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Antimikrobni i antigenotoksi¢ni efekat ekstrakata lincure (Gentiana lutea L.) gajene u
plantaznim i laboratorijskim uslovima

SAZETAK

Lincura (Gentiana lutea) je znac¢ajna medicinska biljka koja se zbog ugrozenosti gaji plantazno,
a u ovom radu je uspe$no odgajena i u in vitro kulturi. Pripremljeni su metanolni i 50%-etanolni
ekstrakti korena i lista/izdanka i ispitane su antimikrobne i antigenotoksi¢ne aktivnosti. UPLC-PDA
MS/MS analiza je pokazala da je genciopikrozid najdominantniji u svim ekstraktima korena, kao i u
ekstraktu izdanka in vitro gajene biljke, dok su u ekstraktima listova plantaznih biljaka najprisutniji
homoorientin, izoviteksin i loganska kiselina. Veci prinos sadrZzaja ukupnih polifenola i flavonoida je
zabeleZen za ekstrakte nadzemnih delova. MIK vrednosti su ukazale da su Staphylococcus aureus i
Listeria monocytogenes najosetljivije na ekstrakte in vitro biljke (0,156-0,625 mg mL™), a L.
monocytogenes na konstituente (15,6-250 pg mL™). Sprecavanje formiranja biofilma L. monocytogenes
je najuspesnije kada su primenjeni ekstrakti plantaznih biljaka, homoorientin i izoviteksin (inhibicija
58-90%). Rezultati SOS/umuC testa ukazuju na antigenotoksi¢ni efekat ckstrakata prema PhIP
mutagenu (inhibicija do 85%). Alkalni komet test na HepG2 ¢elijama ukazuje na znaéajnu redukciju
1Q- i PhIP-indukovanih DNK ostecenja ekstraktima, genciopikrozidom i mangiferinom (inhibicija do
78%). Isti test na MRC-5 i Hs 294T celijama pokazuje jak UV-protektivni efekat svih ekstrakata
(inhibicija do 78%). Bolja antioksidativna aktivnost je zabelezena za ekstrakte nadzemnih delova G.
lutea u svim testovima. Odabrani ekstrakti i konstituenti su povecali ekspresiju Nrf2 gena i uspesno
doprineli regeneraciji redukovane forme glutationa u HepG2 ¢elijama. Dobijeni rezultati preporucuju
ekstrakte lincure za dalju analizu, u cilju dobijanja potencijalnih dijetetskih suplemenata i UV-
protektivnih agenasa.

Kljuéne redi: Gentiana lutea, in vitro gajenje, antimikrobna aktivnost, mutageni iz hrane, UV zracenje,
antigenotoksicnost, antioksidativna aktivnost, Nrf2 transkripcioni faktor, glutation;
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Antimicrobial and antigenotoxic effect of extracts of yellow gentian (Gentiana lutea L.) grown in
field and in laboratory conditions

ABSTRACT

Yellow gentian (Gentiana lutea) is an important medicinal plant that is grown in field due to
endangerment. In this work it was successfully grown in in vitro culture, too. Methanolic and 50%
ethanolic root and leaf/shoot extracts were prepared and antimicrobial and antigenotoxic activities were
examined. UPLC-PDA MS/MS analysis showed that gentiopicroside was the most dominant in the root
and in vitro shoot extracts, while homoorientin, isovitexin and loganic acid were the most present in
plantation leaf extracts. A higher yield of total polyphenols and flavonoids was recorded for the
leaf/shoot extracts. MIC values pointed at Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes as the
most sensitive to the treatment with in vitro extracts (0.156-0.625 mg mL™), and at L. monocytogenes
in the case of constituents (15.6-250 pg mL™). L. monocytogenes biofilm formation was highly
inhibited by plantation extracts, homoorientin and isovitexin (inhibition 58-90%). The results of the
SOS/umuC assay indicated antigenotoxic effect of all gentian extracts against PhIP mutagen (inhibition
up to 85%). The alkaline comet assay on HepG2 cells showed remarkable reduction of 1Q- and PhIP-
induced DNA damage by extracts, gentiopicroside and mangiferin (inhibition up to 78%). The same
assay on MRC-5 and Hs 294T cells pointed out strong UV-protective effect of all the extracts
(inhibition up to 78%). Higher antioxidative activity was recorded for leaf/shoot extracts in all applied
assays. Selected extracts and constituents up-regulated the expression of Nrf2 gene and successfully
contributed to protection against glutathione depletion in HepG2 cells. Results obtained recommend
gentian extracts for further analysis in order to obtain potential dietary supplements and UV-protective
agents.

Key words: Gentiana lutea, in vitro cultivation, antimicrobial activity, food mutagens, UV radiation,
antigenotoxicity, antioxidative activity, Nrf2 transcription factor, glutathione;

Scientific field: Biology

Scientific sub-field: Biology of microorganisms/Genotoxicology



Spisak skraéenica i oznaka koriSé¢enih u radu:

4NQO - 4-Nitrohinolin 1-oksid

(6-4)-PP — pirimidin-pirimidon (6-4) fotoprodukti

ARE - antioksidativni elementi odgovora (eng. antioxidant response elements)
ATCC —eng. American Type Culture Collection

B[a]p — benzo[a]piren

BAP — 6-benzilaminopurin

BHA — butil hidroksianazol

BHT — butil hidroksitoluen

CPD - ciklobutan-pirimidin dimeri

CUPRAC —eng. cupric reducing antioxidant capacity

DPPH — 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil-radikal

DMSO — dimetil sulfoksid

ECso — efektivna koncentracija test supstance na kojoj je neutralisano 50% DPPH radikala, helirano
50% jona gvozda, odnosno na kojoj je apsorbanca 0,5 u CUPRAC i FRAP testovima
eDNK - ekstracelularna DNK

ECACC - eng. The European Collection of Authenticated Cell Cultures

EPS — ekstracelularne polimerne supstance

ESI — elektrosprej jonizacija (eng. electrospray ionization)

FRAP — eng. ferric-reducing power assay

G — stopa rasta bakterija (eng. growth ratio)

GLK 50% EtOH — 50% vodeno-etanolni ekstrakt korena plantazno gajene lincure
GLL 50% EtOH — 50% vodeno-etanolni ekstrakt lista plantazno gajene lincure
GLK MeOH — metanolni ekstrakt korena plantazno gajene lincure

GLL MeOH — metanolni ekstrakt lista plantadno gajene lincure

GLvI MeOH — metanolni ekstrakt izdanka in vitro gajene lincure

GLVK MeOH — metanolni ekstrakt korena in vitro gajene lincure

GSH - redukovani glutation

GSSG - oksidovani glutation

GST - glutation-S-transferaza

HAA — heterocikli¢ni aromati¢ni amini

HepG2 — ¢elije hepatocelularnog karcinoma

Hs 294T — ¢elije melanoma

IAA — indol-3-siréetna kiselina

IARC — Medunarodna agencija za istrazivanje kancera (eng. International Agency for Research on
Cancer)

ICI — Medunarodna komisija za osvetljenje (eng. International Commission on Illumination)
IR — stopa indukcije (eng. induction rate)

1Q — 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]hinolin

LP — lipidna peroksidacija

MBK — minimalna baktericidna koncentracija

MDA — malondialdehid

MelQ — 2-amino-3,4-dimetil-imidazo[4,5-f]hinolin

MelQx — 2-amino-3,8-dimetil-imidazo[4,5-f]hinoksalin

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

MRC-5 — normalni fetalni fibroblasti plu¢a

MRM — Multipli reakcioni monitoring (eng. Multiple Reaction Monitoring)



MTT — 3-(4,5-dimetil(tiazol-2-il)-3,5-difenil-tetrazolijum-bromid

NAA — 2-(1-Naftil)sir¢etna kiselina

NAT — acetiltransferaza

NER — nukleotidna eksciziona reparacija

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

ONPG - O-nitrofenil-p-galaktopiranozid

ONP - orto-nitrofenol

PhIP — 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin

PIA — polisaharidni intercelularni adhezini

PDA — eng. Photodiode Array

QS - eng. Quorum Sensing

RNS - reaktivne vrste azota (eng. Reactive Nitrogen Species)

ROS - reaktivne vrste kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species)

SCGE - elektroforeza pojedinicanih ¢elija (eng. Single Cell Gel Electrophoresis)
SULT - sulfotransferaza

TBA — tiobarbiturna kiselina

TIC — hromatogrami ukupne jonske struje (eng. total ion chromatograms)
UGT — UDP-glukuronil transferaza

UPLC — ultra efikasna te¢na hromatografija

UV — ultraljubicasto zracenje

WHO - Svetska zdravstvena organzacija (eng. World Health Organization)
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1. Uvod

Veza izmedu ¢oveka i biljaka je stara koliko i samo postojanje ljudskog roda. Tokom vremena i
sa razvojem druStva, Covek je nauCio da prepoznaje i kategorizuje biljni materijal pogodan za
svakodnevnu upotrebu. Ova povezanost izmedu biljaka i ljudi se znaCajno uévrstila sa pocetkom
koris¢enja biljaka i njihovih derivata u lekovite svrhe. Upotreba biljaka i njihovih isceliteljskih moci se
moze pratiti do najstarijih mitova, tradicija i zapisa, koji svedoce o potencijalu biljaka u ublazavanju
bolova i leCenju razli¢itih bolesti (Mamedov, 2012; Shakya, 2016). Najstariji pisani dokazi o koris¢enju
biljaka za pripremu lekovitih preparata pronadeni su na sumerskoj glinenoj plo¢i iz Nagpura, ¢ija se
starost procenjuje na oko 5000 godina. Sastojali su se od 12 recepata za pripremu lekova od 250
razlicitih biljnih vrsta i njihovih derivata, ukljucuju¢i mak, buniku, mandragoru i dr. Najstariji podaci o
lekovitim svojstvima korena lincure poti¢u iz kineske knjige ,,Pen T'Sao* koju je napisao car Sen Nung
oko 2500. godine pre nove ere (Petrovska, 2012). Fitomedicina je danas Siroko rasprostranjena u svetu.
Godinama unazad, ljudi su se okrenuli upravo prirodnim lekovima za lecenje nekih ucestalih blazih
oblika bolesti, poput zubobolje, alergija, prehlade, i taj trend nepresteno raste, §to dovodi polako do
zamene sintetickih lekova biljnim (Shakya, 2016). Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije
(eng. World Health Organization, WHO), oko 70% populacije se oslanja na kori$¢enje biljaka za svoju
primarnu zdravstvenu zastitu. Na danasnjem globalnom trzistu, viSe od 50 bitnih lekova vodi poreklo
od tropskih biljaka (Mamedov, 2012). Od oko 250000 vrsta visih biljaka, samo je 17% nauc¢no
istrazeno zbog svojih medicinskih svojstava. Hemijska i bioloska raznovrsnost biljaka predstavljaju
potencijalni neograni¢eni obnovljivi izvor za razvoj novih farmakoloski aktivnih jedinjenja.

Upravo zbog ogromnog potencijala biljaka da poboljSavaju zdravlje ljudi u razli¢itim
aspektima, ova doktorska disertacija se bavi ispitivanjem bioloske aktivnosti ekstrakata biljne vrste
Gentiana lutea, siroko kori$¢ene u tradicionalnoj medicini. Pre svega, ispitivani su antibakterijski i
antigenotoksi¢ni efekti ekstrakata kao potencijalnih dijetetskih suplemenata hrani, u borbi protiv
bakterijskih kontaminenata, kao i protiv mutagena iz hrane. Dodatno, ovaj rad daje odgovore na pitanja
0 UV-protektivnom potencijalu ekstrakata lincure i njihovoj mogucoj primeni u zastiti naslednog
materijala od Stetnih posledica zracenja.

1.1. Prisustvo mikroorganizama u hrani i problemi rezistencije na konvencionalne antimikrobne
agense

Vec¢ina namirnica je podloZzna kvarenju jer sadrze neophodne nutrijente za rast i1 razvoj
mikroorganizama. Kako bi se izbegao proces kvarenja hrane i eliminisale bolesti koje se prenose putem
hrane, neophodno je kontrolisati pojavu i umnozavanje mikroorganizama. U hrani se mogu naci
mikroorganizmi koji su korisni, uzrocnici kvarenje hrane ili patogeni. U grupu korisnih
mikroorganizama spadaju probiotici, kao i oni koji ucestvuju u produkciji novih hranljivih sastojaka
fermentacijom. Drugu grupu ¢ine mikroorganizmi koji kroz svoj rast i odredene enzimske reakcije
menjaju ukus, boju i teksturu hrane dovodeé¢i do njenog kvarenja. Patogeni mikroorganizmi koji se
nalaze u hrani mogu dovesti do intoksikacije ili do razvoja infekcije kod konzumenata. Intoksikacija je
rezultat proliferacije mikroorganizama koji produkuju toksine u hrani i njenom konzumacijom dovode
do razvoja bolesti. Do infekcije dolazi usled unosa patogenih mikroorganizama sa hranom,
intoksikacijom, adhezijom i invazijom tkiva (Marriot i sar., 2006). Bolesti koje se razvijaju usled
kontaminirane hrane predstavljaju globalni zdravstveni problem, a sama patogeneza bolesti zavisi od
zdravstvenog stanja domacina, vrste mikroorganizma, kao i veli¢ine unetog inokuluma. Otprilike 66%
bolesti koje se prenose hranom su uzrokovane bakterijskim patogenima. Najce§¢i uzrocnici ovih bolesti
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su bakterije roda Salmonella, Shigella, Vibrio, kao i vrste Listeria monocytogenes, Staphyloccocus
aureus, Escherichia coli O157:H7, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, koje se sve prenose hranom
i vodom dovode¢i do toksi¢nh simptoma i gastrointestinalnih infekcija (Marriot i sar., 2006; Takd i
sar., 2020). U Tabeli 1. je dat pregled najces¢ih patogena hrane koji dovode do nastanka bolesti kod
coveka.

Tabela 1. Najces¢i patogeni hrane, toksini koje produkuju i bolesti koje uzrokuju (preuzeto i
modifikovano iz Tako i sar., 2020)

Patogena bakterija Produkcija toksina Tip bolesti Gl_avnl 1ZVOr
infekcija
Mekani sir iz
Listeria monocytogenes Listeriolizin O Listerioza nepasterizovanog
mleka
Clostridium botulinum Botulinum Botulizam GO i
konzervirana hrana
Bacillus cereus Emetik toksin Emetik sindrom Pirinag, pasta, nudle
Termostabilni Gastrointestinalni Meso, mle¢ni
Staphylococcus aureus L . . ) .
enterotoksini simptomi proizvodi, salate
salmonella s Enterotoksin Tifoidna groznica, Meso, riba, mleko,
Pp- salmoneloza jaja, povrée, voda
Vibrio cholerae Kolera toksin Kolera, gastroenteritis LD n\l/i)sgé ke LS
5 Mleveno meso,
Escherichia coli 0157:H7 Siga-toksin Hemoragicni kolitis nedovoljno

pasterizovano mleko
Salate, mle¢ni
proizvodi,
kontaminirana voda

Sigeloza (bacilarna

Shigella spp. Enterotoksin dizenterija)

L. monocytogenes je narocito opasan oportunisticki patogen, jer uspeva da raste na niskim
temperaturama u frizideru. Predstavlja gram pozitivnu, mikroaerofilnu bakteriju koja ne formira spore i
izaziva bolest listeriozu. Ranije se ovo oboljenje smatralo retkom pojavom kod ljudi, medutim, od
osamdesetih godina povecala se ucestalost listerioze, kao 1 zabrinutost za javno zdravlje. Jedan od
velikih problema je i veca podloZnost trudnica ovoj bolesti (Marriot 1 sar., 2006). Naj¢es¢i simptomi
ove bolesti podrazumevaju blagi gastroenteritis i pojavu groznice, medutim moze do¢i i do pojave
meningitisa, meningoencefalitisa, pobacaja, mastitisa, spinalnog mijelitisa (Swaminathan i Gerner-
Smidt, 2007). Ovaj patogen se moze naci u Sirokom spektru namirnica, od ¢okolade i hleba, do mleka i
crvenog 1 pileceg mesa. Najefikasniji nafin prenosa ovog patogena je putem konzumiranja
kontaminirane hrane, ali se moze preneti i direktnim kontaktom (Marriot i sar., 2006). Dalje, S. aureus
je takode Cest patogen koji dovodi do razvoja bolesti putem hrane. U pitanju je gram pozitivna,
fakultativno anaerobna bakterija koja ne formira spore, produkuje enterotoksine koji uzrokuju
inflamaciju ¢elija Zeluca i creva i dovodi do gastroenteritisa. Naj¢eS¢i simptomi usled intoksikacije
stafilokoknim toksinima su hipersalivacija, muc¢nina, povracanje i gréevi u stomaku, sa ili bez dijareje
(Kadariya i sar., 2014). Namirnice koje su najcesc¢e podlozne kontaminaciji ovim patogenom su mleko,
meso, razli¢ite salate, pekarski proizvodi, itd. Pri idealnoj temperaturi za rast 1 sa visokim stepenom
kontaminacije, stafilokoke se mogu dovoljno umnoziti da uzrokuju trovanje hranom bez primetne
promene boje, ukusa i mirisa hrane. Eliminacija S. aureus iz namirnica je moguca prilikom kuvanja na
oko 66 °C u toku 12 minuta, medutim za odstranjivanje toksina neophodno je da se zagrevanje hrane
vrsi na 131 °C u vremenskom periodu od 30 minuta. Cesti uzroénici trovanja hranom su i bakterije roda
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Salmonella i Shigella. Ove gram negativne bakterije usled proliferacije i produkcije enterotoksina u
slu¢aju Salmonella spp. dovode do mucnine, povracanja, dijareje, groznice i poviSene temperature
(Marriot 1 sar., 2006). Dodatno, neki od potagena hrane mogu preziveti nepovoljne uslove sredine u
kojoj se nalaze, poput ekstremno niskih ili visokih temperatura, kiselosti, visokog saliniteta. Uz to,
vecéina poseduje sposobnost formiranja biofilmova, sto im olakSava rast i Sirenje kako na hrani, tako i
na povr$inama koje su u kontaktu sa njom (Takad i sar., 2020).

S druge strane, mikrobiolosko kvarenje hrane negativno uti¢e na fizicko-hemijska svojstva
hrane, samim tim i na senzorne Karakteristike (izgled povrSine hrane, njena boja, miris, ukus,
konzistencija isl). Omeksavanje teksture hrane, produkcija sluzi, neprijatni mirisi i ukusi i promene
boje namirnica su glavni znaci njenog kvarenja. Najce$¢i mikroorganizmi koji dovode do kvarenja
namirnica zivotinjskog porekla (npr. mleko, jaja, meso) su bakterije familije Enterobacteriaceae, roda
Pseudomonas i Proteus, dok su bakterije roda Erwinia, Bacillus, Clostridium, Pseudomonas glavni
uzroc¢nici kvarenja hrane biljnog porekla (Sperber, 2009; Rawat, 2015).

Jedan od problema sa kojim se suocavamo wusled kontaminacije hrane patogenim
mikroorganizmima, kao i1 uzro¢nicima kvarenja hrane, jeste Cinjenica da su mnoge bakterije postale
tolerantne na dostupne konvencionalne metode prezervacije i konzervacije hrane. Takode, pokazano je
da mnogi vestacki adiviti hrane dovode do brojnih nezeljenih efekata. Najcesée koriséeni vestacki
antioksidanti butil hidroksianazol (BHA) i butil hidroksitoluen (BHT), neophodni za usporavanje
kvarenja masti i ulja, su identifikovani kao okidac¢i pogorSanja hroni¢ne urtikarije (Wilson i Bahna,
2005). Dodatno, ova dva antioksidanta, zajedno sa pojedinim fungicidima i zasladiva¢ima, indukuju
ostecenja molekula DNK, sledstveno promovisuéi kancerogenezu U ¢elijama gastrointestinalnih organa
(Sasaki 1 sar., 2002). Jo$ jedan od problema jeste zloupotreba i prekomerna upotreba antimikrobnih
lekova protiv patogenih mikroorganizama, $to je dovelo do razvoja vece otpornosti istih na klini¢ku
antibiotsku terapiju i mogucnosti njihovog prezivljavanja pri visokim koncentracijama lekova, §to
moze uzrokovati ozbiljne hroni¢ne infekcije. Antibakterijska rezistencija se moze Siriti i kroz hranu
direktnim ili indirektinim putem. Direktno Sirenje se deSava usled kontakta coveka sa Zivotinjom ili
njenim telesnim te€nostima, dok indirektno podrazumeva konzumaciju kontamiranih proizvoda
zivotinjskog porekla. Danas su detektovane razliCite vrste rezistentnih bakterija u prehrambenim
proizvodima i kod konzumenata, medutim neke osnovne mere u pripremi, konzumiranju i skladistenju
namirnica bi mogle efikasno da smanje i kontroliSu Sirenje antibakterijske rezistencije putem hrane
(Hashempour-Baltork i sar., 2019).

1.1.1. Mehanizmi rezistencije bakterija

Antimikrobna jedinjenja su uglavnom kategorisana prema mehanizmima delovanja Kkoji
ukljucuju: 1) ometanje sinteze Celijskog zida (B-laktamski i glikopeptidni antibiotici; 2) inhibiciju
sinteze proteina (makrolidi i tetraciklini); 3) ometanje sinteze nukleinskih kiselina (fluorohinoloni,
rifampicin); 4) inhibiciju metabolickih puteva (trimetoprim-sulfametoksazol) i remecenje strukture
bakterijske membrane (polimiksini, daptomicin). Neke vrste bakterija poseduju urodenu rezistentnost
na vise od jedne klase antimikrobnih jedinjenja. U takvim sluc¢ajevima, svi sojevi te vrste bakterija su
otporni na sve Clanove te klase antimikrobnih jedinjenja. Vecu pretnju predstavljaju slucajevi stecene
rezistencije, gde prvobitno osetljive populacije bakterija postaju otporne na odredene antimikrobne
lekove. Sticanje rezistencije se deSava usled mutacija na genomu bakterija, ili preuzimanjem gena koji
nosi informaciju o rezistenciji od drugih bakterija u procesima konjugacije, transdukcije i
transformacije (Tenover, 2006). Postoji nekoliko najces¢ih mehanizama kojima se ostvaruje
rezistencija bakterija na antimikrobne agense. Veoma ¢esto dolazi do menjanja ciljnog proteina za koji
se vezuje antibakterijski agens; tj. do modifikacije ili eliminacije vezujuceg mesta, npr. promena u
penicilin-vezuju¢éem 2b proteinu kod pneumokoka rezultira rezistencijom na penicilin. Zatim,
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rezistencija se moze razviti usled pozitivne regulacije produkcije enzima koji inaktiviraju antimikrobni
lek (npr. eritromicin ribozomska metilaza kod stafilokoka). Negativna regulacija ili promena strukture
proteinskog kanala spoljasnje membrane, neophodnog za ulazak leka u ¢eliju, ili poveéana ekspresija
efluks pumpi koje izbacuju lek iz Celije, takode su moguci mehanizmi rezistencije (Byarugaba, 2010).

1.1.2. Formiranje biofilma i nac¢ini njegove prevencije u prehrambenoj industriji

Biofilmovi predstavljalju preovladujué¢i nacin rasta mikroorganizama u prirodi. Oni se defini$u
kao zajednice mikrorogranizama pri¢vrsc¢enih za odredenu podlogu. Formiranje i razvoj biofilma zavisi
od mnogih faktora, ukljucujuci specificni bakterijski soj, svojstva povrSine na kojoj se formira,
ekoloske parametre, poput pH vrednosti, nivoa hranljivih sastojaka i temperature. Levenhuk je joS$
1684. godine, koriste¢i svoj primitivni mikroskop, primetio da se mikroorganizmi kace za povrsSinu
zuba i1 formiraju sesilne zajednice, §to se moZe smatrati i prvim posmatranjem biofilmova. Tek je
dvadesetih godina XX veka formulisan koncept biofilma, kada je Angst primetio da je broj bakterija na
povrsini trupa brodova bio veéi od broja okolnih planktonskih ¢elija, sugerisuci da je upravo bakterijski
biofilm doveo do ozbiljne korozije trupa broda. Do 80-ih godina proslog veka, primeceno je da
bakterije formiraju biofilmove na razli¢itim povrSina, ukljucujuéi sisteme za preciS¢avanje otpadnih
voda, opremu za prehrambenu industriju, razli¢ita medicinska sredstva, itd. Bilo koja vrsta
biofilm, igrajuci tako bitnu ulogu u razvoju mnogih infekcija (Shi i Zhu, 2009).

Formiranje biofilma je postepen i dinamican proces koji podrazumeva sledece faze: inicijalno
pri¢vr§¢ivanje, formiranje mikrokolonija, sazrevanje biofilma 1 disperziju (Slika 1.). Inicijalno
pri¢vrséivanje se sastoji od reverzibilnog i ireverzibilnog vezivanja bakterijskih ¢elija za povrSinu. U
slucaju reverzibilnog, bakterije se ,,lezerno* zalepe za podlogu pomocu ekstracelularnih organela poput
flagela i pila, i male koli¢ine ekstracelularnih polimernih supstanci (EPS), ¢ije su glavne komponente
ekstracelularna DNK (eDNK), proteini, lipidi, polisaharidni intercelularni adhezini (PIA), teihojna
kiselina. U ovoj fazi veza je slaba i moguce je vraCanje na planktonski nacin zivota. Prelaz u
ireverzibilno vezivanje dovodi do jace interakcije izmedu bakterija i povrSine zahvaljuju¢i povecanoj
sekreciji EPS-a. Nakon ireverzibilnog pri¢vrs¢ivanja, hemijsko razbijanje deterdZentima ili sredstvima
za dezinfekciju i/ili toplotno uklanjanje biofilma je neophodno. Formiranje mikrokolonija je rezultat
istovremene akumulacije i rasta mikroorganizama i povezano je sa produkcijom EPS-a, §to zatim
dovodi do pojacanja veze izmedu bakterija 1 supstrata i §titi kolonije od spoljasnjih stresora. Sazrevanje
biofilma podrazumeva korak kada se on razvija u organizovanu strukturu koja moze biti ravna ili u
obliku pecurke, u zavisnosti od izvora hranljivih sastojaka na koje se oslanja (Srey i sar., 2013).
Disperzija je poslednji korak u ciklusu formiranja biofilma, koji omogucava celijama da se vrate u
svoje planktonsko stanje. Spoljasnja perturbacija, unutraSnji procesi u biofilmu, poput razgradnje
endogenih enzima, kao i oslobadanje EPS-a i povrSinski-vezujuc¢ih proteina su svi moguéi uzroci
disperzije biofilma. Smatra se da je disperzija biofilma aktivan proces koji omogucava kolonizaciju
drugih nisa. Dodatno, gladovanje unutar biofilma je jedan od mogucih razloga njegove disperzije, Sto
pruza mogucénost bakterijama da traze okruZenje bogato hranljivim sastojcima (O'Toole i sar., 2000).
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Slika 1. Model formiranja biofilma tokom 48h sa promenama u formiranja mikrokolonija, sazrevanju i
disperziji (preuzeto iz Zhao i sar., 2017)

Kao $to je ve¢ naglaseno, patogeni hrane su sposobni da se pricvrste i rastu na povrsini hrane i
opremi za proizvodnju hrane, formiraju¢i biofilm. Na primer, L. monocytogenes formira biofilm na
podnim odvodima, rezervoarima za skladistenje, transportnim trakama i drugim materijalima koji
dolaze u kontakt s hranom (Kim i Frank, 1995). Takode, pokazano je da L. monocytogenes formira
biofilm na povrsini govedeg mesa, dok su bakterije roda Salmonella sposobne da formiraju zajednicu
na povsini pileceg mesa (Shi 1 Zhu, 2009). Prisustvo patogenih bakterija na hrani ili povrSinama koje su
u kontaktu sa hranom smanjuje bezbednost upotrebe takve hrane. Sam proces formiranja biofilma u
prehrambenoj industriji je kompleksan i do njega najéesc¢e dolazi usled postojanja ostataka organskih
molekula hrane na povrSini opreme za njenu preradu. Takvi uslovi pogoduju bioloskoj aktivnosti
mikoroorganizama tako da, ukoliko dospeju do odgovarajuc¢ih povrSina, veoma lako moze do¢i do
formiranja biofilma. Dodatno, mali broj mikrobijalnih celija moze preziveti i nakon c¢iScenja i
dezinfekcije i inicirati ponovni rast. Na kraju, sve ovo dovodi do formiranja zajednice
mikroorganizama uz pomo¢ ekspresije odgovarajucih gena podstaknute meducelijskom komunikacijom
(Shi i Zhu, 2009).

Pojava bakterijskih biofilmova na hrani ili opremi za obradu hrane, moze voditi pojavi
intoksikacije ili pojave bolesti kod konzumenata. Pokazano je da se toksini mogu sekretovati od strane
biofilma formiranog u okviru pogona za preradu hrane. Odatle se mogu kontaminirati hranljive
komponente, $to posledi¢no dovodi do individualnih ili viSestrukih intoksikacija, narusavajuéi zdravlje
ljudi (Galie i sar., 2018). Jednom kada se biofilm formira, osetljivost bakterija na razli¢ite hemijske
preparate 1 promene u spoljas$noj sredini je znaajno smanjena, zbog ¢ega je veoma teSko ukloniti ga.
Zbog toga velike doze antibiotika ne mogu uspesno da eliminiSu infektivne biofilmove, obzirom da su
bakterije dobro zaSticene njegovim matriksom. Zbog vecée rezistentnosti biofilmova na antimikrobne
agense u poredenju sa planktonskim celijama, njihova eliminacija iz objekata za preradu hrane i sa
same hrane predstavlja veliki izazov (Sim@es i sar., 2010; Zhao i sar., 2017).

Veliki problem u prehrambenoj industriji predstavlja L. monocytogenes. Biofilm ovog patogena
je uglavnom sastavljen od teihojnih kiselina i moze se formirati na razli¢itim materijalima u industriji,
ukljucujuéi polipropilen, celik, gumu i staklene povrSine. Odatle se patogen Siri dalje 1 uspesno se
umozava na niskim temperaturama u frizideru (Silva 1 sar., 2008). UobicCajena hrana koja podleze
kontaminaciji ovim patogenom je dimljena riba, naresci mesa, svezi sir. Pored sposobnosti proliferacije
na niskim temperaturama, ova bakterija indukuje i formiranje biofilma kao odgovor na niske
temperature, povecavajuci tako sposobnost vezivanja za povrsine i rezistentnost na razli¢ite proizvode
za dezinfekciju. Eradikaciju ovog patogena iz prehrambene industrije dodatno komplikuje i njegova
otpornost na toplotne tretmane do 60 °C (Lee i sar., 2017). Smatra se da su geni ukljuceni u
pokretljivost flagela (fliQ, flaA, flil, motA), kao i regulatorni gen phoR (fosfat osetljiv operon) i geni
ukljuceni u inkorporaciju D-alanina u lipoteihojnu kiselinu neophodni za formiranje biofilma (Alonso i
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sar., 2014). Nakon unoSenja u organizam i invazije ¢elije domacina, L. monocytogenes moze da koristi
listeriolizin O i/ili fosfolipaze PICA i PlcB, kako bi prodrla u njen citosol. Listeriolizin O je holesterol
zavisan citolizin koji se insertuje u membrane celije domacina, formiraju¢i pore i narusavajuci
citoplazmati¢ni prostor. Zatim, bakterija koristi povrSinski protein koji indukuje sakupljanje aktina
(ActA), aktivirajué¢i tako masineriju c¢elije domacina za pokretanje aktina, Sto joj omogucava
intracelularno kretanje 1 Sirenje iz ¢elije u Celiju (Kanki 1 sar., 2018), dovodec¢i do gastroenteritisa ili
listerioze kod trudnica i imunokompromitovanih osoba. Navedene ¢injenice isticu klini¢ku vaznost
pracenja i kontrole biofilma L. monocytogenes u prehrambenoj industriji.

S. aureus je oportunisticki patogen koji takode dovodi do problema u prehrambenoj industriji
usled formiranja biofilma i produkcije enteroksina na temperaturama izmedu 10 1 46 °C. Hrana sa
niskom koli¢inom vode, ali sa visokim sadrzajem soli i Secera je pogodna za rast i razvoj ove bakterije.
Enterotoksini koje produkuje se vezuju za molekule glavnog kompleksa histokompatabilnosti klase 11 u
T ¢elijama, Sto dovodi do akutnog toksi¢nog Soka sa povracanjem i dijarejom (Schelin i sar., 2017).
Dodatno, veliku zabrinutost predstavlja i meticilin rezistentan soj S. aureus (MRSA), s obzirom da je
primarno poreklo kontaminacije ovim sojem vezano za hranu zivotinjskog porekla sa farmi, kao i da
ovaj soj moze formirati biofilm na razli¢itim povrSinama Zivotinjskih trupova (Vergara i sar., 2017).
Formiranje i rast biofilma S. aureus moze biti i pojacano razli¢itim metodama obrade koje se susrecu u
prehrambenoj industriji, poput primene suboptimalnih temperatura, nedovoljne dezinfekcije,
kombinacije soli i glukoze. Pokazano je i da je tranksripcija gena odgovornih za formiranje biofilma i
virulencije pozitivno regulisana u prisustvu subletalnih koncentracija razli¢itih deterdZenata koji se
koriste u prehrambenoj industriji (Slany i sar., 2017). Ekspresija icaA gena, ¢iji je transkripcioni
produkt N-acetilglukozominiltransferaza ukljuéen u formiranje ekstracelularnog polisaharidnog
matriksa, je neophodna za formiranje biofilma kod ovog patogena. Drugi geni ukljuceni u formiranje
biofilma ovog patogena imaju ulogu u adheziji (icaD, cna, fnbA i fnbB), sekreciji toksini (hla i hlb) i
regulaciji transkripcije (agr i sarA) (Vergara i sar., 2017).

Postoje razliciti naini koji se koriste za prevenciju i spre¢avanje formiranje biofilma. Pre
svega, najbolji nacin sprecavanja formiranja biofilmne zajednice je inhibicija rasta bakterija, §to se
postiZze sterilizacijom hrane i dodavanjem razli¢itih aditiva hrani. Zatim, spreavanjem inicijalne
adhezije celija inhibira se 1 formiranje biofilma. S druge strane, najces¢i naCini za otklanjanje
formiranog biofilma su razli¢iti fizicki tretmani, poput visokih temperatura, ultrazvuka, hemijskih
reagenasa, kao 1 bioloski tretmani koji ukljucuju upotrebu bakteriofaga (Zhao i sar., 2017).

Industrijska potraznja za novim tehnikama konzerviranja i o€uvanja hrane je znacajno porasla
usled ogromnih gubitaka namirnica zbog kontaminacije mikroorganizmima. Stavise, zabrinutost
konzumenata zbog Stetnih posledica vestackih aditiva i suplemenata hrane raste, Sto dodatno podstice
istrazivae na pronalazenje novih alternativnih prirodnih antimikrobnih jedinjenja koja bi imala
potencijal u prezervaciji hranljivih namirnica.

1.2.  Genotoksikologija —  Stetne  posledice  genotoksina i znadaj testiranja
genotoksi¢nosti/antigenotoksi¢nosti

Geneticka toksikologija — genotoksikologija je multidisciplinarna nauka koja se bavi
proucavanjem interakcija izmedu fizickih, hemijskih 1 bioloSkih agenasa sa genetickim materijalom,
mehanizama odgovora na izazvana oSteCenja i sveukupnim uticajem na organizam. Pocetak razvoja
genotoksikologije se vezuje za tridesete godine XX veka, kada je Hermann Joseph Muller u svom
istrazivanju pokazao da X-zraci dovode do pojave mutacija na modelu Drosophila melanogaster, dok
je nemacka naucnica Charlotte Auerbach 1942. ukazala na mutageni potencijal hemijskih agenasa
poput pesticida, aditiva itd. Dodatni podsticaj razvoju genotoksikologije je obezbedio i Alexander
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Hollender zaduzen za osnivanje Drustva za mutagenezu Zivotne sredine 1961. godine u Americi (Dar 1
sar., 2016).

Genotoksi¢nost predstavlja sposobnost razlicitih agenasa da indukuju osStecenje na genetiCkom
materijalu. Medutim, oSte¢enja na genetiCkom materijalu ne ukljucuju samo DNK molekul, ve¢ 1
¢elijske komponente povezane sa funkcionalno$éu i ponaSanjem hromozoma u c¢eliji, kao Sto su
proteini odgovorni za reparaciju, kondezaciju, dekondezaciju DNK molekula i druge strukture, poput
deobnog vretena odgovornog za distribuciju hromozoma tokom c¢elijske deobe (Simi¢ i sar., 2002;
Nagarathna i sar., 2013; Ldopez-Romero i sar., 2018). Agensi koji su sposobni da izazivaju geneticku
toksi¢nost se nazivaju genotoksini i prema svom poreklu su podeljeni na fizicke, hemijske i bioloske
genotoksine. Prva kategorija ukljuCuje temperaturu, jonizuju¢a i neka nejonizujuca zrafenja —
ultraljubicasto, a po mnogim autorima i uzi opseg talasnih duzina mikrotalasnog zracenja (Liu i sar.,
2013; Atli Sekeroglu i sar., 2013; Megha i sar., 2015). Druga grupa se sastoji od Sirokog spektra
jedinjenja sa mnogobrojnim efektima, i pre svega ubraja teske metale, pesticide, alkiliraju¢e agense,
organske rastvarace, pojedine aditive hrane, odnosno razli¢ite ksenobiotike. U tre¢u grupu genotoksina
spadaju razli¢iti paraziti, bakterije, virusi, biljke, gljive (naroCito vrste koje sintetiSu sekundarne
metabolite poput fito- i mikotoksina) (Ferguson, 2002; Ferguson i Philpott, 2008). Istovremeno,
genotoksini se mogu klasifikovati i prema nacinu delovanja na mutagene, kancerogene i teratogene,
indukujuéi procese mutageneze, kancerogeneze i teratogeneze. Naravno, podela nije stroga i pojedini
genotoksi¢ni agensi imaju viSestruko dejstvo, tj. mogu istovremeno pripadati dvema, ili ¢ak svim
pomenutim klasama. U mutagenezi se razmatraju dva tipa genetiCkih alteracija: mutacije koje se
desavaju na nivou gena (mikromutacije) i na nivou hromozoma (makromutacije). Mutacije se mogu
desiti u somatskim ¢elijama, §to moze dovesti do razvoja kancera kod individualnih jedinki, ali i do
genetiCkih poremecaja kao Sto su arterioskleroza, kardiovaskularne bolesti i druge hroni¢ne
degenerativne bolesti. S druge strane, mutacije u polnim ¢elijama dovode do oSte¢enja koja se prenose
na potomstvo (Umbuzeiro i sar., 2016; Lopez-Romero i sar., 2018). Kancerogeneza je proces koji
podrazumeva promene poput ireverzibilne transformacije celija kroz faze inicijacije, promocije i
progresije. Interesantno je napomenuti da je oko 90-95% karcinoma (kanceri nastali od razli¢itih oblika
epitelnih ¢elija) povezano sa hemijskim genotoksinima, 5-10% sa fizickim i oko 2-5% sa bioloskim.
Sto se ti¢e procesa teratogeneze, on podrazumeva indukovanje oste¢enja tokom razvoja organizma u
bilo kom trenutku tokom perioda gestacije (Ferguson i Philpott, 2008).

S obzirom da su genotoksi¢ni agensi ukljuceni u procese inicijacije i promocije razli¢itih bolesti
kod ljudi, znacaj otkrivanja 1 istrazivanja novih fitojedinjenja koja su uspeSna u neutralisanju
mutagenih i kancerogenih efekata razli¢itih agenasa je u usponu. Takva jedinjenja koja redukuju
mutagenost fizi¢kih 1 hemijskih agenasa se oznacavaju kao antimutageni. Medutim, uzimajuci u obzir
¢injenicu da su svi mutageni genotoksi¢ni, ali da sve genotoksi¢ne supstance nisu mutagene, jedinjenja
koja redukuju nivo oSteenja na DNK molekulu izazvanog delovanjem genotoksina se nazivaju
antigenotoksi¢na jedinjenja (Bhattacharya, 2011). Poslednjih decenija, veliki broj istrazivanja je
sproveden kako bi se identifikovale komponente koje Stite ljudski organizam od posledica DNK
ostecenja. Sirom sveta se ulazu neprekidni napori kako bi se istrazio bogat biodiverzitet jestivih,
medicinskih i drugih netoksi¢nih biljaka i njihovih derivata, u potrazi za najefikasnijim fito-
antimutagenima. Ova bioaktivna jedinjenja se mogu klasifikovati na osnovu hemijskih, biogenetskih i
farmakoloskih kriterijuma i organizovana su u pet grupa koje ukljucuju karotenoide, fenolna jedinjenja,
alkaloide, jedinjenja koja sadrze azot i organo-sumporna jedinjenja.

Generalno gledano, antimutageni su podeljeni na dezmutagene i bioantimutagene. Prva grupa
podrazumeva supstance koje promovisu eliminaciju genotoksina iz organizma kao i supstance koje
inaktiviraju mutagen parcijalno ili potpuno, enzimskim ili hemijskim interakcijama, pre nego S§to
mutagen ,,napadne DNK. S druge strane, bioantimutageni mogu potisnuti proces mutacije nakon
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nastanka ostecenja. Oni deluju na reparacione i replikacione procese ostecenog DNK molekula, $to
rezultuje snizavanjem ucestalosti mutacija. Zbog svoje Siroke primene u monitoringu zivotne sredine i
osteenja humanog genetickog materijala, geneticka toksikologija se takode koristi u proceni i
identifikaciji antigenotoksi¢nih efekata mnogih lekovitih 1 aromati¢nih biljaka, voca 1 povréa,
primenom mnogobrojnih in vivo i in vitro testova (De Flora i Ferguson, 2005; Ferguson i sar., 2005;
Nikoli¢ i sar., 2012).

1.2.1. Mutageni iz hrane

Smatra se da hrana i nutritivne navike, poput visokog unosa masti, nedovoljnog unosa vlaknaste
hrane i konzumacije dobro kuvanog mesa, usled ¢ega dolazi do formiranja mutagena, mogu povecati
rizik od nastanka kancera debelog creva, pankreasa, dojki, prostate i endometrijuma (Gooderham i sar.,
2001). Mutageni iz hrane mogu prouzrokovati razli¢ita oSteCenja na DNK molekulu, najcesce
nukleotidne alteracije i hromozomske aberacije. Ve¢ina mutagena zapoc€inje svoje dejstvo na nivou
DNK, formirajuci kancerogen-DNK adukte koji nastaju kovalentnim vezivanjem kancerogena ili dela
kancerogena za nukleotide. Takode, mutageni iz hrane mogu indirektno indukovati oste¢enje na DNK
molekulu iniciranjem produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species, ROS).
Medutim, efekti mutagena na kancerogenezu mogu biti modifikovani 1 redukovani metabolickom
transformacijom i detoksifikacijom mutagena, kao i ¢elijskim odgovorom na DNK osteCenje koji
obuhvata reparaciju ili uvodenje Celije u proces apoptoze (Goldman i Shields, 2003). Po ulasku u telu,
mutageni uglavnom prolaze kroz metabolicku aktivaciju i detoksifikaciju endogenim enzimima cija je
uloga da organizam oslobode od ksenobiotika. Ponekad se nakon obrade, hemijski modifikovani
mutageni koji su reaktivniji (elektrofilniji) vezuju za DNK, a ne za molekule nosace kojim se izlucuju,
Sto dovodi do oStecenja i1 zaustavljanja procesa replikacije. Medutim, zahvaljuju¢i reparacionim
mehanizmima mogu se popraviti nastali DNK adukti, ¢emu dodatno pomazu celijski procesi koji
zaustavljaju Celijski ciklus, obezbedujuéi viSe vremena za popravku nastale lezije. Ukoliko se adukti ne
uklone 1 lezije ne repariraju moze se aktivirati mehanizam programirane Celijske smrti (apoptoze), a
ako i ovaj mehanizam ‘“zakaze”, moze do¢i do pojave tackastih mutacija, delecija, insercija i
hromozomskih aberacija (Goldman i Shields, 2003; Sugimura i sar., 2004).

Otkri¢e da kuvana hrana moze biti mutagena navela je istrazivace da izoluju mutagene produkte
koji se formiraju prilikom obrade hrane. Grupe nau¢nika u Japanu i Americi su pokazale da se
kuvanjem hrane generiSu mnoga jedinjenja koja su ispoljila mutagenost u in vitro bakterijskim
testovima. Definisane su tri grupe mutagenih jedninjenja, ukljucujuéi policiklicne aromati¢ne
ugljovodonike, nitrozamine i heterocikliéne aromaticne amine (HAA) (Gooderham i sar., 2001).
Policikli¢ni aromaticni ugljovodonici nastaju tokom direktne obrade hrane na Zaru (npr. rostiljanjem),
HAA prilikom razli¢itih obrada mesa na visokim temperaturama, dok se nitrozamini mogu naci u
suvomesnatim i ribljim preradevinama (Goldman i Shields, 2003).

1.2.1.1. Heterocikli¢ni aromatiéni amini

HAA predstavljaju mo¢ne mutagene koji se formiraju prilikom termi¢ke obrade hrane bogate
proteinima i imaju bitnu ulogu u etiologiji razli¢itih kancera kod Coveka, a aktivne koncentracije
pojedinih medu njima su &ak reda veli¢ine ng (10° g) (Sugimora, 2002). Medunarodna agencija za
istrazivanje kancera (eng. International Agency for Research on Cancer, IARC) neke HAA kao §to Su
2-amino-3,4-dimetil-imidazo[4,5-flhinolin ~ (MelQ), 2-amino-3,8-dimetil-imidazo[4,5-f]hinoksalin
(MelQx) i 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin (PhIP) smatra mogu¢im karcinogenima, dok
se 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]hinolin (IQ) smatra najverovatnijim karcinogenom S$tetnim za zdravlje
ljudi (Kizil i sar., 2011). Mutagenost HAA je i potvrdena mnogim testovima na bakterijskim 1 sisarskim
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¢elijama (Sugimora i sar., 2004), pri ¢emu je njihov mutageni potencijal oko 100 puta veéi od
potencijala aflatoksina B1, i ¢ak 2000 puta vec¢i od mutagenosti benzo[a]pirena (B[a]p) (Kizil i sar.,
2011). HAA predstavljaju promutagene, odnosno zahtevaju metabolicku aktivaciju kako bi doveli do
stvaranja reaktivnih intermedijera koji se vezuju za DNK, formiraju¢i DNK-adukte i dovodeé¢i do
pojave prekida na molekulu DNK, koji mogu voditi nastanku mutacija (Turesky i Le Marchand, 2011).

HAA su pronadeni u crvenom mesu i ribi pripremanim na temperaturi preko 130 °C, po prvi put
od strane japanskog nauc¢nika Sugimore 1977. godine (Nagao i sar., 1977). Do danas je izolovano i
identifikovano oko 25 heterocikli¢nih aromati¢nih amina iz kuvanog mesa i mesnih preradevina. HAA
se mogu klasifikovati u dve velike grupe koje podrazumevaju aminoimidazohinoline (1Q-tip) i
aminokarboline (ne 1Q-tip). 1Q-tip amina se formira prilikom obrade hrane pri konvencionalnim
temperaturama za kuvanje (oko 150 °C), kroz Milardovu reakciju koja hrani daje karakteristi¢nu
braonkastu boju i ukus i ukljucuje hemijske interakcije izmedu amino kiselina, kreatinina i Se¢era. Ovi
amino hinolini predstavljaju i najzna¢ajniju klasu mutagena koja se formira u termicki obradenoj hrani,
pri ¢emu poseduju imidazo grupu vezanu za hinolin, hinoksalin ili piridin (Slika 2.). Druga grupa
amina nastaje prilikom obrade hrane na temperaturama preko 300 °C, pirolizom amino kiselina i
proteina (Kizil i sar., 2011).
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N CH, N
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Slika 2. Naj€eS¢i mutageni koji nastaju termickom obradom hrane bogate proteinima (preuzeto iz
Gooderham i sar., 2001)

Nekoliko studija je pokazalo da su glavni prekursori HAA kreatin i/ili kreatinin, slobodne
amino kiseline 1 redukujuci Seceri. Poznato je da meso sadrzi kreatin ili kreatinin koji mogu reagovati
sa amino kiselinama i Secerima prilikom kuvanja. Stoga, moze se re¢i da kreatin lezi u osnovi
mutagenosti mesa. Prilikom termi¢ke obrade mesa ili ribe kreatin se konvertuje u kreatinin, koji zatim
formira imidazo grupu heterocikli¢nih amina. Sa pove¢anjem temperature obrade hrane dolazi i do brze
degradacije kreatina i formiranja kreatinina (Chiu i sar., 1998). Kada je u pitanju 1Q mutagen,
pretpostavlja se da su kreatinin, amino kiseline i heksaze, prisutne u sirovom mesu, njegovi prekursori.
Smatra se da kreatinin formira 2-amino-3-metilimidazo deo 1Q-tipa amina, ciklizacijom Secéera i
eliminacijom vode, §to se deSava spontano kada se temperatura kuvanja povisi iznad 100 °C. Ovaj deo
molekula je uobicajen za sva IQ- jedinjenja i smatra se odgovornim za ispoljavanje mutagenosti. Bez
ovog dela, narocito njegove 2-amino grupe, mutagenost je zanemarljiva. Pretpostavlja se da ostali
delovi IQ mutagena poti¢u od produkata Strekerove degradacije amino kiselina, poput piridina ili
pirazina, nastalih u Milardovoj reakciji (Kizil i sar., 2011). U sluc¢aju PhIP mutagena, najverovatniji
prekursori njegovog formiranja jesu fenilalanin i kreatinin, $to je pokazano prilikom suvog zagrevanja
13C-fenilalanina i kreatinina. Takode, smatra se da i glukoza, u zavisnosti od koncentracije, moze

9



Uvod

znacajno uticati na prinos PhIP jedinjenja u te¢nim model sisteima. Dodatno, PhIP moze nastati i
prilikom zagrevanja kreatina sa leucinom, izoleucinom i tirozinom (Murkovic, 2004). Smatra se da je
prvi korak u formiranju PhIP-a degradacija fenilalanina, zatim sledi aldolna reakcija izmedu produkata
degradacije fenialacetaldehida i1 kreatinina. U slede¢em koraku se formiraju intermedijerni produkti
aldolne kondezacije i na kraju dolazi do formiranja Sifove baze izmedu kreatininskog dela
kondezovanog produkta i amino grupe (Zochling i Murkovic, 2002). Formiranje HAA zavisi u vecoj
meri od temperature, duzine i metode kuvanja/obrade mesa, nego od samih prekursora prisutnih u
hrani. Pokazano je da se rostiljanjem hrane formira veci procenat HAA u odnosu na obradu mesa u
rerni 1 mikrotalasnoj peénici (Kizil i sar., 2011).

Metaboli¢ka aktivacija HAA se odvija najveéim delom u jetri pomoéu CYP1A2-zavisne N-
oksidacije egzociklicne amino grupe, $to dovodi do formiranja N-hidroksi HAA vrsta. Ovaj tip
oksidacije HAA moze biti katalizovan 1 enzimima CYP1A1 i CYPIB1 u ekstrahepati¢nim tkivima.
Naknadno acetilovanje ili sulfonovanje N-hidroksi HAA vrsta, pomocu acetiltransferaza (NAT) ili
sulfotransferaza (SULT), dovodi do stvaranja jako nestabilnih estara koji mogu da formiraju adukte sa
DNK molekulom. Sto se ti¢e detoksifikacije, N-hidroksi HAA vrste podlezu istoj pomoéu UDP-
glukuronil transferaze (UGT), ¢ime se formiraju stabilni glukuronidni konjugati, pri cemu je UGT1A1
katalitiki najaktivnija izoforma ovog enzima. Takode, N-hidroksi HAA vrste prolaze kroz
detoksifikaciju redukcijom nazad do maticnih amina, pomo¢u NADPH reduktaza. U sluc¢aju PhIP
mutagena, reaktivni N-acetoksi estar N-hidroksi PhIP vrste podleze detoksifikaciji redukcijom
reaktivnog intermedijera nazad do mati¢nog amina, pomocu glutation-S-transferaze (GST) kroz
redukciju, najverovatnije kroz formiranje nestabilnog glutation konjugata (Slika 3.). Glutation-S-
transferaza GSTAL je najaktivniji enzim u ovoj reakciji (King i sar., 2000; Turesky, 2007).

HO
CHs
N
PRal
N

N GSH/GSTA1

CYP1A1I1A2I /\ S NI>_ H .
NADPH Reductase 7N, O NH
NN 04 ¢ 1 A

N™ °N” "NH
CHs CHs N-Acetoxy-PhIP Chs HO 2
|\ N/>_NH CYP1A2 ﬁ"B_N,H NATs o + O
2 ———> N — s
N7 N CYPIA1,1B1 ~~\Z~N OH SULTs NN H Hon wH
| J N 9 de
il
UGT1AT
N-Suffonyloxy-PhiP

CHs cH
XN 3 CHj
= XN OH 1
II%N\ | )N Sl B
NZ N OH Y o fH | }—NK’ | NH
2 H " B N N/)\NH
HO HO 0 HO 2
o OH o

HO OH L
HON-PhIP-N3-GI HON-PhIP-N2-GI

Hon wH

dG-C8-PhIP

Slika 3. Glavni putevi metabolizma PhIP mutagena (preuzeto iz Turesky, 2007)
Bioaktivacija se deSava pomoc¢u CYPIAI1 enzima u jetri ili CYP1A2 i CYP1BI1 u ekstrahepaticnom tkivu. Esterifikacija
reaktivne vrste PhIP (HONH-PhIP) se deSava pomocu NAT ili SULT, ¢ime nastaju reaktivni intermedijeri koji mogu da
formiraju adukte sa dG u DNK, stvaraju¢i tako dG-C8-PhIP. Detoksifikacija se desava 4'-hidroksilacijom PhIP-a, odnosno
glukuronidacijom HNOH-PhIP pomoc¢u UGT1Al, ili redukcijom reaktivnih N-acetoksi-PhIP vrsta do mati¢énog amina,
pomoc¢u GSTAL.
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Formiranje HAA-DNK adukata se desava u reakciji izmedu esterifikovanih N-hidroksi HAA i
C-8 atoma dezoksiguanozina (dG), Sto dovodi do stvaranja dG-C8-HAA adukata, najverovatnije
posredstvom reaktivnog nitrenijum jona kao intermedijatora reakcije. U slucaju mutagena 1Q 1 8-
MelQx, adukti se mogu formirati i na N2 poziciji dezoksiguanozina, ukazujuéi na delokalizaciju
naelektrisanja nitrenijum jona (Slika 4.) (Turesky i Vouros, 2004).

Mutagenost i1 karcinogenost HAA se moze potisnuti primenom razli¢itih dijetetskih faktora.
Mnoge studije su pokazale da dodavanje prirodnih i veStackih antioksidanata hrani redukuju
mutagenost ili inhibiraju stvaranje HAA. Narocito se isticu blagotvorni efekti za¢ina koji su bogat izbor
antioksidativnih jedinjenja. Pokazano je na primer da ruzmarin, devicansko maslinovo ulje, ekstrakt
semena grozda, crni biber i mnogi drugi uspesno inhibiraju formiranje mutagena u hrani. Katehini iz
zelenog Caja su uspeSno inhibirali PhIP-indukovanu karcinogenezu mlecnih Zlezdi kod pacova.
Mariniranje je jo$ jedan nacin kojim se redukuje Stetna priroda ovih jedinjenja, obzirom da je pokazano
da je mariniranje piletine pre grilovanja doprinelo znacajnom smanjenju produkcije HAA, Sto se
objaSnjava prisustvom antioksidantnih jedinjenja u produktima primenjenim za mariniranje (Sugimora 1
sar., 2004; Kizil i sar., 2011).
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Slika 4. Mehanizam formiranja dG-C8 i dG-N? adukata 1Q mutagena (preuzeto iz Turesky, 2007)

1.2.2. UV zracenje kao izvor oStecenja na DNK molekulu

Ultraljubicasto (UV) zracenje ispoljava nekoliko korisnih zdravstvenih efekata, poput
formiranja vitamina D3; poznata je njegova primena u kombinaciji sa konvencionalnim lekovima u
lecenju oboljenja koZe kao Sto su psorijaza i vitiligo. Medutim, UV zraenje moze prouzrokovati
akutne i hroni¢ne Stetne efekte na kozi, Sto sledstveno moze rezultovati u razvoju razli¢itih maligniteta
koze. Rak koZe je trenutno jedan od najces¢ih tipova kancera kod ljudi. Incidenca raka koze koji
ukljucuje melanom, bazocelularni 1 skvamocelularni karcinom se i dalje povecava, §to se povezuje i1 sa
postepenom degradacijom ozonskog omotaca i povecanjem UV indeksa (Melnikova i Ananthaswamy,
2005). Sunceva svetlost se sastoji od kontinuiranog spektra elektromagnetnog zracenja koje obuhvata
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tri glavna dela (UV, infracrvena i vidljiva svetlost) razli¢itih talasnih duzina. Prema Medunarodnoj
komisiji za osvetljenje (eng. International Commission on Illumination, ICI) UV zracenje je u
zavisnosti od talasne duzine podeljeno na tri kategorije: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) i
UVC (100-280 nm). Ozonski omota¢ efikasno apsorbuje UV zracenje do 310 nm i samim tim sprecava
UVC i 95% UVB zracenja da dopru do zemljine povrSine. Medutim, UV A uopste nije apsorbovano, a i
usled sve znacajnijeg oSteCenja ozonskog omotaca, povecana koli¢ina UVB zracenja dospeva do
povrsine zemlje (Svobodova i sar., 2006).

UVA obuhvata viSe od 95% sun€evog zracenja koje stize do nas. U poredenju sa UVB, ovo
dugotalasno zracenje prodire duboko u epidermis i dermis koze, stimuliSu¢i produkciju melanina, koja
dovodi do tamnjenja koze. Intezivno izlaganje UVA zraCenju moze dovesti do oStecenja koze 1
preranog fotostarenja. UVA takode uzrokuje nekrozu endotelijalnih celija, oStecujuci tako krvne
sudove koze. UV A-indukovani odgovor u ¢elijama se uglavnom deSava indirektno, kroz oksidativne
procese inicirane endogenom fotosenzibilizacijom. Nakon izlaganja UVA zracenju dolazi do
produkcije ROS-a koji mogu ostetiti proteine, lipide, saharide. Dodatno, UVA dovodi do strukturnih
ostec¢enja DNK molekula i naruSava imunski sistem §to posledi¢no moze inicirati nastanak raka koze.
Oko 67% melanoma je upravo povezano sa intezivnim izlaganjem UVA zracenju (Svobodova i sar.,
2006; de Gruijl i Leun, 2000).

UVB zracenje je znatno genotoksi¢nije i oko 1000 puta jace u izazivanju opekotina koze u
odnosu na UVA zracenje. S druge strane, njegova mo¢ prodiranja je manja, tako da dospeva do
epidermalnog bazalnog dela koze. Uglavnom dovodi do direktnih oSteenja na DNK molekulu
(formiranjem ciklobutan-pirimidin dimera (CPD) i pirimidin-pirimidon (6-4) fotoprodukata [(6-4)-PP)]
1 proteina (interakcijom sa aromati¢nim amino kiselinama). UVB zracenje moze indukovati i indirektna
ostecenja makromolekula, dovode¢i do produkcije ROS-a i smanjujuéi nivo antioksidanata koze.
Raznovrsni direktni 1 indirektni efekti UVB zracenja mogu dovesti do fotostarenja i fotokarcinogeneze
(de Gruijl i Leun, 2000).

UVC zracenje poseduju najvecu energiju i potencijal da dovede do bioloSkih ostecenja svih
zivotnih formi, ¢ak 1 prilikom kratkog perioda izlaganja. Veoma je mutageno i toksi¢no 1 apsorbovano
je od strane proteina i nukleinskih kiselina izazivaju¢i direktna oSte¢enja poput UVB zraCenja. Sre¢om,
UVC biva potpuno apsorbovano u zemljinoj stratosferi, gde se energija UVC zracenja koristi kako bi se
formirao ozon od molekularnog kiseonika (Hussein, 2005). Medutim, upravo ¢injenica da je njegov
potencijal izazivanja bioloSkih oSte¢enja najveci, te da se ostvaruje kroz direktno delovanje na molekul
DNK (formiranje CPD i (6-4)-PP) ali i produkciju ROS, ¢ini ga dobrim eksperimentalnim modelom za
proucavanje UV-protektivnog delovanja bio-aktivnih supstanci, §to je iskori§¢eno od strane brojnih
autora (Zhang i sar., 1997; Pfeifer i sar., 2005).

1.2.2.1. Mehanizmi UV-indukovanih oste¢enja

Da bi ispoljili svoje bioloske efekte, UV fotoni se moraju preneti kroz slojeve koze i
apsorbovati od strane celijskih molekula (hromofora), Sto pokre¢e seriju bioloskih reakcija. UV
zraCenje indukuje ostecenja kroz dva mehanizma. Prvi podrazumeva direktnu apsorpciju UV fotona od
strane nukleinskih kiselina, §to moze dovesti do foto-indukovanih reakcija. Ovaj tip oStecenja je tipi¢an
za pirimidinske DNK baze. Drugi mehanizam je indirektan i podrazumeva fotosenzibilizacione procese
u kojima endogeni i egzogeni senzibilizatori apsorbuju UV svetlost (Pattison i Davies, 2006).
Apsorpicijom energije fotona menja se distribucija elektrona u hromoforama/fotosenzibilizatorima i
stvara se pobudeno stanja elektrona.

Celijsko osteéenje preko pobudenog fotosenzibilizatora se moze desiti kroz dva glavna puta,
oznacena kao tip I 1 tip II, Sto zavisi od hemijskih karakteristika fotosenzibilizatora. Tip I mehanizam
podrazumeva prenos elektrona direktnom interakcijom izmedu pobudenog fotosenzibilizatora i drugih
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biomolekula, rezultuju¢i u formiranju slobodnih radikala. Ovaj mehanizam ne zahteva prisustvo
kiseonika za indukciju oSte¢enja molekula. Mehanizam tipa II ukljucuje transfer elektrona sa
pobudenog fotosenzibilizatora na molekularni kiseonik §to dovodi do produkcije ROS-a. Uglavnom se
generiSe singletni kiseonik, pobudena forma kiseonika koja je veoma jak oksidant sa dugim
poluzivotom. Rede, moze se formirati i superoksidni anjon, pracen dismutacijom u vodonik peroksid.
Vodonik peroksid ne izaziva oSteCenje sam po sebi, ali u prisustvu metalnih katjona dolazi do
formiranja hidroksil radikala putem Fenton-ove reakcije. ROS interakcije sa biomolekulima izazivaju
finalne bioloske odgovore. Pored ROS, nakon izlaganja UV zraCenju mogu se formirati i reaktivne
vrste azota (eng. Reactive Nitrogen Species, RNS) kao $to su azot oksid i azot dioksid (Svobodova i
sar., 2006).

Treba imati na umu da su ROS prirodni i nerazdvojni deo metabolizma. U kozi se konstantno
formiraju u keratinocitama i fibroblastima i isto tako bivaju brzo uklonjeni neenzimskim (askorbinska
kiselina, tokoferol, glutation) i enzimskim (katalaza, superoksid dismutaza, tiredoksin redukataza,
glutation peroksidaza, glutation reduktaza) antioksidantima koji odrzavaju
prooksidativnu/antioksidativnu ravnotezu. Medutim, prevelika produkcija ROS usled reakcije UV
fotona i endogenih fotosenzibilizatora u kozi mozZe nadvladati mehanizme antioksidativne zaStite i
posledi¢no dovesti do disbalansa i oksidativnog stresa (Afaq i Mukhtar, 2002). UVA zracenje ispoljava
jaci uticaj na oksidativni stres u odnosu na UVB, usled produkcije ROS/RNS koji oStecuju DNK,
proteine i lipide i dovode do troSenja NADH, $to posledicno uzrokuje gubitak energije iz celija.
ROS/RNS izazivaju razli¢ite oskidativne DNK lezije koje igraju bitnu ulogu u inicijaciji
karcinogeneze. Najces¢e dovode do nastanka jednolancanih prekida, formiranja unakrsnih veza izmedu
DNK i proteina, kao i do alteracije DNK baza. Usled slabog jonizacionog potencijala, guanin je
osetljivos¢u citozina i timina (Slika 5.). Najprisutniji tip modifikovanog guanina je 8-0kso-
dezoksiguanin, karakteristicna mutagena lezija koja dovodi do GC—TA transverzija, sparivanjem sa
adeninom umesto sa citozinom tokom replikacije (Skarupova i sar., 2020).
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Slika 5. Glavne DNK lezije izazvane oksidativnim oste¢enjima (preuzeto iz Svobodovd i sar., 2006)
dR-dezoksiriboza
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Nukleinske kiseline su najosetljivije na UVB zrafenje, a samim tim i najodgovornije za
pokretanje UV-indukovanih bioloskih odgovora nakon insolacije. Medutim, aromati¢ne amino kiseline
proteina u stratum korneumu, koji predstavlja najperiferniji sloj koze, apsorbuju znatnu koli¢inu UVB
zraenja pre nego S§to ono dospe do nukleinskih kiselina vijabilnih ¢elija (Hussein, 2005).
Eksperimentalno je dokazano da UVB izaziva oStecenja na DNK molekulu najcesée formiranjem
dimernih fotoprodukata (CPD, (6-4)-PP) izmedu susednih pirimidina istog lanca (Slika 6.). Nakon
izlaganja UVB, ali u maloj meri i UVA zracenju, (6-4)-PP se lako konvertuju u Dewor-ove izomere
koji su umereno fotoaktivni, ali se mogu nakon izlaganja kratkotalasnom UV zrafenju konvertovati
nazad u (6-4)-PP. Pogresna reparacija ovih lezija vodi nastanku mutacija u epidermalnim ¢elijama, $to
posledi¢no moze uzrokovati malignu transformaciju Celije. Pokazano je da medu CPD, timin-citozin i
citozin-citozin dimeri ispoljavaju najja¢i mutageni potencijal, obzirom da se TC—TT i CC—TT
mutacije Cesto mogu naci u p53 genu UV-indukovanih kancerskih ¢elija (Ichihashi i sar., 2003).
Dodatno, (6-4)-PP se efikasnije repariraju u odnosu na CPD, zbog ¢ega se smatra da CPD doprinose u
velikoj meri mutacijama kod sisara (Matsumura i Ananthaswamy, 2004). UV zracenje moze da izazove
i ostecenje RNK molekula, $to dovodi do strukturnih promena u eksprimiranim genima i do produkcije
nefunkcionalnih proteina. Dodatno, blokada transkripcije RNK molekula koja se desava usled
formiranja DNK fotoprodukata indukuje aktivaciju p53 proteina koji dovodi do apoptoze ozracenih
keratinocita (Trautinger, 2001).
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Slika 6. Formiranje pirimidinskh dimera izmedu susednih pirimidina istog lanca (A), (6-4)-
fotoprodukata i Dewar-ovih izomera (B) nakon apsorpcije UV fotona (preuzeto iz Svobodova i sar.,
2006)
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Jedan od pristupa u zastiti ljudskog zdravlja od Stetnih efekata UV zraCenja je upotreba
fotoprotektivnih agenasa. Poslednjih godina jedinjenja prirodnog porekla su zadobila zna¢ajnu paznju i
interesovanje kao potencijalne protektivne komponente. Vitamini C i E i B-karoten se inkorporiraju u
mnoge proizvode za negu koze i preparate za suncanje. Drugi pristup se zasniva na antioksidativnim
svojstvima fenolnih/polifenolnih jedinjenja, s obzirom da se ova jedinjenja mogu Koristiti u ishrani
ljudi ili kao dodaci mnogim preparatima za topikalnu aplikaciju (Svobodova i sar., 2003).

1.3. Protektivna uloga antioksidanata

Slobodni radikali se definiSu kao molekulske vrste sposobne da postoje nezavisno sa jednim ili
viSe nesparenih elektrona. Mnogi radikali su nestabilni i jako reaktivni. U zivim sistemima dominantna
forma slobodnih radikala pripada grupi ROS. Najces¢e ROS su superoksid anjon (O27 ), peroksid,
hidroksil radikal (OHe), hidroksil jon i singletni kiseonik (1O2). U bioloskim sistemima, ROS dodaju
elektron (oksiduju) druge molekule u blizini, oslobadaju¢i tako dodatno energiju i1 vracaju¢i se u
stabilno stanje (Lobo i sar., 2010). Ukoliko ROS nisu uklonjeni delovanjem antioksidanata, reakcije
oksidacije se lan¢ano nastavljaju, $to posledi¢no dovodi do Stetnih posledica. Znac¢ajan izvor endogenih
ROS proizilazi od nusprodukata oksidativnog metabolizma u mitohondrijama, gde se adenozin trifosfat
(ATP) generiSe iz glukoze. Kao sporedna reakcija molekularni kiseonik se konvertuje u Oz koji se
dalje prevodi u vodonik peroksid spontano ili dejstvom superoksid dismutaze. VVodonik peroksid je
klju¢ni agens u Fentonovoj reakciji, do koje dolazi lako u prisustvu metalnih katalizatora (gvozde ili
bakar) §to dovodi do produkcije OHe, jednog od najnestabilnijih radikala. Do egzogene produkcije
ROS-a uglavnom dolazi usled delovanja spoljasnjih faktora poput UV zracenja, razli¢itih zagadivaca,
tj. ksenobiotika (Chen i sar., 2012). Usled naruSavanja ravnoteze izmedu stvaranja slobodnih radikala i
antioksidativnih mehanizama zastite dolazi do oksidativnog stresa koji je povezan sa Sirokim spektrom
oStecenja lipida, proteina, DNK molekula (McCord, 2000).

Antioksidanti predstavljaju stabilne molekule koji mogu da doniraju elektron slobodnom
radikalu 1 neutraliSu ga, redukujuci tako njegov kapacitet da dovede do oSte¢enja biomakromolekula.
Antioksidanti ostvaruju svoje efekte kroz spreCavanje produkcije slobodnih radikala, direktnim
uklanjanjem produkovanih slobodnih radikala, helacijom jona metala, regulacijom genske ekspresije,
Sto posledi¢no vodi modulaciji aktivnosti reparacionih mehanizama i enzima antioksidativne zastite.
Celije se stite od oksidativnog stresa enzimskim i neenzimskim komponentama mehanizama
antioksidativne zastite. Medu enzimskim antioksidantima isti¢u se superoksid dismutaza koja katalizuje
razgradnju superoksid anjona na kiseonik i vodonik peroksid. Zatim, u skoro svim organizmima
izloZzenim Kiseoniku prisutan je enzim katalaza, koji katalizuje razgradnju vodonik peroksida na
kiseonik 1 vodu. Znacajnu ulogu enzimskih antioksidanata imaju i glutation peroksidaza, glutation
reduktaza i glutation-S-transferaza koji su narocito prisutni u jetri i imaju i ulogu u detoksifikaciji
ksenobiotika. S druge strane, u neenzimske antioksidante spadaju askorbinska kiselina (vitamin C), a-
tokoferol (vitamin E), melanin, mokra¢na kiselina, glutation. Glutation se smatra centralnim
antioksidantom odgovornim za prvu liniju odbranu od ROS-a. Glutation je tripeptid i sastoji se od
glutaminske kiseline, cisteina i glicina, a antioksidativna svojstva poseduje zahvaljujuéi tiol grupi
cisteina. Glutation zajedno sa glutation peroksidazom otklanja intracelularni vodonik peroksid, Stite¢i
tako Celije od oksidativnih oSte¢enja. Prilikom ovog procesa redukovana forma glutationa (GSH) se
konvertuje do oksidovane forme (GSSG). Zatim glutation reduktaza redukuje GSSG do GSH
koris¢enjem NADPH kao donora elektrona, ¢ime se popunjava GSH ,,pool .

U odnosu na svoje poreklo, razli¢iti antioksidanti, poput katalaze, superoksid dismutaze,
glutationa i mokra¢ne kiseline se mogu sintetisati in vivo, dok se drugi uglavnom unose hranom ili
dijetetskim suplementima bogatim polifenolima. Pokazano je da postoji obrnuta proporcionalnost
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izmedu unosa hrane bogate antioksidantima i medicinskog bilja sa ucestaloS¢u pojave bolesti
povezanih sa oksidativnim stresom kod ljudi (Miti¢ i sar., 2001).

1.4. Biljke kao izvor bioloski aktivnih komponenti

Vekovima unazad biljke su koriS¢ene kao izvor bioaktivnih jedinjenja i upotrebljivane u leCenju
razli¢itih zdravstvenih problema kod ljudi. Pored Kine, iz koje datiraju najstariji pisani dokazi o
upotrebi biljaka u medicinske svrhe, Indija je takode poznata po svojim tradicionalnim medicinskim
sistemima. Jedan od njih, koji se razvijao izmedu 2500-500 godine pre nove ere je oznacen kao
LwAjurveda®, ¢ije ime znaci ,,nauka zivota®, odnosno ,,nauka o dugovecnosti“ (Pandey i sar., 2013).
Razvoj fitomedicine u Evropi je krenuo dosta kasnije, najpre u antickoj Grékoj, pri ¢emu se Hipokrat
smata ocem fitoterapije, jer je njegovo delo ,,Corpus Hippocratium®, objavljeno nakon njegove smrti,
sadrzalo informacije o blagotvornom dejstvu vise od 400 biljaka (Antolak i Kregiel, 2017).

Polje primene farmakoloskih lekova koje mi poznajemo danas se zasniva na istorijskom
koriS¢enju biljaka. Znacajni izvori o koriS¢enju biljaka kroz vekove poti¢u od mnogih drevnih i
sredjevekovnih tekstova istrazivaca koji su imali kombinovano interesovanje za botaniku i medicinu.
Stec¢eno etnofarmakoloSko znanje autohtonih naroda razlic¢itih regiona sveta se i danas koristi u potrazi
za novim lekovima. Od davnina se zna da fitojedinjenja Stite biljke od virusa, bakterija, gljiva,
herbivora i drugih opasnosti, medutim danas se zna da su i neophodna za zastitu ljudi od razli¢itih
bolesti. Metoboliti koje sintetiSu biljke se mogu podeliti na primarne i sekundarne. Prva grupa
jedinjenja je neophodna za rast i razvoj i obuhvata ugljene hidrate, proteine, lipide i nukleinske
kiseline. S druge strane, sekundarni metaboliti se definiSu kao jedinjenja koja pomazu biljci u
prezivljavanju i prevazilazenju promena sredine u kojoj se nalazi. Upravo su sekundarni metaboliti
odgovorni za medicinska svojstva i lekovitost biljaka.

Grubo, sekundarni metaboliti se mogu podeliti na terpene, alkaloide i fenolna jedinjenja
(Croteau i sar., 2000; Antolak i Kregiel, 2017). Fenolna jedinjena su §iroko rasprostranjena, vazna
grupa jedinjenja kod biljaka. Ova grupa jedinjenja sadrzi oko 8000 strukturno razli¢itih komponenti
koje se uglavnom mogu naci u plodovima, cvecu i listovima biljaka. Fenoli obuhvataju nekoliko
kategorija ukljucuju¢i fenolne kiseline i njihove derivate, flavonoide, tanine, stilbene, lignane,
kumarine i druga jedinjenja, klasifikovana na osnovu broja fenolnih prstenova i strukturnih elemanata
koji povezuju ove prstenove. Biosinteza mono- i polifenolnih jedinjenja podrazumeva ugljene hidrate
kao prekursore i odvija se fenilpropanoidnim i flavonoidnim putevima, kao i putem Sikimske kiseline.
Neki od najznacajnijih fenola koji pripadaju grupi flavonoida jesu katehin, epikatehin, kvercetin, rutin i
drugi, koji se mogu naci u Sirokom spektru voca, povrcéa, ¢ajeva, zafina. Pokazano je da se ovi
flavonoidi karakteriSu mnogobrojnim bioloskim aktivnostima, pre svega znaCajan je njihov
antioksidativni, antimikrobni, hepatoprotektivni, antigenotoksi¢ni potencijal (Ramos i sar., 2008;
Bacanli i sar., 2015; Antolak i Kregiel, 2017). Sledec¢a klasa jedinjenja koja se Cesto moze naéi u
biljkama jesu alkaloidi. To su cikli¢na jedinjenja koja sadrze azot, ispoljavaju alkalni pH i javljaju se
kod oko 14-20% biljnih vrsta. Uglavnom se koriste u farmakologiji i terapiji razli¢itih bolesti jer
ispoljavaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti: anti-inflamotornu, antivirusnu, antitumorsku,
antibakterijsku, antimalarijsku, anitmutagenu itd. (Moura i sar., 2007). Terpeni ili terpenoidi
predstavljaju najraznovrsniju klasu sekundarnih metabolita koja broji oko 40000 razli¢itih jedinjenja
(neka medu njima sadrze i1 fenolni prsten, pa se svrstavaju i u gornju grupu). Najpoznatija grupa
jedinjenja koja pripadaju terpenima jesu karoteni i oksikarotenoidi, koji se mogu naci u razli¢itom vocu
i povréu dajuéi im karakteristicnu Zutu, narandzastu ili crvenu boju. Pokazano je da terpeni, pre svega
etarska ulja, ispoljavaju razli¢ite bioloske funkcije poput antitumorske, antibakterijske, anti-
inflamatorne, antigenotoksi¢ne (Antolak i Kregiel, 2017; Aprotosoaie i sar., 2019).
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1.4.1. Biljke kao izvor antimikrobnih jedinjenja

lako otkri¢e antibiotika i njihovo uvodenje u klini¢ku praksu predstavlja jedno od
najistaknutijih doprinosa u leCenju zaraznih bolesti, njihova nekontrolisana i neprimerena upotreba
doprinosi Sirenju mehanizama rezistencije medu bakterijama, o ¢emu je bilo re¢i u poglavlju 1.1.1. Iz
tog razloga neophodno je preduzeti korake za smanjenje antibiotske rezistencije, a tome doprinosi i
pronalazak novih antimikrobnih agenasa sa baktericidnim dejstvom i sa sposobno$¢u moduliranja
bitnih faktora virulencije bakterija (Slobodnikova i sar., 2016). Upravo biljke predstavljaju neiscrpan
izvor novih potencijalnih antimikrobnih agenasa, pre svega njihovi sekundarni metaboliti.

Pokazano je da fenoli poreklom od biljaka mogu inhibirati rast mnogih mikroorganizama,
ukljucujuéi i patogene hrane, kao i klinicki vazne bakterije, gljive i protozoe (Daglia, 2012). Postojanje
razlika u strukturi i hemijskom sastavu medu fenolnim jedinjenjima im omoguéava da ostvaruju
antimikrobne aktivnosti posredstvom razli¢itih mehanizama, poput povecanja permeabilnosti i
destabilizacije ¢elijske membrane, ili inhibicije ¢elijskih enzima. Stavise, mehanizmi delovanja biljnih
fenola se neretko razlikuju od mehanizama konvencionalno koris¢enih antibiotika, $to ih cini
efektivnim u borbi protiv rezistentnih mikroorganizama (Goérniak i sar., 2019). Ekstrakti razli¢itog
voca, poput grozda i jabuka, kao i mnogih medicinskih i zacinskih biljaka, se istrazuju zbog svojih
potencijalnih antimikrobnih aktivnosti. U jednoj od pilot studija na primer, ispitan je antibakterijski
efekat ekstrakta grozda prema 14 odabranih patogena hrane i uzroénika kvarenja hrane (Ozkan i sar.,
2004), pri ¢emu je pokazan bakteriostatski efekat prema E. coli O157:H7 i S. aureus. Ekstrakti semena
grozda su takode bili efikasni u suzbijanju rasta bakterija povezanih sa hranom kao $to su L.
monocytogenes, Bacillus spp., Pseudomonas aueruginosa, Campylobacter spp. (Jayaprakasha i sar.,
2003). Dalje, brojne studije su radene u cilju koris¢enja fenolnih jedinjenja kao prirodnih konzervanasa
u hrani. Na primer, rad Sagdic i sar. (2011) se fokusira na in situ ispitivanje antimikrobnog efekta
ekstrakta grozda u govedim burgerima. Uzorci pet razliCitih ekstrakata su dodati u govede burgere i
uspesno su inhibirali rast patogenih bakterija poput Salmonella spp., S. aureus, kao i plesni i kvasaca.
Eksperimenti Hayrapetyan i sar. (2012) su pokazali da ekstrakt nara bogat flavonoidima inhibira rast L.
monocytogenes u mesnim pastetama na temperaturi od 4°C. Pored poznatih mehanizama delovanja
fenolnih komponenti koji ukljucuju suzbijanje faktora virulencije, menjanje fluidnosti membrane,
inihibiciju sinteze nukleinskih kiselina, bitno je naglasiti da ova jedinjenja imaju sposobnost
sinergistickog delovanja sa antibioticima, povecavajuci tako njihovu efektivnost, a ujedno 1 smanjujuci
terapeutske doze antibiotskih lekova (Gorniak i sar., 2019).

Prisustvo i broj hidroksilnih grupa kod fenolnih jedinjenja su odgovorni za njihova
antioksidativna svojstva, a promena pozicija grupe moze dosta uticati na njihovu antimikrobnu
aktivnost 1 interakciju sa strukturom c¢elijske membrane. Na primer, u slucaju karvakrola, smatra se da
su prisustvo hidroksilne grupe i delokalizacija elektrona odgovorni za destabilizaciju membrane, §to za
posledicu ima smrt ¢elija B. cereus (Ultee i sar., 2002). Odredeni fenoli i esktrakti bogati fenolima
mogu ispoljiti antibiofilm i anti-QS (quorum sensing) aktivnosti. Obzirom da je QS mehanizam koji
reguliSe formiranje biofilma i1 produkciju toksina kod patogenih bakterija, bitno je pronaci supstance
koje ispoljavaju anti-QS potencijal. U studiji koju su sproveli Vattem i sar. (2007) ispitana je anti-QS
aktivnost ekstrakata voca i zacina bogatih fenolima, koriS¢enjem soja Chromobacterium violaceum
CVO026/CV 31532 koji produkuje ljubicasti pigment violacein. Sinteza ovog pigmenta je pod
regulacijom QS-a i odvija se posredstvom acil-homoserin lakton (AHL) autoinducera. Od ispitivanih
biljaka, ekstrakti maline, grozda i borovnice su ispoljili znacajnu inhibiciju aktivnosti AHL
autoinducera, posledi¢no inhibirajuéi QS.

Tanini predstavljaju jednu od najvec¢ih grupa biljnih polifenola i pokazano je da poseduju
antibakterijsku aktivnost i prema gram pozitivnim i prema gram negativnim bakterijama. Na primer,
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katehini su sposobni da prodiru u membranu i interaguju sa lipidnim dvoslojem, kao i da dovedu do
fuzije slojeva membrane, $to vodi ,,curenju® ¢elijskog sadrzaja (Taylor i sar., 2005). Pokazano je i da
epigalokatehin galat poseduje razliCite antibakterijske aktivnosti, ukljucujué¢i ogranicavanje
bakterijskog rasta i invazivnih sposobnosti, kao 1 ispoljavanje sinergistickog dejstva sa odredenim
antibioticima. Dodatno, sub-inhibitorne koncentracije ovog katehina su uspe$no preokrenule
rezistenciju na tetraciklin (re-senzibilisale rezistentne sojeve) kod stafilokoka, inhibicijom tetraciklin
efluks pumpe (Roccaro i sar., 2004). Metanolni ekstrakt nara, bogat elaginskom kiselinom, je uspesno
inhibirao formiranje biofilma S. aureus, meticilin-rezistentnog S. aureus i E. coli, najverovatnije usled
izazivanja oStecenja celijske membrane (Bakkiyaraj i sar., 2013).

Jo$ jedna Siroko rasprostranjena grupa fenolnih jedinjenja sa antimikrobnom aktivnoscéu jesu
flavonoidi, koji Stite biljke od razli¢itih biotickih i abiotickih stresora. Flavonoidi ispoljavaju svoje
antibakterijske aktivnosti inhibicijom sinteze nukleinskih kiselina, oSte¢enjem celijske membrane 1
inhibicijom energetskog metabolizma (Slobodnikova i sar., 2016). Pored toga, pokazano je da poseduju
i antibiofilm aktivnosti. Poznato je da crveno vino pored taninske kiseline i trans-resveratrola sadrzi i
mnoge druge flavonoide, poput Kkvercetina, apigenina, luteolina, kao i njihove derivate. Ove
komponente crvenog vina ispoljavaju visoku efikasnost u inhibiciji formiranja biofilma S. aureus, pri
¢emu se kvercetin izdvaja kao najaktivniji flavonoid (Cho i sar., 2015). Dalje, flavonoid morin je u in
Vivo i in vitro uslovima inhibirao formiranje biofilma i redukovao virulenciju jednog od vodecih
patogena hrane, L. monocytogenes (Sivaranjani i sar., 2016). Pokazano je i da rutin pospeSuje
antibakterijsku aktivnost drugih flavonoida, poput kvercetina i morina, ispoljavajuc¢i tako jacu
inhibitornu aktivnost prema B. cereus i S. Enteritidis (Arima i sar., 2002).

1.4.2. Biljke kao izvor antigenotoksi¢nih jedinjenja

Genotoksini, bilo da su fizickog, hemijskog ili bioloskog porekla, mogu biti ukljuceni u
patogenezu mnogih hroni¢nih bolesti kod ljudi, ukljucuju¢i neurodegenerativne, kardiovaskularne
bolesti, artritis, kancer, hroni¢nu inflamaciju 1 druge. Poslednjih godina, istrazivadi su uspeli da
pronadu jedinjenja koja deluju kao antigenotoksi¢na, redukujuci Stetne posledice izazvane
genotoksinima. Najvec¢i deo ovih protektivnih komponenti se upravo moze na¢i medu biljkama, kako
jestivim, tako i onim koje se koriste u tradicionalnoj medicini. Predlozeno je da je upotreba supstanci
koje ispoljavaju antimutageni i antikarcinogeni potencijal u svakodnevnom Zivotu najbolji naéin
prevencije kancera i genetickih oboljenja (Ferguson, 1994). Veliki broj studija ukazuje na postojanje
antigenotoksi¢nog potencijala voca, povréa, cajeva 1 njihovih pojedinacnih bioloski aktivnih
komponenti (Vukovi¢-Gaci¢ i sar., 2006a; Izquierdo-Vega i sar., 2017; Lopez-Romero i sar., 2018).

Kada je u pitanju genoprotektivna aktivnost povrca, zabelezeno je da brokoli u razli¢itim in vivo
i in vitro studijama ispoljava antimutagenu aktivnost i uspe$no redukuje ucestalost hromozomskih
aberacija, mikronukleusa, kao i jedno- i dvolanacanih prekida na DNK molekulu, izazvanih
delovanjem BJ[a]p, aflatoksina B1, mitomicina C, ali i HAA, poput 1Q, PhIP i MelQx (L6pez-Romero i
sar., 2018). Pokazano je takode i da je visok unos paradajza koji je bogat antioksidantom likopenom
povezan sa smanjenem rizika od kancera prostate (Giovannucci, 1999). Dalje, antigenotoksi¢na
aktivnost nara i njegovih aktivnih komponenti je po prvi put ispitana u studiji Alekperov (2002), gde je
pokazano da uspe$no redukuje hromozomske aberacije izazvane delovanjem X-zraka, N-metil
nitrozouree 1 ciklofosfamida. Dodatno, genoprotektivna uloga ekstrakta nara je potvrdena u istrazivanju
Sanchez-Lamar i sar. (2005), u kome je ekstrakt pokazao jak antioksidativni efekat i snizio stopu
razmene sestrinskih hromatida uzrokovane vodonik peroksidom. Dalje, razliCite studije su pokazale da
grejpfrut i njegove aktivne komponente naringin i naringenin predstavljaju potencijalne
antigenotoksic¢ne agense. Rezultati ovih istraZivanja sugeriSu da grejpfrut moze redukovati prekide na
DNK molekulu, razmenu sestrinskih hromatida, hromozomske aberacije izazvane delovanjem 1Q
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mutagena, B[a]p, vodonik peroksida, X-zraka (Izquierdo-Vega i sar., 2017). Primeceno je da unos soka
od grejpfruta kao 1 njegovih komponenti znacajno suprimira aflatoksin B1-indukovanu genotoksi¢nost
u ¢elijama jetre pacova, inhibicijom enzima P450 (Miyata i sar., 2004). Najveci broj studija, kada je rec¢
o genoprotektivnoj ulozi voca, se odnosi na ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta manga i njegovih
konstituenata. Pokazano je da ekstrakt manga redukuje B[a]p-indukovanu klastogenost u ¢elijama
kostane srzi miSeva, smanjujuci incidencu mikronukleusa 1 povecavaju¢i mitoticki indeks (Prasad i sar.,
2008). Dodatno, studije su pokazale da ekstrakt manga nije citotoksian niti genotoksican, ve¢ da
poseduje antiapoptotsko i radioprotektivno dejstvo i da svoje genoprotektivno delovanje ispoljava
zahvaljuju¢i dobroj antioksidativnoj aktivnosti i sposobnosti inhibicije CYP enzima (Izquierdo-Vega i
sar., 2017). Generalno gledano, biljke predstavljaju zaista impresivan izvor mnogih antioksidanata
poput flavonoida, karotenoida, etarskih ulja i njihovih terpenskih komponenti, folne kiseline,
askorbinske kiseline, tokoferola. Jaka antioksidativna aktivnost je zabeleZzena za bobicasto voce,
citruse, suve §ljive, maslinovo ulje, spana¢, krompir itd. (Veskoukis i sar., 2012), kao i za vitamine E i
C (Nikoli¢ i sar., 2004; 2006) i za etarsko ulje bosiljka (Beri¢ i sar., 2008).

Zabelezena su i1 genoprotektivna svojsta raznovrsnih ¢ajeva bogatih polifenolima. Na primer,
¢aj od kamilice je najeS¢e konzumiran ¢aj, koji je inace bogat mnogobrojnim bioloski aktivnim
konstituentima, ali njegova najviSe izuCavana fitojedinjenja u smislu antigenotoksi¢nosti jesu o-
bisabolol i apigenin. Istrazivanje Gomes-Carneiro i sar. (2005) je pokazalo da a-bisabolol ispoljava
antimutageni potencijal in vitro na bakterijskom test modelu, i to prema velikom broju direktnih i
indirektnih mutagena, ukljucuju¢i 4NQO, B[a]p, aflatoksin B1 i dr. Takode, antigenotoksi¢nost a-
bisabolola i apigenina protiv vodonik peroksid-indukovanih oSte¢enja je demonstrirana na modelu
Drosophila melanogaster, istovremeno sugerisu¢i da antioksidativnost ovih fenola moze biti delimi¢no
odgovorna za uocenu aktivnost (Anter i sar., 2011). Velika paznja istrazivaca je usmerena i na
polifenole prisutne u zelenom i crnom ¢aju 1 semenima grozda. Najzastupljeniji polifenoli u zelenom
Caju su galokatehin, epigalokatehin i epigalokatehin-3-galat (EGKG). Studije su pokazale da EGKG
uspesno inhibira UVB-indukovano oslobadanje hidrogen peroksida u keratinocitama, redukujuéi tako
oStecenja nastala zraCenjem. Na zivotinjskim modelima, oralna primena polifenola iz ¢aja dovela je do
zaStite od UVB-indukovane inflamacije 1 karcinogeneze. Dugotrajno hranjenje miSeva polifenolima, a
zatim izlaganje UV zracenju je rezultovalo u blokadi edema, spreCavanju troSenja endogenih
antioksidanata koze i inhibiciji ekspresije inflamacionog markera ciklooksigenaze-2 (COX-2). Semena
grozda su takode veoma bogata polifenolima, medu njima upravo je resveratrol odgovoran za
mnogobrojne bioloske funkcije ovih komponenti. Pokazano je da resveratrol utiSava UVA-indukovani
oksidativni stres, snizavajuci ekspresiju Keapl proteina, samim tim omogucavajuci ekspresiju Nrf2
faktora odgovornog za regulaciju brojnih antioksidativnih enzima. Uz to, pokazano je da redukuje
Stetne posledice UVB zracenja in vivo na miSevima, inhibirajuci inflamaciju i sprecavajuci lipidnu
peroksidaciju (Dunaway i sar., 2018). Dodatno, primenom brojnih testova na prokariotskim i
eukariotskim ¢elijama pokazana je 1 antigenotoksi¢nost etarskih ulja zalfije 1 bosiljka, kao 1 njthovih
razliCitih  frakcija 1 Cistih supstanci, u odnosu na UV zrafenje (KneZevi¢-Vukeevi¢ 1 sar, 2005;
Vukovi¢-Gacic i sar., 2006a; 2006b; Stanojevic i sar., 2008).

1.5. Opste odlike roda Gentiana

Rod Gentiana (familija Gentianaceae) broji preko 400 vrsta, uglavnom rasprostranjenih u
Jugoisto¢noj Aziji, Evropi i Severnoj Americi. Pojedine vrste ovog roda se koriste u narodnoj medicini
jos od davnina. Na primer, tradicionalni kineski lekovi ,,Longdan* i ,,Qinjiao* dobijeni od biljaka roda
Gentiana se koriste ve¢ 2000 godina kao hepatoprotektivni i anti-inflamatorni agensi. Rod je dobio ime
po ilirskom kralju Genciju koji je smatrao da je koren lincure delotvoran u le¢enju kuge jos 167. godine
pre nove ere (Mirzaee i sar., 2017). Zbog svojih izvanrednih medicinskih svojstava, biljke ovog roda su
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tema mnogih fitohemijskih istrazivanja u farmakologiji od 1960-ih. Fitohemijske analize razli¢itih
delova biljaka roda Gentiana su uglavnom fokusirane na koren i rizom, ali postoje i studije koje se
bave ispitivanjem farmakoloskih aktivnosti nadzemnih delova, pre svega listova i cvetova (Pan i sar.,
2016). Vise od 600 sekundarnih metabolita je izolovano iz biljaka ovog roda i pokazano je da su bogate
iridoidima, ksantonima i flavonoidima. Neka od ovih jedinjenja poseduju izuzetne bioloske aktivnosti
poput antimikrobne, antioksidativne, hepatoprotektivne, anti-inflamatorne, radioprotektivne, kao i
sposobnosti stimulacije DNK reparacije. Iridoidi predstavljaju veliku grupu ciklopenta[c]piran
monoterpenoida koji ispoljavaju mnogobrojne farmakoloSke aktivnosti. Fitohemijske analize su
pokazale da su biljke ovog roda bogate iridoidima i sekoiridoidima, poput loganske kiseline,
genciopikrozida, sverozida, svertiamarina, amarogentina. Kao glavne komponente vrsta Gentiana roda,
smatra se da su iridoidi povezani sa njihovim hepatoprotektivnim potencijalom (Jiang i sar., 2005).
Dodatno, iridoidna jedinjenja podsticu lucenje zeludacnog soka i olakSavaju proces varenja. Ksantoni,
¢esti medu biljkama ovog roda, su dibenzo-y-piron heterocikli¢na jedinjenja koja se mogu na¢i u formi
mono- ili polimetil etara ili u formi glikozida. Do sada je opisano oko 50 ksantona izolovanih iz G.
dinarica Beck, G. lutea L., G. kochiana Acaulis, G. tizuensis Franchet i G. utriculosa L. Pokazano je
da su nadzemni delovi biljaka roda Gentiana bogatiji ksantonima, medu kojima se isti¢u izogentizin,
gentizin, mangiferin itd. Sto se ti¢e flavonoida, medu biljkama ovog roda najzastupljeniji su flavoni
kao $to su homoorientin, izoviteksin 1 njihovi derivati, koji se isti€u pre svega po antioksidativnim 1i
anti-inflamatornim aktivnostima (Jiang i sar., 2020).

1.5.1. Gentiana lutea — opSte karakteristike

Gentiana lutea, u nasem narodu je najpoznatija kao lincura, ali se u pojedinim krajevima
lokalno oznacava i kao gore€, zelje od srca/trava od srca, vladisavka, licijan, raven itd. (Tucakov,
1996). Ovo je planinska biljka koja raste na nadmorskim visinama od 800-2500 metara i najcesce se
moZe nac¢i na travnatim pasnjacima subalpskih i alpskih planinskih predela JuZzne i Srednje Evrope
(EMA, 2018). Danas je poznato da su tri podvrste distribuirane Sirom Evrope: subsp. lutea L. (prisutna
u svim krajevima osim Balkanskog poluostrva i Istoénih Alpa); subsp. symphiandra (Murb.) Hayek.
(spontano raste u predelu Isto¢nih Alpa i Balkanskog poluostrva); subsp. vardjanii Wraber. (prisutna u
predelima Jugoisto¢nih Alpa). G. lutea je viSegodisnja biljka, visine 1-2 metara, sa Sirokim elipsoidnim
listovima duZine 10-30 cm 1 Sirine 4-12 cm 1 dobro razvijenim podzemnim organima, pri ¢emu glavni
koren moze biti duzine do 1 metra i tezine do 7 kg. Cveta od jula do avgusta, a cvetovi su Zute boje,
dvopolni  (Slika 7.). U Srbiji samoniklo raste G. lutea subsp. symphiandra (Murb.) Hayek. na
planinskim predelima Stare planine, Zlatibora, Tare, Suvobora, Maljena, Kopaonika (Tucakov, 1996;
Radanovi¢ i sar., 2014). Prema podacima Evropske agencije za lekove prikazanom u odgovaraju¢em
izveStaju (EMA, 2018) osuseni koren G. lutea (gentianae radix) se koristi i kao zvaniéni lek u
evropskoj farmakopeji za lecenje blagih gastrointestinalnih problema 1 poboljSanje apetita. Glavna
farmakoloski aktivna jedinjenja u korenu jesu iridoidi i sekoridoidi koji daju i specifican gorak ukus
lincuri. Najzastupljeniji medu njima jeste genciopikrozid (udeo u ekstraktima iznosi 2-8%), zatim
sverozid i svertiamarin, loganska kiselina i u maloj meri moZze se na¢i acilglukozid amarogentin (0,025-
0,4%). Zanimljivo je da je vrednost gorCine genciopikrozida 12000, dok je amarogentina cak 58
miliona, ¢ineéi ga tako jedinjenjem sa najveéim poznatim indeksom goréine. Sto se tide prisustva
ksantona u korenu lincure zabelezeno je oko 1% ovih jedinjenja, a najzastupljeniji su gentizin,
izogentizin, metilgentizin, 1-hidroksi-3,7-dimetoksiksanton i dr. i upravo je ova grupa jedinjenja
odgovorna za Zuto-braon boju korena. U veoma malim procentima u korenu se mogu nac¢i i flavonoidi,
kao Sto si izoviteksin-4-O-glukozid i izoorinetin-4-O-glukozid. Koli¢inski najzastupljenija jedinjenja u
korenu lincure jesu ugljeni hidrati (oko 30-50% suve mase korena), medu kojima su najcesc¢i
gentibioza, saharoza, gentianoza, glukoza, fruktoza, pektin. U korenu su takode pronadeni i tragovi
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alkaloida gentianina, fitosterola, triterpena i esencijalnog ulja (Prakash i sar., 2017). Treba napomenuti
da koli¢ina ugljenih hidrata 1 gorkih jedinjenja varira tokom godiSnjih doba. Sadrzaj Secera opada u
prolece, a svoj maksimum dostize u julu, dok suprotno tome, gorke materije dostizu maksimum svog
sadrzaja u prolece. Efikasnost ekstrakcije hemijski aktivnih jedinjenja iz korena i lista Zute lincure
zavisi i1 od rastvaraca koji se koriste za ekstrakciju. Komercijalna priprema ekstrakta korena lincure
uglavnom podrazumeva ekstrakciju perkolacijom sa 40-70% etanola u vodi, ¢ime se dobija ekstrakt
karakteristiénog gorkog ukusa i arome (EMA, 2018).

. 4 /]
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Slika 7. Gentiana lutea u prirodnom stanistu na lanini Tari (preuzeto iz Nastasijevic¢, 2016; autor
fotografije Tatjana Markovi¢, Institut za proucavanje lekovitog bilja, ,,Dr Josif Panci¢“, Beograd)

lako se koren Zute lincure koristi kao oficijalni lek u farmaceutskoj industriji, nadzemni delovi
biljke takode sadrze bioloski aktivna jedinjenja koja mogu da imaju ulogu u fitoterapiji. U nadzemnim
delovima G. lutea se mogu naéi sekoiridoidi, pri éemu je najzastupljeniji genciopikrozid. Sto se tice
ksantona, cvetovi, a pre svega listovi, se karakteriSu znac¢ajnom koli¢inom mangiferina (Menkovi¢ i
sar., 2000). Mangiferin pripada grupi C-glukoksantona, obzirom da je njegov Secer prikacen za jezgro
ksantona preko C-C veze (Jensen i Schripsema, 2002). Takode, od ksantona zabelezeno je i prisustvo
izogentizina, izogentizin-3-O-primverozida, a od C-glukoflavona pronadeni su homoorientin i
izoviteksin (Menkovi¢ i sar. 2000; Savikin i sar., 2009; Kusar i sar. 2010).

Koren lincure, odnosno Gentianae radix, kako se stru¢no naziva u fitofarmaciji, se Koristi i u
kombinaciji s mnogim drugim gorkim i/ili aromati¢nim biljkama 1 biljnim preparatima, uglavnom za
lecenje tegoba Zeluca i jetre, odnosno generalno za ublaZzavanje gastro-intestinalnih tegoba. Najcesce se
kombinuje sa zovom, bokvicom, kurkumom, jasenom, vilinim sitom itd. Pored toga, koren lincure je
jedan od aktivnih sastojaka biljnih medicinskih preparata koji se koriste za ublazavanje simptoma
prehlade u mnogim evropskim zemljama. Do danas su dokazane mnogobrojne bioloske aktivnosti
ekstrakata G. lutea i njenih konstituenata na in vitro i in vivo modelima, kao $to su antioksidativna,
anti-inflamatorna, antimikrobna, hepatoprotektivna, antitumorska i druge, $to ukazuje na Sirok spektar
delovanja ove biljke i opravdava njeno dalje istrazivanje i dugotrajnu upotrebu u tradicionalnoj
medicini razli¢iih naroda.
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1.5.2. Problem ugroZenosti G. lutea i alternativna reSenja

Pored upotrebe u tradicionalnoj medicini, kao 1 za pripremu zvani¢nog leka mnogih
farmakopeja, koren lincure je nasao svoju primenu i u prehrambenoj industriji, pre svega u pripremi
mnogih alkoholnih pi¢a. Dodatno, u studiji koju su sproveli Azman i sar. (2015) ekstrakt korena lincure
je uspesno sprecio promenu boje govedih burgera i1 oksidaciju lipida, ukazujuci na potencijalnu ulogu
esktrakta G. lutea kao aditiva hrane. Tokom prethodnih decenija trziste biljne sirovine — korena lincure,
zadovoljavano je prikupljanjem iz prirodnih resursa. Medutim, sakupljanje korena G. lutea iz njenih
prirodnih staniSta bez ikakve regulacije predstavlja glavnu pretnju za opstanak ove vrste. Zbog
nekontrolisane eksploatacije lincure sa svojih stanista, krajem proslog veka skoro sve zemlje Evrope su
zabranile sakupljanje lincure iz prirode. S druge strane, potraznja za ovom biljkom ima tendeciju daljeg
rasta. GodiSnja potraznja za osuSenim korenom lincure u Evropi je nedavno iznosila oko 1500 tona
(Radanovi¢ i sar., 2014). U Srbiji je sakupljanje lincure zabranjeno od 1993., Uredbom o zastiti
prirodnih retkosti (SI. Glasnik RS 53/93 i 93/93), sto je doprinelo razvoju plantaznog gajenja G. lutea u
planinskim predelima juznih i jugozapadnih delova zemlje. Metodom plantaznog gajenja se postize
zaStita prirodne populacije ove ugrozene biljne vrste, a istovremeno se obezbeduje kontrolisana
proizvodnja kvalitetnog biljnog materijala za potrebe domaceg i svetskog trzista (Markovi¢ i
Radanovi¢, 2011). Tako plantazno gajenje predstavlja odlicnu alternativu sakupljanju samonikle biljke,
ipak postoje odredeni nedostaci. Kako bi se obezbedio farmakoloski upotrebljiv materijal, potrebno je
da kultivacija traje oko 4-6 godina, a njen uspeh zavisi od mnogih faktora, pre svega klimatskih uslova
(Radanovi¢ 1 sar., 2016). Uzimajuéi u obzir vaznost ove biljke, jo§ jedan nain kojim bi se obezbedila
dodatna produkcija zdravog biljnog materijala jeste in vitro kultivacija u kontrolisanim laboratorijskim
uslovima. Tehnika in vitro kultivacije, kao alternativna metoda dobijanja biljnog materijala, se
karakteriSe prednostima poput dostupnosti biljnog materijala tokom c¢itave godine, zatim povecéanim
stepenom razmnozavanja i1 potpunom nezavisno$¢u od klimatskih faktora, kao 1 odsustvom
fitopatogenih virusa, bakterija i drugih parazita. Biljni materijal poreklom iz in vitro kulture moze biti
pogodan za rekultivaciju biljne vrste kao 1 za razliCita fitohemijska i istrazivanja bioloskih aktivnosti
(Todorovi¢ i sar., 2008; Peri¢ i sar., 2012; Skori¢ i sar., 2012; Beli¢ i sar., 2020).

Medu tehnikama in vitro gajenja, smatra se da mikropropagacija poseduje najveci komercijalni
i ekonomski znacaj za ex situ zastitu retkih i ugrozenih lekovitih biljaka. Uprkos mnogobrojnim
opseznim i uspes$nim istrazivanjima Sirom sveta, uspostavljanje in vitro kulture vrste roda Gentiana se
pokazalo veoma teskim, pre svega zbog njihovog prirodno niskog kapaciteta regeneracije (Tasheva i
Kosturkova, 2013). Prvi radovi o uspostavljanju in vitro kulture vrste roda Gentiana poti¢u iz 80-ih
godina proslog veka, kada su Wesolowska 1 sar. (1985) uspesno idukovali kalogenezu kod vrsta G.
punctata i G. panonica, kao i organogenezu i rizogenezu kod vrsta G. cruciata i G. purpurea. Slede¢ih
godina, istrazivaci su se bavili istrazivanjem osnovnih faktora i zahteva biljaka za uspostavljanje in
vitro kulture i mikropropagacije kod razli¢itih vrsta roda Gentiana, pri ¢emu su kori$¢eni razliciti
eksplantati. Momcilovi¢ 1 sar. (1997) su koristili segmente stabljike 1 meristemskog tkiva kao
eksplantate za inicijaciju kulture tkiva i indukciju formiranja izdanaka de novo kod vrsta G. lutea, G.
cruciata, G. purpurea i G. acaulis. S druge strane, eksplantati listova su koris§¢eni za indukciju
izdanaka vrsta G. macrophylla i G. kurroo Royle (Cao i sar., 2005; Fiuk i Rybczynski, 2008). lako su
in vitro kulture mnogih vrsta roda Gentiana u prethodnim istrazivanjima uspe$no uspostavljane,
ukljucujuci i G. lutea, podaci o njihovim bioloskim aktivnostima su oskudni i svakako je neophodno
obogatiti ih.
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2. Ciljevi istrazivanja
Rezistencija bakterija na konvencionalne antibiotike, kao i problem kontaminacije hrane
bakterijama koje izazivaju intoksikacije i infekcije kod ljudi predstavljaju veliki problem danasnjice. S
druge strane, izloZenost organizma razliitim genotoksicnim agensima moze dovesti do oSte¢enja na
molekulu DNK, $to moze voditi razvoju mnogih bolesti. Zbog toga je vazno identifikovati potencijalne
agense prirodnog porekla sa antimikrobnom aktivno$¢u i1 potencijalom u zastiti DNK molekula.
Imajuéi u vidu navedene ¢injenice, predmet ove doktorske disertacije je ispitivanje bioloske aktivnosti
biljke lincure (Gentiana lutea subsp. symphiandra (Murb.) Hayek). S obzirom da se ona ve¢ koristi U
prehrambenoj industriji, prvi deo disertacije se bavi uvtrdivanjem antibakterijskog potencijala prema
Cestim kontaminentima hrane, kao i detaljnijom analizom njene genoprotektivne aktivnosti prema
mutagenima iz hrane. Dodatno, kako bi se proSirila saznanja o antigenotoksi¢nim aktivnostima,
ispitana je mogucnost ekstrakata lincure da ispolje UV-protektivni efekat. Uz to, zbog ¢injenice da je
lincura ugrozena vrsta, ispitivana je i bioloska aktivnost biljke koja je uspostavljena u in vitro kulturi.
Shodno navedenim ¢injenicama, glavni ciljevi istrazivanja su bili sledec¢i:
1) Priprema i hemijska analiza 50% vodeno-etanolnih i metanolnih ekstrakata G. lutea;
2) lIspitivanje antimikrobnog potencijala ekstrakata i odabranih konstituenata lincure prema
bakterijama kontaminentima hrane;
3) Analiza antigenotoksi¢nog efekta eckstrakata i odabranih konstituenata lincure prema
mutagenima iz hrane;
4) Analiza antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata lincure prema UV zracenju;
5) Ispitivanje uloge mehanizama antioksidativne zastite u uocenoj antigenotoksic¢nosti.

Za ostvarivanje glavnih ciljeva definisani su brojni konkretni zadaci istrazivanja:

e Priprema biljnih ekstrakata:

- uspostavljanje in vitro kulture G. lutea u cilju dobijanja biljnog materijala
nadzemnih i podzemnih delova;

- ekstrakcija biljnog materijala dobijenog sa plantaza primenom 50% vodeno-
etanolnog rastvora (v/v);

- ckstrakcija biljnog materijala dobijenog sa plantaza i iz in vitro Kkulture
primenom 100% metanola;

e Hemijska karakterizacija ekstrakata:

- kvalitativna i kvantitativna analiza svih pripremljenih ekstrakata primenom
UPLC-PDA MS/MS analize;

- odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola 1 flavonoida u ekstraktima
kolorimetrijskim metodama;

e Ispitivanje antimikrobnog efekta ekstrakata i konstituenata G. lutea prema odabranim
bakterijskim sojevima:

- utvrdivanje minimalnih inhibitornih i minimalnih baktericidnih koncentracija
primenom mikrodilucione metode;

- ispitavanje inhibicije formiranja biofilma odabranih sojeva primenom kristal
violet metode za bojenje biomase biofilma;

e Analiza antigenotoksi¢nog potencijala ekstrakata i konstituenata G. lutea prema 2-amino-3-
metilimidazo[4,5-f]hinolin  (IQ) i 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin  (PhIP)
mutagenima u bakterijskom i sisarskom in vitro test modelu:

- utvrdivanje minimalnih inhibitornih koncentracija ekstrakata i mutagena na soju
Salmonella typhimurium TA1535/pSK 1002 primenom mikrodilucione metode;
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ispitivanje genotoksi¢nog potencijala ekstrakata i mutagena na soju S.
typhimurium, u odsustvu i prisustvu S9 frakcije, primenom SOS/umuC testa;
ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata prema mutagenima na soju S.
typhimurium, u prisustu S9 frakcije, primenom SOS/umuC testa;

ispitivanje citotoksi¢nog potencijala ekstrakata, odabranih konstituenata i
mutagena na HepG2 ¢elijama primenom MTT testa;

ispitivanje genotoksi¢nog efekta ekstrakata, odabranih konstituenata i mutagena
na HepG2 ¢elijama primenom alkalnog komet testa;

analiza antigenotoksi¢nog potencijala ekstrakata i odabranih konstituenata prema
mutagenima na HepG2 ¢elijama primenom alkalnog komet testa;

e Analiza antigenotoksi¢nog potencijala ekstrakata G. lutea prema UVC i UVA zradenju na
sisarskom in vitro test modelu:

ispitivanje citotoksicnog potencijala ekstrakata na MRC-5 1 Hs 294T celijama
primenom MTT testa;

ispitivanje genotoksi¢nog efekta ekstrakata na MRC-5 i Hs 294T celijama
primenom alkalnog komet testa;

uspostavljanje neletalnih i genotoksi¢nih doza UVC i UVA zracenja na MRC-5 i
Hs 294T c¢elijama, preliminarnim odredivanjem vijabilnosti uz pomo¢ tripan
plavog i primenom alkalnog kometa testa;

analiza antigenotoksi¢nog potencijala ekstrakata prema UVC i UVA zracenju na
MRC-5 i Hs 294T ¢elijama primenom alkalnog komet testa;

e Ispitivanje uloge antioksidativne zastite u uocenoj antigenotoksi¢nosti:

odredivanje antioksidativnog potencijala ekstrakata i konstituenata primenom
DPPH, TBA, FRAP, CUPRAC testova i testa heliranja jona gvozda;

pracenje uticaja 50% vodeno-etanolnih ekstrakata i odabranih konstituenata na
ekspresiju Nrf2 transkripcionog faktora na HepG2 ¢elijama primenom gRT-PCR
metode;

ispitivanje uticaja pojedinacnih tretmana 50% vodeno-etanolnim ekstraktima,
odabranim konstituentima i mutagenima 1Q i PhIP, kao i njihovim ko-
tretmanima, na sadrzaj i odnos redukovanog i oksidovanog glutationa u HepG2
¢elijama, primenom komercijalnog kita.
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3. Materijal i metode

3.1. Materijal

3.1.1. Biljni materijal

Biljni materijal koris¢en u ovoj disertaciji je gajen plantazno, kao i u in vitro uslovima, a u oba
slu¢aja za umnozavanje i gajenje biljke koriS¢ena su semena Gentiana lutea subsp. symphiandra
(Murb.) Hayek, koja su originalno prikupljana sa prirodnih stanista planine Suvobor, Zapadna Srbija
(Menkovi¢ 1 sar., 2000; Markovi¢ i sar., 2019). Plantazno gajenje vrSeno je u komercijalnim
rasadnicima Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panc¢i¢“, Beograd, Srbija, lociranim u
Nacionalnom parku ,,Tara“, Srbija (760 m nadmorske visine, N 44° 08°10" E 20°11°07"), dok je
uspostavljanje in vitro kulture vrSeno na Odeljenju za fiziologiju biljaka Instituta za bioloska
istrazivanja ,,SiniSa Stankovic¢“, Beograd, Srbija. Vaucer vrste (N015795) je deponovan u herbarijumu
Instituta za Botaniku i Botani¢ke baste ,Jevremovac®, Univerzitet u Beogradu, Bioloski fakultet.
Ekstrakti korena i listova plantazno gajene lincure koji su kori§¢eni u ovom radu dobijeni su od
sedmogodisnjih biljaka sakupljanih sa plantaza u julu 2017. godine, dok su in vitro ekstrakti dobijeni sa
oziljenih biljaka gajenih tokom 2016. godine.

3.1.2. Cista jedinjena

Prilikom hemijske analize ekstrakata lincure, kao i ispitivanja odredenih bioloskih aktivnosti
koriS¢ena su sledeca Cista jedinjenja: genciopikrozid, sverozid, svertiamarin, izogentizin, mangiferin,
izoviteksin, homoorientin (Phytolab GmbH, Nemacka) i1 loganska kiselina (Extrasythese, Francuska).
Za testove bioloske aktivnosti su sva jedinjenja, izuzev genciopikrozida, rastvarana u DMSO-u
(primarni stok 5 mg mL™?). Genciopikrozid je rastvaran u dH20 (primarni stok 5 mg mL™).

3.1.3. Rastvori za testove antioksidativnosti

3.1.3.1 DPPH test

DPPH reagens

DPPH 7,89
Metanol 100 mL

Vitamic C (askorbinska kiselina)
Primarni stok 10 mg mL, rastvoren u dH,0.

3.1.3.2. TBA test
Rastvor lipozoma

L-a-fosfaditilholin 19
Bidestilovana H.O 10mL
0,01M Vitamin C (askorbinska kiselina)

Vitamin C 0,06 g
dH20 100 mL

Butil-hidroksitoluen (BHT)
Primarni stok 200 mg mL™! rastvoren u DMSO-u.
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0,01M FeSOq4

FeSO* x 7TH20 0,219
dH?0 10 mL
0,067M Pufer (pH 7,4) KH2PO4 1,759
NaHPO4 7,699
dH20 1000 mL
0,IM EDTA

EDTA 1,86 g
dH20 50 mL

TBA reagens
Tribarbiturna kiselina

(TBA) 30
Trihlor siréetna kiselina

(TCA) 120 g
Perhlorna kiselina

(HCIO4) 10,4 mL
dH20 800 mL
3.1.3.3. Heliranje jona gvozda

2mM FeCl:

FeCl, x 4H,0 0,0397 g
dH.0 100 mL
5mM Ferozin

Ferozin 0,266 g
dH.0 100 mL

Limunska Kiselina
Primarni stok 10 mg mL™, rastvoren u dHO.

EDTA
Primarni stok 10 mg mL™, rastvoren u dH,0.

3.1.3.4. FRAP test
1% Kalijum-fericijanid (CsNeFeKz)

Kalijum-fericijanid 19
dH20 100 mL
10% Trihlor siréetna Kiselina (C2HCI303)
C2HClIs0s3 10 g
dH20 100 mL
0,1% FeCls

FeCI3 0,176 g
dH20 100 mL
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Fosfatni pufer (pH 6,6)
A komponenta

NaH2PO4 x H20 2,76 9
dH20 100 mL
B komponenta

NaHPO4 x 2H20 3,569
dH20 100 mL

Komponente A (67,5 mL) i B (37,5 mL) su pomesane kako bi se dobio fosfatni pufer.

Vitamin C (askorbinska kiselina)
Primarni stok 10 mg mL™, rastvoren u dHO.

3.1.3.5. CUPRAC test

10mM CuCl:

CuCl2 x 2H20 0,085¢
dH20 50 mL

1M Amonijum-acetatni pufer (CH3zCOONH34) (pH 7)
CH3COONH;4 3,85¢
dH20 50 mL
7,5mM Neokuproin

Neokuproin prah 0,078 g
96% EtOH 50 mL

Vitamin E (a-tokoferol)
Primarni stok 2 mg mL, rastvoren u DMSO-u.
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3.1.4. Bioloski materijal

3.1.4.1. Bakterijski sojevi
Bakterijski sojevi koris¢eni u ovom radu za ispitivanje antibakterijskog potencijala dati su u Tabeli 2.

Tabela 2. Bakterijski sojevi

Bakterijski sojevi Poreklo Kolekcija

Gram pozitivne bakterije

Bacillus subtilis ATCC 6633 ATCC

Enterococcus facealis ATCC 29212 ATCC

Listeria monocytogenes ATCC 19111 ATCC

Meticilin senzitivan Staphylococcus aureus thedra} a
ATCC mikrobiologiju,

(MSSA) ATCC 25923 Univezitet u

Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus ATCC Beoarady

(MRSA) ATCC 43300 Biolofki fakultet

Gram negativne bakterije ATCC

Escherichia coli ATCC 25922 ATCC

Shigella flexneri ATCC 9199 ATCC

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 ATCC

Dodatno, u SOS/umuC testu je koris¢en soj Salmonella typhimurium TA1535/pSK 1002
(hisG46 A (bio chlD uvrB gal) rfa/pSK1002; Mortelmans i Zeiger, 2000). Ovaj soj je auksotrof za
histidin, nosi mutaciju u rfa genu, ¢ime mu je narusena struktura liopolisaharidnog sloja celijske
membrane, §to dovodi do vece permeabilnosti. Soj je takode mutant za lacZ gen (mutacija je na
hromozomu), kao i mutant za uvrB gen, odnosno ima defektnu nukleotidnu ekscizionu repariciju ¢ime
je indukcija SOS odgovora dodatno podstaknuta. Takode, soj nosi 1 viSestruke kopije plazmida pSK
1002 sa fuzijom umuC::lacZ gena i genom za rezistenciju na ampicilin. Fuzija umuC::lacZ na
plazmidu stavlja reporter gen za B-galaktozidazu pod kontrolu SOS regulona, dok lacZ mutacija na
hromozomu iskljucuje ekspresiju ovog gena, sto onemogucava pojavu [3-galaktozidaze u konstitutivnim
uslovima.

3.1.4.2. Celijske linije

U ovom radu kori$éena su tri tipa humanih c¢elijskih linija: normalni fetalni fibroblasti pluca
(MRC-5, ECACC 84101801), ¢elije melanoma (Hs 294T, ATCC HTB-140) i ¢elije hepatocelularnog
karcinoma (HepG2). MRC-5 i Hs 294T ¢elijske linije su dobijene od dr Dragane Cetojevi¢-Simin sa
Onkoloskog Instituta Vojvodine, Sremska Kamenica, Srbija, dok su HepG2 dobijene od dr Bojane
Zegure sa Nacionalnog Instituta za Biologiju, Ljubljana, Slovenija.

3.1.5. Hranljive podloge i rastvori za rad sa bakterijskim kulturama

LB-(Luria Bertani bujon)

Bakto tripton 10 g
Ekstrakt kvasca 50

NaCl 50
dH20 1000 mL
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LA-(Luria Bertani agar)

Bakto tripton 109
Ekstrak kvasca 59

NaCl 59

Agar 159
dH20 1000 mL
MHB-(Mueller-Hinton bujon)

MHB prah 219
dH20 1000 mL
MHA-(Mueller-Hinton agar)

MHB prah 219
Agar 159
dH20 1000 mL
BHI-(Brain Heart infusion bujon)

BHI prah 379
dH20 1000 mL
BHA-(Brain Heart infusion agar)

BHI prah 379
Agar 15¢
dH20 1000 mL
IXTGA

Tripton 109
NaCl 59
HEPES 119¢
Bidestilovana H.O 980 mL

Svi medijumi su nakon pripreme sterilisani u autoklavu (20 minuta, na 121 °C). Posebna
procedura, koris¢ena u pripremi 1xTGA, obuhvatala je sledece: Nakon rastvaranja u bidestilovanoj
vodi, pH vrednost medijuma je doterana na 7+0,2 i medijum je sterilisan u autoklavu (20 minuta, na
121 °C). Dodatno, rastvoreno je 2g glukoze u 20 mL (1% glukoza) bidestilovane vode i rastvor je
autoklaviran. Nakon autoklaviranja oba rastvora, dodata je 1% glukoza u 1IXTGA. Posto se medijum
ohladio, dodato je 50 mg ampicilina.

Streptomicin
Primarni stok 20 mg mL™, rastvoren u dH,0
Radni stok - 1 mg mL™*

Resazurin
Primarni stok koncentracije 0,675 mg mL, rastvoren u dH-O.
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Kristal violet (0,1%)

Kristal violet prah 0,19
dH20 100 mL
B-pufer

NaHPO4 x 2H20 10,90 ¢
NaH2PO4 x H2.0 2,759
KCI 0,352 ¢
MgSO4 x 7H20 0,125¢
SDS 059
Bidestilovana H20 500 mL

pH je doteran na 70,2 i rastvor je autoklaviran. Pre upotrebe, na dan eksperimenta, dodato je 1,35 mL
-merkaptoetanola, a pufer je cuvan na 4 °C.

1M NazHPO4

NazHPO4 x 2H20 17,8 ¢
Bidestilovana H.O 100 mL
1M NaH2PO4

NaH2PO4 12 ¢
Bidestilovana H.O 100 mL
0,1M Fosfatni pufer

1M NazHPO4 28,8 mL
1M NaH2POg4 21,2 mL
Bidestilovana H,O do 500 mL
pH je doteran na 7+0,2 i rastvor je sterilisan u autoklavu i ¢uvan na 4 °C.
1M Na2COs3

Na.CO3 105,99 ¢
Bidestilovana H.O 1000 mL
ONPG-(O-nitrofenil-p-galaktopiranozid)

ONPG 180 mg
0,1M Fosfatni pufer 40 mL

Rastvor ONPG-a se pravi na dan eksperimenta i ¢uva do upotrebe na 4 °C.

Bakterijska suspenzija S. typhimurium sa miksom za metaboli¢ku aktivaciju (za 5 mL bakterijske
suspenzije u 10% S9 miksa)

Smesa MgCl>-KCl 100 pL
0,2M G-6-P 125 uL
0,2M NADP 500 pL
0,2M Fosfatni pufer 2,5mL
S9 500 pL
IXTGA sa

bakterijskom

kulturom 1,5mL
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Pre dodavanja bakterijske suspenzije potrebno je S9 smesu filtirati (filter 0,22 pm) i staviti na led.

0,2M Fosfatni pufer

0,2M NazHPO4 440 mL
0,2M NaH2POg4 100 mL
Doterati pH na 7,4.

Mesavina MgCl-KCl

KCl 61,5
MgCl, x 6H20 40,7 g
dH20 500 mL

3.1.6. Hranljive podloge i rastvori za rad sa humanim ¢elijskim linijama

Za gajenje MRC-5 i Hs 294T c¢elijskih linija koris¢en je DMEM medijum (eng. Dulbecco’s
modified eagle’s medium) sa 2 mM L-glutaminom, dodatkom fetalnog govedeg seruma (FBS, eng.
Fetal bovine serum) i rastvora smese antibiotika penicilina (100 U mL™?) i streptomicina (100 pg mL™).

DMEM radni medijum (zapremina 50 mL)

DMEM medijum 44,5 mL
FBS 5mL
Penicilin/streptomicin 0,5mL

Za gajenje HepG2 celijske linije koris¢en je Williams’ medijum E sa dodatkom 2 mM L-
glutamina, FBS-a i smese rastvora antibiotika penicilina (100 U mL™) i streptomicina (100 pug mL™).

Williams’ E radni medijum (zapremina 50 mL)

Williams’ medijum E 42 mL
FBS 7,5mL
Penicilin/streptomicin 0,5mL

Medijum za zamrzavanje (zapremina 1 mL)

DMEM/ Williams’ medijum E 550 pL
DMSO (krioprotektant) 100 pL
FBS 350 pL
1xXPBS (eng. Dulbecco’s phosphate-buffered saline)
10xPBS 5mL
dH20 45 mL
Tripsin (0,1%)

Tripsin 19
EDTA 0,1g
NaCl 8¢

KCI 0,449
Glukozomonhidrat 19
NaHCOs 0,849
dH20 1000 mL
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MTT (3-(4,5-dimetil(tiazol-2-il)-3,5-difenil-tetrazolijum-bromid)
primarna koncentracija 5 mg mL™ rastvorena je u 1 x PBS-u. Rastvor je profiltriran (filter 0,22 um) i
cuvan na 4 °C.

Tripan plavo (0.4 %)

Tripan plavo prah 0449
dH20 100 mL
Rastvor za lizu ¢éelija (pH 10)

NaCl 146,6 ¢
EDTA 37,29
Tris 1219
dH20 1000 mL

Nakon podesavanja pH rastvora, koris¢enjem 10M NaOH, dodat je 1% Triton X-100.

Rastvor za denaturaciju i elektroforezu (pH 13)

10 M NaOH 40,5 mL
0,2 M EDTA 6,75 mL
deo 1302,75 mL
Rastvor za neutralizaciju (pH 7,5)

Tris 48449
deo 1000 mL

pH vrednost rastvora za neutralizaciju je podesena dodavanjem HCI.
Rastvori za lizu, denaturaciju, elektroforezu i neutralizaciju se prave na dan eksperimenta i do upotrebe
cuvaju na 4 °C.

10M NaOH

NaOH 200 g
dH20 500 mL
0,2M EDTA

EDTA 37,29
dH20 500 mL
NMP (eng. Normal melting point) agaroza (0,5%)
NMP 059
dH20 99,5 mL
NMP agaroza (1%o)

NMP 1g

1 x PBS 99 mL
LMP (eng. Low melting point) agaroza (1%o)

LMP 149
1xXPBS 99 mL
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Akridin oranz (za vizualizaciju kometa)
Primarni stok 10 mg mL™* rastvoren u dH20
Finalni stok 2 pg mL™*

Pufer za liziranje ¢elija

50mM Tris (pH 7,5) 0,061 ¢
150mM NacCl 0,088 g
1 x PBS 10 mL

Neposredno pre liziranja odvojiti 990 UL smeSe 50mM Tris + 150mM NacCl i dodati 10 pL 1% Triton
X-100.

3.1.7. Prajmeri za qRT-PCR

Prajmeri (Invitrogen Life Technologies, SAD) koris¢eni u kvantitativnoj RT-PCR za pracenje
ekspresije transkripcionog faktora Nrf2 u HepG2 ¢elijskoj liniji dati su u Tabeli 3.

Tabela 3. Prajmeri kori$¢eni u qRT-PCR analizi

Ime gena Simbol gena Sekvenca prajmera (5°-3")

eng. Nuclear factor Forward: CCTCAACTATAGCGATGCTGAATCT

erythrf‘;'cciozr'rze'ated Nrf2 Reverse: AGGAGTTGGGCATGAGTGAGTAG
. . Forward: ACCAACTGGGACGATATGGAGAAGA
Beta-aktin [-aktin

Reverse: TACGACCAGAGGCATACAGGGACAA

3.1.8. GSH/GSSG kit

Komercijalni GSH/GSSG kit (Oxford Biomedical Research, SAD) koriS¢en je za utvrdivanje
odnosa redukovanog i oksidovanog glutationa u ¢elijama.

3.1.9. Mutageni iz hrane i model mutageni

Prilikom ispitivanja genotoksi¢nosti/antigenotoksi¢nosti, u radu su kori§¢eni mutageni 2-amino-
3,8-dimetilimidazo[4,5-f]hinolin (1Q) i 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin (PhIP) (Toronto
Researh Chemicals, Kanada). U testovima su koris¢eni i model mutageni 4-Nitrohinolin 1-oksid
(4NQO) i benzo[a]piren (B[a]p) , kako bi se uporednom analizom bolje procenila genotoksi¢nost
analiziranih test supstanci.

1Q/PhIP
Primarni stokovi 20 mg mL™, rastvoreni u DMSO-u.

ANQO/B[a]p
Primarni stokovi 5 mg mL™, rastvoreni u DMSO-u.
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3.2. Metode
3.2.1. Gajenje biljaka i priprema ekstrakata

3.2.1.1. Uspostavljanje in vitro kulture

In vitro kultura G. lutea uspostavljena je prema ranije opisanom protokolu u radu Mom¢ilovi¢ i
sar. (1997). Eksperimenti su vodeni u kontrolisanim laboratorijskim uslovima dugog dana (16h/8h,
dnevno/no¢ni rezim) na temperaturi od 25+2 °C, pod belom fluorescentom svetloséu (fluorescentna
lampa ,, Tesla®, Pangevo) gustine fluksa od 50 pmol ms*

Klijanje povrsinski sterilisanih semena je inicirano u petri kutijama na osnovnom MS medijumu
(Murashige i Skoog, 1962) dopunjenom sa 0,2 mM giberelinskom kiselinom (GAz). Nakon
isklijavanja, klijanci su prebaceni u epruvete (20x100 mm) koje su sadrzale 2 MS medijuma (napunjen
do polovine volumena epruveta) bez dodataka hormona.

Umozavanje izdanaka praceno je na MS podlozi u prisustvu 2 mg L-6-benzilaminopurina
(BAP) i 0,2 mg L indol-3-siréetne kiseline (IAA), dok je razviée korenova na izdancima starim 3
nedelje indukovano tokom naredne 2 nedelje na MS podlozi, a u prisustvu 2-(1-Naftil) sir¢etne kiseline
(NAA) u koncentraciji od 2 mg L. Ukorenjene biljke, prenete na MS podlogu bez dodataka regulatora
rasta, rasle su tokom narednih 7 nedelja, da bi na kraju eksperimenta ukorenjeni izdanci bili koris¢eni
za pravljene odgovarajucih ekstrakata i utvrdivanje osnovnih parametara rasta u kulturi in vitro, kao §to
su: sveza i suva masa (SM) izdanaka i korenova, prose¢an broj formiranih aksilarnih izadanaka po
eksplantatu, procenat izdanaka sa obrazovanim korenom, kao i stopa rasta (prirast). Stopa rasta je
odredena prema sledecoj formuli:

(FinalnaSM (g9) — InicijalnaSM(g))
InicijalnaSM(g)

Stopa rasta =

3.2.1.2. Priprema biljnih ekstrakata

Za pripremu ekstrakata koris¢en je biljni materijal G. lutea dobijen sa plantaza i iz in vitro
kulture. Od biljnog materijala dobijenog sa plantaZza kori§¢eni su koren 1 list za pravljenje ekstrakata, a
ekstrakcija je vrSena primenom 100% metanolnog (MeOH) i 50% vodeno-etanolnog (50% EtOH, v/v)
rastvaraca U odnosu biljnog materijala i ekstraktanta 1:10 (w/v). Od biljaka gajenih u in vitro kulturi, za
pravljenje ekstrakata koriS¢eni su koren i izdanak, pri ¢emu je materijal ekstrahovan primenom 100%
MeOH u odnosu 1:20 (w/v). Biljni materijal je usitnjen i naliven odgovaraju¢im rastvara¢em i ostavljen
na orbitalnoj muckalici 24h na 150 rpm, na sobnoj temperaturi. Sutradan, uzorci su centrifugirani na
5500 rpm, 10 minuta, dobijen supernatant je filtriran koris¢enjem MN 617 filter papira (Macherey-
Nagel Gmbh, Nemacka) pomocéu bihnerovog levka. Preostali talog je naliven odgovaraju¢im
rastvaraem 1 Citav proces je ponovljen jo§ 2 puta. Nakom 72 sata ekstrakcije, dobijeni ekstrakti su
uparavani do suvog ostatka na vakum uparivacu (Buchi R-210), pod snizenim pritiskom i na
temperaturi od 30 °C za metanolne, odnosno 45 °C za 50% vodeno-etanolne ekstrakte. Upareni
ekstrakti su rastvoreni u DMSO-u (primarnih koncentracija 200 mg mL™ za ekstrakte pripremljene od
plantazno gajenih biljaka, odnosno 100 mg mL™ za ekstrakte pripremljene od in vitro kulture) i ¢uvani
su na -20°C. Pregled korisc¢enih ekstrakata i prinosi ekstrakcije su dati u Tabeli 4.
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Tabela 4. Pregled kori$¢enih ekstrakata G. lutea

Poreklo biljnog

Oznaka ekstrakta materijala Koriséeni rastvara¢ Uslovi gajenja Prinos ekstrakcije
GLK 50% EtOH koren 50% vodeno-etanolni Plantaza 42%
GLL 50% EtOH list 50% vodeno-etanolni Plantaza 49%
GLK MeOH koren 100% metanol Plantaza 55%
GLL MeOH list 100% metanol Plantaza 50%
GLVK MeOH koren 100% metanol in vitro kultura 17%
GLvI MeOH izdanak 100% metanol in vitro kultura 37%

3.2.2. Hemijska karakterizacija ekstrakata

3.2.2.1. Kvalitativna i kvantitativha UPLC-PDA MS/MS analiza ekstrakata lincure

Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu ekstrakata lincure koriS¢ena je ultra efikasna tecna
hromatografija (UPLC, Waters ACQUITY) povezana sa PDA (eng. Photodiode Array) detektorom i
Quattro micro APl masenim spektrometrom (Waters) sa Z-sprej interfejsom, kao i sledeéi standardi:
genciopikrozid, sverozid, svertiamarin i loganska kiselina, mangiferin i izogentizin, hoomorientin i
izoviteksin. Ekstrakti su razblazeni u metanolu do koncentracija od 5 ili 10 mg mL™, za metanolne,
odnosno etanolne ekstrakte, i filtrirani upotrebom 0,22 um membranskog najlon filtera (Phenomenex).
MassLynx softver (verzija 4.1) je koriS¢en za prikupljanje i obradu podataka dobijenih tecno masenom
hromatografijom ekstrakata i konstituenata lincure. Nakon hromatografskog razdvajanja (UPLC),
ekstrakti i standardi su jonizovani (maseni detektor) elektrosprej jonizacijom (eng. Electrospray
lonization, ESI) pozitivnog i negativnog polariteta, u rezimu koji omoguéava istovremeno pracenje
procesa fragmentacije ispitivanih analita (konstituenata) (eng. Multiple Reaction Monitoring, MRM) sa
vremenom zadrZzavanja od 0,1 sekunde. Dodatno, podaci su prikupljeni i pomo¢u PDA detektora u
opsegu talasnih duzina od 190 do 500 nm. ESI" jonizacija (negativni polaritet) je koris¢ena za analizu
loganske kiseline, svertiamarina, genciopikrozida i izoviteksina, dok je ESI* (pozitivni polaritet)
jonizacija iskoris¢ena za kvantifikaciju sverozida, homoorientina, mangiferina i izogentizina. Ekstrakti
i konstituenti su razdvajani na ACQUITY UPLCTM BEH C18 koloni (1,7 um, 100 mm x 2,1 mm) u
gradijentu, sa mobilnom fazom koja se sastojala od rastvaraca A (smesa mravlje i sir¢etne kiseline u
vodi, u odnosu 0,9:0,1 %; v/v) i rastvaraca B (smesa acetonitrila i 2-propanola u odnosu 50:50 %, v/v).
Gradijent koji je koriS¢en za eluiranje pocinjao je sa 99% mobilne faze A tokom 6 minuta, zatim sa 70-
40% mobilne faze A slede¢a 3 minuta i od 9-11 minuta bio je na 5% faze A. Injektirana zapremina je
iznosila 5 L, temperatura kolone 30 °C, a protok 0,25 mL min. Kalibracione krive za kvantitativno
odredivanje sastava ekstrakata G. lutea su konstruisane na osnovu zavisnosti izmedu povrsina pikova
(nakon integraljenja MRM hromatograma) i koncentracija svakog od standarda (konstituenta).
Standardi su bili rastvoreni u obliku smese, u metanolu, u opsegu koncentracija od 0,5-400 pg mL™.
Kvalitativna analiza ekstrakata je uradena uporedivanjem retencionih vremena (Rt), karakteristi¢nih
apsorpcionih spektara, pikova ekstrakata i standarda, kao i masenom spektrometrijom kori§¢enjem
karakteristicnih MRM tranzicija. PodeSavanja instrumenata za jonizaciju u MRM rezimu su prethodno
opisana u istrazivanju Markovi¢ i1 sar. (2019). Retenciona vremena odabranih konstituenata, kao i
parametri koris§éeni za MS/MS analizu u MRM rezimu, su data u Tabeli 5. Koncentracija konstituenata
odredena u 1 mL je predstavljena kao procenat i izraCunata na osnovu suve materije ekstrakata.
Kvantifikacija je uradena u triplikatu i rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + standardne
devijacije.
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Tabela 5. Parametri koriséeni u MS/MS analizi eksrakata G. lutea u MRM rezimu

Napon na

Konstituent Formula Rt (min) Detek_tovane MRM WZ konggu V) ESI
vrste jona tranzicija* Koliziona rezim

energija (eV)
Loganska kiselina ~ Ci6H24010 3.22 (M-H)~ 375>212.90 30/10 -
Svertiamarin C16H22010 3.64 (M+HCOO)~ 419>179 20/12 -
Mangiferin Ci19H18011 3.91 (M+H)* 423>357 62/20 +
Genciopikrozid Ci16H2009 4.03 (M+HCOO)~ 401.11>179 20/12 -
Sverozid C16H2209 417 (M+H)* 359>197 26/10 +
Homoorientin Cx1H20011 4,54 (M+H)* 449>329 40/25 +
Izoviteksin C21H20010 5.15 (M-H)~ 431.10>311 45/20 -
Izogentizin C14H1005 9.84 (M+H)* 259>213 50/35 +

*MRM: Multipli reakcioni monitoring sa karakteristicnim prelazima (m/z) roditeljskih (eng. parent) jona i njihovih
fragmenata, odnosno ¢erki jona (eng. daughter).

3.2.2.2. Odredivanje ukupnog sadrZaja polifenola i flavonoida u ekstraktima G. lutea

Ukupan sadrzaj polifenola je odreden primenom kolorimetrijske metode (Singleton i Rossi,
1965), pri ¢emu su ekstrakti razblazeni do koncentracije od 1 mg mL™* u metanolu. Zatim je po 100 pL
svakog esktrakta pomesano sa 500 pL Folin-Ciocalteu reagensa i 2 mL 15% Na>COs. Dobijena smesa
je dodatno razblazena destilovanom vodom do 10 mL i inkubirana 2h, na sobnoj temperaturi u mraku.
Nakon inkubacije apsorbanca uzoraka je izmerena na 750 nm, naspram vode kao slepe probe. Sadrzaj
ukupnih polifenola je kvantifikovan koris¢enjem kalibracione krive galne kiseline u opsegu 2-200 ug
mL. Rezultati su predstavljeni kao mg ekvivalenata galne kiseline na 1 g suve mase biljnog ekstrakta
(mg GEK gb).

Za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida kolorimetrijskom metodom (Ordofiez i sar., 2006),
0,5 mL svakog ekstrakta koncentracije 1 mg mL™ je pomesano sa 0,5 mL metanolnog rastvora 2%
AICl3. Nakon jednocasovne inkubacije na sobnoj temperaturi, apsorbanca uzoraka je izmerena na 415
nm, naspram metanola kao slepe probe. Kvantifikacija ukupnih flavonoida je izvrSena pomocu
kalibracione krive kvercetina u opsegu 5-200 pg mL™. Rezultati se predstavljaju kao mg ekvivalenata
kvercetina na 1 g suve mase biljnog ekstrakta (mg QEK g™?).

3.2.3. Detekcija antioksidativne aktivnosti

3.2.3.1. Sposobnost neutralizacije slobodnih radikala (DPPH test)

Sposobnost ekstrakata i konstituenata lincure da neutraliSu slobodne radikale izmerena je
primenom DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil-radikal) testa. Test se zasniva na inhibiranju DPPH
radikala, stabilnog radikala ljubicaste boje sa maksimumom apsorpcije na 517 nm. Prilikom reakcije sa
antioksidantom, DPPH radikal se neutralise, Sto je pra¢eno promenom boje iz ljubiaste u bledo zutu.
Metoda je uradena po protokolu koji su dali Brand-Williams i sar. (1995) sa malim modifikacijama. U
pripremljene epruvete je sipano 790 uL metanola, 10 pL test supstance odgovaraju¢e koncentracije i
200 pL DPPH reagensa. Kontrola je sadrzala 800 uL metanola i 200 uL. DPPH reagensa. Nakon
inkubacije od 30 minuta u mraku, izmerena je aporbanca na 517 nm (UV-6300 PC spectrophotometer,
MRC Scientific instruments, Holon, Israel). Ekstrakti lincure su testirani u koncentracijama od 10, 50,
100, 200 i 400 pg mL™. Dodatno, ispitana je i sposobnost konstituenta (genciopikrozida, sverozida,
svertiamarina, izoviteksina, u koncentracionom opsegu dvostrukih razblazenja od 12,5-200 pug mL™ i
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mangiferina i homoorientina, u opsegu od 0,625-10 pg mL™?) da neutralifu DPPH radikal. Kao
pozitivna kontrola korig¢ena je askorbinska kiselina u opsegu koncentracija 6,25-100 pg mL™.
Procenat inhibicije DPPH radikala je izraCunat na osnovu slede¢e formule:

A, —A
[(%) = 100 » "2

k
pri ¢emu Ak predstavlja vrednost apsorbance kontrole, dok A, predstavlja vrednost apsorbance uzorka.

Dodatno, odredena je i ECso vrednost, odnosno efektivna koncentracija test suspstance koja inhibira
50% inicijalne koncentracije DPPH radikala.

3.2.3.2. Odredivanje inhibicije lipidne peroksidacije (TBA test)

Sposobnost ekstrakata da inhibiraju proces lipidne peroksidacije (LP) ispitana je TBA testom po
prokolu koji su dali Mitié¢-Culafié i sar. (2009). Jedan od produkta LP je malondialdehid (MDA) koji je
sposoban da gradi adukte sa molekulom DNK narusavajuéi tako njegovu strukturu. Upravo se MDA
koristi kao marker LP u TBA testu, jer formira obojeni produkt reagujuéi sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBA). U testu su koris¢eni komercijalni lipozomi (L-a-fosfaditilholin), kao model ¢elijske membrane
bogat nezasi¢enim masnim kiselina. Reakcija LP je indukovana inkubiranjem epruveta koje su sadrzale
10 pL ekstrakta odgovarajuce koncentracije (ekstrakti plantazno gajene lincure su testirani u opsegu
koncentracija 24-384 pug mL?, dok su in vitro ekstrakti testirani u opsegu od 12-192 ug mL™), 60 pL
lipozoma, 20 pL 0,01M FeSOs, 20 pL 0,01M vitamina C i 2,89 mL 0,067M pufera na 37 °C, 1h.
Uporedo je uradena i serija epruveta koje su sluzile kao ,korekcija“, pri ¢emu su sadrzale sve
komponente osim lipozoma, koji su zamenjeni sa 60 pL pufera. Kontrolne epruvete su umesto
ekstrakata, sadrzale 10 uL DMSO-a. Kao pozitivna kontrola koriS¢en je vestacki antioksidans butil
hidroksitoluen (BHT), koji je testiran u istom opsegu koncentracija kao i ekstrakti. Reakcija LP je
zaustavljena dodavanjem 2 mL TBA reagensa i 0,2 mL 0,1M EDTA, nakon ¢ega su epruvete
inkubirane u vodenom kupatilu na 100 °C, 15 minuta. Rastvor je zatim ohladen i proteini su otklonjeni
centrifugiranjem na 4000 rpm, 10 minuta. Inhibicija LP je odredena merenjem apsorbance obojenog
produkta na 532 nm (UV-6300 PC spectrophotometer, MRC Scientific instruments, Holon, Israel) i
racunanjem prema formuli:

A, — A,
1(%)=(1—(”A—k")

gde je Ay srednja vrednost apsorbanci uzoraka, Ak srednja vrednost asporbanci korekcija i Ax srednja
vrednost apsorbanci kontrole.

)*100

3.2.3.3. Sposobnost heliranja jona gvozda

Sposobnost ekstrakata da heliraju jone gvozda ispitana je prema metodi Tseng i sar. (2008) sa
odredenim izmenama. Metoda se zasniva na sposobnosti heliraju¢ih agenasa da vezuju dvovalentne
jone prelaznih metala (Fe?*), koji mogu da iniciraju lipidnu peroksidaciju, i njihovom prevodenju u
rastvornu formu. Ekstrakti su rastvoreni u 1 mL metanola finalnog koncentracionog opsega 62,5-1000
ug mL?, nakom &ega im je dodato 3,7 mL metanola i ostavljeni su na inkubaciju u vodenom kupatilu
na 60 °C, 15 minuta. Nakon inkubacije dodato je 100 uL 2 mM FeCl2 i 200 pL 5mM ferozina, ¢ime je
inicirana reakcija formiranja kompleksa, i epruvete su ostavljene na dodatnu inkubaciju 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Dodatno, raden je i blank koji je sadrzao sve osim ekstrakata, a kao pozitivne
kontrole korisé¢ene su limunska kiselina i EDTA, u istom opsegu koncentracija. Nakon inkubacije
merena je apsorbanca na 562 nm (UV/VIS spektrofotometar, ShimadzuUV-1800, Japan) pri ¢emu niza
vrednost apsorbance ukazuje na vecu sposobnost heliranja jona gvozda. Sposobnost heliranja jona
gvozda je izracunata prema sledecoj formuli:
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A —
Heliranje jona gvoida (%) = 100 * %
b
gde Ay predstvalja srednju vrednost apsorbanci blanka, a Ay predstvalja srednju vrednost apsorbanci
uzorka. Dodatno, izracunate su ECsg vrednosti (efektivna koncentracija test suspstance na kojoj je

helirano 50% jona gvozda).

3.2.3.4. Sposobnost redukcije jona gvozda (eng. Ferric-reducing power assay, FRAP)

Sposobnost ekstrakata da redukuju jone gvozda ispitana je prema metodi Oyaizu (1986) sa
manjim izmenama. Metoda se zasniva na transferu elektrona izmedu antioksidanta i oksidanta (Fe®*)
pri ¢emu dolazi do redukcije Fe** u Fe?*. Ekstrakti su rastvoreni u 1 mL metanola finalnih
koncentracija u opsegu 62,5-1000 pug mL™. Zatim je ekstraktima dodato 500 uL fosfatnog pufera i 500
pL 1% kalijum-fericijanida. Epruvete su ostavljene na inkubaciju u vodenom kupatilu na 50 °C, 20
minuta. Nakon inkubacije, dodato je 500 uL 10% trihlor siréetne kiseline, 2 mL dH20, 400 pL 0,1%
FeCls i izmerena je apsorbanca (UV/VIS spektrofotometar, ShimadzuUV-1800, Japan) na 700 nm
talasne duzine. Blank je sadrzao sve osim ekstrakata, a kao pozitivna kontrola kori$¢ena je askorbinska
kiselina u istom opsegu koncentracija kao i ekstrakti. Usled pozitivne reakcije dolazi do promene boje
rastvora, od zute do zelene i plave. Intezivnija boja, 0dnosno veéa apsorbanca uzorka ukazuje na vecu
sposobnost redukcije Fe3*. Rezultati su predstavljeni graficki kao odnos apsorbance i koncentracije test
supstanci i izracunate su ECso vrednosti, odnosno efektivne koncentracije pri kojima je apsorbanca 0,5
(odabrana kao referentna vrednost).

3.2.3.5. Sposobnost redukcije jona bakra (eng. Cupric reducing antioxidant capacity, CUPRAC)

Ispitivanje sposobnosti ekstrakata da redukuju jone bakra uradeno je po metodi Oztiirk i sar.
(2011), u mikrotitar plo¢ama sa 96 bunarica. Metoda se zasniva na sposobnosti antioksidativnih
jedinjenja da redukuju Cu?*-neokuproin kompleks do zuto obojenog Cul’-neokuproin helacionog
kompleksa. Prednost ove metode je mogucnost merenja antioksidativhog potencijala pri skoro
fizioloSkoj pH vrednosti, ¢ime se bolje simulira delovanje antioksidanata u fizioloSkim uslovima
(Ozyiirek i sar., 2011). Po 40 pL ekstrakata rastvorenih u DMSO-u (koncentracioni opseg 62,5-1000
tg mL™?) je dodato u bunari¢e mikrotitar plode. Nakon toga, dodato je jos 50 pL. 10mM CuCl,, 50 pL
7,5mM neukuproina i 60 pL 1M amonijum-acetatnog pufera. Blank ploca je sadrzala sve osim10mM
CuCl,. Dodatno, kao pozitivna kontrola koris¢en je a-tokoferol rastvoren u DMSO-u u istom opsegu
koncentracija kao ekstrakti. Ploce su inkubirane na 30 °C, 60 minuta, a zatim je izmerena asporbanca
(A) na 450 nm talasne duzine (Microplate reader, BioTek, ExI808, SAD). Ukupna apsorbanca dobijena
je iz formule:

Avukupno = Auzorar — Ablank
Kao i u FRAP testu, i ovde je veéa apsorbanca ukazivala na veéu sposobnost redukcije Cu?* jona.
Rezultati su predstavljeni graficki kao odnos apsorbance i koncentracije test supstanci i izraCunate su
ECso vrednosti, tj. efektivne koncentracije pri kojima je apsorbanca 0,5.

3.2.4. Ispitivanje bioloskih aktivnosti na bakterijskim model sistemima

3.2.4.1. Odrzavanje i priprema bakterijskih kultura za rad

Bakterijski sojevi (ATCC kolekcija) su ¢uvani u LB medijumu sa 20% glicerola na -20 °C.
Dodatno, Salmonella tythimurium TA1535 koja se koristi u SOS/umuC testu, ¢uvana je u 1xTGA
medijumu sa dodatkom 10% DMSO-a na -80 °C. Ciste kulture bakterijskih ATCC sojeva su odrzavane
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na petri $oljama sa kojih su presejavane u odgovaraju¢im vremenskim razmacima, kako bi se sprecilo
isusivanje hranljive podloge i potencijalna kontaminacija. Za potrebe eksperimenata, po jedna kolonija
sa petri Solja je ezom zasejavana u odgovarajuci te¢ni hranljivi medijum i inkubirana 24h na 37 °C. S.
typhimurium je oZivljavana direktnim zasejavanjem zamrznutog uzorka u hranljivi medijum.

3.2.4.2. Odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija — MIK test

Pripremljene prekono¢ne kulture bakterija su razblazene 20x u 30 mL odgovaraju¢eg medijuma
(MHB, odnosno BHI za L. monocytogenes i IXTGA za S. typhimurium) i inkubirane uz aeraciju na 180
rpm i 37 °C do dostizanja Zeljene opticke gustine (ODsoo) koja, na osnovu prethodno odredenih
kalibracionih kriva (Kolarevi¢ i sar., 2016), odgovara koncentraciji ¢elija ~(1-2) x 108 Pomoéu
spektrofotometra (UV-6300 PC spectrophotometer, MRC Scientific instruments, Holon, Israel) na
svakih sat vremena merena je ODsoo bakterija i nakon dostizanja zeljene opticke gustine suspenzija
bakterija je centrifugirana na 4000 rpm 10 minuta. Nakon centrifugiranja supernatant je otklonjen i
talog resuspendovan u 0,01M MgSOg4, a zatim je dobijena suspenzija razblazena tako da je finalna
koncentracija éelija bila 106 mL™. MIK test se zasniva na pravljenju dvostrukih razblaZenja test
supstanci u plo¢ama sa 96 bunaric¢a. Pored kolona sa test supstancama, svaka ploc¢a sadrzi i kolone za
kontrolu sterilnosti (blank), za kontrolu rasta bakterija, za kontrolu rastvara¢a (DMSO), kao i kolone za
pozitivnu kontrolu (streptomicin, testiran u opsegu 0,78-100 pg mL™). U kolonama sa ekstraktima,
pozitivhom kontrolom i kontrolom rastvaraca, pravljen je gradijent koncentracija tako §to je sipano 160
uL medijuma i 40 uL test supstance u bunaric¢e A, dok je u ostalim bunari¢ima B-H sipano po 100 pL
medijuma. Uzimanjem 100 pL sadraZaja iz prvog bunari¢a i prebacivanjemu drugi, zatim iz drugog u
treci i tako do kraja, napravljena su dvostruka razblazenja (iz bunari¢a H reda se izbacuje po 100 pL).
Nakon napravljenog gradijenta u svaki bunarié¢ je dodato 80 uL medijuma i 20 pL bakterija (10° mL™*u
bunari¢ima), ¢ime je postignuta finalna zapremina od 200 pL. Na kraju je u svaki bunari¢ dodato po 22
pL indikatora rasta resazurina. Ploce su obmotane parafilmom i inkubirane 24h na 37 °C. Ekstrakti
lincure su testirani u opsegu koncentracija 0,078-10 mg mL™, dok su konstituenti (genciopikrozid,
sverozid, svertiamarin, mangiferin, izoviteksin i homoorientin) testirani u opsegu 0,0078-1 mg mL™.
Rezultati su analizirani pra¢enjem promene boje indikatora. Resazurin, koji je plave boje, se u
prisustvu oksidoreduktaza Zivih ¢elija redukuje do rezorufina roze boje, $to predstavlja indikaciju rasta.
Najmanja koncentracija na kojoj nije doSlo do promene boje se tumaci kao minimalna inhibitorna
koncentracija (MIK). Kako bi se utvrdilo da li test supstanca ostvaruje samo bakteriostatsko ili i
baktericidno dejstvo, ezom je iz svakog bunari¢a u kome nema vidljivog rasta zasejavan uzorak na
¢vrstu hranljivu podlogu, koja je zatim inkubirana 24h na 37 °C. Nakon inkubacije posmatrano je
prisustvo ili odsustvo rasta i najmanja koncentracija na kojoj nema rasta proglasavana je za minimalnu
baktericidnu koncentraciju (MBK).

Kako bi se utvrdila granica toksicnosti ekstrakata lincure za model organizam u SOS/umuC
testu (S. typhimurium TA1535/pSK1002), odredene su MIK vrednosti. Pored ekstrakata, testiranih u
opsegu koncentracija 0,039-5 mg mL™, na ovom soju testirani su i mutageni 1Q i PhIP (opseg
kocentracija 0,39-50 pg mL™).

3.2.4.3. Ispitivanje uticaja ekstrakata i konstituenata G. lutea na formiranje biofilma

Efekat ekstrakata lincure na spre¢avanje procesa formiranja biofilma je pracen kvantifikacijom
ukupne biomase biofilma, bojenjem kristal violetom po metodi Stepanovic¢ i sar. (2000), sa malim
modifikacijama. Metoda se izvodi u mikrotitar plo¢ama sa 96 bunari¢a, pri ¢emu su ekstrakti i

konstituenti testirani u koncentracijama koje su odgovarale njihovim 1/16MIK, 1/8MIK, 1/4MIK,
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1/2MIK i MIK vrednostima. Pored kolona sa ekstraktima, plo¢a je sadrzala i kolone za kontrolu

sterilnosti, kontrolu formiranja biofilma i kontrolu rastvaraca (DMSO). Po 100 uL bakterijske
suspenzije (10° ¢elija mL™?) je dodato u bunari¢e miktrotitar ploce, a zatim je sipano po 100 pL test
supstanci odgovaraju¢e koncentracije doprinose¢i ukupnom volumenu od 200 pL. Odabrane
koncentracije ekstrakata, kao i1 bakterijske suspenzije pripremane su u odgovaraju¢im medijumima
(MHB za S. aureus, BHI za L. monocytogenes) sa dodatkom 0,5 % glukoze. Nakon postavljanja
eksperimenta, ploe su inkubirane preko no¢i na 37 °C. Slede¢eg dana, medijum iz bunari¢a je
uklonjen, preostali sadrzaj je ispran vodom dva puta, i ploca je ostavljena da se osusi. Nakon toga
dodavano je po 200 pL vodenog rastvora 0,1 % kristal violeta u svaki bunari¢ i ploca je ostavljena na
inkubaciju 20 min na sobnoj temperaturi. Po isteku perioda inkubacije, plo¢a je ponovo isprana vodom
i nakon suSenja dodavan je apsolutni etanol za rastvaranje Kristal violeta koji se vezao za masu
biofilma. Ukupna masa biofilma odredivana je merenjem intenziteta boje kristal violeta na talasnoj
duzini od 570 nm (Multiscan FC, Thermo Scientific, Sangaj, Kina). Procenat inhibicije formiranja
biofilma, u odnosu na netretiranu kontrolu, je izracunat prema slede¢oj formuli:

Inhibicija formiranja biofilma (%) =1 — % * 100

k

gde A: predstavlja srednju vrednost apsorbance tretmana, dok Ax predstavlja srednju vrednost
apsorbance kontrole rastvaraca (DMSO).

3.2.4.4. Ispitivanje genotoksi¢nog efekta ekstrakata lincure i mutagena iz hrane primenom
SOS/umuC

SOS/umuC test se bazira na sposobnosti genotoksi¢nih agenasa da indukuju SOS odgovor kod
bakterija, odnosno ekspresiju gena umuC (Oda, 2016). Test se izvodi na bakteriji S. typhimurium
TA1535/pSK 1002 koja sadrzi visestruke kopije plazmida pSK 1002 sa fuzijom umuC::lacZ gena. Gen
lacZ kodira za B-galaktozidazu, pa se samim tim ekspresija umuC gena prati preko aktivnosti -
galaktozidaze. Test se izvodi u mikrotitar plo¢ama sa 96 bunarica u koje se nakon izlaganja S.
typhimurium test supstanci, dodaje supstrat za [-galaktozidazu (O-nitrofenil-f-galatopiranozid,
ONPG). Razgradnjom supstrata nastaje zuto obojeno jedinjenje orto-nitrofenol (ONP), ¢ija se koli¢ina
meri spektrofotometrijski na 405 nm. Genotoksi¢ni potencijal test supstanci je direktno proporcionalan
aktivnosti B-galaktozidaze.

U ovom radu ispitivanje genotoksi¢nosti ekstrakata je vrSeno uporedo i u prisustvu i u odsustvu
S9 miksa, tj. mikrozomalne frakcije jetre pacova koja omogucava metaboli¢ku aktivaciju test supstanci.
Na ovaj nacin se moglo utvrditi da li su ekstrakti promutageni, tj. da li zahtevaju metaboli¢ku aktivaciju
da bi izazvali ostecenja na molekulu DNK. Pored ispitivanja genotoksi¢nosti ekstrakata, ispitivan je i
genotoksi¢ni potencijal mutagena iz hrane 1Q i PhIP u primenjenim eksperimentalnim uslovima, tj.
ustanovljene su genotoksi¢ne doze ovih mutagena koje ¢e se primenjivati u testu antigenotoksi¢nosti.

Radni protokol

Dan pre eksprimenta zasejana je kultura S. typhimurium (50 pL bakterijske kulture je zasejano u
10 mL 1XTGA) i inkubirana je na 37 °C uz aeraciju ne duze od 16h. Na dan eksperimenta je
prekonoé¢na kultura razblazena 10x u svezem 1XTGA medijumu (10 mL) i inkubirana 1,5 h na 37 °C uz
aeraciju na 250 rpm. Nakon inkubacije, ODego je izmeren i doteran pomocu svezeg medijuma na 0,2.
Na taj nacin dobijene su ¢elije u eksponencijalnoj fazi rasta. Eksperiment se izvodi kori§¢enjem 3
mikrotitar ploce (A, B, C).
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Prvo je punjena A ploc¢a tako $to je u slepu probu dodato 90 pL IXTGA medijuma i 10 pL
bidestilovane vode, u kontrolu rasta bakterija 90 pL suspenzije bakterija i 10 pL bidestilovane vode, u
kontrolu rastvarata (DMSO) 90 pL suspenzije bakterija i 10 L. DMSO-a (10%), u pozitivnu kontrolu
90 pL suspenzije bakterija i 10 pL rastvora poznatog mutagena. Kao pozitivne kontrole kori$¢eni su 4-
nitrohinolin 1-oksid (4NQO, 0,5 pg mL™) i benzo[a]piren (B[a]p, 50 pug mL™). Prilikom ispitivanja
genotoksi¢nosti test supstanci (ekstrakti, 1Q i PhIP) dodavano je u bunari¢e A ploc¢e 90 puL bakterijske
suspenzije i 10 pL test supstance odredene koncentracije. S obzirom da je test raden i u prisustvu S9
frakcije, paralelno je pripremana joS jedna ploca A, koja je punjena po istoj shemi, ali je 90 pL
suspenzije bakterija sadrzavalo i S9 miks (10% S9 frakcija, Sema pripreme je data u poglavlju 3.1.5.
Nakon punjenja, ploca A je obmotana parafilmom 1 inkubirana 2h na 37 °C uz aeraciju na 150 rpm. Po
isteku perioda inkubacije prebaceno je iz svih bunari¢a ploc¢e A po 30 puL uzoraka u plo¢u B, u koju je
prethodno dodato 270 uL 1XTGA medijuma. Ploca B je zatim obmotana parafilmom i inkubirana 2h na
37 °C uz aeraciju na 150 rpm. Pred kraj inkubacionog perioda ploc¢e B, u plo¢u C je dodato 120 puL B-
pufera i ploca je inkubirana na sobnoj temperaturi 20 minuta. Nakon toga, iz ploce B je prebaceno 30
pL uzoraka u plocu C i naneto je jo§ 30 pL rastvora ONPG-a. Tako pripremljena ploca je inkubirana na
sobnoj temperaturi 20 minuta. Reakcija razgradnje ONPG-a je prekinuta dodavanjem 120 puL Na2COsa.
Spektrofotometrijski (Multiscan FC microplate reader, Thermo Scientific, Sangaj, Kina) su zatim
oCitane: (1) sa plo¢e B opti¢ka gustina bakterija na 600 nm (ODsoo), koja omogucava procenu
vijabilnosti, tj. stope rasta), (2) sa plo¢e C apsorbanca na 405 nm (Asos), koja omogucava procenu
nivoa ekspresije B-galaktozidaze, tj. daje informaciji o stopi indukcije SOS odgovora. Na osnovu
dobijenih vrednosti moguce je izraCunati stopu rasta bakterija (eng. growth ratio, G) prema sledecoj
formuli:

ODgpouzorka

G =
ODggokontrole

Ukoliko je G <0,75, uzorak je smatran citotoksi¢nim.
Dodatno, izracunata je stopa indukcije (eng. induction rate, IR) SOS odgovora, odnosno posredno
DNK ostecenja, prema sledecoj formuli:
IR = Aypsuzorka G
- (A405kontr0le)/
Ukoliko je IR >2, uzorak je smatran genotoksi¢nim.
Prilikom ispitivanja genotoksi¢nosti ekstrakata/mutagena testirane su serije koncentracija,

pocev od MIK vrednosti nanize.

3.2.4.5. Ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata lincure primenom SOS/umuC

Kako bi se ispitao antigenotoksi¢ni potencijal ekstrakata prema mutagenima iz hrane 1Q i PhiP,
koriséen je isti eksperimentalni protokol, uz primenu prethodno uspostavljenih negenotoksi¢nih
koncentracija ekstrakata i genotoksi¢nih koncentracija 1Q i PhIP. Eksperimenti su vrSeni Samo u
prisustvu S9 frakcije, obzirom da koris¢eni mutageni 1Q i PhIP zahtevaju metabolic¢ku aktivaciju. Kako
bi se ispitao antigenotoksi¢ni efekat, bakterija je podvrgunta ko-tretmanu ekstrakata i mutagena, sto je
zahtevalo mesanje bakterijske suspenzije (90 uL) i smese mutagena i ekstrakta (10 uL) u ploci A.
Ostatak protokola je bio isti kao u gore navedenom poglavlju 3.2.13.

Nakon izracunavanja IR vrednosti, inhibicija indukovane genotoksicnosti izraCunata je primenom
formule:

(%) = (1 — IR’“) %100
0 IR

m
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gde IRk: predstavlja srednju vrednost indukcione stope ko-tretmana, a IRm srednju vrednost indukcione
stope mutagena.

3.2.5. Ispitivanje bioloskih aktivnosti na kulturi sisarskih ¢elija
3.2.5.1. Metode za odrzavanje i gajenje Celijskih linija

3.2.5.1.1. Cuvanje éelijskih linija-procedura zamrzavanja éelija

Celijske linije su ¢uvane u te¢nom azotu, zamrznute na -196 °C i na ovaj nadin moguce je
odrzati vijabilnost ¢elija skoro neograniceno. Dodatno, ¢elijske kulture se mogu cuvati neko vreme (do
6 meseci) u zamrznutom stanju na -80 °C u Deep Freez-u. Celije su gajene u optimalnim uslovima na
srednjem flasku (75 cm?) u inkubatoru (Binder, Holandija) uz 100% vlaznosti, na 37°C, sa 5%
zasi¢enosti CO2. Nakon dostizanja eksponencijalne faze rasta (do 80% konfluentnosti) celije su
tripsinizovane i odreden im je broj bojenjem tripan plavim (broj vijabilnih ¢elija koji se zamrzava
iznosio je 5x10%/mL). Zamrzavanje éelija je vrieno postepno, kriotube su prvo ohladene u frizideru na
4 °C, zatim prebacene na -20 °C i na kraju na -80 °C ili u te¢ni azot.

3.2.5.1.2. Procedura ozivljavanja zamrznutih ¢elija i gajenje

Kriotube sa zamrznutim celijama su otopljenje i sadrzaj je prebafen u epruvete za
centrifugiranje sa 3 mL odgovaraju¢eg medijuma i centrifugiran 10 minuta na 1000 rpm. Nakon
centrifugiranja, supernatant je otklonjen, ¢ime se uklanja i DMSO, a ¢elije su resuspendovane u 1 mL
medijuma. Sav sadrzaj iz epruvete je prebaden u mali flask (25cm?) i ¢elije su gajene do pojave
monosloja. Po potrebi, ¢elijama je menjan medijum 1 ispirane su primenom 1xPBS. Posto su dostigle
80% konfluentnosti, $to je utvrdeno posmatranjem na invertnom svetlosnom mikroskopu (Boeko,
Nemacka), ¢elije su pripremane za tripsinizaciju i presejavanje na srednji flask.

3.2.5.1.3. Tripsinizacija ¢elija

Procedura tripsinizacije ¢elija podrazumevala je otklanjane medijuma iz flaskova i ispiranje
¢elija 1xPBS-om. Nakon toga, dodavana je odredena koli¢ina rastvora 0,1% tripsina (1,5 mL za mali
flask, 2,5 mL za srednji flask). Flaskovi su ostavljani 2-3 minuta na 37 °C, nakon ¢ega su snazno
izlupani kako bi se ¢elije odlepile. Reakcija tripsinizacije je zaustavljena dodavanjem duplo vece
koli¢ine medijuma i sav sadrzaj je prebacen u epruvete i centrifugiran 10 min na 1000 rpm. Nakon
centrifugiranja, supernatant je uklonjen i talog je resuspendovan dodavanjem 1-2 mL medijuma. U
zavisnosti od potreba odredivan je broj celija bojenjem tripan plavim (u cilju postavljanja
eksperimentata citotoksi¢nosti/genotoksi¢nosti ili zamrzavanja) ili je vrSeno presejavanje u nove
flaskove.

3.2.5.1.4. Procena broja i vijabilnosti ¢elija primenom tripan plavog

Za odredivanje broja ¢elija koriS¢en je hemocitometar (Blrker komora) i 0,4% rastvor tripan
plavog, boje koja ne prolazi kroz ¢elijsku membranu, tako da Zive ¢elije ostaju neobojene, dok mrtve
primaju boju i postaju plave. Koris¢eni hemocitometar se sastoji iz dve komorice podeljene na 9 velikih
kvadrata, a svaki od njih je podeljen na 16 malih kvadratica. Broj i vijabilnost ¢elija su odredivani
meSanjem 10 pL celijske suspenzije i 20 pL tripan plavog. Broj ¢elija je izracunat prema formuli:
Broj ¢elija/mL = broj Celija u 4 vidna polja x 4 x 3 x 10*. Broj ¢elija u 4 vidna polja pomnoZen
je sa 4 zbog broja kvadrati¢a na hemocitometru (16). Posto je suspenzija ¢elija pomeSana sa bojom u
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odnosu 1:2, mnozi se sa 3, a usled toga $to u polje sa 16 kvadrati¢a staje 0,1 mm?3, tj. 104, mnozi se sa
104,

3.2.5.2. Odredivanje necitotoksi¢nih koncentracija test susptanci primenom MTT metode

Ispitivanje citotoksi¢nog potencijala test supstanci uradeno je primenom MTT testa. MTT test
je kolorimetrijska metoda za procenu metaboli¢ke aktivnosti i samim tim i vijabilnosti ¢elija. MTT (3-
(4,5-dimetil(tiazol-2-il)-3,5-difenil-tetrazolijum-bromid) je Zuta tetrazolijum boja koja u metaboli¢ki
aktivnim Celijama biva redukovana do nerastvorljivih ljubicastih kristala formazana. Poznato je da u
testovima procene vijabilnosti ¢elija redukciju MTT boje vrse Celijski koenzimi NAD(P)H 1 glikolitic¢ki
enzimi endoplazmati¢nog retikuluma (Stockert i sar., 2018). KorisS¢enjem odgovarajuceg rastvaraca
(DMSO) kristali formazana bivaju rastvoreni tako da je intezitet dobijene ljubicaste boje,
spektrofotometrijski ocitan, proporcionalan broju metabolicki aktivnih vijabilnih ¢elija.

Radni protokol

Nakon tripsinizacije i odredivanja broja celija, na miktrotitar ploce sa 96 bunarica, zasejano je
2x10* ¢elija po bunari¢u i ostavljeno je na inkubaciju 24h, na 37 °C, u prisustvu 5% CO, kako bi se
formirao monosloj. Sutradan, medijum je izvuéen iz bunarica, ¢elije su isprane 1xPBS-om i dodat je
svez medijum u kojem su rastvorene test supstance u odgovaraju¢im koncentracijama i ploCe su
ostavljene na 24-¢asovnu inkubaciju. Svaka plo¢a sadrzala je bunari¢e sa test supstancama, sa
kontrolom rastvaraca (1% DMSO), sa kontrolom rasta ¢elija i kontrolom sterilnosti. Nakon inkubacije
dodat je rastvor MTT boje (20 pL rastvora MTT u 200 pL medijuma) i dodatna inkubacija je trajala 3h.
Posle inkubacionog perioda pazljivo je izvu¢en medijum i formirani kristali formazana su rastvoreni
dodavanjem DMSO. Rezultati su ocitani spektrofotometrijski (Multiscan FC, Thermo Scientific,
Sangaj, Kina) na talasnoj duzini od 570 nm i izradunati su procenti preZivljavanja (P) prema sledec¢oj
formuli:

ODs,ptest supstance

P(%) = 100
(%) * (0D570kontrole rastvaraca

Citotoksi¢nost ekstrakata G. lutea je ispitana na MRC-5, Hs 294T i HepG2 ¢elijama u opsegu
koncentracija 0,0625-2 mg mL™. Dodatno, na HepG2 éelijama za potrebe ispitivanja antigenotoksi¢nog
efekta prema mutagenima iz hrane ispitan je i citotoksi¢ni potencijal konstituenata (genciopikrozid i
mangiferin) u opsegu koncentracija 1,56-50 pg mL?, kao i mutagena I1Q i PhIP u koncentracionom
opsegu 6,25-200 pug mL™,

3.2.5.3. Ispitivanje genotoksi¢nosti primenom alkalnog komet testa

3.2.5.3.1. Priprema celija za ispitivanje genotoksi¢nosti test supstanci

Celijske linije (MRC-5, Hs 294T, HepG2) su zasejane u ploge sa 12 bunarica tako da je finalna
koncentracija ¢elija po bunaru iznosila 3x10° éelija/mL. Plo¢e su ostavljene na inkubaciju preko no¢i
kako bi se formirao monosloj. Sledec¢eg dana medijum je izvucen iz bunara, ¢elije su isprane 1xPBS-
om i dodat je medijum sa ili bez test supstanci. Svaka ploca je sadrzala bunare sa test supstancama,
kontrolom rasta ¢éelija, konrolom rastvaraca (1% DMSO) i pozitivnom kontrolom (4NQO, 2 pug mL™).
Prilikom odabira koncentracija test supstanci uzimani su u obzir rezultati MTT testa, tj. za ispitivanje
genotoksi¢nog potencijala, ¢elije su izloZene najvisim necitotoksi¢nim koncentracijama test supstanci.
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Tretman je vrSen na 37 °C, u prisustvu 5% COg, tokom 24h. Nakon tretmana celije su koris¢ene za
alkalni komet test.

3.2.5.3.2. Utvrdivanje genotoksi¢nih doza UVC i UVA zracenja primenom alkalnom komet testa

Kako bi se ispitao protektivni efekat ekstrakata prema UV zrafenju bilo je potrebno prvo
uspostaviti sub-letalne doze UV zracenja koje dovode do oStecenja na DNK molekulu. Za potrebe ovog
eksperimenta kori§¢ene su MRC-5 i Hs 294T ¢elijske linije. Celije su dan pre eksperimenta zasejane u
plode sa 12 bunari¢a (3x10° éelija po bunaru) i ostavljene na inkubaciju kako bi formirale monosloj.
Sutradan, medijum je otklonjen iz bunaric¢a i dodato je 500 uL. 1xPBS-a kako bi se sprecilo isuSivanje
éelija prilikom zraGenja. Celije su zatim ozratene vodeéi ratuna da kontrola ostane neozratena. Za
zracenje je koriS¢ena UV lampa (Benda, NU-8 KL) sa svetlos¢u talasne duzine od 254 nm prilikom
ispitivanja UVC zracenja, odnosno 366 nm za ispitivanje UVA zracCenja. Primenjene su tri doze UVC
zradenja (45, 54163 J m™) i tri doze UVA zra¢enja (1, 2, 3 J cm™). Zradenje i priprema Celija za komet
test su odvijani u mraku. Nakom zracenja celije su tripsinizovane, centrifugirane i odredena im je
vijabilnost primenom tripan plavog (poglavlje 3.2.5.1.4.). Kako bi doza zrac¢enja bila pogodna za dalje
istrazivanje, vijabilnost Celija je trebala da iznosi preko 60% 1 ukoliko je ovaj uslov bio ispunjen
pristupilo se radenju komet testa.

3.2.5.3.3. Alkalni komet test

Za odredivanje genotoksi¢nog potencijala test supstanci primenjena je alkalna verzija komet
testa. Komet test (eng. Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) predstavlja metodu za detektovanje
oste¢enja DNK molekula na nivou pojedina¢nih eukariotskih ¢éelija. Alkalnim komet testom je moguce
detektovati jednolancane, dvolancane prekide i alkalno labilna mesta (Singh i sar., 1988). SCGE se
zasniva na sposobnosti negativno naelektrisanih fragmenata DNK da putuju kroz agarozni gel od
katode ka anodi, pri cemu oSte¢ena jedra formiraju ,.komete. NeoStecena DNK zadrzava kompaktnu

formu i ostaje u glavi komete, dok prekinuti lanci formiraju rep komete kre¢u¢i se ka pozitivnoj
elektrodi (Slika 8.)

Slika 8. A) Izgled neostecenog nukleoida MRC-5 ¢elijske linije; B) Izgled ostecenog nukleoida MRC-5
¢elijske linije nakon tretmana mutagenom 4NQO
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Radni protokol

Priprema Celija

Nakon odgovarajuceg tretmana celija, izvuCen je medijum, celije su isprane 1xPBS-om i
tripsinizovane dodavanjem 600 pL 0,1% tripsina. Reakcija tripsinizacije je prekinuta dodavanjem 600
ML medijuma i sav sadrzaj je prebacen u ependorfice i centrifugiran na 1000 rpm, 10 minuta, nakon
Cega je supernatant uklonjen i talog je resuspendovan medijumom.
Priprema mikroskopskih plocica i fiksacija éelija

Dan pre eksperimenta mikroskopske plocice su dobro oprane vodom i deterdZzentom i ostavljene
su da se osuse. Zatim su potapane u 0,5% NMP, obrisane s jedne strane i obelezene na strani na kojoj je
nanet prvi sloj agaroze i ostavljene da se osuse preko noci. Na dan eksperimenta na plo€ice je naneto
po 80 uL 1% NMP u duplikatu i prekriveno je pokrovnim stakalcem kako bi se formirao gel. Plo¢ice su
ostavljene u frizideru 5-10 minuta kako bi se gel stegao, a zatim su pokrovna stakalca pazljivo skinuta.
Nakon toga, 30 puL prethodno pripremljene Celijske suspenzije je pomeSano sa 1% LMP, naneto u
duplikatu na plocice i prekriveno pokrovnim stakalcima. Nakon 5-10 minuta u frizideru, sa plo¢ica su
skinuta pokrovna stakalca i ¢elije su bile spremne za liziranje.
Proces liziranja Celija

Liziranje Celija je obavljeno stavljanjem plocica u pufer za lizu ¢elija (pH 10), §to dovodi do
uklanjanja membrana, naruSavanja citoplazme i1 nuklepoplazme, ostavljajuc¢i nukleoid i oslobadajuci
DNK. Liza se odvijala u mraku na 4 °C, 1h, nakon ¢ega su plocice izvadene, osusene i stavljene u
kadice za elektroforezu.
Denaturacija i elektroforeza

Oba procesa su obavljena koris¢enjem pufera za elektroforezu (pH 13), pri ¢emu je denaturacija
trajala 20 minuta, u mraku na 4 °C, sto je omogudéilo raskidanje vodoni¢nih veza u DNK molekulu.
Nakon toga vrsena je elektroforeza u mraku, na 4 °C pri voltazi od 25V i struji od 300mA, u trajanju od
20 minuta.
Neutralizacija i cuvanje plocica

Neutralizacija se odvijala 15 minuta na 4 °C u mraku, stavljanjem plo¢ica u pufer za
neutralizaciju (pH 7,5). Plo€ice su ¢uvane preko noc¢i u vlaznoj posudi na 4 °C 1 analizirane sledeceg
dana.
Vizuelizacija i kvantifikacija kometa

Gelovi su obojeni fluorescentim interkaliraju¢im agensom akridin oranzom. Po 20 pL akridin
oranza koncentracije 2 pg mL™ je naneto na gelove i prekriveno pokrovnim stakalcem. Po 100
nasumi¢no odabranih nukleusa (50 po gelu) je analizirano pomocu fluorescentnog mikroskopa
(ekscitacioni filter 510 — 560 nm, emisioni filter 590 nm, uveli¢anje 400x, Leica, DMLS, Austrija) i
softvera Comet IV Computer Software (Perceptive Instruments, UK). U ovom istrazivanju nivo
ostecenja DNK molekula je pracen preko parametra intezitet repa komete (eng. Tail intesity, TI) koji
predstavlja procenat DNK prisutne u repu komete.

3.2.5.4. Ispitivanje antigenotoksi¢nosti primenom alkalnog komet testa

3.2.5.4.1. Ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata i konstituenata lincure prema mutagenima iz
hrane

Za ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata lincure i njenih konsituenta (genciopikrozid,
mangiferin) prema mutagenima IQ i PhIP koriS¢ene su metabolicki aktivne HepG2 celije koje
omogucavaju metabolicku konverziju datih mutagena i samim tim ispoljavanje njihovih efekata. Kako
bi se analizirao antigenotoksi¢ni efekat, ¢elije su bile izlozene ko-tretmanu (24h, 37 °C) razli¢itim
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prethodno utvrdenim negenotksi¢nim koncentracijama ekstrakata i konstituenata i genotoksi¢nim
koncentracijama mutagena 1Q (200 pg mL™) i PhIP (100 pug mL™). Nakon izvodenja alkalnog komet
testa (vidi poglavlje 3.2.5.3.3.) i ocitavanja TI vrednosti, inhibicija 1Q/PhIP indukovane
genotoksi¢nosti je izracunata prema sledecoj formuli:
Tl
[ = —_—
(%) = (1 Tlm) * 100

gde Tl predstavlja srednju vrednost inteziteta repa ko-tretmana, dok Tlm predstavlja srednju vrednost
inteziteta repa 1Q/PhIP tretmana.

3.2.5.4.2. Ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata lincure prema UV zracenju

Antigenotoksicni efekat ekstrakat lincure prema UVC i UVA zradenju ispitan je na MRC-5 i Hs
294T ¢elijskim linijama. Nakon zasejavanja ¢elija u ploée sa 12 bunara (3x10° éelija po bunaru),
inkubacije i formiranja monosloja, ¢elije su izlozene negenotoksi¢énim koncentracijama test supstanci
tokom 24h (pretretman antimutagenom). Na dan eksperimenta, ¢elije su ozracene odabranim dozama
UVC zraenja (63 J m?) i UVA zraenja (3 J cm?) koje dovode do dovoljnog oste¢enja DNK
molekula, ali ne uti¢u u velikoj meri na vijabilnost ¢elija. Inhibicija UV-indukovane genotoksi¢nosti je
izraCunata prema sledecoj formuli:

1(%) (1 i ) 100
= — *
0 Tl,,

gde Ti¢ predstavlja srednju vrednost intenziteta repa u pre-tretmanu ekstraktima, a Tiy Srednju vrednost
inteziteta repa nakon zraéenja.

3.2.5.5. Pracenje ekspresije Nrf2 transkripcionog faktora kvantitativnom RT-PCR metodom
(QRT-PCR)

3.2.5.5.1. Izolacija RNK

Detekcija ekspresije Nrf2 transkripcionog faktora pracena je na HepG2 c¢elijama primenom
gRT-PCR metode po protokolu opisanom od strane Kaisarevic i sar. (2015) sa malim izmenama. Celije
su zasejavane u plode sa 12 bunariéa u koncentraciji 1x10° ¢elija po bunaru i inkubirane na 37 °C, u
prisustvu 5% CO3, tokom 24h, kako bi formirale monosloj. Nakon toga, ¢elije su izloZene odabranim
koncentracijama ekstrakata (50% EtOH) i konstituenata (genciopikrozid, mangiferin) koje su se
pokazale najefikasnijim u ispitivanjima antigenotoksi¢nosti prema 1Q i PhIP. Nakon 24-¢asovnog
tretmana, medijum je otklonjem 1 pristupilo se izolaciji RNK. Dodato je 500 pL trizola i ploce su
Sejkirane 5 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim je sadrzaj iz bunari¢a prenet u kriotube i izmesan na
vorteksu 20 sekundi. Nakon toga dodato je 100 pL hloroforma, kriotube su promuckane i inkubirane 2-
3 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirane na 12000 rpm, 15 minuta. Gornja faza koja se
izdvojila nakon centrifugiranja i u kojoj se nalazila RNK je prebacena u nove kriotube, potom je dodato
250 pL izopropanola i smesa je kratko vorteksovana, inkubirana na sobnoj temperaturi i centrifugirana
na 12000 rpm, 10 minuta. Supernatant je uklonjen i u talog, u kome je ostala RNK, dodato je 500 pL
75% etanola. Potom su kriotube vorteksovane i centrifugirane na 7500 rpm, 5 minuta. Nakon
uklanjanja supernatanta i suSenja kriotuba dodato je 50 uL DEPTC vode i smeSa je inkubirana na 60
°C, 5 minuta. Merenjem apsorbanci na 260 nm, kao i odnosa apsorbanci 260/280 i 260/230 (BioSec-
nano, Schimadzu Corporation, Kjoto, Japan) dobijaju se podaci o koncentraciji i ¢isto¢i RNK. Obzirom
da su se vrednosti apsorbanci kretale oko 2 i 2,2 ¢ime su ispunjeni kriterijumi o koncentraciji i Cistoci
RNK molekula, nastavljeno je sa daljom analizom.
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3.2.5.5.2. qRT-PCR

Reverzna transkripcija RNK u ¢cDNK uradena je pomocu High Capacity, cDNK Reverse
Transcription Kit-a sa RNaza inhibitorom. Prevodenje RNK (2 pg) u cDNK je sprovedeno
inkubiranjem reakcione smese u Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) u slede¢im uslovima: 10
minuta na 25 °C, 120 minuta na 37 °C, 5 minuta na 85 °C. Nivo ekspresije Nrf2 gena je kvantifikovan
gRT-PCR metodom na Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Nemacka), pri ¢emu je svaka PCR
smesa (finalna zapremina 12,5 pL) sadrzala cDNK (15 ng), 500 nM specifi¢nih prajmera (Tabela 2.) i
master miks (Power SYBR Green PCR Master Mix). Uslovi ciklusa PCR reakcije su bili sledeéi: 2
minuta na 50 °C, 10 minuta na 95 °C, 40 ciklusa na 95 °C 15 sekundi i 1 minut na 60 °C. Gen za -aktin
(eng. housekeeping gene) je koris¢en kao endogena kontrola u odnosu na koju su normalizovani
dobijeni rezultati. Relativna ekspresija Nrf2 gena je izraCunata na osnovu vrednosti praga ciklusa (eng.
cycle treshold, Ct) prema nacinu koji su opisali Voelker i sar. (2007).

3.2.5.6. Odredivanje sadrzaja i odnosa redukovanog i oksidovanog glutationa

Za ispitivanje uticaja test supstanci na sadrzaj redukovanog (GSH) i oksidovanog (GSSG)
glutationa koris¢en je komercijalni kit (Oxford Biomedical Research, SAD) prema upustvima
proizvodada. Celije su zasejavane u ploée sa 12 bunari¢a u koncentraciji od 3x108 éelija po bunaru i
inkubirane na 37 °C, u prisustvu 5% CO2, tokom 24h. Nakon formiranja monosloja, ¢elije su izlozene
individulanim tretmanima ekstrakata (50% EtOH), konstituenata (genciopikrozid, mangiferin) i
mutagena (IQ, PhIP), kao i ko-tretmanima ekstrakata/konsitueneta sa mutagenima. Odabrane su
koncentracije ekstrakata i konstituenata koje su se pokazale najefikasnijim u ispitivanjima
antigenotoksi¢nog efekta. Nakon tretmana od 24h, celije su tripsinizovane i centrifugirane na 1600
rpm, 10 minuta. Potom je supernatant odliven, talog je resuspendovan sa 1 mL ledeno hladnog 1xPBS-
a i ¢elije su centrifugirane na 6200 rpm, 10 minuta. Supernatant je pazljivo otklonjen i dodato je 90 pL
liziraju¢eg pufera, a ependorfice su ostavljene 20 minuta na ledu dok se rastvor razbistrio. Potom su
centrifugirane na 6200 rpm, 15 minuta na 4 °C. Supernatat je pazljivo prebacen u nove ependorfice.
Priprema za GSSG uzorke podrazumevala je dodavanje 30 uL Scavenger-a (Thiol scavenger koji
odrzava GSSG u oksidovanoj formi) u 100 pL pripremljenog lizata. Tako pripremljenoj smesi je
dodato 270 pL 5% MPA (eng. Metaphosphoric acid solution) za uklanjane proteina iz uzoraka, i smesa
je centrifugirana na 1000 x g, 10 minuta na 4 °C. Potom je 25 pL supernatanta dodato u 1,5 mL pufera i
uzorci su ostavljeni na ledu. GSH uzorci su pripremljeni dodavanjem 50 pL lizata u 350 UL 5% MPA,
centrifugiranjem i ubacivanjem 12,5 pL u 750 pL pufera i ostavljeni su na ledu. Eskperiment je raden u
mikrotitar ploci sa 96 bunarica, pri ¢emu je ploc¢a sadrzala kolone sa uzorcima, standardom (10uM
rastvor GSSG standarda) i blankom (pufer). Kalibraciona kriva standarda je konstruisana na osnovu
upustva proizvodaca. U odgovarajuce bunari¢e dodato je 50 pL uzorka, standarda i pufera, zatim je u
sve bunari¢e dodato 50 uLL. DTNB (eng. 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid) rastvora, 50 pL rastvora
rekombinantne glutation reduktaze i 50 pL rastvora NADPH (eng. p-nicotinamide adenine
dinucleutide phosphate). Merenje apsorbanci je vrSeno u vremenu, na 405 nm (Multiscan FC, Thermo
Scientific, Sangaj, Kina), svakog minuta u trajanju od 10 minuta, uzimajuéi u obzir i nultno vreme.
Odnos GSH/GSSG je izracunat u skladu sa upustvima datim u komercijalnom kitu prema formuli:

GSH — 2 x GSSG

GSH/GSSG = e
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3.2.6. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada rezultata komet testa podrazumevala je primenu softverskog programa
Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., SAD). Za ispitivanje normalnosti raspodele podataka koriS¢en je
Kolmogorov-Smirnov test. Obzirom da podaci dobijeni u komet testu ne pokazuju normalnu raspodelu,
za analizu rezulata je primenjen neparametrijski Mann-Whithney U test, pri ¢emu Su pragovi
znacajnosti definisani na slede¢i nacin: p<0,05; p<0,01; p<0,001. Za statisti¢ku analizu rezultata svih
ostalih testova koriS¢en je softverski program GraphPad Prism 6.01 (Software, Inc., SAD), pri ¢emu su
podaci podvrgnuti jednosmernoj analizi varijanse (one-way ANOVA), primenom Dunnet-ovog I
Tukey-ovog testa. Prag statisticke znacajnosti je definisan na p<0,05.
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4. Rezultati

4.1. Invitro gajenje G. lutea

Deo ove doktorske disertacije bavi se ispitivanjem bioloskih aktivnosti i hemijskom analizom
ekstrakata G. lutea gajene u in vitro uslovima (Cvetkovi¢ i sar., 2020a). U te svrhe, bilo je neophodno
uspostaviti in vitro kulturu i proceniti faktore rasta i morfogeneze na ovaj nacin gajene lincure.
Klijavost semena lincure je nakon dve nedelje klijanja na MS medijumu obogac¢enom sa 0,2 mM GAg3
iznosila 85%, tako da su eksplantati uspesno razvili rozete (Slika 9A, 9B). Dve nedelje nakon postavke
eksperimenta primeéeno je formiranje aksilarnih izdanaka na MS medijumu u prisustvu 2 mg L BAP i
0,2 mg L TAA. Nakon dodatne tri nedelje, na izrezanim izdancima je doslo do razvoja aksilarnih
pupoljaka, ¢ija je brojnost iznosila 6,85 + 0,75 po eksplantatu (Slika 9C, Tabela 6.). Ukorenjenost
izdanaka nakon tretmana sa 2 mg Lt NAA je iznosila 82,3+ 3,9 % (Slika 9D, Tabela 6.). Dodatno,
dobijeni su podaci i o svezoj i suvoj masi, kao i o stopi rasta korena i izdanka (Tabela 6.).

Tabela 6. In vitro rast i morfogeneza G. lutea

Masa (g) SveZa masa Suva masa Stopa rasta
Koren 0,724 + 0,062 0,127 £ 0,010 13,485 + 1,241
Izdanak 0,623 + 0,047 0,098 + 0,008 4,391+ 0,306

Srednja vrednost + SD

Prosecan broj aksilarnih pupoljaka po eksplantatu 6,85+ 0,75
Izdanci sa razvijenim korenom (%) 82,3+39

Vrednosti sveze i suve mase su izmerene nakon 9 nedelja rasta u in vitro kulturi, a na osnovu njih je izraunata i stopa rasta.
Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + standardne greske. Eksperiment je ponovljen 3 puta, sa po 10 eksplantata
(n=30).
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Slika 9. In vitro kultura G. lutea: A) primarni eksplantat; B) izgled rozeta tokom gajenja u subkulturi;
C) aksilarni izdanci formirani nakon tri nedelje na MS podlozi obogaéenoj sa 2 mg L BAP i 0,2 mg L
L 1AA; D) ukorenjene biljke stare 9 nedelja. Skala je podesena na 5 mm (autor fotografije dr Milica
Bogdanovi¢).

4.2. Hemijska karakterizacija ekstrakata G. lutea

Ekstrakti G. lutea su hemijski okarakterisani i analizirani primenom UPLC hromatografije, kao

i odredivanjem sadrzaja ukupnih polifenola i flavonoida primenom kolorimetrijskih metoda (Cvetkovi¢
i sar., 2020a; 2020Db).

4.2.1. UPLC-PDA MS/MS analiza ekstrakata

Kvalitativna i kvantitativna analiza ekstrakata lincure je uradena pomo¢u UPLC hromatografije
sa PDA detektorom i primenom masene spektrometrije prema uslovima opisanim u poglavlju 3.2.3.
Ekstrakti lincure su podvrgnuti istim uslovima kao i smeSa osam Standarda, i to sekoiridoida
(genciopikrozid, sverozid, svertiamarin), iridoida (loganska kiselina), ksantona (mangiferin i
izogentizin) i C-glukoflavona (homoorinetin i izoviteksin). Karakteristicni hromatogrami ukupne
jonske struje (eng. total ion chromatograms, TIC) ekstrakata i smeSe standarda, kao i apsorpcioni
spektri standarda, su dati u Prilogu. MRM hromatogrami svih ekstrakata su predstavljeni na slikama
10, 11 12.
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Slika 10. MRM hromatogrami 50% EtOH plantaznih ekstrakata lincure u koncentraciji od 10 mg mL™*
u ESI modu: A) GLK; B) GLL
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Slika 11. MRM hromatogrami MeOH plantaznih ekstrakata lincure u koncentraciji od 5 mg mL™ u ESI

modu: A) GLK; B) GLL
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Slika 12. MRM hromatogrami MeOH in vitro ekstrakata lincure u koncentraciji od 5 mg mL™* u ESI
modu: A) GLvK; B) GLVI

Kvantitativna analiza ekstrakata G. lutea je pokazala da je najveca koli¢ina genciopikrozida
detektovana u ekstraktu poreklom od in vitro izdanka (GLvl MeOH). Dodatno, genciopikrozid se
pokazao kao najzastupljeniji konstituent i u ekstraktima poreklom od korenova kako plantaznih, tako i
in vitro biljaka (GLK 50% EtOH, GLK MeOH, GLVK MeOH). Dalje, velike koli¢ine homoorientina i
izoviteksina, koji pripadaju grupi C-glukoflavona, su detektovane u 50% vodeno-etanolnom ekstraktu
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plantazno gajenog lista biljke (GLL 50% EtOH). Sto se ti¢e metanolnog plantazno gajenog lista (GLL
MeOH), najzastupljeniji konstituent je bio loganska kiselina. Supstance ¢iji je udeo u ekstraktima
takode bio veéi od 1% su: a) sverozid u GLK 50% EtOH; b) genciopikrozid i loganska kiselina u GLL
50% EtOH; c) sverozid u GLK MeOH; d) genciopikrozid u GLL MeOH; e) sverozid, svertiamarin i
loganska kiselina u GLvI MeOH. Iako u manjim koli¢inama, ksantoni mangiferin i izogentizin su
takode identifikovani u ekstraktima lincure. Generalno, testirani konstituenti lincure koji pripadaju
iridoidnoj/sekoiridoidnoj grupi jedinjenja (loganska kiselina, genciopikrozid, sverozid, svertiamarin) su
detektovani u ve¢im koli¢inama u izdanku in vitro biljaka, u poredenju sa drugim ekstraktima (Tabela

7).

Tabela 7. Sadrzaj (%) glavnih konstituenata u ekstraktima G. lutea

. GLK GLL
0,
Konstituent (%) 50% EtOH 50% EtOH GLK MeOH GLL MeOH GLvK MeOH GLvI MeOH
Genciopikrozid ~ 5058+0,201*  1,14130,147°  4,424:0,339°  1528+0,170°  1,049£0,101°  11,463£0,008°
Sverozid 2,080£0,270°  0,207+0,034>  1,999+0,052*  0,232+0,033"  0,184:0,005°  3,495+0,125°
Svertiamarin 0,6310,032°  0,301£0,036* 0,551+0,017%  0,302£0,007°  0,046:0,005  1,338+0,056¢
'lzggﬁ';;ka 0,710£0,148°  1,792+0,096°  0,706+0,006°  1,789+0,152®  0,031+0,005°  2,271+0,184¢
Mangiferin <LOD 0,129:+0,023 <LOD 0,049:0,003° <LOD 0,110+0,022°
Izogentizin 0,259+0,086  0,231+0,053 0,136+0,019°  0,049+0,002®  0,022£0,011*  0,039:+0,0072
Homoorientin ~ 0,025:0,005%  3,999+0,122°  0,019+0,002°  0,692+0,064° <LOD 0,140:£0,020¢
Izoviteksin 0,0130,005°  3,038+0487° 0,006£0,003*  0,739+0,033" <LOD 0,114+0,001¢

Rezultati su izrazeni kao % sadrzaja ekstrakata + standardne devijacije. LOD (limit detekcije): za mangiferin=0.93 pg mL;
za homoorientin=0.83 pug mL™; za izoviteksin=0.22 pg mL. Statisticka znacajnost je analizirana pomocéu one-way
ANOVA, primenom Tukey-ovog testa. Vrednosti sa razli¢itim slovima u svakom redu pokazuju statisticki zna¢ajnu razliku
u koli¢ini istog konstituenta izmedu ekstrakata.

4.2.2. Sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida

Hemijska karakterizacija je ukljucivala i odredivanje sadrZaja ukupnih polifenola 1 flavonoida u
svim kori$¢enim ekstraktima lincure. Rezultati su predstavljeni kao mg ekvivalenata galne kiseline na 1
g suve mase biljnog ekstrakta (mg GEK g?) prilikom odredivanja sadrzaja polifenola, odnosno kao mg
ekvivalenata kvercetina na 1 g suve mase biljnog ekstrakta (mg QEK g?) pri odredivanju sadrzaja
flavonoida (Tabela 8.). Najveéi sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida je zabelezen za GLL 50%
EtOH i GLvI MeOH, a samo nes§to manji za GLL MeOH ekstrakte. Moze se primetiti da je sadrzaj obe
grupe jedinjenja ve¢i u nadzemnim delovima biljaka. Bez obzira na nacin gajenja biljaka 1 rastvarac¢
koriS¢en prilikom ekstrakcije, koli¢ina ukupnih polifenola i1 flavonoida je bila skoro 2 puta veéa u
ekstraktima listova/izdanaka u poredenju sa ekstraktima korenova.

Tabela 8. Sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida u ekstraktima G. lutea

Ekstrakti Ukupni polifenoli (mg GEK g?) Ukupni flavonoidi (mg QEK g1
GLK 50% EtOH 25,8+3,22 1,4+0,12
GLL 50% EtOH 53,4+3,5° 20,7+1,8°
GLK MeOH 22,7+3,3% 1,1+0,1%
GLL MeOH 44,7+3,5° 18,2+2,7°
GLvK MeOH 23,9+1,72 1,8+0,4a
GLvI MeOH 50,8+0,5° 21,63,1°

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + standardne devijacije . Statisticka znacajnost je analizirana pomoc¢u one-way
ANOVA, primenom Tukey-ovog testa. Vrednosti sa razli¢itim slovima u svakoj koloni pokazuju statisticku znacajnost
izmedu ekstrakata.
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4.3. Antibakterijska aktivnost ekstrakata G. lutea i njenih konstituenata

Antibakterijski efekat ekstrakata lincure i njenih konstituenata ispitan je prema kontaminentima
hrane, kako patogenim bakterijama, tako i uzro¢nicima njenog kvarenja, primenom mikrodilucionog
testa. Dodatno, uzimajuéi u obzir da su bakterije u formi biofilma dosta rezistentnije na primenu
antimikrobnih agenasa, ispitana je sposobnost ekstrakata i konstituenata lincure da sprecavaju
formiranje biofilma odabranih sojeva.

4.3.1. Odredivanje minimalnih inhibitornih i baktericidnih koncentracija ekstrakata i
konstituenata G. lutea

Primenom mikrodilucine metode ispitana je antibakterijska aktivnost ekstrakata G. lutea prema
8 bakterijskih sojeva (Tabela 9.). Gram pozitivne bakterije su pokazale znatno vecu osetljivost na
delovanje ekstrakata u odnosu na gram negativne sojeve (Cvetkovic¢ i sar., 2018). Analiza dobijenih
MIK i MBK vrednosti je ukazala na sledece: (i) komparacija aktivnosti ekstrakata plantazno i in vitro
gajenih biljaka ukazuje na vecu aktivnost drugo pomenutih, dok je (ii) komparacija aktivnosti
ekstrakata poreklom iz razli¢itih biljnih delova ukazala na vecu koncentraciju bioloski aktivnih
jedinjenja u nadzemnim organima (listovi i izdanci) nego u korenovima. Najizrazeniji efekat je
detektovan nakon tretmana GLvI MeOH esktraktom na S. aureus i L. monocytogenes, sa MIK/MBK
vrednostima od 0,156/1,25 mg mL™, odnosno 0,3125 i 0,625 mg mL™. Nesto manju osetljivost na
delovanje GLvI MeOH ekstrakta je pokazao B. subtilis, sa detektovanim MIK i MBK vrednostima od
1,25 i 2,5 mg mL® Ekstrakt GLVK MeOH je takode ispoljio antibakterijski efekat prema L.
monocytogenes i S. aureus, pri ¢emu su MIK vrednosti detektovane na 0,625 mg mL?, dok su se MBK
vrednosti kretale u opsegu 1,25-2,5 mg mL™. Kada je re¢ o ekstraktima listova plantazno gajene
lincure, najefikasnijim se pokazao GLL MeOH i to prema B. subtilis i E. faecalis sa MIK vrednostima
od 2,5 mg mL*?, i MBK vrednostima od 5 mg mLL.Sto se tice antibakterijske aktivnosti ekstrakata
korenova plantazno gajene lincure, ona se kretala u opsegu od 5-10 mg mL™. Antibakterijski efekat
ekstrakata prema gram negativnim bakterijama je izostao u opsegu testiranih koncentracija (do 10 mg
mL™1), sa izuzetkom P. aeruginosa, na kojem su detektovane MIK vrednosti od 10 mg mL™ i to za
ekstrakte plantazno gajene G. lutea .

U cilju blizeg determinisanja antimikrobne aktivnosti ekstrakata lincure i procene potencijalnog
udela njenih konstituenata u uoc¢enoj aktivnosti, ispitana je i antibakterijska aktivnost ¢istih supstanci
koje su zastupljene u testiranim ekstraktima. Primenom mikrodilucione metode analizirana je aktivnost
sekoiridoidnih (genciopikrozid, sverozid, svertiamarin), ksantonskih (mangiferin) i C-glukoflavonskih
jedinjenja (izoviteksin, homoorientin) i to prema sojevima koji su pokazali najvecu osetljivost prema
ekstraktima lincure, ukljuujuéi B. subtilis, E. faecalis, L. monocytogenes i S. aureus. Na osnovu
rezultata prikazanih u Tabeli 10. moze se zakljuciti da je L. monocytogenes pokazala najvecu
osetljivost prema testiranim jedinjenjima, narocitio nakon tretmana mangiferinom i homoorientinom sa
MIK vrednostima od 15,6 odnosno 62,5 pg mL. Efekat sverozida, svertiamarina i izoviteksina prema
L. monocytogenes je bio nesto slabiji sa MIK vredno$éu od 250 pg mL2, dok je efekat genciopikrozida
potpuno izostao. Ostali testirani sojevi su pokazali slabiju osetljivost, pri ¢emu se antibakterijski efekat
konstituenata kretao u opsegu MIK vrednosti od 500-1000 pg mL™.
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Tabela 9. Minimalne inhibitorne (MIK) i minimalne baktericidne (MBK) koncentracije ekstrakata lincure na odabranim bakterijskim
sojevima

GLK 50%EtOH GLL 50%EtOH GLK MeOH GLL MeCOH GLvK MeOH GLvI MeOH Streptomicin

Bakterije/Ekstrakti (mg mLY) (mg mLY) (mg mL™) (mg mL™Y) (mg mLY) (mg mLY) (ug mL™)

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK

B. subtilis ATCC

5533 5 10 5 10 5 10 25 5 5 10 1,25 25 156 3125
Eé;‘;ea"s ATCC 5 10 5 10 5 10 2,5 5 nd* nd 5 10 12,5 25
kT”éogi%yfgge“es 10 nd 10 nd nd nd 5 10 0625 125 03125 0,625 25 50
iﬁg{fgssé\g% 5 10 5 10 nd nd 5 10 0625 25 015 125 625 125
L A nd nd nd nd 10 nd 5 nd 5 10 5 10 625 125
55822 ATCC nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 3,125 6,25
Siggxneri ATCC nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 12,5 25
P 2eruginosa 10 nd 10 nd 10 nd 10 nd nd nd nd nd 125 50

nd*- Nije detektovano u opsegu testiranih koncentracija (0,078-10 mg mL™). Streptomicin je kori$éen kao pozitivna kontrola u opsegu koncnetracija 0,78-100 pg mL™.

Tabela 10. Minimalne inhibitorne (MIK) i minimalne baktericidne (MBK) koncentracije konstituenata lincure na odabranim bakterijskim
sojevima

Bakterije/ G S Sv M | H
Konstituenti (ug mL™) (ug mL™) (ug mL™) (ug mL™) (ug mL™) (g mL™)

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK

B. subtilis -

ATCC 6633 nd nd 1000 nd 1000 nd 500 1000 500 nd 500 1000

E. faecalis

ATCC 29212 nd nd nd nd 1000 nd nd nd 1000 nd nd nd

L. monocytogenes

ATCC 19111 nd nd 250 1000 250 nd 15,6 nd 250 500 62,5 nd

S. aureus

ATCC 25923 nd nd 1000 nd 1000 nd nd nd 1000 nd nd nd

nd*-Nije detektovano u opsegu testiranih koncentracija (7,8-1000 pug mL™?).
G-genciopikrozid; S-sverozid; Sv-svertiamarin; M-mangiferin; 1-izoviteksin; H-homoorientin.
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4.3.2. Efekat ekstrakata i konstituenata G. lutea na formiranje biofilma odabranih sojeva

U daljem ispitivanju antibakterijske aktivnosti ekstrakata i konstituenata lincure, analiziran je
njihov efekat na spreavanje formiranja biofilma bojenjem njegove ukupne biomase kristal violetom.
Na osnovu rezultata mikrodilucionog testa (Tabela 9.) odabrani su oni sojevi koji su pokazali veci
stepen osetljivosti prema ekstraktima i konstituentima, a to su bili S. aureus i L. monocytogenes.
Koncentracije test supstanci koriS¢ene u ispitivanju antibiofilm efekta su se kretale u opsegu od
(1/16 — 1) MIK vrednosti. Kada je re¢ o ekstraktima, ispitan je efekat svih, osim GLK MeOH, s
obzirom da on nije pokazao antibakterijski efekat na testiranim sojevima. Na osnovu dobijenih
rezultata moze se uociti da je aktivnost ekstrakata dozno-zavisna. U slucaju S. aureus, primecuje se
nesto slabija aktivnost ekstrakta u inhibiciji formiranja biofilma (Slika 13, Tabela 8.1., Prilog). Najjaci
efekat je ispoljio GLL MeOH ekstrakt koji je pri najvecoj testiranoj kocentraciji spre¢io formiranje
biofilma za 27,9%, dok se inhibicija formiranja biofilma delovanjem ostalih ekstrakata kretala u opsegu
10,7-19,4%.
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Slika 13.Uticaj ekstrakata G. lutea na formiranje biofilma S. aureus
Rezultati su prikazani kao srednje vrednostitstandardne devijacije. DMSO-kontrola rastvaraca. Statisticka znaajnost u
odnosu na DMSO je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa (*p<0,05).
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S druge strane, efekat ekstrakata na formiranje biofilma L. monocytogenes je bio dosta
izrazeniji (Slika 14, Tabela 8.1., Prilog). Najjaci efekat je ostvaren nakon tretmana GLL 50% EtOH
ekstraktom, pri ¢emu je aktivnost rasla sa porastom koncentracije, a inhibicija formiranja biofilma se
kretala od 11,1% do cak 90%. Nadalje, zapaZzena je 1 aktivnost GLL MeOH 1 GLK 50% EtOH
ekstrakata sa maksimalnom inhibicijom formiranja biofilma od 86,9% odnosno 82,2%. Nesto slabiji
efekat je zabelezen za in vitro ekstrakte lincure, pri ¢emu se procenat inhibicije formiranja biofilma
GLVK MeOH ekstrakta kretao u opsegu od 5,6-34,6%, a GLvI MeOH ekstrakta od 3,5-30%.
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Slika 14. Uticaj ekstrakata G. lutea na formiranje biofilma L. monocytogenes

Rezultati su prikazani kao srednje vrednostitstandardne devijacije. DMSO-kontrola rastvaraca. Statisticka znaajnost u
odnosu na DMSO je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa (*p<0,05).

U daljem istrazivanju antibiofilm aktivnosti G. lutea, ispitan je efekat konstituenata da
sprecavaju formiranje biofilma. Kao i u slucaju ekstrakata, izbor konstituenata i soja prema kojem je
ispitan efekat zavisio je od rezultata mikrodilucione metode. Uzimajuéi u obzir ove rezultate (Tabela
10.), ispitana je antibiofilm aktivnost sverozida, svertiamarina, mangiferina, izoviteksina i
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homoorientina prema L. monocytogenes koja se pokazala najosetljivijom na delovanje ovih
konstituenata. Najizrazeniji antibiofilm efekat je zabelezen za homoorientin, koji je pri svim testiranim
koncentracijama pokazao znacajnu inhibitornu aktivnost u opsegu 20,8-57,6% (Slika 15; Tabela 8.1.,
Prilog). Dosta dobar efekat su pokazali i mangiferin i izoviteksin, pri ¢emu su na najveéim testiranim
koncentracijama inhibirali formiranje biofilma L. monocytogenes za 46% odnosno 50,6%. S druge
strane, slabiji antibiofilm efekat je pokazan za sverozid i svertimarin, sa maksimumom inhibicije
formiranja biofilma od 28,2% odnosno 37,2% pri najveéim testiranim koncentracijam.
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Slika 15. Uticaj konstituenata G. lutea na formiranje biofilma L. monocytogenes

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti+standardne devijacije. DMSO-kontrola rastvaraca. Statisticka znacajnost u
odnosu na DMSO je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa (*p<0,05).

4.4. Ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata G. lutea prema 1Q i PhIP mutagenima

Antigenotoksi¢ni efekat ekstrakata lincure prema mutagenima iz hrane 1Q i1 PhIP ispitan je na
bakterijskom model sistemu (S. typhimurium TA1535), kao i na humanim c¢elijama (HepG2),
primenom SOS/umuC, odnosno alkalnog komet testa. U cilju ispitivanja antigenotoksi¢nog efekta bilo
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je neophodno odrediti necitotoksi¢ne doze ekstrakata i mutagena. Takode je bilo potrebno odrediti
negenotoksi¢ne doze ekstrakta, odnosno genotoksi¢ne doze mutagena, koje su zatim kombinovane u
testovima procene antigenotoksicnosti.

4.4.1. Ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata G. lutea u SOS/umuC testu

Kako bi se ispitao genotoksi¢ni efekat uzoraka bilo je neophodno najpre obaviti preliminarna
ispitivanja koja su trebala da pruze informaciju o opsegu koncentracija supstanci koje je moguce
testirati. Naime, svako ispitivanje antigenotoksi¢nosti podrazumeva prethodno testiranje
citotoksicnosti, kako bi se utvrdio netoksi¢ni opseg koncentracija, kao i genotoksicnosti, kako bi bio
odreden negenotoksi¢ni opseg ekstrakata i genotoksi¢ne doze mutagena.

4.4.1.1. Odredivanje necitotoksi¢nih koncentracija test supstanci na S. typhimurium TA1535 soju

Necitotoksi¢ne koncentracije ekstrakata i mutagena odredivane su primenom mikrodilucione
metode, pri ¢emu su dobijeni podaci 0 MIK vrednostima test supstanci (Tabeli 11.). Za ispitivanje
genotoksi¢nog potencijala koris¢ene su doze po¢ev od MIK vrednosti i nize. S obzirom da je duzina
tretmana ekstraktima u ovom testu znatno kraca u poredenju sa mikrodilucionim testom, o¢ekivano je
da inhibicija rasta odsustvuje ili barem bude znacajno manje izrazena. Odsustvo citotoksi¢nosti
odabranih koncentracija test supstanci je dodatno potvrdeno nakon odredivanja stope rasta u
SOS/umuC testu. Rezultati stope rasta u odsustvu i prisustvu metabolicke aktivacije su prikazani na
Slici 16; na osnovu njih se moze uoditi da su vredosti stope rasta za sve testirane supstance vece od
grani¢ne vrednosti postavljene protokolom testa (0,75), Sto ukazuje na odsustvo toksi¢nog ecfekta
supstanci.

Tabela 11. MIK vrednosti testiranih supstanci

Test supstance MIK vrednosti
GLK 50% EtOH 25mg mL?
GLL 50% EtOH 25mg mL?

GLK MeOH 5mgmL*
GLL MeOH 1,25 mg mL™*

GLvK MeOH 5mgmL*
GLvI MeOH 2,5mgmL*?

IQ 50 pg mL*?

PhiP 50 ug mL*?
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Slika 16. Uticaj test supstanci na stopu rasta bakterije S. typhimurium u SOS/umuC testu u odsustvu

(A) 1 prisustvu (B) metabolicke aktivacije (S9 frakcija).

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti stope rasta + standardne devijacije. Crvena linija pozicionirana na 0,75
predstavlja prag ispod kog se efekat smatra citotoksi¢nim. DMSO (10%) - kontrola rastvaraca; 4NQO (0,5 ng mL™?) i B[a]p
(50 pg mL1) — pozitivne kontrole.

4.4.1.2. Procena genotoksi¢nosti test supstanci u SOS/umuC testu

Genotoksi¢ni potencijal ekstrakata i mutagena je ispitan u odsustvu i prisustvu metabolicke
aktivacije, odredivanjem stope indukcije DNK oSteCenja. Determinacija stope indukcije u
eksperimentima bez S9 frakcije je pokazala da samo najvisa testirana koncentracija GLvVK MeOH
ekstrakta ispoljava nesSto slabiji genotoksic¢ni efekat (Slika 17A), dok je genotoksi¢nost svih ostalih
testiranih ekstrakata izostala (Cvetkovi¢ i sar., 2020a). S druge strane, nakon testiranja u prisustvu
metabolicke SO frakcije, svi ekstrakti su na odredenim koncentracijama pokazali genotoksi¢ni efekat
(Slika 17B), pri ¢emu je GLvI MeOH ekstrakt ispoljio najve¢u sposobnost indukcije DNK ostecenja i
to na najviSoj testiranoj koncentraciji, sa stopom indukcije od cak 4,9+0,2. Zbog toga, niZe
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negenotoksi¢ne koncentracije ekstrakata (do 0,3125 mg mL™ za GLL MeOH i GLvI MeOH, 0,625 mg
mL? za GLL 50% EtOH, 1,25 mg mL™ za GLK 50% EtOH i GLVK MeOH i 2,5 mg mL? za GLK
MeOH, i) su izabrane za dalja testiranja antigenotoksi¢nosti. S druge strane, analiza genotoksi¢nosti
mutagena je ukazala na odsustvo iste prilikom testiranja bez metabolicke aktivacije. Dodavanje S9
frakcije je dovelo do metabolicke konverzije i aktivacije samo PhIP mutagena, dok je genotoksi¢ni
efekat 1Q mutagena potpuno izostao (Slika 17B). Na osnovu rezultata genotoksi¢nosti mutagena, u
daljem radu ispitana je antigenotoksicnost ekstrakata lincure prema PhIP mutagenu primenjenom u
koncentraciji od 12,5 ug mL™, obzirom da pri ovoj dozi indukuje dovoljan genotoksiéni odgovor sa
stopom indukcije od 3,9+0,2.
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Slika 17. Uticaj test supstanci na stopu indukcije DNK oste¢enja u SOS/umuC testu u odsustvu (A) i
prisustvu (B) metabolicke aktivacije (S9 frakcija).

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti stopa indukcije + standardne devijacije. Crvena linija pozicionirana na 2
predstavlja prag iznad kog se efekat smatra genotoksi¢nim. DMSO (10%) — kontrola rastvaraca; 4NQO (0,5 pg mL™?) i
B[alp (50 pg mL1) - pozitivne kontrole. Statisticka znacajnost u odnosu na DMSO je analizirana pomocu one-way
ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa (*p<0,05).
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4.4.13. Procena antigenotoksicnog efekta ekstrakata G. lutea prema PhIP mutagenu u
SOS/umuC testu

Antigenotoksi¢nost ekstrakata ispitana je primenom ko-tretmana sa PhIP mutagenom
(Cvetkovi¢ 1 sar., 2020a). Na osnovu rezultata stope rasta ko-tretmana, prikazanih na Slici 18,
pokazano je odsustvo toksi¢nosti svih kombinacija ekstrakata i mutagena.
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Slika 18. Uticaj ko-tretmana ekstrakata G. lutea i PhIP (12,5 ug mL™) na stopu rasta S. typhimurium u
SOS/umuC testu: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno

gajene G. lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G. lutea.
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti stope rasta + standardne devijacije. Crvena linija pozicionirana na 0,75
predstavlja prag ispod kog se efekat smatra citotoksi¢nim. DMSO (10%) - kontrola rastvaraca.

Rezultati testiranja antigenotoksi¢nosti su pokazali da su svi testirani ekstrakti znacajno
redukovali oSte¢enja na DNK molekulu izazvana delovanjem PhIP mutagena (Slika 19.). Treba
naglasiti da sa izuzetkom GLvK MeOH ekstrakta, svi ostali ekstrakti su bar pri odredenim
koncentracijama indukovali izuzetni genoprotektivni efekat prema PhlIP-u, pri ¢emu su snizili stopu
indukcije ispod 2 (prag genotoksi¢nosti). Zanimljiva je Cinjenica da su ekstrakti plantazno gajene
lincure redukovali DNK oStecenja uspes$nije na nizim koncentracijama, pri ¢emu su se najefikasnijim
pokazali ekstrakti listova, sa procentima inhibicije PhIP-indukovane genotoksi¢nosti od 85% za GLL
50% EtOH i 83% za GLL MeOH. Dodatno, ekstrakti in vitro gajene lincure su takode pokazali
znacajan inhibitorni potencijal (58% i 71% inhibicija PhIP-indukovane genotoksi¢nosti je zabelezena
za GLvK MeOH, odnosno za GLvI MeOH), pri ¢emu su odgovori bili dozno-zavisni (Tabela 12.).
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Slika 19. Antigenotoksi¢ni efekat ekstrakata G. lutea prema PhIP (12,5 pg mL™?) mutagenu u
SOS/umuC testu: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno

gajene G. lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G. lutea.

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti stopa indukcije *+ standardne devijacije. Crvena linija pozicionirana na 2
predstavlja prag iznad kog se efekat smatra genotoksicnim. DMSO (10%) — kontrola rastvaraca. Statisticka znacajnost je
analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa (p<0,05): + statisticka zna¢ajnost u odnosu na DMSO;
* statistiCka znacajnost u odnosu na PhIP.

Tabela 12. Inhibicja (%) PhIP - indukovane genotoksi¢nosti nakon ko-tretmana sa G. lutea ekstraktima
u SOS/umuC testu

+PhIP (12,5 pg mL™Y)

mg mL* 0,156 0,3125 0,625 1,25
GLK 50% EtOH 70% 68% 64% 55%
mg mL? 0,078 0,156 0,3125 0,625
GLL 50% EtOH 85% 76% 66% 36%
mg mL*! 0,3125 0,625 1,25 2,5
GLK MeOH 75% 74% 67% 54%
mg mL? 0,039 0,078 0,156 0,3125
GLL MeOH 83% 70% 67% 4%
mg mL? 0,156 0,3125 0,625 1,25
GLvK MeOH 44% 49% 55% 58%
mg mL? 0,039 0,078 0,156 0,3125
GLvI MeOH 63% 67% 69% 71%

Inhibicija je izracunata u odnosu na srednju vrednosti stope indukcije.
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4.4.2. Ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata G. lutea primenom alkalnog komet testa

Kao $to je prethodno navedno (poglavlje 4.4.1.) preliminarna ispitivanja obuhvatila su
odredivanje necitotoksi¢nog opsega svih test supstanci, kao i1 utvrdivanje negenotoksi¢nog opsega
ekstrakata/konstituenata, odnosno genotoksi¢nih doza mutagena.

4.4.2.1. Odredivanje necitotoksi¢nih koncentracija test supstanci na HepG2 ¢elijama primenom
MTT testa

Kako bi se odredile koncentracije test supstanci koje ne snizavaju vijabilnost ¢elija primenjen je
MTT test. Pored ekstrakata lincure, u daljem radu ispitana je i antigenotoksi¢nost konstituenata
genciopikrozida i mangiferina, tako da je samim tim bilo potrebno uspostaviti necitotoksi¢ne
koncentracije i ovih jedinjenja. Prezivljavanje HepG2 celija nakon tretmana GLK 50% EtOH
ekstraktom i genciopikrozidom nije bilo zna¢ajno smanjeno, bez obzira na primenjenu koncentraciju
test supstanci (Slika 20A, 20D; Cvetkovi¢ i sar., 2020b). Takode, vijabilnost ¢elija nakon izlaganja
metanolnim ekstraktima plantazno gajene lincure, kao i in vitro gajene lincure je prevazilazila 80%
(Slika 20B, 20C), sto je bilo iznad postavljenog praga znacajne citotoksi¢nosti (minimum 70%
prezivljavanja). S druge strane, prezivljavanje Celija nakon tretmana GLL 50% EtOH ekstraktom i
mangiferinom je maksimalno redukovano za oko 30% pri viSim testiranim koncentracijama (Slika 20A,
20D). Sli¢no, vijabilnost HepG2 ¢elija nakon izlaganja mutagenima se kretala preko 70% (Slika 20E).
Za ispitivanje genotoksi¢nog potencijala odabrane su kao maksimalne, one koncentracije test supstanci
koje su redukovale prezivljavanje ¢elija za oko 30%. c

A B

120 120 ‘ 120 GLVK MeOH  GLvI MeOH
GLK 50% EtOH GLL 50% EtOH GLK MeOH GLL MeOH DLV e YEAE
|| o 100 ~ 100 B [ v L

)

—
=
=]

80 80 80

60 60 60

40 40

Prezivljavanje (%)

Prezivljavanje (%
Prezivljavanje (%

20 20

> I\ SNV e S Y
PO s MY R S Y RRRE S Y Re v Y PP JAS RS
S & Ay S SOY FN
S S S % SR & ST
mg mL”! mg mL! mg mL"!
D E

=
S

Prezivljavanje (%)
=)
=l
PreZivljavanje (%)

R g,e.»ab,\g;,» b g@ c« e BN

65\:\%0 b%?”‘)e“\“%’\«@ 6 .’9;\@_&%
@Q
p.gmL" pgml!

Slika 20. Citotoksi¢ni potencijal ekstrakata, konstituenata i mutagena na HepG2 celijama: A) 50%
EtOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C) Ekstrakti
in vitro gajene G. lutea; D) Konstituenti - genciopikrozid (G), mangiferin (M); E) Mutageni - 1Q,
PhIP.

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti % prezivljavanjatstandardne devijacije. Statisticka zna¢ajnost u odnosu na

kontrolu rastvarac¢a (DMSO, 1%) je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa (*p<0,05).
Crvena linija pozicionirana na 70% predstavlja prag ispod kog se efekat smatra citotoksi¢nim.
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4.4.2.2. Procena genotoksi¢nog potencijala test supstanci na HepG2 ¢elijama primenom alkalnog
komet testa

Genotoksi¢nost ekstrakata, konstituenata i mutagena analizirana je nakon izlaganja HepG2
éelija necitotoksiénim koncentracijama test supstanci tokom 24h (Cvetkovi¢ i sar., 2020a; 2020b). Sto
se tice 50% EtOH ekstrakata plantazno gajene lincure, ekstrakt korena nije indukovao oSte¢enja DNK
molekula u opsegu primenjenih koncentracija, dok je ekstrakt lista ispoljio genotoksi¢ni potencijal pri
odredenim testiranim dozama (Slika 21A). Dalje, rezultati analize genotoksi¢nosti MeOH eckstrakata
plantazno gajene lincure su pokazali odsustvo genotoksi¢nog efekta u testiranom opsegu koncentracija
oba ekstrakta (Slika 21B). S druge strane, in vitro ekstrakt korena je pokazao blagi genotoksi¢ni efekat
na dve najvise testirane koncentracije. Najveci porast ucestalosti oSte¢enja DNK molekula u poredenju
sa kontrolom rastvarata je zabelezen za in vitro ekstrakt izdanka i to u Sirokom opsegu testiranih
koncentracija (samo je najmanja testirana koncentracija, tj 0,0625 mg mL™* bila negenotoksi¢na, Slika
21C). Kada je re¢ o testiranim konstituentima lincure, genciopikrozid je ispoljio blazi genotoksicni
potencijal na najviSoj primenjenoj dozi, dok je genotoksi¢ni efekat mangiferina izostao u opsegu
testiranih kocentracja (do 50 pg mL™, Slika 21D). U daljem radu, za ispitivanje antigenotoksi¢nog
potencijala odabrane su samo negenotoksi¢ne doze ekstrakata i konstituenata (do 2 mg mL™? za GLK
50% EtOH, GLK MeOH i GLL MeOH, do 0,25 mg mL™* za GLL 50% EtOH, do 0,5 mg mL™ za GLVK
MeOH, do 0,0625 mg mL* za GLvI MeOH, do 25 ug mL™ za G i do 50 ug mL™* za M).
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Slika 21. Genotoksi¢ni potencijal ekstrakata i konstituenata G. lutea: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno
gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G.
lutea; D) Konstituenti — genciopikrozid (G), mangiferin (M).

Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (TI) — procenat DNK u repu komete. 4NQO (2 pug mL™) — pozitivna kotrola.

Statisti¢ka znacajnost je testirana u odnosu na kontrolu rastvarac¢a (DMSO, 1%) primenom neparametrijskog Mann-Whitney
U testa (**p<0,01; ***p<0,001).
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U daljem istrazivanju bilo je neophodno ispitati i genotoksi¢ni potencijal mutagena 1Q i PhIP,
kako bi se potvrdila njihova genotoksi¢nost i uspostavile doze koje dovode do dovoljnog oSte¢enja
DNK molekula koja bi se mogla koristiti u testovima antigenotoksi¢nosti. Na osnovu rezultata
prikazanih na Slici 22. moze se zakljuciti da su oba mutagena ispoljila genotoksi¢ni efekat na vis§im
testiranim koncentracijama. Kada je u pitanju 1Q, genotoksicni potencijal je zabelezen pri najvecoj
testiranoj koncentraciji (200 ug mL™?) koja je izabrana za ispitivanje antigenotoksi¢nosti. S druge
strane, PhIP je ispoljio nesto jaci genotoksi¢ni potencijal, indukujuéi oste¢enja DNK molekula na
dozama od 100 i 200 pg mL*. Obzirom da je nivo oSteéenja na datim dozama priblizan, za ispitivanje
antigenotoksi¢nosti prema PhIP mutagenu odabrana je doza od 100 pg mL™,
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Slika 22. Genotoksi¢ni potencijal mutagena 1Q i PhIP

Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (T1) — procenat DNK u repu komete. 4NQO (2 pug mL™) — pozitivna kontrola.
Statisti¢ka znacajnost je testirana u odnosu na kontrolu rastvarac¢a (DMSO, 1%) primenom neparametrijskog Mann-Whitney
U testa (***p<0,001).

4.4.2.3. Procena antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata i konstituenata G. lutea prema IQ i PhIP
mutagenima primenom alkalnog komet testa

Genoprotektivni efekat ekstrakata i konstituenata prema IQ i PhIP mutagenima je analiziran na
HepG2 celijama primenom njihovog ko-tretmana sa mutagenima tokom 24h (Cvetkovi¢ i sar., 2019;
2020a; 2020b). Rezultati testiranja antigenotoksi¢nosti prema IQ ukazuju da su svi ekstrakti kao i
konstituenti znacajno redukovali osteéenja izazvana ovim mutagenom (Slika 23; Tabela 13.). Moze se
primetiti da su ekstrakti plantazno gajene lincure pokazali nesto veci genoprotektivni efekat prema IQ u
odnosu na ekstrakte in vitro gajene lincure. Najveci protektivni efekat je ispoljio GLK MeOH ekstrakt
sa inhibicijom 1Q-idukovane genotoksi¢nosti od ¢ak 68%. Slicni efekat je zabelezen za GLL 50%
EtOH ekstraktom sa procentom inhibicije od 66% . Sto se ti¢e in vitro ekstrakata, GLVK MeOH je
ispoljio dozno-zavisni odgovor sa maksimumom inhibicije 1Q-indukovanog ostec¢enja od 42%, dok je
za GLvl MeOH ekstrakt zabelezen najviSi stepen inhibicije (60%) na najniZoj primenjenoj
koncentraciji. Kada je re¢ o protektivnom efektu konstituenata, oba jedinjenja su ispoljila dozno-
zavisni odgovor, s tim S$to je genciopikrozid bio znacajno uspesniji u inhibiciji IQ-indukovane
genotoksi¢nosti sa procentom od 68%. S druge strane, mangiferin je ispoljio nesto slabiji efekat, sa
maksimumom inhibicije 1Q-indukovanog ostecenja od 37%
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Slika 23. Antigenotoksi¢ni potencijal ekstrakata i konstituenata G. lutea prema 1Q (200 ug mL?): A)
50% EtOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C)

MeOH ekstrakti in vitro gajene G. lutea; D) Konstituenti - genciopikrozid, mangiferin.
Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (T1) — procenat DNK u repu komete. StatistiC¢ka znacajnost je testirana
primenom Mann-Whitney U testa:

- izmedu ko-tretmana i mutagena (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

- uodnosu na kontrolu rastvaraa DMSO, 1% (+p<0,05; ++p<0,01; +++p<0,001).

Sliéni rezultati su dobijeni 1 prilikom testiranja antigenotoksicnog efekta ekstrakata i
konstituenata prema PhIP mutagenu. Svi testirani biljni derivati su doprineli znacajnom smanjenju
oste¢enja DNK molekula idukovanog PhIP mutagenom (Slika 24; Tabela 13.). Kao i u slucaju
genoprotektivnog efekta prema IQ 1 ovde su ekstrakti plantazno gajene lincure pokazali neSto jaci
efekat u odnosu na ekstrakte in vitro gajene biljke. Medu ekstraktima plantazno gajene G. lutea
najistaknutiji genoprotektivni efekat je zabelezen za GLK MeOH i GLK 50% EtOH koji su inhibiriali
PhIP-indukovanu genotoksiénost za 78% odnosno 77%. Sto se ti¢e ekstrakata listova plantazno gajene
lincure, inhibicija PhIP-indukovanog osStecenja se kretala do 70%. Ekstrakt korena in vitro gajene
lincure je pokazao neSto jaci genoprotektivni efekat prema PhIP mutagenu u odnosu na IQ, sa
maksimalnom inhbicijom od 51%. Sto se tice GLvI MeOH, kao i u slu¢aju antigenotoksi¢nog efekta
prema IQ i ovde je najveca inhibicija PhIP-indukovane genotoksi¢nosti od 53% zabelezena na najnizoj
primenjenoj dozi. Konstituenti su takode pokazali znacajan protektivni efekat prema oSte¢enjima
izazvanim delovanjem PhIP mutagena, pri ¢emu je mangiferin bio uspesniji u redukciji oStecenja sa
procentom inhbicije od 67%.
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Slika 24. Antigenotoksi¢ni potencijal ekstrakata i konstituenata G. lutea prema PhIP (100 ug mL™): A)
50% EtOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C)

MeOH ekstrakti in vitro gajene G. lutea; D) Konstituenti - genciopikrozid (G), mangiferin (M).
Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (T1) — procenat DNK u repu komete. Statisticka znaGajnost je testirana

primenom Mann-Whitney U testa:
- izmedu ko-tretmana i mutagena (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
- uodnosu na kontrolu rastvaraéa DMSO, 1% (+p<0,05; ++p<0,01; +++p<0,001).
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Tabela 13. Inhibicija (%) 1Q/PhIP — indukovane genotoksi¢nosti nakon ko-tretmana sa ekstraktima i
konstituentima G. lutea u alkalnom komet testu

+1Q (200 pg mLY) +PhIP (100 pg mL?)
mg mL! 0,25 0,5 1 2 0,25 0,5 1 2
GLK 50%EtOH 56% 57% 53% 56% 60% 66% 70% 7%
mg mL*! 0,03125 0,0625 0,125 0,25 0,03125 0,0625 0,125 0,25
GLL 50%EtOH 46% 48% 65% 66% 65% 66% 70% 64%
mg mL* 0,25 0,5 1 2 0,25 0,5 1 2
GLK MeOH 54% 59% 60% 68% 59% 69% 73% 78%
mg mL* 0,25 0,5 1 2 0,25 0,5 1 2
GLL MeOH 40% 41% 42% 58% 59% 65% 67% 69%
mg mL* 0,0625 0,125 0,25 0,5 0,0625 0,125 0,25 0,5
GLvK MeOH 27% 35% 38% 42% 38% 43% 46% 51%
mg mL! 0,0078 0,0156 0,03125 0,0625 0,0078 0,0156 0,03125 0,0625
GLvI MeOH 60% 44% 40% 38% 53% 49% 42% 40%
pg mLt 3,125 6,25 125 25 3,125 6,25 12,5 25
Genciopikrozid 14% 41% 66% 68% 12% 25% 44% 48%
g mLt 6,25 12,5 25 50 6,25 12,5 25 50
Mangiferin 31% 32% 36% 37% 13% 45% 46% 67%

Inhibicija je izraunata u odnosu na srednje vrednosti TL.

4.5, Ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata G. lutea prema UV zracenju

Antigenotoksi¢nost ekstrakata lincure prema UVC i UVA zracenju ispitana je na MRC-5 i Hs
294T Celijskim linijama primenom alkalnog komet testa. Kao i u prethodnoj fazi ispitivanja
antigenotoksi¢nosti, bilo je neophodno odrediti necitotoksicne i negenotoksi¢ne koncentracije
ekstrakata, kao 1 doze UV zracenja koje dovode do odgovarajuceg nivoa ostecenja na DNK molekulu.

4.5.1. Odredivanje necitotoksi¢nih koncentracija test supstanci na MRC-5 i Hs 294T ¢elijama
primenom MTT testa

Kako bi se odredile koncentracije ekstrakata koje bi mogle da se koriste u testiranju
antigenotoksi¢nosti, najpre je ispitana njihova citotoksi¢nost primenom MTT testa na MRC-5 i Hs
294T C¢elijama. Prezivljavanje MRC-5 ¢elija nakon tretmana 50% EtOH ekstraktima plantazno gajene
lincure je maksimalno redukovano za oko 20% pri najveéim testiranim koncentracijama. Sto se tice
MeOH ekstrakata plantazno gajene lincure, ekstrakt korena nije ispoljio citotoksi¢ni efekat, dok je
ekstrakt lista zna¢ajno smanjio procenat preZivljavanja pri koncentracijama od 1 i 2 mg mL*
(Cvetkovic¢ i sar., 2018). Kada su u pitanju ekstrakti in vitro gajene lincure, vijabilnost MRC-5 ¢elija je
nakon tretmana ekstraktom korena smanjena za oko 25% pri najvecoj primenjenoj dozi, dok se
prezivljavanje ¢elija nakon tretmana ekstraktom izdanka kretalo preko 80% (Slika 25.).
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Slika 25. Citotoksi¢ni potencijal ekstrakata G. lutea na MRC-5 ¢elijama: A) 50% EtOH ekstrakti

plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C) Ekstrakti in vitro gajene
G. lutea.

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti % prezivljavanjatstandardne devijacije. Statisticka znacajnost u odnosu na
kontrolu rastvaraca (DMSO, 1%) je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa (*p<0,05). Crvena
linija pozicionirana na 70% predstavlja prag ispod kog se efekat smatra citotoksi¢nim.

Kada je u pitanju citotoksi¢ni potencijal ekstrakata na Hs 294T celijskoj liniji, na osnovu
rezultata prikazanih na Slici 26. moze se primetiti da ekstrakti GLK 50% EtOH i GLK MeOH redukuju
prezivljavanje celija za oko 30%. S druge strane, nakon tretmana 50% EtOH i MeOH ekstraktima
listova plantazno gajene lincure, vijabilnost Hs 294T celija se kretala iznad 90%. Sli¢no, tretman
ekstraktima in vitro gajene lincure nije doveo do znacajne redukcije prezivljavanja Celija. Za ispitivanje

genotoksi¢nog potencijala ekstrakata, odabrane su koncentracije na kojima je prezivljavanje ¢elija bilo
preko 70%.

120 : 120
GLK MeOH GLLMeOH GLYK MeOH GLvl MeOH
o - 100 T & = i S tend ke acrchet e S
ot -
2 @ 801 * 3
H z | B B eyl | >
- c :
L z 60 z
= = 2
= = 5
I S ES
b= £ S
[-™ = ®
& 204 &
0_
PO PPN Y P v Y S O BBE NV eSS Y
S ) \ X 5 - &
& o"{ﬁ S @bQ} > gf\{u\% @‘9@'\'@ N “9%5"%3’ &
~ & N

mgmL! mg mL™! mg mL!

Slika 26. Citotoksicni potencijal ekstrakata G. lutea na Hs 294T celijama: A) 50% EtOH ekstrakti
plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C) Ekstrakti in vitro gajene
G. lutea.

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti % prezivljavanjatstandardne devijacije. Statisticka znacajnost u odnosu na
kontrolu rastvarac¢a (DMSO, 1%) je analizirana pomo¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa (*p<0,05). Crvena
linija pozicionirana na 70% predstavlja prag ispod kog se efekat smatra citotoksi¢nim.

4.5.2. Procena genotoksi¢nog potencijala ekstrakata na MRC-5 i Hs 294T ¢elijama primenom
alkalnog komet testa

Genotoksic¢nost ekstrakata ispitana je nakon izlaganja MRC-5 1 Hs 294T ¢elija tretmanu u
trajanju od 24h, primenom alkalnog komet testa. Rezultati analize genotoksi¢nosti (Slika 27.) ukazali
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su na odsustvo sposobnosti GLK 50% EtOH, GLK MeOH i GLL MeOH ekstrakata da indukuju
oSte¢enja na DNK molekulu u opsegu testiranih koncentracija. S druge strane, statisticki znaCajno
povecanje stepena ostecenja DNK molekula zabelezeno je nakon tretmana GLL 50% EtOH ekstraktom
svih koncentracija osim najmanje testirane (0,25 mg mL™). Genotoksi¢ni efekat je primeéen i nakon
tretmana GLVK MeOH ekstraktom, dok je najveéa indukcija oSteéenja DNK molekula zabelezana
nakon izlaganja MRC-5 ¢elija GLvI MeOH ekstraktu u sirokom opsegu koncentracija. Za ispitivanje
antigenotoksi¢nog potencijala ekstrakata izabrane su negenotoksi¢ne koncentracije (do 2 mg mL™ za
GLK 50% EtOH i GLK MeOH, do 0,5 mg mL™* za GLL MeOH i GLvVK MeOH i do 0,25 mg mL™* za
GLL 50% EtOH i GLvI MeOH ekstrakte).
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Slika 27. Genotoksi¢ni potencijal ekstrakata G. lutea na MRC-5 ¢elijama: A) 50% EtOH ekstrakti
plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro

gajene G. lutea.
Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (TI) — procenat DNK u repu komete. 4NQO (2 pug mL™) — pozitivna kotrola.
Statisticka znacajnost je testirana u odnosu na kontrolu rastvaraca (DMSO, 1%) primenom neparametrijskog Mann-Whitney

U testa (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Analiza genotoksi¢nosti ekstrakata na Hs 294T Celijama ukazala je na odsustvo genotoksi¢ne
aktivnosti svih ekstrakata korenova u opsegu testiranih koncentracija. Nakon tretmana ekstraktima
listova plantazno gajene lincure, zabelezena je statisticki znacajna indukcija oste¢enja na molekulu
DNK pri koncentracijama od 1 i 2 mg mL™?. Kao i u slu¢aju MRC-5 ¢elijske linije, najveéi stepen
oste¢enja na DNK molekulu je izazvao GLvI MeOH ekstrakt (Slika 28.). U daljem radu, za procenu
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antigenotoksi¢nog efekta odabrane su negenotoksi¢ne koncentracije ekstrakata (do 2 mg mL™! za GLK
50% EtOH, GLK MeOH i GLVK MeOH, do 0,5 mg mL? za GLL 50% EtOH i GLL MeOH i do 0,25
mg mL? za GLvI MeOH ekstrakte).
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Slika 28. Genotoksi¢ni potencijal ekstrakata G. lutea na Hs 294T celijama: A) 50% EtOH ekstrakti
plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro

gajene G. lutea.
Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (TI) — procenat DNK u repu komete. 4NQO (2 pug mL™Y) — pozitivna kotrola.
Statisticka znacajnost je testirana u odnosu na kontrolu rastvaraca (DMSO, 1%) primenom neparametrijskog Mann-Whitney

U testa (***p<0,001).

4.5.3. Odabir neletalnih genotoksi¢nih doza UVC i UVA zracenja

Prilikom testiranja genotoksi¢nosti UVC 1 UVA zraenja bilo je neophodno pronac¢i dozu koja
nema izrazit letalni efekat s jedne strane, dok s druge strane dovodi do dovoljne indukcije oStecenja
molekula DNK. Letalni efekat UV zracCenja je procenjen bojenjem tripan plavim nakon zracenja
razli¢itim dozama, a doze zracenja pri kojima je vijabilnost ¢elija bila ve¢a od 70% su dalje testirane na
genotoksi¢nost primenom alkalnog komet testa (Tabela 8.2., Prilog). Rezultati ispitivanja
genotoksi¢nog potencijala UVC zrafenja na MRC-5 1 Hs 294T C¢elijama pokazali su da sve tri ispitane
doze zradenja indukuju osteéenje na DNK molekulu. Doza UVC zra¢enja od 63 J m? je izazvala
najveci stepen ostecenja na DNK molekulu (Slika 29A, 29C), pri kojoj je prezivljavanje MRC-5 ¢elija
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iznosilo 75%, a Hs 294T C¢elija 78%. Uzimajuci ove rezultate u obzir, ova doza je kori$é¢ena u narednim
eksperimentima procene antigenotoksi¢nosti. Sli¢ni rezultati su dobijeni prilikom analiziranja
genotoksi¢nosti UVA zracenja (Slika 29B, 29D). Najveca testirana doza od 3 J cm™ je indukovala
najvisi nivo oSteenja, sa procentom prezivljavanja celija preko 70%, tako da je izabrana za dalja
ispitivanja antigenotoksic¢nosti.
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Slika 29. Genotoksi¢ni efekat UV zracenja na MRC-5 i Hs 294T celijama: A) UVC zracenje na MRC-5
¢elijama; B) UVA zracenje na MRC-5 ¢elijjama; C) UVC zrafenje na Hs 294T ¢elijama; D) UVA

zraCenje na Hs 294T ¢elijama.
Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (T1) — procenat DNK u repu komete. Statisticka znac¢ajnost je testirana u odnosu

na neozra¢enu kontrolu primenom neparametrijskog Mann-Whitney U testa (**p<0,01; ***p<0,001).

4.5.4. Procena antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata G. lutea prema UVC i UVA zracenju

Antigenotoksicni efekat ekstrakata lincure prema UVC i UVA zracenju ispitan je na MRC-5 i
Hs 294T ¢elijama, izlaganjem celija odgovaraju¢im dozama zracenja nakon 24-¢asovnog pre-tretmana
ekstraktima. Rezultati analize genoprotektivnog efekta ekstrakata prema UVC zracenju na MRC-5
¢elijama ukazuju da su svi ekstrakti plantazno gajene lincure znacajno redukovali oSte¢enja na DNK
molekulu izazvana ovim tipom zrac¢enja (Slika 30A, 30B). Najveci protektivni efekat je zabelezen za
ekstrakte korenova sa maksimalnom inhibicijom UVC-indukovane genotoksi¢nosti od 78% (Tabela
14.). S druge strane, nesto slabiji efekat je uofen za ekstrakte in vitro gajene lincure (Slika 30C).
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Ekstrakt GLVK MeOH je, kao i ekstrakti plantazno gajene lincure, ispoljio dozno-zavisni odgovor sa
maksimumom inhibicije UVC-idukovane genotoksi¢nosti od 43%. Sto se tice GLvI MeOH ekstrakta,
najvisi stepen genoprotektivnog efekta je zabelezen na najnizoj testiranoj koncentraciji (inhibicija
47%).
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Slika 30. Antigenotoksi¢ni potencijal ekstrakata G. lutea prema UVC zradenju (63 J m2) na MRC-5
¢elijama: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G.

lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G. lutea.
Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (Tl) — procenat DNK u repu komete. Statisticka znaajnost je testirana

primenom Mann-Whitney U testa:
- izmedu ko-tretmana i UVC zraCenja (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
- UV tretmana u odnosu na neozracenu kontrolu (+++p<0,001).
- ko-tretmana u odnosu na kontrolu rastvara¢a, DMSO, 1% (*p<0,05; ~p<0,01; “p<0,001).

Analizom genoprotektivnog efekta ekstrakata prema UVC zracenju na Hs 294T ¢elijama moze
se uociti da su svi ekstrakti statistiCki znac¢ajno redukovali genotoksi¢nost indukovanu ovim tipom
zraCenja pri odredenim koncentracijama (Slika 31; Tabela 14.). Kao i u slu¢aju MRC-5 ¢elija, ekstrakti
su na Hs 294T ¢elijama ispoljili dozno-zavisni odgovor, sa izuzetkom GLvI MeOH ekstrakta. Dodatno,
ekstrakti plantazno gajene lincure su pokazali nesto veci genoprotektivni efekat u odnosu na ekstrakte
in vitro gajene lincure. NajvecCa genoprotektivna aktivnost je uo¢ena nakon tretmana GLK MeOH
ekstraktom koji je inhibirao UVC-indukovanu genotoksi¢nost za 71%. Slican efekat je zabeleZen za
GLL MeOH ekstrakt, sa inhibicijom genotoksi¢nosti od 66%. Kada su u pitanju ekstrakti in vitro
gajene biljke, GLVK MeOH je ispoljio maksimum inhibicije UVC-indukovane genotoksi¢nosti (56%)
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na najvisoj testiranoj koncentraciji, dok je za GLvI MeOH ekstrakat zabelezen najvisi stepen inhibicije

(58%) pri najnizoj primenjenoj dozi.
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Slika 31. Antigenotoksi¢ni potencijal ekstrakata G. lutea prema UVC zragenju (63 J m?) na Hs 294T
Celijama: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G.

lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G. lutea.
Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (T1) — procenat DNK u repu komete. Statisticka zna¢ajnost je testirana

primenom Mann-Whitney U testa:
izmedu ko-tretmana i UVC zracenja (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

UV tretmana u odnosu na neozracenu kontrolu (+++p<0,001).

ko-tretmana u odnosu na kontrolu rastvara¢a, DMSO, 1% ("“p<0,05; *p<0,01; ~p<0,001).
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Tabela 14. Inhibicija (%) UVC-indukovane genotoksi¢nosti nakon tretmana ekstraktima G. lutea na
MRC-5 1 Hs 249T ¢elijama u alkalnom komet testu

MRC-5 Hs 294T
mg mL*! 0,25 0,5 1 2 0,25 0,5 1 2
GLK 50% EtOH  68% 69% 72% 78% 34% 48% 50% 59%
mg mL*! 0,03125 0,0625 0,125 0,25 0,0625 0,125 0,25 0,5
GLL 50% EtOH  54% 55% 58% 66% 33% 57% 59% 63%
mg mL 0,25 05 1 2 0,25 0,5 1 2
GLK MeOH 59% 62% 75% 78% 17% 42% 63% 71%
mg mL 00625 0125 0,25 05 0,0625 0,125 0,25 05
GLL MeOH 52% 64% 65% 69% 56% 57% 58% 66%
mg mL*! 0,0625 0,125 0,25 0,5 0,25 0,5 1 2
GLVK MeOH  17% 20% 37% 43% 23% 27% 50% 56%
mg mL 003125  0,0625 0,125 0,25 0,03125 0,0625 0,125 0,25
GLVIMeOH  47% 27% 19% 3% 58% 53% 39% 23%

Inhibicija je izracunata u odnosu na srednje vrednosti TI.

Prilikom ispitivanja antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata lincure prema UVA zracenju dobijeni
su sliéni rezultati. U slu¢aju MRC-5 Celija, svi testirani ekstrakti su znacajno doprineli smanjenju
ostecenja izazvanom delovanjem UVA zraCenja (Slika 32; Tabela 15.). Medu ekstraktima plantazno
gajene G. lutea najsnazniji efekat je zabelezen za GLL 50% EtOH i GLK MeOH ekstrakte, sa
inhbicijom UVA-indukovane genotoksi¢nosti od 65% odnosno 64%. Sto se ti¢e ekstrakata in vitro
gajene lincure, kao 1 u slucaju analize genoprotektivnog efekta prema UVC zracenju, GLvK MeOH
ekstrakt je ispoljio nizi dozno-zavisni odgovor sa maksimumom inhibicije UVA-indukovanog
oSte¢enja od 49%, dok je GLvl MeOH ekstrakt inhibirao indukovanu genotoksi¢nost za 60% i to na
najmanjoj primenjenoj koncentraciji.
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Slika 32. Antigenotoksiéni potencijal ekstrakata G. lutea prema UVA zracenju (3 J cm?) na MRC-5
Celijama: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G.

lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G. lutea.
Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (T1) — procenat DNK u repu komete. StatistiCka znaéajnost je testirana

primenom Mann-Whitney U testa:
- izmedu ko-tretmana i UVA zracenja (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
- UV tretaman u odnosu na neozracenu kontrolu (+++p<0,001).
- ko-tretmana u odnosu na kontrolu rastvara¢a, DMSO, 1% (*p<0,05; ~p<0,01; ~*p<0,001).

Kada su u pitanju Hs 294T celije, na osnovu dobijenih rezultata moZe se primetiti da su
ekstrakti G. lutea bili uspesni u redukciji ostecenja DNK molekula izazvanim izlaganjem UVA
zracenju (Slika 33; Tabela 15.). Primeceno je, kao i u prethodnim fazama ispitivanja UV-protektivnog
delovanja, da sa porastom koncentracije raste i potencijal ekstrakata da redukuju genotoksi¢nost
uzrokovanu delovanjem UVA zracenja, sa izuzetkom ekstrakta izdanka in vitro gajene lincure.
Najefikasnijim u smanjenju stepena oSteCenja DNK molekula medu ekstraktima plantazno gajene
biljke su se pokazali GLL 50% EtOH i GLL MeOH ekstrakti sa inhibicijom UVA-indukovane
genotoksi¢nosti od 59%, odnosno 61%. Zanimljivo je da je medu ekstraktima in vitro gajene lincure
izrazeniji genoprotektivni efekat ispoljio ekstrakt korena. GLVK MeOH je inhibirao genotoksi¢nost
uzrokovanu UVA zradenjem za 69%, dok je inhibicija UV A-indukovanog DNK oSte¢enja nakon
tretmana GLvI MeOH ekstraktom iznosila 61%.
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Slika 33. Antigenotoksi¢ni potencijal ekstrakata G. lutea prema UVA zradenju (3 J cm™) na Hs 294T
Celijama: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G.

lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G. lutea.
Rezultati su predstavljeni kao intezitet repa (Tl) — procenat DNK u repu komete. Statisticka znaGajnost je testirana

primenom Mann-Whitney U testa:
- izmedu ko-tretmana i UVA zracenja (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
- UV tretmana u odnosu na neozrac¢enu kontrolu (+++p<0,001).
- ko-tretmana u odnosu na kontrolu rastvara¢a, DMSO, 1% ("p<0,05; ~p<0,01; *“p<0,001).

Tabela 15. Inhibicija (%) UVA-indukovane genotoksi¢nosti nakon tretmana ekstraktima G. lutea na
MRC-5 i Hs 249T ¢elijama u alkalnom komet testu

MRC-5 Hs 294T
mg mL* 0,25 0,5 1 2 0,25 0,5 1 2
GLK 50%EtOH  30% 44% 25% 57% 37% 42% 49% 50%
mg mL™! 0,03125 0,0625 0,125 0,25 0,0625 0,125 0,25 0,5
GLL 50%EtOH  38% 41% 47% 65% 1% 29% 42% 59%
mg mL™! 0,25 0,5 1 2 0,25 0,5 1 2
GLK MeOH 44% 58% 61% 64% 41% 50% 53% 54%
mg mL? 0,0625 0,125 0,25 0,5 0,0625 0,125 0,25 0,5
GLL MeOH 24% 44% 52% 55% 17% 25% 58% 61%
mg mL™! 0,0625 0,125 0,25 0,5 0,25 0,5 1 2
GLvK MeOH 40% 42% 46% 49% 13% 50% 56% 69%
mg mL? 0,03125 0,0625 0,125 0,25 0,03125 0,0625 0,125 0,25
GLvI MeOH 60% 57% 48% 40% 61% 47% 35% 5%

Inhibicija je izraCunata u odnosu na srednje vrednosti TI.
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4.6. Ispitivanje antioksidativnog potencijala ekstrakata G. lutea

Uzimajuéi u obzir Cinjenicu da se delovanje testiranih mutagena u velikoj meri bazira na
izazivanju oksidativnog oSte¢enja, u ovom radu ispitano je i nekoliko aspekata antioksidativnog
delovanja odabranih ekstrakata i konstituenata G. lutea. Najpre je ispitana antioksidativna aktivnost
primenom razli¢itih metoda ukljucujuci testove DPPH, TBA, heliranja jona gvozda, FRAP i CUPRAC,
kako bi se dobila $to jasnija slika o antioksidativnom potencijalu test supstanci. U cilju utvrdivanja koji
su konstituenti mogli doprineti ukupnom antioksidativnom potencijalu ekstrakata, u DPPH testu je
ispitana 1 aktivnost odabranih ¢istih supstanci, i to genciopikrozida, sverozida, svertiamarina,
mangiferina, homoorientina i izoviteksina.

Dodatno, pracen je efekat odabranih test supstanci na ekspresiju Nrf2 transkripcionog faktora,
odgovornog za modulaciju aktivnosti antioksidativnih enzima. Dalje, imajuéi u vidu centralnu ulogu
glutationa u antioksidativnoj odbrani c¢elija, utvrden je efekat odabranih test supstanci na odnos
redukovanog i oksidovanog glutationa. Za pracenje ekspresije Nrf2 faktora i efekta na odnos
redukovanog i oksidovanog glutationa odabrani su 50% EtOH ekstrakti lincure, uzimajuci u obzir
¢injenicu da se nijedan od testiranih ekstrakata nije posebno izdvajao u pogledu antigenotoksi¢ne
aktivnosti, kao i da se za komercijalne svrhe ekstrakti lincure ekstrahuju uglavnom primenom 40-70%
vodeno-etanolnog rastvaraca. Uz to, ¢injenica da nastanak mutagena iz hrane 1Q i PhIP ne moze biti
izbegnut prilikom obrade hrane na visokim temperaturama, kao i da oni zahtevaju metabolicku
aktivaciju, istrazivanje antioksidativne aktivnosti u ¢elijama je ograni¢eno na HepG2 ¢elijsku liniju. U
ovoj fazi istrazivanja je takode ispitan i efekat konstituenata genciopikrozida i mangiferina.

4.6.1. Sposobnost neutralizacije DPPH radikala

Sposobnost ekstrakata i konstituenata lincure da neutraliSu slobodne radikale je ispitana
primenom DPPH testa. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti su dati u Prilogu (Tabela 8.3.) i
u Tabeli 16, gde su predstavljeni kao ECso vrednosti, odnosno kao efektivne koncentracije na kojima
dolazi do neutralizacije 50% DPPH radikala. NiZza ECso vrednost ukazuje na vecu antioksidativnu
aktivnost test supstance 1 obrnuto. Najveca sposobnost neutralizacije slobodnih radikala medu
ekstraktima je pokazana za 50% EtOH ekstrakt lista, sa ECso vredno$éu od 27,5 + 3,5 ug mL™
Generalno, ekstrakti lista plantazno gajene lincure i in vitro izdanka su pokazali jacu antioksidativnu
aktivnost u odnosu na ekstrakte korenova. Sto se ti¢e konstituenata, najjadu aktivnost je pokazao
mangiferin, sa ECso vredno$éu od ¢ak 0,9 + 0,1 ug mL*?, dok za sverozid i svertiamarin nisu
detektovane ECso vrednosti u testiranom opsegu koncentracija (>200 pg mL™).
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Tabela 16. ECsp vrednosti ekstrakata i konstituenata lincure dobijnih u DPHH testu

ECsovrednosti (ug mL™?)

GLK 50% EtOH 335+7,19
GLL 50% EtOH 275+35%
GLK MeOH 201 + 4,2
GLL MeOH 53+5,6°
GLvVK MeOH 165 + 6,4°
GLvI MeOH 73 +3,5°
Genciopikrozid 119 +0,7¢
Sverozid >200
Svertiamarin >200
Mangiferin 09+0,12
Izoviteksin 1145+ 2,1¢
Homoorientin 6,75+ 0,32
Askorbinska kiselina 12,5 +0,32

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti £ standardne devijacije.
Askorbinska kiselina je koriS¢ena kao pozitivna kontrola. Statisticka znacajnost je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA,
primenom Tukey-ovog testa. Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u koloni se statisticki znacajno razlikuju.

4.6.2. Sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije

Sposobnost ekstrakata da inhibiraju proces lipidne peroksidacije ispitana je primenom TBA
testa, koris¢enjem lipozoma kao modela celijske membrane, pri ¢emu je reakcija peroksidacije
indukovana Fe?*askorbat sistemom. Nakon odredivanja koli¢ine obojenog produkta reakcije lipidne
peroksidacije (MDA) uoceno je da je efikasnost bila relativno mala, tj. nije presla 50% inhibicije,
potrebnih za odredivanje ECso, ve¢ su izraCunati procenti inhibicije LP za ispitivane ekstrakte lincure.
Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 34. i u Prilogu (Tabela 8.4.) moze se zakljuciti da su GLL
MeOH i Glvl MeOH pokazali najjacu antioksidativnu aktivnost, sa inhibicijom LP od 35,6%, odnosno
35,1% pri najvisim testiranim koncentracijama (pri tome je aktivna koncentracija in vitro izdanka bila
duplo manja). Procenat inhibicije LP je rastao sa povecanjem koncentracija svih testiranih ekstrakata.
Kada je u pitanju GLL 50% EtOH esktrakt, njegova sposobnost da inhibira proces peroksidacije je bila
skoro dva puta manja u odnosu na metanolne ekstrakte lista plantazno i izdanka in vitro gajene lincure
(maksimalne redukcije su iznosile ~35%). S druge strane, GLK MeOH sa inhibicijom LP od 27,4%, je
pokazao nesto jadi antioksidativni efekat u odnosu na GLK 50% EtOH. Sto se ekstrakata in vitro
gajenih biljaka tice, treba imati u vidu da su oni, iz tehnic¢kih razloga, primenjeni u ne$to manjim
koncentracijama, tako da je priblizno ista aktivnost (35% inhibicije) ostvarena sa dva puta manjom
koncentracijom metanolnih ekstrakata (384 pg mL™ za metanolni ekstrakt lista, odnosno 192 pg mL*
za metanolni ekstrakt izdanka). Generalno, moze se primetiti da su metanolni ekstrakti nadzemnih
delova lincure bili delotvorniji u inhibiciji procesa LP, medutim u poredenju sa veStaCkim
antioskidantom BHT koji je koriS¢en kao pozitivna kontrola, aktivnost ekstrakata se mozZe
okarakterisati kao slaba do umerena.
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Slika 34. Inhibicija (%) lipidne peroksidacije ekstraktima G. lutea: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno

gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G.
lutea.

Rezultati su predstavljeni kao procenti inhibicije LP u poredenju sa kontrolom rastvaraca (DMSO). Prikazane su srednje
vrednosti dva nezavisna eksperimenta.

4.6.3. Odredivanje sposobnosti ekstrakata da heliraju jone gvozda

S obzirom da dvovalentni joni prelaznih metala kao §to je Fe?* mogu indukovati oksidativne
promene i dovesti do iniciranja procesa lipidne peroksidacije i degradacije funkcionalnih komponenti,
ispitana je i mogucnost ekstrakata da deluju kao helirajuci agensi koji se kompetitivno vezuju za jone
metala. Svi testirani ekstrakti lincure su pokazali umereni do jaki efekat, pri ¢emu je helirajuca
sposobnost ekstrakata bila jaca od sposobnosti limunske kiseline, ali slabija od EDTA, komercijalno
koriS¢enih heliraju¢ih agenasa. Ekstrakti nadzemnih delova su pokazali neSto jacu helirajucu
sposobnost koja se kretala u opsegu 70-80%, dok se medu ekstraktima korenova izdvojio GLvK MeOH
ekstrakt sa heliraju¢om sposobnoséu od 57% (Slika 35; Tabela 8.5, Prilog).
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Slika 35. Sposobnost heliranja jona gvozda ekstrakata G. lutea: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno

gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G.
lutea.

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednostitstandardne devijacije. Limunska kiselina i EDTA su koriS¢ene kao
pozitivne kontrole.

Rezultati su dodatno i kvantifikovani raGunjanem ECsp vrednosti, odnosno koncentracije ekstrakta na
kojoj je helirano 50% jona Fe?*. NajizraZeniji efekat je primeéen za GLL 50% EtOH ekstrakt sa ECso
vrednos¢u od 485,5 + 6,4 pg mL? (Tabela 17.), koji je na najvecoj testiranoj koncentraciji helirao
skoro 80% jona gvozda, dok je helirajuca sposobnost EDTA na istoj koncentraciji iznosila 97%.

Tabela 17. ECso vrednosti ekstrakata G. lutea za sposobnost heliranja jona gvozda

ECso vrednosti (ug mL™?)

GLK 50% EtOH >1000
GLL 50% EtOH 4855 + 6,4°
GLK MeOH >1000
GLL MeOH 676,5 + 6,0
GLvK MeOH 857 £ 12,7¢
GLvI MeOH 596,5 + 7,8°
Limunska kiselina >1000
EDTA 245+ 7,12

Rezultati su prikazani kao srednje vrednostitstadardne devijacije. Limunska kiselina i EDTA su kori§¢ene kao pozitivne
kontrole. Statisticka znacajnost je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA primenom Tukey-ovog testa. Vrednosti obelezene
razli¢itim slovima u koloni se medusobno statisticki znacajno razlikuju.
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4.6.4. Odredivanje sposobnosti redukcije jona gvozda (FRAP test)

FRAP test se zasniva na sposobnosti antioksidanta da redukuje Fe®** u Fe?* pri ¢emu se
pozitivna reakcija prati promenom boje od zute do zelene i plave. Veca vrednost izmerene apsorbance
ukazuje 1 na vecu redukcionu sposobnost test supstance. Na osnovu rezultata dobijenih u ovom testu
(Slika 36, Tabela 18; Tabela 8.6, Prilog) dobija se uvid o redukcionoj moc¢i koris¢enih ekstrakata.
Etanolni ekstrakt lista plantazno gajene lincure je pokazao znacajnu sposobnost redukcije Fe*, pri
¢emu je efekat ekstrakta bio izjednacen sa efektom askorbinske kiseline (model antioksidant) ve¢ na
koncentraciji od 62,5 pg mL™. Sto se ti¢e ostalih testiranih ekstrakata nadzemnih delova biljke, nize
koncentracije su imale priblizno isti efekat kao i pozitivna kontrola, medutim, sa porastom
koncentracije grafici efektivnosti se vidno razdvajaju, pri ¢emu je efikasnost biljnih ekstrakata manja. S
druge strane, ekstrakti korenova, kako plantazno, tako i in vitro gajene lincure, su ispoljili zna¢ajno
slabiji efekat u poredenju sa askorbinskom kiselinom.
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Slika 36. Sposobnost redukcije jona Fe®* ekstraktima G. lutea: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno
gajene G. lutea; B) MeOH eckstrakti plantazno gajene G. lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G.
lutea.

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednostixstandardne devijacije. Askorbinska kiselina je koris¢ena kao pozitivna
kontrola.

Na osnovu rezultata ECsp vrednosti kojima su predstavljene efektivne koncentracije na kojima
je apsorbanca iznosila 0,5, moze se zakljuciti da je GLL 50% EtOH ekstrakt ispoljio najjacu
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redukcionu sposobnost sa ECsp vrednoséu od ¢ak 137,5+£6,4 pug mL™, ostvarujuéi tako jaci efekat od
askorbinske kiseline (ECs0=165,5+4,9 ug mL™?).

Tabela 18. ECso vrednosti ekstrakata G. lutea za sposobnost redukcije jona Fe®*

ECso (ug mL™?)

GLK 50% EtOH >1000
GLL 50% EtOH 137,5+6,42
GLK MeOH >1000

GLL MeOH 286 + 5,6¢
GLvK MeOH 710+ 7,1°
GLvI MeOH 255+ 7,1°¢
Askorbinska kiselina 165,5 + 4,9°

Rezultati su prikazani kao srednje vrednostitstandardne devijacije. Askorbinska kiselina je kori$¢ena kao pozitivna
kontrola. Statisticka znacajnost je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Tukey-ovog testa. Vrednosti obelezene
razli¢itim slovima u koloni se statisti¢ki znacajno razlikuju.

4.6.5. Odredivanje sposobnosti redukcije jona bakra (CUPRAC test)

CUPRAC metoda se zasniva na transferu elektrona izmedu antioksidanta i oksidanta (Cu?"), pri
¢emu dolazi do redukcije Cu?* u Cu'*. U ovoj metodi, antioksidativni potencijal test supstanci
procenjen je merenjem apsorbance obojenog produkta, a vrednost testa se ogleda u ¢Cinjenici da se
reakcija odvija pri skoro fizioloskoj pH vrednosti. Visa vrednost apsorbanci ukazuje i na jacu
redukcionu sposobnost. Kao i u prethodnom testu procene redukcione sposobnosti ekstrakata lincure,
ona je rasla sa porastom primenjenih koncentracija. Na osnovu rezultata ispitivanja sposobnosti
ekstrakata da redukuju jone Cu?*, prikazanih na Slici 37, u Tabeli 19. i Prilogu (Tabela 8.7.) moze se
zakljuciti da su ekstrakti ispoljili slabu do umerenu aktivnost. Ekstrakti listova plantazno i izdanka in
vitro gajene G. lutea su pokazali i u ovom testu jacu aktivnost u odnosu na testirane ekstrakte
korenova. NajizraZeniji efekat je ispoljio GLL MeOH ekstrakt, dok je sledec¢i po jac€ini bio GLL 50%
EtOH ekstrakt. lako je GLL MeOH bio najefikasniji od svih testiranih ekstrakata, sa ECso vredno$¢u od
277+7,1, ipak se pokazao znaajno slabijim redukcionom sredstvom u poredednju sa model
antioksidantom a-tokoferolom (ECs0=93,5+2,1).
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Slika 37. Sposobnost redukcija jona Cu?* ekstraktima G. lutea: A) 50% EtOH ekstrakti plantazno
gajene G. lutea; B) MeOH ekstrakti plantazno gajene G. lutea; C) MeOH ekstrakti in vitro gajene G.
lutea.

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednostitstandardne devijacije. a-tokoferol je kori§¢en kao pozitivna kotrola.

Tabela 19. ECso vrednosti ekstrakata G. lutea za sposobnost redukcije jona Cu?*

ECso (g mL™)

GLK 50% EtOH >1000

GLL 50% EtOH 367 + 8,5°
GLK MeOH 826,5 + 4,9f
GLL MeOH 277 +7,1°
GLvK MeOH 786,5 + 3,5°
GLvI MeOH 459 + 5,64
a-tokoferol 93,5 +2,12

Rezultati su prikazani kao srednje vrednostitstadardne devijacije. a-tokoferol je kori§¢en kao pozitivna kontrola. Statisticka
znacajnost je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Tukey-ovog testa. Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima u
koloni se statisticki znacajno razlikuju.

4.6.6. Uticaj ekstrakata i konstituenata G. lutea na ekspresiju Nrf2 gena u HepG2 éelijama

Efekat 50% EtOH ekstrakata, genciopikrozida i mangiferina na ekspresiju Nrf2 gena, pracen je
primenom kvantitativne PCR metode u realnom vremenu. Prilikom ispitivanja efekta test supstanci da
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moduli$u ekspresiju ovog gena, odabrane su najefektivnije antigenotoksi¢ne koncentracije (2 mg mL™,
0,25 mg mL™, 25 ug mL? i 50 ug mL?, redom za GLK 50% EtOH, GLL 50% EtOH, genciopikrozid i
mangiferin). Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 38. moze se uociti da sve test supstance
povecavaju ekspresiju Nrf2 gena u odnosu na kontrolu rastvaraca. Najistaknutiji efekat je zabeleZen
nakon tretmana ¢elija genciopikrozidom. S druge strane, iako je GLK 50% EtOH povecao ekspresiju
Nrf2 gena, njegov efekat nije bio statisti¢ki znacajan.
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Slika 38. Efekat 50% EtOH ekstrakata i konstituenata G. lutea na ekspresiju Nrf2 gena u HepG2
¢elijama.
Genciopikrozid (G); Mangiferin (M). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednostitstandardne devijacije. Statisticka

znacajnost je analizirana u odnosu na kontrolu rastvaraca (DMSO, 1%) pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog
testa (*p<0,05).

4.6.7. Uticaj ekstrakata i konstituenata G. lutea na sadrzaj i odnos redukovanog i oksidovanog
glutationa (GSH/GSSG) u HepG2 ¢elijama

Sadrzaj redukovanog (GSH) i oksidovanog (GSSG) glutationa i njihov odnos su odredeni u
lizatima tretiranih HepG2 éelija. Celije su bile izloZene individualnim tretmanima 50% EtOH
ekstrakata, genciopikrozida i mangiferina u koncentracijama koje su se pokazale najefikasnijim u
testovima antigenotoksi¢nosti, kao i individualim tretmanima mutagena (koncentracije koje su
koris¢ene za indukciju oSteCenja u testu antigenotoksi¢nosti). Dodatno, ispitan je i uticaj ko-tretmana
ekstrakata i konstituenata sa mutagenima na sadrzaj i odnos GSH/GSSG. Na osnovu rezultata sadrzaja
GSH i GSSG (Slika 39.) uocava se da individualni tretmani mutagenima 1Q i PhIP (Slika 39A, 39B)
znacajno snizavaju sadrzaj GSH, a povecavaju sadrzaj GSSG, tj. dovode do troSenja redukovane forme
glutationa. S druge strane, testirani ekstrakti i konstituenti nisu imali statisticki znacajan efekat na
sadrzaj redukovanog i oksidovanog glutationa u poredenju sa kontrolom rastvaraca (Slika 39A, 39B).
Znacajno povecanje sadrzaja redukovanog glutationa je zabelezeno nakon ko-tretmana biljnih derivata
sa 1Q, u odnosu na sam mutagen (Slika 39C, 39D). Sli¢ni rezultati su dobijeni i nakon ko-tretmana
ekstraktima/konstituentima i PhIP mutagenom, kada je takode uoceno znacajno povecanje sadrzaja
GSH, odnosno smanjenje sadrzaja GSSG. Odnos redukovanog i oksidovanog glutationa je dat u Tabeli

87



Rezultati

16, pri ¢emu dobijeni rezultati ukazuju i potvrduju potencijal biljnih derivata da obnove sadrzaj GSH u
¢eliji, koji je prethodno bio oksidovan delovanjem mutagena 1Q i PhIP.
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Slika 39. Efekat individulanih tretmana ekstrakata i konstituenata G. lutea (A, B) i ko-tretmana sa 1Q
(C, D) i PhIP (E, F) na sadrzaj GSH i GSSG.
Genciopikrozid (G); Mangiferin (M). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednostistandardne devijacije. Statisticka
znacajnost je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa:

- uodnosu na kontrolu rastvaracéa DMSO, 1% (*p <0,05);

- ko-tretmana u odnosu na IQ/PhIP (+p <0,05).
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Tabela 20. Odnos GSH/GSSG u HepG2 ¢elijama nakon individualnog tretmana test supstancama i ko-
tretmana ekstraktima/konstituentima sa mutagenom 1Q/PhIP

GSH/GSSG
Individualni tretman Ko-tretman

+1Q + PhIP
Kontrola 59,6+2,1
DMSO 57,3+3,8
1Q (200 pg mL?) 16,9+3,1°
PhIP (100 pg mL™?) 6,6+0,0"
GLK 50% EtOH 47,845,0 41,9+29* 48+1,8%
(2mg mL?)
GLL 50% EtOH 46,4455 51,5+3,2* 59,9+2 9%
(0,25 mg mL?)
G (25 ug mLY) 55,9+4,9 59,9+1,7* 54,1+7,7%
M (50 pg mL?) 47,8+6,9 50,7+6,3* 58,2+5,0%

Genciopikrozid (G); Mangiferin (M). Rezultati su prikazani kao srednje vrednostitstandardne devijacije dva individualna
eksperimenta. StatistiCka zna¢ajnost je analizirana pomoc¢u one-way ANOVA, primenom Dunnet-ovog testa:

- u odnosu na kontrolu rastvarata DMSO, 1% (*p<0,05);

- ko-tretmana u odnosu na 1Q (+p<0,05);

- ko-tretmana u odnosu na PhIP (#p<0,05).
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5. Diskusija

Prisustvo 1 rast mikroorganizama u hrani moze prouzrokovati kvarenje namirnica, ili dovesti do
pojave infekcija i razvoja bolesti (Marriott i sar., 2006), zbog Cega je neophodno koristiti razliCite
aditive sa potencijalom u prezervaciji hrane. Uzimajuc¢i u obzir ¢injenicu da mnogobrojni vesStacki
sintetisani konzervansi dovode do brojnih nezeljenih efekta (Sasaki i sar., 2002; Randhawa i Bahna,
2009), poslednjih godina su istrazavanja usmerena i ka identifikaciji antimikrobnih agenasa prirodnog
porekla. 1z tog razloga se lekovite i aromati¢ne biljke u velikoj meri istrazuju kao izvor potencijalno
efikasnih, antimikrobnih jedinjenja koja mogu da poboljSaju sigurnost hrane i spree razvoj
mikroorganizama u njoj (Rios i Recio, 2005). S druge strane, izloZenost zivih organizama razli¢itim
genotoksi¢nim faktorima moze dovesti do oSte¢enja na DNK molekulu i do razvoja razlicitih bolesti. S
obzirom da se pojava mutagena u hrani, pre svega heterocikli¢nih aromati¢nih amina koji nastaju
termickom obradom hrane bogate proteinima, ne moze izbe¢i, vrlo je bitno pronaci nacin kojim bi se
redukovao njihov genotoksi¢ni potencijal (Ferguson i sar., 2004). Uz to, jedan od najprisutnijih fizickih
genotoksiénih agenasa u prirodi je ultraljubiCasto zracenje koje interaguje sa molekulom DNK i dovodi
do genomske nestabilnosti (Matsumura i Ananthaswamy, 2004). Uzimaju¢i u obzir prethodno
navedeno, tokom poslednjih godina sve su intezivnije studije koje se bave ispitivanjem efekata
mnogobrojnih prirodnih agenasa, pre svega biljaka i njihovih sekundarnih metabolita, u cilju
pronalazenja novih, netoksi¢nih, genoprotektivnih fito-antimutagena koji imaju sposobnost redukcije
ostecenja molekula DNK.

Medutim, zbog sve veéeg interesovanja i potraznje za sirovim lekovitim materijalom, brojnost
mnogih biljnih vrsta se smanjuje. Neke od njih su ugrozene usled dejstva antropogenog faktora, pa se
radi njihove zaStite uvode zabrane sakupljanja biljnog materijala sa prirodnih stanista. Pored
plantaznog gajenja biljaka, kao jednog vida ocuvanja biljnih vrsta u njihovim prirodnim stanistima,
dobar nacin za oCuvanje ugrozenih vrsta i dobijanje dodatnog zdravog sadnog biljnog materijala je i in
vitro kultura gajenja (Hussain i sar., 2012).

U ovom radu ispitane su antimikrobne i antigenotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata Gentiana lutea,
pri ¢emu su priprema test supstanci, a naroCito odabir pracenih bioloSkih efekata bili u velikoj meri
uskladeni sa etnofarmakoloSkom primenom ove biljke. Naime, €injenica da se lincura tradicionalno
koristi kod brojnih poremecaja digestivnog trakta (Tucakov, 1996) usmerila nas je da ispitujemo njen
antimikrobni potencijal prema patogenima i kontaminentima hrane, a antigenotoksi¢ni potencijal
upravo prema mutagenima iz hrane. Ohrabreni snaznim antigenotoksi¢nim potencijalom Kkoji je
detektovan u odnosu na mutagene iz hrane, tj. potvrdom da derivati lincure mogu snazno redukovati
nastanak, odnosno pospesiti ispravku lezija na molekulu DNK, istraZzivanje smo prosirili 1 na UV
zraCenje, tj. ispitali smo UV-protektivni potencijal derivata ove biljke. S druge strane, kako bi se
uskladili s tradicionalnim nacinima pripreme lekovitih preparata lincure, u istrazivanje smo ukljucili
50% vodeno-etanolne ekstrakte korenova G. lutea, koji imitiraju lekovite tinkture pripremljene u
alkoholu ili rakiji, ali smo u istrazivanje uvrstili i metanolne ekstrakte, koje smo izabrali na osnovu
podataka iz ranijih studija u kojima je pokazano da je najveci prinos sekoiridoida G. lutea dobijen
prilikom ekstrakcije ovim rastvaratem (Kusar i sar., 2010). Uz to, u istraZivanje smo uvrstili i ekstrakte
listova, imajué¢i u vidu da su bioloske aktivnosti nadzemnih delova biljke veoma oskudno ispitivane.
Zatim, uzimaju¢i u obzir Cinjenicu da je biljka zbog svojih lekovitih svojstava prekomerno
eksploatisana, te da je pod zakonskom legislativom zasStite, deo ove disertacije je posvecen i
uspostavljanju in vitro biljne kulture G. lutea. Uporedna analiza bioloskih aktivnosti ekstrakata
pripremljenih iz nadzemnih (list/izdanak) i podzemnih (koren) delova plantazno i in vitro gajene
lincure, koja predstavlja okosnicu ovog rada, treba da odgovori na pitanja optimizacije uslova gajenja i
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nacina pripreme biljnih ekstrakata, te usmeri dalja istrazivanja u cilju optimalnog iskoriS¢enja
antimikrobnog i antigenotoksi¢nog potencijala ove biljke u medicinske svrhe. Iako je zabeleZzen Sirok
spektar bioloSkih ativnosti ekstrakata plantazno gajenje lincure (Nastasijevi¢ i1 sar., 2012; 2016;
Mirzaee i sar., 2017), literaturni podaci o antimikrobnom, a pre svega antigenotoksi¢nom efektu lincure
su jako oskudni, dok podataka o aktivnosti ekstrakata in vitro gajene lincure nema, te ih je neophodno
dopuniti.

U ovom istrazivanju, najpre je uspostavljena in vitro kultura G. lutea. Variranjem uslova
gajenja uspeSno je postignuto umnozavanje izdanaka, kao 1 njihovo oziljavanje formiranjem
adventivnih korenova. Praceni parametri rasta i prinos sveze i suve mase biljaka lincure ukazali su na
mogucnost dobijanja i gajenja citavih biljaka ove vrste u in vitro uslovima. Do sada nema literaturnih
podataka o ovako uspe$snom i vremenski kratkom (10 nedelja) nacinu rasta G. lutea u laboratorijskim
uslovima, a u cilju dobijanja dovoljnih koli¢ina biljnog materijala za ispitivanje bioloSkih aktivnosti.
Sto se ti¢e biljnog materijala sa plantaZe, obezbedeni su osuseni listovi i korenovi biljaka starih 7
godina, s obzirom da Radanovic i sar. (2014) isti¢u da se optimalno prisustvo bioloski aktivnih materija
u korenu postize tek nakon 4-6 godina rasta u prirodnim uslovima/na plantazi. Zatim su ekstrakti
pripremani i uradena je hemijska analiza 50% EtOH i MeOH ekstrakata korena i lista plantazno gajene
lincure, kao i analiza MeOH ekstrakata korena i izdanka in vitro gajene G. lutea. U daljem radu, ispitan
je antibakterijski i antibiofilm potencijal ekstrakata i odabranih konstituenata lincure prema
kontaminentima hrane. Pored toga, utvrden je antigenotoksi¢ni efekat svih ekstrakata i odabranih
konstituenata prema mutagenima iz hrane (IQ i PhIP) i UV zra¢enju. Na kraju, kako bi se objasnila
uloga antioksidativnih mehanizama u uocenoj antigenotoksicnosti, ispitan je antioksidativni potencijal
ekstrakata lincure sa razlicitih aspekata.

Na osnovu rezultata hemijske analize ekstrakata korenova plantazno gajene lincure, primecuje
se da su sekoiridoidi, kojima pripadaju genciopikrozid, sverozid i svertiamarin, najzastupljenija grupa
jedinjenja prisutna u ovim ekstraktima, kako u 50% EtOH, tako i u MeOH. U spomenutim ekstraktima,
zapazeno je 1 prisustvo iridoidnog jedinjenja loganske kiseline. Uzimaju¢i u obzir dosadaSnje
objavljene podatke o hemijskom profilu korena lincure, sadrzaj genciopikrozida i1 sverozida prisutan u
nasim ekstraktima je slican kao u prethodnim studijama (Oztiirk i sar., 2006; Barbaro i sar., 2009;
Kusar 1 sar., 2010; Nastasijevi¢ 1 sar., 2012), dok je koli¢ina detektovanog svertiamarina bila nesto
veca. S druge strane, sadrzaj ksantona i C-glukoflavona u ekstraktima korenova je bio nizak, sto je
takode u skladu sa literaturnim podacima (Aberham 1 sar., 2007).

Zanimljivi rezultati su dobijeni prilikom hemijske analize ekstrakata listova plantazno gajene
lincure, pri cemu su uocene razlike u sadrzaju pojedinih grupa jedinjenja izmedu 50% EtOH 1 MeOH
ekstrakata, $to je u skladu s ¢injenicom da profil ekstrahovanih jedinjenja u velikoj meri zavisi od
polarnosti i hemijskih karakteristika rastvaraca (Do i sar., 2014). Kada je u pitanju 50% EtOH ekstrakt,
najzastupljenija grupa jedinjenja prisutha u njegovom sastavu su C-glukoflavoni, pre svega
homoorientin i izoviteksin. Dodatno, ksanton mangiferin i iridoid loganska kiselina su takode
detektovani. S druge strane, u MeOH ekstraktu najdominatnija detektovana komponenta je bila
loganska kiselina. Pored toga, u ekstraktima listova je detektovan i sadrzaj genciopikrozida, sverozida,
svertiamarina i izogentizina, $to je u skladu sa prethodno objavljenim podacima o hemijskom profilu
listova plantazno gajene G. lutea (Savikin 1 sar., 2009; Kusar i sar., 2010; Balijagi¢ i sar., 2012). Sto se
tice koli¢ine ukupnih polifenola i flavonoida u ekstraktima plantazno gajene lincure, primecuje se da su
oba rastvaraca bila pogodna za njihovu ekstrakciju, §to je u skladu s cinjenicom da se polarni
rastvaraci, ukljuc¢ujuc¢i metanol i etanol, mogu koristiti za njihovu ekstrakciju (Do i sar., 2014). lako se
smeSe vode i etanola smatraju povoljnijim ekstraktantima, pre svega zbog neskodljivosti za ljudsku
upotrebu, ali 1 zbog Cinjenice da po pravilu daju veé¢i prinos 1 ukupnih polifenola 1 flavonoida u
poredenju s metanolom (Wang i Helliwell, 2001; Bonoli i sar., 2004), postoje podaci da je metanol
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povoljniji rastvara¢ za ekstrakciju polifenola manje molekulske mase, kao i sekoiridoida (Dai i
Mumper, 2010; Kusar i sar., 2010). Nasi rezultati, medutim, koji ukazuju na vece prisustvo ukupnih
polifenola i flavonida u 50% EtOH nego u MeOH ekstraktima istih organa plantazno gajenih biljaka,
idu u prilog podacima koje su naveli Wang i Helliwell (2001) i Bonoli i sar. (2004).

Zatim, treba napomenuti da su ekstrakti listova skoro dva puta bogatiji ovim grupama
jedinjenja. Poredenjem sa studijom koju su sproveli Nastasijevic i sar. (2012) moze se zakljuciti da se u
ekstraktima korenova koris¢enim u naSem istrazivanju nalazila manja koli¢ina ukupnih polifenola. S
druge strane, detektovana koli¢ina polifenola u ekstraktima listova je znatno veca u odnosu na
prethodno objavljene podatke (Balijagi¢ i sar. 2012). Medutim, nije neobi¢no ocekivati promenljiv
sadrzaj sekundarnih metabolita u ekstraktima lincure u razli¢itim studijama, S obzirom na Cinjenicu da
su staniSta biljaka, njihova starost, kao 1 postupci prerade i ekstrakcije razliciti (Aiello i sar., 2003;
Gonzalez-Lopez i sar., 2014; Radanovi¢ i sar., 2014). Rezultati koji su dobijeni ekstrakcijom in vitro
gajene lincure potvrduju ovu ¢injenicu, obzirom da su dati ekstrakti imali neSto drugaciji hemijski
profil. U ekstraktu korena detektovan je samo neSto veci sadrzaj genciopikrozida. S druge strane,
iridoidni kompleks in vitro izdanka se uglavnom sastojao od genciopikrozida, sverozida, svertiamarina
1 loganske kiseline, pri ¢emu je njihov sadrzaj bio 2 do cak 8 puta veéi u odnosu na koliine
detektovane u svim ekstraktima plantazno gajene biljke; Sto se tie metanolnog ekstrakta plantazno
gajenog lista, u njemu je bilo oko 5 puta manje iridoida. U ranijim istraZivanjima hemijskog profila in
vitro kultivisane G. lutea pokazano je prisustvo genciopikrozida i svertiamarina u metanolnom
ekstraktu izdanka (Menkovic¢ i sar., 2000), dok su sverozid i loganska kiselina po prvi put detektovani u
ovoj studiji, kao deo iridoidnog kompleksa in vitro izdanka. Dalje, koli¢ina ukupnih polifenola i
flavonoida je takode bila znatno veca u nadzemnom delu in vitro gajene biljke u poredenju sa korenom.
Istrazivanje koje su sproveli Catana i sar. (2017) pokazalo je da je sadrzaj ukupnih polifenola u korenu
in vitro gajene G. lutea iznosio 1,356 mg GEK g?, ukazujuéi na znacajno vecéu koli¢inu ukupnih
polifenola (23,9 mg GEK g) u ekstraktu korena in vitro gajene lincure u nasem istraZivanju.
Uzimajuéi u obzir visok sadrzaj iridoida 1 polifenola u GLvI MeOH ekstraktu, zajedno sa visokom
stopom rasta u definisanim in vitro uslovima, moze se sugerisati da bi nadzemni delovi in vitro gajene
G. lutea mogli da predstavljaju pogodan materijal za ekstrakciju poznatih i dalja ispitivanja
potencijalno novih bioloski aktivnih jedinjenja.

Kako bi se analizirala varijabilnost sadrzaja iridoidnih jedinjenja uocena u metanolnim
ekstraktima plantaznog i in vitro porekla, treba imati na umu da je proces produkcije sekundarnih
metabolita jako slozen i ukljuCuje njihovu biosintezu, transport i skladiStenje u odgovaraju¢im
organima, kao i upotrebu od strane biljke. Takode, treba uzeti u obzir i ¢injenicu da mesta skladistenja
sekundarnih metabolita nisu uvek ista kao i mesta njihove biosinteze (Wink, 1990). Velika koli¢ina
iridoida u izdanku in vitro gajene lincure, pre svega genciopikrozida, ukazuje na moguénost njihove
sinteze u nadzemnim delovima biljke, sli¢no kao i u slucaju in vitro gajene Scrophularia nodosa, gde je
takode zabeleZen visok sadrzaj sekoiridoidnih jedinjenja u izdanku, dok je njihova sinteza izostala u
korenu (Sesterhenn i sar., 2007). Iako u literaturi nema potvrde o tome da je relativno visok sadrzaj
sekoiridoida u korenu lincure rezultat transporta i skladiStenja, a ne biosinteze, nasi rezultati ukazuju na
ovu mogucnost. U prilog tome ide i razlika u koli¢inama iridoidnih jedinjenja zavisna od starosti
koris¢enih biljnih uzoraka: u ekstraktu 7 godina starog korena plantazno gajene biljke nalazilo se
znacajno vise iridoida, nego u 9 nedelja starim adventivnim korenovima in vitro gajenih biljaka. S
druge strane, ukoliko se sinteza odredenih sekundarnih metabolita ipak odvija u korenu, Sto je
neophodno dalje istrazivati, moguée je pospeSiti razvoj in vitro korena i samim tim produkciju
odredenih jedinjenja, dodavanjem odgovarajucih sastojaka poput elicitora, saharoze, fitohormona,
gvozde-nitrata itd. u medijum za in vitro kultivaciju (Sharma i sar., 1993; Momcilovi¢ i sar., 1997;
Petrova i sar., 2011).
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U sledecoj fazi istrazivanja bavili smo se ispitivanjem antimikrobnog potencijala ekstrakata i
konstituenata G. lutea. S obzirom na povecanje rezistencije mikroorganizama koji kontaminiraju hranu
I dovode do njenog kvarenja ili do razvoja bolesti kod korisnika, veoma je bitno pronaci alternativnu
strategiju za suzbijanje ovih problema. Jedan od nacina jeste upravo ispitivanje antimikrobog efekta
biljnih derivata sa ciljem pronalska agenasa prirodnog porekla sa potencijalom u prezervaciji hrane. U
naSem radu ispitan je antibakterijski efekat ckstrakata i konstituenata lincure prema odabranim
sojevima, uzro¢nicima kvarenja hrane, kao i patogenim bakterijama. Na osnovu rezultata MIK testa,
dobijena antibakterijska aktivnost plantazno gajenih ekstrakata lincure se moze okarakterisati kao
umerena do slaba. Generalno gledano, ekstrakti su pokazali jaci antibakterijski efekat prema testiranim
gram pozitivnim bakterijama, dok su gram negativne pokazale veci stepen rezistencije. Ovakav rezultat
nije neuobicajen, uzimajuéi u obzir poznatu ¢injenicu da su gram negativne bakterije zbog grade u
sojevi B. subtilis i E. faecalis nakom tretmana GLL MeOH ekstraktom sa MIK vrednos¢u od 2,5 mg
mL™. Dobijeni rezultati se mogu smatrati obeéavaju¢im, uzimajuéi u obzir ¢injenicu da su bakterije
roda Bacillus, naroCito vrsta B. subtilis, sposobne da izazovu kvarenje namirnica poput hleba
(Thompson i sar., 1993), dok E. faecalis moze biti odgovoran za kvarenje termicki obradenog mesa,
jer je sposoban da prezivi visoke temperature. Dodatno, bakterije roda Enterococcus mogu dovesti do
intoksikacije hranom usled produkcije biogenih amina (Oprea i Zervos, 2007). Pregledom literature
zakljucuje se da je ograniCen broj studija koje se bave ispitivanjem antimikrobnog efekta G. lutea.
Jedno od istrazivanja je ono sprovedeno od strane Savikin i sar. (2009) koji su pokazali da metanolni
ekstrakt lista lincure iz prirode ima znatno jai antibakterijski efekat prema Sirokom opsegu gram
pozitivnih i gram negativnih bakterija, sa MIK vrednostima u opsegu 0,12-0,31 mg mL?, $to je
visestruko bolja aktivnost od one dobijene u nasem radu. Dodatno, literaturni podaci ukazuju i na
studije u kojima je ispitana antibakterijska aktivnost drugih vrsta roda Gentiana, ukljucujué¢i G. kurro
(Baba i Malik, 2014) i G. asclepiadea (Stefanovic¢ i sar., 2018), ¢iji su razli¢ito pripremljeni ekstrakti
korena 1 listova ispoljili inhibitornu aktivnost prema odredenim bakterijskim sojevima.

S druge strane, ekstrakti in vitro gajene lincure su pokazali nesto jaci efekat, naro¢ito prema
sojevima S. aureus i L. monocytogenes, sa MIK vrednostima u opsegu od 0,156-0,625 mg mL™.
Imajué¢i u vidu da je S. aureus glavni uzrok gastroenteritisa izazvanog konzumacijom hrane
kontaminirane enterotoksinima (Le Loir i sar., 2003), dobijeni rezultati antistafilokokne aktivnosti in
vitro ekstrata lincure mogu biti od znac¢aja. Takode, inhibicija rasta L. monocytogenes je jako znacajna,
S obzirom na ¢injenicu da je ova bakterija invazivni patogen, sposoban da prezivi niske temperature 1
pH vrednosti. Ona kod ljudi izaziva listeriozu, najcesc¢e kao posledicu konzumacije kontaminiranih
mle¢nih proizvoda ili nedovoljno kuvane hrane, ili kao rezultat kontaminacije opreme za preradu hrane,
Sto dalje vodi i kontaminaciji proizvedenih namirnica (Gao i sar., 2019).

Antibakterijskoj aktivnosti su mogli doprineti ukupni fenoli i flavonoidi detektovani u
ekstraktima, s obzirom da je poznato da fenolne kiseline, tanini i flavonoidi mogu inhibirati rast i
aktivnost mnogih mikroorganizama. Baktericidni efekat fenolnih jedinjenja se ostvaruje kroz razlicite
mehanizme, uklju¢ujuci smanjenje fluidnosti ¢elijske membrane, inhibiciju sinteze nukleinskih kiselina
1 celijskog zida (Takd 1 sar.,, 2020). Takode, mnogi polifenoli ostvaruju sinergisticki efekat sa
konvencionalnim antibioticima, povecavajuci tako njihovu efikasnost i redukujuci primenjenu dozu
antibiotika (Sanhueza i sar., 2017; Miklasinska-Majdanik i sar., 2018). U istrazivanju koje su sporevili
Taylor i sar. (2005) pokazano je da flavonoid katehin probija lipidnu barijeru ¢elijske membrane $to
dovodi do ,,curenja“ intramembranskog materijala i agregacije lipozoma. Mori i sar. (1987) su u svojoj
studiji pokazali potencijal flavonoida da inhibiraju sintezu DNK i RNK molekula, sugeriSu¢i da B
prsten flavonoida ima ulogu interkaliraju¢eg agensa, Sto sledstveno sprecava sintezu nukleinskih
kiselina. Jo§ jedan od mogu¢ih mehanizama antibakterijske aktivnosti flavonoida koji predlazu
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Ohemeng i sar. (1993) i Plaper i sar. (2003) podrazumeva inhibicju enzima DNK giraze, $to dovodi do
smrti ¢elije. Medutim, bez obzira na ¢injenicu da polifenoli doprinose antimikrobnom potencijalu, u
nasem radu jasna korelacija koli¢ine ukupnih polifenolnih jedinjenja i flavonoida sa antibakterijskom
aktivnos$¢u nije uocena, $to navodi na ¢injenicu da su i konstituenti drugih hemijskih familija, u prvom
redu iridoidne grupe jedinjenja, ukljuéeni u ovu aktivnost.

U pokusaju da blize analiziramo uoceni antibakterijski efekat ekstrakata i potencijalni udeo
konstituenata, u slede¢em koraku smo ispitali i antibakterijsku aktivnost odabranih ¢istih jedinjenja. Na
mangiferinu i homoorientinu. Dodatno, sverozid, svertiamarin i izoviteksin su takode ispoljili umereni
antibakterijski efekat. Sliéni rezultati su dobijeni i u studijima Savikin i sar. (2009), Samaddar i sar.
(2013) i Adamczak i sar. (2019), u kojima je pokazan antimikrobni efekat mangiferina, svertiamarina,
izoviteksina i homoorientina. lako je efekat mangiferina prema S. aureus u nasem istrazivanju izostao,
u studiji Mazlan i sar. (2019) pokazan je sinergizam mangiferina sa tetraciklinom, ampicilinom,
nalidiksinskom kiselinom i baktrimom (sulfametoksazol i trimethoprim), Sto je sugerisalo da
mangiferin potencijalno pospesuje ulaz antibiotika ili ometa ciljno mesto odgovorno za razvoj
rezistencije, doprinosec¢i baktericidnom/bakteristatskom dejstvu leka. Zanimljivo je da su svi testirani
sojevi pokazali rezistenciju prema genciopikrozidu, nasuprot podacima iz literature u kojima je
detektovan njegov jak antimikrobni efekat prema paleti gram pozitivnih i gram negativnih bakterija
(Kumarasamy i sar., 2003; Siler i sar., 2010). Uzimaju¢i u obzir hemijski sastav ekstrakata kao i
rezultate antibakterijske aktivnosti konstituenata, moze se pretpostaviti da su najverovatnije razli¢ite
interakcije izmedu njih, ukljucujuéi i sinergisticke, doprinele sveukopnoj antibakterijskoj aktivnosti
ekstrakata.

Imajuéi u vidu ¢injenicu da formiranje biofilma predstavlja veliki problem u razli¢itim sferama
zivota, ukljucujuéi i industriju hrane, slede¢i deo ovog istrazivanja bavio se ispitivanjem antibiofilm
aktivnosti ekstrakata lincure i njihovih konstituenata. S obzirom da su patogeni mikroorganizmi
sposobni da formiraju biofilm na povrsini hrane, opremi za proizvodnju i pakovanje hrane, kao i da su
u formi biofilma 10 do 1000 puta rezistentniji na delovanje antimikrobnih agenasa (Shi i Zhu, 2009),
neophodno je pronaci alternativni nain kako bi se redukovale Stetne posledice. Jedna od strategija u
borbi protiv bakterija koje formiraju biofilm je inhibicija inicijalnog pricvrs¢ivanja ¢elija za povrsinu,
Sto dalje sprec¢ava kolonizaciju i razvoj infekcije (Francolini i Donelli, 2010). U nasoj studiji ispitan je
MIK testu, tj. S. aureus i L. monocytogenes, jednih od najées¢ih patogena hrane, odgovornih za pojavu
infekcija kod ¢oveka (Qian i sar., 2020). Opste gledano, ekstrakti su ispoljili znacajno jaci antibiofilm
efekat prema L. monocytogenes. Kada je u pitanju S. aureus, najbolja aktivnost zabelezena je za GLL
MeOH ekstrakt i to nakon primenjene inhibitorne koncentracije, dok su s druge strane GLL 50% EtOH,
GLK 50% EtOH i GLL MeOH ekstrakti pokazali izvanredni potencijal da inhibiraju formiranje
biofilma L. monocytogenes i na sub-inhibitornim koncentracijama. Potencijal ekstrakata da sprecavaju
formiranje biofilma na koncentracijama nizim od inhibitorne je u skladu sa studijom koji su sproveli
Ding i sar. (2017), koja je pokazala da prirodni antimikrobni proizvodi na sub-inhibitornim
koncentracijama mogu da poremete formiranje biofilma. Kada je u pitanju antibiofilm aktivnost biljnih
derivata roda Gentiana, dosadasnja saznanja su veoma oskudna. Stefanovi¢ i sar. (2018) su detektovali
antibiofilm aktivnost ekstrakata lista i korena G. asclepiadea prema S. aureus i P. aeruginosa, sa
potencijalom da inhibiraju proces formiranja biofilma od 50%. Uocena antibiofilm aktivnost testiranih
ekstrakata u nasSoj studiji se verovatno moze objasniti Cinjenicom da pojedine biljne fenolne
komponente, pa samim tim i ekstrakti bogati fenolima, mogu ispoljiti antibiofilm i/ili anti-QS (eng.
anti-quorum sensing) efekte (Tako i sar., 2020). Fenolna jedinjenja sprecavaju formiranje biofilma
inhibicijom razli¢itih regulatornih mehanizama: blokiraju¢i signalnu komunikaciju, redukujuéi
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pokretljivost bakterija, smanjujuéi sposobnost adhezije, inhibiraju¢i ekspresiju virulentnih faktora
odgovornih za patogenost (Eydelnant i Tufenkji, 2008; Xu i sar., 2011; Borges i sar., 2012; Asfour,
2018). U istrazivanju Lin i sar. (2011) pokazano je da taninska kiselina izolovana iz Eustigma
oblongifolium inhibira formiranje biofilma S. aureus spre¢avaju¢i inicijalno pri¢vrs¢ivanje za povrSinu
I sintezu polisaharidnih intercelularnih adhezivnih komponenti. Takode, treba imati u vidu i ¢injenicu
da antimikrobni agensi prirodnog porekla na sub-inhibitornim koncentracijama poseduju moguénost
moduliranja transkripcije gena odgovornih za formiranje biofilma (Goh i sar., 2002; Yim i sar., 2011).
Lee i sar. (2013) su pokazali da ekstrakt Alnus japonica bogat kvercetinom i taninskom Kiselinom
ispoljava snazan antibiofilm efekat prema S. aureus, snizavaju¢i ekspresiju gena icaA i icaD iz
icaADBC operona odgovornog za formiranje biofilma. S druge strane, glavni geni uklju¢eni u
inicijalno pri¢vr§éivanje L. monocytogenes su povezani sa sintezom flagela i pokretljivos¢u (Chang i
sar., 2012). Dodatno, pokazano je i da DnaK protein toplotnog Soka klase I doprinosi formiranju
biofilma i toleranciji na sredstva za dezifenkciju kod L. monocytogenes (van der Veen i Abee, 2010).
Upadhyay i sar. (2013) su u svom istrazivanju pokazali da terpeni biljnog porekla (karvakrol, timol,
eugenol, trans-cinamaldehid) snizavaju ekspresiju gena flaA, fliP, fliG, flgE, motA i motB, odgovornih
za inicijalno pri¢vri¢ivanje L. monocytogenes, kao i dnaK gena i prfA gena, transkripcionog aktivatora
gena odgovornih za virulenciju.

Kako bi analizirali potencijalno ucesce konstituenata lincure u uocenom antibiofilm efektu
ekstrakata prema L. monocytogenes, ispitan je i potencijal konstituenata odabranih na osnovu rezultata
MIK testa da inhibiraju formiranje biofilma. Sva testirana jedinjenja su ispoljila dozno-zavisni odgovor
I na sub-inhibitornim koncentracijama sprecila formiranje biofilma u odredenom procentu (23-47%).
Na osnovu ovog rezultata, kao 1 na osnovu akivnosti ekstrakata moze se zakljuciti da su testirana
jedinjenja sposobna da inhibiraju stvaranje biofilma putem mehanizama koji ne podrazumevaju
isklju¢ivo bakteriostatsko i baktericidno dejstvo prema ¢elijama u planktonskom obliku. Najistaknutiji
efekat je zabelezen za C-glukoflavone izoviteksin i homoorientin. Uzimajuci u obzir hemijski sastav
GLL 50% EtOH ekstrakta, koji je inhibirao formiranje biofilma L. monocytogenes za ¢ak 90%, moze se
pretpostaviti da je za uo¢enu aktivnost verovatno odgovoran i antibiofilm potencijal C-glukoflavona.
Treba uzeti u obzir i uo€enu antibiofilm aktivnost sekoiridoida, najprisutnijih u GLK 50% EtOH
ekstraktu, kao i sinergisti¢ko delovanje svih konstituenata prisutnih u ekstraktu. Sto se ti¢e ekstrakata
dobijenih od in vitro gajenih biljaka, oni su ispitivani u zana¢jno manjim koncentracijama (odredenim
na osnovu njihovih manjih MIK vrednosti), a poredenje sa efektom odgovarajuc¢ih koncentracija
MeOH ekstrakta lista plantazno gajene biljke, vednosti inhibicije su bile priblizne. Interesantno da je i
koren in vitro gajene biljke pokazao solidnu antibiofilm aktivnost, iako procentualno ucesée ispitivnih
konstituenata nije bilo visoko. Ovo poslednje ukazuje na doprinos bioloski aktivnih jedinjenja koja tek
trebaju da budu identifikovana. Imajuéi u vidu navedene rezultate i Cinjenice koji se ticu antibiofilm
aktivnosti, prethodna obrada razli¢itih povr$ina u industiji hrane preparatima na bazi biljnih derivata bi
proizvela nepovoljnu adherentnu sredinu i samim tim mogla smanjiti ucestalost infekcija uzrokovanih
bakterijskim biofilmovima.

U sledecem delu ove doktorske disertacije bavili smo se proucavanjem antigenotoksi¢nih
svojstava ekstrakata i odabranih konstituenata lincure prema IQ i PhIP mutagenima. Ovi mutageni se
formiraju tokom pripreme hrane bogate proteinima na visokim temperaturama, pirolizom proteina,
amino kiselina ili kreatinina, 1 mogu biti prisutni u ishrani ¢oveka u zna€ajnim koncentracijama u
zavisnosti od dijetetskih navika (Goldman i Shields, 2003), zbog ¢ega je neophodno redukovati njihovo
Stetno dejstvo primenom razliCitih antimutagena. Da bioloski aktivna jedinjenja biljnog porekla mogu
redukovati genotoksi¢nost indukovanu ovim mutagenima potvrduje rad Miti¢-Culafi¢ i sar. (2016), u
kome je pokazana antigenotoksi¢nost pojedinih monoterpena. U nasem radu je ispitan genoprotektivni
potencijal koris¢enjem bakterijskih i sisarskih in vitro modela.
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Eksperimenti u kojima je koriS¢en bakterijski model sistem su uradeni u prisustvu i odsustvu S9
frakcije koja se koristi kako bi se oponaSao metabolicki sistem sisara. Na ovaj na¢in omoguceno je
razlikovanje direktne mutagene aktivnosti test supstanci i njihovih promutagenih svojstava
(Mortelmans 1 Zeiger, 2000). Medutim, nedostatak bakterijskog modela za detekciju mutagena je
odsustvo enzima za detoksifikaciju faze Il u S9 frakciji poreklom od pacova (Winter i sar., 2008). 1z
tog razloga genotoksicna/antigenotoksicka aktivnost test supstanci je ispitana i na metabolicki aktivnim
HepG2 celijama jetre koje sadrze sve neophodne enzime faze 1 i Il za aktivaciju/detoksifikaciju
razli¢itih ksenobiotika (Mersch-Sundermann 1 sar., 2004). U naSem istrazivanju pokazana je dualna
genotoksi¢na/antigenotoksi¢na priroda derivata G. lutea, koja je zavisila od kori§¢enog test sistema, a
narocito od primenjenje koncentracije. Generalno gledano, pojedini ekstrakti i konstituenti su ispoljili
genotoksi¢ni efekat pri visokim koncentracijama, dok je primenom nizih negenotoksi¢nih doza uocena
znacajna zastita od IQ- i PhIP-indukovane genotoksi¢nosti.

Posmatrajuci rezultate SOS/umuC testa, moze se primetiti da je slabiji genotoksi¢ni efekat u
odsustvu S9 frakcije ispoljio samo GLVK MeOH ekstrakt, pri najvi$oj testiranoj koncentraciji. S druge
strane, svi testirani ekstrakti su pri odredenim koncentracijama nakon dodavanja S9 frakcije indukovali
ostecenja na DNK molekulu, ukazujuéi na ¢injenicu da deluju kao potencijalni promutageni koji
zahtevaju metabolicku aktivaciju. Medutim, rezultati ispitivanja genotoksi¢nosti na humanim HepG2
¢elijama su potvrdili znacajan genotoksicni efekat samo in vitro ekstrakata i GLL 50% EtOH ekstrakta.
Dodatno, najvisa testirana doza genciopikrozida je indukovala oStec¢enja na DNK molekulu. U skladu
sa uocenim genotoksi¢nim potencijalom ekstrakata je i studija koju su sproveli Patenkovic i sar. (2013),
pokazujuc¢i ko-mutageni efekat ekstrakta korena lincure sa metil metanosulfonatom na modelu
Drosophila melanogaster. Pregledom literature moze se uociti da su ekstrakti poreklom od drugih
biljaka roda Gentiana takode ispitani u pogledu njihove sposobnosti da izazivaju oSteCenja na
genetickom materijalu. Genotoksi¢ni efekat ekstrakata poreklom od cvetova G. asclepiadea pokazali su
Hudecova i sar. (2010), dok su Mihailovié¢ i sar. (2015) prijavili sposobnost ekstrakata listova G.
cruciata da indukuju o$tecenja na DNK molekulu. Uocena genotoksi¢nost ekstrakata, naro¢ito GLvI
MeOH ekstrakta bi mogla da se pripise i odredenim konstituentima i njihovom potencijalu da indukuju
DNK ostec¢enja. Pokazana genotoksi¢nost genciopikrozida u nasoj studiji ukazuje na moguéi doprinos
ovog jedinjenja u sveukupno uocenoj genotoksi¢nosti ekstrakata. Takode, sposobnost sverozida,
svertiamarina i loganske kiseline da povecavaju procenat DNK ostecenja, dokazana u istrazivanju
Sobot i sar. (2020), doprinosi objasnjenju genotoksi¢nog efekta ekstrakata dobijenog u nasoj studiji.
Medutim, treba imati u vidu da su ekstrakti kompleksne smeSe i da pojediniCane komponente
najverovatnije ne doprinose same dobijenoj aktivnosti. S druge strane, odsustvo genotoksi¢nosti
mangiferina pokazano u naSem istraZivanju je u skladu sa dostupnom literaturom. Reddeman 1 sar.
(2019) su demonstrirali da ekstrakt lista manga, koji sadrzi 60% mangiferina nije ispoljio genotoksi¢ni
efekat u bakterijskom testu reverznih mutacija i u mikronukleus testu in vivo na miSevima.

Prilikom ispitivanja genotoksi¢nosti mutagena u SOS/umuC testu, 1Q nije uspeo da ispolji
genotoksi¢ni efekat u opsegu testiranih koncentracija, tako da je testiranje antigenotoksi¢nosti prema
njemu izostalo u ovom testu. Iako je IQ dobro izu¢en promutagen koji zahteva metaboli¢ku aktivaciju
(Goldam 1 Shields, 2003), u naSem istrazivanju nije uspesno aktiviran uprkos dodavanju S9 frakcije. S
obzirom da je P450 (CYP1A2) enzim, odgovaran za metabolicku aktivaciju heterocikli¢nih
aromati¢nih amina (Kawaguchi i sar., 2018), prisutan u komercijalno nabavljenoj S9 frakciji, moguce
objaSnjenje odsustva aktivacije 1Q mutagena lezi u €injenici da humani enzimi jetre poseduju vecu
kataliticku efikasnost u odnosu na odgovaraju¢e enzime poreklom od jetre pacova (Turesky 1 sar.,
1999).

Sto se ti¢e antigenotoksi¢nog potencijala u komet testu, svi testirani ekstrakti i konstituenti
lincure primenjeni u nizim, negenotoksicnim, dozama su ispoljili jaku zastitu protiv 1Q- i PhIP-
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indukovanih ostec¢enja na DNK molekulu. U prilog nasim rezultatima ide i prethodno objavljena studija
koju su sproveli Djukanovic i sar. (2019), u kojoj je pokazano postojanje genoprotektivnog efekta
ekstrakata korena 1 lista plantazno gajene lincure prema vestackom zasladivacu saharinu. Slicno nasim
rezultatima, ekstrakti G. asclepiadea su ispoljili protektivni efekat prema oksidativnom oStec¢enju
indukovanom primenom H20 (Hudecova i sar., 2012), kao i prema etil metanosulfonatu (Mihailovi¢ i
sar., 2013). Mati¢ i sar. (2013) su takode pokazali potencijal ekstrakata podzemnih i nadzemnih delova
G. cruciata da redukuju oste¢enja na DNK molekulu izazvana delovanjem etil metansulfonata.

Otkri¢e da ekstrakti poseduju genotoksi¢ni potencijal s jedne strane, a ujedno pokazuju i
antigenotoksi¢nu aktivnost primenjeni u nizim dozama, ukazuje na mogucée postojanje fenomena
oznacenog kao hormezis. Termin hormezis se duzi niz godina upotrebljava kako bi se objasnila
situacija u kojoj je odredena supstanca sposobna da indukuje bioloski suprotne efekte pri razli¢itim
koncentracijama. NajceS¢e dolazi do indukcije stimulativnog 1 korisnog odgovora pri nizim dozama 1
inhibitornog ili toksi¢nog efekta pri visokim dozama test supstanci (Dragicevi¢ i sar., 2003; Calabrese i
Mattson, 2017). Tako je na primer poznato da je vitamin A u veoma niskim dozama esencijalan za
normalan razvoj i funkciju oka, dok u ve¢im dozama moze izazvati glavobolje, pospanost, promenljiva
mentalna stanja itd. (Hathcock i sar., 1990). Dalje objasnjenje ovog fenomena podrazumeva da test
supstanca primenjena u nizim dozama indukuje blagi stres, $to sledstveno dovodi do aktivacije
signalnih puteva i unutra$njih promena pruzajuci tako otpor jaéem stresoru (Son i sar., 2008). Ovakav
suprotni efekat zavisan od koncentracije nije neobi¢an kada su u pitanju prirodna jedinjenja. Dodatno,
kriva odgovora u obliku slova ,,J*, dobijena u na$oj studiji za ekstrakt GLvI MeOH u komet testu i za
sve ekstrakte plantazno gajene lincure u SOS/umuC testu, gde se zastitni efekat dobija pri niskim
koncentracijama, a slaba zaStita ili odsustvo iste na viSim primenjenim dozama, nije retka pojava kada
je re¢ o studijama antimutageneze (Knausmiiller i sar., 2002). Rezultati studija Nikoli¢ i sar. (2011,
2015) su takode potvrdili postojanje hormezisa za monoterpene kamfor, eukaliptol i tujon, koji su
ispoljili blagu genotoksi¢nost, ali su pri nizim dozama stimulisali DNK reparacione mehanizme i
indukovali genoprotektivni efekat. Takode, mnoge supstance sa genoprotektivnim efektom su oznacene
kao ,,Janus* mutageni, odnosno kancerogeni i mutageni agensi koji u zavisnosti od tipa ¢elija ili doze
mogu delovati kao antikancerogeni i antimutageni (von Borstel 1 Higgins, 1998). Uzimaju¢i u obzir
¢injenicu da su uoceni i genotoksi¢ni i antigenotoksiéni efekti testiranih ekstrakata i konstituenata, kao
i literaturne podatke o suprotnim efektima ekstrakata biljaka roda Gentiana, neophodno je biti oprezan
prilikom tumacenja rezultata.

Dobijeni rezultati ukazuju da se uoceni antigenotoksi¢ni potencijal ekstrakata lincure moze
pripisati i pojedina¢nim testiranim konstituentima. Iako koli¢ina mangiferina nije bila visoka u
ekstraktima poreklom od nadzemnih delova biljaka, nasi rezultati koji pokazuju genoprotektivni efekat
mangiferina, kao i1 prethodno objavljena studija Rao i sar. (2009), u kojoj je demonstriran
antigenotoksi¢ni efekat mangiferina prema kadmijum hloridu, nagoveStavaju potencijalni doprinos
ovog konstituenta u uoCenom protektivnom efektu. Takode, antigenotoksi¢ni potencijal
genciopikrozida, po prvi put pokazan u nasSoj studiji, je svakako doprineo sveukopnom
genoprotektivnom efektu ekstrakata. Medutim, treba imati na umu 1 uticaj drugih konstituenata, kao 1
medusobne interakcije izmedu njih. Dalje, uo€eni genoprotektivni efekat se moze objasniti i prisustvom
polifenola u njima, naro€ito kada je re¢ o ekstraktima poreklom od nadzemnih delova biljke, bez obzira
na nacin gajenja. Poznato je iz literaturnih podataka da polifenoli mogu ostvariti antigenotoksicni
efekat posredstvom razli¢itih mehanizama. Tako je pokazano da su polifenolna jedinjenja sposobna da
Stite od razli€itih genotoksina posredstvom nekoliko mehanizama, od kojih su naj€es¢i: (i) promene u
nivou ekspresije enzima odgovornih za detoksifikaciju, (ii) povecanje ekspresije antioksidativnih
enzima, (iii) interakcija sa DNK reparacionim i replikacionim procesima, (iv) direktna inhibicija
formiranja DNK adukata, i (v) sakupljanje slobodnih radikala (Ferguson, 2001). Istrazivanje koje su

97



Diskusija

sproveli Plazar i sar. (2007) je ukazalo na antigenotoski¢ni efekat ksantohumola, flavonoida prisutnog
u hmelju, prema 1Q i B[a]P, koji se ostvaruje najverovatnije spreCavanjem metabolicke aktivacije
promutagena inhibicijom citohrom P450 enzima i/ili aktivacijom antioksidativnih enzima kao i enzima
odgovornih za detoksifikaciju. Zastita od oksidativnih oSte¢enja je jedna od najSire opisanih osobina
polifenola na kojoj se i bazira Siroka upotreba ovih jedinjenja. Pored sposobnosti neutralizacije
slobodnih radikala, antioksidativha sposobnost polifenola se ogleda i u spreCavanju lipidne
peroksidacije, kao i u helaciji metalnih jona poput bakra i gvozda, koji mogu da iniciraju produkciju
hidroksil radikala putem Haber-Weissove i Fentonove reakcije (Ferguson i sar., 2004). Takode,
odredeni polifenoli mogu indukovati enzime faze II, kao S§to je glutation transferaza, koja doprinosi
eliminaciji reaktivnih vrsta kiseonika ili indukuje aktivnost drugih antioksidativnih enzima poput
metalotioneina, sposobnog da vezuje metale (Ferguson, 2001).

U sledec¢oj fazi ove doktorske disertacije ispitivali smo protektivni efekat ekstrakata lincure
prema genotoksicnim efektima UV zracenja. Poslednjih godina, ucestalost razlicitih bolesti i
poremacaja povezanih sa izlozeno$S¢u UV zraCenju se alarmanto povecala. Hroni¢na izloZenost
sisarskih ¢elija UV zrac¢enju dovodi do mnogobrojnih bioloskih odgovora, uklju¢ujuéi razvoj edema,
opekotina, supresije imunskog odgovora, oSte¢enja DNK molekula, fotostarenja i melanogeneze. Sve
ove promene su direktno ili indirektno uklju¢ene u nastanak kancera koze (Svobodova i sar., 2003).
Jedan od pristupa u zastiti od Stetnih efekata UV zracenja jeste upotreba aktivnih fotoprotektivnih
agenasa koji se inkorporiraju u proizvode za zastitu i negu koze, dok se drugi pristup oslanja na
antioksidativna svojstva bioloski aktivnih nutrijenata koji se mogu koristiti kao dodatak ishrani ljudi, a
koji se zasniva na cinjenici da su oSteCenja izazvana UV zradenjem u velikoj meri posledica
oksidativnog stresa (Tebbe, 2001).

U naSem radu ispitana je sposobnost ekstrakata da redukuju oSteéenja izazvana delovanjem
UVC i UVA zracenja na normalnim fibroblastima (MRC-5) i melanocitama (Hs 294T). lako ozonski
omota¢ efikasno apsorbuje UVC zraenje, ovaj tip zraCenja odabran je u naSim eksperimentima jer
predstavlja najStetniji tip zracenja, ostvarujuci jasan genotoksi¢ni i mutageni efekat u nekoliko in vivo i
in vitro model sistema (Pfeifer i sar., 2005), pa moze biti dobar model za analizu UV-protektivnog
delovanja. Dodatno, u okviru spektra talasnih duZina UVC zracenja nalazi se i apsorpcioni spektar baza
DNK molekula (260 nm), usled ¢ega dolazi do direktnog oStecenja DNK molekula. S druge strane,
skoro 95% UVA zracenja dospeva do zemlje i prodire duboko u epidermis i dermis koze, najcesce
dovodec¢i do produkcije reaktivnih vrsta kiseonika, §to posledicno moze indukovati ostecenja na DNK
molekulu, proteinima, lipidima i saharidima (Svobodova i sar., 2006).

Kao 1 u prethodnom delu ispitivanja antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata, i u ovom delu najpre
je bilo neophodno utvrditi necitotoksi¢ne i negenotoksi¢ne koncentracije biljnih ekstrakata. lako su
ranija istrazivanja ukazala na potencijalni citotoksicni efekat razli¢itih ekstrakata korena 1 lista lincure
(Balijagi¢ i sar., 2012; Rodrigues i sar., 2019), nasi ekstrakti uglavnom nisu ispoljili citotoksi¢ni efekat
nakon tretmana obe Celijske linije, sa izuzetkom GLL MeOH ekstrakta koji je na najviS§im testiranim
koncentracijama redukovao vijabilnost MRC-5 ¢elija. Dalje, ispitivanje genotoksicnosti ekstrakata
pokazalo je da ekstrakti nadzemnih delova lincure indukuju oste¢enja na DNK molekulu pri visokim
primenjenim dozama. NaroCito je bio izrazen efekat ekstrakta GLvI MeOH na obe celijske linije.
Posmatrajuc¢i njegov hemijski sastav, moguce je da je genciopikrozid, koji je u ovom ekstraktu
najzastupljeniji, doprineo uocenoj aktivnosti i na MRC-5 i Hs 294T ¢elijama. Ovo je u skladu i sa
prethodno diskutovanim rezultatima dobijenim na HepG2 ¢elijama. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u
studiji Mustafayeva i sar. (2010), gde je takode pokazana genotoksi¢na aktivnost ove komponente,
najverovatnije kroz indukciju oksidativnih oste¢enja na DNK molekulu. Dodatno, prilikom diskusije
dobijenih rezultata treba uzeti u obzir i moguce postojanje interakcija izmedu pojedina¢nih komponenti
i njihovo potencijalno sinergisticko delovanje.
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U slede¢em koraku bilo je neophodno uspostaviti sub-letalne doze UV zracenja koje indukuju
dovoljno ostec¢enja na DNK molekulu i1 koje bi se koristile u testiranju antigenotoksi¢nosti. Na osnovu
rezultata moze se primetiti da su MRC-5 ¢elije ne$to manje osetljive na delovanje istih doza UVC i
UVA zracenja u odnosu na Hs 294T celije. Jedno od mogucih objasnjena jeste i ¢injenica da normalne
melanocite poseduju redukovanu sposobnost reparacije oksidativnih ostec¢enja i fotoprodukata nastalih
delovanjem UV zracenja. Naime, Wang i sar. (2009) su pokazali u svom istrazivanju da UVC i H20>
indukovana ostecenja DNK molekula dovode do znato veée stope mutacija u normalnim melanocitama
nego u normalnim fibroblastima koze. Kada je re¢ o antigenotoksi¢nosti, svi ekstrakti su ispoljili
znacajan potencijal da redukuju ostecenja na DNK molekulu izazvana delovanjem UVC i UVA
zraCenja. Inhibicija UVC-indukovanog oSteenja je dostigla ¢ak 78% na MRC-5 ¢Celijama, dok je na Hs
294T ¢elijama najvisi procenat inhibicije iznosio 71%. Kada je u pitanju UVA zracenje, zabeleZeni su
sli¢ni rezultati, pri ¢emu je na MRC-5 ¢elijama inhibicija UVA-indukovanog oStecenja iznosila 64%,
odnosno 69% na Hs 294T (¢elijama. Nesto slabiji inhibitorni efekat je detektovan jedino u slucaju
ekstrakata dobijenih od in vitro gajenih biljaka i UVC zradenja. Interesantno je da je u slucaju
ekstrakata izdanka dobijena obrnuto proporcionalna zavisnost od primenjene koncentracije, dok je u
slucaju ekstrakta korena efekat bio dozno zavistan.

Dobijen genoprotektivni efekat ekstrakata lincure je u skladu sa brojnim literaturnim podacima
0 aktivnosti biljaka 1 njihovih ekstrakata, narocito onih sa visokim antioksidativnim potencijalom, da
redukuju osteé¢enja izazvana delovanjem UV zracenja. U istrazivanju koje su sproveli Almeida i sar.
(2015) je dobijena jaka protektivna aktivnost ekstrakta lista pitomog kestena prema genotoksi¢nosti
indukovanoj UVA zraCenjem na humanim keratinocitama, pri ¢emu je uocena aktivnost povezana sa
direktnom antioksidativnom aktivnos$¢u ekstrakta. Najintenzivnije proucavani, u pogledu zastite od UV
zracenja, jesu polifenoli pronadeni u zelenom ¢aju. Pokazano je da ova jedinjenja $tite protiv UV-
indukovanih DNK ostec¢enja i apoptoze u humanim keratinocitama (Schwarz i sar., 2008). Ova zastita
je u korelaciji sa indukcijom sekrecije interleukina-12 (IL-12), implicirajuéi da je IL-12 bitan posrednik
zaStitnih efekata polifenola zelenog caja. Dodatno, lokalna primena polifenolske frakcije zelenog ¢aja
je inhibirala stvaranje UV-indukovanog eritema koze, kao i formiranje DNK pirimidinskih dimera
(Katiyar i sar., 2001). Kada je u pitanju G. lutea, podataka o njenoj UV-protektivnoj ulozi nema u
dostupnoj literaturi. S druge strane, pokazana je radioprotektivna aktivnost vodeno-etanolnog ekstrakta
korena lincure kao i mangiferina u in vitro i in vivo uslovima (Menkovic i sar., 2010). U njihovom
istrazivanju, oralno konzumiran ekstrakt lincure je doveo do smanjenja citotoksi¢nosti izazvane X-
zracima na normalnim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (PMBC), a da pri tome osetljivost
malignih ¢elija na zracenje nije bila smanjena. Radioprotektivna aktivnost ekstrakata u ovoj studiji bila
je pripisana i prisustvu mangiferina, a u prilog tome ide i istraZivanje Song i sar. (2013). Naime, ovi
autori su pokazali da je ekstrakt manga, bogat mangiferinom, uspe$no smanjio proces starenja koze,
inhibirao stvaranje bora i gubitak vlakna kolagena kod miseva, koji su konzumiralni ekstrakt oralno.
lako je u nasim ekstraktima poreklom od nadzemnih delova zabelezena manja koli¢ina mangiferina,
moze se pretpotaviti da je i on mogao doprineti uo¢enoj genoprotektivnoj aktivnosti.

Kao i1 u prethodnom delu istrazivanja, treba obratiti paznju na zavisnost ostvarenog
genotoksi¢nog/antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata od koncentracije, narocito kada je u pitanju GLvI
MeOH ekstrakt. MoZe se primetiti da on daje antigenotoksicni odgovor u obliku krive ,,J* §to ukazuje
na postojanje hormezisa (Calabrese i Mattson, 2017), odnosno na sposobnost ekstrakata da i pri niskim
koncentracijama indukuju ostecenja i ujedno stimuliSu reparacione mehanizme, kojima se ispravljaju i
oStecenja izazvana UV zraCenjem. S druge strane, pri visokim koncentracijama ekstrakta raste stepen
ostecenja DNK, sto dovodi do zasi¢enja reparacionih mehanizama i za posledicu ima odsustvo
protektivnog efekta. Sta vise, GLvI MeOH ekstrakt je na ve¢im koncentracijama bio genotoksiéan.
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Kako bi analizirali mehanizme ostvarenog antigenotoksi¢nog potencijala, a imajuéi u vidu da
svi koris¢eni mutageni indukuju oksidativni stres, ispitivana su i antioksidativna svojstva derivata
lincure sa razligitih aspekata. Sto se tie mutagena iz hrane 1Q i PhIP, u prilog ovom ide i podatak da
navedeni mutageni dovode i do oksidativnih oste¢enja na molekulu DNK. Naime, kao §to je veé
napomenuto, 1Q i PhIP mutageni efekat ostvaruju putem dva mehanizma. Prvi podrazumeva aktivaciju
mutagena kroz seriju reakcija koje ukljucuju citohrom P450, sto dalje dovodi do stvaranja elektrofilnih
derivata, kao §to je nitrenijum jon koji se kovalentno vezuje za DNK formiraju¢i DNK adukte i
dovede¢i do hromozomskih aberacija (Goldman i Shields, 2003). Drugi mehanizam ostvarivanja
genotoksi¢nosti 1Q i PhiP podrazumeva produkciju reaktivnih vrsta kiseonika, sto vodi oksidativnom
stresu (Najafzadeh i sar., 2009; Li i sar., 2013). Potencijal 1Q i PhIP mutagena da dovode do
oksidativnih oSte¢enja na DNK molekulu opravdava pracenje antioksidativnih svojstava test supstanci
U ovoj fazi istrazivanja. Treba uzeti u obzir i ¢injenicu da prilikom ko-tretmana, kada su HepG2 c¢elije
simultano izlozene ekstraktima i mutagenima, ekstrakti mogu zastiti ¢elije od oksidativnih oStecenja na
DNK molekulu direktnim sakupljanjem slobodnih radikala i heliranjem toksi¢nih jona metala
(Anderson i sar., 2000). Dodatno, ekstrakti mogu ostvariti svoju antioksidativnu aktivnost i uticajem na
unutraS$nju antioksidativnu zastitu, koja ukljucuje stimulaciju antioksidativnih enzima i endogenih
antioksidanata. Naravno, nije iskljuena ni moguénost direktne hemijske modifkacije mutagena u
negenotoksicne intermedijere, $to bi moglo biti istrazeno u buduénosti.

Visoki kapacitet GLL 50% EtOH, GLL MeOH i GLvI MeOH esktrakata da neutralisu slobodne
radikale, pokazan u DPPH testu, se moze objasniti upravo ve¢im procentom ukupnih polifenola u ovim
ekstraktima. Dodatno, potvrdena je i sposobnost pojedinac¢nih konstituenata da sakupljaju DPPH
radikale. Izuzetna aktivnost mangiferina u DPPH testu, pokazana u nasem istrazivanju, kao i umerena
aktivnost izoviteksina, su u skladu sa literaturnim podacima (Wauthoz i sar., 2007; He i sar., 2016).
Homoorientin je takode ispoljio znacajnu sposobnost neutralisanja slobodnih radikala i najverovatnije
doprineo uocenoj aktivnosti pre svega GLL 50% EtOH ekstrakta u kome je i najzastupljeniji. S druge
strane neSto umerenija aktivnost genciopikrozida dobijena u naSem radu je u skladu sa radom
Kumarasamy 1 sar. (2003). Moze se pretpostaviti da potvrdena aktivnost loganske kiseline da neutraliSe
slobodne radikale u radu Abirami i sar. (2019) takode uti¢e na sveukupnu aktivnost ekstrakata lincure,
naroCito GLL MeOH. Dodatna procena antioksidativne aktivnosti ekstrakata uradena je pracenjem
redukcione sposobnosti, kao i inhibicije Fentonove reakcije kroz helaciju jona gvozda. Nasi rezultati
ukazuju da ekstrakti G. lutea, pre svega nadzemnih delova biljke, ispoljavaju svoje antioksidativne
aktivnosti i putem ova dva mehanizma. Rezultati FRAP testa su pokazali da su ekstrakti nadzemnih
delova lincure, bez obzira na kori$éen rastvara¢ i nacin gajenja, bili sposobni da redukuju feri (Fe**) u
fero (Fe?*) formu, ukazujuéi na njihov potencijal da inhibiraju osteéenja posredovana metalnim jonima
povecanjem antioksidativnog kapaciteta. Precizniji podaci o redukcionoj sposobnosti su dobijeni u
CUPRAC testu, u kome se absorbanca dobijeneg obojenog produkta meri pri skoro fizioloskoj pH
vrednosti, Sto je od znacaja kada se imaju u vidu Kiseli uslovi postignuti u FRAP testu (pH 3,6;
Ozyiirek i sar., 2011). Nesto slabija sposobnost redukcije Cu?* jona u odnosu na pozitivnu kontrolu
testa (vitamin E) je zabeleZena za ekstrakte nadzemnih delova, dok su ekstrakti korenova pokazali
zna¢ajno manju aktivnost u ovom testu. Dalje, imaju¢i u vidu ¢injenicu da metalni joni mogu da
izazovu lipidnu peroksidaciju, sto posledicno dovodi do produkcije slobodnih radikala i lipidnih
peroksida (Selamoglu i sar. 2017), sposobnost supstanci da heliraju metalne jone je od velikog znacaja.
Kao i u prethodnim testovima procene antioksidativnosti, i u testu heliranja jona gvozda ekstrakti GLL
50% EtOH, GLL MeOH i GLvI MeOH su ispoljili ja¢u aktivnost, potvrdujuci ¢injenicu da su ukupni
polifenoli odgovorni za uocCene antioksidativne aktivnosti ekstrakata. Suprotno ovim, rezultati TBA
testa su pokazali slab do umereni efekat ekstrakata lincure, ukazujuéi da ne mogu dobro da zastite
membrane celija od lipidne peroksidacije. Varijabilni rezultati dobijeni u prethodno navedenim
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testovima i TBA testu bi mogli da se objasne ¢injenicom da je TBA test dizajniran za pracene lipofilnih
antioksidanata, ali ne i hidrofilnih. Ovakvo zapazenje je u skladu sa ,,polarnim paradoksom* koji su
postulirali Porter i sar. (1989), kao i sa sli¢nim rezultatima studije Wangensteen i sar. (2004), u kojoj je
pokazana jaka antioksidativna aktivnost ekstrakta korijandera u DPPH testu, ali ujedno i odustvo
inhibicije lipidne peroksidacije.

Literaturni podaci ukazuju da suplementacija namirnica razli¢itim antioksidantima moze biti
efikasna mera za redukciju Stetnih posledica heterocikli¢nih aromati¢nih amina, poput 1Q i PhIP. Tako
je pokazano da fenolni antioksidanti poput katehina iz zelenog ¢aja, luteolina, kvercetina i kafeinske
kiseline inhibiraju formiranje PhIP i MelQx (Oguri i sar., 1998). Dodatno, Kurzawa-Zegota i sar.
(2012) su u svojoj studiji pokazali jak protektivni efekat kvercetina i rutina protiv 1Q i PhIP mutagena.
Iako je sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida priblizno dva puta manji u ekstraktima korenova, a i
njihova se antioksidativna aktivnost pokazala slabijom, ipak se ne moze iskljuéiti doprinos ove grupe
jedinjenja u uocenoj antigenotoksi¢nosti. Medutim, S obzirom na jak intezitet dobijenog
genoprotektivnog efekta ovih ekstrakata, druge grupe bioaktivnih jedinjenja se takode mogu smatrati
odgovornim, §to zahteva dodatna istrazivanja.

U daljem radu, ispitana je sposobnost 50% vodeno-etanolnih ekstrakata lincure, kao i
genciopikrozida i mangiferina da posreduju u enzimskoj odbrani, praéenjem uticaja test supstanci na
ekspresiju Nrf2 transkripcionog faktora. Pored direktne antioksidativne aktivnosti koja se ogleda u
sakupljanju i1 neutralizaciji reaktivnih vrsta kiseonika, postoje i indirektni antioksidanti ¢ija aktivnost
podrazumeva aktivaciju Nrf2-ARE signalnog puta (Hybertson i sar., 2019). Ovaj signalni put je jedan
od glavnih mehanizama ¢elijske odbrane od oksidativnog oStecenja, u kome se aktivirani Nrf2 faktor
vezuje za ARE elemente (eng. antioxidant response elements), prisutne u promoterskim regionima
mnogih antioksidativnih gena. Ovo posledi¢no dovodi do ekspresije mnogih citoprotektivnih enzima,
ukljucuju¢i hem oksigenazu-1, NAD(P)H hinon oksidoreduktazu, glutamat-cisteinsku ligazu i dr.
(Nguyen i sar., 2009; Liang i sar., 2019). Nasi rezultati su pokazali da GLL 50% EtOH, mangiferin i
naroCito genciopikrozid povecavaju ekspresiju Nrf2 faktora, §to ukazuje na moguéi doprinos ovog
efekta u uo€enoj antigenotoksi¢nosti.

Dodatno, Nrf2-ARE signalni put ne kontrolise samo redoks homeostazu, ve¢ je ukljucen i u
zaStitu Celija od elektrofilnih stresora, stimuliSu¢i enzime za detoksifikaciju faze 1 1 II, kao 1
transportere za efluks faze III, ¢ime se umanjuju elektrofilna oSte¢enja na DNK molekulu (Bai i sar.,
2016). Na primer, pokazano je da je glutation S-transferaza, enzim koji pripada superfamiliji
metaboli¢kih enzima faze II, pozitivno regulisan Nrf2 transkripcionim faktorom (Hayes i Dinkova-
Kostova, 2014). Imaju¢i u vidu ¢injenicu da i1 IQ i PhIP zahtevaju obradu putem metaboli¢kih enzima,
kao 1 da je jedan od mehanizama njihove genotoksicnosti upravo produkcija elektrofilnih derivata koji
oStecuyju  DNK (Sugimura 1 sar., 2004), detektovana antigenotoksi¢nost GLL 50% EtOH,
genciopikrozida i mangiferina bi dodatno mogla da se pripiSe i povecanoj aktivnosti ovih enzima.
Regulacija eksresije Nrf2-ARE signalnog puta od strane biljnih supstanci je ve¢ zabelezena u literaturi.
Pokazano je da izoflavoni, grupa flavonoida raznovrsnih bioloskih aktivnosti, $titi HepG2 celije od
oksidativnog stresa izazvanog delovanjem tert-butil hidroperoksida, upravo stimuliSuéi ekspresiju Nrf2
transkripcionog faktora i posledi¢no indukujuci aktivaciju citoprotektivnih enzima (Liang 1 sar., 2019).
Sli¢ni rezultati su dobijeni i u studiji Zhai i sar. (2013), u kojoj je pokazano da je izoflavon genistein
povecao ekspresiju hem-oksigenaze-1 i katalitiCke subjedinice glutamat-cisteinske ligaze kroz
aktivaciju Nrf2-ARE signalnog puta, redukujuéi tako oksidativna ostec¢enja nastala delovanjem H2Oz u
Caco-2 c¢elijama. Hybertson i sar. (2019) su u svom istrazivanju pokazali da dijetetski suplement
sastavljen od ekstrakata ruzmarina, a§vagande i japanskog bagrema stimuliSe ekspresiju Nrf2 faktora,
Sto dovodi 1 do pozitivne regulacije citoprotektivnih ezima 1 zastite HepG2 cCelija od oksidativnog
stresa.
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Kako bi dobili $to bolji uvid u celokupni oksidativni status HepG2 ¢elija nakon individulanih
tretmana 50% EtOH ekstraktima, genciopikrozidom i mangiferinom, kao i nakon ko-tretmana
derivatima lincure sa IQ i PhIP mutagenima, analiziran je sadrzaj i odnos redukovanog (GSH) i
oksidovanog (GSSG) glutationa u ¢elijama. GSH predstavlja glavni vid neenzimske antioksidativne
zastite u Celiji, redukujuci razlicite perokside, hidroperokside i radikale. Nakon neutralizacije reaktivnih
vrsta koja ukljucuje oksidaciju redukovanog glutationa, tj. prevodenje GSH u GSSG (dejstvom
glutation peroksidaze), dolazi do obrnutog procesa: GSSG se glutation reduktazom redukuje do GSH,
koji je ponovo spreman da odgovori na oksidativni stres i neutraliSe oksidante (Mytilineou i sar., 2002).
Zbog toga je veoma bitno da u ¢eliji postoji dobar odnos GSH/GSSG. Ozbiljno trosenje GSH ostavlja
oksidaciju tiolne grupe, sto moze dovesti do disbalansa u nivou kalcijuma u ¢eliji. Stalni porast nivoa
kalcijuma moze prouzrokovati oSteéenje citoskeleta, Sto dovodi do smrti ¢elije (Castell i sar., 1997).
Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da su IQ i naroCito PhIP doveli do znacajnog troSenja
redukovanog glutationa i ujedno do povecanja koli¢ine GSSG. S druge strane, testirane biljne
supstance su neznatno smanjile odnos GSH/GSSG u odnosu na kontrolu, s tim §to efekat nije bio
statisti¢ki znacajan. Ovakva aktivnost nije neobicna, S obzirom da je u literaturi zabeleZeno da pojedini
polifenoli, kao $to je ruzmarinska kiselina, snizavaju koli¢inu GSH, §to potencijalno ukazuje na pro-
oksidativni efekat ovih jedinjenja (Lima i sar., 2006). S druge strane, kombinovani tretmani biljnim
supstancama i mutagenima su znacajno doprineli zastiti od troSenja redukovanog glutationa. Ovaj
efekat je narocito izraZen za snaznije antioksidante i/ili regulatore ekpresiije Nrf2 faktora, kao §to su
GLL 50% EtOH, genciopikrozid i mangiferin. Sli¢ni rezultati su dobijeni u istrazivanju Alia i sar.
(2006), u kojem je pretretman HepG2 celija kvercetinom potpuno sprecio troSenje GSH uzrokovano
dejstvom tert-butil hidroperoksida.

Da bi analizirali antigenotoksi¢ni efekat biljnih ekstrakata prema UV zracenju, bitno je
napomenuti da mehanizmi njegovog genotoksi¢nog delovanja, pored fotoprodukata, nastalih usled
direktnog delovanja UVC zracenja, nastaju i brojna oksidativna oste¢enja DNK. Pereira i sar. (2009) su
u svom radu primenom modifikovanog komet testa demonstrirali da se stepen oSte¢enja DNK molekula
povecava u UVC ozracenim celijima (fibroblasti plu¢a hrc¢ka, V79) inkubiranim sa enzimima Fpg i
Endo 111 koji prepoznaju oksidovane purine i pirimidine, ukazujuéi tako na potencijal UVC zracenja da
indukuje oksidativna oSte¢enja. S obzirom da oba tipa UV zrafenja koriS¢ena u ovoj studiji mogu
uzrokovati oksidativni stres, suplementacija antioksidantima kroz namirnice ili njihova topikalna
aplikacija moze zastiti ¢elije od indukcije patoloskih stanja poput fotostarenja i kancera koZe (Inal 1
Kahraman, 2000). Uzimaju¢i u obzir rezultate ispitivanja antioksidativne aktivnosti ekstrakata u
hemijskim testovima, mozemo da pretpostavimo da je jedan od mehanizama kojim se ostvaruje
antigenotoksicnost ekstrakata upravo njihova sposobnost da deluju kao primarni antioksidanti. Efekat
antioksidanata na DPPH radikal se ostvaruje kroz njihovu sposobnost doniranja vodonika. lako je u
nasem radu zabeleZen neSto manji nivo sposobosti neutralisanja DPPH radikala ekstraktima lincure u
odnosu na askorbinsku kiselinu, ipak se moze zakljuciti da ekstrakti, pre svega poreklom od nadzemnih
delova biljaka, poseduju proton-donirajuéu sposobnost i da mogu inhibirati slobodne radikale. Dalje,
dokazana sposobnost ekstrakata da heliraju jone gvozda doprinosi svakako uo¢enom genoprotektivnom
efektu, s obzirom da se na taj nacin spreCava pocetak lipidne peroksidacije koja moze biti indukovana
delovanjem UV zracenja (Pereira i sar., 2009). Treba uzeti u obzir i prisustvo polifenolnih jedinjenja u
ekstraktima; naime, i oni mogu spreciti nastanak UV-indukovanih slobodnih radikala i lipidnu
peroksidaciju, redukujué¢i tako Stetne efekte ovog zraCenja. Na primer, pokazano je da kvercetin
suplementiran in vivo na pacovima stiti antioksidativni sistem koze, stimuliSuci aktivnost glutation
peroksidaze, glutation reduktaze, katalaze i superoksid dismutaze od ostecenja izazvanih UVA
zraenjem (Inal i sar., 2001). Takode, u in vitro uslovima, kvercetin i njegovi derivati su uspes$no
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inhibirali UVC-indukovanu lipidnu peroksidaciju (Saija i sar., 2003). Veza izmedu antioksidativne i
UV-protektivne aktivosti je takode pokazana za ekstrakte borovnice. Svobodova i1 sar. (2008) su
demonstrirali protektivni efekat ekstrakata borovnice prema UVA zraCenju na keratinocitama,
objasnjavajuci ga spospobnoscu ekstrakta da inhibira UV-indukovanu lipidnu peroksidaciju, kao i da
smanji potrosnju GSH u ¢elijama. Sli¢ni rezultati su dobijeni u istrazivanju Calo i sar. (2014) u kome je
uocen UVA i UVB protektivni efekat vodenog ekstrata borovnice na keratinocitama pretretiranim
ekstraktom. Dodatno, ekstrakt borovnice bogat polifenolima i antocijaninima je uspesno neutralisao
slobodne radikale, inhibirao lipidnu peroksidaciju i redukovao UVA-indukovanu apoptozu.

S obzirom da su ekstrakti korenova lincure u nasem radu pokazali slab do umeren
antioksidativni efekat, moguée je da ostvaruju svoju UV-protektivnhu ulogu posredstvom drugih
mehanizama. Jedan od mogucih mehanizama zaStite od UV zracenja jeste sposobnost protektivnih
agenasa da apsorbuju UV zraCenje. Poznato je da mnogi biljni sekundarni metaboliti deluju kao ,,UV
blokatori® koji poseduju moguénost apsorpcije UV zracenja, Stite¢i tako biljke od Stetnih efekata
zraCenja (Saewan i Jimtaisong, 2015). Objavljeni rezultati studije Pereira i sar. (2009) upravo ukazuju
na potencijalnu moguénost ekstrakata tri antarkticke biljne vrste da vrSe apsorpciju UVC zrafenja. S
druge strane, mozemo pretpostaviti da je usled pretremana celija ekstraktima jedan od mogucih
mehanizama genoprotektivnog efekta i stimulacija ekspresije gena uklju¢enih u mehanizme reparacije,
pre svega u nukleotidnu ekscizionu reparaciju (NER), kako bi se $to bolje ispravila oStecenja
indukovana UV zracenjem. U ranijim istrazivanjima je pokazano da saponini, glikozidi izolovani iz
biljke Tribulus terrestris, u humanim Keratinocitama stimulisu ekspresiju XPA i XPC gena, klju¢nih u
NER-u (Sisto i sar., 2012). Takode, polifenoli iz zelenog ¢aja su uspesno stimulisali NER i snizili
procenat UVB-indukovanih fotoprodukata u fibroblastima tretiranim ovim jedinjenjima (Katiyar,
2011). Imajuéi u vidu ¢injenicu da su antimutageni podeljeni u dve velike kategorije (Kada i sar., 1986;
De Flora, 1998), mozemo rec¢i da ekstrakti svakako pripadaju grupi dezmutagena, s obzirom na njihovu
sposobnost neutralizacije slobodnih radikala. Takode, ne treba iskljuciti moguénost delovanja
ekstrakata kao bioantimutagena kroz modulaciju i stimulaciju reparativnih mehanizama celije, §to
zahteva dodatna istraZivanja. Cinjenica da je ljudska koZa stalno izlozena UV zraéenju, §to dovodi do
raznih patobioloskih ¢elijskih promena, dodatno stimuliSe ovakva istrazivanja. Zbog toga, neophodno
je razumeti molekularne mehanizme nastanka UV-indukovanih oSte¢enja i protektivne aktivnosti
bioloski aktivnih jedinjenja, kako bi se $to uspeSnije osmiSljavale i formulisale nove terapeutske
strategije. Upravo sekundarni metaboliti biljaka predstavljaju odli¢ne kandidate za primenu u prevenciji
Stetnih efekata UV zraCenja.

Posmatrajuci rezultate ove doktorske disertacije, mozemo na kraju konstatovati da ispitivani
ekstrakti G. lutea poseduju solidan antibakterijski efekat, kao i izvanredan antigenotoksi¢ni potencijal
prema mutagenima iz hrane i UV zracenju. Imajuci to u vidu, mogu se preporuciti za dalja istrazivanja
kao potencijalni prirodni konzervansi hrane, dijetetski suplementi, kao i moguci dodaci proizvodima za
zaStitu od UV zraCenja. Medutim, uocena dualna genotoksi¢na/antigenotoksic¢na aktivnost ekstrakata
iziskuje oprez prilikom odabira rastvaraca i narocito koncentracija ekstrakata, u cilju njihove bezbedne
upotrebe u razli¢itim oblastima. Na kraju, treba istaci i ¢injenicu da su ekstrakti in vitro gajene lincure
pokazali znacajne bioloske aktivnosti. S obzirom na veliku potraznju za ovom biljnom vrstom, in vitro
produkovani materijal lincure takode moze predstavljati znacajan izvor farmakoloski bitnih jedinjenja.
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6. Zakljucci

Dobijeni rezultati su ukazali na ispunjenost postavljenih ciljeva i omogudili izvodenje slede¢ih
zakljucaka:

1.

2.

Uspesno je uspostavljena in vitro kultura lincure (Gentiana lutea subsp. symphiandra (Murb.)
Hayek) i dobijen je kvalitetan biljni materijal za ekstrakciju.

Ekstrahovani su koren i list plantazno gajene G. lutea primenom 100% metanola i 50%
vodeno-etanolnog rastvora, kao i koren i izdanak in vitro gajene biljke primenom 100%
metanola.

Kvantitativnom analizom ekstrakata pomo¢u UPLC-PDA MS/MS je utvrdeno da je
genciopikrozid dominantan u korenu, sa najve¢im udelom u 50% vodeno-etanolnom ekstraktu
(5,1%), ali i u metanolnom ekstraktu in vitro izdanka (11,4%). S druge strane, homoorientin
(3,9%) i izoviteksin (3%), odnosno loganska kiselina (1,8%), bili su najzastupljenije
komponente lista u 50% vodeno-etanolnom, odnosno metanolnom ekstraktu. Sadrzaj ukupnih
polifenola i flavonoida bio je skoro dva puta veéi u nadzemnim delovima biljke, a najveéi
prinosi su dobijeni ekstrakcijom iz lista, primenom 50% vodeno-etanolnog rastvora (53,4 mg
GEK g, odnosno 20,7 mg QEK g1).

Mikrodilucioni test je pokazao znatno veéu osetljivost gram pozitivnih bakterija, a najosetljivije
su bile Listeria monocytogenes i Staphylococcus aureus i to na ekstrakte dobijene od in vitro
gajenih biljaka (opseg MIK i MBK vrednosti je iznosio 0,156-0,625, odnosno 0,625-2,5 mg
mL7). Dodatno, L. monocytogenes je pokazala najvecu osetljivost i prema konstituentima
lincure, a detektovane MIK vrednosti bile su 15,6-62,5 g mL™* za mangiferin i homoorientin, i
250 pg mL za sverozid, svertiamarin i izoviteksin.

Potencijal sprecavanja formiranja biofilma bio je umeren u slucaju S. aureus, pri ¢emu je
najveca inhibicija (27,9%) zabelezena za metanolni ekstrakt lista, odnosno snaZan u slucaju L.
monocytogenes, kod koje je inhibicija i$la do ¢ak 90%, Sto je detektovano za 50% vodeno-
etanolni ekstrakt lista. Efekat konstituenata u istom testu primenjenom na L. monocytogens je
bio najizraZzeniji za homoorientin (57,6%), a zatim slede izoviteksin (50,6%), mangiferin (46%),
svertiamarin (37,2%) i sverozid (28,2%).

Ispitivanje genotoksi¢nosti/antigenotoksi¢nosti prema PhIP mutagenu u SOS/umuC testu je
ukazalo na fenomen hormezis, tj. ekstrakti su imali genotoksi¢ni efekat na visim, odnosno
protektivni u slucaju nizih primenjenih koncentracija. U prisustvu S9 frakcije svi testirani
ekstrakti su bili genotoksi¢ni, dok je U njenom odsustvu taj efekat uo¢en samo za koren in vitro
gajene lincure. Sa druge strane, antigenotoksi¢ni efekat prema PhIP mutagenu je detektovan za
sve ekstrakte, a najbolji je bio u slucaju plantazno gajenih listova (inhibicije od 85% za 50%
vodeno-etanolni i 83% za metanolni ekstrakt).

Primena alkalnog komet testa na celijama hepatokarcinoma (HepG2) je pokazala da 50%
vodeno-etanolni ekstrakt lista, oba ekstrakta in vitro gajene biljke i genciopikrozid ispoljavaju
genotoksi¢nost na viSim koncentracijama, ali 1 antigenotoksi¢nost prema mutagenima iz hrane
na nizim dozama (maksimalne inhibicije su iznosile 42-68% za 1Q, odnosno 48-70% za PhIP),
§to takode ukazuje na hormezis. S druge strane, oba ekstrakta korena plantazne biljke,
metanolni ekstrakt lista i mangiferin su, u opsegu testiranih koncentracija, pokazali samo
antigenotoksi¢ni efekat, sa najve¢im inhibicijama IQ- i PhIP- indukovane genotoksi¢nosti (68%
I 78%) dobijenim primenom metanolnog ekstrakta korena plantazno gajene biljke.

Za potrebe testiranja UV-protektivnog efekta, odredene su genotoksi¢éne doze UVC i UVA
zracenja u eksperimentalnom modelu alkalnog komet testa na humanim fibroblastima (MRC-5)
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Zakljuéci

10.

11.

12.

13.

14.

1 c’e;ijama melanoma (Hs 294T), i one su za obe Celijske linije iznosile 63 J m, odnosno 3 J
cm.

Analiza genotoksi¢nosti ekstrakata na MRC-5 1 Hs 294T ¢elijama je ukazala na genotoksicnost
pri najvisim testiranim koncentracijama po sledeCem obrascu: 50% vodeno-etanolni ekstrakt
lista i ekstrakt in vitro izdanka na obe celijske linije, ekstrakt in vitro korena na MRC-5 i
metanolni ekstrakt lista plantazno gajene biljke na Hs 294T ¢elijskoj liniji.

Evaluacija UV-protektivnog potencijala je ukazala da je najbolja antigenotoksi¢nost u slucaju
UVC zracenja postignuta sa ekstraktima korena plantazno gajene biljke (inhibicija od 78% za
oba ekstrakta na MRC-5 ¢elijama, odnosno 71% za metanolni ekstrakt na Hs 294T ¢elijama).
Sa druge strane, najefikasnijim u redukciji UVA-indukovanih o$te¢enja na MRC-5 ¢elijama se
pokazao 50% vodeno-etanolni ekstrakt lista (65%), dok je na Hs 294T celijama ekstrakt korena
in vitro gajene biljke bio najuspesniji (69%).

Ispitivanje antioksidativnog potencijala ekstrakata i konstituenata primenom testova DPPH,
TBA, FRAP, CUPRAC 1 heliranja jona gvozda pokazalo je znatno vecu aktivnost ekstrakata
nadzemnih delova biljke, bez obzira na nacin gajena i primenjeni test. 50% vodeno-etanolni
ekstrakt lista se pokazao najboljim u DPPH, FRAP i testu heliranja jona gvozda (ECso vrednosti
su iznosile 27,5 ug mLY; 137,5 pg mLY; 485,5 pg mL™?), dok je metanolni ekstrakt lista bio
najuspesniji u CUPRAC testu (ECs0=277 g mL™?) i inhibiciji lipidne peroksidacije (35,6% sa
najvec¢om testiranom koncentracijom). Dodatno, testiranje konstituenata primenom DPPH testa
je izdvojilo mangiferin kao najaktivniji (ECs0=0,9 pg mL™).

Pracenje uticaja 50% vodeno-etanolnih ekstrakata, genciopikrozida i mangiferina na ekspresiju
Nrf2 transkripcionog faktora, odgovornog za regulaciju enzima antioksidativne zaStite, u
HepG?2 ¢elijama je ukazalo na sposobnost svih test supstanci da povecavaju njegovu ekspresiju,
pri ¢emu je najizrazeniji efekat detektovan za genciopikrozid.

Analiza sadrzaja i odnosa GSH/GSSG u HepG2 ¢elijama, koja odslikava opsti oksidativni
status, je ukazala na znacajnu potro$nju GSH nakon tretmana sa 1Q i PhIP, ali i sposobnost
njegove regeneracije u slucaju ko-tretmana ovim mutagenima i 50% vodeno-etanolnim
ekstraktima, odnosno konstituentima genciopikrozidom i mangiferinom. Najuspesniji su bili
genciopikrozid u sluc¢aju 1Q, odnosno 50% vodeno-etanolni ekstrakt lista i mangiferin u slucaju
PhIP, uspevsi da koli¢inu GSH vrate na nivo netretirane kontrole.

Imajuéi u vidu rezultate ove doktorske disertacije, moze se zakljuéiti da i metanolni i 50%
vodeno-etanolni ekstrakti G. lutea ispoljavaju dobar antibakterijski efekat i odlican
genoprotektivni efekat prema mutagenima iz hrane, kao 1 prema UV zrafenju, te se mogu
preporuciti za dalju analizu u cilju dobijanja potencijalnih prirodnih dijetetskih suplemenata i
UV-protektivnih agenasa. Dodatno, zapazanje da ekstrakti in vitro gajene lincure takode
ispoljavaju znacajnu biolosku aktivnost, ukazuje da ovaj vid gajenja moze predstavljati siguran
naCin za dobijanje zdravog biljnog materijala za izolaciju bitnih farmakoloSki aktivnih
jedinjenja.
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8. Prilozi

8.1. UPLC-PDA MS/MS analiza ekstrakata
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Slika 8.1. UPLC-MS/MS TIC hromatogrami 50% EtOH plantaznih ekstrakata u koncentraciji 10 mg

mLL: A) GLK; B) GLL
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Slika 8.2. UPLC-MS/MS TIC hromatogrami MeOH plantaznih ekstrakata u koncentraciji 5 mg mL™:
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Slika 8.3. UPLC-MS/MS TIC hromatogrami MeOH in vitro ekstrakata u koncentraciji 5 mg mL™: A)
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Slika 8.4. UPLC-MS/MS TIC hromatogrami smese osam G. Lutea konstituenata u koncentraciji od
0,01 mg mL? (svertiamarin, sverozid, mangiferin, homoorientin, izoviteksin, izogentizin) i 0,02 mg
mL* (genciopikrozid, loganska kiselina)
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Slika 8.5. UPLC/PDA hromatogram: apsorpcioni spektri izogentizina, izoviteksina, homoorientina,
sverozida, genciopikrozida, svertiamarina i loganske kiseline (odozdo na gore)

*Mangiferin je detektovan samo MS/MS analizom zato §to je njegovo retenciono vreme blizu retencionog
vremena genciopikrozida i nije se jasno video PDA detekcijom pod primenjenim uslovima elucije.
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8.2. Efekat ekstrakata i konstituenata G. lutea na formiranje biofilma odabranih sojeva

Tabela 8.1. Inhibicija (%) formiranja biofilma S. aureus i L. monocytogenes nakon tretmana ekstraktima i konstituentima G. lutea

S.aureus L. monocytogenes
mg mL™* 0,3125 0,625 1,25 2,5 5 mg mL™* 0,625 1,25 2,5 5 10
GLK 50%EtOH g
1 (%) 1,543,2 4,443 1 8,8+3,0 10,9+2,9 17,4427 1 (%) 15,2+1,9 48,8+1,1 65,2+0,8 72,4+0,6 82,2+0,4
mg mL™* 0,3125 0,625 1,25 2,5 5 mg mL™* 0,625 1,25 2,5 5 10
GLL 50%EtoH ™ 9
1 (%) 41431 4,443 1 7,643,0 11,5429 19,4426 1 (%) 11,142,0 38,8+1,3 51,5+1,1 73,4+0,6 90,0+0,2
mg mL* 0,3125 0,625 1,25 2,5 5 mg mL™* 0,3125 0,625 1,25 2,5 5
GLL MeOH
1 (%) 4331 5,731 6,4%3,1 19,327 27,9424 1 (%) 296416  465+12  563+10  81,1+04  86,9+03
mg mL* 0,039 0,078 0,156 0,3125 0,625 mg mL 0,039 0,078 0,156 0,3125 0,625
GLvVK MeOH
1 (%) -1,0£1,7 0,30,2 1,8+0,2 6,73,1 10,7+2,9 1 (%) 5615 146x14  249+12  321x11  346x11
mg mL* 0,0097 0,0195 0,039 0,078 0,156 mg mL 0,0195 0,039 0,078 0,156 0,3125
GLvI MeOH
I (%) -0,240,1 2,30,8 4508 6,90,9 14,3+2,8 1 (%) 3516 158+14  186+13  262+12 30,003
pg mLt 15,6 31,25 62,5 125 250
Sverozid
1 (%) 444272 13520  165+1,9  235+17  282+16
) ) pg mL! 15,6 31,25 62,5 125 250
Svertiamarin
1 (%) 9,8+2,1 20,0+1,8  241x17  282+16  372+14
pg mL! 0,97 1,95 3,9 7,8 15,6
Mangiferin
1 (%) 1,5¢0,7 9,1+ 0,6 13,8£0,6  237+05  46,0£04
pg mL! 15,6 31,25 62,5 125 250
Izoviteksin 1 (%) 0,4+£0,7 17,0£0,6  247+05  453+04  506+04
pg mL! 39 7.8 15,6 31,25 62,5
Homoorientin 1 (%) 208£20  267+20  397+19 47111  57,6+25

Inhibicija je izraCunata na osnovu srednjih vrednosti ukupne biomase biofilma.
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8.3. Uspostavljanje neletalnih genotoksi¢nih doza UVC i UVA zracenja

Tabela 8.2. Vijabilnost MRC-5 i Hs 294T c¢elija nakon izlaganja UVC i UVA zracenju

uvC UVA
MRC-5 Hs 294T MRC-5 Hs 294T

Doze broj % broj % Doze broj % broj %
zraCenja  Celija/mL  vijabilnosti  ¢elija/mL  vijabilnosti | zracenja ¢elija/mL  vijabilnosti celija/mL  vijabilnosti
0Jm? 1,32*10° 100 % 1,65*108 100% 0Jecm?  1,77*10° 100% 1,65*10°¢ 100%
45)m? 1,12*10° 84% 1,56*108 96% 1Jcm?  1,54*10° 87% 1,62*10°¢ 98%
54Jm? 1,02*10° 77% 1,40*108 84% 2Jcm?  1,43*10° 81% 1,54*10°¢ 93%
63Jm?  0,99*10° 75% 1,29*108 78% 3Jcm?  1,29*10° 73% 1,45*10°¢ 87%

8.4. Ispitivanje antioksidativnog potencijala ekstrakata G. lutea
8.4.1. Sposobnost neutralizacije DPPH radikala

Tabela 8.3. Sposobnost neutralizacije DPPH radikala ekstraktima G. lutea

pg mL? 10 50 100 200 400
GLK 50%EtOH 2,941,1 8,0+1,4 22,1+2.9 34,0+4,8 58,0+0,1
pg mL?t 10 50 100 200 400
GLL 50%EtOH 42,615 61,6+0,2 67,6+£0,4 75,5+0,9 87,2+0,5
pg mL? 10 50 100 200 400
GLK MeOH 1,9+0,1 9,443,2 28,3+2,6 49,9429 76,5£3,0
pg mL?t 10 50 100 200 400
GLL MeOH 36,3+3,8 50,1+1,9 66,6+3,5 74,5+4,4 86,3+1,4
pg mL?t 10 50 100 200 400
GLvK MeOH 3,8+1,8 20,7£3,2 40,5145 55,9+4,8 59,0+8,0
pg mL?t 10 50 100 200 400
GLvI MeOH 19,3+1,5 34,5+4,2 59,5+4,4 75,5%£2,0 85,1+4,8
pg mL?t 12,5 25 50 100 200
Genciopikrozid 10,6+0,7 13,4+1,1 20,8+0,1 42,6%0,6 82,2+1,3
pg mL?t 12,5 25 50 100 200
Sverozid 0,9+0,2 1,5+0,5 6,2+1,2 15,9+2,5 30,3+1,6
pg mL?t 12,5 25 50 100 200
Svertiamarin 1,1+0,5 5,5+2,3 12,6+1,8 22,2+3,0 42,1+0,5
pg mL?t 0,625 1,25 2,5 5 10
Mangiferin 33,8+2,1 82,719,2 90,7+£2,1 92,414 93,0+£2,5
pg mL?t 12,5 25 50 100 200
Izoviteksin 1,6+0,4 5,2+1,1 18,4+1,2 40,7+3,1 88,4+1,3
pg mL?t 0,625 1,25 2,5 5 10
Homoorientin 11,2+0,7 15,7+3,2 17,8+0,7 37,5%9,2 72,7£3,1
pg mL?t 6,25 12,5 25 50 100
Askorbinska kiselina 26,6+1,6 50,7+0,5 71,7+0,7 89,5+6,7 96,6+0,2

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti % neutralizacije DPPH radikalatstandardne devijacije.
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8.4.2. Sposobnost inhibicija lipidne peroksidacije

Tabela 8.4. Uticaj ekstrakata G. lutea na inhibiciju lipidne peroksidacije

Koncentracija

(10 ML Ekstraki 12 48 96 192 384
GLK 50% EtOH *nt  7,8£04  9,9%02  99+04  118%05 132407
GLL 50% EtOH nt 33+1,3  86£17 9611 12,1#31 17,8+0,8

GLK MeOH nt 72408 8506 148201 16,2+10 27,4427
GLL MeOH nt  4,1:09  72+0,6  13,1#1,3 234%39 35610
GLVK MeOH 44414 7,0+1,0  82+08 10,7405 12,502 nt
GLvI MeOH 27402 6403  11,0¢08 2207  351+18 nt
BHT 243+08 333+05 46,8+00 515+06  63,2+03 72,2401

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti inhibicije (%) lipidne peroksidacije + standardne devijacije.

*nt-nije testirano

8.4.3. Odredivanje sposobnosti ekstrakata da heliraju jone gvozda

Tabela 8.5. Sposobnost heliranja jona gvozda ekstraktima G. lutea

Koncentracija
(g mL1)/Ekstrakti 62,5 125 250 500 1000
GLK 50% EtOH 2,210 8,0+0,8 10,4+1,0 18,2+0,1 35,0+0,0
GLL 50% EtOH 12,4+0,1  22,5+0,7 37,8+0,6 61,7+0,3 80,9+0,1
GLK MeOH 3,9+0,5 6,8+0,7 8,6+0,6 16,6+0,6 37,9+0,2
GLL MeOH 3,5+0,2 9,4+1.0 15,9+0,2 47,3+1,2 70,2+0,6
GLvVK MeOH 4,0+0,8 8,3+0,6 10,8+0,6 34,2+0,4 57,302
GLvl MeOH 6,3+0,6 14,4+0,5 25,0+0,3 56,4+0,5 73,6+0,2
Limunska kiselina 1,8+0,0 4,0+0,1 7,5+0,2 17,5+0,2 22,9+0,6
EDTA 26,9+0,1  42,3+0,2 57,8+£1,8 75,0£0,5 97,340,3
Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti heliranja jona gvozda+standardne devijacije (%).
8.4.4. Odredivanje sposobnosti redukcije jona gvozda (FRAP test)
Tabela 8.6. Sposobnost redukcija jona gvozda ekstraktima G. lutea
Koncentracija
(g mL1)/Ekstrakti 62,5 125 250 500 1000
GLK 50% EtOH 0,03£0,00  0,04%0,01 0,08+0,01 0,13+0,02 0,31+0,03
GLL 50% EtOH 0,26+0,01  0,42+0,00 0,80+0,06 1,20+0,14 1,66+0,12
GLK MeOH 0,06+0,00  0,08+0,02 0,17+0,04 0,27+0,01  0,45+0,03
GLL MeOH 0,18+0,02  0,33+0,01 0,54+0,01 0,76+0,6 1,26+0,05
GLvK MeOH 0,05+0,01 0,11+0,01 0,19+0,01 0,39+0,05 0,69+0,04
GLvIl MeOH 0,18+0,01  0,30+0,04 0,55+0,03 0,94+0,05 1,42+0,01
Askorbinska Kiselina 0,17£0,05 0,40+0,03 0,70+0,06 1,39+0,08 1,84+0,07

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti apsorbanci na 700nmzstandardne devijacije.
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8.4.5. Odredivanje sposobnosti redukcije jona bakra (CUPRAC test)

Tabela 8.7. Sposobnost redukcije jona bakra ekstraktima G. lutea

Koncentracija

(g mL)/Ekstrakti 62,5 125 250 500 1000
GLK 50% EtOH 0,07+0,00  0,11+0,02 0,14+0,02 0,29+0,01 0,41+0,01
GLL 50% EtOH 0,14+0,02  0,23+0,01 0,53+0,01 0,65+0,02 1,02+0,04

GLK MeCH 0,06+0,05  0,07+0,01 0,19+0,05 0,32+0,07 0,60+0,01
GLL MeOH 0,18+0,00  0,24+0,06 0,54+0,05 0,91+0,02 1,38+0,06
GLvK MeOH 0,05+0,00  0,11+0,01 0,18+0,06 0,36+0,01 0,62+0,01
GLvI MeOH 0,15+0,03  0,20+0,01 0,41+0,04 0,58+0,01 0,90+0,02
a-tokoferol 0,39+0,03  0,54+0,05 0,87+0,09 1,29+0,04 2,16+0,07

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti apsorbanci na 450nmzstandardne devijacije.
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MNotnucaHun-a _ Crtedbana [. LiBeTkoBuh
6poj nngekca ___53010/2015

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBoMm

AHTUMUKPOOHWN N aHTUTEHOTOKCUYHM edpekaT ekcTpakaTa nuHuype (Gentiana lutea L.) rajeHe y
NNaHTaXHUM 1 nabopaTopujCKMM ycrnoBmuma

e pe3ynTat CoOnCTBeHOr UCTpaXnBadkor pana,

e [a npensioXeHa gucepraumja y LenMHN HU Y OenoBMMa Huje buna npeanoxeHa 3a gobujame
6u1no Koje gunnome npema CTyanjCKum nporpaMmmmMma Apyrnx BUCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBaA,

e [a Cy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBeAEeHU U
e [a HMcaMm KpLuMo/na ayTopcka npaBa v KOPUCTMO MHTENEKTyarnHy CBOjUHY ApyrMx nuua.

MoTnuc pokropaHpa

Y beorpaay, 01.06.2021.

Cuefonein /uzé@?@&f/-



Mpunor 2.

M3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe N efieKTPOHCKe Bep3uje JOKTOPCKOr
papa

Mme 1 npesnme aytopa Credbana [1. LlBeTkoBMN

Bpoj nHpekca __B53010/2015

Ctyawnjckn nporpam _Buonoruja

Hacnoe paga AHTUMUKPOOHM N aHTUIFEHOTOKCUYHU edpekaT ekcTpakata nuHuype (Gentiana lutea L.)
rajeHe y nnaHTaXXHUM 1 1abopaTopujckumM ycrnosuma

MeHTOp Mpod. ap burbaHa Hukonuh

MNoTnucaHw/a CredbaHa [. LiBeTkoBuh

M3jaBrbyjeM ga je wtamnaHa Bep3auvja MOr JOKTOPCKOr paga UCTOBETHA E€TEKTPOHCKO] BEP3UNjU KOjy cam
npegao/na 3a o6jaBrbMBakbe Ha nopTany [OurutanHor penosvtopujyma YHuBep3uTeTa Yy
Beorpapy.

[lo3BorbaBam ga ce objaBe MojM NMUYHM Mofdaun Be3aHu 3a fobujare akageMcKor 3Bama JoKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npe3ume, roaMHa U Mecto pohena 1 gatym ogbpaHe paga.

OBM nunyHuM nogaum Mory ce 00jaBUTM Ha MPEXHMM CTpaHuuama gurutanHe OubnuoTteke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTtnuc pgokTopaHaa

Y beorpaay, 01.06.2021.

Cw%gfmtfﬁ\ /A (/7&@7@&/7//-
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,CBetosap MapkoBuh® ga y OurutanHu penosumTopujym
YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece mMojy JOKTOPCKY AucepTauunjy nog HacrnoBOM:

AHTUMMKPOOHM U aHTUreHOTOKCUYHU edekaT ekcTpakaTta nuHuype (Gentiana lutea L.) rajeHe vy
NNaHTaXHUM U NabopaTopUjcKUM YCrioBUMa

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OucepTauujy ca cBMM npurosavma npegao/na cam y eneKkTPoOHCKOM ¢hopMmaTy MOrogHoMm 3a TpajHo
apxuBupamse.

Mojy AoKTopcKy AucepTauunjy noxpaweHy y OurutanHu penosvTtopujym YHusepsuTeta y beorpagy
MOry Oa KopucTe CBM Koju nowTyjy ogpeanbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duno/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEpPLUjanHo
@AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — 4ennTn No4 UCTUM yCroBmMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCTBO — O€enuUTu nog UCTUM ycrioBuma

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jeOHy of LecT NOoHyReHuX NuueHum, KpaTak onuc nuueHun aar je Ha
nonehuHu nucra).

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 01.06.2021.

Cue foeeten /uyé&; wlr]
1



1. AyTopcTBO - [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBawe, ANCTPUBYLIMjY 1 jaBHO caomniTaBawe gena, 1 npepage,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HadvH odpefleH o4 CTpaHe ayTopa uUnuv JasBaoua nuueHue, Yak u 'y
komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHWja o CBUX NULEHUMN.

2. AyTopcTBO — HekoMepumjanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBahe, AUCTPUOYLM)Y U jaBHO caonLluTaBaHe
Aena, u npepaje, ako ce HaBefe UMe aytopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wnv gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua He [03BOMbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, ANCTPUbYLKnjy 1 jaBHO
caonwTaBarwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce
HaBede ume ayTopa Ha HauuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He
A03BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy Ha CBe ocTane nuvueHue, OBOM NULEHLOM ce
orpaHunyaBa Hajsehun obum npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuumjanHo — JenuTtn nog WUCTUM ycrnosuma. [o3BoSbaBaTe yMHOXaBaHe,
anctpnbyumnjy n jaBHO caonwiTaBakwe fena, M npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH
ogpeheH oA cTpaHe ayTopa wunu gasaoua NuueHue 1 ako ce npepaga aguctpubympa nog UCTOM Unu
cnnyHom nuueHuom. OBa nuueHua He [03BOSbaBa kKomepuujanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUOYLM)y W jaBHO caonliTaBahe
gena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBakwa Unu ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce HaBede ume aytopa
Ha HayumH opgpeheH opf cTpaHe aytopa unu Adasaoua nuueHue. OBa nuueHUa [o3BoSbaBa
KkomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - OenuTu noa Uctum ycnosuma. [Jo3BorbaBaTe yYMHOXaBawe, AUCTPUMOYLUMjy U jaBHO
caonwTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH oapefeH of cTpaHe ayTopa
Unu gaeaola nuueHLe 1 ako ce npepaga auctpubympa nog UCTOM Unm cnnvHoM nuueHuom. Oea
nvueHua [oseBorbaBa KomepuuwjanHy ynoTpeby pgena u npepaga. CnudHa je codpTBepckum
nuueHuamMa, 04HOCHO nuLeHLL amMa OTBOPEHOr kKoaa.



