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Bioloski odgovor odabranih tipova éelija na delovanje ekstrakata algi Fucus spiralis Linnaeus
i Fucus virsoides J.Agardh in vitro

Rezime

Makroalge iz roda Fucus predstavljaju znacajan izvor bioloski vrednih komponenti jer su
bogate kompleksnim polisaharidima, masnim kiselinama i polifenolima. Cilj ove studije je bio
ispitivanje  hemijskog sastava, in vitro antikancerskih, antioksidativnih, antidijabetickih,
antimikrobnih svojstava, dihlormetan-metanolnog ekstrakta i tri frakcije algi F. spiralis i F.
virsoides kao i sezonskih varijacija u sastavu i aktivnosti izmedu letnjih i jesenjih ekstrakata i
frakcija alge F. virsoides.

Od osnovnog dihlormetan-metanolnog eckstrakta (1:1) su teéno - te€nom ekstrakcijom
dobijene petroletarska, etilacetatna i n-butanolna frakcija. Odreden je sadrzaj masnih kiselina i
ukupnih fenola. DPPH metodom je utvrdena antioksidativna sposobnost ekstrakata i frakcija. MTT
testom ispitana je in vitro citotoksi¢nost ekstrakata i frakcija prema nizu kancerskih ¢elijskih linija
kao 1 prema normalnoj ¢elijskoj liniji. Distribucija HeLa ¢elija (adenokarcinom grli¢a materice) po
fazama celijskog ciklusa nakon tretmana ekstraktima i frakcijama, evaluirana je uz pomo¢ proto¢ne
citometrije. Analiziran je tip celijske smrti HelLa celija nakon primene ekstrakata i frakcija.
Antimigracijski i antiangiogeni efekat ekstrakata i frakcija je ispitivan na humanim transformisanim
endotelnim ¢elijama umbilikalne vene EA.hy926. Ispitan je uticaj ekstrakata i frakcija na inhibiciju
enzima a-glukozidza, i time je utvrdena antidijabeticka aktivnost. Antimikrobni efekat ekstrakata i
frakcija je ispitan mikrodilucionom metodom.

Petroletarska frakcija vrste F. spiralis je imala najveéi citotoksi¢ni efekat prema HeLa
¢elijskoj liniji. Jesenji ekstrakt i frakcije vrste F. virsoides su ispoljili jaci citotoksi¢ni efekat prema
kancerskim celijskim linijama u poredenju sa letnjim uzorcima. Pokazana je i selektivnost
ekstrakata i frakcija u odnosu na normalnu ¢elijsku liniju. Rezultati su pokazali razliku u sadrzaju
masnih kiselina i ukupnih fenola i bioloskoj aktivnosti ekstrakata i frakcija dobijenih iz vrste F.
virsoides uzorkovanih tokom razli¢itih sezona. Proapototska aktivnost prema HeLa Celijama je bila
izrazena nakon tretmana etilacetatnim frakcijama letnjeg uzorka vrste F. virsoides a zatim i vrste F.
spiralis. Najizrazeniji uticaj na zaustavljane Celijske migracije EA.hy926 celija je iskazala
etilacetatna frakcija vrste F. spiralis. Spre¢avanje formiranje mreze EA.hy926 celija je bilo pod
uticajem osnovnih ekstrakata, petroletarske i etilacetane frakcije vrsta F. spiralis i jesenjeg uzorka
vrste F. virsoides, dok je samo etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides iskazala in vitro
antiangiogeno dejstvo. Svi ispitani ekstrakti i frakcije su inhibirali aktivnost enzima a-glukozidaze.
Ekstrakti i frakcije obe vrste algi su iskazali antimikrobnu i antioksidativnu aktivnost.

Ispitivanje bioloske aktivnosti ekstrakata i frakcija vrsta F. spiralis i F. virsoides, ukazuje na
obecavajuci antikancerski 1 farmakoloski potencijal ovih jestivih makroalgi.

Kljuéne reci: antimikrobni efekat, antioksidativna aktivnost, angiogeneza in vitro , apoptoza,
citotoksi¢nost, Fucus spiralis, Fucus virsoides, invazivnost, kancer, masne kiseline
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Biological responses of selected cell types to the activity of Fucus spiralis Linnaeus and Fucus
virsoides J.Agardh algae extracts in vitro

Abstract

Macroalgae from the Fucus genus are a valuable source of bioactive components as they are
rich in complex polysaccharides, fatty acids, and polyphenols. This study aimed to investigate the
chemical composition and in vitro anticancer, antimicrobial, antioxidative and antidiabetic activities
of the dichloromethane-methanol extract and three fractions of the Fucus spiralis and Fucus
virsoides as well as seasonal variations on algal composition and activity of summer and fall
extracts and fractions of Fucus virsoides.

Fractions were made from dichloromethane-methanol (1:1) extract of algae using liquid -
liquid extraction: petroleum-ether, ethyl-acetate n-butanol. Fatty acid and total phenolic content
were obtained. DPPH method was used to determine the antioxidative capacity of extracts and
fractions. Extract and fractions were screened for in vitro cytotoxicity by MTT assay against human
cancer and normal human cell lines. Cell cycle distribution of the human cervical adenocarcinoma
HeLa cells was evaluated using flow cytometry. The type of cell death of HeLa cells was evaluated
after treatment with extracts and fractions. Antimigratory and antiangiogenic properties were
investigated using scratch and tube formation assays against human endothelium derived permanent
EA.hy926 cell line. Inhibition of a-glucosidase assay was used to assess antidiabetic activity. The
antimicrobial effect was tested using the microdilution method against bacterial and fungal strains.

Petroleum-ether fraction of F. spiralis exerted the highest cytotoxicity against HelLa cells.
Fall extract and fractions of F. virsoides exerted stronger cytotoxic effect against cancer cell lines
compared to summer extract and fractions. Cytotoxic activity towards cancer cells was selective
compared to normal cells. The seasonal variation in content and biological activity of F. virsoides
samples was detected. Results have shown differences in fatty acid and total phenolic content.
Proapoptotic activity against HeLa cells was pronounced after treatment with ethyl-acetate fractions
of F. virsoides summer sample followed by F. spiralis. Ethyl-acetate fraction of F. spiralis showed
the best results in suppressing the migration of EA.hy926 cells. Extracts, petroleum-ether, ethyl-
acetate of F. spiralis, and F. virsoides fall samples, as well as ethyl-acetate summer sample of F.
virsoides, prevented tube formation of EA.hy926 cells. All tested extract and fractions inhibited o-
glucosidase enzymatic activity. Extract and fractions of both species exerted antioxidative and
antimicrobial activities.

The investigation of biological activities of the extract and fractions obtained from F.
spiralis and F. virsoides may suggest a promising anticancer and pharmacological potential of these
edible macroalgae.

Key words: antimicrobial effect, antioxidative activity, angiogenisis in vitro, apoptosis, cytotoxic,
Fucus spiralis, Fucus virsoides, invasion, cancer, fatty acids

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Experimental oncology
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1. UVvOD

1.1. Morske makroalge: rasprostranjenje i klasifikacija

Alge ¢ine Siroko rasprostranjenu grupu nizih biljaka koje imaju znacajnu ulogu u primarnoj
produkciji organske materije. Alge najceS¢e nastanjuju vodena staniSta ali se mogu naci i van
vodene sredine. Stupnjevi morfoloSke organizacije algi mogu biti jednocelijski, kapsalni,
kolonijalni trihalni, sifonalni, sifokladalni i parenhimati¢ni. Vegetativno telo algi se naziva talus,
bez diferencijacije na koren, stablo i list. Alge u svojim celijama poseduju hlorofil, ali sem
primarnog autotrofnog nacina ishrane mogu biti i miksotrofi i sekudarni heterotrofi. Razmozavanje
se vrsi vegetativno, bespolno pomocu spora i polno (Blazenci¢, 2007; Lee, 2008)

Alge su veoma varijabilna grupa organizama razli¢itog taksonomskog porekla koja se, u
zavisnosti od toga koji kriterijum prihvatimo kao polaznu osnovu, moZze stratifikovati na vise
nacina. Stoga ne cudi $to je sistematika algi i dalje kontroverzna tema sa vise predlozenih podela i
predmet je stalnih revizija. Alge se najbazi¢nije mogu podeliti na jednocelijske, kolonijalne i
visecelijske - makro alge. Ako se kao parameter podele uzme njihovo geografsko rasprostranjenje
onda prvenstveno razlikujemo morske i slatkovodne alge (koje mogu biti bentosne, neustonske i
planktonske); zatim aerofitne alge; zemljiSne alge; alge snega i leda; termalne alge i alge izuzetno
slanih voda (Blazenci¢, 2007; Lee, 2008).

Shodno iznad navedenim kriterijumima, razlikujemo morske makroalge - visecelijske alge
koje se mogu naci Siroko raprostranjene u morima i okeanima od tropskih do polarnih regiona
(Collins i sar., 2016). Brojni bioti¢ki i abioticki ¢inioci imaju vazan uticaj na njihovu fiziologiju i
stvaranje metabolita koji im omogucavaju opstanak u datoj sredini (Collins i sar., 2016). Abioticki
faktori sredine imaju velikog uticaja na diverzitet vrsta makroalgi, pogotovo na ve¢im geografskim
Sirinama, to jest u hladnijim morima, dok bioloSke interakcije imaju veéi uticaj na diverzitet u
tropima (Keith i sar., 2014). Do sada je opisano preko 10000 vrsta morskih makroalgi (Collins i
sar., 2016).

Predstavnici morskih makroalgi se svrstavaju u dva razdela: Rhodophyta (crvene alge) i
Chlorophyta (zelene alge), kao i jednu klasu koju ¢ine Phaeophyceae (mrke alge) u okviru razdela
Ochrophyta (Keith i sar., 2014).

Crvene alge su bentosne alge i mogu se naci u velikim dubinama. Centar diverziteta su
topla mora. Od pigmenata sadrze hlorofil a i d, karotene, ksantofile, fikoeritrin i fikobilin (Keith i
sar., 2014; Blazenci¢, 2007). Zelene alge su Siroko rasprostranjene u priobalnom pojasu mora.
Zelene alge od pigmenata sadrze hlorofil a i b, karotene, lutein, neoksantin, violaksantin,
enteroksantin (Collins i sar., 2016; Blazenci¢, 2007). Treba naglasiti da, iako sve morske makroalge
spadaju u gore navedene tri grupe, oni ukljucuju i slatkovodne vrste.

1.2. Mrke alge

Mrke alge su slozena grupa algi koju sacinjavaju visecelijski, makroskopski, pretezno
morski predstavnici. Mrke alge ukljucuju oko 1500 vrsta ¢ije se dimenzije kre¢u od veoma malih do
dugih vise desetina metara. Centri diverziteta mrkih algi su hladna mora. Sem u priobalju mogu se
naci i na velikim dubinama, dok su neke vrste plutajuce. Nihova boja poti¢e od pigmenata hlorofila
a i c, karotena i ksantofila (fukoksantin i flavoksantin) (Blazenci¢, 2007; Keith i sar., 2014).

1.2.1. Klasifikacija mrkih algi

Klasifikacija mrkih algi je poslednjih godina pretrpela brojne izmene. Tako autori poput
Gomez-Zavaglia i sar., Guiry, Keith i sar., u savremenoj kasifikaciji mrke alge svrstavaju u klasu
Phaeophyceae u okviru razdela Ochrophyta (Gomez-Zavaglia i sar., 2019; Guiry, 2012; Keith i sar.,
2014). Poreklo mrkih algi se dovodi u vezu sa zlatnim, silikatnim, Zutozelenim i vatrenim algama.
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Klasi Phaeophyceae pripada i red Fucales Alge reda Fucales pretstavljaju izvor brojnih
korisnih bioaktivnih jedinjenja. Smatraju se za potencijalno obecavajuéi izvor novih lekova za
razli¢ite bolesti, ukljucuju¢i kancer, $to je poslednjih godina dovelo do porasta interesovanja za
njihovo izucavanje (Lee, 2008; Dias i sar., 2012).

Pripadnici reda Fucales razmnozavaju se isklju¢ivo polnim putem, oogamijom. Polni organi
su oogonije i anteridije koje se razvijaju u udubljenjima talusa koje se nazivaju skafidije. Ovi delovi
talusa su najcesce zadebljali vrsni delovi koji se zovu receptakulumi (Blazenci¢, 2007).

Redu Fucales pripada i familija Fucaceae sa rodom Fucus (Guiry i Guiry, 2020).

1.2.2. Rod Fucus

Rod Fucus je rasprostranjen u morima severne hemisfere, u priobalnom pojasu. Alge su
visine do jedan metar. Talus je dihotomo granat, Zbunast i kozaste strukture, pri¢vrs¢en za podlogu
plocastim delom kratkog kauloida. Po sredini talusa pruza se centralno rebro. Neke vrste imaju
vrsne delove u obliku mehura ispunjenih vazduhom. Na vrhu grana talusa, nalaze se receptakulumi
sa osam jajnih ¢elija u oogonijama i po 64 spermatozoida u anteridijama. F. spiralis je monetska
vrsta. RazmnoZzavanje prati ritam plime i oseke, a oplodenje se vrsi u vodi. Zigot raste u diploidnu
biljku - sporofit. Nema smene generacija, samo su gameti haploidni (Blazenci¢, 2007; Lee, 2008).

Rod Fucus obuhvata tridesetak vrsta od kojih se neke koriste u industriji kao dubrivo, hrana
za stoku i za dobijanje alginata (Blazenci¢, 2007).

1.2.3. Vrsta Fucus spiralis

Vrsta Fucus spiralis pripada rodu Fucus (Slika 1). Nastanjuje litoralni pojas Evrope, severne
Amerike i severne Afrike. MoZe se na¢i uz obale Atlantika u: Britaniji, Irskoj, Francuskoj, Spaniji,
Portugaliji, Maroku, Azorskim i Kanarskim ostrvima. Takode prisutna je i u: Danskoj, Farskim
ostrvima, Nemackoj, Holandiji i Baltickim drzavama (Guiry i Guiry, 2020). Specifi¢ni
mikroklimatski uslovi na lokaciji Sidi Buzid na obali Maroka, koje ¢ine jake i hladne okeanske
struje doprinose da alge sa ove lokacije budu bogate jedinstvenim sekundarnim metabolitima
(Oumaskour i sar., 2012). Analizom etanolnog ekstrakta vrste F. spiralis gasnom hromatografijom-
masenom spektrometrijom (engl. gas chromatography—mass spectrometry, GC-MS), otkriveno je
da ova vrsta algi sadrzi floroglucinol, manitol, masne kiseline (palmitinsku, stearinsku, a-lioleinsku,
oleninsku, arahidonsku, eikozapentaensku, tetradekanonsku) i fukosterol (Andrade i sar., 2013).

Slika 1. Vrsta Fucus spiralis u prirodnom stani$tu. Preuzeto iz:
http://www.freenatureimages.eu/Plants/Phaeophyceae%2C%20Bruinwieren%2C%20Brown%20algae/Fucus%20spiralis%2C%20S
piral%20Wrack/index.html#
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1.2.4. VVrsta Fucus virsoides

Fucus virsoides je endemi¢na vrsta Jadranskog mora (Slika 2). Pripada rodu Fucus. Vrsta F.
virsoides raste na ¢vrstom supstratu, nac¢e$ée kre¢njaku, u litoralnom pojasu. Talus je visine 2-22
cm, maslinasto-zelene boje, kozaste strukture. ProSirenja u vidu mehura se javljaju samo nakon
praznjenja receptakuluma. Grananje je dihotomo, obicno cCetiri do devet puta, a izgled podseca na
lepezu ili busen. Ogranci imaju srednje rebro, nisu nazubljeni i pljosnati su (Blazenci¢, 2007). Sem
o morfolo§kom opisu i rasprostranjenju, nema mnogo podataka o hemijskom sastavu i bioaktivnim
svojstvima ove vrste algi. Antikancerske i antidijabeticke aktivnosti vrste F. virsoides nisu do sada
bile detaljno ispitivane.

Slika 2. Vrsta Fucus virsoides u prirodnom stanistu. Preuzeto iz:
https://www.pms-lj.si/si/koledar/2016/06/620-Morske-makroalge

1.3. Hemijski sastav mrkih algi

Mrke alge su izuzetan izvor minerala (11-55% suvog ostatka u vidu pepela) i bioaktivnih
jedinjenja: polisaharida (15-76% suve materije), proteina (1-50% suvog ostatka), lipida (0.3-5%
suve mase), fitohormona, pigmenata, kao i sekundarnih metabolita (kao $to su fenolna jedinjenja i
terpenoidi) (Bedoux i sar., 2014). Zbog svog sastava mrke alge imaju Siroku primenu u
savremenom drustvu, od poljoprivrede i ishrane, preko kozmetike, gradevinske, hemijske i tekstilne
industrije, do farmakoloskih istrazivanja (Slika 3) (Chojnacka, 2012).

Mrke alge su vazan izvor masnih kiselina, a balansiran odnos polinezasi¢enih u odnosu na
zasi¢ene masne kiseline kao i odnos n-3 i n-6 masnih kiselina u mrkim algama je vaZan i moze
imati blagotvoran uticaj na zdravlje ¢oveka, ukoliko se ove alge redovno konzumiraju (Bedoux i
sar., 2014; Biancarosa i sar., 2014). Hemijski sastav mrkih algi izrazito varira u zavisnosti od
sezone, mesta sakupljanja, kao i od uslova sredine u kojima rastu. Sezonske varijacije sredinskih
uslova znacajno uti¢u na Zzivotni ciklus algi i sastav njihovih metabolita (Pacheco i sar., 2018;
Zenthoefer i sar., 2017).
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Slika 3. Aktivnost ekstrakata algi i njihova primena. Preuzeto i modifikovano iz: (Chojnacka, 2012)

1.3.1. Primarni metaboliti mrkih algi

Primarne metabolite ¢ine jedinjenja koja su neophodna za rast, razvoj, funkcionisanje i
reprodukciju algi. Primarne metabolite mrkih algi ¢ine sledeCe grupe jedinjenja: polisaharidi,
proteini, lipidi, pigmenti i vitamini (Dias i sar., 2012).

Polisaharidi koji se javljaju u mrkim algama su: alginati, laminarini, sargasani i fukani.

Alginati se ne nalaze u kopnenim biljkama. Mogu ¢initi i do 47% suve mase mrkih algi.
Nalaze se u obliku kiselina (alginska kiselina) i soli. Imaju koloidna svojstva. Od bioloskih efekata
najizrazeniji su antibakterijsko i antiinflamatorno dejstvo (Chojnacka, 2012).

Laminarini su jedni od najzastupljenijih polisaharida u mrkim algama. Njihova struktura se
sastoji od linearnih polimera 1,3-pB-D-glukana sa bo¢nim granama od 1,3-B-d-glukopiranoze
(Dunstan i Goodall, 2007). Nalazi se u koncentraciji od 10% do 32% suve mase. Laminarin je
dijetetsko vlakno i prebiotik, sa antivirusnim i antibakterijskim svojstvima (Chojnacka, 2012).

Sargasani su sulfatisani polisaharidi izolovani iz familije Sargassaceae rastvorljivi u vodi
(Pavlenko i sar., 1974).

Fukane c¢ine tri grupe polisaharida: fukoidani, sulfatisani galaktofukani i askofilini.

Fukoidani su sulfatisani polisaharidi, koji se uglavnom sastoje od fukoze i sulfata, ali njihov
sastav moze biti i1 sloZeniji. U zavisnosti od vrste algi fukoidani, pored fukoze i sulfata, mogu
sadrzati i druge monosaharide (glukozu, manozu, ksilozu, galaktozu itd.), uronsku kiselinu, acetil
grupe i proteine (Li i sar., 2008). Koli¢ina fukoidana u algama moze biti i do 10% suve mase.
Apsorpcija i iskori§¢enost fukoidana zavise od njihove molekulske teZine. Sto je molekulska tezina
manja to je vecéa bioiskoristljivost. Dokazano je da fukoidani imaju brojne bioloske aktivnosti, kao
Sto su antioksidativna, antitumorska, antivirusna, antiinflamatorna, antikoagulantna, antiangiogena,
imunomodulatorna i antiadheziona (Cumashi i sar., 2007; Damonte i sar., 2004; Chojnacka, 2012).

Proteini i aminokiseline mogu ¢initi 1-24% suve mase mrkih algi, ali uglavnom ¢ine manje
od 5% suve mase (Bedoux i sar., 2014; Chojnacka, 2012). U proteine ovih algi spadaju; lektin i
fikobiliproteini. Mrke alge u svom sastavu imaju esencijalne aminokiseline: treonin, valin, leucin,
lizin, glicin i alanin. Lektini se mogu vezivati za ugljene hidrate i tako ucestvovati u mnogim
bioloskim procesima (Bedoux i sar., 2014).
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Sve velike klase lipida su zastupljene u mrkim algama i to su masne Kisleine, trigliceridi,
glikolipidi, fosfolipidi, steroli (fukosterol). (Bedoux i sar., 2014). Pri smanjenju temperature vode
alge imaju sposobnost nagomilavanja polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK), pa tako vrste koje
zive u hladnijim morima imaju vise PNMK od onih koje naseljavaju toplije predele (Chojnacka,
2012). Od posebnog znacaja su PNMK dugog lanca, jer imaju vaznu ulogu u o¢uvanju dobrog
zdravstvenog stanja ljudi, a sintetiSu se samo u biljkama. Ovi lipidi imaju vise od 20 atoma
ugljenika, sa najmanje dve dvostruke veze. Kada se prva dvostruka veza nalazi na treem atomu
ugljenika, tada se taj lipidni molekul oznacava kao omega-3 (n-3), (Chojnacka, 2012).Masne
kiseline mogu imati terapeutska svojstva u le¢enju nekoliko ozbiljnih bolesti kao sto su kancer,
dijabetes tip 2, bolesti srca i krvnih sudova, aritmija, arterioskleroza i inflamaciju (Doughman i sar.,
2007).

Pigmenti koji se mogu nac¢i u mrkim algama se mogu podeliti dve velike grupe: hlorofili i
karotenoidi.

Hlorofili mrkih algi su hlorofili a, b i c (Gomez-Zavaglia i sar., 2019; Kumar i Singh, 1979).

Karotenoidi u mrkim algama su zastupljeniji od hlorofila, §to algama daje mrku boju.
Prisutni su: B-karoten, fukoksantin, zeaksantin, violaksantin, anteraksantin. Karotenoidi su
liposolubilni 1 jaki antioksidansi. Oni mogu da inhibiraju kiseoni¢ne i druge slobodne radikale
(Chojnacka, 2012; Gomez-Zavaglia i sar., 2019; Kumar i Singh, 1979).

Mrke alge su bogate vitaminima i to liposolubilnim vitaminia (A, D, E i K), kao i
hidrosolubilnim vitaminima (C i grupe B ) (Bedoux i sar., 2014).

1.3.2. Sekundarni metaboliti mrkih algi

Sekundarni metaboliti su derivati primarnih metabolita, imaju ulogu u zastiti algi od
abiotickog stresa i interakciji algi sa drugim organizmima. Sekundarni metaboliti nisu ukljuceni u
primarne fizioloske procese u algama kao §to su: fotosinteza, Celijska deoba ili reprodukcija algi
(Dias i sar., 2012). Mrke alge produkuju veliki broj sekundarnih metabolita, koji imaju Sirok spektar
razliCitih bioloskih efekata. Neki od njih imaju znacajnu ulogu u odbrani od biljojeda, a omogucuju
1 zaStitu od oksidativnog stresa, bakterija, gljivica i virusa. Glavne klase sekundarnih metabolita kod
mrkih algi ¢ine: fenolna jedinjenja, steroli, terpeni, aminokiseline sli¢ne mikosporinu i fitohormoni
(Bedoux i sar., 2014).

Fenolna jedinjenja obuhvataju dve klase polifenola i flavonoide U morskim ekosistemima,
mrke alge gornje interplimske zone se nalaze van vode za vreme oseke gde su izloZene jakim
nefiltriranim UV zracima. Ova pojava indukuje proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i
slobodnih radikala. Pokazano je da je produkcija fenolnih jedinjenja u morskim algama deo
razli¢itih protektivnih mehanizama, upravo u zastiti od oksidativnog ili citotoksi¢nog dejstva UV
zraka. Mrke alge su bogatije fenolnim jedinjenjima u odnosu na ostale makroalge (Bedoux i sar.,
2014; Brglez Mojzer i sar., 2016).

Polifenoli stite alge od okidativnog stresa ali i od biljojeda. Alge su bogate polifenolima, ali
njihova koli¢ina u ekstraktu zavisi od metoda ekstrakcije (Chojnacka, 2012). Polifenolna jedinjenja
formiraju klasu molekula podeljenih na floroglucinole (mono-, di-, tri-, tetra- i oligomeri) i
florotanine.

Florotanini su najvise izu¢avana grupa polifenolnih jedinjenja u mrkim algama. Formiraju
se polimerizacijom floroglucinola u putu acetatmalonata. Ovi polimeri imaju brojne bioloske
aktivnosti i ukljuceni su u mehanizme odbrane algi od herbivora, mikroporganizama i oksidativnog
stresa. Ekol 1 diekol, jedinjenja iz ove grupe, nadeni su samo u mrkim algama. Iz mrkih algi
izolovani su i florofukofuroekol A, diekol, katehin, epigalokatehin, 7-florakol (Besednova i sar.,
2019; Rosa i sar., 2020). Koli¢ina florotanina varira od 1 do 10% suve materije. Molekularni skelet
florotanina se sastoji od osam fenolnih prstenova, dok terestri¢ne biljke sadrZze florotanin sa tri do
Cetiri prstena. Njihova jedinstvena struktura omogucava da fenolni prstenovi sluze kao elektronske
zamke za slobodne radikale. Florotanini pored antioksidativne imaju i jaku antimikrobnu aktivnost,
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Ciji se mehanizam ogleda u sposobnosti inaktivacije bakterijskih proteina, Sto rezultuje
eliminacijom mikroorganizama (Bertoni, 2013; Chojnacka, 2012).

Flavonoidi su fenoli koji su strukturne komponente éelijskog zida, a imaju funkciju u zastiti
od UV zracenja i od biljojeda, u formi hemijske odbrane (Curti i sar., 2017).

Od sterola u mrkim algama ima najvise fukosterola. Saringasterol je izolovan iz algi roda
Sargassum (Milkova i sar., 1997; Patterson, 1971).

Mrke alge se smatraju najbogatijim izvorima terpena od svih makroalgi. Strukturno terpeni
u algama se razlikuju od analoga u viSim biljkama. U mrkim algama su najzastupljeniji diterpeni i
meroditerpeni (Gaysinski i sar., 2015).

Aminokiseline slicne mikosporinu (engl. mycosporine-like amino acids, MAA) su familija
sekudarnih metabolita ¢ija produkcija direktno ili indirektno zavisi od apsorpcije solarne energije, a
koji Stite morske organizme od UV zraka sunceve svetlosti. Prisustvo mikrosporinu sli¢nih amino-
kiselina varira tokom godine zbog efekta insolacije (Bhatia i sar., 2011).

Fitohormoni ukljucuju brojna jedinjenja nalik hormonima kao $to su citokinini, auksini,
giberelini, betaini, apscisinska kiselina, jasmonska kiselina, poliamini, brazinosteroidi i rodomorfin.
Giberelini su estrahovani iz vrsta F. spiralis i F. vesiculosus, a indukuju Klijanje semena
(Chojnacka, 2012).

1.4. Kancer

Kancer je ozbiljno oboljenje koje pogada stanovniStvo svih zemalja sveta i jedan je od
vodeéih uzro¢nika smrti. Prema podacima svetske zdravstvene organizacije (SZO) za 2020., u
celom svetu uzrok smrti jedne od Sest osoba je kancer (WHO Cancer report, 2020). Priroda bolesti
je takva da je lecenje kompleksno, a ¢esto 1 neuspesno.

Glavna odlika kancera je nekontrolisan rast ¢elija usled narusavanja ravnoteze izmedu
proliferacije Celija 1 Celijske smrti. Kancerske celije, pored toga Sto se nekontrolisano dele, vrse
invaziju i u okolna i udaljena tkiva (Alberts i sar., 2015). U najveé¢em broju slucajeva, kancer potic¢e
od jedne abnormalne progenitorske celije. Progenitorska celija 1 njene cerke nose somatske
mutacije, a mogu imati i epigeneticke promene, §to im daje prednost u odnosu na normalne ¢elije u
pogledu deobe, rasta i rasejavanja (Yu i sar., 2012).

Do brze akumulacije mutacija i drugih aberacija dolazi zbog velike geneticke nestabilnosti
koja je karakteristicna za kancerske celije. Geneticka nestabilnost potice od nemogucénosti maligno
transformisanih ¢elija da repariraju oSte¢enu DNK usled inaktivacije gena zaduZenih za ocuvanje
integriteta genoma S§to dovodi do poviSene stope svih tipova mutacija u cCeliji. S toga mozemo
zakljuciti da je geneticka nestabilnost glavni mehanizam odgovoran za sticanje novih osobina
neophodnih za proces kancerogeneze. Geneticka nestabilnost, zajedno sa proinflamatornom
mikrosredinom, predstavlja mehanizam koji je u osnovi glavnih obelezja kancera (Alberts i sar.,
2015; Yao i Dai, 2014).

Prema Hanahan i Weinberg (2011, Slika 4) glavna obelezja kancera su:

1. Nezavisna, autonomna proliferacija - Celije kancera pokazuju izraZene promene u
kontroli rasta i proliferacije §to moze biti posledica povecane ekspresije i/ili mutacija
receptora za faktore rasta, inaktivacije kontrolnih inhibitornih proteina, autokrine sinteze
liganada ili konstitutivne aktivacije nishodnih signalnih puteva faktora rasta (Haugsten i
sar., 2010). Ove promene omogucavaju kancerskim ¢elijama kontinuiranu proliferaciju
nezavisnu od spoljasnjih mitogenih signala. Brojne strategije u leCenju kancera se
oslanjaju na ciljanje signalnih puteva faktora rasta i ukljucuju blokadu odgovarajucih
receptora monoklonskim antitelima (mAt).

2. Neosetljivost na signale za zaustavljanje Celijskog rasta - Inhibitorni, kontrolni signali
rasta omogucavaju odrzavanje tkivne homeostaze. Njihovom inaktivacijom i
zaobilaZzenjem gubi se kontrola ¢elijskog ciklusa i kancerske ¢elije postaju neosetljive na
supresiju rasta. Poslednjih godina u klini¢ku upotrebu su usli lekovi koji ometaju ¢elijski
ciklus kroz ciljanje njegovih regulatornih tacaka.
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3. Replikativha besmrtnost - Normalne, netransformisane ¢elije nakon odredenog broja
replikacija ulaze u stanje mirovanja ili u programiranu Celijsku smrt $to je posledica
skra¢ivanja telomera na krajevima hromozoma prilikom svake deobe. Kancerske celije
uspevaju da odrze duzinu telomera i tako sticu sposobnost neograni¢ene proliferacije.
Inhibitori telomeraza mogu ponovo uspostaviti skracivanje telomera i1 tako dovesti do
smrti tumorskih celija.

4. Izbegavanje Celijske smrti - Programirana celijska smrt odnosno apoptoza je odbrambeni
mehanizam koji se aktivira kao odgovor na Sirok spektar fizioloSkih stresora od kojih
mnogi imaju vaznu ulogu u kancerogenezi. Izbegavanje apopotoze je opazeno god
gotovo svih tipova humanih maligniteta. Posto su mehnizmi koji indukuju i kontroliSu
apoptozu brojni 1 kompleksni, maligne ¢elije su razvile raznolike strategije za njihovo
prevazilazenje pa su i moguci terapeutski pristupi raznovrsni i ukljucuju koriséenje
lekova koji deluju na kontrolne tacke celijskog ciklusa.

5. lzbegavanje imunskog odgovora - Imunski sistem kontinuirano vr$i nadzor svih ¢elija u
organizmu i1 ima (izmedu ostalog) funkciju da prepozna i unisti transformisane ¢elije pa
tako predstavlja snaznu i time spreci razvoj tumora. Samo maligne celije koje su razvile
uspeSne mehanizme, Kojima se izbegava imunski odgovor, mogu opstati i formirati
primarni tumor. Imunoterapija tumora je trenutno u ekspanziji sa vise agenasa koji daju
dobre rezultate u razli¢itim kancerima.

6. Stimulacija invazivnosti i formiranje metastaza - Pod invazivno$¢u se smatra
sposobnost malignih ¢elija da prodru u okolna tkiva dok metastaze predstavljaju
sekundarne akumulacije u udaljenim tkivima koji vode poreklo od migratornih celija
primarnog tumora. Klju¢ne karakteristike koje omogucavaju invaziju su gubitak
kontaktne inhibicije kod tumorskih ¢elija i sinteza i transport proteaza u meducelijski
prostor, koje zatim degradiraju ekstracelijski matriks i tako omogucavaju kretanje ovih
¢elija. Navedene karakteristike ogledaju se 1 u morfoloskim osobinama kancerskih ¢elija
koje su uglavnom izmenjenog oblika i pokretljivosti, u odnosu na normalne celije.
Invazivnost 1 metastaziranje su sloZeni procesi u koje su ukljuceni brojni signalni
mehanizmi. Za uspe$nu terapiju je potrebno da se ciljaju klju¢ni signalni putevi.

7. Indukcija angiogeneze - Brzo rastu¢a tumorska masa vremenom ima sve vece potrebe za
nutrijentima i kiseonikom koje postojeca vaskulatura ne moze da zadovolji. Da bi tumor
nastavio da raste dolazi do neovaskularizacije, odnosno do remodeliranja vaskularne
mreze 1 obezbedivanja bolje prokrvljenosti. Kljuénu ulogu u ovom procesu ima
vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) koji
oslobadaju kancerske ¢elije, $to ga ¢ini dobrom metom za ciljanu terapiju inhibitorima.

8. Reprogramiranje Celijskog metabolizma - Kancerske ¢elije imaju izmenjen
metabolizam, $to se pre svega ogleda u izmenjenom nacinu na koji metabolisu Secer.
Kancerske ¢elije odlikuje izuzetno velika potrosnja glukoze koja moze biti i do 100 puta
viSa u odnosu na normalne celije. UoCeno je da tumorske celije intenzivno koriste
glikolizu umesto oksidativne fosforilacije, ¢ak 1 kada je kiseonik prisutan u dovoljnoj
koli¢ini. Ova pojava naziva se Varburgov efekat (Liberti i Locasale, 2016). Oslanjanje
kancerskih celija na glikolizu za produkciju ATP ¢ini ih podloZznim dejstvu klase
teraputika - inhibitora glikolize.

Savremene, ciljane terapije imaju i svoje mane zbog stvaranja rezistencije. Delovanjem na
jedan od kljuénih signalnih puteva koji dovode do uspostavljanja nekog od osobina tumorskih
éelija, desava selektivni pritisak, koji favorizuje adaptirane progenitorske éelije. Celije mogu poceti
da koriste neki drugi signalni put ili favorizovati neku drugu klju¢nu osobinu, §to ¢e im omoguditi
dalji rast i/ili metastaziranje i dovesti do progresije tumora (Hanahan i Weinberg, 2011).
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Slika 4. Dijagram bazi¢nih obelezja kancera (zaobljena polja) i karakteristika koje omogucavaju
njihov razvoj (pravougaona polja) . Ilustrovani su i primeri mogucih pristupa u terapiji koji ciljaju
klju¢ne tacke koje leze u osnovi kancerogeneze. Preuzeto i modifikovano iz (Hanahan i Weinberg,
2011).

1.4.1. Celijski ciklus

Celijski ciklus obuhvata rast, udvostru¢avanje sadrzaja i deobu éelija. Celijski ciklus je
visoko evolutivno konzervirani proces. (Alberts i sar., 2015).

Celijski ciklus se sastoji od &etiri faze: presinteticka G1 (engl. gap 1), sinteti¢ka S (engl.
synthesis), postsinteticka G2 (engl. gap 2) i mitoza M (engl. mitosis). G1, S i G2 faze se zajedno
nazivaju interfazom (Slika 5).Trajanje ¢elijskog ciklusa u razlic¢itim tipovima celija dosta varira. Na
primer, interfaza éelijskog ciklusa tipi¢éne humane celije koja proliferise u kulturi zauzima 23 h u
ciklusu koji traje 24 h, dok sama mitoza u ¢elijskom ciklusu traje 1 h. Duzina trajanja celijskog
ciklusa najviSe zavisi od stepena diferenciranosti ¢elija. Embrionalne Celije se veoma brzo dele i
kod njih ¢elijski ciklus traje oko 30 min. Sa druge strane ¢elije u adultnom organizmu u fizioloskom
stanju se mogu podeliti na tri kategorije u odnosu na proliferativni status. To su ¢elije koje se nakon
embrionalnog stupnja diferenciraju i viSe ne ulaze u deobu, Celije koje se dele kada za to postoji
potreba (vecina ¢elija) i ¢elije koje se stalno dele (npr., neke matic¢ne celije), (Andelkovic i sar.,
2002; Poleksi¢ i sar., 2003). Kancerske ¢elije u kulturi su imortalizovane i imaju sposobnost da se
stalno dele. Umesto fizioloskog procesa kada celije nakon odredenog broja deoba stare i umiru,
¢elije kancera uz pomo¢ enzima telomeraze stiu replikativnu besmrtnost. Dodatno, neki od
spoljasnjih ¢inilaca koji mogu uticati na celijski ciklus celija koje imaju sposobnost deobe su
dostupnost nutrijenata, pH, temperatura i drugi (Alberts i sar., 2015).



Kada govorimo o ¢elijama koje se dele, G1 1 G2 faza su faze ¢elijskog ciklusa u kojima
¢elija osim Sto raste proverava unutrasnje i spoljaSnje uslove, pre nego Sto ude u fazu replikacije
DNK (S), odnosno mitozu. Sama mitoza se sastoji iz profaze, metafaze, anafaze, telofaze i
citokineze. Ako su spoljasnji uslovi nepovoljni ili ako se radi o ¢elijama koje se dele po potrebi,
¢elije mogu udi u specijalno stanje ,,mirovanja®, u odnosu na deobu, koje se jos naziva i GO fazom,
u kojoj moze ostati danima pa i godinama (Andelkovic i sar., 2002; Poleksi¢ i sar., 2003).

Ako ¢elija primi signale za rast i deobu, ona prolazi kroz kroz obavezujucu tacku pri kraju
G1 faze poznatiju kao restrikciona tacka ili "tacka bez povratka". Nakon prolaska kroz ovu tacku
¢elija ulazi u S fazu, bez obzira da li su spoljasnji signali prisutni ili ne. Druga velika kontrolna
tacka se nalazi na prelasku iz G2 u M fazu (provera procesa DNK replikacije), dok je tre¢a na
prelasku izmedu metafaze i1 anafaze (koja stimuliSe odvajanje sestara hromatida). Kontrolni
mehanizmi privremeno blokiraju progresiju ¢elijskog ciklusa u naredne faze ukoliko je doslo do
greSaka u predhodnim fazama ciklusa, kako bi reparacioni mehanizmi mogli da poprave greske.
Ukoliko greske ne mogu da se repariraju zdrave ¢elije mogu uéi u stanje mirovanja ili u apoptozu
(Alberts i sar., 2015).

Celijski ciklus je kontrolisan od strane unutragnjih i spoljasnjih faktora. Glavne komponente
unutras$njeg kontrolnog mehanizma celijskog ciklusa predstavljene su proteinima koji pripadaju
porodici ciklin zavisnih kinaza (engl. cyclin-dependent kinases, Cdk). Promene u aktivnosti Cdk su
kontrolisane od strane niza enzima i drugih proteina, a najznacajniji regulatori medu njima su
proteini ciklini. Cdk moraju biti ¢vrsto vezane za cikline kako bi ispoljile svoju kinaznu aktivnost.
Cikliéne promene nivoa ciklina pokre¢u sastavljanje i aktivaciju ciklin-Cdk kompleksa na
specifiénim stupnjevima celijskog ciklusa (Poleksi¢ i sar., 2003). Postoje Cetiri klase ciklina koje su
definisane na osnovu stupnja u ¢elijskom ciklusu u kojima su aktivne. Kada G1/S ciklini aktiviraju
Cdk u kasnoj G1 fazi omogucavaju ¢eliji da produ kroz restrikcionu tacku, nakon ¢ega njihovi nivoi
opadaju. S ciklini se vezuju za Cdk ubrzo nakon prolaska kroz restrikcionu tacku 1 stimuliSu
duplikaciju hromozoma, a njihov nivoi ostaju poviseni do mitoze. M-ciklini se vezuju za Cdk koje
stimuliSu ulazak u mitozu na G2/M kontrolnoj tacki. Takode postoje i G1 ciklini koji pomazu u
kontroli aktivnosti G1/S ciklina. Aktivnost Cdk moze biti suprimirana inhibitornom fosforilacijom
ili Cdk inhibitornim proteinima. Kontrolni sistem celijskog ciklusa funkcioniSe kao mreza
biohemijskih prekidaca, Slika 5 (Orford i Scadden, 2008; Alberts i sar., 2015).

U regulaciju Celijskog ciklusa ukljuéeni su i drugi faktori, izmedu ostalih, hormoni, citokini
i faktori rasta. Oni deluju kao signalne supstance koje se nakon vezivanja za receptore na celijskoj
membrani pokre¢u kaskadu dogadaja u celiji koji rezultuju ekspresijom gena i regulacijom
¢elijskog ciklusa.(Andelkovi¢ 1 sar., 2002).

Medu glavne regulatore Celijskog ciklusa ubrajaju se izoforme tumorskog proteina p53,
kodiranog od strane TP53 gena. Kada se p53 aktivira usled oSte¢enja DNK, dolazi do zaustavljanja
¢elijskog ciklusa u G1 fazi, dok se ne poprave DNK oSte¢enja. Ukoliko su ova oStec¢enja prevelika,
p53 indukuje apoptozu, te je jedan od vaznih tumor supresora. Gen TP53 cCesto nedostaje ili je
mutiran u tumorskim ¢elijama, te omogucava neometanu progresiju ¢elija kroz ¢elijski ciklus, bez
popravki DNK ostec¢enja, Sto moze dovesti do akumulacije mutacija 1 aktivaciju onkogena ili
inaktivaciju drugih tumor supresora (Alberts i sar., 2015; Kortlever i sar., 2017).

Mitogeni signalni put je u velikoj meri kodiran genima koji su oznaceni kao onkogeni, jer
mutacije u ovim genima dovode do razvoja kancera. Tako, na primer, prekomerna ekspresija RAS i
MYC onkogena dovodi do prekomernog celijskog rasta i proliferacije i promovisanja razvoja
kancera (Alberts i sar., 2015; Kortlever i sar., 2017).
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1.4.2. Celijska smrt

Apoptoza i nekroza su osnovna tipa celijske smrti zavisno od toga da li je smrt celije
fizioloska ili patoloska (Poleksi¢ i sar., 2003).

Apoptoza, programirana Celijska smrt, se javlja kao normalan fizioloski proces u razvicu ili
kao mehanizam eliminacije oStecenih ili inficiranih ¢elija. Ukoliko je oSte¢enje unutar celije
preveliko, kao §to je na primer oSte¢enje DNK, §to za posledicu moze imati malignu transformaciju
¢elije, ¢elija moze uci u apoptozu (Andelkovic i sar., 2002; EImore, 2007).

Nekroza je pasivna celijska smrt izazvana nefizioloskim faktorima kao $to su povrede,
infekcije, toksini ili nedostatak kiseonika. Uglavnom se prve nekroti¢ne promene deSavaju na
membranama, usled ¢ega dolazi do naruSavanja unutaréelijske ravnoteze izmedu natrijuma i
kalijuma. Morfoloski se u nekrozi uoc¢ava bubrenje ¢elija, dilatacija oganela, dok se ribozomi mogu
odvojiti od endoplazminog retikuluma. Dolazi do vezikulacije endoplazminog retikuluma i
znacajnog uvecanja mitohondrija i oStecenja kristi. Nukleus se dezintegriSe kasno u ovom procesu,
dok retko moze do¢i do kondenzacije hromatina. U zavisnosti od morfologije i ukljucenosti
lizozoma u procesu nekroze, mogu se razlikovati dva razli¢ita tipa: autofagija i nelizozomska
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degradacija. Morfoloski c¢elije u autofagiji karakteriSu brojne vakuole u citoplazmi ispunjene
¢elijskim ostacima. Nelizozomska ¢elijska smrt morfoloski ima naglasene dilatirane organele i
prazne prostore unutar citoplazme, bez detektovanog ukljuéivanja lizozoma. Na kraju oba tipa
nekroze dolazi do rupture ¢éelija i izlivanja sadrZaja u okolno tkivo §to izaziva inflamaciju (Ziegler i
Groscurth, 2004). Nekroza u tumorima ima direktan uticaj na promociju kancera, kroz stimulaciju
proliferacije zivih malignih ¢elija i na tumorsku mikrosredinu. Nekroti¢ne ¢elije mogu podsticati
angiogenezu, proliferaciju endotelskih celija, povecavaju stopu celijske migracije, Sirenja i
meducelijske interakcije (Karsch-Bluman i sar., 2019).

Apoptoza je u adulthom organizmu precizno regulisan proces koji uspostavlja ravnotezu
izmedu proliferacije 1 smrti ¢elija. Jedno od vaznih svojstava maligno transformisanih celija je
izbegavanje apoptoze. Medutim, pod dejstvom odredenih agenasa i maligne ¢elije mogu uéi u
proces apoptoze. Celije u apoptozi karakterisu specifiéne morfoloske promene na nivou nukleusa,
¢elijske membrane i Celijskih organela, ukljuc¢ujuc¢i i mitohondrije. Na pocetku apoptotskog procesa
desavaju se intenzivne promene u jedru: hromatin se kondenzuje (uocavaju se agregati na periferiji
jedra), a zatim fragmentise (pod dejstvom endonukleaza), dolazi do liticke degradacije nukleusne
lamine, nukleusni ovoj stvara evaginacije i mehuriée. Celije se smanjuju i kondenzuju, citoskelet se
dezorganizuje. U ranoj fazi apoptoze celije gube kontakt sa drugim ¢éelijama u okruZenju, dok su
organele i mitohondrije oCuvane u ovoj ranoj fazi. Jedno od najranijih obelezja apoptoze je i
eksternalizacija fosfatidilserina u membrani, koji Salje signale fagocitima. Mitohondrije, takode
imaju vaznu ulogu u inicijaciji apoptoze tako $to integriSu proapoptotske signale u apoptotsku
signalnu kaskadu. Celijska membrana stvara evaginacije i mehuriée, a zatim se éelija deli na
fragmente okruzene membranom ¢ime se formiraju apoptotska tela. U poslednjem stadijumu
apoptoze dolazi do progresivne degeneracije preostalog jedra i citoplazmatskih struktura, a éelija
poprima izgled ¢elija u nekrozi, pa se ovaj stadijum naziva i sekundarna nekroza, §to se zapaza u in
vitro uslovima (Ziegler i Groscurth, 2004). Promene na membrani apoptotskih tela stimuliSu
makrofage da ih uklone, bez izlivanja sadrzaja i bez izazivanja inflamacije (EImore, 2007; Poleksi¢
i sar., 2003).

Apoptoza zavisi od intracelularne proteoliticke kaskade koja je posredovana kaspazama.
Kaspaze su familija intracelularnih proteaza, koje se sintetiSu kao neaktivni prekursori 1 aktiviraju
se samo u apoptozi. Postoje dva tipa kaspaza, inicijatorske i egzekutorske. Inicijatorske kaspaze
zapoc¢inju apoptotski proces 1 aktiviraju egzekutorske kaspaze, a rezultat je pojacavanje
proteoliticke kaskade koja na kraju dovodi do secenja proteina i ¢elijske smrti. Kaspazna kaskada je
irevirzibilan proces. Postoje dva puta kojim se moze aktivirati kaspazna kaskada: unutra$nji
(mitohondrijski) i spoljasnji (Slika 6), (Alberts i sar., 2015; Elmore, 2007).

Receptori Celijske smrti koji se nalaze na povrSini ¢elija aktiviraju spoljaSnji put apoptoze,
tako Sto se za njih vezuju signalni proteini. Receptori Celijske smrti se sastoje od vancelijskog
ligand-vezujuc¢eg domena, transmembranskog domena i intracelularnog domena smrti koji pokrece
apoptotski program. Receptori Celijske smrti pripadaju familiji faktora nekroze tumora (TNF), a
najbolje ispitani su TNFR1, TRAIL (engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) receptori DR4/5
i Fas receptor smrti. Vezivanje liganda dovodi do trimerizacije receptora smrti, stvaranja agregata
na Celijskoj membrani i pokretanja spoljaSnjeg puta Celijske smrti. Zatim se za receptor smrti u
citosolu vezuje unutaréelijski adaptorski protein, poput Fas-asociranog proteina sa domenom smrti
(engl. Fas-associated protein with death domain, FADD), koji dalje regrutuje inicijatorske kaspaze
8 1 10. Interakcija receptora smrti sa adaptorskim proteinom i inicijatorskim kaspazama dovodi do
formiranja signalnog kompleksa koji izaziva ¢elijsku smrt (engl. death-inducing signaling complex,
DISC). Inicijatorske kaspaze se autokataliticki aktivarju unutar DISC kompleksa, a zatim ga
napustajui dalje pokrecu egzekutorsku kaspaznu kaskadu ili regrutuje unutraS$nji apoptoski put.
Celija se moze i odbraniti od neprimerenih spoljasnjih stimulusa, proizvodnjom FLIP (engl. FLICE-
like inhibitory protein) proteina koji blokira spoljasni apoptoski put (Alberts i sar., 2015; Elmore,
2007; Green, 1998).

Unutrasnji apoptotski put se pokrec¢e signalima Kkoji nastaju, uglavnom, zbog stresa u
pojedinim organelama (jedro, endoplazmin retikulum, Goldzijev kompleks) ili DNK oStecenja.

11



Usled ovih signala dolazi do permabilizacije spoljasnje membrane mitohondrija i oslobadanja
proteina iz intermembranskog prostora u citosol koji zatim pokrecu proteoliticku kaspaznu kaskadu.
Glavni protein u ovom putu je citohrom c koji se vezuje za aktiviraju¢i faktor-1 apoptozne proteaze
(engl. apoptotic protease activating factor 1, Apafl) koji zatim oligomerise u heptamernu strukturu
nalik kolskom toc¢ku. Ovako formirana struktura interaguje sa pro-kaspazom 9 formirajuci
apoptozom. U apoptozomu se pro-kaspaze 9 konvertuje u aktivnu formu koja dalje izaziva
aktivaciju kaspaze 3 finalno rezultuju¢i u pokretanju kaspazne kaskade i apoptozi (Bratton i
Salvesen, 2010; Green, 1998). Unutrasnji apoptotski put je visoko evolutivno oCuvan i kontrolisan.
Bcl2 (engl. B-cell lymphoma 2) familija proteina je velika klasa regulatornih proteina koja
kontroliSe otpustanje citohroma c¢ i drugih intramembranskih mitohondrijalnih proteina. Neki
¢lanovi ove familije su proapoptotski (stimuliSu otpustanje proteina) dok su drugi antiapoptotski
(blokiraju otpustanje). Oni se medusobno vezuju i inhibiraju funkcije jedni drugima. Od njihovog
odnosa zavisi da li ¢e ¢elija preziveti ili u¢i u apoptozu. Antiapoptotsku familiju proteina ¢ini sam
Bcl2 protein kao i BcIXL (engl. B-cell lymphoma-extra large), dok se proapoptotska familija Bcl2
proteina sastoji od dve potfamilije: efektorske Bcl2 koju ¢ine Bax (engl. Bcl-2-associated X
protein) i Bak (engl. Bcl-2 homologous antagonist/killer); i proteini koji sadrze samo domen BH3:
Bad (engl. BH3 interacting-domain death agonist), Bim (engl. Bcl-2-like protein 11), Bid (engl.
BH3 interacting-domain death agonist), Puma (engl. p53 upregulated modulator of apoptosis) i
Noxa (engl. Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1). (Alberts i sar., 2015; Elmore,
2007; Green, 1998).

U celijama postoji jo§ jedan mehanizam koji kontroliSe aktivaciju kaspaza i ¢ini ga familija
proteina inhibitora apoptoze (engl. inhibitor of apoptosis, IAP). Oni se vezuju za kaspaze i
inhibiraju ih, ili dovode kaspaze u stanje pogodno za degradaciju u proteozomima. IAP se mogu
neutralisati anti-IAP proteinima koji se oslobadaju iz intermembranskog prostora mitohondrija u
citosol. Najpoznatiji anti-lIAP proteini su Smac/Diablo i Omi (Alberts i sar., 2015; Silke i Meier,
2013).

Smanjen nivo apoptoze doprinosi razvoju tumora. Na primer visok nivo Bcl2 potpomaze
razvoj kancera inhibiraju¢i apoptozu i1 smanjujuéi senzitivnost na antikancerske lekove, koji
naj¢esce dovode do indukcije apoptoze. Takode gen koji kodira tumor-supresorski protein p53 je
mutiran u 50% humanih tumora, tako da vise ne stimuliSe apoptozu 1 zastoj u ¢elijskom ciklusu kao
odgovor na DNK oStec¢enja. Na ovaj nacin tumorske celije akumuliraju mutacije 1 postaju jo$
malignije, kao 1 otpornije na hemioterapeutike. Jedna od strategija u leCenju kancera je indukcija
apoptoze i zastoja u ¢elijskom ciklusu odredenim agensima blokirajuci, na primer, anti-apoptotsku
familiju proteina Bcl2 (Bcl2 i BcLXL), na isti nadin kao $to ih normalno blokiraju proteini koji
sadrze samo domen BH3 (Alberts i sar., 2015; EImore, 2007; Green, 1998).
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(Goldar et al., 2015)

1.4.3. Invazivnost i metastaziranje malignih Celija

Vode¢i uzrok smrti kod obolelih od kancera je pojava i Sirenje metastaza. Metastaziranje
tumorskih Celija je izuzetno slozen proces koji se odvija u vise faza i obuhvata (van Zijl i sar.,
2011):

e lokalnu invaziju u okolno tkivo,

e intravazaciju odnosno transendotelsku migraciju tumorskih celija u krvne ili limfne
sudove,

e prezivljavanje kancerskih ¢elija dok se raznose krvotokom ili limfotokom,

e ckstravazaciju cirkuliSu¢ih tumorskih ¢elija u prijem¢ivom udaljenom organu Sto je
proces koji podrazumeva formiranje adhezivnih veza izmedu tumorskih i endotelnih
¢elija, a zatim i kretanje tumorskih ¢elija kroz endotel i bazalnu membranu,

e uspeSnu proliferaciju u novoj mikrosredini i kolonizaciju udaljenog organa Sto dovodi
do pojave mikrometastaza, a finalno rezultira u formiranju sekundarnih tumora.

Veliki broj tumora je epitelnog porekla. Jo§ znacajniji je podatak da prvih deset malignih
oboljenja po incidenci u celom svetu jesu karcinomi i oni ¢ine gotovo 70% svih dijagnostikovanih
tumora (WHO cancer report 2020). Mnogi karcinomi imaju izrazenu invazivnost i sposobnost
metastatske diseminacije Sto je osnovni razlog zaSto se potraga za antimetastatskim agensima veé
decenijama nalazi u fokusu interesovanja molekularne onkologije. Jedna od glavnih karakteristika
koja stvara povoljne uslove za rasejavanje tumorskih ¢elija epitelnog porekla je pokretanje epitelno-

13



mezenhimske tranzicije (EMT). Ova tranzicija omogucava gubitak karakteristika epitelnih celija
(prvenstveno adhezivnosti) i sticanje osobina mezenhimskih ¢éelija (pokretljivost). Na kraju puta
tumorskih ¢elija, nakon izlaska iz vaskulature u udaljena tkiva, maligne Celije se vrac¢aju u svoja
neinvazivna stanja kako bi obrazovale novi tumor (Alberts i sar., 2015; Kalluri i Weinberg, 2009;
Larue i Bellacosa, 2005).

1.4.4. Angiogeneza

Da bi prezivele, ¢elije i tkivo tumora moraju da budu snabdeveni hranljivim materijama i
kiseonikom, a produkti metabolizma treba da budu uklonjeni. To se kao i u normalnom tkivu
postize vaskularizacijom. Celije tumora sekretuju angiogene faktore koji podsti¢u rast, proliferaciju
1 migraciju endotelnih ¢elija 1 tako stimuliSu stvaraje novih krvnih sudova kako bi se omogucio
nesmetan protok nutrijenata. Proces uspostavljanja vaskularne mreze, vaskulogeneza, odvija se
tokom embrionalnog razvi¢a, dok se kasniji procesi remodeliranja postoje¢e vaskularne mreze
oznaCavaju kao angiogeneza. U tumorima je stalno prisutan signal koji podsti¢e angiogenezu
(Alberts i sar., 2015; Lugano i sar., 2020).

Neke od glavnih odlika tumorske angiogeneze obuhvataju (Bergers i Benjamin, 2003):

e Pocetak angiogeneze ili angiogeni prekidac je diskretni proces koji se moze desiti u bilo kom
trenutku tumorske progresije a zavisi od vrste tumora i njegove mirkosredine.

e Heterogenost u tumorskoj vaskulaturi je posledica heterogenosti samih tumora.

e Tumorska angiogeneza se znacajno razlikuje od procesa fizioloske angiogeneze. Neke od
razlika su: postojanje aberantne vaskularne strukture, abnormalni tok krvi, izmenjene
interakcije izmedu endotelnih ¢elija i pericita, poveéana permeabilnost Krvnih sudova,
njihovo odlozeno morfolosko i funkcionalno uobli¢avanje.

e Smatra se da ove izmenjene odlike tumorske vaskulature poti¢u od poremecene ravnoteze u
inhibiciji 1 stimulaciji angiogeneze.

¢ Hipoksija mozZe imati zna¢ajnu ulogu u angiogenezi.

Faktori koji indukuju ili inhibiraju angiogenezu su najcesce vaskularni endotelni faktor rasta
(VEGF) i trombospondin-1 (TSP). Pojac¢ana ekspresija nekih gena kao $to su VEGF, hipoksija
inducibalnog faktora 1 alfa (engl. hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIF-/a), faktor rasta
fibroblasta (engl. fibroblast growth factor, FGF), transformisuceg faktora rasta alfa i beta (engl.
transforming growth factor alpha, TGF-a/f) deluje na ukljucivanje angiogeniog prekidaca, odnosno
otpocinjanja procesa angiogeneze (Bergers i Benjamin, 2003; Hanahan i Weinberg, 2011). Kada je
pojacana ekspresija gena koji stimuliSu angiogenezu dolazi do istovremenog smanjenja ekspresije
inhibitora angiogeneze poput trombospondina 1, endostatina, angiostatina, vazostatina, anastelina,
interferona gama, interleukina: 12, lbeta i 18. Geni poput c-MYC ili RAS koji su potentni
stimulatori proliferacije, kao 1 hroni¢na inflamacija, mogu da stimuliSu angiogenezu preko
proangiogenih faktora (Hanahan i Weinberg, 2011; Lugano i sar., 2020).

1.4.5. Antikancerski potencijal mrkih algi

Prirodni prozivodi u lecenju razlicitih bolesti se koriste jos od antickih vremena. Razvoj
savremenih hemijskih metoda za izolaciju jedinjenja iz prirodnih izvora je omogucio otkrivanje
velikog spektra bioaktivnih metabolita. Mnogi od njih su postali kandidati za nove lekove (Dias i
sar., 2012).

Lecenje kancera najceS¢e podrazumeva kombinovanje razliitih metoda medu kojima
hemioterapeutici imaju veoma vazno mesto. Njihova primena je, nazalost, ¢esto povezana sa
ozbiljnim nezeljenim dejstvima, ukljucujuéi losu selektivnost prema kancerskim ¢elijama i pojavu
rezistencije. Pogodne osobine dobrog antikancerskog agensa ukljucuju selektivno dejstvo, i manju
moguénost da dovedu do pojave rezistencije. Danas se neka prirodna jedinjenja koriste u lecenju
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malignih bolesti, kao hemioterapeutici ili kao sredstva koja pojacavaju dejstvo drugih
hemioteraputika ili smanjuju njihova neZeljena dejstva. Neki od savremenih hemioterapeutika koji
su poreklom iz prirodnih izvora su prikazani u Tabeli 1 (Mann, 2002).

Tabela 1. Hemioterapeutici koji vode poreklo od prirodnih izvora

Naziv biljke Naziv leka Oblik koriscenja Funkeija oo
Sinteticko (Yang i
Campt(_)theca Topotekan jedinjenje sli¢no Hemioterapeutik sar.,
acuminata .
kampotecinu 2001)
. - Prirodna (Alami
Vinblastin i T . ..
Catharanthus vinkristin jedinjenja: Hemioterapeutici sar.,
vinka alkaloidi 2017)
Podoohvilum Sinteticka (Moraes
eIE)at{Jm Etopozid i tenipozid  jedinjenja slicna Hemioterapeutici i sar.,
P podofilotoksinu 2002)
Taxus brevifolia ~ Paklitaksel i _ Sinteticka . _ (Diasi
docetaksel jedinjenja sli¢na Hemioterapeutici sar.,
taksolu 2012)
. Povrsinska (Fidler i
Eup;hcl)lzl;la Ingenol mebutat  Prirodno jedinjenje  primena u ledenju ~ GOldber
Pep karcinoma koze g,2014)
Sinteticko . ; (Peddi i
i jedinjenje Ciljana terapija za .
Maytenus ovatus Emtansin . . . Hurvitz,
konjugovano sa karcinom dojke
2013)
trastuzumabom

Postoje brojne studije koje pokazuju da ekstrakti algi i aktivne supstance izolovane iz njih
imaju antitumorska i imunomodulisuca svojstva (Andrade i sar., 2013a; Collins i sar., 2016; El
Gamal, 2010; Kandale, 2011; Sithranga Boopathy i Kathiresan, 2011). Metaboliti izolovani iz algi
pokazali su obecavajuce rezultate i u preventivi malignih bolesti. Narocito se isti¢u polifenoli koji,
pored uklanjanja slobodnih radikala, imaju i sposobnost da uti¢u na protein-kinaze koje uéestvuju u
malignoj transformaciji i regulaciji ¢elijskog ciklusa (Curti i sar., 2017; Lamoral-Theys i sar., 2010;
Zenthoefer i sar., 2017). Pokazano je i da masne kiseline iz algi, a pogotovo polinezasi¢ene masne
kiseline imaju antikancerske efekte (Andrade i sar., 2013a; Huang i Freter, 2015; Khalid i sar.,
2018; Wannous i sar., 2013).

Vrste roda Fucus pokazale su antikancerski potencijal, a narocito vrste F. vesiculosus (sa
najaktivnijom komponentom fukoidanom) i Fucus spiralis (Kim i sar., 2010; Noda i sar., 1990).
Aktivne komponente izolovane iz alge Laminaria japonica su ispoljie visoku antikancersku
aktivnost u vidu inhibiranja rasta i citotoksi¢nog efekta kod nazofarigelanog karcinoma, povecéanje
prezivljavanja pacijenata sa karcinomom pluca uz oralnu primenu sa cisplatinom i inhibiciju
proliferacije karcinoma pluca. 1zolovana aktivna jedinjenja sa antikancerskom aktivnos$éu iz ove
alge su: florotanini, fukoksantin i fukoidan (Hsu i sar., 2020; Mei i sar., 2017; Yang i sar., 2010).
Smatra se da redovno konzumiranje L. japonica znacajno smanjuje rizik od nastanka karcinoma
dojke (Pal i sar., 2014). Neke od vrsta algi koje se koriste u ishrani su pokazale antinkacersku
aktivnost kao $to su: Palmaria palmate, Scytosiphon lomentaria, Lessonia nigrescens i Sargassum
ringgoldianum (Noda i sar., 1990).
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U in vitro ispitivanjima, fukoidan iz Ascophyllum nodosum je pokazao antiproliferativan
efekat prema nizu celijskih linija. Stipodiol izolovan iz Stypodium sp. ostvaruje svoj citotoksi¢ni
efekat inhibiranjem formiranja deobnog vretena. (Sithranga Boopathy i Kathiresan, 2011). 1z alge
Eclonia cava dobijen je sulfatisani polisaharid koji je inhibirao kancerske ¢elije in vitro, kao $to su
¢elije humanog karcinom kolona (CT-26), humane leukemije (U-937), humane promijelocitne
leukemije (HL-60), misijeg melanoma (B-16). Zabelezena je i akumulacija u subG-1 fazama
¢elijskog ciklusa kao i1 fragmentacija DNK na U-937 ¢elijskoj liniji tretiranoj ovim polisaharidom.
Takode, ostvaren je i jasan efekat ihibicije kaspaza 7 i 8 (Sithranga Boopathy i Kathiresan, 2011;
Pal i sar., 2014). Pokazano je da fukoidani iz mrke alge Costaria costalla i Sargassum hornery sa
juznokorejskog poluostrva inhibiraju formiranje kolonija ¢elija in vitro humanog kancera kolona i
melanoma (Pal i sar., 2014).

Trenutno je u toku klinicka studija koja prati efekte kahalalida F iz Bryopsis sp. u le¢enju
kancera pluca, a ispituje se i njegovo antivirusno dejstvo (Dias i sar., 2012).

1.4.6. Antioksidativna aktivnost mrkih algi

Slobodni radikali su molekuli ili molekularni fragmenti koji sadrze jedan ili viSe nesparenih
elektrona. Slobodni radikali nastaju kao produkti esencijalnih metabolickih procesa u humanom
organizmu. Oni mogu nastati i kao posledica Stetnih faktora kao sto su izlozenost X-zracima, ozonu,
dimu od cigarete, industrijskim hemikalijama, aerozagadenju, teskim metalima (Lobo i sar., 2010).
Oksidativni stres nastaje zbog narusavanja prooksidativne i antioksidativne homeostaze, u ¢elijama
i tkivima, koje najces¢e vodi do stvaranja toksi¢nih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl., reactive
oxygen species, ROS) i reaktivnih vrsta azota (engl., reactive nitrogen species, RNS), ugljenik
centriranih radikala i sumpor centriranih radikala, sto dovodi do osteCenja ¢elija i tkiva (Ahmad,
2018; Lobo i sar., 2010). ROS porodici pripadaju slobodni radikali (superoksidni anjon radikal (O
)), kao i molekuli koji nisu slobodni radikali ali u¢estvuju u redoks signalizaciji (H202) (Pinto i sar,
2003). Oksidativni stres ima znacajnu ulogu u starenju i patogenezi mnogih bolesti kao §to su:
kancer, dijabetes, bolesti povezane sa inflamacijom, arterioskleroza i drugih (Lobo i sar., 2010;
Vadlapudi i John, 2012). Medutim izazivanje oksidativnog stresa se moze Koristiti i u leGenju nekih
oboljenja, na primer kancera, jer X-zraci i neki od hemioterapeutika izazivaju oksidativni stres
(Ahmad, 2018).

Brojne studije su pokazale da ekstakti algi i aktivna jedinjenja izolovana iz mrkih algi imaju
antioksidativnu aktivnost. Mrke alge poseduju izrazenu antioksidativnu aktivnost koja se ogleda u
sposobnosti neutralizacije 2,2-difenil,1-pikril hidrazila (DPPH), azotnog oksida, hidroksila i
superoksida (Andrade i sar., 2013). Vrste Sargassum boveanum, Cystoseira myrica, Colpomenia
sinuosa, Sargassum swartzii, su samo neke od mrkih algi ¢iji ekstrakti su pokazali izrazenu
antioksidativnu aktivnost (Sithranga Boopathy i Kathiresan, 2011). ZabeleZeno je da razliciti
polifenoli, florotanini, masne kiseline izolovani iz mrkih algi imaju snaZzne antioksidativne efekte
(Gomez-Zavaglia i sar., 2019; Geiselman i McConnell, 1981; Zenthoefer i sar., 2017). Iz mrke alge
Eisenia bicyclis su izolovani floroglucinol i njegovi polimeri ekol, florofukoekol i diekol sa
izrazenom antioksidativnom aktivnoscu (Sithranga Boopathy i Kathiresan, 2011).

1.5. Dijabetes i enzim a-glukozidaza

Dijabetes melitus je metabolic¢ki poremecaj nastao usled relativnog ili apsolutnog nedostatka
insulina, koji za posledicu ima hroni¢nu hiperglikemiju. Postoje dva osnovna tipa dijabetesa: tip 1,
koji je insulin zavisan i tip 2 koji nije insulinski zavisan. Dijabetes tipa 1 je hroni¢na bolest u kojoj
pankreas ne luci insulin ili ga lu¢i u vrlo maloj kolicini. Dijabetes tipa 2 je uslovljen relativnim
nedostatkom insulina usled pojave insulinske rezistencije, najcesée uzrokovane nepravilnom
ishranom, gojaznosc¢u i odsustvom fizicke aktivnosti (Goyal i Jialal, 2020; (Kharroubi i Darwish,
2015). Kod dijabetesa tipa 2 deSavaju se promene i u metabolizmu lipida (Gunathilaka i sar., 2020).
Dijabetes tipa 2 je najcesci oblik dijabetesa 1 ¢ini oko 95% svih slucajeva obolelih. Dijabetes je
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dvanaesti uzrok smrtnosti na svetu (WHO, Diabetes, 2016). Pristup leenju dijabetesa obuhvata
kako normalizaciju nivoa glukoze u krvi tako i sprecavanje dugoro¢nih posledica kao §to su sréani
udar, mozdani udar, oSte¢enje krvnih sudova i bubrega, neuropatije, povecani rizik za infekcije 1
slepilo (Giovannucci i sar., 2010; Gunathilaka i sar., 2020).

Epidemioloske studije dovode u vezu incidence kancera i dijabetesa. Ljudi oboleli od
dijabetesa imaju vecu Sansu da razviju neki oblik kancera, a sam dijabetes 1 njegovo leCenje mogu
uticati na ishod lecenja i prognozu kod obolelih od kancera. Kada je organizam u stanju produzene
hiperinsulinemije, hiperglikemije ili hroni¢ne inflamacije, stvaraju se povoljni uslovi za nastanak
maligne tranformacije ¢elija i nastanak kancera (Giovannucci i sar., 2010).

Enzim a-glukozidaza se nalazi na membrani enterocita u tankom crevu gde katalizuje
razlaganje slozenih ugljenih hidrata do glukoze (Bréaunlich i sar., 2013; Wang i sar., 2013). Tako
dobijena glukoza se moze transportovati u enterocite tankog creva, a dalje, kroz bazalnu i lateralnu
membranu i u krvotok, $to dovodi do povec¢anja nivoa glukoze u krvi. Inhibiranjem a-glukozidaze,
dolazi do smanjenja hiperglikemije nakon obroka, $to je vazno za prevenciju i leCenje dijabetesa
tipa 2 (Palanuvej i sar., 2009), (Slika 7).

Complon %-) 2 ')
a-glukoridaza__ g é

Disaharid + enzim Inhibitor + enzim
+
) (
f\\j —y
O E Y g
£ £y
[ 1 Glukoza u krvi 1 ] [ | Glukoza u krvi 1 ]
o v
H'd':?l'la i Inhibicija hidrolize i
apsorpcija Glukoze apsorpcije Glukoze

Slika 7. Mehanizam dejstva i inhibicije enzima a-glukozidaze inhibitorima poput akarboze.
Preuzeto i modifikovano iz: (Singh et al., 2016).

1.5.1. Antidijabeticka aktivnost mrkih algi

Farmakoloski pristup leCenju dijabetesa tipa 2 ¢ine lekovi koji mogu uticati na sekreciju
insulina, povecati osetljivost ¢elija na insulin, smanjiti oslobadanje glukoze iz jetre ili delovati na
smanjenje inicijalne apsorpcije glukoze u taknkom crevu. Naime, inhibiranjem enzima koji razlazu
slozene ugljene hidrate do glukoze moze se onemoguciti unos glukoze u organizam. Vazna klasa
lekova kao Sto su akarboza, miglitol, vogliboza i drugi, ima ulogu u kontrolisanju dijabetesa putem
inhibicije enzima a-glukozidaze (Singh et al., 2016). Ovi lekovi kao i drugi savremeni nacini
leCenja dijabetesa imaju brojne nuspojave ili ograni¢eno dejstvo (Bischoff, 1995). Zato je potraga
za novim antidijabeticima usmerena izmedu ostalog i na izolaciju aktivnih jedinjenja iz prirodnih
izvora. Alge se inacCe koriste u ishrani te mogu biti dobar izvor aktivnih supstanci sa
antidijabetickim potencijalom.

Antidijabeticki potencijal mrkih algi se ogleda u sposobnosti florotanina, fukoksantina 1
fukosterola, sulfatisanih polisaharida i masnih kiselina da direktno uticu na smanjenje nivoa
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glukoze u krvi inhibitornim delovanjem na enzime a-glukozidazu, a-amilazu, protein-tirozin-
fosatazu 1B, dipeptidil peptidazu-4 (Gunathilaka i sar., 2020). Indirektni efekat ovih jedinjenja iz
algi potice od njihove sposobnosti da inhibiraju¢i odredene enzime smanje komplikacije kod osoba
koje su ve¢ obolele od dijabetesa. Tako, oni mogu inhibirati aldoznu reduktazu, angiotenzin
konvertujuc¢eg enzima (engl. angiotensin-converting enzyme, ACE) i stvaranje krajnjih produkata
glikacije i tako doprineti u smanjenju kardiovaskularnih komplikacija, nefropatije, neuropatije i
retinopatije (Ramasamy Ravichandran i Goldberg Ira J., 2010; Solski i Longyhore, 2008; Bischoff,
1995). Proucavane familije mrkih algi koje imaju antidijabeticki potencijal su izmedu ostalih i
Lessoniaceae, Ishigeaceae, Sargassaceae, Fucaceae, Laminariaceae, Alariaceae i Dictyotaceae
(Gunathilaka i sar., 2020).

1.6. Infekcije i patogeni mikroorganizmi

U savremenoj medicini sve je ¢eSca pojava rezistencije patogenih mikroorganizama na sve
postojece antibiotike i1 antimikotike. Usled Ceste primene antimikrobnih lekova, mikroorganizmi
koji ¢ine normalnu floru humanog organizma, mogu postati rezistentni na antimikrobne agense. Oni
zatim mogu preneti rezistenciju i patogenim sojevima (Dunai i sar., 2019; Mclnnes i sar., 2020).
Rezisteni patogeni mikroorganizami predstavljaju narocito veliki problem u le¢enju osetljivih
imunokompromitovanih pacijenata kao §to su oboleli od malignih bolesti, dijabetesa i AIDS-
a (engl, acquired immune deficiency syndrome). Bakterije i gljivice su najces¢i uzroci infekcija
onkoloskih pacijenata, posebno u bolni¢kim uslovima (Rolston, 2017).

Bakterije su prokariotski organizmi. One nemaju ¢elijske organele i jedro. Na povrsini imaju
¢elijski zid, a geneticka informacija je najceS¢e zapisana u vidu jednog lanca cirkularne DNK.
Bakterije najceS¢e obrazuju kolonije, a razmozavaju se bespolno: prostom deobom, pupljenjem,
egzosporama, fragmentacijom kao i posebnim nacinima razmene genetickog materijala koje
doprinosi stvaranju rezistencije na antibiotike: konjugacijom, transformacijom i transdukcijom. U
odnosu na gradu i hemijski sastav Celijskog zida, bakterije se razli¢ito boje po Gramu, te odatle
poti¢e i njihova glavna podela na Gram pozitivne (G+) i Gram negativne (G-) bakterije. Celijski zid
G+ bakterija se sastoji samo od debelog sloja peptidoglukana, dok se kod G- sastoji od tankog sloja
peptidoglukana koji je okruzen specifi¢cnom asimetricnom spoljasnjom membranom. Ako su uslovi
sredine nepovoljni bakterije mogu obrazovati spore, dok se deobe u povoljnim uslovima mogu
desavati i na 20 minuta (Madigan i sar., 2019).

Zbog nepovoljnog uticaja na imunski sistem, hemioterapeutici, naroc¢ito kada se primenjuju
kod hematoonkoloskih pacijenata povecavaju mogucnost razvoja infekcija patogenim bakterijama,
posebno streptokokama, kao i vrstama Listeria monocytogenes i Pneumocystis carinii (Singh i
Bonomo, 2016; Vento i Cainelli, 2003). Infekcije uzrokovane G- sojevima koje se javljaju kod
onkoloskih pacijenata su najceS¢e izazvane vrstama: Escherichia coli, Klebsiellaspp. i
Pseudomonas aeruginosa. U porastu je incidenca bolnickih infekcija izazvanih G- bakterijama koje
su sve ¢eSc¢e otporne na sve vrste antibiotika. Naj¢es¢i uzrocnici ovih infekcija poticu od slede¢ih
G- vrsta: Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter spp. i
Peudomonas spp. (Rolston, 2017). Najcesce izolovane vrste G+ bakterija kod onkoloskih pacijenata
su: Staphylococcus aureus, koagulaza negativne stafilokoke, Enterococcus spp. i Streptococcus
viridans (Vento i Cainelli, 2003).

Gljivice su eukariotski organizmi. Gljivi¢ni patogeni mogu biti kvasci 1 plesni. Kvasci su
jednocelijski organizmi, dok plesni formiraju razgranate filamente (hife) koji mogu biti podeljeni i
septama. Hife se mogu medusobno preplitati 1 formirati micelijum. Mnoge gljivice su dimorfne, $to
znac¢i da mogu formirati micelije, ali i postojati kao jednocelijski oblici. Primer je Histoplasma, koja
u laboratorijskoj kulturi formira hife i micelijum, dok, kada u organizmu izaziva histoplazmozu,
postoji u jednocelijskoj formi. U formi plesni formiraju se spore koje mogu biti polne i bespolne
(konidije). Generlno gljivice se mogu razmnozavati aseksualno (sporama (konidijama), prostom
¢elijskom deobom ili rastom i Sirenjem hifa) i seksualno sporama (Madigan i sar., 2019).
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Gljivicne infekcije mogu biti povrSinske ali 1 sistemske, koje godiSnje u svetu odnose 1.5
miliona zivota. Antifungalni lekovi su ¢esto veoma toksi¢ni za sam organizam. Sistemske infekcije
imaju stopu smrtnosti i do 50%. Rizici koji doprinose javljanju fungalnih infekcija kod onkoloskih
pacijenata su primena hemio i radio terapije, a zatim i postojanje prethodnih gljivi¢nih infekcija,
izloZenost gljivicama iz spoljas$nje sredine, upotreba antibiotika Sirokog spektra, steroida i upotreba
intravenskih katetera (Singh i Bonomo, 2016; Vento i Cainelli, 2003).

Najcesce gljivicne infekcije kod ljudi, izazivaju vrste koje mogu ziveti u samom Coveku,
kao sto su gljivice iz roda Candida ili koje se nalaze u spoljasnjoj sredini, kao sto su glivice iz
rodova Aspergillus, Cryptococcus i Pneumocystis (Rolston, 2017; Singh i Bonomo, 2016; Vento i
Cainelli, 2003). Kod pacijenata sa neutropenijom ¢este su i infekcije gljivicama iz roda Aspergillus
i to Aspergillus fumigatus ili A. flavus. Gljivice koje rede izazivaju sistemske infekcije pripadaju
rodovima Fusarium, Cryptococcus, Trichosporon, Rhizopus i Rhizomucor (Vento i Cainelli, 2003).

1.6.1. Antimikrobna aktivnost mrkih algi

Ekstrakti algi mogu biti znacajan izvor novih antibakterijskih agenasa. Antimikrobne
stupstance iz prirodnih izvora mogu doprineti prevazilazenju problema rezistencije na postojeca
antimikrobna sredstva kao i manjoj toksi¢nosti za organizam. Ekstrakti algi i jedinjenja izolovana iz
algi kao $to su steroli, fenoli, masne kiseline i heterocikli¢na jedinjenja, izmedu ostalih, pokazuju
amikrobnu aktivnost (Daglia, 2012; Pérez i sar., 2016; Shannon i Abu-Ghannam, 2016). Mnoga od
ovih jedinjenja imaju antisepticko dejstvo. Lakton pod nazivom fimbrolid iz alge Delisea pulchra
se pokazao efikasnim kod leCenja hroni¢ne infekcije pluca izazvane bakterijom Pseudomonas
aeruginosa (Pal i sar., 2014).

Dihlormetanolni i etanolni ekstrakti algi Cystoseira brachycarpa, C. compressa, Fucus
vesiculosus, i Gelidium sesquipedale sa atlanske obale Maroka su pokazali antibakerijsko dejstvo na
G+ (B. subtilis i S. aureus) i G- (E. coli i P. aeruginosa) bakterije kao i antifungalno dejstvo na
Candida albicans i Cryptococcus neoformans (Oumaskour i sar., 2012). Freile-Pelegrin i Morales
su ispitivali i aktivnost etanolnih i liposolubilnih ekstakata algi sa obala Jukatana i zakljucili da je
80% ispitivanih vrsta imalo antibakterijsko dejstvo na G+ bakterije (Freile-Pelegrin i Morales,
2004). Pokazano je i antifungalno dejstvo mrke alge Spatoglossum asperum prema Aspergillus
flavus, Candida albicans i Candida tropicalis (Freile-Pelegrin i Morales, 2004; Pal i sar., 2014).
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2. Ciljevi istrazivanja

Na osnovu podataka iz literature i rezutata nasih preliminarnih ispitivanja dve vrste algi F.
spiralis i F. virsoides utvrdeni su ciljevi ove dokrorske disertacije koji su obuhvatili ispitivanje
bioloskog odgovora odabranih tipova celija na dejstvo ekstrakata i frakcija ove dve vrste algi,
njihovog hemijskog sastava, kao i ispitivanje uticaja sezonskih varijacija na hemijski sastav i
biolosku aktivnost ekstrakata i frakcija vrste F. virsoides, kroz postavljenje sledecih specificnih
ciljeva:

Odredivanje sastava masnih kiselina ekstrakata.

® (Qdredivanje sadrzaj ukupnih fenola.

e Jspitivanje veze izmedu sezonskih varijacija u hemijskom sastavu i intenziteta bioloSke
aktivnosti ekstrakata i frakcija endemicne vrste alge F. virsoides.

e (Qdredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata i frakcija.
Odredivanje intenziteta citotoksi¢ne aktivnosti dihlormetan-metanolnog ekstrakata algi F.
spiralis i F. virsoides i tri dobijene frakcije, prema humanim malignim ¢elijskim linijama,
kao i njihove selektivnosti u odnosu na normalnu humanu ¢elijsku liniju, in vitro.

® [spitivanje mehanizama citotoksi¢nog dejstva analizom efekata ekstrakata i frakcija na

nivou ¢elijskog ciklusa.

Ispitivanje uticaja ekstrakata i frakcija na tip ¢elijske smrti.

Ispitivanje in vitro dejstva ekstrakata i frakcija na migraciju ¢elija i angiogenezu.

Ispitivanje in vitro antiglukozidazne aktivnosti ekstrakata algi i frakcija.

Ispitivanje in vitro antimikrobne aktivnosti (antibakterijske i antifungalne) ekstrakata i

frakcija.
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3. Materijal i metode

3.1. Prikupljanje materijala i priprema ekstrakata i frakcija

Uzorci alge F. spiralis. prikupljani su u periodu od marta do aprila 2014. godine, na lokaciji
Sidi Buzid, na Atlantskoj obali Maroka. Uzorci su determinisani u Francuskoj (Laboratoire de
Cryptogamie, MNHN, Pariz, Francuska). Alga F. virsoides je prikupljena u Bokokotorskom zalivu,
Crna Gora krajem septembra 2014. (jesenji uzorak) i u julu 2015. godine (letnji uzorak). Uzorci su
determinisani u Prirodnjackom muzeju u Podgorici.

Pre ekstrakcije uzorci su isprani slatkom vodom i osuseni na sobnoj temperaturi. Samlevene
alge su ekstrahovane meSavinom dihlormetan:metanol (1:1) meSanjem na sobnoj temperaturi.
Ekstrakcija je ponavljana sve dok se nije dobio bezbojan filtrat. Filtrati su pomes$ani i uparivani pod
vakumom (Heidolph instruments GmbH&Co., KG, Nemacka) na temperaturi ispod 45 °C. Ekstrakti
su zatim suspendovani u 100 mL destilovane vode i sukcesivno ekstrahovani petroletrom (3x100
mL), etilacetatom (3x100 mL) i n-butanolom (3x100 mL). Dobijeni ekstrakti i frakcije su ¢uvani na
-20°C.

3.2. Odredivanje sastava masnih kiselina

Sastav masnih kiselina iz suvih petroletarskih frakcija je odreden gasno-hromatografskom
metodom. IzveSena je derivatizacija masnih kiselina u isparljive metil-estre, transesterifikacijom
kori§éenjem rastvora hlorovodoni¢ne kiseline u metanolu, po protokolu Ichihara i Fukubayashi,
2010. Metil-estri masnih kiselina (engl. fatty acid methyl esters, FAME) su dalje analizirani gasnim
hromatografom (7890A GC System, Agilent Technologies, Santa Klara, SAD) sa plameno-
jonizacionim detektorom. Razdvajanje FAME je obavljeno na kapilarnoj koloni dimenzija 100 m x
0.25 mm x 0.2 um (CP-Sil 88, Agilent Technologies, Santa Klara, SAD) uz koris¢enje helijuma kao
nosaca, brzinom od 1 mL/min. Uzorci su ubrizgani na pocetnoj temperaturi kolone od 80 °C, dok je
temperatura injektora bila 250 °C, a detektora 270 °C. Temperatura kolone je povecavana od 80 °C
do 220 °C tempom od 4 °C/min. Nakon inkubacije od 5 min na 220 °C, temperatura kolone je
povisena do 240 °C (4 °C/min) uz inkubaciju 10 min. Masne kiseline su identifikovane na osnovu
vremena retencije u poredenju sa referentim standardima masnih kiselina (Supelco FAME Mix,
Supelco/Sigma-Aldrich, Belefonte, PA, SAD). Efikasnost kolone je prikazana kroz broj teorijskih
platoa Cetiri standardne masne kiseline (palmitinske, oleinske, stearinske i linolne) u rasponu od
362870 do 649372, a ponovljivost odgovora je odredena kao procenat relativne standardne
devijacije (RSD%) uzastopnih merenja istog referentnog rastvora. RSD je bila u rasponu od 0.3%
do 4.6%. Rezultati su prikazani kao procenti pojedina¢nih masnih kiselina u ukupnoj koli¢ini suvih
petroletarskih frakcija.

3.3. Odredivanje ukupnih fenola

Odredivanje ukupnih fenola u ispitivanim ekstraktima 1 frakcijama je izvrSeno uz pomoc¢
modifikovane Folin-Ciocalteu metode (Waterman i Mole, 1994). Po 200 pL razblazenja ekstrakta je
dodato u 1 mL 10 puta razblazenog Folin—Ciocalteu reagensa (Sigma-Aldrich, Belefonte, PA,
SAD). Uzorci su potom vorteksovani i inkubirani 4 min na sobnoj temperaturi. Zatim je dodato 800
mL natrijum-karbonata (75 g/L). Apsorbance su ocitane nakon 120 minuta inkubacije i filtracije
kroz 0.45 mm filter na sobnoj temperaturi na 765 nm. Takode izmerena je i apsorbanca Serijskih
razblazenja galne kiseline (0 pg/mL - 100 pg/mL) i konstruisana standardna kriva. Rezultati su
izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline (engl. gallic acid equivalent, GAE) po gramu ispitivanih
ekstrakata i frakcija. Eksperimenti su ponovljeni 3 puta. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
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sa standardnom devijacijom. StatistiCka analiza je izvrSena koriS¢enjem jednofaktorske analize
varijanse sa Takijevim testom (engl.Tukey test).

3.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost ekstrakata i frakcija ispitivana je 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (engl.
1,1-diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH) testom, po proceduri koja je opisana ranije (Silva i sar.,
2005), sa manjim modifikacijama. Ova metoda se zasniva na razmeni elektrona ili atoma vodonika
izmedu molekula antioksidanta iz ekstrakata i frakcija i DPPH radikala u rastvoru. Pod uticajem
redukujucih agenasa DPPH radikal menja boju od ljubi¢aste do zute. Antioksidativna aktivnost je
ispitana koriS¢enjem serija razblazenja ekstrakata i frakcija. RazblaZenja ekstrakata i frakcija u
zapreminiama od po 100 uL pomeSana su sa 1400 uL, 80 umoL metanolnog DPPH rastvora. Nakon
inkubacije od 20 minuta u mraku, uzorci su filtrirani kroz 0.45 mm filter. Apsorbance, su zatim,
ocitavane na spektrofotometru, na talasnoj duzini od 517 nm. Procenat inhibicije (PIn) izracunat je
po formuli PIn (%) = [(A0-Ai)/A0]x100, gde je A0 apsorbanca kontrole, a Ai apsorbanca uzorka.
Eksperimenti su ponovljeni 3 puta. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti sa standardnom
devijacijom. Eksperimenti su ponovljeni 3 puta. Statisticka analiza je izvrSena kori§¢enjem
jednofaktorske analize varijanse pra¢ena Takijevim testom.

3.5. Celijske kulture i ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti

Celijske linije koje su kori§¢ene u eksperimentima su: HeLa (adenokarcinom grli¢a
materice), MDA-MB-453 (adenokarcinom dojke), LS174T (kolorektalni adenokarcinom), A549
(adenokarcinom pluca), K562 (hroni¢na mijeleoidna leukemija) MRC-5 (fetalni fibroblasti pluca),
EA.hy926 (humane transformisane endotelske ¢elije umbilikalne vene). Celijske linije su gajene u
hranljivom medijumu, u inkubatoru, na temperaturi od 37 °C u uslovima vlaznog vazduha (95%) sa
5% ugljen dioksida (v/v). Hranljivi medijum pod nazivom RPMI 164 je obogacen dodavanjem 100
g/L toplotom inaktivisanog fetalnog seruma goveceta (engl. fetal bovine serum, FBS) na 56 °C, L-
glutaminom (3 mmolL/L), penicilinom (100 IU/mL), streptomicinom (100 mg/L) i 4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetansulfonskom  kiselinom (HEPES) (25 mmoL/L). Medijum je
bikarbonatnim rastvorom podeSen na pH 7.2. Za odrZzavanje EA.hy926 celijske linije koriS¢en je
DMEM hranljivi medijum koji sadrzi visok nivo glukoze (4.5 g/L) i natrijum piruvat.

Celijske linije su nabavljene od “American Type Culture Collection” (Manasas, VA, SAD).
HeLa, MDA-MB-453, LS174T, A549 1 EA.hy926 adherentne ¢elijske linije su odrZzavane u kulturi
u vidu monosloja u kompletnom hranljivom medijumu, dok je K562 celijska linija odrzavana u
kulturi u suspenziji.

Celije su zasejane u ploce sa 96 bunarié¢a i to: HeLa éelije - 2000 éelija po bunari¢u; LS174T
- 7000 ¢elija po bunari¢u; A549, MDA-MB-453, K562, EA.hy926 i MRCS5 linije - 5000 ¢elija po
bunari¢u. Celije su ostavljene preko noéi u inkubatoru kako bi se zalepile za dno bunariéa. K562
¢elije, koje nemaju sposobnost adhezije, sipane su u ploce sledeCeg dana kada su i napravljene
radne koncentracije za tretman ekstrakata i frakcija.

Pocetne koncentracije rastvora ekstrakata i frakcija napravljene su u dimetilsulfoksidu
(DMSO) u koncentracijama 50 mg/mL. Radne koncentracije rastvora napravljene su od pocetnih
koncentracija rastvorenih u DMSO i odgovaraju¢e podloge. Finalne koncentracije kojima su cCelije
tretirane bile su 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL i 12.5 pg/mL. U kontrolnim
bunari¢ima, na celije je aplikovan samo hranjliv medijum. Kao kontrola pozadinske reakcije
korisc¢en je medijum bez ¢elija u koju su dodate iste finalne koncentracije ekstrakata i frakcija kao i
za tretirane c¢elije, u triplikatu.

Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata i1 frakcija na prezivljavanje Ccelija ispitivana je
mikrotetrazolijum testom (MTT). Postupak je utvrdio (Mosmann, 1983), a modifikaciju koju smo
koristili opisali su (Ohno i Abe, 1991). U svaki bunari¢, nakon 72 sata tretmana ckstraktima i
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frakcijama, dodato je 10 UL MTT rastvora (5 mg/mL u fosfatom puferisanom fiziolo§kom rastvoru
(PBS)). Nakon inkubacije od 4 sata u svaki bunari¢ je dodato po 100 pL rastvora dodecil sulfata
(100 g/L) kako bi se rastvorili kristali formazana. Apsorbanca (A) je ocCitana 24 h kasnije na
enzimsko-imunskom test ¢itacu (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) na talasnoj
duzini od 570 nm. Intenzitet oCitane apsorbance proporcionalan je broju zivih ¢elija. Kako bi se
utvrdio procenat prezivljavanja ¢elija, apsorbanca ocitana sa bunari¢a u kojima su se nalazile ¢elije
pod tretmanom ekstrakata i frakcija podeljena je sa apsorbancom kontrolnih ¢elija gajenih samo u
podlozi i pomnozena sa 100. Apsorbanca slepe probe oduzeta je od apsorbance odgovarajucih
uzoraka pod tretmanom. ICso je definisana kao koncentracija ekstrakata i frakcija koja je smanjila
prezivljavanje ¢elija za 50% od ukupnog broja ¢elija. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri
puta ponovljenih eksperimenata. Koeficijent selektivnosti je odreden po formuli: ICso (MRC5)/ICso
(maligno transformisanih ¢elijskih linija).

3.6. Analiza faza Celijskog ciklusa

Celije humanog adenokarcinoma - Hela, suspendovane su u kompletnoj RPMI podlozi i
zasejane u plodama sa po 6 bunariéa (200000 éelija po bunariéu). Celije su ostavljene da se zalepe
za dno bunari¢a 24 h u inkubatoru na 37 °C. Nakon inkubacije ¢elije su tretirane koncentracijama
ICs0 i 2x1Cs0 (odredenih MTT testom) ekstrakata i frakcija i vracene u inkubator da bi se inkubirale
jos 24 h 1 48 h (kako bi se proverio dozno i vremenski zavisni efekat ekstrakata i frakcija). Nakon
inkubacije ¢elije su tripsinizirane, centrifugirane 10 min na 2000 obrtaja i isprane sa 2 mL PBS-a.
Potom su ponovo centrifugirane 5 minuta na 2000 obrtaja, a zatim fiksirane na ledu 70% etanolom
(200 pL PBS i 2 mL 70% etanola), metodom kap po kap uz neprestano vorteksovanje. Pre analize,
uzorci su ¢uvani najmanje nedelju dana u zamrzivacu na -20 °C. Uzorci su zatim isprani u 2 mL
PBS 1 nakon centrifugiranja tretirani rastvorom ribonukleaze A (100 pg/mL; Sigma Aldrich,
Belefonte, PA, SAD) u PBS (500 pL) 1 ostavljeni da se inkubiraju na 37 °C, pola sata. Uzorci su
zatim obojeni propidijum-jodidom koji se vezuje za DNK (engl. propidium iodide, PI, Sigma
Aldrich, Belefonte, PA, SAD) (40 pg/mL) 1 nakon 10 minuta analizirani na proto¢nom citometru
(Becton-Dickinson FACSCalibur, Becton Dickinson, San Hose, CA, SAD). Intenzitet
fluorescencije je direktno proporcionalan koli¢ini DNK u svakoj ¢eliji. Koli¢ina DNK je najniza u
pocetnoj G1 fazi Celijskog ciklusa. U S fazi, fazi replikacije, dolazi do povecanja koli¢ine DNK $to
rezultira dvostruko vec¢om koli¢inom DNK ¢elija u G2 i M fazama u odnosu na ¢elije u G1 fazi.
Metodom proto¢ne citometrije se moze utvriditi i postojanje populacije ¢elija koje su u apoptozi.
Apoptotske celije poseduju znatno manju koli¢inu DNK u odnosu na ¢elije koje se nalaze u gore
pomenutim fazama Celijskog ciklusa. Fragmentisana DNK koja se nalazi u apoptoti¢nim ¢elijama se
gubi tokom procesa bojenja ili se distribuira u apoptotska tela, tako da samo mali deo DNK ostaje u
apoptotskim ¢elijama. Populacija ¢elija u apoptozi je predstavljena kao Sub-G1 faza, koja se nalazi
ispred G1 faze na DNK histogramu, nakon analize na protoénom citometru (Pozarowski i
Darzynkiewicz 2004). Sadrzaj DNK i raspored ¢elija po fazama celijskog ciklusa analiziran je
CellQuestR (Becton Dickinson, San Hose, CA, SAD) programom uzimajuci za analizu 10000 ¢elija
po uzorku. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost dva puta ponovljenih eksperimenata.

3.7. Morfoloska analiza tipa Celijske smrti

HeLa ¢elije su zasejane u koli¢ini od 50000 ¢elija po bunaricu, u ploce sa po 6 bunarica, u
kojima su prethodno postavljena mikroskopska pokrovna stakla u 2 mL kompletnog RPMI
medijuma. Nakon 24 h athezije ¢elija za pokrovna stakla, zamenjen je medijum u svim bunari¢ima i
to sa: 2 mL kompletnog RPMI medijuma u kontrolnim bunari¢ima, odnosno sa 2 mL testiranih
ekstrakata i frakcija u 2xICso koncentracijama (razblazenih u komplentom RPMI medijumu).
Nakon inkubacije od 24 h uzorci su bojeni meSavinim boja (po 20 pL) akridin-oranz i etidijum-
bromid (u koncentracijama 3 pg/mL akridin-oranza i 10 pg/mL etidijum-bromida u fosfatnom
puferu (PBS)). Mikrografije su slikane upotrebom fluorescentnog mikroskopa Zeiss PALM
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MicroBeam sa AxioObserver.Z1 uz koris¢enje AxioCam MRm - filteri Alexa 488 i 568 (Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Nemacka).

3.8. In vitro ispitivanje uticaja ekstrakata i frakcija na inhibiciju
Celijske migracije

In vitro ispitivanje uticaja ekstrakata i frakcija na inhibiciju ¢elijske migracije je vrSeno
pomocu ,,scratch® eseja (Damjanovic i sar., 2016). EA.hy926 celije su sadene u plo¢e sa po 24
bunari¢a (70000 c¢elija po bunari¢u) u kompletnoj DMEM hranljivoj podlozi. Nakon 24 h ¢elije su
formirale monosloj na dnu svakog od bunaric¢a, u kojem je zatim napravljen pravolinijski centralni
kanal koris¢enjem p200 vrha pipete. Nakon ispiranja hranljivim medijumom i fotografisanja uz
pomo¢ invertnog mikroskopa, ¢éelije su tretirane subtoksi¢nim (ICz, 600 pL) koncentracijama
ekstrakata i frakcija, dok je u kontroli dodato samo 600 pL podloge. Subtoksi¢ne koncentracije
ekstrakata i1 frakcija, koje inhibiraju prezivljavanje 20% c¢elija nakon 24 h su odredene
preliminarnim MTT testom: vrsta F. spiralis: dihlormetan-metanolni ekstrakt 60.28 pg/mL,
petroletarska 43.94 pg/mL, etilacetatna 33.94 ug/mL i n-butanolna frakcija 97.55 pg/mL; vrsta F.
virsoides jesenji uzorak: dihlormetan-metanolni ekstrakt 87.99 ug/mL, petroletarska 94.29 pg/mL,
etilacetatna 72.91 pg/mL i n-butanolna frakcija 122.13 pg/mL; letnji uzorak vrste F. virsoides
dihlormetan-metanolni ekstrakt 147.24 pg/mL, petroletarska 156.61 ug/mL, etilacetatna 160.90
ug/mL i n-butanolna frakcija 161.84. ug/mL. Nakon inkubacije u CO; inkubatoru u trajanju od 24 h
i 48 h ponovljeno je fotografisanje na istim mestima. U softveru otvorenog koda Imagel
(https://imagej.nih.gov/ij/) izraCunata je povrsina svakog kanala nakon O h, 24 h i 48 h, a zatim su
preracunati procenti smanjenja centralnog kanala za svaki tretirani bunari¢. Dakle, 0 h kontrolno
vreme gde je Sirina kanala 100% 1 u odnosu na njega se odreduje procenat smanjenja rastojanja
izmedu unutrasnjih ivica centralnog kanala. Dobijene vrednosti predstavljaju procenat smanjenja
centralnog kanala i kvantitativno opisuju sposobnost ekstrakata ili frakcija da inhibiraju ¢éelijsku
migraciju. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri puta ponovljenih eksperimenata.

3.9. Ispitivanje uticaja ekstrakata i frakcija na inhibiciju angiogeneze
In vitro

Ispitivanje uticaja ekstrakata i frakcija na inhibiciju angiogeneze in vitro je vrSeno po
proceduri koju su opisali Aranda i Owen (2009). Corning® Matrigel® Basement Membrane Matrix
je preko noci postepeno otapan na ledu, od temerature -20 °C, na kojem se ¢uva, do +4 °C. Na istu
temperaturu (+4 °C) su ohladeni 1 ploce sa 24 bunarica i nastavci za pipete. Ploce sa po 24 bunarica
(koje su stajale na ledu) su obloZene sa 200 pL hladne Corning® Matrigel® podloge. Ploge su potom
inkubirane 2 h na 37 °C, u CO; inkubatoru, kako bi se formirao ¢vrst gel. Zatim su u bunarice
zasadene EA.hy926 celije (40000 ¢elija po bunari¢u, suspendovanih u 400 pL. kompletne DMEM
podloge). U kontrolne bunari¢e je dodavan samo hranljiv medijum dok su u ostale tretirane
subtoksi¢nim (IC20) koncentracijama ekstrakata i frakcija, koje su navedene u metodi in vitro
inhibicija ¢elijske migracije (poglavlje 3.8). Nakon inkubacije od 20 h bunari¢i su fotografisani uz
pomo¢ invertnog mikroskopa.

3.10. Ispitivanje uticaja ekstrakata i frakcija na inhibiciju a-
glukozidaze

Inhibicija a-glukozidaze je odredena modifikovanom metodom koju su ranije opisali
(Matsui i sar., 1996). a-glukozidaza (400 mU/mL, (Sigma-Aldrich, Belefonte, PA, SAD)) je
rastvorena u 0.1 M fosfatnom puferu (pH = 6.7). U mikrotitarske ploce dodavano je po 50 ul
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testiranih ekstrakata i frakcija (Stok-rastvori 50 mg/mL u DMSOQ), razblaZenih u fostatnom puferu,
tako da su finalne koncentracije u svakom bunaric¢u bile 166.67 pg/mL, 83.33 pg/mL, 41.67 pg/mL,
20.83 pg/mL, 10.42 pg/mL 1 5.21 pg/mL. Zatim je dodano po 50 pL rastvora enzima u svaki
bunari¢. Nakon inkubacije na 37 °C 15 min, dodano je 50 pL rastvora supstrata 1.5 mg/mL PNP-G
(p-nitrofenil a-D-glukopiranozid, Sigma-Aldrich) u fosfathnom puferu. O¢itane su apsorbance Al na
405 nm. Nakon inkubacije od 15 min oc€itane su apsorbance A2, takode na 405 nm. Akarboza
(Sigma-Aldrich, Belefonte, PA, SAD ) je koriS¢ena kao pozitivna kontrola. Procenat inhibicije
enzima je izraCunat po formuli 100x(A2S-AlS)/(A2B-AlB), gde Al1B, A2B i AlS, A2S
predstavljaju apsorbance slepih proba (fosfatni pufer, DMSO, rastvor enzima i supstrata PNP-G) i
uzoraka. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri puta ponovljenih eksperimenata.

3.11. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata i frakcija

3.11.1. Mikroorganizmi i podloga

Bakterijske kulture koje su koriS¢ene u eksperimentima su G+: Bacillus cereus (ATCC
10987), Bacillus subtilis (ATCC 6633) i Staphylococcus aureus (ATCC 25923); G- Escherichia
coli (ATCC 25922) i Proteus mirabilis (ATCC 29906). Vrste gljivica koje su koris¢ene su:
Aspergillus niger (ATCC 16888), Mucor mucedo (ATCC 20094), Trichophyton mentagrophytes
(ATCC 9533), Candida albicans (ATCC 10231) i Penicillium italicum (ATCC 10454). Svi sojevi
bakterija i gljivica nabavljeni su od Americke kolekcije uzoraka kultura (ATCC). Mikroorganizmi
su gajeni u Mikoloskoj laboratoriji, Departmana za Biologiju Prirodno-matematickog Fakulteta u
Kragujevcu. Bakterijske kulture su odrzavane na Miiller-Hinton agaroznom supstratu (Torlak,
Beograd, Srbija). Kulture gljivica su gajene na krompirovom dekstroznom agaru (PD; Torlak,
Beograd, Srbija) i Sabourad dekstroznom agaru (SD; Torlak, Beograd, Srbija). Kulture su ¢uvane
na 4 °C i subkultivisane na svakih 15 dana.

Osetljivost mikroorganizama na ekstrakte i frakcije je ispitivana utvrdivanjem minimalne
inhibitorne koncentracije (engl. minimum inhibitory concentration, MIC). Inokulumi bakterija
dobijeni su nakon 24 h inkubacije bakterija na Muller-Hinton agarskom supstratu. Inokulumi su
zatim i razblazeni sterilnom dejonizovanom vodom prema 0.5 McFarland standardu na 108
CFU/mL. Suspenzije spora gljiva su pripremljene od sveZih, zrelih kultura starih 3 do 7 dana, koje
su rasle na 30 ‘C na SD agaru. Spore su isprane sterilnom dejonizovanom vodom i razblazene do
priblizno 10® CFU/ml po proceduri ,,National Committee for Clinical Laboratory Standards",
NCCLS (1998).

3.11.2. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC)

MIC je utvrdena mikrodilucionom metodom po Sarkeru, kori§¢enjem mikro-titarskih ploca
sa po 96 bunarica (Sarker i sar., 2007). Mikroorganizmi su tretirani serijom razblaZzenja od 25 do
0.012 mg/mL testiranih ekstrakata i frakcija. U svaki bunari¢ je dodato po 100 puL bujona (Miiller-
Hinton ili SD), a zatim i serija dvostruko razblazenih ekstrakata i frakcija (100 pL). Potom je
dodato po 10 pL resazurina (270 mg resazurina u 40 ml sterilne dejonizovane vode) kao i po 10 uL
odgovarajucih inokuluma. Kako bi se utvrdio optimalni efekat dejstva ektrakata i frakcija, nakon
inkubacije od 24 h (bakterije) i od 48 h (gljivice) na 37 °C, odredena je MIC vizualnom metodom.
Resazurin je oksido-redukcioni indikator mikrobnog rasta. Kada se resazurin redukuje u resorufin,
oksidoreduktazama u zivim ¢elijama, inicijalna plava boja se menja u fluorescentnu ljubicastu.
Grani¢no razblaZenje bez promene boje resazurina je definisano kao MIC. Kao pozitivne kontrole
kori$¢eni su antibiotik streptomicin za bakterije i ketokonazol za gljivice. DMSO je koris¢en kao
negativna kontrola, kako bi se iskljuc¢io uticaj rastvaraca. Svi eksperimenti su uradeni u triplikatu.
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4. Rezultati

4.1. Sadrzaj masnih Kiselina u petroletarskim frakcijama

Sadrzaj masnih kiselina odreden je u petroletarskim frakcijama algi. Petroletar se zbog svoje
nepolarnosti koristi kao standardni rastvara¢ za ekstrakciju masnih kiselina, te se najveci sadrzaj
masnih kiselina oCekuje upravo u ovoj frakciji. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 2. Najveci
procenat zasi¢enih masnih kiselina (ZMK) je pronaden u uzorku vrste F. spiralis (46.58%), dok je
najmanji procenat zabeleZen u jesenjem uzorku vrste F. virsoides (31.26%). Detektovane ZMK u
svim uzorcima su: palmitinska kiselina, miristinska kiselina, stearinska kiselina i pentadekanoinska
kiselina, dok je laurinska kiselina detektovana samo u jesenjem uzorku vrste F. virsoides. Procenat
mononezasi¢enih masnih kiselina (MNMK) bio je najveéi u letnjem uzorku vrste F. virsoides
(27.73%). Izmereni procenti MNMK u jesenjem uzorku vrste F. virsoides i u uzorku vrste F.
spiralis su ne$to manji, u odnosu na letnji uzorak vrste F. virsoides, ali medusobno sli¢ni (25.64% i
25.23% respektivno). Najve¢i udeo MNMK u svim uzorcima ¢inila je oleinska kiselina, dok je u
znatno manjem procentu bila zastupljena palmitoleinska kiselina. Jesenji uzorak vrste F. virsoides je
imao najveci procenat polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK) 37.24%, dok su uzorci vrsta F.
virsoides (letnji) i F. spiralis imali znatno manje PNMK (26.00%, 23.26% respektivno). U svim
uzorcima detektovane su sledeée PNMK: arahidonska kiselina, o-linolenska Kiselina,
eikozapentaenska kiselina (EPA) i linolna kiselina, eikosadienoinska kiselina je pronadena u
vrstama F. spiralis i jesenjem F. virsoides; dok je samo u jesenjem F. virsoides uzorku detektovana
dihomo-y-linolenska kiselina (DGLA). Najveci procenat n-9 masnih kiselina odreden je u letnjem
uzorku vrste F. virsoides (26.01%), dok je najveéi procenat n-6 (22%) i n-3 (15.24%) masnih
kiselina imao jesenji uzorak vrste F. virsoides. Najpovoljniji odnos PNMK/ZMK je zabelezen kod
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides (1.19).
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Tabela 2. Sadrzaj masnih kiselina u petroletarskim frakcijama vrsta F. spiralis i F. virsoides

Masne Kiseline Masne Kiseline PE(';VJ PE;'/:)VL P%ZS
Laurinska kiselina C12:0 0.52 / /
Miristinska kiselina C 14:0 11.22 13.62 16.24
Pentadekanoinska kiselina C15:0 1.18 0.57 0.7
Palmitinska kiselina C 16:0 16.5 20.51 27.77
Stearinska kiselina C 18:0 1.84 1.49 1.87
Y. ZMK Y ZMK 31.26 36.19 46.58
Palmitoleinska kiselina C1le6:1 3.05 1.72 1.08
Oleinska kiselina C18:1n-9 22.59 26.01 24.15
> MNMK > MNMK 25.64 27.73 25.23
Linolna kiselina C18:2n-6 5.38 5.45 3.27
a-linolenska kiselina C 18:3n-3 8.38 8.51 3.57
Eikosadienoinska kiselina C 20:2n-6 3.3 / 6.32
Arahidonska kiselina C 20:4 n-6 12.61 8.38 6.15
Dihomo-y-linolenska kiselina C 20:3n-6 0.71 / /
Eikozapentaenska kiselina C20:5n-3 6.86 3.66 3.95
Y PNMK > PNMK 37.24 26.00 23.26
PNMK/ZMK PNMK/ZMK 1.19 0.72 0.50
> n-9 n-9 22.59 26.01 24.15
> n-6 n-6 22 13.83 15.74
> n-3 n-3 15.24 12.17 7.52

U tabeli su istaknute povoljne vrednosti dobijenih procenata masnih kiselina;

PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; ZMK - zasi¢ene masne kiseline;
MNMK - mononezasi¢ene masne kiseline; PNMK - polinezasi¢ene masne kiseline

4.2. Odredivanje ukupnih fenola

Rezultati analize sadrZaja ukupnih fenola u ekstraktima 1 frakcijama su prikazani u Tabeli 3
i na Slici 8. Najvec¢i sadrzaj ukupnih fenola u odreden je u osnovnim ekstraktima vrste F. virsoides,
a dosta manje u ekstraktu vrste F. spiralis, dok je najmanje ukupnih fenola bilo u letnjem ekstraktu
vrste F. virsoides. Najvisi sadrzaj fenola od svih frakcija i ukupno (u odnosu na sve ispitivane
ekstrakte i frakcije) je imala etilacetatna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides, a zatim slede n-
butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides i petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides. Frakcije sa znatno manjom koli¢inom ukupnih fenola su redom: n-butanolna frakcija
vrste F. spiralis, etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides, etilacetatna frakcija vrste F.
spiralis, petroletarska frakcija vrste F. spiralis, n-butanolna frakcija letnjeg uzorka vrste F.
virsoides i etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides.
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Tabela 3. Sadrzaj ukupnih fenola ekstrakata i frakcija vrsta F. spiralis i F. virsoides.
Sadrzaj ukupnih fenola je izrazen kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE po gramu ispitivanih
ekstrakata i frakcija). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti sa standardnom devijacijom tri
nezavisna eksperimenta. U tabeli je istaknuta najveca koncentracija ukupnih fenola.

Ekstrakti i frakcije Uﬁ;gkfé?; !
= 7.11+0.06
PE-FS 3.62+0.03
EA-FS 6.1420.10
nB-FS 15.16+0.04
FVJ 34.78+0.96
PE-FVJ 29.73+0.78
EA-FVJ 53.57+£1.06
nB-FVJ 31.59+1.17
FVL 3.41+0.09
PE-FVL 1.99+0.12
EA-FVL 7.00£0.06
nB-FVL 3.0520.21

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS-etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVJ -ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides
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Slika 8. Sadrzaj ukupnih fenola ekstrakta i frakcija algi.

Sadrzaj ukupnih fenola je izraZen kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE po gramu ispitivanih ekstrakata i
frakcija). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti sa standardnom devijacijom tri nezavisna
eksperimenta. Statisticka analiza je izvrSena koriS¢enjem jednofaktorske analize varijanse sa Takijevim
testom. (**** p<0.0001, ns - nema znacajnosti). FS - ekstrakt i frakcije vrste F. spiralis; FVJ - ekstrakt i
frakcije jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL - ekstrakt i frakcije letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE -
petroletarske frakcije, EA - etilacetatne frakcije, nB - n-butanolne frakcije

4.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Rezultati ispitivanja sposobnosti ekstrakata i frakcija da uklanjaju slobodne radikale (DPPH)
prikazani su u Tabeli 4 i na Slici 9. Uzorak jesenjeg ekstrakta vrste F. virsoides je pokazao najjacu
antioksidativnu aktivnost u odnosu na ostale ekstrakte. Od svih testiranih uzoraka ekstrakata po
aktivnosti zatim slede vrsta F. spiralis, pa letnji uzorak vrste F. virsoides. Jesenji uzorci frakcija F.
virsoides su imali znatno jacu antioksidativnu aktivnost u odnosu na frakcije vrste F. spiralis i
letnje uzorke vrste F. virsoides. Naime, najmanju ICso vrednost DPPH aktivnosti pokazala je
etilacetatna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides, zatim n-butanolna i petroletarska frakcija. Po
DPPH aktivnosti zatim slede frakcije vrste F. spiralis, etilacetatna frakcija, petroletarska frakcija i
n-butanolna frakcija. Letnje frakcije F. virsoides su imale najslabiju DPPH aktivnost. Medu letnjim
ekstraktima koji su pokazali najslabiju antioksidativnu aktivnost, najjacu antioksidativnu aktivnost
je imala etilacetatna frakcija.

29



Sposobnost uklanjanja DPPH radikala predstavljena je kao ECso vrednost i izrazena u
mg/mL, Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna
eksperimenta. U tabeli je istaknuta najjac¢a antioksidativna aktivnost.

Tabela 4. Antioksidativna aktivnost ekstrakata i frakcija.

Ekstrakti i frakcije n?g/fn'l

FS 9.78+0.20
PE-FS 15.67+0.11
EA-FS 0.48+2.17
nB-FS 21.1642.77
FVJ 226:+0.03
PE-FVJ 2 48+0.04
EA-FVJ 1.38+0.05
NB-FVJ 2.07+0.04
FVL 17.68 + 0.4
PE-FVL 20.70+1.02
EA-FVL 16.86+1.08
NB-FVL 76.2848.23

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS - etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVJ - ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides
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Slika 9. Antioksidativna aktivnost ekstrakata i frakcija.

Sposobnost uklanjanja DPPH radikala predstavljena je kao ECso vrednost i izrazena u mg/mL. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta. Statisticka analiza je
izvrSena kori$¢enjem jednofaktorske analize varijanse sa Takijevim testom (**** p<0.0001, ***p < 0.001, *
p< 0.05, ns - nema znac¢ajnosti); FS - ekstrakt i frakcije vrste F. spiralis; FVJ - ekstrakt i frakcije jesenjeg
uzorka vrste F. virsoides; FVL - ekstrakt i frakcije letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE - petroletarske
frakcije, EA - etilacetatne frakcije, nB - n-butanolne frakcije.

4.4. Ispitivanje citotoksicnosti ektrakata i frakcija

Rezultati ispitivanja citotoksi¢ne aktivnosti su prikazani u Tabeli 5. HeLa celije su bile
najosetljivije na dejstvo testiranih ekstrakata i frakcija. Najjaci citotoksicni efekat na HeLa ¢elijama
iskazali su ekstrakt i frakcije vrste F. spiralis i to petroletarska frakcija, etilacetatna frakcija i
osnovni ekstrakt. Dobru citotoksi¢nu aktivnost prema HeLa ¢elijama su pokazali i jesenji uzorci
vrste F. virsoides i to petroletarska frakcija, osnovni ekstrakt i etilacetatna frakcija ug/mL. Letnji
uzorci vrste F. virsoides su pokazali slabiju citotoksi¢nu aktivnost prema HeLa ¢elijama u odnosu
na vrstu F. spiralis i jesenje uzorke vrste F. virsoides. ICso vrednosti su bile u rasponu od
157.67+0.41 png/mL za etilacetatnu frakciju do vise od 200 ug/mL za n-butanolnu frakciju. Po
osetljivosti na dejstvo ispitivanih ekstrakata i frakcija slede redom LS174T, K562, MDA-MB-453 i
A549 maligne Celijske linije. Ekstrakt i frakcije vrste F. spiralis su iskazale najjacu citotoksi¢nu
aktivnost prema svim testiranim malignim ¢elijskim linijama, odmah zatim slede osnovni ekstrakt i
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frakcije jesenjeg uzorka vrste F. virsoides a najslabiju citotoksi¢nu aktivnost su iskazali osnovni
ekstrakt i frakcije letnjeg uzorka vrste F. virsoides. Etilacetatna frakcija vrste F. spiralis je bila
najaktivnija prema LS174T, K562, MDA-MB-453 i A549 (Celijama. Testirani ekstrakti i frakcije
nisu pokazali citotoksi¢ni efekat prema normalnim MRCS5 celijama u najvecoj testiranoj
koncentraciji od 200 pg/mL.

IzraCunavanje koeficijenta selektivnosti prikazanog u Tabeli 6, pokazalo je da je najveca
selektivnost iskazana prema HelLa malignoj liniji u odnosu na normalnu MRCS5 liniju i to od strane
ekstrakta i frakcija vrste F. spiralis i jesenjih uzoraka vrste F. virsoides. Dobru selektivnost ostvarili
su i osnovni ekstrakt, petroletarska i etilacetatna frakcija vrste F. spiralis prema LS174T i K562
¢elijskim linijama, kao i etilacetatna frakcija prema MDA-MB-453 ¢elijskoj liniji. U poredenju sa
cisplatinom, skoro svi testirani ekstrakti 1 frakcije su pokazali vec¢u selektivnost prema malignim
¢elijskim linijama u odnosu na normalnu liniju.

Tabela 5. Citotoksi¢na aktivnost ispitivanih ekstrakata i frakcija

U tabeli su predstavljene 1Cso vrednosti izrazene u pg/mL, odnosno koncentracije ekstrakata i
frakcija koje su inhibirale Celijsko prezivljavanje za 50%. Vrednosti ICso u tabeli su predstavljene
kao srednja vrednost + standardna devijacija odredene na osnovu tri nezavisna eksperimenta.

Ektrakti i

frakcije HelLa LS174T A549 huDashilEs K562 MRC5
IC,,, Hg/mL 453
FS 52.18+3.21 81.75+4.60  147.41#125  105.90+2.32  78.27+0.67 >200
PE-FS 43.74+7.85 85.12+3.49  142.99+0.37  122.40+1.46  92.31+6.03 >200
EA-FS 47.25+1.32 72.58+0.55  132.68+3.39  99.32+3.02 73.19+3.99 >200
nB-FS 105.25 #6.77  159.89+1.45 >200 121514259  102.317.07 >200
FVJ 53.91+1.48 138.68+4.99  183.40+2.86  133.83+5.98  114.05+1.28 >200
PE-FVJ 44.38+2.86 146.90#8.72  147.50£0.59  120.93+6.56  108.03+6.49 >200
EA-FVJ 55.85+9.91 120.33+455  143.40+0.98  107.78+8.89  112.12+1.14 >200
nB-FVJ 112+35.26 174+11.60 >200 151.09+4.27  141.35+3.37 >200
FVL 175.15+¢1.39  195.81+2.66  196.91+2.01  177.47+6.34  189.25+5.11 >200
PE-FVL 161.98+1.42  193.44+4.42  19539+158  169.90+7.58  165.56+3.61 >200
EA-FVL 157.67+0.41  185.21+0.76  166.49+4.66  159.70+6.19  167.45+1.11 >200
nB-FVL >200 >200 >200 192.85+0.53  193.29+2.56 >200
Cisplatina 19.26+0.22 30.94+2.73 26.08+0.47 29.92+0.45 25.18+1.60 18.53+0.13

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS - etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVJ -ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
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EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides.

Tabela 6. Koeficijent selektivnosti u citotoksi¢cnom dejstvu ispitivanih ekstrakata i frakcija.
Koeficijent selektivnosti predstavljen je kao ICsp vrednost za MRCS5 ¢elijsku liniju/ICso vrednost za
odredenu malignu ¢elijsku liniju. U tabeli su istaknute vrednosti najvece selektivnosti.

Ekt?ﬁ:‘igjr:rﬁcue/ HelLa LS174T A549 MBI K562
selektivnosti 453

FS >3.83 >2.45 >1.36 >1.89 >2.56
PE-FS >4.57 >2.35 >1.40 >1.63 >2.17
EA-FS >4.23 >2.76 >1.51 >2.01 >2.73
nB-FS >1.90 >1.25 / >1.65 >1.95
FVJ >3.71 >1.44 >1.09 >1.49 >1.75
PE-FVJ >4.51 >1.36 >1.36 >1.65 >1.85
EA-FVJ >3.58 >1.66 >1.39 >1.86 >1.78
nB-FVJ >1.78 >1.14 / >1.32 >1.41
FVL >1.14 >1.02 >1.02 >1.13 >1.06
PE-FVL >1.23 >1.03 >1.02 >1.18 >1.21
EA-FVL >1.27 >1.08 >1.20 >1.25 >1.19
nB-FVL / / / >1.04 >1.03
Cisplatina 0.96 0.60 0.71 0.62 0.74

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS-etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVJ -ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides.
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4.5. Analiza faza Celijskog ciklusa

Analiza faza Celijskog ciklusa HeLa c¢elija tretiranih sa ICsp koncentracijama ekstrakata i
frakcija vrste F. spiralis nakon 24 h (Slika 10 i Tabela 7) je pokazala da je etilacetatna frakcija
indukovala najveéu akumulaciju HeLa c¢elija u subG1l fazi ¢elijskog ciklusa u poredenju sa
netretiranom kontrolom. Ova frakcija je, takode, izazvala akumulaciju ¢elija u G2/M fazi ¢elijskog
ciklusa u poredenju sa kontrolnim c¢elijama. HeLa celije tretirane petroletarskom frakcijom su
pokazale najvecu akumulaciju u G2/M fazi. Pored toga, ova frakcija je indukovala i akumulaciju
¢elija u subGl fazi. Utvrdeno je i da izlaganje Hela c¢elija osnovnom ekstraktu i n-butanolnoj
frakciji vrste F. spiralis dovodi do poveéanja populacije u subG1 fazi. Nakon tretmana sa 2xICso
koncentracijama, najveéu akumulaciju u subGl fazi su pokazale ¢elije tretirane etilacetatnim i
petroletarskim frakcijama vrste F. spiralis. Osnovni ekstrakt i n-butanolna frakcija su, takode,
izazvale akumulaciju ¢elija u subG1 fazi. Uocena je i akumulacija ¢elija u G2/M fazi u prisustvu
petroletarske, etilacetatne frakcije kao i osnovnog ekstrakta vrste F. spiralis.

Analiza celijskog ciklusa nakon 48 h (Slika 10 i Tabela 8) je pokazala doznu i vremensku
akumulaciju ¢elija u SubG1 fazi Celijskog ciklusa i1 to najvise pod dejstvom etilacetatne frakcije
vrste F. spiralis, a zatim i petroletarske, kao i osnovnog ekstrakta i n-butanolne frakcije.

Distribucija ¢elijskog ciklusa nakon tretmana ekstraktima i frakcijama vrste F. virsoides je
prikazana na Slikama 11, 12 i Tabeli 7. Nakon 24 h tretmana Hela ¢elija jesenjim ekstraktom vrste
F. virsoides zabelezen je povecani procenat Celija u G2/M fazi, u poredenju sa kontrolom. Jesenji
ekstrakt i petroletarska frakcija primenjeni u koncentracijama od 2xICso su indukovali najvecu
akumulaciju ¢elija u G2/M fazi, u poredenju sa kontrolom. Letnji ekstrat i frakcije vrste F. virsoides
su indukovali izrazeniju akumulaciju u subGlfazi celijskog ciklusa u poredenju sa jesenjim
ekstraktima i frakcijama, pogotovo u 2xICso koncentracijama. Od svih testiranih ekstrakata i
frakcija vrste F. virsoides nakon 24 h etilacetatna i petroletarska letnja frakcija su indukovale
najvecu akumulaciju ¢elija u subG1fazi ¢elijskog ciklusa.

Nakon 48 h (Slike 11, 12 1 Tabela 8) zabelezena je, kao 1 u slucaju ekstraktata 1 frakcija
vrste F. spiralis, dozna i vremenski zavisna akumulacija HeLa ¢éelija u SubG1 fazi Celijskog ciklusa,
tretiranih sa ekstraktima i frakcijama jesenjeg i letnjeg uzorka vrste F. virsoides. Posmatrajuci samo
jesenji uzorak vrste F. virsoides, najve¢u akumulaciju u SubGl fazi ¢elijskog ciklusa indukovao je
jesenji ekstrakt, zatim petroletarska frakcija, pa etilacetatna i n-butanolna. Letnji ekstrakt i frakcije
su pokazali izrazeniju akumulaciju u SubG1 fazi celijskog ciklusa u odnosu na jesenje uzorke.
Najvecu akumulaciju ¢elija u SubG1 fazi indukovala je etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F.
virsoides, a zatim i petroletarska frakcija.
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Slika 10. Uticaj ekstrakata i frakcija vrste F. spiralis na distribuciju HeLa c¢elija u odredenim
fazama celijskog ciklusa nakon 24 h i 48 h pri koncentracijama ICso i 2X1Csyo.

Na grafiku je predstavljen procenat ¢elija u subGl, G1, S i G2/M fazama celijskog ciklusa. Rezultati
eksperimenta predstavljeni su kao srednja vrednost + standardna devijacija dva nezavisna eksperimenta. FS -
ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS-etilacetatna frakcija vrste F.
spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis.
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Slika 11. Uticaj ekstrakata i frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides na distribuciju HeLa ¢elija u
odredenim fazama celijskog ciklusa nakon 24 h i 48 h pri koncentracijama ICsp i 2x1Csp.

Na grafiku je predstavljen procenat celija u subGl, G1, S i G2/M fazama Ccelijskog ciklusa. Rezultati
eksperimenta predstavljeni su kao srednja vrednost * standardna devijacija dva nezavisna eksperimenta. FVJ
-ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides.
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Slika 12. Uticaj ekstrakata i frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides na distribuciju HeLa celija u
odredenim fazama celijskog ciklusa nakon 24 h i 48 h pri koncentracijama ICsg i 2XICsp,

Na grafiku je predstavljen procenat celija u subGl, Gl, S i G2/M fazama celijskog ciklusa. Rezultati
eksperimenta predstavljeni su kao srednja vrednost + standardna devijacija dva nezavisna eksperimenta. FVL
- ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides.
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Tabela 7. Uticaj ekstrakata i frakcija na distribuciju HeLa ¢elija u odredenim fazama celijskog
ciklusa nakon 24 h pri koncentracijama ICso i 2XICso.

U tabeli su predstavljeni procenti Celija u subG1, G1, S i G2/M fazama c¢elijskog ciklusa izraZeni
kao srednja vrednost + standardna devijacija dva nezavisna eksperimenta.

2;‘ e SubG1 % G1% S % G2/M %
i frakcije
Kontrola 0.38+0.33 57.94+10.19 20.03+3.83 22.08+6.79
FS 1.2140.72 57.67+13.12 20.40+8.15 21.23+5.92
PE-FS 2.16+0.61% 52.53+14.52 14.37+3.96 31.42+18.88
EA-FS 2.73+0.42 52.362.23 21.61+4.45 23.89+6.05
nB-FS 1.66+0.79 55.64+19.36 19.36+7.85 23.83+6.60
Kontrola 1.16%0.48 60.94+1.79 12.55+2.24 24.73+2.38
_| FVa 3.14+0.84 56.93+0.57 10.87+4.33 29.95+3.82
S | PE-FVI 2.73+0.69 59.02+5.22 13.86+0.72 24.78+3.89
EA-FVJ 2.32+1.19 59.46+4.94 14.28+1.05 24.37+2.83
nB-FVJ 2.86+0.45 58.33+4.88 14.38+0.93 24.92+3.62
Kontrola 5.02+0.30 56.03+1.24 17.49+2.41 22.07+1.05
FVL 8.42+0.07 57.09+0.16 15.82+0.12 19.30+0.11
PE-FVL 7.01+0.11 54.06+2.02 18.19+0.65 21.37+1.35
EA-FVL 11.88+0.18 39.09+1.99 22.01+0.08 27.85+2.04
nB-FVL 6.44+0.07 51.57+0.38 16.14+0.02 26.42+0.47
Kontrola 0.38+0.33 57.94+10.19 20.03£3.83 22.08+6.79
FS 7.7242.31 56.60+7.97 11.49+0.18 24.08 £7.14
PE-FS 8.50+1.72 47.15#5.10 11.13+3.78 33.7743.10
EA-FS 10.69+1.16 51.17+2.52 13.51+2.89 25.28+0.54
nB-FS 3.83+0.11 66.92+4.84 11.99+4.17 17.73+1.07
Kontrola 1.16+0.48 60.94+1.79 12.55+2.24 24.73+2.38
o | FVJ 3.79+0.69 52.04+7.64 12.79+3.23 31.82+10.14
“_: PE-FVJ 5.72+3.71 48.37+7.40 15.24+1.83 31.23+5.48
N EA-FVJ 2.46+0.79 57.88+2.18 14.42+4.41 25.65+3.01
nB-FVJ 2.67+0.32 57.10+1.63 13.62+3.12 27.10+1.87
Kontrola 5.02+0.30 56.03+1.24 17.49+2.41 22.07+1.05
FVL 6.48+1.38 56.94+1.19 16.31+0.30 20.83+0.52
PE-FVL 17.25+0.12 43.23+1.11 16.45+0.18 23.85+1.48
EA-FVL 21.56+1.44 38.85+0.04 19.30+0.64 21.11+0.70
nB-FVL 4.71+0.01 55.37+2.20 18.96+0.15 21.42+2.11

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS-etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVJ -ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides.
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Tabela 8. Uticaj ekstrakata i frakcija na distribuciju HeLa c¢elija u odredenim fazama celijskog
ciklusa nakon 48 h pri koncentracijama ICso i 2XxICsyo.

U tabeli su predstavljeni procenti Celija u subG1, G1, S i G2/M fazama c¢elijskog ciklusa izraZeni
kao srednja vrednost + standardna devijacija dva nezavisna eksperimenta.

4h8 ﬁ‘g@f}é SubG1 % G1% S% G2/M %
Kontrola 1.240.39 67.55+5.07 15.6742.98 16.06+1.92
Fs 11.06+4.05 61.88+7.80 14.88+0.06 12.78+3.68
PE-FS 16.9545.69 55.64+1.58 15.46+0.86 12.68+8.05
EA-FS 32.60+10.18 44.82+1.84 8.90+2.24 14.49+10.69
NB-FS 12.0248.20 50.48+21.04 11.7543.77 17.24+9.45
Kontrola 2524113 67.14%2.61 10.95+1.66 10.74+3.14
REZ 8.85+1.92 56.42+3.65 14.89+4.63 20.34+1.02
S| PE-FVS 7.60+4.09 61.47+0.29 11.96+3.15 19.44+1.08
EA-FVJ 4.59+1.61 65.77+0.88 13.012.53 17.0740.18
NB-FVJ 4.70+1.48 61.17+3.77 15.51+2.40 10.15+2.67
Kontrola 7.19+0.25 56.02+0.92 16.5040.05 20.90+0.58
FVL 7.03£0.72 61.31£1.94 14.7320.74 17.52+1.98
PE-FVL 9.06:0.44 54.15+1.58 15.0120.26 21574132
EA-FVL 23.66+0.29 41.47+2.76 14.99+0.83 20.50+1.73
NB-FVL 7.2040.84 64.06+2.31 14.79+0.55 14.43+0.98
Kontrola 1.24+0.39 67.5525.07 15.67+2.98 16.06+1.92
FS 25.08+12.54 49.28+3 52 12724535 13.56+3.68
PE-FS 25 444651 46.46+1.34 11.82+2.77 16.97+5.32
EA-FS 44.44+23.38 36.49+16.67 9.48+2.01 10.3128.77
NB-FS 18.74+13.54 54.64+29.63 11.18+7.09 15.83+9.25
Kontrola 2524113 6714261 10.95+1.66 10.74+3.14
o [Fva 13.30+0.56 56.16+0.17 12.51+1.97 18.54+1.65
S | pE-FVI 11.65+9.01 54.51+8.50 12.00+5.74 22444527
S| EA-FVI 7.03+2.48 62.65+2.23 11.65+3.12 10.14+2.99
NB-FVJ 8.39+1.27 56.04+0.19 15.73+5.75 20.49+458
Kontrola 7.19£0.25 56.02+0.92 16.50+0.05 20.90+0.58
FVL 8.45+0.39 5537+1.46 13.4242.74 22.04+1.15
PE-FVL 39.50+1.93 39.08+0.43 9.16+1.05 13.25+0.93
EA-FVL 50.856.30 26.90+1.72 11.5843.45 11.4741.27
nB-FVL 7.53+1.82 58.00+3.39 14.93+0.21 20.10+4.95

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS-etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVJ -ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides.
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4.6. MorfoloSka analiza tipa Celijske smrti

Morfoloska analiza fluorescentnom mikroskopijom je pokazala da je veéina HeLa éelija
nakon 24 h tretmana ekstraktima i frakcijama vrste F. spiralis izgubila atheziju za pokrovna stakala
I zbog toga su analizirani supernatanti (Slika 13). U kontrolnim uzorcima, HeLa ¢elije su bile
zalepljene na pokrovnim staklima i nepromenjene morfologije (Slika 13 A). HeLa celije tretirane
2xICso koncentracijama ekstraktima i frakcijama vrste F. spiralis su pokazale tipicne znake
apoptoze: celije su bile okrugle, doslo je do mehuranja ¢elijske membrane, nukleusi su bili
kondenzovani i fragmentisani. Takode uocene su celije obojene narandzasto-crveno koje su
pokazivale tipi¢ne znake kasne apoptoze (apoptotska tela) i sekundarne nekroze. Etilacetatna
frakcija je pokazala najjaci proapoptotski efekat (Slika 13 D 1 E).

Celije tretirane ekstraktima i frakcijama vrste F. virsoides (Slika 14) su pokazale tipi¢ne
znake rane apoptoze (Celije koje su ostale zalepljene na pokrovnim staklima, Slika 14, B, D F i H)
kao 1 kasne apoptoze i sekundarne nekoze (odlepljene ¢elije u supernatantima, Slika 14, C, E, G11).
Jesenji ekstrakt i petroletarska frakcija su pokazali najjaci efekat od jesenjih uzoraka (Slika 14, B i
C). Etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides je iskazala najjaci proapoptotski efekat u
odnosu na ostale letnje uzorke (Slika 15 D i E).
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B. C.

D. E:

F. G.

H. I
Slika 13. Analiza morfoloskih karakteristika celijske smrti HelLa celija obojenih akridin
oranz/etidijum bromidom nakon 24 h tretmana ekstraktom i frakcijama vrste F. spiralis dvostruko
inhibitornim koncentracijama.
A) kontrola, B) F. spiralis, C) F. spiralis supernatant, D) petroletarska frakcija F. spiralis, E) petroletarska
frakcija F. spiralis, supernatant, F) etilacetatna frakcija F. spiralis, G) etilacetatna frakcija F. spiralis,
supernatant, H) n-butanolna frakcija F. spiralis, 1) n-butanolna frakcija F. spiralis supernatant. Celije u
kontroli su normalne morfologije, adherirane na pokrovnim ljuspicama. Nakon tretmana HelLa celija sa
dvostrukim 1Cso koncentracijama ekstrakata i frakcija F. spiralis vecina ¢elija se odvojila od pokrovnih

ljuspica. Celije koje su se obojile zeleno, predstavljaju ¢elije koje imaju intaktnu éelijsku membranu.
Apoptotska tela i sekudarno nekroti¢ne ¢elije se prikazuju narandzasto-crvenom bojom. Uveli¢anje 20x.
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Slika 14. Analiza morfoloskih karakteristika celijske smrti HelLa celija obojenih akridin
oranz/etidijum bromidom nakon 24 h tretmana jesenjim ekstraktom i frakcijama vrste F. virsoides
dvostruko inhibitornim koncentracijama.

A) kontrola, B) F. virsoides, C) F. virsoides supernatant, D) petroletarska frakcija F. virsoides, E)
petroletarska frakcija F. virsoides, supernatant, F) etilacetatna frakcija F. virsoides, G) etilacetatna frakcija F.
virsoides, supernatant, H) n-butanolna frakcija F. virsoides, 1) n-butanolna frakcija F. virsoides supernatant.
Celije u kontroli su normalne morfologije, adherirane na pokrovnim ljuspicama. Nakon tretmana HeLa éelija
sa dvostrukim ICso koncentracijama jesenjeg ekstrakata i frakcija F. virsoides vecina celija je i dalje
adherirana na pokrovnim ljuspicama ali izmenjenih morfologkih karakteristika, tipi¢nih za apoptozu. Celije
koje su se obojile zeleno, predstavljaju ¢elije koje imaju intaktnu celijsku membranu. Apoptotska tela i
sekudarno nekrotic¢ne ¢elije se prikazuju narandzasto-crvenom bojom. Uvelicanje 20x.
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Slika 15. Analiza morfoloskih karakteristika celijske smrti HeLa celija obojenih akridin
oranz/etidijum bromidom nakon 24 h tretmana letnjim ekstraktom i frakcijama vrste F. virsoides
dvostruko inhibitornim koncentracijama.

A) kontrola, B) F. virsoides, C) F. virsoides supernatant, D) petroletarska frakcija F. virsoides, E)
petroletarska frakcija F. virsoides, supernatant, F) etilacetatna frakcija F. virsoides G) etilacetatna frakcija F.
virsoides, supernatant, H) n-butanolna frakcija F. virsoides, 1) n-butanolna frakcija F. virsoides supernatant.
Celije u kontroli su normalne morfologije, adherirane na pokrovnim ljuspicama. Nakon tretmana HeLa celija
sa dvostrukim ICso koncentracijama letnjeg ekstrakata i frakcija F. virsoides vecina celija je i dalje
adherirana na pokrovnim ljuspicama ali izmenjenih morfoloskih karakteristika, tipi¢nih za ranu apoptozu.
Celije koje su se obojile zeleno, predstavljaju éelije koje imaju intaktnu éelijsku membranu. Apoptotska tela
i sekudarno nekroti¢ne ¢elije se prikazuju narandzasto-crvenom bojom. Uveli¢anje 20x.
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4.7. In vitro ispitivanje uticaja ekstrakata i frakcija na inhibiciju
Celijske migracije

Uticaj ekstrakata i frakcija na pokretljivost ¢elija in vitro u trajanju od 24 h i 48 h ispitivan
je pra¢enjem njihove migracije u monosloju i izraCunavanjem smanjenja $irine kanala izrazenog u
procentima (%) u odnosu na pocetnu $irinu kanala za koju je uzeta vrednost 100%. Rezultati
(prikazani u Tabeli 9 i na Slikama 16, 17, 18) su pokazali da su najbolji efekat u sprecavanju
migracije EA.hy926 c¢elija imali ekstrakt i frakcije vrste F. spiralis i to: etilacetatana frakcija, gde se
rastojanje izmedu unutra$nih ivica centralnog kanala smanjilo za 2.34+2.11% nakon 24 h i za
6.35£1.49% nakon 48 h, a zatim i osnovni ekstrakt pa petroletarska frakcija (Slika 16). Na
inhibiciju migracije su, potom, najveci efekat imali ekstrakt i pojedine frakcije jesenjeg uzorka vrste
F. virsoides i to: etilacetatna, pa petroletarska frakcija i osnovni ekstrakt (Slika 17). Znatno slabiji
efekat na inhibiciju migracije i znaCajnu sezonsku varijaciju u antimigratornoj aktivnosti su imali
ekstrakti i frakcije letnjeg uzorka vrste F. virsoides: osnovni ekstrakt, petroletarska frakcija, a zatim
i etilacetatna frakcija. n-butanolne frakcije sva tri ekstrakta su imale najslabiji efekat, a letnji F.
virsoides gotovo da nije imao efekta (Slika 18).

Tabela 9. Procenat smanjenja centralnog kanala nakon delovanja ektrakata i frakcija.

Rezultati su izraZzeni u procentima redukcije centralnog kanala i1 predstavljeni kao srednja vrednost
+ standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta. U tabeli su istaknuti procenti najizrazenije
inhibicije migracije EA.hy926 ¢elija.

Ekstrakti i frakcije 24 h % 48 h %

FS 6.85+0.64 25.14+6.92
PE-FS 8.00£5.07 44.18+5.03
EA-FS 2.34+2.11 6.35+1.49

nB-FS 46.20£3.56 65.39+1.28
FVJ 19.55+3.93 40.28+6.16
PE-FVJ 15.17+2.16 26.62+1.84
EA-FVJ 9.80+0.49 23.61+2.39
nB-FVJ 45.65+8.89 72.66+£13.28
FVL 38.68+2.55 54.37+2.31
PE-FVL 41.36+9.56 45.6016.34
EA-FVL 49.84+8.78 87.65+1.37
nB-FVL 85.37+7.65 99.98+0.02

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS - etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVJ - ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides.
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Slika 16. Rezultati analize migracije ¢elija - in vitro “scratch” eseja predstavljeni kao procenti
smanjenja rastojanja izmedu ¢elija u monosloju u prisustvu ili odsustvu ekstrakta i frakcija vrste F.
spiralis nakon 24 h i 48 h.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta; FS -
ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS - etilacetatna frakcija vrste
F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis.
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Slika 17. Rezultati analize migracije ¢elija - in vitro “Scratch” eseja predstavljeni kao procenti
smanjenja rastojanja izmedu ¢elija u monosloju u prisustvu ili odsustvu ekstrakta i frakcija jesenjeg
uzorka vrste F. virsoides nakon 24 h i 48 h.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta. FVJ -
ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides;

EA-FVJ - etilacetatna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg
uzorka vrste F. virsoides.
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Slika 18. Rezultati analize migracije ¢elija — in vitro “Scratch” eseja predstavljeni kao procenti
smanjenja rastojanja izmedu celija u monosloju u prisustvu ili odsustvu ekstrakta i frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides nakon 24 h i 48 h.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta. FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides.

4.8. Ispitivanje uticaja ekstrakata i frakcija na inhibiciju angiogeneze
in vitro

Test formiranja tuba od endotelskih ¢elija (engl. tube formation assay) je koris¢en kako bi se
ispitao in vitro antiangiogeni potencijal ekstrakata i frakcija. Rezultati su prikazani na Slikama 19,
20 i 21. U kontrolnim uzorcima EA.hy926 celija posadenih u ,,Matrigel®, gde je aplikovana samo
podloga, uocavaju se sloZzene tubularne stukture, koje formiraju ove Celije u fizioloskim uslovima
(Slike 19 A, 20 A'i 21 A). Pojedini ekstrakti i frakcije uspesno su inhibirali angiogenezu in vitro.
Nakon delovanja ekstakata i frakcija vrste F. spiralis, uo¢avaju se pojedinaéne EA.hy926 (Slika 19
B, C i D), sto znaci da su ekstrakt, petroletarska frakcija, kao i etilacetatna frakcija uspesno
inhibirali elongaciju i Celijske interakcije in vitro. Isti efekat inhibicije elongacije i celijskih
interakcija ostvarili su jesenja i letnja etilacetatna frakcija vrste F. virsoides (SHKE 20 D i 21 D).
Petroletarska frakcija i ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F. virsoides su iskazali nesto slabiji efekat, ali
su sprecili pojavu slozenih tubularnih struktura EA.hy926 celija (Slika 20 B i C). n-butanolne
frakcije svih ispitivanih uzoraka kao ni ekstakt petoletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F.
virsoides nisu imale inhibitorni efekat na elongaciju, formiranje mreze i slozenih tubularih struktura
od EA.hy926 ¢elija (Slike 19 E, 20 E, 21 E).
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Slika 19. Efekat ekstrakata i frakcija vrste F. spiralis na proces in vitro angiogeneze EA.hy926
¢elija.
Fotomikrografije kontrolnih ¢elija i ¢elija tretiranih subtoksi¢nim IC2 koncentracijama u trajanju od 20 h; A)

kontrola, B) ekstrakt, C) petroletarska frakcija, D) etilacetatna frakcija, E) n-butanolna frakcija. Uveli¢anje
40x.
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B. C.
D. E.
Slika 20. Efekat jesenjeg ekstraka i frakcija vrste F. virsoides na proces in vitro angiogeneze

EA . hy926 celija.

Fotomikrografije kontrolnih Celija i ¢elija tretiranih subtoksi¢nim IC2o koncentracijama u trajanju od 20 h; A)
kontrola, B) ekstrakt, C) petroletarska frakcija, D) etilacetatna frakcija, E) n-butanolna frakcija. Uveli¢anje
40x.
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B. C.
D. E.
Slika 21. Efekat letnjeg ekstraka i frakcija vrste F. virsoides na proces in vitro angiogeneze
EA . hy926 celija.
Fotomikrografije kontrolnih Celija i ¢elija tretiranih subtoksi¢nim IC2o koncentracijama u trajanju od 20 h; A)

kontrola, B) ekstrakt, C) petroletarska frakcija, D) etilacetatna frakcija, E) n-butanolna frakcija. Uveli¢anje
40x.

4.9. Ispitivanje uticaja ekstrakata i frakcija na inhibiciju a-
glukozidaze

Vrednosti ICso ekstrakata i frakcija koje su inhibirale aktivnost enzima a-glukozidaze su
prikazane u Tabeli 10. Ekstrakti i frakcije vrste F. spiralis su pokazali najjac¢u inhibiciju enzima o-
glukozidaze. Etilacetatna frakcija vrste F. spiralis je ispoljila najsnazniji efekat inhibicije i imala
najmanju ICso vrednost 10.37+0.27 pug/mL. Po stepenu aktivnosti zatim slede petroletarska, osnovni
ekstrakt i n-butanolna frakcija.
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Jesenji ekstrakti i frakcije vrste F. virsoides su, takode, ispoljili izrazeno dejstvo na
inhibiciju a-glukozidaze, znatno jace od letnjih ektrakata i frakcija. Etilacetatna frakcija jesenjeg
uzorka vrste F. virsoides je ispoljila najjace inhibitorno dejstvo u odnosu na sve testirane uzorke
vrste F. virsoides (14.98+0.07 ug/mL). Sli¢an efekat imala je i petroletarska frakcija, za njom slede
jesenji ekstrakt vrste F. virsoides i n-butanolnom frakcija.

Letnji uzorci vrste F virsoides su ispoljili slabije dejstvo na inhibiciju a-glukozidaze u
odnosu na sve uzorke vrsta F. spiralis i jesenjeg F. virsoides, ali su ipak pokazali jacu inhibiciju a-
glukozidaze u odnosu na standard, akarbozu. Od letnjih uzoraka vrste F. virsoides, petroletarska
frakcija je ispoljila najjace inhibitorno dejstvo (45.85+1.28 pg/mL), a zatim etilacetatna frakcija, pa
letnji ekstrakt vrste F. virsoides i n-butanolna frakcija.

Tabela 10. ICso vrednosti ekstrakata i frakcija koje su inhibirale aktivnost enzima a-glukozidaze.

U tabeli su prikazane inhibitorne koncentracije ekstrakata i frakcija enzima a-glukozidaze. Rezultati
su iskazani kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta. U tabeli je
naglasene vrednost sa najintenzivnijom inhibicijom enzima.

Ekstrakti i frakcije  1C, (g/mL)
FS 14.18+0.25
PE-FS 12.05+0.01
EA-FS 10.37+0.27
nB-FS 16.42+0.45
FVJ 20.05+0.33
PE-FVJ 15.90+0.12
EA-FVJ 14.98+0.07
nB-FVJ 24.42+0.78
FVL 90.75+0.81
PE-FVL 45.85+1.28
EA-FVL 72.57+3.40
nB-FVL 132.60+19.20
Akarboza 229.35+3.24

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS-etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVVJ -ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides.
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4.10. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakata i frakcija

Rezultati antibakterijske aktivnosti ekstrakata i frakcija su prikazani u Tabeli 11 izrazeni kao
MIC, koja predstavlja najnizu koncentracija ekstrakata i frakcija koja je inhibirala porast bakterija.
Najbolju antibakterijsku aktivnost ispoljila je n-butanolna frakcija vrste F. spiralis prema G+
pozitivnim bakterijskim sojevima Bacillus subtilis i Bacillus cereus (0.04 mg/mL), a zatim i
etilacetatna frakcija prema B. cereus (0.06 mg/mL). Antibakterijska aktivnost petroletarske frakcije
vrste F. spiralis varirala je od 0.15 mg/mL prema B. cereus do 1.33 mg/mL prema G- Escherichia
coli, a za vrstu F. spiralis osnovni ekstarkt, od 0.24 mg/mL prema B. subtilis do 0.96 mg/mL prema
E. coli.

Etilacetatne frakcije kako letnjih tako i jesenjih uzoraka vrste F. virsoides su pokazale
najjacu antibakterijsku aktivnost od svih testiranih uzoraka vrste F. virsoides i to letnja od 0.31
mg/mL prema B. subtilis i B. cereus do 1.25 mg/mL prema E. coli; dok je jesenja varirala od 0.31
mg/mL prema B. cereus do 1.25 mg/mL prema Staphylococcus aureus, E. coli i Proteus mirabilis.
Po antibakterijskoj aktivnosti zatim slede n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka (od 1.25 mg/mL
prema B. subtilis i B. cereus, do 2.50 mg/mL prema S. aureus, E. coli i P. mirabilis), petroletarska
frakcija zimskog uzorka, kao i osnovni ekstrakt letnjeg uzorka i n-butanolna frakcija letnjeg uzorka
vrste F. virsoides.

Tabela 11. Antibakterijska aktivnost ekstrakata i frakcija.
Rezultati su prikazani kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC (mg/mL)). U tabeli su
istaknute najnize koncentracije ekstrakata i frakcija koje su ostvarile antibakterijsko dejstvo.

Mikroorganizmi S. aureus B. subtilis B. cereus E. coli P. mirabilis
Ekstrakti MIC (mg/mL)

FS 0.47 0.24 0.12 0.96 0.47
PE-FS 0.33 0.17 0.15 1.33 0.67
EA-FS 0.23 0.12 0.06 0.47 0.23
nB-FS 0.07 0.04 0.04 0.14 0.14
FVJ 5.86 5.86 2.93 11.72 11.72
PE-FVJ 3.50 3.50 1.75 7.00 3.50
EA-FVJ 1.25 0.63 0.31 1.25 1.25
nB-FVJ 2.50 1.25 1.25 2.50 2.50
FVL 531 2.65 2.65 10.62 10.62
PE-FVL 11.30 5.65 5.65 11.30 11.30
EA-FVL 0.62 0.31 0.31 1.25 0.62
nB-FVL 6.90 3.45 3.45 / 6.90
Streptomicin 0.03 0.02 0.02 0.06 0.06

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS - etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVJ - ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija lethjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides
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4.11. Ispitivanje antifungalne aktivnosti ekstrakata i frakcija

Antifungalna aktivnost ekstrakata i frakcija je prikazana u Tabeli 12. Vrednosti su izrazene
kao MIC, odnosno najnizu koncentracija ekstrakata i frakcija koja je inhibirala porast gljivica..
Najefikasnija u antifungalnoj aktivnosti je bila n-butanolna frakcija vrste F. spiralis i to od 0.14
mg/mL prema sojevima gljivica Trichophyton mentagrophytes i Candida albicans do 0.56 mg/mL
prema Mucor mucedo i Aspergilus niger. Zatim sledi etilacetatna frakcija vrste F. spiralis (od 0.19
mg/mL prema C. albicans do 1.56 mg/mL prema M. mucedo i Penicillium italicum), etilacetatna
frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides (od 0.31 mg/mL prema C. albicans do 1.25 mg/mL prema
M. mucedo, A. niger i P. italicum, kao i etilacetatna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides (od
0.31 mg/mL prema C. albicans do 2.50 mg/mL prema A. niger i P. italicum). Izrazena antifungalna
aktivnost je pokazana i od strane petroletarske frakcije vrste F. spiralis (od 0.33 mg/mL prema C.
albicans do 2.67 mg/mL prema M. mucedo i A. niger) kao i od celog ekstrakta vrste F. spiralis (od
0.47 mg/mL prema C. albicans do 3.78 mg/mL prema M. mucedo). Po antifungalnoj aktivnosti
zatim slede n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka, osnovni ekstrakt letnjeg i jesenjeg uzorka, n-
butanolna frakcija jesenjeg i kao najslabija, petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides.

Tabela 12. Antifungalna aktivnost ekstrakata i frakcija
Rezultati su prikazani kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC (mg/mL)). U tabeli su
istaknute najnize koncentracije ekstrakata i frakcija koje su ostvarile antifungalno dejstvo.

Mikrorganizmi M.mucedo  T. mentagrophytes A. niger C. albicans P.italicum
Ekstrakti MIC (mg/mL)

FS 3.78 0.96 3.78 0.47 1.89
PE-FS 2.67 0.67 2.67 0.33 1.33
EA-FS 1.56 0.38 0.76 0.19 1.56
nB-FS 0.56 0.14 0.56 0.14 0.28
FVJ 11.72 5.86 11.72 2.93 11.72
PE-FVJ 7.00 7.00 / 35 /
EA-FVJ 1.25 1.25 2.50 0.31 2.50
nB-FVJ 2.50 2.50 2.50 1.25 2.50
FVL 10.62 5.31 10.62 2.65 10.62
PE-FVL 11.3 11.3 / 5.65 /
EA-FVL 1.25 0.62 1.25 0.31 1.25
nB-FVL / 6.90 6.90 3.45 /
Ketokonazol 0.16 0.08 0.08 0.04 0.16

FS - ekstrakt vrste F. spiralis; PE-FS - petroletarska frakcija vrste F. spiralis; EA-FS - etilacetatna frakcija
vrste F. spiralis; nB-FS - n-butanolna frakcija vrste F. spiralis; FVJ - ekstrakt jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides; PE-FVJ - petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; EA-FVJ - etilacetatna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVJ - n-butanolna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides; FVL -
ekstrakt letnjeg uzorka vrste F. virsoides; PE-FVL - petroletarska frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides;
EA-FVL - etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides; nB-FVL - n-butanolna frakcija letnjeg
uzorka vrste F. virsoides.
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5. Diskusija

Vrste Fucus spp. poseduju veliku nutritivnu vrednost zbog visokog sadrzaja slozenih
polisaharida, masnih kiselina i polifenola. Alge roda Fucus predstavljaju i izvor bioaktivnih
jedinjenja koja imaju potencijala da se koriste u leCenju ljudi (Catarino i sar., 2018). Podaci iz
literature pokazuju da ove makroalge imaju antioksidativnu, antiinflamatornu i antitumorsku
(proapoptotsku, antimetastatsku, antiangiogenu) aktivnost, kao i da mogu doprineti lecenju
oboljenja koja zahtevaju regulaciju glikemije ili koagulacije krvi i smanjiti moguénost za nastanak
tromboze (Kandale, 2011; Paiva i sar., 2014). Na osnovu pregleda literature utvrdeno je da su
ekstraki vrste F. spiralis prikupljeni sa Sidi Bouzid lokacije, na Atlanskoj obali Maroka imali
najvecu biolosku aktivnost, kada su sakupljeni u periodu mart - april (Chiheb i sar., 2009; Etahiri i
sar., 2002, 2003; Farid i sar., 2016; Younes i sar., 2009). Zato su ispitivani ekstrakt i frakcije algi
sakupljenih u tom periodu. Endemicna vrsta F. virsoides iz Jadranskog mora nije do sada
intenzivno proucavana u svetlu hemijskog sastava i1 bioloske aktivnosti, te se ovim radom Zelelo
utvrditi da li postoje razlike u aktivnosti i hemijskom sastavu ove vrste, sakupljenoj u dve razlicite
sezone. Na odabir sezona u kojima su uzorkovane alge uticali su literaturni podaci o faktorima
sredine kao sto je na primer temperatura Jadranskog mora, kao i tehnicke moguénosti za samo
uzorkovanje materijala (Campanelli i sar., 2009; Linardi¢, 1949; Munda 1979).

5.1. Hemijska karakterizacija i antioksidativna aktivnost ekstrakata i
frakcija

Prvi deo nasih istrazivanja obuhvatio je hemijsku karakterizaciju dihlormetan-metanolnih
ekstrakata dve vrste algi F. spiralis i F. virsoides kao i njihovih frakcija (petroletarske, etilacetatne i
n-butanolne). Ispitivan je sadZaj masnih kiselina i ukupnih fenola.

Masne kiseline su izolovane iz petroletarskih frakcija. Petroletar je koriS¢en kao rastvarac
jer njegova priroda omogucava najbolji prinos masnih kiselina prilikom izolacije. Dobijeni rezultati
pokazali su da je frakcija jesenjeg uzorka alge F. virsoides sadrzala najveéu koli¢inu polinezasi¢enih
masnih kiselina, kao 1 da je imala najpovoljniji odnos polinezasi¢enih prema zasi¢enim masnim
kiselinama. Takode, jesenji uzorak vrste F. virsoides je imao i najvise n-3 masnih kiselina, koje
spadaju u grupu nezasi¢enih masnih kiselina. Nasi rezultati su pokazali da su tipovi masnih kiselina
i njihova koli¢ina zavisili kako od vrste algi tako i od sezone u kojoj su alge F. virsoides
uzorkovane. Dosadasnji literaturni podaci su ukazivali na sezonske promene u produkciji masnih
kiselina u makroalgama (Kumari i sar., 2013), a nasi eksperimenti su to i dokazali po prvi put na
vrsti F. virsoides. Ranija istrazivanja su pokazala da makroalge imaju sposobnost da se adaptiraju na
hladnije Zivotne uslove tako S§to povecavaju koliinu polinezasi¢enih i mononezasi¢enih masnih
kiselina kao i drugih bioaktivnih molekula (Biancarosa i sar., 2018; Pacheco i sar., 2018; Silva i
sar., 2013). Pokazano je i da alge vrste F. spiralis mogu imati razli¢it odnos polinezasi¢enih masnih
kiselina i zasi¢enih masnih kiselina u svom sastavu u zavisnosti od sezone uzorkovanja i lokaliteta
na kojima alge rastu. Alge u toplijim vodama imaju viSe zasi¢enih masnih kiselina, a godi$nja doba
uticu na razli€it profil izolovanih masnih kiselina (Taskin i sar., 2010; Yuan i Walsh, 2006).

Utvrdeno je da polinezasicene masne kiseline, naro¢ito n-3 masne Kiseline, ispoljavaju
citotoksicni efekat na imortalizovanim tumorskim c¢elijskim linijama karcinoma dojke, prostate i
kolorektalnog karcinoma (Gu i sar., 2013; Pacheco i sar., 2018; Song i sar., 2014)). Rezultati
istrazivanja su pokazali i da n-3 masne kiseline deluju inhibitorno na rast tumora i njegov
metastatski potencijal. Smatra se da su ovi efekti posledica uticaja n-3 masnih kiselina na gensku
ekspresiju, transkripcione faktore i supresiju neoplasti¢nih stimulusa (Massaro i sar., 2008; Pacheco
i sar., 2018). Ne treba zanemariti ni sposobnost n-3 masnih kiselina da uticu na produkciju ROS-3,
¢elijski metabolizam i indukovanje procesa apoptoze (Larsson i sar., 2004; Liu i sar., 2018;
Wannous i sar., 2013). Masne kiseline mogu imati dvostruku ulogu, jedna je podsticanje produkcije
ROS ali i stimulacija hvatanja ROS (Pacheco i sar., 2018).
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Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je odnos polinezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina
u algama bitan faktor u proceni potencijalnog antitumorskog efekta (Pacheco i sar., 2018). Takode,
pojedine masne kiseline mogu poboljsati efekat standardnih hemioterapeutika i radioterapije
(Hardman, 2004; Manni i sar., 2014). Dokazano je i da konzumiranje masnih kiselina kroz ishranu
moze smanjiti pojavu i/ili incidencu odredenih hroni¢nih bolesti (dijabetes tipa 2, maligna 1
kardiovaskularna oboljenja), kao i bitno uticati na smanjenje problema gojaznosti (Paiva i sar.,
2014).

Sastav, koli¢ina, kao i povoljan odnos polinezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina u
ispitivanim, petroletarskim frakcijama, ukazuju da vrste F spiralis i F virsoides imaju
antioksidativni, antitumorski, antimikrobni potencijal kao i inhibirajuc¢i efekat na a-glukozidazu. U
skladu sa tim ove alge u formi potencijalnih lekovitih preparata bi mogle da nadu svoje mesto u
prevenciji i leCenju kancera, dijabetesa i infekcija.

Red Fucales je poznat po visokom sadrzaju fenola od kojih poti¢e njihova antioksidativna
aktivnost (Andrade i sar., 2013b; Pinteus i sar., 2017).

Analiza ukupnih fenola u osnovnim ekstraktima algi je pokazala da je najvise fenola bilo u
jesenjem uzorku vrste F. virsoides. U ekstraktu vrste F. spiralis je bilo znac¢ajno manje fenola nego
u jesenjem ekstraktu vrste F. virsoides, dok je u letnjem ekstraktu F. virsoides bilo zna¢ajno manje
fenola u odnosu na druga dva ispitivana ekstrakta.

Najvisi sadrzaj fenola od svih frakcija i ukupno (u odnosu na sve ispitivane ekstrakte i
frakcije) je imala etilacetatna frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides > n-butanolna frakcija
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides > petroletarska frakcija jesenjeg uzorka vrste F. virsoides.
Frakcije sa znac¢ajno manjom koli¢inom ukupnih fenola su: n-butanolna frakcija vrste F. spiralis >
etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides > etilacetatna frakcija vrste F. spiralis >
petroletarska frakcija vrste F. spiralis > n-butanolna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides >
etilacetatna frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides. Statisticki znacajna razlika u koli¢ini ukupnih
fenola je dobijena izmedu svih ispitivanih n-butanolnih frakcija. Razlika u koli¢ini ukupnih fenola
je bila statisticki znacajna i izmedju petroletarske i etilacetatne frakcije jesenjeg i letnjeg uzorka
vrste F. virsoides, kao i izmedu etilacetatnih frakcija ove vrste medusobno.

Jesenji ekstrakt vrste F. virsoides je pokazao najjacu antioksidativnu aktivnost u odnosu na
ostale ekstrakte > vrsta F. spiralis > letnji uzorak vrste F. virsoides. Statisticki zacajna razlika u
antioksidativnoj sposobnosti je uofena izmedu ekstrakata vrsta F. spiralis i F. virsoides (letnjeg),
kao i izmedu jesenjeg i letnjeg uzorka vrste F. virsoides.

Najjacu antioksidativnu aktivnosti pokazala je etilacetatna frakcija jesenjeg uzorka vrste F.
virsoides > n-butanolna > petroletarska frakcija > etilacetatna frakcija vrste F. spiralis >
petroletarska frakcija frakcija vrste F. spiralis > n-butanolna frakcija frakcija vrste F. spiralis.
Letnje frakcije F. virsoides su imale najslabiju DPPH aktivnost. Uocena je i statistiCka zna¢ajnost
izmedu petroletarskih frakcija i to F. spiralis i F. virsoides (jesenjeg) i izmedu jesenjeg i letnjeg
uzorka vrste F. virsoides. Etilacetatne frakcije su u medusobnom poredenju, takode, pokazale
statisticki znacajnu razliku pri ostvarivanju antioksidativnog efekta (vrsta F. spiralis u odnosu na
vrstu F. virsoides (jesenji uzorak); jesenji u odnosu na letnji uzork vrste F. virsoides). Statisticki
znacajnu razliku u antioksidativnoj aktivnosti su medjusobno iskazale i n- butanolne frakcije i to F.
spiralis u poredenju sa F. virsoides (jesenji uzorak) kao i izmedu jesenjeg i letnjeg uzorka vrste F.
virsoides.

Intenzitet antioksidativne aktivnosti odgovarao je ukupnom sadrzaju fenola kod zimskih i
letnjih uzoraka vrste F. virsoides. Kod uzoraka vrste F. spiralis nije utvrdena povezanost izmedu
intenziteta antioksidativne aktivnosti i ukupne koli¢ine detektovanih fenola. Naime, n-butanolna
frakcija vrste F. spiralis je sadrzala najvecu koli¢inu ukupnih polifenola u odnosu na ostale uzorke
ove vrste ali i ispoljila najmanju antioksidativnu aktivnost. Etilacetatna frakcija je imala skoro
duplo manje detektovanih ukupnih fenola u odnosu na n-butanolnu frakciju ali i najjacu
antioksidativnu aktivnost u odnosu na druge uzorke vrste F. spiralis. U prethodnim studijama je
pokazano da etilacetatna frakcija poseduje najjacu antioksidativnu, odnosno antiradikalsku
aktivnost i da se, usled svojstva rastvaraca, upravo u ovoj frakciji akumuliraju aktivniji fenoli
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(Rajbhar i sar., 2015). Drugim re¢ima, odsustvo direktne veze izmedu koli¢ine ukupnih fenola i
antioksidativne aktivnosti kod ispitivanih uzoraka vrste F. spiralis moze se objasniti vi§im
prisustvom snaznih fenolnih antioksidanata u etilacetatnoj frakciji, u odnosu na n-butanolnu
frakciju (Pinteus i sar., 2017; Zubia i sar., 2009). Jo$ jedno od objasnjenja zaSto ukupan sadrzaj
fenola ne mora uvek biti u korelaciji sa jaCinom antioksidativnih svojstava ispitivanog uzorka je
prisustvo i drugih jedinjenja koja mogu pojacati ili smanjiti efekte fenola u oksido-redukcionim
procesima (Pinteus i sar., 2017; Tierney i sar., 2013). Dakle, kada razmatramo bioaktivnost
ekstrakata i frakcija algi moramo uzeti u obzir i vrstu i koli¢inu razli¢itih polifenola u uzorcima i
njihove sinergisticke 1 antagonisticke interakcije sa drugim prisutnim jedinjenjima. Koli¢ina
ukupnih fenola koja je bila znatno visa u jesenjim nego u letnjim uzorcima je jasno pokazala
sezonski uticaj sredine na produkciju ukupnih fenola. To bi znacilo da treba voditi racuna u kojoj
sezoni se sakupljaju alge kako bi se njihovom upotrebom postigao maksimalni bioloski potencijal.
Takode, ove varijacije u sastavu mogu predstavljati problem prilikom poredenja rezultata pojedinih
istrazivanja u kojima su alge uzorkovane u razli¢ito doba godine.

Izrazena antioksidativna svojstva polifenola su jedan od vaznih faktora u osnovi njihove
znacajne antikancerske aktivnosti. Mrke alge su jedinstvene po tome Sto sadrze izuzetno bioloski
aktivne polifenole - florotanine za ¢iju ekstrakciju se koristi etilacetat. Ovi polifenoli imaju ne
samo antioksidativna ve¢ i citotoksi¢na, antidijabeti¢ka i antimikrobna svojstva (Li i sar., 2017;
Tierney i sar., 2014). §to ukazuje da upravo preparati Koji u svom sastavu imaju ove vrste makroalgi
mogu posedovati navedene bioloske aktivnosti.

Na osnovu hemijske analize nasih ispitivanih uzoraka algi F. spiralis i F. virsoides kao i na
osnovu dosadasnjih literaturnih podataka, da upravo fenolna jedinjenja i masne kiseline poseduju
bioloske aktivnosti, dalji tok naSeg istrazivanja bavio se ispitivanjem antikancerskog,
antimikrobnog i antidijabetickog potencijala ovih vrsta algi i medusobnim poredenjem razlicitih
ekstrakata 1 frakcija. Krajnji cilj istrazivanja bio je da se utvrde koji uzorci imaju najvisi potencijal
za nastavak istrazivanja u cilju formulacije lekovitih preparata koji bi svoju ulogu imali u procesima
lecenja i prevencije kancera, dijabetesa i infekcija.

5.2. Antikancerski potencijal ekstrakata i frakcija

Jedinjenje sa antikancerskim potencijalom treba da poseduje visoku selektivnost prema
normalnim c¢elijama, visoku citotoksi¢nost prema maligno transformisanim c¢elijama pri ¢emu
deluje na viSe karakteristika tumorskih celija kao i1 na angiogenezu. Pod selektivno$¢u se
podrazumeva svojstvo ispitivane supstance da maligno transformisane ¢elije uvodi u proces celijske
smrti, dok istovremeno u §to manjem procentu oSte¢uje normalne ¢elije odnosno ispoljava $to nizu
toksi¢nost (Igbal et al., 2017). Upravo je potreba za efikasnim antikancerskim agensima nize
toksi¢nosti od standardne hemioterapije stimulisala porast interesovanja za izucavanje prirodnih
izvora ovih agenasa, poput mrkih algi.

Kako bismo utvrdili da li ispitivani ekstrakti i frakcije vrsta F. spiralis i F. virsoides imaju
dobar antikancerski potencijal in vitro, koristili smo standardne modele za prvu liniju procene
antikancerske aktivnosti. Za ispitivanje citotoksi¢nosti koristili smo pet maligno transformisanih
humanih ¢elijskih linija (HeLa, MDA-MB-453, LS174T, A549 i K562). Selektivno dejstvo
ispitivanih ekstrakata i1 frakcija ispitali smo na MRC-5 normalim celijama, odredivanjem
citotoksi¢nosti a zatim 1 koeficijenta selektivnosti. Nakon utvrdivanja citotoksi¢nog efekta na Hela
¢elijama, koristili smo proto¢nu citometriju kako bismo utvrdili distribuciju ¢elija po fazama
¢eliskog ciklusa 1 fluorecentnu mikroskopiju za utvrdivanje morfoSkih promena nakon delovanja
ekstrakata i frakcija. Jedna od klju¢nih osobina maligno transformisanih celija je i sposobnost
migracije. EA.hy926 fuzionisanu Celijsku liniju i “scratch” esej smo koristili kao model za in vitro
ispitivanje zaustavljanja celijske migracije. Da bi smo ispitali antiangiogeni potencijal ekstrakata i
frakcija koristili smo EA.hy926 ¢elijsku liniju, zasejanu u matrigelu.

Dobijeni rezultati su pokazali da se po citotoksicnoj aktivnosti i selektivnosti izdvajaju
najpre petroletarska, etilacetatna frakcija i ekstrakt vrste F. spiralis i to prema HelLa celijama
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adenokarcinoma grlica materice. Petroletarska, etilacetatna frakcija i ekstrakt vrste F. virsoides
pokazali su dobru citotoksicnu aktivnost i selektivnost pri tretiranju iste maligno transformisane
¢elijske linije. Prema ostalim testiranim malignim ¢elijskim linijama najizrazenije dejstvo su imali
etilacetatna i petroletarska frakcija i osnovni ekstrakti, pre svega, vrste F. spiralis, a zatim, i vrste F.
virsoides. Osetljivost ostalih testiranih malignih ¢elijskih linija je bila redom LS174T (kolorektalni
adenokarcinom), K562 (hroni¢na mijeleoidna leukemija), MDA-MB-453 (adenokarcinom dojke) i
A549 (adenokarcinom pluc¢a). Frakcije n-butanola svih testiranih uzoraka su imale najslabije
citotoksi¢no dejstvo. Upravo ovaj podatak ukazao nam je na to da su najaktivnije komponente od
znacCaja za citotoksi¢nu aktivnost bile izdvojene petroletarskim 1 etilacetatnim rastvara¢ima. Vazno
je naglasiti i da su ekstrakti i frakcije letnjeg uzorka vrste F. virsoides imale znatno slabije
citotoksi¢no dejstvo prema svim testiranim ¢elijskim linijama u odnosu na uzorke pripremane od
vrste F. virsoides sakupljane u jesen, $to ukazuje na izraZzenu razliku u koli¢ini i sastavu aktivnih
komponenti u algama u zavisnosti od godiSnjeg doba i uslova sredine. Nasi rezultati sugeriSu i da je
osetljivost testiranih malignih ¢éelijskih linija zavisila od samog tipa maligno transformisanih celija.
Takav rezultat bi mogao da ukaze na specifiéni mehanizam dejstva testiranih ekstrakata 1 frakcija,
odnosno na specifi¢ni signalni put koji je deregulisan u odredenom tipu malignih ¢elija. Na ovo
ukazuju 1 brojna istrazivanja koja su pokazala da razli¢ite maligne ¢elijske linije medusobno imaju
deregulisane razliite signalne i metabolicke puteve a jo$ izraZenija razlika se uo¢ava u odnosu na
normalne Celije (Ertel i sar., 2006; Ferreira i sar., 2013). Testirani ekstrakti i frakcije nisu pokazali
citotoksi¢ni efekat prema normalnim MRCS5 ¢elijama (fetalni fibroblasti plu¢a) Sto moze znaciti da
je maligna transformacija ¢elija neophodna za ispoljavanje bioloske aktivnosti na$ih ispitivanih
uzoraka. Ujedno, upravo ovakav efekat frakcija i ekstrakata odabranih vrsti algi doprinosi njihovoj
selektivnosti, §to povecava njihov potencijal da doprinesu leCenju malignih bolesti. Znacaj ovih
rezultata ogleda se i u Cinjenici da su skoro svi testirani ekstrakti i frakcije pokazali vecu
selektivnost prema malignim celijskim linijjama u odnosu na normalnu linijju u poredenju sa
cisplatinom koja je bila nisko selektivna, a koja predstavlja jedan od standardnih hemioterapeutika.
Najvecu selektivnost su iskazali ekstrakti i frakcije koji su imali i najjace citotoksicno dejstvo
prema HeLa celijama: ekstrakti i frakcije vrste F. spiralis i jesenjih uzoraka vrste F. virsoides.
Dobru selektivnost ostvarili su i osnovni ekstrakt, a potom i petroletarska i etilacetatna frakcija vrste
F. spiralis prema LS174T i K562 linijama, kao i etilacetatna frakcija prema MDA-MB-453
¢elijskoj liniji.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa navodima drugih autora koji su pokazali citotoksi¢nu
aktivnost ekstrakta vrste F. spiralis, uzorkovanog iz portugalskog priobalja, prema celijama
hepatocelularnog karcinoma (Alves i sar., 2016). Literaturni podaci takode sugeriSu da bi razlicite
klase primarnih i sekudarnih metabolita kao Sto su fenoli, masne kiseline, terpeni, hidrokarboni i
fukoksantin mogli biti odgovorni za citotoksi¢ni efekat F. spiralis prema MCF-7 ¢elijama
adenokarcinoma dojke (Ayyad i sar., 2011; Boujaber N. i Boujaber N, 2013) ).

Najizrazeniji citotoksi¢ni efekti petroletarskih i etilacetatnih frakcija i osnovnih ekstrakata
navode na zaklju¢ak da su odgovorne komponente za ovu aktivnost masne kiseline i polifenoli,
kojih je bilo najvise u ovim frakcijama a i moguce njihovo sinergisticko dejstvo u osnovnim
ekstraktima. Rezultati su u saglasnosni sa obimnim literaturnim navodima koji su pokazali da
polifenoli i masne kiseline, a pogotovo polinezasi¢ene masne kiseline, imaju selektivno citotoksi¢no
dejstvo (Pacheco i sar., 2018; Paiva i sar., 2014).

Do sada objavljeni podaci pokazali su i da bi polisaharid fukoidan mogao biti jedna od
komponenti odgovornih za citotoksi¢nu aktivnost. Utvrdeno je da je fukoidan izolovan iz algi
Sargaassum spp. i Fucus vesiculosus smanjio vijabilnost ¢elija karcinoma pluc¢a i melanoma (Ale i
sar., 2011). Dalja ispitivanja frakcija i ekstrakata vrsta F. spiralis i F. virsoides svakako bi trebalo
da ukljuce 1 ispitivanje prisustva ovog polisaharida.

Proto¢nom citometrijom Zeleli smo da utvrdimo da li ekstrakti i frakcije ispitivanih vrsti algi
dovode do proapototskog efekta u vidu nakupljanja celija u subGl fazi celijskog ciklusa 1
zaustavljanju celijskog ciklusa u G2/M fazama. Kako je fragmentacija DNK molekula jedna od
glavnih karakteristika apoptoze, nakon bojenja sa PI i analize na proto¢nom citometru, apoptotske
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¢elije sa fragmentisanom DNK se uocavaju kao pik u subGl delu histograma, odnosno
predstavljaju akumulaciju apoptotskih ¢elija u subGl fazi ¢elijskog ciklusa (Kajstura et al., 2007).

Rezultati analize HeLa c¢elija na proto¢nom citometru pokazali su da je do najvece
akumulacie u subG1l i G2/M fazama celijskog cikusa je dosSlo nakon tretmana etilacetatnom i
petroletarskom frakcijom vrste F. spiralis. Od svih testiranih ekstrakata i frakcija vrste F. virsoides
etilacetatna i petroletarska letnja frakcija su indukovale najve¢u akumulaciju HeLa ¢elija u subG1
fazi celiijskog ciklusa. Od jesenjih ektrakata i frakcija F. virsoides, najve¢u akumulaciju u subGl1 i
G2/M fazama c¢elijskog ciklusa indukovali su jesenji ekstrakt i petroletarska frakcija. lako su jesenji
uzorci vrste F. virsoides pokazali bolji citotoksi¢ni efekat (MTT testom), veéi procenat Celija,
tretiranih letnjim frakcijama vrste F. virsoides, bio je u subGl fazi. Ovo se moze objasniti
ogranicenjima metode protocne citometrije, koja Cesto ne dozvoljava detekciju ¢elijskih ostataka
nakon celijske smrti. Tako su éelije tretirane aktivnijim jesenjim frakcijama, koje vise nisu bile
vijabilne, su mogle biti izgubljene u procesu pripreme za metodu citometrije. Proapoptotski efekat
ekstrakata 1 frakcija se, dakle, ispoljavao nakupljanjem ¢elija u subGl fazi ¢elijskog ciklusa, a
utvrdeno je i zaustavljanje ¢elijskog ciklusa u G2/M fazama pri obe ispitivane koncentacije (ICsp i
dvostruke 1Cso), kao i u dva vremenska intervala, nakon 24 h i 48 h. Analizom svih dobijenih
rezultata pokazano je da na razliku u dejstvu ekstrakata i frakcija, odnosno na zastoj u ¢elijskom
ciklusu i proapototski efekat utice vrsta algi iz kojih su izolovani ektrakti i frakcije, a u slu¢aju vrste
F. virsoides i sezonski faktori sredine u kojoj rastu alge.

Daljom analizom mozemo zakljuciti da su frakcije bogate polifenolima i masnim kiselinama
imale izraZen efekat na akumulaciju ¢elija u subG1 1 G2/M fazama ¢elijskog ciklusa, §to je bilo u
skladu sa literaturnim podacima (Brglez Mojzer i sar., 2016; Jing i sar., 2013; Lamoral-Theys i sar.,
2010; Pacheco i sar., 2018).

Pored uticaja polifenola i masnih kiselina na zastoj u fazama ¢éelijskog ciklusa, u navodima
drugih autora se spominje fukoidan kao jedna od aktivnih komponenti koje bi mogle da doprinesu
ovakvom efektu. Potvrdeno je da fukoidan indukuje zastoj u Celijskom ciklusu i apoptozu (Kim i
sar., 2010). Kim i njegovi saradnici u svojim studijama dosli su do podataka da fukoidan inhibira
rast kancerskih celijskih linija humanog kolona HT-29 i HTC116 i indukuje apoptozu, dok
istovremeno nije imao nikakvog efekta na normalne FHC ¢elije humanog kolona (Kim i sar., 2010).

Prema tome 1 u naSem radu bi fukoidan, pored polifenola i masnih kiselina, mogao biti jedan
od faktora koji su doprineli pojavi apoptoze nakon tretmana HeLa celija ispitivanim ekstraktima
algi. Fukoidan bi u antikancerskoj terapiji mogao imati dvojako dejstvo. Jedno je sinergisticko
dejstvo sa postoje¢im antikancerskim agensima, zbog njegovog citotoksi¢nog dejstva. Drugo je
moguce ucesce u prevenciji sistemske toksi¢nosti standardne antikancerske terapije, jer je pokazana
selektivnost ovog jedinjenja prema tumorskim c¢elijama u odnosu na normalne c¢elije. Primena
fukoidana sa standardnim hemioterapeuticima bi znacila 1 aplikovanje manje doze tih
hemioterapeutika, a samim tim i manju sistemsku toksi¢nost (Atashrazm i sar., 2015).

lako se metoda proto¢ne citometrije standarno primenjuje za detekciju Celija u apoptozi,
usled gore pomenutih nedostataka same metode, trebalo je jo§ jednom metodom potvrditi da su
ekstrakti i frakcije imali proapoptotski efekat, te su ¢elije nakon tretmana ekstraktima i frakcijama
posmatrane pod fluorescentnim mikroskopom.

Ispitivanjem HeLa celija pod fluorescentnim mikroskopom nakon 24 h tretmana sa
dvostrukim inhibitornim koncentracijama (2xICso) ekstrakata i frakcija uoceni su tipicni znaci
¢elijske smrti, odnosno apoptoze. Analizom efekta ekstrakata i frakcija vrste F. spiralis utvrdeno je
da je najizraZeniji efekat pokazala etilacetatna frakcija. Jesenji ekstrakt i petroletarska frakcija su
pokazali bolji efekat od ostalih ispitivanih jesenjih uzoraka vrste F. virsoides, dok je etilacetana
frakcija letnjeg uzorka vrste F. virsoides pokazala bolji proapoptotski efekat u odnosu na ostale
ispitivane letnje uzorke.

Rezultati dobijeni analizom morfoloskih promena tretiranih ¢elija su potvrdili nase rezutate
dobijene analizom preraspodele ¢elija po fazama celijskog ciklusa. Ekstrakti i frakcije koji su imali
najjaci proapototski efekat 1 indukovali najveci zastoj u SubG1 i G2/M fazama celijskog ciklusa su
pokazali identi¢no dejtvo na HeLa celije Sto je potvrdeno morfoloskom analizom nakon obavljene
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fluorescentne mikroskopije. Na mikrografijama su uocCene celije koje su bile izmenjene
morfologije, ali intaktne membrane, obojene akridin oranzom (zeleno), zaokrugljene, manjeg
dijametra u odnosu na ¢elije u kontroli, a uo¢ene su pojave mehuranja membrane, tipi¢ne za ¢elije u
apoptozi. Apoptotska tela i ¢elije u sekudarnoj nekrozi obojeni su narandZasto-crvenom bojom
usled narusavanja integriteta ¢elijske membrane i prodiranja etidijum-bromida (Ribble et al., 2005).

Jedna od klju¢nih osobina maligno transformisanih ¢elija je njihova sposobnost migracije.
Rasejavanje cCelija iz primarnog tumora i njithovo metastaziranje u udaljene organe je jedan od
najcesih uzroka smrti obolelih od malignih bolesti. Da bi tumorske celije otpocele migraciju
potrebno je da poseduju invazivni fenotip koji im omogucava da reaguju na promigratorne signale
iz spoljasnje sredine (Yamaguchi i sar., 2005). Molekuli koji u¢estvuju u migraciji malignih ¢elija
mogu biti potencijalne mete za antimetastatsku terapiju.

“Scratch esej”, je eksperiment zasnovan na osnovnom 2D modelu ¢elija u kulturi, koji moze
dati uvid u sposobnost ¢elija da migriraju pra¢enjem njihove sposobnosti da popune prekid
kontinuiteta sloja celija (Liang i sar., 2007). EA.hy926 celijska linija je nastala fuzijom A549
maligno transformisanih ¢elija 1 humanih endotelnih ¢elija umbilikalne vene. Sposobnost athezije i
migracije EA.hy926 Celija je veéa u odnosu na roditeljsku A549 liniju, dok je stopa proliferacije
sli¢na onoj kod A549 ¢elija, te je ova fuzionisana ¢Celijska linija dobar model za izuc¢avanje Celijske
migracije in vitro (Lu i sar., 2009). Nasi rezultati su pokazali da su najbolji efekat u spre¢avanju
migracije EA.hy926 ¢elija imali ekstrakt i frakcije vrste F. spiralis i to redom: etilacetatana frakcija,
osnovni ekstrakt i petroletarska frakcija. Zatim, znacajan efekat imali su ekstrakt i pojedine frakcije
jesenjeg uzorka vrste F. virsoides i to redom: etilacetatna frakcija, petroletarska frakcija i osnovni
ekstrakt. Znatno slabiji efekat na inhibiciju migracije su pokazali ekstrakti i frakcije letnjeg uzorka
vrste F. virsoides. Ostvareni efekti ekstrakata i frakcija na speCavanje migracije endotelskih ¢elija
ukazuju na moguénost veze izmedu etilacetatne frakcije bogate fenolima i petroletarske frakcije
bogate masnim kiselinama na zaustavljanje migracije. Uocena razlika u efektu izmedu jesenjih i
letnjih uzoraka odgovara naSoj, hemijskom analizom potvrdenoj, razlici u sastavu izmedu
ekstrakata i frakcija sakupljenih u razli¢itim sezonama. Letnji ekstrakti i frakcije koji su iskazali
neznatan ili uopSte nisu imali efekat na celijsku migraciju, imali su znatno manju koli¢inu ukupnih
fenola u odnosu na jesenje ekstrakte i frakcije, kao i znatno manju koli¢inu n-3 masnih kiselina.
Najjac¢i antimigratorni efekat ekstrakta i frakcija alge F. spiralis ukazuje da su odredeni tip
polifenola, masnih kiselina i njihovo sinergisticko dejstvo u osnovnom ekstraktu sa drugim
komponentama, odgovorni za sprecavanje migracije EA.hy926 ¢elija (Brglez Mojzer i sar., 2016;
Pacheco i sar., 2018; Silva i sar., 2013). Ferres i saradnici su pokazali da florotanini, polifenoli,
karakteristi¢ni za mrke alge, sprecavaju migraciju kancerskih ¢elija (Ferreres i sar., 2012). Takode,
zabelezeno je u in vivo i in vitro istrazivanjima da fukoidan moze uticati na migratorne i
metastatske sposobnosti maligno transformisanih celija (Ferreres i sar., 2012; Kim i sar., 2010).
Fukoidan pored masnih kiselina i polifenola moze doprineti antimigratornim efektima ektrakata i
frakcija.

Rast tumora prati i rast vaskularne mreze krvnih i limfnih sudova. Regulacija angiogeneze
se vrsi kako stimuliSu¢im, tako 1 inhibitornim molekulima. Nivoi ekspresije angiogenih faktora
znatno utiu na agresivnost tumorskih ¢elija. Otkrivanje novih inhibitora angiogeneze moglo bi da
doprinese smanjenju smrtnosti od kancera. PostojeCe antiangiogene terapije nisu uspele da
poboljsaju prezivljavanje pacijenata. Prema tome, postoji potreba za novim antiangiogenim
agenesima koji bi u kombinaciji sa citostaticima bili efikasni u leCenju kancera (Nishida i sar.,
2006).

Vaskularna mreza tumora ne mora biti sastavljena samo od endotelnih ¢elija, ve¢ endotelne
¢elije 1 Celije tumora mogu Ciniti ,,mozai¢ne” sudove. Pored toga, kancerske celije se mogu
fuzionisati sa endotelskim Celijama i tako formirati hibridne ¢elije. Ovaj proces se deSava i in vitro i
in vivo. Endotelni markeri ovih hibridnih ¢éelija omogucavaju izbegavanje imunskog odgovora, dok
proteaze degradiraju vaskularnu bazalnu membranu (Lu i sar., 2009).

Ispitivani uzorci u ovom radu pokazali su da poseduju antiangiogeni potencijal. 1z rezultata
moze se zakljuCiti da vrsta F. spiralis i uzorci jesenjih frakcija vrste F. virsoides imaju dobar
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antiangiogeni efekat, izuzev n-butanolne frakcije, koja je i kroz sve do sada opisane eksperimente
pokazivala najslabiji efekat. Samo je etilacetatna frakcija letnjih uzoraka vrste F. virsoides ostvarila
antiangiogeni efekat. Dobar efekat ispitanih ekstrakata i frakcije ogleda se u inhibiciji formiranja
karakteristicne mreze, koju stvara celijska linija EA.hy926, uz nemogucnost ostvarivanja
meducelijskih veza 1 meducelijske komunikacije. Ovaj efekat se na mikrografijama vidi kao
prisustvo pojedinac¢nih, zivih, ali medusobno nepovezanih ¢elija.

Ovi rezultati sugeriSu da ulogu antiangiogenih agenasa imaju i polifenoli i masne kiseline,
na Sta ukazuju i podaci drugih autora, koji su pokazali da ova jedinjenja ispoljavaju antiangiogenu
aktivnost (Brglez Mojzer i sar., 2016; Pacheco i sar., 2018; Rose i Connolly, 2000). Takode, ne
mozemo iskljuc¢iti ni ulogu fukoidana u ekstraktima, jer literaturni podaci ukazuju da fukoidan
moze biti odgovoran za supresuju angiogeneze inhibiraju¢i vezivanje VEGF za odgovarajuci
receptor u celijskoj membrani (Cumashi i sar., 2007). Odsustvo inhibicije angiogeneze nakon
tretmana letnjim ekstraktom, petroletarskom i n-butanolnom frakcijom vrste F. virsoides, ukazuje
na postojanje promena u sastavu ili koli¢ini aktivnih komponenti sa antiangiogenim potencijalom
alge F. virsoides u zavisnosti od sezonskih promena u faktorima sredine.

5.3. Antidijabeti¢ki potencijal ekstrakata i frakcija

Problemi koji su karateristi¢ni za dijabetes uticu na povecanje rizika za nastanak kancera:
visoki nivoi insulina, visok nivo Secera u krvi i hroni¢na inflamacija. Ljudi koji imaju dijabetes
Cesto imaju 1 dodatne faktore rizika za nastanak kancera kao $to su gojaznost, loSa ishrana, starost,
fizicka neaktivnost. Prevencijom ili drzanjem dijabetesa pod kontrolom moze se smanjiti incidenca
kancera. Enzim a-glukozidaza je klju¢an u procesu stvaranja monosaharida jer katalizuje hidrolizu
sloZenih ugljenih hidrata, koji se dalje apsorbuju u tankom crevu §to za posledicu ima povecanje
nivoa glukoze u krvi nakon obroka. Inhibicijom ovog enzima spreCava se postprandijalna
hiperglikemija (Palanuvej i sar., 2009).

Svi testirani ekstrakti i frakcije su ispoljili znatno jacu inhibiciju enzima o-glukozidaze u
odnosu na primenjeni standardni antidijabeticki lek akarbozu. Ekstrakt i frakcije vrste F. spiralis su
pokazali najjacu inhibiciju enzima a-glukozidaze. Slede uzorci vrste F. virsoides jesenji pa letnji.
Etilacetatne i petroletarske frakcije i osnovni ekstakti su ostvarili ja¢u inhibiciju enzima u odnosu
na n-butanolne frakcije. Povoljne I1Cso vrednosti etilacetatnih frakcija ukazuju na uticaj polifenola u
inhibiciji enzima. Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim prema kojima polifenoli mogu inhibirati
enzime koji hidrolizuju polisaharide i tako sprecavati pojavu hiperglikemije (Hanamura i sar., 2005;
de Sousa i sar., 2004). Pokazano je da su florotanini efikasni kao inhibitori enzima a-glukozidaze
(Liu i sar., 2016). Snazno dejstvo petroletarskih frakcija ukazuje da i masne kiseline inhibiraju ovaj
enzim. Ovaj podatak u saglasnosti je sa podacima iz literature (Liu i sar., 2018). Su i saradnici su
pokazali da zasiene 1 nezasi¢ene masne kiseline inhibiraju a-glukozidazu jace nego standard,
akarboza (Su i sar., 2013). Kao najbolji inhibitori medu nezasi¢enim masnim Kiselinama izdvojile
su se redom: oleinska, linoleinska, a-linoleinska, arahidonska, palmitoleinska. Od zasi¢enih masnih
kiselina zbog svog inhibitornog potencijala istakle su se redom: palmitinska, miristinska, stearinska
i laurinska (Su i sar., 2013).

Nasi dobijeni rezutati su u skladu sa navodima drugih autora prema kojima je etanolni
ekstrakt vrste F. spiralis ispoljio inhibiciju enzima a-glukozidaze i amilaze (Lordan i sar., 2013).
Inhibitorno dejstvo ekstrakata i frakcija vrste F. virsoides na enzimsku aktivnost a-glukozidaze je
prvi put pokazano u nasem radu, pri ¢emu je uocena jasna razlika u dejstvu izmedu jesenjih i letnjih
uzoraka. Istrazivanja su pokazala znacajnu korelaciju izmedu sadrzaja ukupnih fenola i florotanina
iz mrke alge Padina pavonica i inhibicije a-glukozidaze (Husni i sar., 2014). Kellog i saradnici su
utvrdili da je etilacetatna frakcija Fucus distichus, alge sa Aljaske, ispoljila najjacu inhibitornu
aktivnost prema o-glukozidazi, kao i da je ova frakcija imala najveé¢i sadrzaj ukupnih fenola
(Kellogg i sar., 2014). Nase istrazivanje ukazuje da inhibicija enzima a-glukozidaze najverovatnije
potice od fenola, koji su bili znatno zastupljeniji u uzorcima vrste F. virsoides sakupljane u jesen u
odnosu na uzorke iste alge sakupljane u leto. Ovi rezultati, prvi put objavljeni u nasem radu
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(Grozdani¢ i sar., 2019), jasno pokazuju da alga F. virsoides ima potencijala da se koristi za
regulisanje nivoa glukoze u krvi, $to joj omogucuje da se prikljuci sirokom spektru sli¢nih biljnih
preparata koji su u upotrebi kod pacijenata sa hiperglikemijom ili dijabetesom. Rezultati nase
studije takode sugerisu da osim fenola i nezasi¢enih masnih kiselina i drugi konstituenti ekstrakata,
zajedno doprinose visokoj inhibiciji enzima. Ovo se moze zakljuciti na osnovu hemijskog sastava
vrste F. spiralis koja je, iako je imala manje ukupnih fenola i nezasi¢enih masnih kiselina, pokazala
bolju inhibiciju enzima a-glukozidaze od ispitivanih ekstrakata vrste F. virsoides.

5.4. Antimikrobni potencijal ekstrakata i frakcija

Prirodni preparati i njihovi derivati imaju zna¢ajnu ulogu u mikrobiologiji. Oko 75% lekova
koji se koriste u lecenju infektivnih bolesti su prirodnog porekla. (Newman i sar 2003). Alge su
poznate kao dobri izvori antimikrobnih supstanci (Pérez i sar., 2016; Taskin i sar., 2010).

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti ekstrakata i frakcija ispitivanih vrsta algi F.
spiralis i F. virsoides su pokazali povezanost sa sadrzajem ukupnih fenola i masnih kiselina. Kod
vrste F. spiralis n-butanolna frakcija, najbogatija ukupnim fenolima, a zatim, i petroletarska,
frakcija najbogatija masnim kiselinama, su ostvarile najbolje antimikrobne efekte. Kod ekstrakata i
frakcija vrste F. virsoides najjacu inhibiciju rasta mikroorganizma ostvarile su etilacetatne frakcije
iz obe sezone, koje su takode imale i najve¢u koli¢inu ukupnih fenola. Literaturni podaci
podrzavaju da polifenoli i masne kiseline imaju antimikrobni efekat (Daglia, 2012; Saritha i sar.,
2018). Saritha i saradnici su demonstrirali da su frakcije bogate masnim kiselinama izolovane iz tri
razli¢ite makroalge imale antibakterijsko dejstvo (Saritha i sar., 2018). Prethodne studije u kojima
je koris¢en manje osetljiv disk-difuzni metod su, takode, detektovale antimikrobnu aktivnost
ekstrakata vrste F. spiralis (Ibtissam i sar,. 2009; Oumaskour i sar., 2012, 2013; Rhimou i sar,.
2013). Sa druge strane, Rizzo i saradnici su pokazali antibakterijsku aktivnost etanolnog ekstrakta
vrste F. virsoides (Rizzo i sar., 2017). Etahiri i saradnici su zabelezili da su sezonske varijacije
uslova sredine imale uticaja na antibakterijsku aktivnost ektrakata algi, kao i da su alge sakupljene
iz priobalnog pojasa Maroka u periodu od marta do maja imale jacu antibakterijsku aktivnost u
odnosu na alge sakupljene u decembru i januaru (Etahiri i sar., 2003).

Nasi rezultati su pokazali 1 razliCit stepen osetljivosti bakterijskih 1 gljivicnih sojeva na
oshovu literaturnih podataka, jasno je da uzrok raziCite osetljivosti treba traziti u specificnoj gradi 1
propustljivosti ¢elijskog zida bakterijskih i gljivi¢nih ¢elija (Madigan i sar., 2019; Yang i Anderson,
1999). Grada celijskog zida uslovljava i razliku u osetljivosti na antimikrobna sredstva izmedu G+ i
G- bakterija. G+ bakterije imaju neSto propustljiviji ¢elijski zid koji se sastoji od peptidoglukana i
tejhojne kiseline, a G- bakterije imaju i dodatni lipopolisaharidni sloj sa spoljasnje strane zida.
Celijski zid gljiva je razli¢ito graden kod razli¢itih grupa, ali se pretezno sastoji od &vrstog hitina i
glukana (polisaharidi), (Kosani¢ 1 sar., 2015, 2012; Madigan 1 sar., 2019).

lako testirani ekstrakti nisu bili jaci od standardnih antibiotika 1 antimikotika, §to je
ocekivano, ispoljili su znatno antimikrobno dejstvo. Upravo ovi rezultati ih izdvajaju kao
potencijalne kandidate za dalja ispitivanja antimikrobne aktivnosti u formi ekstrakata i frakcija, kao
i u formi njihovih pojedina¢nih komponenti. Njihovim kombinovanjem sa standardnim
antimikrobnim agensima mogla bi se povecati efikasnost standardne terapije i smanjiti rezistencija
mikroorganizama. Rezistencija patogena postaje sve veci globalni problem, a narocito je izraZzena u
bolnickim uslovima i kod imunokompromitovanih pacijenata poput onkoloskih bolesnika (Szakécs
1 sar., 2006). Iz ovih razloga, izuzetno je znacajan mogu¢ doprinos prirodnih agenasa u
prevazilazenju rezistencije mikroorganizama na osnovne tipove terapije.

Na osnovu nasih rezultata i literaturnih podataka, jasno je da je dalja hemijska analiza
uzoraka algi F. spiralis i F. virsoides neophodna za identifikaciju potecnijalnih novih terapeutika,
pa tako, predstavlja jedan od glavnih ciljeva buducih istrazivanja. 1z svega do sada navedenog,
jasan je potencijal fenola iz ispitivanih vrsti algi, kao antikancerskih agenasa koji mogu potisnuti
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agresivne kancere visokog metastatskog potencijala. Na osnovu rezultata koje su pokazale frakcije,
ove dve vrste algi, bogate ukupnim fenolima mozemo zakljuéiti da su fenoli iz algi F. spiralis i F.
virsoides doprineli i indukciji apoptoze, spreCavanju migracije, angiogeneze, inhibiciji enzima -
glukozidaze i antimikrobnoj aktivnosti. Ukazano je i na mogucu ulogu masnih kiselina, pogotovo n-
3 masnih kiselina kao agenasa koji dovode do in vitro citotoksi¢nosti, antimikrobnog efekta, i
inhibicije a-glukozidaze sto mozemo zakljuciti na osnovu efekta koje su ostvarile petroletarske
frakcije. Dobijene razlike u hemijskom sastavu i bioloskoj aktivnosti ekstrakata i frakcija vrste F.
virsoides sugerisu da bi dalja farmakoloska istrazivanjai trebalo da uzmu u obzir sezonu branja algi,
kako bi se iz njih izdvojila najveca kolic¢ina aktivnih jedinjenja i ostvario najbolji bioloski efekat.
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6. Zakljuéci

e Ekstrakti i frakcije su ispoljili selektivno citotoksi¢no dejstvo prema maligno transformisanim
¢elijskim linijama.
Ekstrakti 1 frakcije su indukovali apoptozu, a najjaci proapoptotski efekat je ispoljila
etilacetatna frakcija vrste F. spiralis.
Ekstrakti i frakcije su ispoljili antiangiogeni i antimigratorni efekat in vitro.
Ekstrakti i frakcije su inhibirali a-glukozidazu in vitro.
Ekstrakti i frakcije su ostvarili antimikrobno dejstvo.
Efekti ispitivanih ekstrakata i frakcija su zavisili od vrste algi i njihovog specifi¢nog sastava u
kvalitativnom i kvantitativnom smislu.
Sezonske varijacije sredinskih faktora su uticale na produkciju aktivnih komponenti ekstakata
i frakcija
Sadrzaj ukupnih fenola i masnih kiselina je imao uticaj na bioloSku aktivnost ekstrakata i
frakcija.
¢ Na biolosku aktivnost ekstrakata i1 frakcija uticalo je 1 moguce sinegristicko i1 antagonisticko
medusobno dejstvo ukupnih fenola i masnih kiselina kao i njihov odnos sa drugim aktivnim
metabolitima u ispitivanim estraktima i frakcijama.
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obpazay uzjase o aymopcmay

N3jaBa 0 ayTopcTBY

Nwme u npesume ayropa Haha ['poznannh CranucaBibeBuh
bpoj unnexca 63401/2009

HU3jaBbyjem
J1a je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJIOBOM

Buosouiku oaropop oxadpanux tunosa heamnja Ha nejsoBame ekerpakara aiaru Fucus spiralis
Linnaeus u Fucus virsoides J.Agardh in vitro

¢ pE3yiTaT COIICTBCHOI UCTPAKUBAYKOT paaa,

* la TUcepTanyja y NeJuHN HU Y IeJIOBUMA HHje OMyIa MpeIoKeHa 3a CTUIAkhEe APYTe TUTLIOME
mpeMa CTYJIMjCKUM MPOrpaMuMa JPYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAaHOBA;

* J1a Cy pe3yJTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U
* JIa HECAM KPIITHO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTHO/JTa UHTEICKTYaIHY CBOJUHY APYTUX JIUIIA.

IMornue ayropa
VY Beorpany, 1. 10. 2020.
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obpaszay usjage 0 UCMOBEMHOCMU WMAMARAHE U eeKMPOHCKe 6ep3uje OOKMOPCKo2 pada

N3jaBa O KICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
TOKTOPCKOT paja

Nwme u npesume ayropa: Haha I'poznanuh CranucaBbeBuh

bpoj unnexca: b3401/2009
Crynujcku nporpam: buonoruja, buonoruja henuja u TkuBa

HacnoB pana: bruosomnku oaroBop ogadpanux TUmoBa henuja Ha e10Bamke eKCTpaKaTa ajuru
Fucus spiralis Linnaeus u Fucus virsoides J.Agardh in vitro

MenTtopu: ap Tarjana CranojkoBuh u ap Maja Yakuh Munomesuh

W3jaBsbyjemM /a je mraMiana Bep3uja MOT TOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM IIpeJao/Ja paaud MoXpamuBamba y JIMIrHTATHOM peno3uTOpHjyMy YHHBep3uTeTa Yy
beorpany.

Z[OSBOJ'LaBaM Ja CcC 06jaBe MOjI/I JIJUYHHU T1oJalu BE3aHH 3a I[O6I/IjaH>e AKaJICMCKOI' Ha3dnMBa JOKTOpPa
HayKa, Kao IITO Cy UMC U NIPE3UMCEC, r'OJUHA U MCCTO poheH,a " 1aTyM oz[6paHe pana.

OBU 7IMYHM MOJAlM MOTy ce O0jaBUTM Ha MpPEXHHM CTpaHullamMa JUTUTaiHe Oubiuoreke, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOnukanujama YHuBep3uteta y beorpany.

IMorniuc ayropa

VY Beorpany, 1.10. 2020.

77



obpazay usjase o xopuuihierby

N3jaBa o0 kopumhemy

Opnamhyjem YHuBep3uteTcky Oubmmorexky ,,CBerozap MapkoBuh™ pga y Jlururamxu
perno3uTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTALU]y MO HACIOBOM:

Buosouiku oarosop oxadpanux tunosa heiamnja Ha nejsoBame ekerpakara aiaru Fucus spiralis
Linnaeus u Fucus virsoides J.Agardh in vitro

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

JlucepTanujy ca CBUM MpHIIO3UMa Mpeaao/a caMm y elIeKTPOHCKOM (opMmaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBUPABE.

Mojy IOKTOPCKY AMCEepTalMjy IMOXpameHy y JIUrutaiHoM perno3uTopujymy YHUBEp3UTETa Y
beorpany u nocTymHy y OTBOPEHOM IMPHCTYIy MOTY Jla KOPHCTE CBH KOjU IOINTYjy OApende
caapxane y ogabpanom tumy suienne Kpeatusne 3ajeanure (Creative Commons) 3a kojy cam ce
OJlTYy4YHO/Ta.

1. Ayropcteo (CC BY)
2. AyropctBo — HekomepuujaaHo (CC BY-NC)
8l AyropcrBo — HekomepumjatHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEPIHMjaaHO — AeauTh o uctuM yeosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — nenuti o uctum yciosuma (CC BY-SA)
(MonuMo 1a 3a0Kpy>KUTE caMO JeHY O/ IIeCT MOHYheHUX JIUIIeHIIH.
Kparak onwuc nurieHI je cacTaBHU JIe0 OBE M3jaBe).
Iornuc ayropa

VY Beorpany, 1. 10. 2020.
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1. AytopctBo. /[o3BoJbaBaTe yMHOXKABAKE, JUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOMIITaBakE J1eja, U Ipepaje,
aKo ce HaBelle UME ayTopa Ha HauuH ojpeheH oIl CTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIEHIIE, YaK U Y
koMepuujanHe cBpxe. OBo je HajcI000JHIja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyrtopcTtBO — HekoMepuujajaHo. Jlo3BospaBaTe YMHOXaBame, IUCTPUOYILHM]y | JaBHO
caomInTaBame Jielia, ¥ Mpepaje, ako ce HaBelle MME ayTopa Ha Ha4YMH ojpeleH oj cTpaHe ayTopa
WM AaBaolia auneHne. OBa JTUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPLUjaIHy yHoTpeOy Aena.

3. AyTOpcTBO — HeKoMepIHjajaHo — 0e3 mpepaaa. /[03BojbaBaTe YMHOXaBawbe, TUCTPUOYLIH]Y U
JaBHO caomIlTaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, IpeodINKOBamka WK yIoTpede 1eia y CBOM JIey, ako ce
HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH o1 cTpaHe ayTropa wid JaBaona juueHie. OBa juieHIa He
7I03BOJbaBa KOMEPLMjaIHy yIoTpeOy /ena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaje JHIIEHIE, OBOM JIUIICHIIOM CE
orpannyaBsa Hajpehu o6uM npaBa Kopuinhema jaena.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPUMjaJHO — JeJUTH MO UCTHM YycJ0oBUMA. J[03BOJbaBaTE YMHOKABAKE,
ICcTpuOyLMjy W jaBHO CaoNINTaBame Jeia, W Ipepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH
oJpeheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMLEHIE U aKo ce Ipepaja AUCTPUOyupa o UCTOM WU
ciryHoM JuieHoM. OBa JTUIeHIa He J03BOJbaBa KOMEPIMjaIHy YIIOTpeOy Aela U nmpepaja.

5. AyTopcTBO — 0e3 mpepajaa. [[o3BosbaBaTe YMHOXKaBaWke, JUCTPUOYIIN]Y U jJABHO CAOIIITABAHKE
nena, 6e3 MpoMeHa, MPeodIMKOBamba WK yIoTpeOe Jiefia y CBOM JIelly, aKo ce HaBe/le UMe ayTopa
Ha HayuH onapeheH ox crpane ayTtopa wiM jgaBaona Jjuienne. OBa JHIIEHIIa J103BOJbaBa
KOMepILHjanHy ynorpely nena.

6. AyTOpCcTBO — AeJUTH MOJ MCTHUM YycjaoBuMa. J[03BoJbaBaTe yMHOKaBambe, TUCTPUOYIHM]Y U
JaBHO caomIlTaBame Jejia, U Ipepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe
ayTopa MJIM J1aBaolla JIMIEHIIE U aKo ce Mpepaja TUCTPpUOyHpa MO UCTOM MIIHA CIMYHOM JIMICHIIOM.
OBa nMIeHIIa J103BOJbaBa KOMEPLMjalaHy ymnoTpeOy aena u mpepaga. CinudHa je coTBEpCKUM
JUIEHIIAMa, OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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