzemni delovi 0,201 0,039 514 099 051 1,93
MRC-5

negativna kontrola 0,094 0,677 0,14

A. flavum, nadzemni delovi 1,396 0,916 1,52 148 1,35 11,0

A. rhodopeum, nadzemni delovi 0,392 0,566 069 417 084 4,99

A. flavum, cela biljka 2,230 1,238 1,80 23,7 183 13,0
HelLa

negativna kontrola 0,311 1,123 0,28

A. flavum, nadzemni delovi 0,784 1,256 0,62 252 112 2,25

A. flavum, cela biljka 0,749 1,189 063 241 106 2,27

A. rhodopeum, cela biljka 0,444 1,169 0,38 1,43 1,04 1,37
HT-29

negativna kontrola 0,188 0,182 1,03

A. rhodopeum, cela biljka 2,286 0,710 3,22 122 3,90 3,12
HT-29

negativna kontrola 0,193 0,376 0,51

A. flavum, cela biljka 2,280 3,126 0,73 11,8 8,32 1,42

A. paniculatum, cela biljka 4,192 3,725 1,13 21,7 992 219

A= Ag-Ag s Ay —srednja vrednost absorbance za dva ponavljanja, Ay, — absorbance slepe probe
AIN = A(apoptoza)/A(nekroza); EF-A — faktor porasta apoptoze; EF-N — faktor porasta nekroze; Al — porast apoptoze u

odnosu na porast nekroze
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U ovoj doktorskoj disertaciji ispitan je hemijski sastav i bioloske aktivnosti
ekstrakata deset samoniklih taksona roda Allium sect. Codonoprasum: A. carinatum
subsp. pulchellum, A. carinatum subsp. carinatum, A. fuscum var. gracile, A. fuscum var.
fuscum, A. flavum subsp. flavum, A. melanantherum, A. paniculatum subsp. marginatum,
A. pallens subsp. tenuiflorum, A. oleraceum i A. rhodopeum, sakupljenih na 27 lokaliteta
u Srbiji. Cilj rada bio je da se dobiju podaci o sadrZaju bioloski aktivnih jedinjenja u
ovim, do sada veoma malo ispitanim vrstama roda Allium, i utvrdi njihova potencijalna
lekovita vrednost.

Analiza hemijskog sastava obuhvatila je: analizu volatilnih komponenti sveZih
lukovica primenom headspace GC-MS tehnike, kvalitativnu analizu metanolnih
ekstrakata primenom te¢nohromatografskih metoda (LC-DAD-MS i LC-MS-MS),
kvantitativnu analizu odabranih fenolnih jedinjenja LC-MS-MS tehnikom, odredivanje
sadrzaja ukupnih monomernih antocijana i odredivanje aktivnosti aliinaze. Ispitivanja
bioloskih  aktivnosti  ekstrakata obuhvatila su: odredivanje antioksidantne,
antiinflamatorne, antimikrobne, antimutagene i genotoksi¢ne aktivnosti, kao i ispitivanje
uticaja na rast zdravih i tumorskih cCelija i sposobnosti indukcije ¢elijske smrti.

Sumiranjem dobijenih rezultata moze se zakljuciti da ispitivani predstavnici roda
Allium sect. Codonoprasum predstavljaju bogate izvore bioloski aktivnih jedinjenja sa
Sirokim spektrom bioloskih aktivnosti. Sa hemotaksonomskog aspekta znacajno je da se
dimetil-disulfid izdvaja kao najdominantnija i ¢esto jedina isparljiva komponenta, da
ekstrakti vecine vrsta sadrze veliku koli¢inu flavonoida (prvenstveno derivata
kvercetina), da se vrste A. pallens i A. oleraceum izdvajaju od ostalih po tome §to ne
sadrze rutin a sadrze hiperozid, da je vrsta A. rhodopeum siromasna fenolnim
jedinjenjima i da su sve vrste, osim vrste A. flavum, bogate antocijanima. Aktivnost
aliinaze je visoka u svim ispitivanim vrstama. Vecina ispitivanih ekstrakata, izuzev
ekstrakata vrsta A. carinatum i A. melanantherum, pokazala je izrazenu antioksidantnu
aktivnost, dok su ekstrakti vrsta A. flavum, A. rhodopeum, A. oleraceum i A. paniculatum
snazni antiinflamatorni agensi. Ekstrakti ispitivanih predstavnika sect. Codonoprasum
nisu pokazali antimikrobnu i antimutagenu aktivnost. Takode, ovi ekstrakti nisu ispoljili
genotoksicni efekat na ¢elije zdravog tkiva (izuzev slabog genotoksi¢nog efekta ekstrakta
nadzemnih delova A. flavum), $§to ukazuje na bezbednost upotrebe vrsta sect.
Codonoprasum kao hrane ili u obliku lekova. Ekstrakti celih biljaka A. paniculatum i A.
rhodopeum, kao i ekstrakt nadzemnih delova A. melanantherum pokazali su snaznu
antiproliferativhu aktivnost sa povoljnim ne-tumor/tumor koeficijentima i indukovali
apoptozu u tumorskim celijama, iz ¢ega se moze zakljuciti da imaju visok potencijal
primene u antitumorskoj terapiji.
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Abstract: In the present doctoral thesis the chemical composition and biological activities of

AB 10 wild growing taxa of genus Allium sect. Codonoprasum (A. carinatum subsp.

pulchellum, A. carinatum subsp. carinatum, A. fuscum var. gracile, A. fuscum var.
fuscum, A. flavum subsp. flavum, A. melanantherum, A. oleraceum, A. paniculatum
subsp. marginatum, A. pallens subsp. tenuiflorum and A. rhodopeum) were investigated.
The samples were collected from 27 locations in Serbia. The aim of the study was to
obtain data on the content of biologically active compounds in extracts of these
unexplored species of the genus Allium and to determine their potential medicinal value.

Phytochemical caracterisation included: headspace GC-MS analysis of fresh bulb
volatiles, LC-DAD-MS and LC-MS-MS qualitative analysis of methanol extracts, LC-
MS-MS quantitative analysis of 44 selected phenolic compounds in methanol extracts,
determination of total monomeric anthocyanins content and alliinase activity. In order to
assess the biological potential of methanol extracts, the antioxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial, antimutagenic, genotoxic and antiproliferative activities of the extracts
were studied.

Summing up all the results obtained, it can be concluded that species of genus
Allium sect. Codonoprasum are rich sources of biologically active compounds with a
broad spectrum of biological activities. Dimethyl disulfide is the most dominant and
often the only volatile component of most species, which is significant from
chemotaxonomic point of view. The methanol extracts of investigated species contain
high levels of flavonoids (primarily quercetin derivatives). Specificity of A. pallens and
A. oleraceum extracts is that they do not contain rutin, but contain hyperoside, while
small quantity of phenolic compounds is characteristic for A. rhodopeum extract. All
investigated species, except of A. flavum, are rich in anthocyanins. Alliinase activity was
high in all examined species. Most of the extracts, except A. carinatum and A.
melanantherum extracts, express considerable antioxidant activity, while extracts of A.
flavum, A. rhodopeum, A. paniculatum and A. oleraceum are potent anti-inflammatory
agents. The investigated Allium extracts did not show antimicrobial and antimutagenic
activity. Also, the extracts did not express genotoxic effect on healthy tissue cells
(except the weak genotoxic effects of aerial parts extract of A. flavum), indicating that
the use of these species as a food or as a drug is safe. Whole plant extracts of A.
paniculatum and A. rhodopeum, as well as aerial parts extract of A. melanantherum
showed strong antiproliferative activity (with a favorable non-tumor/tumor ratios) and
induced apoptosis in tumor cells, suggesting that these plants have a high potential for
application in antitumor therapy.
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