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Hemijska karakterizacija, antimikrobna i citotoksi¢na aktivnost etarskog ulja i
postdestilacionog ostatka kleke (Juniperus communis L.) i njihovo kombinovano delovanje sa

konvencionalnim antibioticima i citostaticima

SAZETAK

U ovom radu ispitivana su etarska ulja i postdestilacioni ostatak (PDO) Juniperus communis
L. GC-MS analiza ulja je pokazala dominantno uces$ée a-pinena, a LC-MS/MS je identifikovala
hinsku kiselinu i rutin kao najzastupljenije u PDO. Bolja antioksidativna aktivnost PDO utvrdena je
u TBA i naroc¢ito DPPH eseju (ICsp 4,4 pg/mL), §to potvrduju i rezultati FRAP testa. Citotoksi¢nost
je bila veca u slucaju ulja: ICsp vrednosti na ¢elijskim linijama HT-29, HCT 116, A549 i MRC-5
bile su u opsegu 69-120 ug/mL. Efekat kombinacija oba derivata sa doksorubicinom na kancerskim
A549 i normalnim MRC-5 ¢elijama bio je sinergisticki, naroCito u slu¢aju A549. Citometrijska
analiza i alkalni komet test su pokazali da PDO indukuje apoptozu, zaustavlja ¢elijski ciklus i ima
genotoksi¢ni efekat.

MIK testom je utvrdeno da su Listeria monocytogenes i Aspergillus versicolor najosetljivije,
posebno prema PDO (MIK 0,39 i 0,12 mg/mL). Sinergizam je uocen u slucaju tretmana listerije
kombinacijama ulja/PDO 1 streptomicina/ampicilina/azitromicina, kao 1 Candida albicans
kombinacijom PDO i bifonazola. Adhezija patogena na celije kolona u kulturi bila je inhibirana
dejstvom PDO ili ulja, u slucaju listerije ili kandide. Etarska ulja kleke i Cubra, primenjena u
mikrodilucionim testovima odvojeno ili u kombinacijama, pokazala su dobar potencijal i postojanje
sinergizma u slucaju primoizolata L. monocytogenes. Time kill test je potvrdio sinergizam i ukazao
na vecu osetljivost listerije u aerobnim nego hipoksi¢nim uslovima. Ulja primenjena na
mariniranom mesu inhibirala su rast ukupnih aerobnih heterotrofa, enterobakterija, bakterija mle¢ne
kiseline 1 inokulisane listerije.

Uoceni citotoksi¢ni i antimikrobni efekat preporucuju derivate kleke za adjuvante koji

pojacavaju aktivnost konvencionalnih lekova.

Kljucne re€i: Juniperus communis, etarska ulja, postdestilacioni ostatak, citotoksic¢nost,
genotoksi¢nost, doksorubicin, antimikrobna aktivnost, Listeria monocytogenes, sinergizam,
antibiotici;

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biologija mikroorganizama



Chemical characterization, antimicrobial and cytotoxic activity of essential oil and post-
distillation waste of juniper (Juniperus communis 1..) and their combinations with

conventional antibiotics and cytostatics

ABSTRACT

In this work essential oils and post-distillation waste (PDW) of Juniperus communis L. were
screened. GC-MS analysis pointed at a-pinene as dominant constituent of oils; LC-MS/MS
identified quinic acid and rutin as the most prevalent in PDW. Higher antioxidativity of PDW was
shown in TBA and especially DPPH assay (ICso 4.4 pg/mL), which is additionally confirmed by
FRAP test. Oil induced higher cytotoxicity against HT-29, HCT 116, A549 and MRC-5 cells, with
ICsp values ranging 69-120 ug/mL. Combinations of each derivative with doxorubicin, applied on
cancer A549 and normal MRC-5 cells induced synergism especially pronounced in A549.
Cytometric analysis and alkaline comet test showed that PDW induced apoptosis and cell cycle
arrest, and was genotoxic.

Microdilution assay pointed at Listeria monocytogenes and Aspergillus versicolor as the
most sensitive, especially to PDW (MIC 0.39 and 0.12 mg/mL). Synergism was observed in the
case of listeria treated with combinations of 0il/PDW and streptomycin/ampicillin/azithromycin, as
well as Candida albicans with a combination of PDW and bifonazole. /n vitro adhesion of L.
monocytogenes/C. albicans to colon cells was inhibited by PDW and oil, respectively. Additionaly,
juniper and savory essential oils, applied in microdilution tests separately or in combinations,
showed notable potential and synergism in the case of primoisolates of listeria. Time kill assay
confirmed synergism and indicated a higher bacterial sensitivity under aerobic than hypoxic
conditions. Oils applied to marinated meat inhibited the growth of total aerobic heterotrophs,
enterobacteria, lactic acid bacteria and inoculated listeria.

Observed cytotoxic and antimicrobial effect recommends juniper derivatives as adjuvants

that enhance conventional drugs activity.

Key words: Juniperus communis, essential oils, post-distillation waste, cytotoxicity, genotoxicity,
doxorubicin, antimicrobial activity, Listeria monocytogenes, synergism, antibiotics;
Scientific field: Biology

Scientific sub-field: Biology of microorganisms



Spisak skracenica i oznaka

A549 — cCelijska linija epitelnih ¢elija adenokarcinoma pluca
AA-tRNK — aminoacil-tRNK

AHMB — aecrobne heterotrofne mezofilne bakterije

Amp — ampicilin

Aneksin V-FITC — Anneksin V- fluorescein isothiocyante
ATCC — americki tip kolekcije kultura (eng. American Type Culture Collection)
Azm — azitromicin

BHT- butil-hidroksitoluen

Bif— bifonazol

BMK - bakterije mlec¢ne Kiseline

CDK - ciklin zavisna kinaza (eng. Cyclin Dependent Kinase)
CFU- eng. Colony-Forming Unit

cMIK — dinamicki (eng. curve) MIK (vidi dole za MIK)
DPPH - 1, 1-difenil-2-pikrilhidrazil

DMSO - dimetil sulfoksid

DOX — doksorubicin

ECACC - evropska kolekcija autenti¢nih celijskih kultura (eng. The European Collection of
Authenticated Cell Cultures)

EGFR - receptor epidermalnog faktora rasta (eng. Epidermal Growth Factor Receptor)

ENT — Enterobacteriaceae

FICi — indeks frakcione inhibitorne koncentracije (eng. Fractional Inhibitory Concentration index)
FRAP — Ferric Reducing Ability of Plazma

CI - kombinatorni indeks

5-FU — 5-fluorouracil

GC-MS — gasna hromatografija sa masenim detektorom (eng. Gas Chromatography — Mass
Spectrometry)

HCT116 — ¢elijska linija epitelnih ¢elija kolorektalnog adenokarcinoma
HT-29 — ¢elijska linija epitelnih ¢elija kolorektalnog adenokarcinoma

ICs — inhibotorna koncentracija koja dovodi do smanjenja pracenog efekta (prezivljavanja,
koncentracije DPPH radikala isl.) za 50 %

Jc-EU-P — etarsko ulje proizvedeno iz zenskih §iSarki kleke (Juniperus communis var. saxatilis)
Je-EU-K — komercijalno nabavljeno etarsko ulje zenskih Sisarki kleke (Juniperus communis)
Kkz — ketokonazol

LC-MS/MS - te¢na hromatografija sa tandemskim masenim detektorom (eng. Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry)

LP — lipidna peroksidacija

MeOH — metanol

MBK/MFK — minimalna baktericidna/fungicidna koncentracija
MDA — malonildialdehid

MDR — multirezistencija, rezistencija kancerskih ¢elija/mikroorganizama na ve¢i broj terapeutika
(eng. Multidrug Resistance)

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija



MMR - ispravka pogresno sparenih baza u molekulu DNK (eng. Mismatch Repair)
MRC-5 — ¢elije fibroblasta normalnog tkiva pluca

MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (eng. Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus)

MTT- (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)

NER -reparacija DNK isecanjem nukleotida (eng. Nucleotide Excision Repair)

NSCLC — nemikrocelularni karcinom pluca (eng. Non-Small Cell Lung Cancer)

Nst — nistatin

PABA — para-amino-benzoeva kiselina

PBP — penicilin-vezuju¢i proteini (eng. Penicillin Binding Proteins)

PCR — lan¢ana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction)

PDO - post-destilacioni ostatak zenskih $iSarki Juniperus communis var. saxatilis

PI — Propidium-Iodide

P-gp — P-glikoprotein

QS — (eng. Quorum Sensing); signalni put kod bakterija koji reguliSe meducelijsku komunikaciju i
reguliSe ekspresiju pojedinih metabolickih puteva, u zavisnosti od brojnosti ¢elija u populaciji
RAPD — metod nasumi¢no umnozene polimorfne DNK (eng. Random Amplification of
Polymorphic DNA)

Rif — rifampicin

RKYV - reaktivne kiseoni¢ne vrste

RNaza A— Ribonuclease A

SCGE - elektroforeza pojedinac¢nih ¢elija (eng. Single Cell Gel Electrophoresis)

SIk — indeks selektivne toksi¢nosti prema kancerskim ¢elijama (eng. Selectivity Index against
cancer cells)

SIv —indeks selektivne toksi¢nosti prema mikroorganizmima (eng. Selectivity Index against
microorganisms)

Sm-EU — komercijalno nabavljeno etarsko ulje ¢ubra (Satureja montana)

SRM -Selected Reactions Monitoring

Str — streptomicin

TBA — tiobarbiturna kiselina (eng. thiobarbituric acid)

TI — intenzitet repa komete (eng. Tail Intensity)

VM - osnovna vinska marinada

VM-+] — vinska marinada sa dodatkom ulja kleke (Juniperus) koncentracije 0,25 %
VM+S — vinska marinada sa dodatkom ulja cubra (Satureja) koncentracije 0,125 %
VM+JS — vinska marinada sa dodatkom kombinacije ulja kleke — Juniperus (0,25 %) 1 ¢ubra —
Satureja (0,125 %)

VRE - vankomicin-rezistentni enterokok (eng. Vancomycin-Resistant Enterococci)
WHO - Svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization)
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1. UVOD

Le&enje biljkama staro je koliko i samo &oveéanstvo. Covekova potreba da pobedi bolest
seze daleko u proslost, o ¢emu svedoCe brojni pisani dokumenti, sacuvani spomenici, ¢ak i
originalni biljni lekovi. Imajuéi u vidu €injenicu da u to vreme nije bilo dovoljno informacija u vezi
sa nastankom bolesti, upotreba lekovitog bilja bila je empirijska, a leCenje se zasnivalo na iskustvu.
Kao rezultat neprekidne borbe sa boles¢u Covek je sticao i znanje o upotrebi lekovitih biljaka.
Najstariji pisani dokazi o upotrebi biljnih sirovina i pripremi lekova pronadeni su na sumerskoj
glinenoj ploci staroj 5000 godina, kao i u knjigama kineskih i indijskih naroda. Tako su Kinezi pre
2500 godina koristili plesan i usireno sojino mleko za le€enje gnojnih procesa na kozi. Egipéani su
ostavili zapise na papirusu o upotrebi mirte za leCenje povrsinskih rana. U tradicionalnoj medicini
Indijanaca Perua koriS¢ena je kora kininovog drveta za leCenje malarije, a u 17. veku Spanski
misionari su kinin preneli u Evropu. PocCetak 19. veka smatra se prekretnicom u saznanju o
koris¢enju lekovitog bilja (Petrovska, 2012). Otkrice i izolacija brojnih aktivnih supstanci oznacila
je pocetak razvoja farmacije. Neraskidiva veza izmedu coveka i leCenja biljkama oslabljena je
krajem 19. veka, sa pojavom aspirina. To je bila prva sinteticka zamena za salicilnu kiselinu,
aktivnu supstancu koju su do tada dobijali iz kore drveta vrbe i koristili kao lek za bolove i groznicu
(Raskin i sar., 2002). Ipak, najve¢im dostignu¢ima 20. veka smatraju se otkrice ,,Ccudotvornog leka“,
penicilina, 1928. godine i uvodenje antibiotika u klinicku praksu 1942. godine, ¢ime je zapocelo
»zlatno doba” antimikrobne terapije (Gaynes, 2017). Ovaj period prati ekspanzija farmaceutske
industrije, kao i nastanak brojnih polusintetickih i sintetickih lekova. Uvodenje antibiotika u
klinicku praksu dovelo je do revolucije u savremenoj medicini, narocito kada je u pitanju lecenje
bakterijskih infekcija.

Zahvaljuju¢i Sirokoj primeni antibiotika, mortalitet uzrokovan infektivnim oboljenjima
znacajno je opao, te se realnim ¢ine procene da ¢e vodeci uzrok smrtnosti u 21. veku biti kancerska
oboljenja (WHO, 2014). Naime, incidenca razlicitih oblika kancera rapidno raste u Citavom svetu,
c¢emu svakako doprinose i starenje svetske populacije, ali i sve zastupljenije Stetne navike, npr.
pusenje i neadekvatan nacin ishrane (Bray i sar., 2018).

Medutim, lecenje infektivnih bolesti i kancerskih oboljenja postaje sve komplikovanije,
usled sve ¢es¢e pojave rezistentnih sojeva/kancera na postojece lekove, a u slucaju antikancerske
terapije i ozbiljnih kontraindikacija i nuspojava koje, u pojedinim sluc¢ajevima, ¢ak onemogucavaju
lecenje. Buduc¢i da biljke predstavljaju nepresu$ni izvor bioloski aktivnih supstanci, potraga za
novim medikamentima iz biljaka nikad nije bila izrazenija. Ova doktorska teza trazi odgovore na
pitanja moguceg unapredenja antimikrobne i antikancerske terapije primenom adjuvanata biljnog
porekla. Naime, slede stranice posvecene istrazivanju bioloskih aktivnosti, pre svega antimikrobnog
i citotoksi¢nog potencijala, derivata biljke Juniperus communis L.

1.1. Antibakterijski agensi i mehanizmi njihovog delovanja

Antibakterijski lekovi mogu biti prirodnog porekla ili su to sinteticki hemioterapeutici.
Antibiotici predstavljaju sekundarne metabolite bakterija i gljiva koji u niskim koncentracijama
inhibiraju rast drugih mikroorganizama ili ih ubijaju. Delimi¢nom ili potpunom modifikacijom
prirodnih agenasa nastaju polusinteticki ili sinteticki antibiotici. Vise od dve trec¢ine klinicki
koriS¢enih antibiotika su prirodni antimikrobni agensi ili njihovi polusinteticki derivati. Na primer,
gljive iz rodova Penicillium 1 Cephalosporium predstavljaju glavni izvor beta-laktamskih
antibiotika, vrste Actinomyces i Streptomyces izlu¢uju aminoglikozide, makrolide i tetracikline, dok
vrste roda Bacillus produkuju polipeptidne antibiotike - polimiksine i bacitracin.

Postoji nekoliko podela antibakterijskih lekova: prema hemijskoj strukturi, mehanizmu
delovanja i spektru antimikrobnog dejstva (Etebu i Arikekpar, 2016). Prema hemijskoj strukturi, oni
se klasifikuju u nekoliko grupa: beta-laktamski antibiotici, aminoglikozidi, tetraciklini i
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hloramfenikol, makrolidi, glikopeptidi, hinoloni i sulfa lekovi. U antimikrobne agense novije
generacije ubrajaju se mutilini, lipopeptidi i oksazolidinoni (Fischbach i Walsh, 2009). Prema
spektru delovanja, razlikuju se agensi uskog (deluju na ta¢no odredene gram-pozitivne ili gram-
negativne bakterije) i Sirokog spektra (deluju na razli¢ite gram-pozitivne ili gram-negativne
bakterije). Prema krajnjem efektu na bakterije, antibakterijski agensi mogu delovati baktericidno
(aminoglikozidi, beta-laktamski antibiotici, vankomicin, hinoloni, rifampicin) ili bakteriostaticki
(hloramfenikol, sulfonamidi, trimetoprim, tetraciklini).

Antibiotici razli¢itim mehanizmima deluju na raznovrsna ciljna mesta u ¢eliji (Slika 1, levo).
Antimikrobno delovanje mogu ostvariti tako $to inhibiraju sintezu ¢éelijskog zida bakterija, funkciju
citoplazmatiéne membrane, sintezu nukleinskih kiselina ili proteina, a takode mogu uticati na
specificne metabolicke procese u bakterijskim ¢elijama (Kapoor i sar., 2017). Prisustvo ¢elijskog
zida kod vecine bakterija omogucava selektivno antimikrobno delovanje -laktamskih antibiotika i
glikopeptida. P-laktami inhibiraju sintezu c¢elijskog zida na taj nacin Sto blokiraju proces
transpeptidacije. Oni se vezuju za enzime transpeptidaze i sprecavaju umrezavanje peptidnih lanaca
peptidoglikana. Ova grupa antibiotika obuhvata peniciline, cefalosporine, karbapeneme i
monobaktame koji deluju selektivno uglavnom na gram-pozitivne bakterije (Etebu i Arikekpar,
2016). Smanjena osetljivost gram-negativnih bakterija na delovanje [B-laktama posledica je
specificne grade celijskog zida, odnosno dodatnog lipopolisaharidnog sloja (oznacen i kao
»Spoljasnja membrana®). Sa druge strane, glikopeptidi inhibiraju sintezu ¢elijskog zida vezivanjem
za terminalni dipeptid (D-alanil-D-alanin) monomera peptidoglikana, $to kao rezultat ima inhibiciju
transpeptidaza i blokiranje procesa transpeptidacije (Dzidi¢ i sar., 2008). Vankomicin, glavni
glikopeptidni antibiotik, inhibira rast uglavnom gram-pozitivnih bakterija, a koristi se i protiv
meticilin-rezistentnih stafilokoka.

Grupe antibiotika koji deluju na nivou ¢elijske membrane dovode do smrti bakterija na
razliCite naCine. Na primer, daptomicin izaziva depolarizaciju ¢elijske membrane gram-pozitivnih
bakterija, Sto dovodi do smrti ¢elije. Polimiksini (kolistin) deluju kao deterdzenti, koji se velikim
afinitetom vezuju za lipide lipopolisaharidnog sloja celijskog zida gram-negativnih bakterija
(spoljasnje membrane) i liziraju ga. Dalje prolaze kroz tanak sloj peptidoglikana do celijske
membrane, povecavaju njenu propustljivost i dovode do smrti ¢elije (Etebu i Arikekpar, 2016).

Antibiotici inhibitori sinteze proteina svoje antimikrobno delovanje ostvaruju vezivanjem za
malu subjedinicu (30S) ili veliku subjedinicu ribozoma (50S). Inhibicija sinteze proteina
vezivanjem za 30S subjedinicu jeste mehanizam karakteristiCan za aminoglikozide i tetracikline.
Aminoglikozidi (streptomicin, gentamicin, amikacin) inhibiraju translaciju vezivanjem za
ribozomalnu RNK (16S rRNK) u blizini A-mesta na maloj subjedinici. U tom sluc¢aju dolazi do
pogresnog prevodenja informacije sa iRNK i ugradnje neodgovaraju¢e aminokiseline u polipeptidni
lanac i prevremene terminacije translacije. Imajuci u vidu da ulazak aminoglikozida u ¢eliju zahteva
prisustvo kiseonika i aktivni transport elektrona kroz elektron transportni lanac, oni svoje delovanje
ostvaruju prema aerobnim bakterijama, a aktivnost prema anaerobnim bakterijama je slaba ili
potpuno odsutna (Krause i sar., 2016). Tetraciklini (tetraciklin) se vezuju za konzervirane sekvence
16S rRNK male subjedinice, i sprecavaju vezivanje aminoacil-tRNK (AA-tRNK) za A-mesto na
ribozomu (Yoneyama i Katsumata, 2006). U inhibitore 50S subjedinice ubrajaju se razliCite grupe
antibiotika ukljuc¢uju¢i makrolide, oksazolidinone i hloramfenikol. Uopsteno govoreéi, antibiotici
koji inhibiraju 50S subjedinicu, deluju tako Sto fizicki blokiraju translaciju, u fazi inicijacije, ili u
fazi elongacije (Etebu i Arikekpar, 2016). Hloramfenikol inhibira peptidil transferazu (enzim koji
katalizuje formiranje peptidnih veza) i sprec¢ava dalje vezivanje aminokiselina u rastu¢i polipeptidni
lanac. Makrolidi (eritromicin, azitromicin) se vezuju za ribozomalnu RNK (23S rRNK) i inhibiraju
sintezu proteina u ranim fazama (ometaju stvaranje inicijacionog kompleksa), ili deluju na
translokaciju peptida. Makrolidi, linkozamidi i streptogramin B imaju sli¢an mehanizam dejstva
(Kapoor i sar., 2017). Oksazolidinoni (linezolid) su hemioterapeutici koji inhibiraju sintezu proteina
u razli¢itim fazama. Oni se vezuju za 23S rRNK i inhibiraju formiranje 70S ribozoma, ili interaguju
sa AA-tRNK.
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U inhibitore sinteze nukleinskih kiselina ubrajaju se hinoloni, fluorohinoloni, rifampicin,
sulfonamidi i trimetoprim. Hinoloni (nalidiksinska i pipemidinska kiselina) i fluorohinoloni
(ciprofloksacin, ofloksacin) su hemioterapeutici koji inhibiraju topoizomerazu II (DNK giraza)
uglavnom kod gram-negativnih bakterija, i topoizomerazu IV kod gram-pozitivnih bakterija. Sto je
veci afinitet vezivanja za pomenute enzime, to je i jaci efekat ovih medikamenata. Aktivnost ovih
enzima sprecava vezivanje RNK polimeraze i dovodi do inhibicije sinteze RNK. Sisarske celije
poseduju enzim topoizomerazu II, koja ima veoma nizak afinitet za hinolonske antibiotike, pa
samim tim ovi antibiotici imaju nisku toksic¢nost za sisarske ¢elije (Kapoor i sar., 2017; Etebu i
Arikekpar, 2016). Rifampicin se vezuje za J subjedinicu RNK polimeraze i na taj nacin spreCava
sintezu RNK.

Sulfonamidi i trimetoprim su sinteticki agensi koji inhibiraju metabolizam folne kiseline.
Svaki od ovih lekova deluje u razli¢itim fazama istog metabolickog puta i ima bakteriostaticki
efekat. Medutim, njihova kombinacija (sulfametoksazol-trimetoprim) deluje sinergisticki i kao
rezultat ima baktericidni efekat. Sulfonamidi (sulfafurazol, sulfaguanidin, sulfazosulfapiridin)
predstavljaju strukturne analoge para-amino-benzoeve kiseline (PABA), prirodnog supstrata u
sintezi folne kiseline kod bakterija. Sulfonamidi imaju veéi afinitet vezivanja za enzim
dihidropteroat sintazu od PABA, i stoga inhibiraju njegovu funkciju i stvaraju nefunkcionalne
analoge folne kiseline. Budu¢i da je folna kiselina neophodna u sintezi nukleinskih kiselina (DNK i
RNK), sulfonamidi na ovaj nacin inhibiraju sintezu DNK i RNK. Pored toga, folna kiselina remeti i
metabolizam pojedinih aminokiselina, poput serina i metionina. Trimetoprim deluje u kasnijoj fazi
sinteze folne kiseline i vrsi inhibiciju enzima dihidrofolat reduktaze (Kapoor i sar., 2017; Etebu i
Arikekpar, 2016; Dowling i sar., 2016).
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Slika 1. Pregled mehanizama delovanja antibiotika i mehanizama rezistencije na antibiotike
(preuzeto iz Etebu i Ukpong, 2016)

1.2. Mehanizmi rezistencije bakterija na antimikrobne agense

Neki mikroorganizmi prirodno nemaju ciljna mesta za delovanje antimikrobnih agenasa, pa
se karakteriSu urodenom rezistencijom. Medutim, najc¢esce rezistencija predstavlja steCenu osobinu
prirodno osetljivih mikroorganizama da postanu otporni na delovanje antimikrobnog agensa, koji
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inace ostvaruje efekat na roditeljski soj. Glavni mehanizmi rezistencije bakterija na antibiotike su:
enzimska inaktivacija antibiotika, izmena ciljnog mesta vezivanja antibiotika, izmena transporta
antibiotika, kao i izmena metabolickih puteva (Slika 1 desno, Dowling i sar., 2017).

Rezistencija na antibiotike moze da nastane na vise nacina, $to je karakteristika razli¢itih
grupa antibiotika, poput B-laktamskih antibiotika, hinolona, tetraciklina. Enzimska inaktivacija

vvvvv

Skoro sve bakterije produkuju beta laktamaze (pB-laktamaze), hidroliticke enzime koji razgraduju -
laktamski prsten i time inaktiviraju antibiotik. Poznato je preko 300 vrsta -laktamaza, koje mogu
biti strukturno i funkcionalno razli¢ite. Prema strukturnoj (Amblerovoj) klasifikaciji, B-laktamaze se
dele na cetiri klase A, B, C i D. Klase A, C i D su tzv. serin-p-beta laktamaze, koje u aktivnom
mestu imaju aminokiselinu serin. Klasa B obuhvata tzv. metaloenzime, za ¢ije delovanje su
neophodni joni metala, najces¢e cinka. Funkcionalna klasifikacija B-laktamaza je kompleksna i
zasniva se na spektru delovanja enzima na odgovarajuce B-laktame i osetljivosti na inhibitore f3-
laktamaza (Dowling i sar., 2017; Kapoor i sar., 2017). Geni za sintezu B-laktamaza se mogu nalaziti
na bakterijskom hromozomu ili na plazmidima, Sto je ceS¢a pojava. Prisustvo ovih gena na
hromozomu P. aeruginosa omogucava konstitutivnu rezistenciju bakterije na odredene B-laktame.
Prisustvo gena za sintezu [B-laktamaza na plazmidima ili nekim drugim mobilnim genetickim
elementima omogucava brzo Sirenje rezistencije na [-laktame, kako u bolnickim, tako i u
vanbolnickim uslovima. Uz to, na plazmidima se obi¢no nalaze i geni za rezistenciju na druge,
razlicite grupe antibiotika, ukljucujuci tetracikline, aminoglikozide, fluorohinolone i druge, stoga je
multirezistencija bakterija uobicajena pojava (Wilke i sar., 2005).

U okviru [B-laktamaza, posebno su znacajne one proSirenog spektra delovanja (eng.
Extended Spectrum Beta Lactamases, ESBL). Ovo je veoma heterogena grupa enzima, medutim,
najées¢e se odnosi na [-laktamaze koje razlazu peniciline (penicilinaze), cefalosporine
(cefalosporinaze) i monobaktame, dok na karbapeneme ne deluju. Bakterije koji produkuju ESBL
enzime su uglavnhom gram-negativne i one najceSce ispoljavaju multirezistenciju. Zbog toga,
najveci problem u klinickoj praksi predstavljaju sojevi iz familije Enterobacteriaceae (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Salmonella i
Shigella), Pseudomonas aeruginosa i druge gram-negativne bakterije. Sa druge strane, najznacajniji
enzimi za rezistenciju bakterija na aminoglikozide su acetiltransferaze, nukleotidiltransferaze i
bakterija na hloramfenikol (Dowling i sar., 2017).

Rezistencija koja nastaje kao posledica izmene ciljnog mesta delovanja antibiotika
karakteristicna je za pB-laktame, aminoglikozide, tetracikline, hinolone, sulfonamide i trimetoprim.
Izmena transpeptidaza, tj. penicilin-vezujuc¢ih proteina (eng. Penicillin Binding Proteins, PBP), Cest
je mehanizam rezistencije u slucaju gram-pozitivnih bakterija (pogotovo kod gram-pozitivnih
koka), za razliku od produkcije B-laktamaza koja je ¢eS¢a u sluCaju gram-negativnih bakterija.
Rezistencija na ampicilin karakteristicna je za Enterococcus faecium, dok je rezistencija na
meticilin 1 oksacilin karakteristicna za Staphylococcus aureus (Kapoor i sar., 2017). Izmena
prekursora u sintezi ¢elijskog zida, D-alanil-D-alanin u D-alanil-D-laktat, mehanizam je rezistencije
gram-pozitivnih bakterija na glikopeptide. Bakterije Enterococcus faecalis 1 E. faecium ispoljavaju
visoku rezistenciju na vankomicin. Mutacije u genima za sintezu DNK giraze (gyr4 i gyrB) i
topoizomeraze IV (parC i parE) dovode do razvoja rezistencije na hinolone i fluorohinolone.
Konformacione promene ribozoma uticu na slabije vezivanje tetraciklina za ciljne strukture. Izmena
B-subjedinice RNK polimeraze, kao mesta delovanja rifampicina, dovodi do nesmetanog procesa
transkripcije, a samim tim i razvoja rezistencije na rifampicin (Kapoor i sar., 2017). Izmena
bakterijskih enzima dihidropteroat sintaze i dihidrofolat reduktaze, enzima koji su uklju¢eni u
metabolicki put sinteze folne kiseline, mehanizam je rezistencije bakterija na sulfonamide i
trimetoprim. Usled prekomerne sinteze dihidropteroat sintaze, terapeutske doze sulfonamida ne
mogu potpuno da blokiraju ovaj metabolicki put.

Promene u propustljivosti spoljasnjeg sloja celijskog zida gram-negativnih bakterija (eng.
outer membrane) utice na transport antibiotika. Smanjeni unos antibiotika u ¢eliju ili aktivni efluks,
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izbacivanje antibiotika iz c¢elije, Cesti su mehanizmi rezistencije na [-laktame, makrolide,
fluorohinolone i tetracikline. Mali hidrofilni molekuli poput -laktama i fluorohinolona mogu da
udu u ¢éeliju jedino prolaskom kroz porine, proteine odgovorne za permeabilnost spoljasnje
membrane. Stoga, mutacije u genima koji kodiraju porine, utice na promene permeabilnosti.
Smanjenje broja porinskih kanala dovodi do smanjenog ulaska (3-laktama i fluorohinolona u ¢eliju, i
time Celija stie rezistenciju na ove klase antibiotika. Rezistencija kod P. aeruginosa na sve klase
antibiotika posledica je veoma slabe propustljivosti spoljasnje membrane. Tetraciklini se normalno
nagomilavaju u unutrasnjosti osetljive bakterije, medutim usled promene permeabilnosti, oni ne
mogu uci i ispoljiti svoje dejstvo (Dowling i sar., 2017; Kapoor i sar., 2017). Membranski proteini,
koji aktivno izbacuju antibiotik i odrzavaju njegovu nisku koncentraciju u ¢eliji, nazivaju se efluks
pumpe. Po ulasku antibiotika u ¢eliju, proteini transporteri ga vezuju i odmah eliminiSu, pre nego
Sto dostigne odgovaraju¢u koncentraciju na mestu dejstva (Tenover, 2006). Za razliku od porina
koji su prisutni u ¢elijskom zidu, efluks pumpe se nalaze u ¢elijskoj membrani bakterija. I gram-
pozitivne i gram-negativne bakterije stvaraju proteine transportere, koji vezuju antibiotike skoro
svih klasa, izuzev polimiksina. Efluks pumpe mogu biti specificne za odredene antibiotike,
medutim vecina njih vrSi efluks razlicitih grupa antibiotika, ukljucuju¢i makrolide, tetracikline,
fluorohinolone. Mutacije u genima koji kodiraju proteine efluks pumpe za transport razlicitih grupa
antibiotika mogu povecati intenzitet eliminicije agenasa iz Ccelije, Sto doprinosi razvoju
multirezistencije (Kapoor i sar., 2017).

Bakterije mogu da razviju alternativni metabolic¢ki put i da izbegnu onaj na koji lek deluje.
Na primer, bakterije ne moraju da koriste PABA za sintezu folata, ve¢ mogu uzimati gotovu folnu
kiselinu iz okruZenja, Sto pruza rezistenciju prema sulfonamidima (Dowling i sar., 2017).

1.3. Antifungalni agensi i mehanizmi njihovog delovanja

Sliéno delovanju antibakterijskih agenasa i antifungalni agensi deluju fungicidno ili
fungistaticki. Medutim, koli¢ina dostupnih lekova koja se primenjuje u terapiji gljivicnih infekcija
je ograniCena i znaCajno manja, u poredenju sa lekovima koji se koriste za leCenje bakterijskih
infekcija. Za razliku od bakterija, prokariotskih mikroorganizama, gljive su eukariotski
mikroorganizmi kod kojih se mnogi metabolicki procesi odvijaju na slican nacin kao u sisarskim
¢elijama. Usled nedovoljne selektivnosti prema gljivama, brojni antifungalni agensi mogu biti
toksicni u sisarskim ¢elijama, kao $to je npr. amfotericin B. Zbog toga, delovanjem antifungalnih
agenasa na specificne strukture gljiva, izbegla bi se moguc¢nost negativnog uticaja ovih lekova na
¢elije domacina. Antifungalni agensi deluju na nivou celijskog zida gljiva, ¢elijske membrane,
sinteze nukleinskih kiselina i sinteze proteina (Slika 2). Ehinokandini (kapsofungin), inhibiraju
sintezu 1,3-B-D-glukana, polisaharida ¢elijskog zida mikromiceta. To su antifungalni agensi koji se
uglavnom koriste u leCenju kandidijaza. Polieni, derivati azola, alilamini i tiokarbamati deluju na
¢elijsku membranu gljiva i uti¢u na njenu strukturu i funkciju. Mehanizam selektivnog delovanja
poliena (amfotericin B, nistatin), zasniva se na sposobnosti da se vezuju za ergosterol, glavni sterol
u celijskoj membrani gljiva. Na taj nacin se stvaraju pore u membrani, povecava se njena
permeabilnost, $to dovodi do smrti ¢elije. Toksi¢nost amfotericina B u sisarskim ¢elijama posledica
je slabe sposobnosti ovog leka da razlikuje ergosterol u ¢elijama gljiva od holesterola u sisarskim
¢elijama (Carrillo-Munoz i sar., 2006). Derivati azola (imidazoli i triazoli) i alilamini, inhibiraju
biosintezu ergosterola na razliCitim stupnjevima metabolickog puta. Imidazoli 1 triazoli
(klotrimazol, ketokonazol, flukonazol), inhibiraju sintezu lanosterola, prekursora ergosterola, dok
alilamini (terbinafin, naftifin), inhibiraju enzim skvalen epoksidazu, koji je neophodan za sintezu
ergosterola iz skvalena. Inhibicijom enzima skvalen epoksidaze dolazi do nagomilavanja skvalena,
koji je toksi¢an za ¢eliju gljiva (Carrillo-Munoz i sar., 2006; Odds i sar., 2003).

Medu najranije otkrivene antifungalne agense ubraja se griseofulvin. Precizan mehanizam
delovanja jos uvek nije poznat, ali se pretpostavlja da griseofulvin inhibira polimerizaciju
mikrotubula i ometa proces ¢elijske deobe. Flucitozin (5-fluorocitozin) je antifungalni agens koji se
u celiji gljiva konvertuje u 5-fluorouracil (5-FU). 5-FU predstavlja analog pirimidina i moze se
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pogresno ugraditi u RNK umesto uracila, §to dovodi do inhibicije sinteze proteina. Takode, 5-FU
inhibira sintezu DNK deluju¢i na enzim timidilat sintazu, klju¢ni enzim u biosintezi timidina (Odds
i sar.,, 2003). lako su nabrojani mehanizmi delovanja antimikrobnih agenasa brojni, lecenje
bakterijskih i gljivicnih infekcija postaje sve komplikovanije zbog sposobnosti bakterija i gljiva da
razviju rezistenciju na antimikrobne agense.

———— Mikrotubule
©
[ Azoli I—(:)--——h—i
e |
Lanosterol
Teimatin | o 4 S
Nultifin i NN
Skvalen DNK
Nukleus
Celijski zid

Celyska membrana

Slika 2. Pregled mehanizama delovanja antifungalnih agenasa (preuzeto iz Hani i sar., 2015)

1.4. Mehanizmi rezistencije gljiva na antifungalne agense

Poslednjih godina invazivne gljivicne infekcije predstavljaju vazan uzrok obolevanja i
smrtnosti kod pacijenata sa oslabljenim imunitetom, zbog Cega rezistencija na antifungalne lekove
postaje sve veci problem. Generalno, nivo rezistencije na antifungalne lekove je i dalje relativno
nizak, ali postoji moguc¢nost da antifungalna rezistencija postane klju¢na odrednica u daljem
razvoju antifungalne terapije (Chakrabarti, 2011). Rezistencija na azolne lekove kod vrsta roda
Candida 1 Aspergillus predstavlja jedan od najveéih klinickih izazova, za kojom sledi rezistencija na
ehinokandine. Poseban problem predstavlja multirezistencija kod nekih vrsta roda Candida,
posebno Candida glabrata. Mehanizmi rezistencije gljiva na antifungalne lekove ukljucuju
izmenjene interakcije lek-ciljno mesto, kao i promene u aktivnosti efluks pumpi (Perlin i sar.,
2017). Rezistencija na azolne lekove je najvise izu€avana i povezana je sa razliCitim procesima u
¢eliji, dok mehanizmi rezistencije na poliene i ehinokandine nisu najbolje shvaceni. Povecana
aktivnost efluks pumpi dovodi do smanjenja koncentracije leka u ¢eliji 1 predstavlja jedan od
identifikovanih mehanizama rezistencije gljiva na azolne lekove, §to vodi neohodnosti primene
vecih terapijskih doza (Akins, 2005). Pomenuti mehanizam je najceS¢e odgovoran za rezistenciju
kod C. albicans. On je posredovan prekomernom ekspresijom gena koji kodiraju proteine efluks
pumpe, CDRI i CDR2 (eng. Candida Drug Resistance) i MDRI (eng. Multi-Drug Resistance).
Dodatno, prekomerna ekspresija ERGI1 gena, koji je odgovoran za sintezu enzima uklju¢enog u
biosintezu ergosterola (lanosterol 14a-demetilaze), takode dovodi do razvoja rezistencije na azolne
lekove. Zbog toga koncentracija azolnih lekova koja inhibira sav enzim kod nemutiranih
roditeljskih sojeva sada viSe nije dovoljna. Pokazano je da oko 85 % klinickih izolata C. albicans
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ima povecanu ekspresiju efluks pumpi, 65 % ima mutiran ERG/I, dok 35 % ima povecanu
ekspresiju ERG11 gena (White i sar., 2002).

1.5. Kancerogeneza i kancer pluca

Kancerogeneza predstavlja viSestepeni proces koji se odvija kroz nekoliko faza, ukljucujuci
inicijaciju, promociju, progresiju, invaziju i pojavu metastaza. Kao posledica izlaganja celija
delovanju kancerogena, nastaju oSte¢enja na molekulu DNK ili dolazi do promene ekspresije
kljucnih gena (epigeneticke izmene), ¢ime zapoCinje faza inicijacije. U najvaznije faktore rizika,
koji dovode do nastanka i razvoja malignih bolesti, ubrajaju se duvanski dim, neadekvatna ishrana,
razne infekcije i inflamatorni procesi u organizmu. Ako se oSte¢enja DNK ne poprave
mehanizmima reparacije, nastaju mutacije (inicirana ¢elija), a deobom iniciranih (mutiranih) ¢elija,
nastaju klonovi mutiranih ¢elija. Promocija tumora podrazumeva selektivnu klonalnu ekspanziju
iniciranih ¢elija, Sto dovodi do nastanka prekancerskih lezija. Vecina ovih lezija najéesée spontano
regradira, medutim, u nekim slucajevima dolazi do daljeg razvoja i pojave neoplasti¢nih celija.
Tokom faze progresije dolazi do daljeg nagomilavanja mutacija u c¢elijama, a kao posledica
akumuliranih mutacija dolazi do rasta tumora. U kasnim fazama kancerogeneze dolazi do invazije i
diseminacije kancerskih c¢elija, odnosno pojave metastaza (Dai i Mumper, 2010). Metastaze
podrazumevanju odvajanje kancerskih ¢elija od primarne tumorske mase, koje dalje putem krvotoka
ili limfnih sudova migriraju u udaljena tkiva, gde stvaraju sekundarne lezije tkiva. Pojava metastaza
je u stvari i glavni pokazatelj napredovanja bolesti i loSe prognoze. Akumulacija mutacija u genima
odgovornim za proces kancerogeneze, kao $to su onkogeni i/ili tumor supresorski geni, dovodi do
gubitka kontrole ¢elijske deobe i inhibicije apoptoze.

Rak pluc¢a predstavlja jedan od naj¢es¢ih malignih tumora, sa najve¢om incidencom
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ishod leCenja ubrajaju se rana dijagnostika, dostupnost novih, efikasnijih hemioterapeutika,
unapredenje hirurskih tehnika, kao i prestanak pusenja duvana, koji se ujedno navodi i kao glavni
faktor rizika za nastanak karcinoma pluc¢a (Chang, 2011). Prema patohistoloskim karakteristikama,
tumori pluca se dele na mikrocelularne (sitnocelijske) i nemikrocelularne (nesitnocelijske, eng.
Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC). Mikrocelularni karcinom je najagresivniji, daje rane
metastaze 1 ima osobine sistemske maligne bolesti. Heterogena grupa NSCLC obuhvata sledece
tipove kancera: skvamocelularne, adenokarcinome, krupnocelijske, adenoskvamozne,
sarkomatoidne, karcinoide, karcinome bronhijalnih Zlezda i preinvazivne lezije. Oko 80 % svih
dijagnostifikovanih kancera plu¢éa spada u grupu NSCLC, a najce$¢i medu njima su
skvamocelularni karcinom i adenokarcinom (Travis i sar., 2004). LeCenje pacijenata sa rakom pluca
moze obuhvatati razlicite pristupe, pocev od hirurske resekcije, preko zracenja do hemioterapije, Sto
zavisi od stadijuma i vrste tumora. Sa otkri¢em novih klasa antitumorskih agenasa poput taksana,
gemcitabina i agenasa na bazi platine, pojavila se kombinovana hemioterapija, kao obecavajuca
strategija u leCenju kancera pluc¢a u svim stadijumima bolesti (Zhao i sar., 2005). Mutacija u genu
za receptor epidermalnog faktora rasta (eng. Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR), najCesc¢a
je mutacija koja je ustanovljena kod veéine pacijenata obolelih od NSCLC (Chang, 2011).

1.6. Citostatici i mehanizmi njihovog delovanja

Antineoplasticni lekovi (citostatici) se Siroko koriste u terapiji svih malignih bolesti, usled
svoje citotoksicne aktivnosti. Medutim, ovi lekovi nisu selektivni samo za kancerske, ve¢ mogu
delovati i na zdrave ¢elije, $to za posledicu ima brojne nezeljene efekte. Imajucéi u vidu slabu
selektivnu toksi¢nost ovih agenasa, kao i sposobnost ve¢ine da se aktivno vezuje za DNK, RNK i
proteine, moglo bi se ocCekivati i da su neki antineoplasticni lekovi potencijalno kancerogeni,
mutageni ili teratogeni za coveka. Buduci da proces kancerogeneze karakteriSe nekontrolisana
proliferacija ¢elija, logi¢no je da hemioterapija treba da ima za cilj sprecavanje replikacije DNK.
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Najefikasniji antikancerski agensi su upravo oni koji inhibiraju sintezu DNK, ili direktno stvaraju
ostecenja na molekulu DNK, Sto posredno takode inhibira replikaciju (Slika 3). I dok vecina
antikancerskih agenasa deluju kao antimetaboliti ili alkiliraju¢i agensi, drugi deluju kao inhibitori
mitotickog deobnog vretena (Connor i McDiarmid, 2006). Antimetaboliti predstavljaju najcesce
koris¢enu i najefikasniju grupu antikancerskih agenasa, koji inhibiraju sintezu nukleinskih kiselina i
deluju specificno u S fazi ¢elijskog ciklusa.

U najopstijem smislu, antimetaboliti su analozi metabolita koji imaju specifiénu ulogu u
¢elijskom metabolizmu; zahvaljuju¢i tome, oni remete metabolizam c¢elije u koju su uneti
(antimetaboliti mogu delovati citotoksi¢no i na prokariotske i na eukariotske ¢elije). Medutim, kada
govorimo o antikancerskim agensima, termin se pre svega odnosi na jedinjenja koja predstavljaju
analoge purinskih i pirimidinskih baza. Budu¢i da folati imaju vaznu ulogu u sintezi DNK i RNK,
analozi folata se takode smatraju antimetabolitima, a najpoznatiji medu njima su aminopterin i
metotreksat. Tiopurini ¢ine osnovu za razvoj analoga purina, dok je prvi analog pirimidina 5-FU
registrovan za leCenje karcinoma. Najpoznatiji analozi purina su merkaptopurin, fludarabin,
pentostatin, kladribin, dok su najpoznatiji analozi pirimidina osim 5-FU, citarabin i gemcitabin
(Peters, 2014).

Alkilirajuéi agensi su izuzetno reaktivni molekuli (hemijski mutageni), koji doniraju alkil
grupe na odgovarajuc¢a nukleofilna mesta molekula DNK, ¢ime direktno naruSavaju njegovu
strukturu. Najcesce mesto alkilacije je N7 pozicija guanina, ali nije i jedino. Unakrsno povezivanje
lanaca u DNK molekulu (eng. crosslinking), ¢ime je spreceno njihovo rasplitanje neophodno za
procese replikacije ili transkripcije, takode je posledica delovanja alkiliraju¢ih agenasa. Najpoznatiji
predstavnici su cisplatina, ciklofosfamid, busulfan, karmustin, mitomicin C, dakarbazin,
temozolomid (Damia i DIncalci, 1998).

U inhibitore mitotickog deobnog vretena spadaju biljni alkaloidi i njihovi polusinteticki
derivati, koji inhibiaju polimerizaciju proteina tubulina i formiranje niti deobnog vretena, Sto ometa
normalno odvijanje ¢elijske deobe. Ovi agensi deluju specificno u M fazi ¢elijskog ciklusa. Zbog
toga Sto ,,zamrzavaju‘ proces mitoze u odredenom trenutku (metafaza-anafaza), ovi antikancerski
agensi poznati su i kao mitoticki otrovi. Najpoznatiji medu njima su vinka alkaloidi, vinblastin i
vinkristin (izolovani iz Catharanthus roseus, poznatija kao Vincea rosea); podofilotoksin
(Podophyllum peltatum) 1 paklitaksel ili taksan (izolovan iz Taxus brevifolia). Hemijskom
modifikacijom podofilotoksina nastaje etopozid, dok se hemijskom modifikacijom paklitaksela
dobija docetaksel (Longley i Johnston, 2005; Zhao i sar., 2005).

Antitumorski antibiotici su velika grupa agenasa sa razli¢itim mehanizmima delovanja.
Interkaliraju¢i agensi se ugraduju izmedju susednih baza ili u male Zljebove DNK i na taj nacin
ometaju aktivnost polimeraza tokom procesa replikacije i transkripcije. Pored pomenutog
primarnog nac¢ina delovanja, ova jedinjenja svoje citotoksi¢no delovanje mogu ostvariti tako $to
inhibiraju enzime topoizomeraze I i II. Aktinomicin D, bleomicin, daunorubicin, doksorubicin,
elsamicin A, epirubicin su samo neki interkalirajuci agensi koji se ¢esto koriste kao hemoterapeutici
(Miskovi¢ i sar., 2013).

Na prvi pogled, imaju¢i u vidu mnostvo citostatika i raznovrsnost mehanizama njihovog
delovanja, moglo bi se pomisliti da problem u leCenju malignih oboljenja ne postoji. Medutim,
problemi su brojni, a glavni uzrok neuspesnog lecenja malignih bolesti jeste pojava rezistencije
tumorskih ¢elija na antikancerske agense, koje razli¢itim mehanizmima sprecavaju ili smanjuju
njihovo dejstvo.
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Slika 3. Mehanizmi delovanja antikancerskih agenasa (preuzeto iz Connor i McDiarmid, 2006).

1.7. Mehanizmi rezistencije kancerskih cCelija na citostatike

Rezistencija kancerskih ¢elija na hemioterapeutike moze nastati na dva nacina: pre primene
leka (urodena rezistencija) ili moZe nastati u toku hemioterapije (steCena rezistencija). Rezistencija
kancerskih ¢elija na ve¢i broj strukturno i funkcionalno razli¢itih hemioterapeutskih agenasa
definiSe se kao multirezistencija (eng. Multidrug Resistance, MDR). MDR predstavlja glavnu
prepreku u lecenju kancera. Mehanizmi koji pojedinacno, ili udruzeno doprinose pojavi MDR
fenotipa obuhvataju smanjenu akumulaciju leka u ¢elijama, inaktivaciju leka, promene u ciljnom
mestu delovanja terapeutika, povecanu reparaciju DNK molekula, kao i izbegavanje apoptoze
(Slika 4).

Smanjena akumulacija leka u celiji moze nastati smanjenim ulaskom (influks) ali i
pojacanim izbacivanjem (efluks) leka iz ¢elije. Promene u strukturi ¢elijske membrane mogu
dovesti do smanjenog influksa, medutim, smanjenje unutarcelijske akumulacije terapeutika esce je
povezano sa njegovim povecanim efluksom iz celije. Aktivno izbacivanje hemioterapeutskih
agenasa vrsi se pomocu ABC transportera, a najznacaniji medu njima su P-glikoprotein (P-gp) i
proteini odgovorni za razvoj MDR. Prekomerna ekspresija ovih proteina predstavlja jedan od
najznacajnijih mehanizama razvoja rezistencije na antitumorske lekove, kao i formiranja MDR
fenotipa kancerskih celija. Na ovaj nacin, nastaje rezistencija na antracikline, taksane, agense na
bazi platine, vinka alkaloide i inhibitore topoizomeraza (Chang, 2011).

Kao posledica delovanja mehanizama kojima se vrsi detoksikacija leka, nastaje smanjena
koli¢ina dostupnog leka za c¢eliju. Pa tako, kljucni korak u inaktivaciji agenasa na bazi platine
(cisplatin, karboplatin i oksaliplatin) jeste njihovo vezivanje za redukovani glutation (GSH), $to
dovodi do stvaranja manje toksi¢nog i viSe rastvorljivog konjugata. Takav kompleks postaje
supstrat za transmembranske proteine, koji vrSe aktivno izbacivanje lekova iz ¢elije. Promene u
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okviru glutationskog detoksikacionog sistema dovode do pojave rezistencije na pomenute
citostatike. Te promene podrazumevaju poviSen nivo antioksidanta GSH u ¢eliji, kao i povecanu
ekspresiju enzima ukljucenih u sintezu GSH. Takode, postoje antikancerski lekovi, poput 5-FU i
irinotekana, koji zahtevaju aktivaciju u organizmu kako bi mogli ostvariti svoje dejstvo; rezistencija
na ove lekove se moze razviti usled nedovoljne aktivacije (Longley i Johnston, 2005).

Promena nivoa ekspresije ciljnog enzima, ili mutacije ciljnog mesta vezivanja
hemioterapeutskog leka, mogu takode u velikoj meri uticati na razvoj rezistencije. Modifikacijom
ciljnog mesta na koji dati lek deluje nastaju nove varijante ciljnog proteina koji postaje rezistentan
na odredeni hemioterapeutik. Na primer, modifikacija topoizomeraza I i II dovodi do promene
aktivnosti ovih enzima, S§to dalje vodi razvoju rezistencije kancerskih c¢elija na delovanje
doksorubicina, etopozida i irinotekana. Promena dinamike polimerizacije mikrotubula i ekspresija
razli¢itih izoformi tubulina posreduje u rezistenciji kancerskih ¢elija na taksane i vinka alkaloide.
Mutacije u B-tubulinu povecavaju rezistenciju cCelija na paklitaksel (Chang, 2011; Longley i
Johnston, 2005).

Aktivacija/Inaktivacija = -
Influks/Efluks ‘
Celijska [ " » J

= > o
g i Zastoj Celijskog ciklusa
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E ~
=3
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Slika 4. Pregled mehanizama rezistezencije kancerskih celija (preuzeto iz Longley i Johnston,
2005).

Sposobnost kancerskih ¢elija da popravi ostec¢enja DNK dalje odreduje osetljivost tumora na
delovanje hemioterapeutskih lekova. S tim u vezi, brza popravka lezija nastala direktnim (cisplatin)
ili indirektnim delovanjem leka (5-FU), vodi ka hemiorezistenciji kancerskih ¢elija. Na primer,
rezistencija kancerskih ¢elija pluca, jajnika i Zeluca na agense na bazi platine nastaje kao posledica
prekomerne ekspresije proteina ukljucenih u mehanizme reparacije isecanjem nukleotida (eng.
Nucleotide Excision Repair, NER), ali i drugih. Dodatno, gubitak aktivnosti reparacije koja vrsi
ispravku pogresno sparenih baza u molekulu DNK (eng. Mismatch Repair, MMR), dokazana je u
rezistenciji kancerskih ¢elija na cisplatinu. Takode i povecana translezijska sinteza (sinteza DNK
preko lezije) primecena je kod kancerskih ¢elija otpornih na pomenuti agens (Longley i Johnston,
2005).

Poznato je da vecina citostatika ostvaruje svoj citotoksicni efekat pokretanjem programirane
celijske smrti (apoptoze), Sto je pozeljan dogadaj u antikancerskoj aktivnosti. Nakon oSte¢enja
¢elije, moze do¢i do privremenog zaustavljanja ¢elijskog ciklusa kako bi se oste¢enje popravilo, ili
moze do¢i do celijske smrti. Zbog toga, svaka promena u signalnim molekulima koji regulisu
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zaustavljanje ¢elijskog ciklusa ili proces apoptoze, moze dovesti do razvoja rezistencije na agense
koji imaju antimitoticki i proapoptotski efekat. Budu¢i da tumor supresorski gen p53 ima kljucnu
ulogu u regulaciji ovih procesa, mutacije u p53 genu i stvaranje nefunkcionalnog p53 proteina
doprinosi stvaranju rezistentnog fenotipa, zbog nemogucnosti da ¢elija ude u apoptozu. Takode,
prekomerna ekspresija bcl-2 familije gena (regulatori procesa apoptoze), kao i aktivacija nekih
signalnih puteva koji ucestvuju u regulaciji procesa prezivljavanja celije (PI3K/Akt signalni put),
doprinose smanjenju citotoksi¢nog efekta veline terapeutika iz grupe taksana, antraciklina ili
agenasa na bazi platine (Longley i Johnston, 2005; Chang, 2011; Zheng, 2017).

1.8. Biljke kao izvori bioloski aktivnih materija

Kao $to je ve¢ reCeno u uvodnim napomenama, upotreba prirodnih proizvoda u le¢enju stara
je koliko i ljudska civilizacija. Kao glavni izvor lekovitih materija navode se minerali, produkti
mikroorganizama, biljaka i Zivotinja. Cak i ako se u obzir uzme samo doprinos otki¢a penicilina na
razvoj antibiotske terapije, vaznost prirodnih proizvoda je o¢igledno nemerljiva. Sto se tice biologki
aktivnih materija izolovanih iz biljaka, o znacaju govori i €injenica da je 25 % svih lekova upravo
biljnog porekla. Od ukupno 252 leka koji se koriste u primarnoj zdravstvenoj zastiti, 11 % je
iskljucivo na biljnoj bazi, dok veliki broj preostalih sintetskih lekova sadrzi aktivne supstance
poreklom iz biljaka, ili one koje su njima inspirisane. Na primer, neki od vaznih lekova biljnog
porekla su digoksin, poreklom iz Digitalis spp., kinin i kinidin dobijeni iz Cinchona spp., biljni
alkaloidi vinkristin i vinblastin poreklom iz Catharanthus roseus, atropin iz Atropa belladona, dok
su morfin i kodein izolovani iz biljke Papaver somniferum (Balunas i Kinghorn, 2005). Pregled
razlicitih biljnih vrsta i njihovih aktivnih komponenti koje se koriste u lecenju raznih bolesti coveka
prikazali su Shakya (2016) i Yuan i sar. (2016) u svojim studijama. Procena je da oko 60 %
antikancerskih i antimikrobnih lekova, koji se nalaze na trzistu ili su u procesu klinickog ispitivanja,
imaju biljno poreklo. Za veliku veéinu jo§ uvek nisu razvijeni postupci hemijske sinteze, ili bi ona
bila ekonomski neisplativa, ve¢ se one i dalje izoluju iz samoniklih ili kultivisanih biljaka. Pored
toga, prirodna jedinjenja kao S$to su muskarin, fizostigmin, kanabinoidi, johimbin, forskolin,
kolhicin i drugi, imaju znacajna bioloska svojstva, te su predmet brojnih farmakoloskih, fizioloskih
i biohemijskih studija, koje se i sprovode u cilju njihove upotrebe u proizvodnji razli¢itih
medikamenata (Rates, 2001).

Sa druge strane, poslednjih godina raste interesovanje za nekonvencionalnu, tzv.
»alternativnu“ medicinu i upotrebu prirodnih proizvoda u leCenju. Razlozi za to su brojni: od
Cinjenice da su terapije zvanicne medicine ponekad neefikasne, a Cesto pracene neZeljenim
efektima, preko zloupotrebe i nepravilne upotrebe sintetskih lekova, do toga da veliki procenat
svetskog stanovniStva nema zdravstvenu zastitu, niti pristup konvencionalnom lec¢enju. Zbog toga,
narodna medicina i ekoloska svest Coveka istiCu znacaj prirodnih sirovina u lecenju i sugerisSu da su
prirodni proizvodi neSkodljivi. Medutim, poznato je da nisu svi prirodni lekovi registrovani kao
efikasni i bezbedni za upotrebu. U prilog tome govore brojna savremena istrazivanja koja ukazuju
na nedostatke u procesu razvoja i formulacije leka, kao i u procesu njegove proizvodnje i stavljanja
u promet, kao i nepravilnosti pri samoj distribuciji i izdavanju lekova (Rates, 2001). Tek kada su svi
navedeni procesi pod kontrolom, postiZe se bezbedna primena prirodnih lekova u medikaciji.

Od ukupno 250.000 - 500.000 biljnih vrsta, samo mali procenat biljnih vrsta je istrazen sa
fitohemijskog i farmakoloskog aspekta. U vecini slucajeva, obavljen je samo osnovni hemijski i
farmakoloski skrining. Navedeni podaci ukazuju da je ovo podru¢je veoma slabo istrazeno, te da se
karakteriSe neverovatnim potencijalom za otkriée novih i efikasnih agenasa. Sto se ti¢e lekova
biljnog porekla, treba naglasiti da postoje izvesne razlike medu njima. Te razlike se odnose na
intenzitet njihovog farmakoloskog delovanja. Naime, aktivni sastojci iz biljaka mogu biti slabijeg ili
jaceg delovanja, a u zavisnosti od primenjene doze mogu delovati i kao lek i kao otrov (Shakya,
2016). Na primer, biljke koje sadrze sastojke blagog dejstva, uglavnom se koriste u vidu cajnih
mesSavina ili raznih biljnih preparata. Uz to, lekovite biljke mogu biti izvori sirovina ili odredenih
frakcija jakog farmakoloskog dejstva i kao takve ulaze u sastav raznih tinktura, te¢nih preparata,
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praskova, a mogu sluziti i kao prekursori za dobijanje sintetickih hemijskih agenasa -
hemioterapeutika. Na kraju, iz biljaka se vrSi ekstrakcija Cistih aktivnih sastojaka koji imaju
lekovito dejstvo (Rates, 2001).

1.8.1. Sekundarni metaboliti biljaka i mehanizmi njihovog delovanja

Sekundarni metaboliti biljaka predmet su sve veceg interesovanja naucne zajednice zbog
njihove raznovrsne primene. Biljke koje se koriste u ishrani ili u tradicionalnoj medicini
predstavljaju najveci izvor farmakoloski aktivnih jedinjenja. Uloga aktivnih supstanci u odrzavanju
ljudskog zdravlja je znacajna, naroCito kada se ima u vidu da ih ¢elije Coveka ne mogu sintetisati.
Biljke produkuju sekundarne metabolite koji ukljucuju alkaloide, glikozide, polifenole, saponine,
terpene i antrahinone, jedinjenja sa dobro poznatim bioloskim aktivnostima (Shakya, 2016; Savoia,
2012; Kurek i sar., 2011). Na primer, pokazano je da alkaloidi imaju antispazmodi¢nu, analgeticku i
diureticku aktivnost; terpenoidi su poznati po antivirusnim, antibakterijskim, antikancerskim, anti-
inflamatornim 1 antiparazitskim svojstvima. Takode, glikozidi poseduju antibakterijsku i
antifungalnu aktivnost; saponini imaju anti-inflamatornu i antivirusnu aktivnost, a doprinose i
odbrambenim mehanizmima domacina, dok bioloske aktivnosti fenola ukljucuju antioksidativnu,
antibakterijsku, antialergijsku i brojne druge aktivnosti (Shakya, 2016).

Jedan od vaznih ciljeva u istrazivanjima bioloskih aktivnosti sekundarnih metabolita odnosi
se 1 na mogucnosti pronalaska novih antimikrobnih agenasa, posebno ako se ima u vidu ucestalost
rezistencije mikroorganizama na dostupne konvencionalne antibiotike. Kao moguéi izvori
potencijalno novih antimikrobnih agenasa, navode se nedovoljno ispitani i neistrazeni biljni izvori,
poput razli¢itih hemotipova biljaka (Savoia, 2012). Pozeljno je da potencijalno novi antimikrobni
agensi budu efikasni ne samo u suzbijanju raznih bakterijskih i gljivicnih infekcija, ve¢ i da deluju
sinergisticki sa konvencionalnim antimikrobnim agensima, da smanjuju ekspresiju faktora
virulencije, da spre¢avaju adheziju mikroorganizama i formiranje biofilma, ili da aktiviraju celije
imunskog sistema koje ucestvuju u borbi protiv infekcija (Budzynska i sar., 2014). I zaista, brojni
prirodni proizvodi koji su danas u upotrebi, ispunjavaju navedena ocekivanja.

Sa druge strane, treba imati u vidu rastu¢u ucestalost kancerskih oboljenja u savremenom
svetu, kao 1 prethodno pomenute probleme sve ceS¢e rezistencije tumorskih ¢elija na
konvencionalne hemioterapeutike. Ako ove c¢injenice uzmemo u obzir, potraga za novim
medikamentima biljnog porekla koji bi bili potentni antikancerski agensi, sa sposobnos¢u
sinergistickog pojacavanja aktivnosti konvencionalnih citostatika, takode se ¢ini opravdanom.

1.8.1.1. Etarska ulja i mehanizmi njihovog delovanja na bakterije

Razlicite biljne vrste predstavljaju bogat izvor terpena, koji se dominantno nalaze u sastavu
etarskih ulja, kao i fenola koji ulaze u sastav ekstrakata. Terpenska jedinjenja sadrze izoprenoidne
jedinice; ukoliko su ugljovodoni¢nog sastava ozna¢avamo ih terpenima u uZem smislu reci, a ako su
to kiseonicni derivati, koristimo termin terpenoidi. Prema broju izoprenoidnih jedinica (CsHg) koje
terpeni/terpenoidi sadrze, oznaeni su kao hemiterpeni (Cs, tj. poseduju jednu izoprenoidnu
jedinicu), monoterpeni (C, dve izoprenoidne jedinice), seskviterpeni (C;s, tj. tri jedinice), diterpeni
(Cao), triterpeni (Csp), tetraterpeni (Cao) 1 politerpeni (Cs40). Zabelezena je antimikrobna aktivnost
nekih monoterpena, diterpena, seskviterpena, triterpena, kao i njihovih derivata. Pokazano je da
seskviterpeni izolovani iz razli¢itih biljaka imaju baktericidno dejstvo prema gram-pozitivhim
bakterijama (Kurek i sar., 2011). Postavlja se pitanje zbog ¢ega su etarska ulja zanimljivija za
istrazivanje bioloskih aktivnosti od pojedinacnih terpena. Pre svega, ulja predstavljaju hemijski
izuzetno slozene prirodne proizvode, sa Sirokim spektrom antimikrobne aktivnosti prema velikom
broju bakterija i gljiva. Drugo, ulja deluju istovremeno na viSe target mesta u Celiji, stoga je i razvoj
rezistencije mikroorganizama reda pojava. Zbog lipofilne prirode i male molekulske mase, ulja i
pojedinacna terpenska jedinjenja lako prolaze kroz ¢elijsku membranu (u slucaju gram-negativnih
bakterija i1 kroz spoljasnji lipopolisaharidni sloj) u ¢eliju, gde mogu da ostvare razlicite efekte koji
uglavnom zavise od njihovog hemijskog sastava (Hyldgaard i sar., 2012). Na primer, hidrofobni
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konstituenti etarskih ulja, naro€ito monoterpeni, direktno deluju na fosfolipidni dvosloj celijske
membrane bakterija, povecavaju joj propustljivost i dovode do ,,curenja“ (eng. leakage) ¢Celijskog
sadrzaja, te na taj naCin ostvaruju antibakterijsku aktivnost. Takode, ulja uticu na enzimsku
aktivnost kod bakterija, ometaju ¢elijsko disanje i vr$e inhibiciju sinteze proteina.

Tokom poslednje decenije, ispitivana su brojna etarska ulja i njihova antimikrobna aktivnost
i mehanizmi kojom se ona ostvaruje su dobro dokumentovani, ¢ime se bavi studija Reichling i sar.
(2009). Zbog svojih aromati¢nih i bioloskih svojstava, osim u leenju raznih infekcija, znacajna je
uloga etarskih ulja i u prehrambenoj industriji, naroc¢ito u pripremi hrane i njenom ocuvanju. Naime,
ona inhibiraju rast mikroorganizama u razli¢itim namirnicama, a takode uti¢u na organolepticka
svojstva hrane (Burt, 2004). Medu brojnim ispitivanim uljima, utvrdeno je da ulja zacinskih biljaka,
poput maj¢ine duSice, origana, nane, cimeta, zalfije i karanfilica poseduju najjacu aktivnost
(Kalemba i Kunicka, 2003).

1.8.1.2. Fenolna jedinjenja i mehanizmi njihovog delovanja na bakterije

Fenolna jedinjenja su takode Siroko zastupljena u biljkama i predstavljaju potentne
antimikrobni agense. Fenoli i polifenoli obuhvataju veliku grupu aromati¢nih jedinjenja, u koju se
ubrajaju flavonoidi (jedinjenja koja sadrZze benzopiranski i benzenski prsten), zatim hinoni
(jedinjenja sa dve karbonilne grupe), tanini koji predstavljaju polimere fenolnih jedinjenja, kumarini
(fenolna jedinjenja sa benzopiranskom osnovom) i fenolne kiseline (Dai i Mumper, 2010; Saleem i
sar., 2010).

Flavonoidi su najbrojnija grupa fenolnih jedinjenja sa ukupno 14 klasa. Mehanizam
njihovog delovanja nije u potpunosti razja$njen, ali se pretpostavlja da flavonoidi naruSavaju
¢elijski zid bakterija, formiraju komplekse sa ekstracelularnim i solubilnim proteinima i narusavaju
strukturu ¢elijske membrane (Savoia, 2012; Goérniak i sar., 2019). Dodatno, za odredene flavonoide
je nadeno da inhibiraju sintezu nukleinskih kiselina ili na drugi na¢in inhibiraju metabolizam
bakterija (Cazarolli i sar., 2008). lako postoje neusaglasena misljenja o antimikrobnoj aktivnosti
flavonoida, nesumnjivo je dokazan sinergizam izmedu pojedinacnih komponenti, kao i sinergizam
izmedu pojedinacnih komponenti sa postoje¢im antimikrobnim lekovima (Cushnie i Lamb, 2011).
Sve je vise dokaza o antibakterijskom potencijalu pojedinih flavonoida, kao §to su apigenin,
galangin, hrizin, naringin i naringenin, epigalokatehin-galat i njegove derivate, luteolin i luteolin 7-
O-glukozid, kvercetin, 3-O-metilkvercetin i razni glikozidi kvercetina, zajedno sa kemferolom i
njegovim derivativima (Cazarolli i sar., 2008). Pored navedenih jedinjenja, potvrdena je
antibakterijska aktivnost i nekih drugih jedinjenja iz grupa flavona, izoflavona, flavanona,
flavonola, glikozida flavonola i halkona. Za neka jedinjenja kao Sto su kvercetin, epigalokatehin-
galat kao i likohalkoni A i C pretpostavljaju se i mehanizmi delovanja (Savoia, 2012; Kurek i sar.,
2011). Antibakterijska aktivnost flavonoida poput apigenina, galangina, genisteina i dazdeina
konkretno je pokazana prema sojevima S. aureus, E. faecalis, E. faecium, E. coli i P. aeruginosa
(Cazarolli i sar., 2008).

Hinoni, a posebno antrahinoni su mo¢ni antimikrobni agensi koji najverovatnije inhibiraju
sintezu peptidoglikana, vrSe inaktivaciju i inhibiraju sintezu nekih specificnih enzima poput
adhezina ili membranskih proteina, ¢ime ostvaruju svoj baktericidni efekat. Slican efekat ostvaruju i
tanini, s tim da oni grade i komplekse sa proteinima i dovode do njihove denaturacije, §to dodatno
doprinosi njihovom antimikrobnom potencijalu (Savoia, 2012). Tanini, a naro¢ito proantocijanidini,
inhibiraju rast uropatogene E. coli, kao i S. mutans (Kurek i sar., 2011). Ova grupa fenola inhibira
rast bakterija uzro¢nika kvarenja hrane, te su stoga nasli primenu u procesima prerade hrane kako bi
produzili njen rok trajanja. Sto se ti¢e kumarina i fenolnih kiselina, antimikrobna svojstva ove dve
grupe fenola su najmanje ispitana, tako da postoje samo oskudni podaci o ovoj temi (Borges i sar.,
2005; Cechinel Filho i sar., 2009).

Na osnovu pretpostavljenih mehanizama dejstva razli¢itih grupa fenola koja ulaze u sastav
biljnih ekstrakata, jasno je da ekstrakti svoj antibakterijski potencijal ostvaruju na razli¢ite nacine.
Oni mogu delovati kao inhibitori efluks pumpi, pre svega kod gram-pozitivnih bakterija, Sto je
veoma znacajno u klinickom lecenju, narocCito kada se ima u vidu da je rezistencija ovih bakterija
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cesto posledica pojacane aktivnosti efluks pumpi (Holler i sar., 2012). Medutim, poznati su i
inhibitori efluks pumpi gram-negativnih bakterija. Tako novija istraZivanja pokazuju da efluks
pumpe AcrAB-TolC kod Enterobacteriaceac i MexAB-OprM kod P. aeruginosa, koje direktno
uticu na pojavu multirezistencije gram-negativnih bakterija prema brojnim prirodnim proizvodima
(Savoia, 2012), mogu biti inhibirane razli¢itim biljnim ekstraktima Garvey i sar. (2010). Stavise, za
neke od aktivnih jedinjenja biljnih ekstrakata pokazano je da ostvaruju sinergizam sa postoje¢im
antibioticima, kao $to su hloramfenikol ili ciprofloksacin, ¢ime pojacavaju njihovo delovanje na
gram-negativne bakterije (Garvey i sar., 2010).

Kao sto je ve¢ istaknuto, flavonoidi deluju na nivou celijske membrane i formiraju
komplekse sa membranskim proteinima, stoga su njihov influks i zadrzavanje u ¢eliji bakterija
neophodni za aktivnost. Zbog toga flavonoidi pokazuju najbolji efekat kada se kombinuju sa drugim
antimikrobnim agensima, inhibitorima efluks pumpi (Savoia, 2012). Jo§ jedan od pretpostavljenih
mehanizama dejstva biljnih ekstrakata je interferencija sa signalnim putevima meducelijske
komunikacije kod bakterija, tzv quorum sensing (QS) sistemom. Imajuéi u vidu da je virulentnost
patogenih bakterija pod kontrolom ovog regulatornog sistema, narusavanje bakterijske
komunikacije ukazuje na nove mogucénosti u terapiji bakterijskih infekcija. Pokazano je da brojni
ekstrakti ili pojedinacna aktivna jedinjenja inhibiraju QS sistem kod P. aeruginosa (Adonizio i sar.,
2008). Takode, ekstrakti i/ili pojedinatne komponente izolovane iz ekstrakata inhibiraju proces
formiranja biofilma. Naroc¢ito je znacCajna antibiofilm aktivnost prema klinicki znacajnim
streptokokama, kao §to je S. mutans (Savoia, 2012).

1.8.1.3. Sekundarni metaboliti i mehanizmi delovanja na gljive

Poznato je da gljivicne infekcije kod imunokompromitovanih osoba predstavljaju veliki
izazov u savremenom leCenju. Razvoj rezistencije na postojece antifungalne lekove i njihova
toksicnost predstavljaju ozbiljne nedostake u terapiji (Aboody i Mickymaray, 2020). Pokazano je da
sekundarni metaboliti biljaka, poput terpena i fenola, razli¢itim mehanizmima delovanja ostvaruju
antifungalnu aktivnost (Tabela 1). Mehanizam delovanja terpena nije u potpunosti razjasnjen, ali se
pretpostavlja da zbog lipofilne prirode narusavaju strukturu celijske membrane gljiva, a takode
deluju i na mitohondrije, dok ciljna mesta delovanja fenola, uz ve¢ navedene za terpenska
jedinjenja, ukljucuju i ¢elijski zid gljiva (Aboody i Mickymaray, 2020; Lagrouh i sar., 2017).

Antifungalna aktivnost razli¢itih etarskih ulja i ekstrakata, kao i njihovih pojedinacnh
konstituenata, bila je predmet brojnih istrazivanja (Aboody i Mickymaray, 2020; Reichling i sar.,
2009; Savoia, 2012). Kombinovana primena prirodnih proizvoda sa sintetskim antifungalnim
lekovima prepoznata je kao efikasna strategija u borbi protiv invazivnih gljivi¢nih infekcija i
rezistencije gljiva. Poznato je da svaki antimikrobni agens moze imati razli¢ite mehanizme dejstva
kojim ostvaruje fungicidni ili fungistaticki efekat, a kombinacijom dva agensa postize se delovanje
na viSe razli¢itih mesta u ¢eliji. Na ovaj nacin se povecava efikasnost terapije, uz smanjenje
moguénosti razvoja rezistencije kao i smanjenje toksicnosti antimikrobnih agenasa. Pojedine studije
su pokazale sinergisticko dejstvo izmedu prirodnih proizvoda i antimikotika. Na primer, bioaktivna
jedinjenja povecavaju efikasnost fungicida, na taj nacin Sto deluju kao inhibitori efluks pumpi i
inhibiraju morfogenezu rezistentnih sojeva C. albicans u patogenu hifoliku formu (Aboody i
Mickymaray, 2020).

14



Uvod

Tabela 1. Mehanizmi antifungalnog delovanja sekundarnih metabolita biljaka (preradeno prema
Lagrouh i sar., 2017)

Inhibicija sinteze [B-glukana i hitina, glavnih konstituenata
¢elijskog zida gljiva, dovodi do dezintegracije ¢elijskog zida
Narusavanje strukture celijske Inhibicija sinteze ergosterola dovodi do narusavanja integriteta
membrane ¢elijske membrane i povecavanja njene permeabilnosti
Inhibicija procesa transporta elektrona na membranama
mitohondrija dovodi do smanjenja membranskog potencijala
Narusavanje funkcije mitohondrija mitohondrija. Takode, moguca je i inhibicija protonskih pumpi u
respiratornom lancu. Oba procesa doprinose smanjenju
proizvodnje ATP, §to vodi ¢elijskoj smrti.
Inhibicija polimerizacije mikrotubula i sprecavanje formiranja
deobnog vretena
Interferencija prirodnih agenasa sa RNK dovodi do potpune
Inhibicija sinteze nukleinskih kiselina  inhibicije transkripcije ili pogresne sinteze RNK. Takode,
( RNK/DNK) ili proteina ometanje translacije se navodi kao jedan od moguéih
mehanizama.
Inhibicija aktivnosti efluks pumpi smanjuje rezistenciju na
sinteticke antifungalne agense.

Inhibicija sinteze celijskog zida

Inhibicija ¢elijske deobe

Inhibicija efluks pumpi

1.8.1.4. Antikancerski efekat biljnih derivata

Budu¢i da etarska ulja i ekstrakti imaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti, ovi prirodni
proizvodi koriste se i kao antikancerski agensi. Dokazano je da brojna jedinjenja iz biljaka mogu da
sprece razlicite stadijume kancerogeneze. Vecina etarskih ulja smatra se bezbednim za upotrebu sa
minimalnim rizikom od genotoksi¢nih efekata, §to im daje veliku prednost u odnosu na neka druga
jedinjenja. Cak 3ta vise, odredena ulja pokazuju vrlo jasan antimutageni potencijal, §to bi moglo biti
povezano sa njihovom hemopreventivnom aktivno$¢éu. Pojedine studije isticu da prooksidativna
aktivnost etarskih ulja i njihovih pojedinacnih konstituenata, kao i nekih polifenolnih jedinjenja,
efikasno utice na smanjenje veli¢ine tumora i na brzinu proliferacije ¢elija, procese apoptoze i/ili
nekroze. U ovom slucaju, produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV), moze biti kontrolisana i
usmerena na ciljna tkiva, bez nezeljenih efekata na normalne ¢elije (Bakkali i sar., 2008; Gautam i
sar., 2014; Halliwell, 2008). Brojni su izveStaji o antikancerskom delovanju etarskih ulja na
karcinom plué¢a, debelog creva, prostate, dojke, jetre, mozga, kao i na leukemiju (Bakkali i sar.,
2008; Bayala, 2014; Gautam i sar., 2014; Raut i Karuppayil, 2014). I komponente ulja, poput
geraniola, karvakrola, 1,8-cineola, eugenola, d-limonena, mircena, timola, B-kariofilen oksida,
perilil-alkohola, inhibiraju proliferaciju ¢elija ili pokazuju citotoksicni efekat (Bakkali i sar., 2008;
Bayala, 2014; Gautam i sar., 2014). Pokazano je da etarska ulja i aktivne komponete indukuju
apoptozu kancerskih ¢elija na taj nacin Sto vrSe modulaciju signalnih puteva, smanjuju nivo enzima
i molekula antioksidativne zaStite poput glutationa, uz istovremeno povecanje produkcije RKV u
¢elijama, zatim deluju na geneti¢ki materijal ili ometaju neke druge funkcije u ¢eliji (Bakkali i sar.,
2008; Lesgards i sar., 2014). Antikancerska aktivnost odredenih ulja ili pojedina¢nih konstituenata
moze biti posledica njihovog delovanja na razlicite proteine, kao na primer Akt protein koji regulise
aktivnost p53. Takode, ulja mogu da deluju na transkripcione faktore poput NF-kB i aktivator
protein-1 (AP-1) koji reguliSu brojne fizioloske procese kao Sto je diferencijacija celija,
transformacija, proliferacija i apoptoza. Dalje, etarska ulja deluju na MAPK signalni put, kao i na
signalne molekule poput JNK, ERK, kao i na p38 kinazu, a takode zaustavljaju dalje napredovanje
¢elijskog ciklusa i indukuju apoptozu. Pokazano je da ulja i aktivna jedinjenja inhibiraju proces
angiogeneze i na taj nacin sprecavaju dalji rast tumora i njegovo Sirenje, odnosno pojavu metastaza
(Gautam i sar., 2014).

Pored svoje primarne antioksidativne aktivnosti, biljni ekstrakti i njihovi pojedinacni sastojci
pokazuju i antikancersko delovanje, o ¢emu svedoce brojne studije (Dai i Mumper, 2010; Pezzani i
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sar., 2019; Seeram i sar. 2006; Zhang et al,. 2008). Za ckstrakte bobiCastog voca (borovnice,
kupine, maline, brusnice i jagode) koji su bogati antocijanima, kemferolom, kvercetinom i estrima
kumarinske i elaginske kiseline, pokazano je da inhibiraju in vitro rast kancerskih ¢elija kolona
(HT-29, HCT-116), dojke (MCF-7), prostate (LNCaP, DU-145) i ¢elija karcinoma usne duplje (KB,
CAL-27, Dai i Mumper, 2010). Sli¢ni su i izvestaji o antikancerskom potencijalu ekstrakata crnog i
zelenog Caja, citrusa, masline, jabuka i mahunarki, kao i nekih pojedinacnih jedinjenja, dobijeni na
nekoliko pomenutih ¢elijskih linija, ukljucuju¢i i adenokarcinom plu¢a (A549). Resveratrol,
genistein, kurkumin i kvercetin su aktivna fenolna jedinjenja ¢iji je antikancerski potencijal
najcesce ispitivan (Pezzani i sar., 2019). Takode je pokazano da polifenolna jedinjenja iz grupe
flavona (apigenin, bajkalin, luteolin i rutin), flavonona (hesperidin i naringenin), kao i neki lignani,
inhibiraju rast razliCitih kancerskih celija ukljucuju¢i celije kolona, prostate, grlica materice,
pankreasa, jetre, dojke, kao i kancerske ¢elije leukemije (Dai i Mumper, 2010).

Poznato je da oksidativno ostecenje celije predstavlja jedan od glavnih faktora koji doprinosi
kancerogenezi i progresiji kancera. Zahvaljuju¢i sposobnosti biljnih fenola da mobilisu celijske
mehanizme antioksidativne zastite i da vrSe heliranje jona metala, smatra se da ova jedinjenja mogu
imati glavnu ulogu u hemoprevenciji. Pored antioksidativne aktivnosti koja je poZeljna u normalnim
¢elijama jer smanjuje rizik nastanka maligne transformacije, polifenoli mogu ostvariti i
prooksidativni efekat u kancerskim ¢elijama i time doprineti zaustavljanju ¢elijskog ciklusa. Kao
prooksidanti, oni izazivaju jednolancane i dvolancane prekide u molekulu DNK i na taj nacin
inhibiraju rast kancerskih celija. Studije su pokazale da flavonoidna jedinjenja poput kvercetina,
rutina, apigenina, galokatehina i epigalokatehin-galata, fenolnih kiselina poput galne, taninske i
kafene, ili drugih polifenolnih jedinjenja, kao Sto su resveratrol i kurkumin, indukuju oksidativna
oste¢enja u molekulu DNK kod razli¢itih kancerskih ¢elija (Dai i Mumper, 2010).

Pored antioksidativnog i prooksidativnog efekta biljnih fenola, ova jedinjenja uti¢u na
¢elijske funkcije koje se nalaze u osnovi razvoja tumora (Slika 5). U inicijalnoj fazi kancerogeneze,
polifenoli inhibiraju aktivnost enzima koji uticu na biotransformaciju prokancerogena u
kancerogene. Takode, oni mogu stimulisati mehanizme reparacije DNK i na taj nacin ograniciti
stvaranje mutiranih (iniciranih) ¢elija. U fazi promocije kancerogeneze, polifenoli indukuju proces
apoptoze i izazivaju zastoj celijskog ciklusa. Naime, kao posledica izmenjene regulacije ¢elijskog
ciklusa, u transformisanoj celiji postoji konstitutivni signal za proces mitoze, §to dovodi do
nekontrolisane proliferacije tumorskih ¢elija. Fenolna jedinjenja mogu delovati na aktivnost ciklin
zavisnih kinaza (eng. Cyclin Dependent Kinase, CDK), enzima koji reguliSu ¢elijski ciklus tako Sto
indukuju zastoj u razli¢itim fazama ciklusa i na taj nacin uticu na proliferaciju kancerskih c¢elija i
blokiraju je. Pokazano je da biljni fenoli inhibiraju aktivnost transkripcionog faktora NF-xB koji je
ukljucen u patogenezu mnogih oboljenja, ukljuujuéi inflamatorne, autoimune i neurodegenerativne
bolesti, kao i pojavu kancera. Takode, oni inhibiraju aktivnost COX-2 enzima $to je od znacaja jer
je njegova prekomerna ekspresija karakteristicna za tumor debelog creva, pluca, dojke i prostate. Na
kraju, u fazi progresije kancera, pokazano je da biljni fenoli, poput polifenola zelenog caja
(epigalokatehin-galat i galokatehin-galat) i semenki grozda (resveratrol), kao i druga aktivna
fenolna jedinjenja (npr. tanini, antocijani, genistein i kurkumin), spreCavaju migraciju malignih
¢elija i vrSe supresiju invazija i metastaza, a takode pokazuju i antiangiogeni efekat (Dai i Mumper,
2010).
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Slika 5. Potencijalni mehanizmi antikancerskog delovanja biljnih fenola (preuzeto iz Dai i
Mumper, 2010).

Imajuéi u vidu sve gore navedeno, veliku paznju naucne i farmaceutske zajednice privlace
biljke koje predstavljaju potencijalni izvor jedinjenja sa Sirokim spektrom antimikrobnog i
antikacerskog delovanja, a medu njima je i vrsta J. communis.

1.8.2. Rod Juniperus

Rod Juniperus pripada porodici cempresa (Cupressaceae), sa brojnim vrstama koje su Siroko
rasprostranjene na severnoj hemisferi. Sa preko 70 vrsta i 40 varijeteta, predstavlja drugi po redu
najraznovrsniji rod Cetinara (Butkiene i sar., 2015). Medutim, razli¢iti autori prepoznaju razlicit broj
vrsta i varijeteta u okviru ovog roda (Adams, 2014; Farjon, 2001). Problemi vezani za taksonomsku
klasifikaciju i1 blizu determinaciju vrsta karakteristika su ovog roda. Stoga, postoji nekoliko
klasifikacija, a prema jednoj od savremenijih, rod Juniperus obuhvata tri podroda: Caryocedrus
(sadrzi 1 vrstu), Juniperus (sadrzi 10 vrsta) i Sabina (sadrzi 56 vrsta) (Adams, 2014). Zbog
varijabilnosti morfoloskih karakteristika i razlika u hemijskom sastavu etarskih ulja, preciznija
determinacija vrsta dugo nije bila moguéa. Tek sa koriS¢enjem razli¢itih molekularnih metoda
ukljucujuci PCR i metod nasumicnog umnozavanja polimorfne DNK (eng. Random Amplification
of Polymorphic DNA, RAPD) jasnija je diferencijacija podrodova, kao i nizih taksonomskih
kategorija (Lesjak, 2011).

Juniperus communis L. je verovatno najviSe analiziran i istovremeno najmanje razjasnjen
takson. U prilog ovoj cCinjenici svedo¢i preko 60 razlicitih sinonima i veliki broj razliCitih
klasifikacija u okviru iste vrste. Rajcevi¢ (2015) u svojoj studiji istiCe da je verovatno najSire
prihvaéena intraspecijska klasifikacija ona koja podrazumeva podelu taksona na varijetete.

Juniperus communis je zimzelena, viSegodiSnja biljka koja moZe doziveti starost i preko 600
godina. U narodu je poznatija pod imenom obic¢na kleka ili borovica. Ova vrsta je rasprostranjena
Sirom severne hemisfere, pri ¢emu njen areal obuhvata razliCite temperaturne zone. Naime, prostire
se od krajnjeg severa, pa sve do juznih delova Evrope, Azije i Severne Amerike. Zbog Siroke
geografske distribucije, ova vrsta je izlozena delovanju razli¢itih ekoloskih faktora. Zbog toga
postoji znacajna morfoloska varijabilnost izmedu varijeteta kao i razlika u hemijskom sastavu
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sekundarnih metabolita kleke (Adams, 2014). Takode, vrste J. communis najce$¢e rastu kao
pojedinacne jedinke i to u borovim ili mesovitim Sumama, medutim mogu formirati i Ciste zajednice
kleke. Najbolje rastu na osvetljenim povrSinama, ali rastu i u uslovima slabije osvetljenosti
(Navasaitis, 2004). Kleka ima zelene i osStre listove (iglice), koji se zadrzavaju na grani i do Cetiri
godine. To je dvodoma biljka - drvo visine do 10 m (muske biljke) ili Zbun visine 1-3 m (Zenske
biljke). Zenska biljka formira semeni zametak u prolece, medutim, $idarke sa semenima sazrevaju u
kasnu jesen naredne godine. Zbog toga se na istom drvetu mogu naci i zrele i zelene SiSarke.
Latinski naziv kleke ima veze sa pomenutom osobinom: juniora - mlada, parere - radati. Zenske
Sisarke su bobicaste (bobice), izgradene od socnih sraslih ljuspi na kojima se nalazi po jedno seme,
veli¢ine zrna graSka, okruglaste i mesnate (Cesto pogresno nazvane ,,plodom*, juniperi fructus).
Nezrele bobice su zelene boje, dok su zrele tamno plave do plavocrne, naj¢esée prevucene voStanim
slojem. Kleka raste veoma sporo. U periodu od pet do deset godina, biljka poraste izmedu 20-50 cm
u visinu (Loziené i Venskutonis, 2016).

Intraspecijska varijabilnost je karakteristika ove vrste, stoga se razlikuju dve podvrste: J.
communis subsp. communis i J. communis subsp. alpina (Suter) Celak (sin. J. communis subsp.
nana, J. communis var. saxatilis Pallas, J. sibirica Burgsd). Biljke koje pripadaju J. communis
subsp. communis su najcesée uspravni grmovi ili malo drvece sa dugim iglicama (duzine do 27 mm)
i sitnijim bobicama (u prec¢niku 5-8 mm). Rastu uglavnom na razli¢itim nadmorskim visinama
umerenog pojasa severne hemisfere. U okviru J. communis subsp. communis opisano je nekoliko
varijeteta: J. communis var. communis, zatim var. depressa, Pursh, var. nipponica (Maxim.) E.H.
Wilson (sin. J. rigida var. nipponica) i var. hemisphaerica (J. Presl i C. Presl) Parl. Navedene
jedinke rastu u Evropi i planinama vanevropskog Mediterana, ve¢em delu Azije (ukljucujuéi Japan)
i Severne Amerike, gde predstavljaju autohtone vrste. Sa druge strane, J. communis subsp. alpina su
polegli razgranati grmovi, sa kra¢im iglicama (duzine 3-8 mm) i krupnijim bobicama (u pre¢niku 7-
12 mm). StaniSta ovih biljaka su uglavnom u subarktickom regionu, kao i na ve¢im nadmorskim
visinama umerenog pojasa severne hemisfere. U okviru podvrste J. communis subsp. alpina, takode
je opisano nekoliko varijeteta: var. alpina, var. jackii Rehder i var. megistocarpa Fernald i H. St.
John, koje rastu na Grenlandu, u Evropi, Aziji, Severnoj Americi (zapadnim delovima SAD i
isto¢noj Kanadi) (Loziené i Venskutonis, 2016).

U Srbiji, kleka najviSe raste u brdovitim i planinskim predelima, pasnjacima, proredenim
Sumama i neobradenim povrSinama. NajceSe se srecu J. communis L. var. communis (obi¢na kleka)
iJ. communis L. var. saxatilis Pall. (kle¢ica, klekusa) (Rajcevi¢, 2015).

1.8.2.1. Bioloske aktivnosti J. communis

Zbog brojnih lekovitih svojstava, covek je kleku koristio jo§ od davnina. Stari narodi su
verovali u mo¢ ove biljke pa su je upotrebljavali u razli¢ite svrhe. Zbog jakog mirisa, grancice kleke
su palili da bi dezinfikovali prostorije, susili meso ili su ih stavljali u kosnice kako bi zastitili pcele
od bolesti. Bobice su koristili kao diuretik, abortivno sredstvo, zatim u lecenju dijabetesa, bubreznih
infekcija, kao i u leCenju crevnih infekcija izazvanih parazitima (Lozien¢ i Venskutonis, 2016).
Danas su u upotrebi uglavnom samo bobice, iz kojih se dobija etarsko ulje (1-1,5%), a zvani¢na
upotreba plodova i ulja kleke priznata je od strane Evropske farmakopeje. Etarska ulja imaju dobar
antibakterijski, antifungalni, antivirusni, antioksidativni i anti-inflamatorni potencijal, pa su nasli
primenu u savremenoj medicini za lecenje prehlade, bakterijskih i gljivi¢nih infekcija (Cabral i sar.,
2012; Carpenter i sar., 2012; Filipowicz i sar., 2003; Pepeljnjak i sar., 2005). Pored toga, literaturni
podaci ukazuju i na citotoksicni, antiproliferativni i antikancerski efekat razliCito pripremljenih
ekstrakata i derivata kleke (Benzina i sar., 2015; Cabral i sar., 2012; Tsai i sar., 2018; Yaglioglu i
Eser, 2017). Brojne bioloske aktivnosti J. communis su pregledno prikazane u Tabeli 2.

J. communis je jedina Cetinarska biljka koja se koristi u kulinarstvu, pri ¢emu se u ishrani
uglavnom koriste bobice, retko grancice (Loziené¢ i Venskutonis, 2016). Kleka je verovatno
najpoznatija po tome S$to se koristi u aromatizaciji alkoholnih pica, pre svega dzina. Dzin je nastao u
Holandiji, u 16. veku, gde se prvo koristio kao lek. Ime dzin poti¢e od francuske reci geniévre,
holandske jenever i italijanske ginepro, §to znaci - kleka. Osim dZina, u Francuskoj i skandinavskim
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zemljama, proizvodi se Genevrette, tradicionalno alkoholno pic¢e poput piva na bazi kleke (Vichi i
sar., 2005). U Poljskoj je poznato pivo Kozicowe, ali su se tamo bobice kleke povremeno koristile i
u proizvodnji poljskih vina i likera (Luczaj i Szymanski, 2007). U Estoniji se proizvodi sirup koji je
dostupan u prodavnicama zdrave hrane (Luczaj i sar., 2012). U Sloveniji je poznat Brinjevec, u
Slovackoj Borovicka, a u Srbiji Klekovaca, tradicionalne vrste rakije na bazi kleke. Osim u
proizvodnji alkoholnih pica, aromati¢ne bobice kleke imaju Siroku primenu i u kulinarstvu, u
pripremi jela od divljaci i drugih vrsta mesa. Kao prilog jelima, kleka se dodaje u razne soseve,
marinade ili nadeve. Koristi se kao zac¢in u pripremi tradicionalnih jela Poljske, kiselog kupusa tzv.
bigos i kobasica kiethasa jalowcowa (Luczaj i Szymanski, 2007).

Kleka se Siroko primenjuje i u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. Aromati¢na svojstva
bobica zavise od koli¢ine i sastava etarskog ulja. Zanimljivo je to da je koli¢ina ulja u nezrelim
bobicama veca (do 4,2 %) od koli¢ine ulja u zrelim (do 1,1 %, Butkiené i sar., 2006; LozZiené i
Labokas, 2012). Bez obzira §to je kolicina ulja razlic¢ita, postoje dokazi da je kvalitativni sastav ulja
nezrelih i zrelih bobica sa istog grma slican (LoZiené i sar., 2010). Monoterpeni i seskviterpeni
predstavljaju dve dominantne grupe terpenskih jedinjenja u sastavu ulja, medutim, Cesto postoji
razlika u njihovoj procentualnoj zastupljenosti (Butkiené i sar., 2009). Jaka i prepoznatljiva aroma
ulja upravo potice od terpena koja se nalaze u njegovom sastavu (Vaiciulyté i Lozien¢, 2013). lako
je koli¢ina ulja u iglicama (do 0,9 %) znafajno manja nego u bobicama, njihov hemijski sastav u
pogledu dominantnih komponenti je veoma sli¢an (Butkiené¢ i sar., 2006; Loziené i Labokas, 2012).
Takode, hiralnost jedinjenja koja ulaze u sastav ulja kleke utice na razlike u pogledu ukusa i mirisa
kleke (Vaiciulyté i Loziené, 2013). U vezi s tim, jedna od najznacajnijih komponenti u sastavu ulja
kleke je a-pinen, prisutan u dve konformacione forme, a prisustvo jedne ili druge direktno uti¢e na
autenti¢nost mirisa. Dok jedna forma sadrzi mirisne note mente, druga daje karakteristicnu aromu
bora (Zawirska-Wojtasiak, 2006).

Tabela 2. Bioloske aktivnosti J. communis

Bioloska svojstva Izvor

Carpenter i sar., 2012; Fernandez i sar., 2016; Georgieva i
sar., 2014; Glisi¢ i sar., 2007; Gordien i sar., 2009; Lesjak,

Antibakterijska aktivnost 2011; Martz i sar., 2009; Miceli i sar., 2020; Pepeljnjak i sar.,
2005; Sati i Joshi, 2010; Taviano i sar., 2013; Tserennadmid i
sar., 2011
Antifungalna aktivnost Cabral i sar., 2012; Miceli i sar., 2020; Pepeljnjak i sar., 2005
Elmastas i sar., 2006; Gumral i sar., 2015; Hoferl i sar., 2014;
Antioksidativna aktivnost Lesjak, 2011; Miceli i sar., 2020; Soji¢ i sar., 2017; Taviano i
sar., 2011; Wei i Shibamoto, 2007; Yaglioglu i sar., 2017
Anti-inflamatorna aktivnost Akkol i sar., 2009; Han i Parker, 2017; Modnicki i sar., 2009
Citotoksi¢na aktivnost Cabral 1 sar., 2012; Lantto i sar., 2009
Antiproliferativna aktivnost Fernandez i sar., 2016; Yaglioglu i Eser, 2017
. . Benzina i sar., 2015; Lantto i sar., 2016; Na i sar., 2001; Tsai 1
Antikancerska aktivnost
sar., 2018
Hepatoprotektiva aktivnost Bais i sar., 2014
Neuroprotektivna aktivnost Bais i sar., 2014; 2015
Analgetska aktivnost Banerjee i sar., 2012

Imajuéi u vidu sve navedeno, u ovoj studiji ispitana su bioloska svojstva vrste Juniperus
communis L. lako su ranija istrazivanja pokazala da etarska ulja i ekstrakti biljaka iz roda
Juniperus, ukljucujuéi i J. communis, imaju antioksidativna, antimikrobna i citotoksi¢na svojstva,
¢injenica je da su literaturni podaci o ovoj temi i dalje fragmentarni, Sto se naroCito odnosi na
varijetete zastupljene u flori Srbije. Zbog toga je od posebnog znacaja to $to je velikim delom ovo
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istrazivanje obuhvatilo varijetet saxatilis Pall. (syn. J. communis subsp. alpina (Suter) Celak, J.
sibirica Burgsdorf, J. nana Willd, J. intermedia Schur.) koji raste na podrucju Stare planine (Slika
6). Ispitivanje bioloskih aktivnosti (antioksidativnih, antimikrobnih i citotoksi¢nih svojstava) do
sada nedovoljno ispitane biljne vrste/varijeteta sa naSeg podrucja, moze biti od izuzetnog nau¢nog i
prakti¢nog znacaja.

S obzirom da je kleka zacCinska biljka, te da se koristi u prehrambenoj industriji, smatrali
smo zanimljivim da se fokusiramo na ispitivanje njenog antimikrobnog potencijala prema
kontaminentima hrane. Znac¢aj ovakvog istraZivanja lezi u ¢injenici da je hrana bogata nutrijentima i
izrazito podlozna kvarenju. Poseban problem predstavlja kontaminacija hrane patogenim
mikroorganizmima, zbog ¢ega se mikrobiolosko zagadenje smatra jednim od krucijalnih pitanja
bezbednosti hrane (Bintsis, 2018).

Slika 6. Juniperus communis L. var. saxatilis Pall.
(preuzeto iz Rajcevi¢, 2015; foto: dr Nemanja Rajcevic)

1.9. Mikroorganizmi kontaminenti hrane

Kontaminenti zivotnih namirnica, patogeni ali i uzro¢nici njihovog kvarenja, mogu biti
bakterije, gljive i virusi, a u okviru ove doktorske disertacije analiziran je antifungalni i
antibakterijski potencijal kleke prema odabranim rodovima/vrstama gljiva i bakterija ¢iji se
predstavnici ¢esto mogu naci na/u razli¢itim prehrambenim proizvodima.

1.9.1. Gljive kao kontaminenti hrane

Vrste roda Aspergillus su saprofitne gljive kosmopolitski rasprostranjene, sa vrstama koje
imaju veliki znacaj u prehrambenoj industriji, pre svega zbog proizvodnje mikotoksina koji se
smatraju veoma vaznim kontaminentima razli¢itih namirnica. Mikotoksini predstavljaju sekundarne
metabolite gljiva koji se sintetiSu u nepovoljnim uslovima rasta. UnoSenje hrane kontaminirane
mikotoksinima moze dovesti do mikotoksikoza. Predstavnici nekih vrsta su biljni i/ili Zivotinjski
patogeni. Izazivaci su bolesti aspergiloze kod ¢oveka i zivotinja, narocito ptica. Oslabljeni imunski
sistem glavni je preduslov za razvoj sistemske infekcije kod ljudi. U najznacéajnije predstavnike
roda Aspergillus ubrajaju se Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger i
Aspergillus versicolor (Bennett, 2010).
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A. fumigatus je vrsta koja ima klju¢nu ulogu u recikliranju ugljenika i azota. Ima visok
kapacitet sporulacije, §to dovodi do sveprisutnosti konidija u razli¢itim stanistima. Ova gljiva ranije
nije izazivala Stetne efekte, medutim, sada predstavlja najrasprostranjenijeg patogena u vazduhu,
koji uzrokuje teske invazivne infekcije, Cesto fatalne kod imunokompromitovanih osoba. Uprkos
dramati¢nom porastu incidence invazivne aspergiloze, patogenost ove gljive jo§ uvek nije u
potpunosti jasna (Latgé, 2001). 4. ochraceus produkuje ohratoksin A, mikotoksin koji najcesce
kontaminira razli¢ite namirnice, ukljucujuéi zitarice, zaCine, suseno voce, kafu, ali se javlja i u
pi¢ima, kao $to su mleko, vino i pivo. Pokazano je da ovaj mikotoksin ima nefrotoksi¢no,
imunotoksi¢no, genotoksi¢no i teratogeno svojstvo prema nekoliko zivotinjskih vrsta, te je svrstan
u grupu potencijalnih kancerogena (Patifio i sar., 2005). 4. niger predstavlja jednog od najvaznijih
mikroorganizama koji je nasao Siroku primenu u biotehnologiji. Limunska kiselina i ekstracelularni
enzimi, poput pektinaze, proteaze i amiloglukozidaze, proizvodi su plesni A.niger. Pored toga, ova
gljiva se koristi u biotransformaciji terpenoida, a takode ubrzava i razgradnju otpada. U poredenju
sa ostalim filamentoznim gljivama, A. niger ne izaziva ozbiljne infekcije; jedino su u tropskim
krajevima zabeleZene infekcije uva (otomikoze). Od brojnih sekundarnih metabolita koje ova gljiva
proizvodi, znacajan je ohratoksin A (Schuster i sar., 2002). A. versicolor je jedna od najvaznijih
gljiva iz roda Aspergillus, koja izaziva kvarenje hrane. Najce$¢i je kontaminent Zitarica, uljarica,
orasastih plodova, mahunarki, ali je pronadena i u preradevinama od mesa i mleka. 4. versicolor je
glavni producent sterigmatocina, potvrdenog karcinogena, koji se javlja u zitaricama i siru, a moze
izazvati 1 akutno trovanje hranom. Mikotoksin sterigmatocin predstavlja biohemijski prekursor
aflatoksina, iako vrste A. versicolor ne produkuju aflatoksin (Engelhart i sar., 2002).

Vrste roda Penicillium su Siroko rasprostranjene oportunisticke gljive, preteZzno saprofitske.
Predstavljaju najcesce uzrocnike kvarenja voca i povréa, dok su sa druge strane brojne vrste korisne
za ¢oveka. Na primer, vrste Penicillium roqueforti i P. camembertii znaCajne su u proizvodnji
pojedinih vrsta sireva. Medutim, ovaj rod je posebno poznat po proizvodnji prvog otkrivenog
antibiotika - penicilina, najvaznijeg jedinjenja do sada izolovanog iz gljiva. Otkri¢e penicilina
iniciralo je dalje proucavanje metabolita gljiva, a kasnije i proizvodnju hemijski modifikovanih
antibiotika. Prvootkriveni producent penicilina bila je vrsta P. notatum, medutim, kasnije je
otkriveno da ovaj antibiotik u znacajno ve¢im koli¢inama produkuje P. chrysogenum. Vrste ovog
roda predstavljaju i dobre proizvodace ekstracelularnih enzima kao $to su lipaze, proteaze, celulaze
i ksilanaze (Li i Zong, 2010). Veliki potencijal za proizvodnju celulaze i ksilanaze ima P.
funiculosum. To je biljni patogen, izaziva¢ trulezi ananasa. Funikulozin je antibiotik originalno
izolovan iz ove gljive (Maeda i sar., 2013). P. ochrochloron se najcesce izoluje iz zemljista ili sa
voca poput jabuke; produkuje mikotoksin, penitrem A. Pokazano je da ova gljiva vrsi detoksikaciju
organskih boja poput malahit-zelenog, kao i preradu otpadnih voda poreklom iz tekstilne industrije
(Shedbalkar i Jadhav, 2011). P. verrucosum var. cyclopium se Cesto izoluje sa namirnica, posebno
sireva i zitarica. VlaZzna sredina doprinosi razvoju ove gljive, pa se Cesto moze izolovati sa zrna
kukuruza ili neke druge Zitarice, neadekvatno skladistene. Mikotoksini ohratoksin A 1 citrin,
izolovani iz vrste P. verrucosum, pripadaju grupi nefrotoksina i izazivaju oboljenja bubrega
(Frisvad 1 sar., 2004).

Vrste roda Trichoderma su veoma raznovrsne kosmopolitski rasprostranjene filamentozne

......

dreveta ili povrSina drugih gljiva. Vrste ovog roda su poznati bioloski agensi kori§¢eni u kontroli
razli¢itih biljnih patogena. Vrste roda Trichoderma produkuju enzime koji razlazu éelijski zid
gljiva, Sto im omogucéava parazitski nacin zivota, mikoparazitizam. Trichoderma viride ima
antagonistiCko dejstvo prema brojnim fitopatogenim gljivama iz rodova Rhizoctonia, Pythium,
Armillaria i Fusarium (Sharma, 2011).

Rod Candida pripada familiji kvasnica, Saccharomycetaceae, sa preko 200 razlicitih vrsta,
medu kojima se C. albicans smatra najznacajnijim patogenom. To je polimorfna gljiva koja
normalno ulazi u sastav mikrobioma coveka i nekih Zivotinja, gde pretezno kolonizuje njihov
gastrointestinalni, respiratorni i urogenitalni trakt. Kod zdravih osoba, C. albicans moze boraviti
kao dozivotni komensalni mikroorganizam na mukoznim membranana i kozi, ne izazivajuci
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nikakve tegobe. Medutim, pod odredenim okolnostima ova kvasnica moZze izazvati razliite
infekcije, kako povrSinske (oralne i vaginalne kandidijaze), tako i invazivne sistemske. Ovakva
stanja su naroCito opasna kod osoba sa oslabljenim imunskim sistemom (oboleli od HIV-a,
malignih oboljenja ili pacijenti sa obavljenom transplantacijom) i karakteriSe ih visoka stopa
smrtnosti. Patogeni potencijal C. albicans, odnosno sposobnost da izazove bolest, omogucen je
razli¢itim faktorima virulencije. U faktore virulencije spadaju morfoloski prelazak iz kvasolike u
hifalnu formu, sekrecija hidrolitickih enzima, ekspresija proteina neophodnih za proces adhezije i
invazije na/u ¢elije domacina, sposobnost formiranja biofilma, fenotipska tranzicija (sposobnost
spontane, reverzibilne promene morfologije kolonija), tigmotropizam (promena pravca rasta u
zavisnosti od sredinskih stimulusa) i razne druge osobine koje joj obezbeduju prezivljavanje u
promenljivim uslovima sredine (Mayer i sar., 2013). Kao odgovor na neadekvatnu i nekontrolisanu
upotrebu azolnih lekova u lecenju kandidijaza, sve je ¢eS¢a pojava rezistentnih sojeva C. albicans,
te stoga njeno efikasno suzbijanje trenutno predstavlja izazov za klinicku praksu.

1.9.2. Patogene bakterije prenosive hranom

Bakterije prenosive hranom mogu biti znacajni humani patogeni, a pripadaju i gram-
pozitivnim 1 gram-negativhim vrstama. Gram-pozitivne bakterije obuhvataju rodove
Staphylococcus, Enterococcus 1 Listeria, dok grupi gram-negativnih bakterija pripadaju rodovi
Escherichia, Shigella, Salmonella 1 Pseudomonas. U najznacajnije patogene, izazivace bolesti
prenosivih hranom, ubrajaju se Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Shigella flexneri
i Escherichia coli.

1.9.2.1. Gram-pozitivne bakterije

Rod Staphylococcus obuhvata fakultativno anaerobne, katalaza pozitivne, nepokretne
bakterije koje ne stvaraju endospore. Loptastog su oblika i formiraju grozdaste strukture, po ¢emu
su i dobile ime stafilokoke (gré. staphylon-grozd; coccus-zrmo). Predstavnici ovog roda mogu biti
striktni ili oportunisticki patogeni. Brzo razvijanje rezistencije prema svim antibioticima
karakteristika je ovog roda. Staphylococcus aureus, zlatni stafilokok, je komensal koji se prirodno
nalazi na povrSini koze Coveka, a moze se na¢i i na mukoznim membranama nosa, zdrela ili
digestivnog trakta. Medutim, u uslovima oslabljenog imuniteta dovodi do razvoja infekcija, te se
zbog toga smatra oportunistickim patogenom. Veliki rizik od infekcije predstavlja upotreba
biomaterijala i drugih medicinskih sredstava na koje se ova bakterija uspesno adherira. S. aureus
najcesce izaziva kozne infekcije i infekcije respiratornog trakta, sa tezim oblicima upale plu¢a kod
hospitalizovanih bolesnika i male dece. Cesto je prisutan u prehrambenim proizvodima gde
najverovatnije dospeva preko kontaminiranih ruku, pri ¢emu moze izazvati trovanje hranom. S.
aureus produkuje razlicite toksine, ukljuc¢ujuc¢i hemolizine a, B, y i 6, enterotoksine A, B, C, D, E,
eksfolijatin 1 stafilokokni toksin 1 sindroma toksi¢nog Soka (Otto, 2014; Rode i sar., 2007).
Meticilin-rezistentni S. aureus (eng. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus, MRSA) je glavni
uzro¢nik bolnic¢kih infekcija. Njegovo suzbijanje postaje sve teze i komplikovanije, zbog razvoja
rezistencije prema svim postoje¢im grupama antibiotika (Enright i sar., 2002).

Rodu Enterococcus pripadaju nepokretne, gram-pozitivne koke, koje ne stvaraju endospore.
Celije mogu biti pojedinaéne ili u formi kratkih lanaca. To su fakultativni anaerobi i karakterige ih
visoka tolerancija na stresne uslove sredine. Enterokoke su Cesti uzrocnici bolnickih infekcija, pri
cemu velike potesko¢e u njihovom leenju nastaju zbog cCeste pojave rezistentnih sojeva.
Najznacajniji medu njima su vankomicin-rezistentni sojevi (eng. Vancomycin-Resistant
Enterococci, VRE). E. faecalis, fekalni enterokok, je oportunisticki patogen, normalno prisutan u
crevnoj flori zivotinja i ¢oveka. Uzro¢nik je razlicitih infekcija kod ljudi, ukljucujuéi bakteremije,
septikemije, endokarditis, infekcije urinarnog trakta, infekcije rana, neonatalnu sepsu i meningitis
(Kafil i sar.,, 2014). Iako se pojedini sojevi E. faecalis koriste u prehrambenoj industriji u
proizvodnji sireva, znacaj enterokoka u proizvodnji bezbedne hrane je diskutabilan. Naime, ove
bakterije imaju sposobnost sinteze bakteriocina enterocina, koji snazno inhibira rast patogena,
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uzrocnika bolesti koje se prenose hranom. Medutim, s druge strane ove bakterije produkuju biogene
amine i prenose gene rezistencije na antibiotike u toj istoj hrani (Lopes i sar., 2006). Zatim, izrazito
virulentni sojevi E. faecalis produkuju toksin citolizin, koji lizira bakterijske ali i eukariotske ¢elije
(Van Tyne i sar., 2013). Uz to, prisustvo litickih enzima E. faecalis zelatinaze i hijaluronidaze,
svojevrsnih faktora virulencije, povezuje se sa razvojem zapaljenskog oboljenja creva (eng.
inflammatory bowel disease, Golinska i sar., 2013).

Rod Listeria obuhvata fakultativnho anaerobne, pokretne, Stapicaste bakterije koje ne
formiraju endospore. Vrste ovog roda su izolovane iz najrazlicitih staniSta, poput zemljiSta, vode,
otpadnih voda, fecesa ljudi i zivotinja, ali i iz hrane. Trenutno je poznato Sest vrsta, od kojih su dve
potencijalno patogene. L. monocytogenes je patogena za zivotinje i Coveka, uzroc¢nik je bolesti
listerioze, a u organizam domacina dospeva najcesc¢e preko kontaminirane hrane. Listerioza ljudi
nije tako Cesta, ali kada se dogodi zahteva bolnicko leCenje 1 neretko se zavrSava smréu, zbog Cega
se ova bakterija svrstava u najznacajnije patogene coveka. Problem L. monocytogenes lezi u
¢injenici da je ona veoma otporna prema razliitim stresornim faktorima spoljasnje sredine, pa se
cesto srec¢e u proizvodnim pogonima hrane. Stoga, produkcija zdravstveno bezbedne hrane zahteva
stalnu kontrolu L. monocytogenes u svim fazama proizvodnje (Vazquez-Boland i sar., 2001). U
najznacajnije faktore virulencije ubrajaju se povrsinski proteini (internalin A i B), hemolizini (8
hemolizin i toksin listeriozin O), Act A protein, dve fosfolipaze, metaloproteaza i dr (Dhama i sar.,
2015).

1.9.2.2. Gram-negativne bakterije

Rod Escherichia obuhvata fakultativno anaerobne, gram-negativne, Stapicaste bakterije.
Vecéina je pokretna, ne stvara endospore, dok neki sojevi poseduju kapsulu. Rod Escherichia
pripada velikoj familiji Enterobacteriaceae, Cije vrste dominantno naseljavaju crevo coveka i
zivotinja. E. coli, kao najznacajniji predstavnik, vazan je ¢lan normalne crevne mikroflore coveka i
drugih sisara. Indikator je fekalnog zagadenja vode i potencijalnog prisustva patogena. Osim toga,
E. coli je najcesce koriS¢ena bakterija u tehnologiji rekombinantne DNK kao domacin za kloniranje
gena. Medutim, ova bakterija je mnogo viSe od najizucavanijeg laboratorijskog mikroorganizma i
bezopasnog intestinalnog stanovnika, naprotiv, E.coli moze biti veoma patogena i ¢esto smrtonosna.
Postoji nekoliko grupa patogenih sojeva (serotipova) E. coli, koje izazivaju razli¢ite infekcije kod
ljudi. Najces¢i su uzrocnici crevnih infekcija, ali i nekih drugih, poput infekcija urinarnog trakta,
respiratornih infekcija, perikarditisa, meningitisa ili sepse. Enterohemoragicna E. coli predstavlja
najznacajnijeg kontaminenta razliCitih Zivotnih namirnica i izazivaca bolesti prenosivih hranom.
Produkcija enterotoksina (verotoksin) i postojanje antigena O (lipopolisaharidni antigen), H
(flagelarni antigen) i K (kapsularni antigen), vazni su faktori virulencije E. coli (Kaper i sar., 2004).

U rod Shigella takode spadaju gram-negativni, fakultativno anaerobni Stapici koji pripadaju
familiji Enterobacteriaceae. KarakteriSe ih velika geneticka srodnost sa vrstama roda Escherichia.
Pripadnici Shigella nisu pokretni, ali su svi patogeni za ¢oveka. Rod je podeljen na 4 vrste, a svaka
vrsta na serotipove, zasnovane na biohemijskim razlikama i varijacijama njihovog O-antigena. S.
flexneri ima 13 serotipova, a u organizam domacina dospeva fekalno-oralnom kontaminacijom. Ona
vr$i invaziju epitela debelog creva, gde izaziva akutno zapaljenje sluzokoze, karakteristicno za
Sigelozu (bakterijska dizenterija). Neadekvatno lecenje Sigeloze moze prouzrokovati komplikacije
poput septikemije, upale pluca, a kao jednu od najozbiljnih komplikacija, hemoliticki uremijski
sindrom. U lo$im higijenskim uslovima moze do¢i do kontaminacije vode i hrane; stoga je vazno da
se redovnom higijenom, uz odgovarajucu pripremu i adekvatno skladiStenje hrane, smanji stepen
kontaminacije izazvane S. flexneri. U najznacajnije faktore virulencije ubraja se Siga-toksin, veoma
slican verotoksinu kod E. coli (Jennison i Verma, 2004).

Bakterije roda Salmonella pripadaju familiji enterobakterija. To su gram-negativni,
nesporogeni Stapi¢i, koji su uglavnom pokretni i vrSe produkciju enterotoksina. Rod Salmonella
trenutno je podeljen na dve vrste, Salmonella enterica i Salmonella bongori, sa brojnim podvrstama
i serovarijetetima (serotipovima). Salmonella spp. spada u najznacajnije patogene bakterije,
uzrocnike bolesti prenosivih hranom. Kao posledica trovanja hranom, javljaju se salmoneloze, koje
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se razli¢ito manifestuju, pocev od akutnih enterokolitisa do tifusne groznice. Serotipovi Salmonella

-----

izazvana i drugim, manje poznatim serotipovima, §to naglaSava potrebu za njihovom kontrolom.
Izvor Salmonella spp. za ljude uglavnom su zivotinje i proizvodi animalnog porekla (Sanchez-
Vargas i sar., 2011).

Rod Pseudomonas obuhvata aerobne, Stapicaste, asporogene, uglavnom pokretne,
oportunisti¢ke patogene. Siroko su rasprostranjene, najéesc¢e u sredinama kao $to su zemljiste, voda,
vazduh, ali i u svezoj hrani biljnog i zivotinjskog porekla. Neke vrste predstavljaju patogene za
coveka, a neke za biljke ili zivotinje. P. aeruginosa je jedan od najces¢ih uzro¢nika bolnickih
infekcija, kao §to su infekcije urinarnog i respiratornog trakta, koze i mekih tkiva. Narocito veliki
rizik od infekcije ovim patogenom imaju osobe sa oslabljenim imunskim sistemom ili oboleli od
cisticne fibroze. KarakteriSe ga postojanje rezistencije na veliki broj antibiotika i velika otpornost na
spoljasnje uslove sredine. P. aeruginosa je psihrotolerant, tako da i na niskim temperaturama
izaziva kvarenje hrane. Produkuje razli¢ite vrste toksina, medu kojima su najznacajniji egzotoksin
A, fosfolipaze, proteaze, hemolizin i endotoksin (Lyczak i sar., 2000; Gram i sar., 2002).
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Ciljevi istrazZivanja

2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Razvoj rezistentnosti patogenih bakterija i ¢elija kancera na dostupne lekove, usled neadekvatne
i prekomerne primene ovih supstanci, predstavlja veliki problem danasSnjice i stimuli$e potragu za
novim bioloski aktivnim supstancama i novim strategijama njihove primene. U skladu sa
navedenim, za predmet ove doktorske disertacije odabrana je biljka Juniperus communis, a osnovni
ciljevi istrazivanja bili su:
1) Hemijska karakterizacija i odredivanje antioksidativnog potencijala derivata biljke Juniperus
communis L. i to njenih etarskih ulja i postdestilacionog ostatka, a dodatno i karakterizacija
etarskog ulja biljke Satureja montana, koris¢enog kao pozitivna kontrola u pojedinim fazama

istrazivanja;

2) Analiza antimikrobnog potencijala derivata J. communis, pojedina¢no i u kombinaciji sa drugim
odabranim antimikrobnim agensima, sa posebnim osvrtom na moguénost primene u hrani, gde
bi se koristili kao prirodni konzervansi;

3) Analiza citotoksi¢nog potencijala derivata J. communis, pojedinacno i u kombinaciji sa
konvencionalnim citostaticima.

Za realizaciju glavnih ciljeva definisani su brojni konkretni zadaci koji ukljucuju:

» Pripremu biljnog materijala za testiranje:

sakupljanje kleke J. communis var. saxatilis 1 destilaciju etarskog ulja iz Zenskih
Sisarica (oznaka ulja Jc-EU-P);

sakupljanje postdestilacionog ostatka (PDO), koji je preostao nakon destilacije
etarskog ulja Jc-EU-P;

komercijalno pribavljanje etarskih ulja proizvedenih iz Zenskih SiSarica kleke (J.
communis, oznaka ulja Jc-EU-K) i herbe Cubra (Satureja montana, oznaka ulja
Sm-EU);

» Hemijsku karakterizaciju biljnih derivata:

etarskih ulja Jc-EU-P, Jc-EU-K i Sm-EU, primenom GC-MS analize;
PDO, primenom LC-MS/MS analize kao i odredivanjem ukupnih flavonoida;

» Odredivanje antioksidativnog potencijala derivata J. communis (Jc-EU-P 1 PDO) primenom
DPPH, TBA i FRAP testova;

» Ispitivanje antibakterijskog i antifungalnog efekta derivata J. communis (Jc-EU-P i PDO)
prema odabranim sojevima bakterija i gljiva:

odredivanje minimalnih inhibitornih i baktericidnih/fungicidnih koncentracija
primenom mikrodilucione metode;

ispitivanje  antimikrobnog efekta binarnih kombinacija sa odabranim
konvencionalnim antibioticima i analiza tipa interakcije test supstanci primenom
metode Sahovske table;

procena selektivnosti utvrdenog antimikrobnog potencijala na osnovu poredenja
efektivnosti agenasa prema testiranim mikroorganizmima i humanim ¢elijskim
linijjama;

utvrdivanje efekta na adheziju enteropatogena na humane ¢elije kolona u kulturi;

» Ispitivanje moguénosti primene etarskog ulja J. communis (Jc-EU-K) u hrani, samog i u
kombinaciji sa etarskim uljem Satureja montana (Sm-EU), odabranim kao model prirodnog
konzervansa, kroz antimikrobne testove sprovedene in vitro i in situ na mesu:

odredivanje minimalnih inhibitornih i baktericidnih koncentracija, analiza tipa
interakcije test supstanci u kombinacijama i prac¢enje dinamike inhibicije rasta
primenom mikrodilucionih metoda i testa vremenski zavisne inhibicije rasta u in
vitro uslovima;

pracenje dinamike rasta kontaminenata na odabranom matriksu hrane in situ
primenom testa vremenski zavisne inhibicije rasta;
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» Ispitivanje citotoksi¢nog efekta derivata J. communis (Jc-EU-P 1 PDO) prema odabranim
humanim ¢elijskim linijama:

analiza dinamike prezivljavanja celija u funkciji rastu¢ih koncentracija test
supstanci i odredivanje ,,poluletalnih* ICs, koncentracija primenom MTT testa;
procena selektivne toksi¢nosti poredenjem efektivnosti agenasa na kancerskim i
normalnim ¢elijama;

analiza tipa interakcije binarnih kombinacija derivata J. communis sa odabranim
konvencionalnim  citostaticima,  primenom  metode  izobolograma i
kvantifikacijom kombinatornih indeksa;

utvrdivanje potencijala test supstanci da indukuju apoptozu i zaustavljaju
proliferaciju ¢elija primenom citometrijske analize;

utvrdivanje nivoa genotoksicnosti derivata J. communis primenom alkalnog
komet testa.
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3. MATERIJAL 1 METODE

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Biljni materijal

Biljni material (zenske $iSarke kleke) je sakupljen u julu 2011. godine, na Staroj Planini,
Srbija. Primerak biljnog materijala (Juniperus communis L. var. saxatilis Pall.) je pripremljen,
identifikovan od strane dr Nemanje RajCevic¢a i deponovan u Herbarijumu Instituta za botaniku i
Botanicke baste "Jevremovac" Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (BEOU Herbarium). U
Tabeli 3. prikazani su podaci o biljnom materijalu koriS¢enom u ovom istrazivanju.

Tabela 3. Osnovni podaci o ispitivanoj vrsti roda Juniperus

Broj vaucera Vrsta Lokalitet Datum
Juniperus communis L Babin Zub,
16693 Peris ;o Stara Planina, Srbija jul, 2011

var. saxatilis Pall. UTM 34T FP 2 30

Hidrodestilacijom biljnog materijala po Klevendzeru proizvedeno je etarsko ulje (oznaka
ulja Jc-EU-P), pri ¢emu je ostvareni prinos iznosio 0,94 % suvog biljnog materijala, a specificna
tezina proizvedenog ulja bila je 900 mg/mL. Materijal preostao nakon destilacije je sakupljen i
uparen, u cilju pripreme test supstance oznacene kao postdestilacioni ostatak (PDO).

3.1.2. Etarska ulja

U cilju istrazivanja antibakterijskog efekta i potencijala primene etarskog ulja kleke u
prehrambene svrhe, koris¢eno je i komercijalno kupljeno, 100 % cisto etarsko ulje kleke: ,,Borovica
bobice (Juniperus communis)“, zemlja porekla Hrvatska; prozvoda¢ Ayus GmbH — Nemacka. Uz to,
kao svojevrsna kontrola etarskog ulja koje se ve¢ koristi kao aditiv hrani, kao i za ispitivanje
kombinacija etarskih ulja, koriS¢eno je i komercijalno nabavljeno ulje Cubra (vrijesak, vrisak):
LPrimorski vrisak (Satureja montana)“, zemlja porekla Albanija, proizvoda¢ Pranarom
International — Belgija.

3.1.3. Bioloski materijal

3.1.3.1. Mikroorganizmi

Odabrani sojevi bakterija i gljiva koriS¢eni u ovom radu prikazani su u Tabeli 4. ATCC
(eng. American Type Culture Collection; Manassas, VA, USA) sojevi bakterija i C. albicans deo su
laboratorijske kolekcije Katedre za mikrobiologiju Bioloskog fakulteta, dok su svi sojevi gljiva
deponovani u Laboratoriji za Mikologiju, Odeljenja za biljnu fiziologiju, Univerziteta u Beogradu —
Instituta za Bioloska istrazivanja "Sinisa Stankovic”.

Za ispitivanje antibakterijskog potencijala in situ koriS¢ena su tri divlja primoizolata L.
monocytogenes. Sojevi su dobijeni sa Odeljenja za mikrobioloska i molekularno- bioloska
istrazivanja, Instituta za higijenu i tehnologiju mesa (INMES), Beograd i deo su njihove
laboratorijske kolekcije.
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Tabela 4. Sojevi mikroorganizama

Bakterije Izvor

Staphilococcus aureus ATCC 25923 ATCC kolekcija
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ATCC kolekcija
Escherichia coli ATCC 8739 ATCC kolekcija
Shigella flexneri ATCC 9199 ATCC kolekcija
Salmonella enteritidis ATCC 13076 ATCC kolekcija
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 ATCC kolekcija
Listeria monocytogenes ATCC 19111 ATCC kolekcija

Listeria monocytogenes serotip 1/2a (LMB)
Listeria monocytogenes serotip 1/2c (LMS)
Listeria monocytogenes serotip 4b (LMT)

izolat sa trupa goveceta
izolat sa povrsine lososa
izolat iz tunela za odvodnjavanje klanice

Mikromicete Izvor
Aspergillus fumigatus klinicki izolat
Aspergillus versicolor ATCC 11730 ATCC kolekcija
Aspergillus ochraceus ATCC 12066 ATCC kolekcija
Aspergillus niger ATCC 6275 ATCC kolekcija
Trichoderma viride TAM 5061 IAM kolekcija
Penicillium funiculosum ATCC 36839 ATCC kolekcija
Penicillium ochrochloron ATCC 9112 ATCC kolekcija
Penicillium verrucosum var. cyclopium izolat iz hrane
Candida albicans ATCC 10231 ATCC kolekcija

3.1.3.2. Celijske linije

Celijske linije koriséene u ovom radu su prikazane u Tabeli 5. Celijske linije ATCC
kolekcije (eng. American Type Culture Collection; Manassas, VA, SAD) i ECACC kolekcije (eng.
The European Collection of Authenticated Cell Cultures; Salisbury, UK) dobijene su sa
Onkoloskog Instituta Vojvodine (Sremska Kamenica), sa Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije
(Beograd) i sa Instituta za biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta u
Kragujevcu.

Tabela 5. Celijske linije

Celijske linije Naziv Izvor
MRC-5 (ECACC 84101801) Fetalni fibroblasti pluca Institut za onkologiju Vojvodine, Sremska
Kamenica
A549 (ATCC CCL-185) Humane epitelne celije Institut za onkologiju i radiologiju Srbije,
adenokarcinoma pluca Beograd

HT-29 (ECACC 91072201)  Humane epitelne Celije Institut za onkologiju Vojvodine, Sremska
kolorektalnog adenokarcinoma Kamenica

HCT116 (ATCC CCL-247)  Humane epitelne Celije Institut za biologiju i ekologiju, Prirodno-
kolorektalnog adenokarcinoma  matematicki fakultet, Univerzitet u Kragujevcu
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3.1.4. Rastvori i reagensi korSéeni u hemijskim testovima

DPPH reagens (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, CAS. No. 1898-66-4) Fluka Chemie GmbH (Buchs,
Switzerland). Rastvaran je u metanolu (MeOH), u koncentraciji 67,2 pmol/L (26,4 pg/mL). Rastvor
DPPH reagensa je koriS¢en za ispitivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala (DPPH test).

TBA reagens (3,75 mg/mL TBA + 1,3 % (v/v) HCIO4 + 150 mg/mL TCA), koriS¢en u TBA testu

TBA (CAS. No. 504-17-6), Fluka Chemie GmbH (Buchs, Switzerland............................ 375¢
TCA (CAS. No. 76-03-9) Sigma Aldrich (St.Louis, MO, USA)......c.ocoiiiiiiiiiiiiiiiiieeneen, S0g
HCI104 (CAS. No. 7601-90-3) Sigma Aldrich (St.Louis, MO, USA) .........covviiiiiiiiiin. 13 mL
AH2O s 1000 mL
L-a-fosfatidilholin (10%)

L-a-fosfatidilholin (CAS No. 8002-43-5) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)..................... lg
AH O o 10 mL
0,075 mol/L. FeSOy4

FESO4X THoO oo 0,2085¢g
AH O . e 10 mL
0,34 mol/L askorbinska Kkiselina

Askorbinska KiSelina...........o i 0,0615 g
AH O o 100 mL
0,067 mol/L fosfatni pufer (pH 7,4)

KH P O e 1,7506 g
NAZHP O . e 7,6851 g
AH O e e 1000 mL
0,1 mol/L EDTA (etilendiamintetrasiréetna kiselina)

EDTA (CAS. No.6381-92-6) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).......cceviiiiiiiiiiiinann, 1,86 g
AH O e 50 mL
10 mmol/L 2,4,5-tripiridil-s-triazin (TPTZ) u 40 mmol/L. HCI, koris¢en u FRAP testu

TPTZ (CAS. No. 3682-35-7) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).........c.cccevviiiininnnnn. 0,0156 g
36 %0 HOC L. .o 0,017 mL
AH O 5mL
0,02 mol/L FeCl;

LT O ) = O 0,027 g
AH O . e 5mL
Acetatni pufer (pH 3,6)

(O3 BT 0010 ) 5 = 5 0,155¢g
(0] = BT 010 ) = B o 2 0,80 mL
AH O e s 50 mL
Askorbinska kiselina (200 pg/mL)

ASKOTDINSKA KISEIINA. ...\ttt e e 0,05¢
AH O o 250 mL

'dH,0 — destilovana voda
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0,75 mol/L AICl;3

AlCL X OHoO ..o 4,527 g
AHO 25 mL
1 mol/LL CH3COONa

CH3COONa X 3H2O .o 3,402 g
AHO 25 mL

3.1.5. Materijal za gajenje mikroorganizama

3.1.5.1. Hranljive podloge
LA agar (eng. Luria Agar)

L2 7T 0T 7 01 () 10g
B T2 T A 1 5¢g
0 L P S5¢g
N I5¢g
AH O e 1000 mL
MHB brot (eng. Mueller-Hinton Broth)

MHB gotova podloga u prahu, Himedia (Mumbeai, India).................c.oooiiiiiiiiiii, 2l g
AH O e e 1000 mL

MHA agar (eng. Mueller Hinton Agar)
MHB sa dodatkom 15 g agara na 1000 mL dH,O.

BHI brot (eng. Brain Heart Infusion Broth)

BHA agar (eng. Brain Heart Infusion Agar)
BHI sa dodatkom 15 g agara na 1000 mL dH,O.

LDAB agar (eng. Listeria mono Diferential Agar Base)

FD212, FD213, FD214 suplementi*

*Suplementi su pripremani prema uputstvu proizvodaca i dodati nakon autoklaviranja u prohladen
medijum do 45-50 °C.

MRS agar (eng. de Man, Rogosa and Sharpe Agar)

MRS gotova podloga u prahu LAB M (Lancashire, UK)...............cooiiiiiiiii, 55¢g
AHO 1000 mL
EMB agar (eng. Eosin Methylene Blue Agar)

EMB gotova podloga u prah Merck (Darmstadt, Germany)...............ccoevieiiiiiiiiiiniininenn. 36g
AHO 1000 mL
HAL 6

HAL 6 gotova podloga u prahu LAB M (Lancashire, UK)............c.cooeiiiiiiiiiiiiiinn, 48,6 g
AHoO 1000 mL
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MB bujon (eng. Malt Broth)
ekstrakt slada. . ... 50g

MA agar (eng. Malt Agar)
MB sa dodatkom 15 g agara na 1000 mL dH,O.

TSB bujon (eng. Tryptic Soy Broth)

TSB gotova podloga u prahu Merck (Darmstadt, GErmany)..............ccceoevuiiiiinniinneennannn 30g
AHoO 1000 mL
TSA agar (eng. Tryptic Soy Agar)

TSA gotova podloga u prahu Merck (Darmstadt, Germany).............cooevieiiiiiiiiiiinininnenn.n 40 g
AHO 1000 mL

TSA sa dodatkom 15 g agara na 1000 mL dH,O.

SS agar (eng. Salmonella Shigella Agar)

Sve hranljive podloge (osim SS agara), su sterisane u autoklavu 20 min pri temperaturi od 121 °C i
pritisku 101,3 kPa.

3.1.5.2. Rastvori i reagensi

0,1 % peptonska voda
gotova podloga u prahu Himedia (Mumbai, India)................ooooiiiiiiii e, lg

DMSO (dimetil-sulfoksid, CAS. No. 67-68-5), Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), koris¢en je
kao rastvaraC za etarska ulja u svim testovima (osim u DPPH testu i GC-MS analizi), kao i za
rastvaranje konvencionalnih antimikrobnih agenasa (vidi Tabelu 6 ).

MeOH (metanol, CAS. No. 67-56-1) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), kori$¢en je kao
rastvara¢ u DPPH testu, FRAP testu, za odredivanje ukupnih flavonoida, kao i za rastvaranje
konvencionalnih antimikrobnih agenasa (vidi Tabelu 6 ).

Resazurin (natrijumove soli resazurina, eng. Resazurin Sodium Salt, CAS No. 62758-13-8), Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA); rastvaran u dH,0 u koncentraciji 0,675 mg/mL. Rastvor resazurina
je koris¢en kao indikator rasta/metabolicke aktivnosti bakterija u mikrodilucionom testu.

3.1.5.3. Antimikrobni agensi

Antimikrobni agensi koriS¢eni u eksperimentalnom radu prikazani su u Tabeli 6. Svi
navedeni agensi nabavljeni su od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pocetni stokovi
antibiotika/antimikotika pravljeni su u odgovaraju¢im koncentracijama, i to u dH,O, 5 % DMSO ili
MeOH (tacna specifikacija rastvaraca i koncentracije pocetnog stoka dati su u Tabeli 6).
Sterilizacija antimikrobnih agenasa vrSena je filtriranjem (filter 0,20 pm).
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Tabela 6. Antimikrobni agensi

Naziv Stok Rastvara¢
Streptomicin (str, CAS No. 3810-74-0) 20 mg/mL dH,0
Ampicilin (amp, CAS No. 69-52-3) 25 mg/mL dH,0
Azitromicin (azm, CAS No. 117772-70-0) 20 mg/mL DMSO
Rifampicin (rif, CAS No. 13292-46-1) 100 mg/mL MeOH
Bifonazol (bfz, CAS No0.60628-96-8) 50 mg/mL DMSO
Ketokonazol (kkz, CAS No0.65277-42-1) 25 mg/mL MeOH
Nistatin (nst, CAS No. 1400-61-9) 50 mg/mL DMSO

3.1.5.4. Dodatni materijal za ispitivanje antibakterijskog potencijala in situ
Uzorci mesa
Svezi odresci juneceg mesa, nabavljeni u maloprodajnom objektu Univerexport DOO, Srbija, bili su
pripremljeni za eksperimente na slede¢i nacin:

- IseCeni na komade priblizne veli¢ine 2,5 x 2,5 x 1 ¢m (Sirina, duZina, debljina), za senzornu
analizu test supstanci;
- Iseceni na komade tezine ~ 8 g, za pracenje antibakterijskog potencijala test supstanci.

Negativna kontrola, NaCl: 8,5 g/L rastvor kuhinjske soli
NaCT (. KUNINGSKA SO). . 1uvitittetie e e e et et et e et e e e e e e et e eeeaans 1,7¢g
SEEIIING AHoO . ..ot e 200 mL

Vinske marinade

Za pripremu marinada koris¢eno je crveno vino, kao i zac¢ini koji se uobicajeno koriste u pripremi
hrane od june¢eg mesa. Marinade su pripremane od sledecih sastojaka, nabavljenih u
maloprodajnom objektu Univerexport DOO, Srbija:

- crveno vino Crnogorski Merlot (proizvodac Plantaze, Crna Gora, sa 13,5 % alkohola)
- mleveni crni biber (proizvoda¢ Kotanyi, Austrija)

- beli luk u prahu (proizvodac Kotanyi, Austrija)

Osnovna marinada (VM): (vino + 8,5 g/L NaCl + 8 g/L bibera + 7,5 g/L belog luka)

0 L] PP 1,7¢g
MIEVENT CINT DIDCT. ...\ e it e e ettt eeee et e eeneanens 1,6 g
Deli TUK W PrahU. ..ot e e e 1,5¢g
1721410 200 mL

Marinade sa dodatkom etarskih ulja:

VM+J0,125

JC-EU-K 0,125%0 (V/V ) ettt e e e e 0,25 mL
T P 200 mL
VM+J0,25*

JC-EU-K 0,250 (V/V) e ettt e 0,5 mL
7/ P 200 mL
VM+J0,5

JC-EU-K 0,590 (V/V ) ettt e e 1 mL
T2 200 mL
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VM+S0,0625

SIM-EU 0,0625% (V/V). -+t eee et 0,125 mL
VM e, 200 mL
VM+S0,125%

SI-EU 0,125% (V/V)- e e e 0,25 mL
VMoo, 200 mL
VM+S0,25

SI-EU 0,25% (V/V)- e e oo 0,5 mL
VM e, 200 mL
VM+J0,125+50,0625

JC-BU-K 0,125% (V/V)-+ e+ e e 0,25 mL
SIM-EU 0,0625% (V/V)- e e 0,125 mL
VM e 200 mL
VM+J0,25+80,125*

JE-EUK 0,25% (V/V)- e oo, 0,5 mL
SM-EU 0,125% (V/V)- e+ ev e e 0,25 mL
VM e, 200 mL
VM+J0,5+80,25

TCEUK 0,5% (VIV) e, 1 mL
SI-EU 0,25% (V/V)- e+ 0,5mL
VM, 200 mL

Sve marinade koris¢ene su za ispitivanje organoleptickih svojstava, dok su oznacene marinade (*)
dodatno koris$¢ene i u ispitivanjima antibakterijskog potencijala.

3.1.6. Materijal za gajenje sisarskih éelija

3.1.6.1. Hranljive podloge

Za gajenje Celija koris¢en je DMEM medijum (eng. Dulbecco’s Modified Eagle Medium) sa
D-glukozom finalne koncentracije 4,5 % i L-glutaminom finalne koncentracije 2mmol/L. Medijumi
i rastvori koris¢eni za kultivaciju ¢elija nabavljeni su od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Podloge se ¢uvaju na 4 °C. Medijum je pre upotrebe inkubiran oko 30 min na 37 °C.

Radni medijum

DMEM medijum (sa L-glutaminom)™........ ... ... 44 mL
FBS (eng. Fetal BOVINe SEFUM)........ouenui e e 5mL
penicilin (100 U/mL) + streptomicin (100 pg/mL) 100X..........cooiiiiiiiiiiiiiiiieiaans 0,5 mL
MEM NEAA (eng. Minimal Essential Medium with Non-Essential Amino Acids) 1%.........0,5 mL
*L-glutamin 200 mM (ako je medijum bez glutamina).................ooooeiiiiiiiiiiiiiii i, 0,5 mL

Medijum za zamrzavanje ¢elija

DMEM MEAIJUIM. ..ottt ettt e 5,5 mL
DIMIS 0. it 1 mL
FBS (B50/0) . ettt e 3,5mL

Neophodno je medijum za zamrzavanje praviti svez: na dan zamrzavanja ili dan ranije.
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3.1.6.2. Rastvori i reagensi

10xPBS (eng. Phosphate Buffered Saline)

1xPBS PAA The Cell Culture Company (AUSHTJa).....o.evueintineieeaeae et eeeeaeeeanans 100 mL
AHoO 900 mL
0,1 % tripsin

Tripsin (CAS. N0.9002-07-7) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).......ccccovviiiiiiiininn... 0,7¢g
Bl T A 0,07 g
0 L] P 5,6 g
KL 0,28 g
GluKOZOMONONIALAL. ...ttt e e e 0,63 g
NAHC O3 e 0,588 g
DX B S 700 mL
0,4 % Tripan plavo (eng. Trypan Blue)

Trypan Blue (CAS. No0.200-786-7) TCI Europe (Boerenveldseweg, Belgium)..................... 04¢g
AHO 100 mL
Rastvor za lizu (pH 10)

NaCl Himedia (Mumbai, Indija)...........cooieiiiiii e, 146,6 g
EDTA Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). ...ttt 372 ¢
Tris Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) . ..., 121g
AHO 1000 mL

Vrednost pH rastvora se podesava sa 10 mol/L NaOH. Nakod toga dodaje se 1 % Triton X-100 i
snazno se promucka.

Rastvor za denaturaciju i elektroforezu (pH 13)

TOMOI/L NaOH. ... e e, 30 mL
0,2 MOL/L ED T A ..ot 5mL
AH O o 965 mL
0,2 mol/L EDTA

EDTA Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). ...ttt e, 372 ¢
AH O o 500 mL
Rastvor za neutralizaciju (pH 7,5)

Tris Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)... ..ot 48,44 g
AH O o 1000 mL

Vrednost pH rastvora se podesava sa HCI.
Rastvori za lizu, elektroforezu i1 neutralizaciju se pripremaju na dan eksperimenta. Nakon
podesavanja pH, svi rastvori se ¢uvaju u frizideru (+4 °C).

1 % NMP (eng. Normal Melting Point) agaroza2

NMP Eurobio (Francuska).........ooueiiuiiiiiiii e e e e e e eeae e ea s lg
AHO 99 mL
1 % NMP (eng. Normal Melting Point) agaroza’

NMP Eurobio (Francuska).........ooueiiuiiiiiiii e e e e et e eaeea s lg
1xPBS PAA The Cell Culture Company (AUStIija).......ooueueieiieiiiei et eieieaeeeennn, 99 mL

% 1% NMP agaroza se nanosi kao prvi sloj na plo¢icama
? 1% NMP agaroza se nanosi kao drugi sloj, na levu i desnu stranu plogice
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1 % LMP (eng. Low Melting Point)

LMP Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA).......ciiiiiiiitiiii e lg
1xPBS PAA The Cell Culture Company (AUSEITJa).......ourirriiriiteteieieeeeeeeenenrannaanenn, 99 mL
10 mol/L NaOH

NaOH Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).....ciiiiiiitiiii e 200 g
AHO 500 mL

Rastvor etidijum-bromida

Pripreman je stok rastvora etidijum-bromida (CAS. No. 1239-45-8) Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA), koncentracije 10 mg/mL u dH,0. Za vizuelizaciju kometa rastvor je razblazen do finalne
koncentracije 2 pg/mL.

Rastvor MTT

(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid) (MTT, CAS. No. 298-93-1) Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA), rastvoren je u dH,O (5mg/mL) i profiltriran (filter 0,20 pm).
Rastvor se ¢uvao u zamrzivacu, a koristio se za ispitivanje metabolicke aktivnosti ¢elija gajenih u
kulturi, kako bi se procenila njihova vijabilnost.

Annexin V-FITC kit

Anneksin V-fluorescein-izotiocijanat (Annexin V-FITC) kit za detekciju apoptoze BD Biosciences,
Pharmingen (San Diego, CA, USA), koris¢en je u ispitivanju tipa ¢elijske smrti koji indukuju test
supstance.

Rastvor PI

Propidijum-jodid (PI, CAS. No. 25535-16-4) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), fluorescentna
boja, rastvorena u 1xPBS (400 ug/mL). Rastvor PI se ¢uvao u frizideru (zasti¢en od svetlosti), a
koriS¢en je u protocnoj citometriji za analizu distribucije ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa i analizu
tipa ¢elijske smrti.

Rastvor RNaza A

Ribonukleaza A (RNaza A, CAS. No. 9001-99-4) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), enzim,
rastvoren u 1xPBS (1 mg/mL). Rastvor RNaza A se ¢uvao u zamrzivacu, a koristio se u protocnoj
citometriji za analizu ¢elija po fazama celijskog ciklusa.

3.1.6.3. Citostatici

Primarni stokovi citostatika 5-fluorouracila (5-FU, CAS No. 51-21-8) Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA) i doksorubicina (DOX, CAS. No. 25316-40-9) ,,Actavis, S.C. Sindan-Pharma S.R.L%,
Romania, pravljeni su u koncentraciji 1 mg/mL u dH,O. Citostatici su rastvarani neposredno na dan
eksperimenta.

3.2. METODE

3.2.1. Hemijske analize i detekcija antioksidativne aktivnosti

3.2.1.1. Priprema etarskog ulja i postdestilacionog ostatka J. communis var. saxatilis

Etarsko ulje i PDO Zenskih S$iSarki J. communis var. saxatilis pripremljena su na
Departmanu za hemiju, biohemiju i zastitu zivotne sredine Prirodno-matematickog fakulteta,
Univerziteta u Novom Sadu. Etarsko ulje iz §iSarki dobijeno je procesom hidrodestilacije u aparaturi
po Clevenger-u, uz n-heksan kao prihvatni rastvara¢. Ukratko, 300 g osuSenog i usitnjenog biljnog
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materijala je odmereno, preliveno sa 1200 mL dH,0O i destilovano tokom 4 h. Dobijeno ulje suseno
je pomocu anhidrovanog Na,SO4 u toku 24 h. Nakon cedenja, n-heksan je uparen na rotacionom
vakuum-uparivac¢u. Ovako pripremljeno etarsko ulje (Jc-EU-P) je za potrebe daljih istrazivanja
rastvoreno u razliitim rastvara¢ima: za GC-MS analizu (gasna hromatografija sa
masenospektromerijskom detekcijom), ono je rastvoreno u heksanu (1:2000), za ispitivanje
antioksidantne aktivnosti u 80 % MeOH, dok je u bioloskim testovima (testovi odredivanja
antimikrobnog potencijala, citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti) rastvara¢ bio DMSO.

U postupku pripreme PDO, vodeni rastvor koji je zaostao nakon destilacije je uparen na
vakuum-upariva¢u do suva, na temperaturi do 45 °C da bi se izbegla degradacija termolabilnih
prirodnih proizvoda. Suvi ostatak je rastvoren u toploj dH>O u koncentraciji 0,1 g/mL, a zatim je
ispran petroletrom (frakcija 40—-60 °C) u cilju uklanjanja nepolarnih komponenti. Na kraju je ovaj
rastvor uparen na rotacionom vakuum-uparivacu do suva. Nakon suSenja u eksikatoru tokom 48 h,
izmerena je masa suvog ostatka i izraCunat prinos. Suvi ostatak je zatim rastvaran u nekoliko
razli¢itih rastvarac¢a: u smesi 0,05 % mravlje kiseline i metanola (odnos 7:3) za odredivanje
kvantitativnog sastava primenom LC-MS/MS tehnike (teCna hromatografija sa tandemskom
masenospektrometrijskom detekcijom); u 80 % MeOH za ispitivanje antioksidativnog potencijala
(DPPH i FRAP testovi); u dH,O za sve ostale eseje: antioksidantne aktivnosti (TBA esej) i bioloske
testove (testovi odredivanja antimikrobnog potencijala, citotoksicnosti i genotoksicnosti).

3.2.1.2. GC-MS analiza etarskih ulja

GC-MS analiza etarskog ulja uradena je po protokolu Lesjak i sar. (2013). Izolovano i u
heksanu rastvoreno etarsko ulje J. communis var. saxatilis (Jc-EU-P) analizirano je na Agilent
Technologies 6890N gasnom hromatografu sa 5975B masenim spektrometrom. Injektovano je po 1
pL uzorka u split/splitless inlet, na temperaturi 250 °C, u split modu (split odnos 1:100). Kao gas
nosa¢ koris¢en je helijum Ccisto¢e 99,999 %, u rezimu konstantnog protoka od 1 mL/min.
Komponente ulja su razdvojene na HP-5ms (Agilent Technologies) kapilarnoj koloni dimenzija 30
m X 0,25 mm X 0,25 pm, uz podeSeni temperaturni program: startna temperatura 50 °C, uz
povecanje temperature dinamikom 8 °C/min do 120 °C, 15 °C/min do 230 °C, 20 °C/min do 270 °C
(ukupno trajanje analize 16,9 min). Razdvojene komponente su analizirane na masenom
spektrometru (temperatura transfer linije 280 °C, temperatura jonskog izvora 230 °C, energija
elektrona 70 eV, temperatura kvadrupola 150 °C) u sken modu, u m/z opsegu 35-400. U cilju bolje
korelacije masenih spektara sa spektralnim bibliotekama, instrument je tjuniran koriS¢enjem
Standard spectra tune-a.

Podaci su obradeni pomocu Agilent Technologies MSD ChemStation softvera (revizija
E01.01.335) u kombinaciji sa AMDIS (Adutomated Mass Spectral Deconvolution and Identification
System, ver. 2.64) i NIST MS Search softverom (ver. 2.0d). AMDIS je kori$¢en za ekstrakciju ¢istih
masenih spektara iz preklopljenih pikova, dok je NIST MS Search obezbedio algoritam za pretragu
biblioteka komplementarnih PBM (eng. Probability Best Match) algoritmu ChemStation softvera.
Za identifikaciju masenih spektara koriS¢ene su spektralne biblioteke Wiley Registry of Mass
Spectral Data 7th Edition (338000 spektara, 289000 jedinjenja) i NIST/EPA/NIH Mass Spectral
Library 05 (190825 spektara, 163198 jedinjenja). Identitet jedinjenja potvrden je poredenjem
linearnih retencionih indeksa (LRI) sa literaturnim podacima (Adams, 2009). Kao standard za
odredivanje LRI korisc¢eno je dizel ulje, za koje je analizom utvrdeno da sadrzi smesu svih r-alkana
u opsegu Cs—C,g (odgovara retencionom indeksu 800-2800), (Tabela 8.1; Slika 8.1). Relativni udeli
jedinjenja odredeni su metodom normalizacije, na osnovu povrsine pikova u TIC (eng. Total Ion
Chromatogram).

Pored analize etarskog ulja koje je destilovano iz SiSarki biljke, vrSena je i hemijska analiza
komercijalno nabavljenih ulja J. communis (Jc-EU-K) 1 Satureja montana (Sm-EU) i to u
laboratoriji Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢*. Uzorak svakog ulja za analizu
je pripremljen rastvaranjem 1 pl ulja u 10 pl 75 %-tnog etanola. Hemijska analiza je odredena
gasnom hromatografijom uz koriS¢enje dva tipa detektora. GC-FID analiza je uradena na Agilent
Technologies 7890A gasnom hromatografu, koji je opremljen split-splitless injektorom povezanim
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sa HP-5 kolonom (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm) i plameno-jonizuju¢im detektorom (FID). Kao
noseci gas korisc¢en je vodonik (1 mL/min), uz podeSene temperature injektora na 250 °C i detektora
na 280 °C. Temperatura kolone programirana je da se linearno menja od 40-260 °C (4 °C/min).
Procentualna zastupljenost jedinjenja u etarskom ulju je preracunata na osnovu povrsine GC-FID
pikova, bez korekcionih faktora. Za GC-MS analizu koris¢en je HP G 1800C Series II GCD
analiticki sistem sa HP-5MS kolonom (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) uz helijum kao noseéi gas (1
mL/min), uz isti temperaturni rezim kao za GC-FID. Razdvojene komponente su analizirane na
masenom spektrometru, a temperatura transfer linije iznosila je 260 °C. Maseni spektri snimani su u
El rezimu (70 eV), u m/z opsegu 40-400. Za analize oba ulja, uzorci su rastvoreni u etanolu (1 pL),
i injektovani u split rezimu (1:30). Pojedinacne komponene su determinisane maseno-
spektrometrijski i primenom KI, kao i primenom razli¢itih baza masenih spektara (NIST/Wiley), uz
poredenje sa eksperimentalno odredenim indeksima (AMDIS) i podacima raspolozivim u literaturi
(Adams, 2009).

3.2.1.3. Kvantitativna analiza odabranih fenolnih jedinjenja LC-MS/MS metodom

Sadrzaj hinske kiseline i 44 odabrana fenolna jedinjenja u sastavu PDO odreden je
primenom LC-MS/MS metode (Or¢i¢ i sar., 2014). Za analizu je koris¢en Agilent Technologies
1200 Series Rapid Resolution te¢ni hromatograf, kuplovan sa G6410A QqQ tandemskim masenim
detektorom sa elektrosprej jonskim izvorom (ESI). Hromatografsko razdvajanje analita vrSeno je
primenom Zorbax Eclipse XDB-C18 RR 4,6 mm x 50 mm x 1,8 um (Agilent Technologies)
reverzno-fazne kolone pri temperaturi od 45 °C. Instrument je kontrolisan i rezultati obradivani
MassHunter ver. B.03.01. softverom (Agilent Technologies, USA). Binarna mobilna faza sastojala
se od faze A (0,05% mravlje kiseline) i faze B (MeOH), a protok je iznosio 1 mL/min. Primenjen je
gradijentni mod, koji je podrazumevao sledec¢i odnos faza: 0 min 30 % B, 6 min 70 % B, 9 min 100
% B, 12 min 100 % B, sa post-vremenom od 3 min. Injektovana zapremina svih uzoraka bila je 5
pL. ESI parametri bili su: temperatura gasa za susenje (N,) 350 °C, protok 9 L/min, pritisak gasa za
rasprSivanje 40 psi, napon na kapilari 4 kV, negativan polaritet. Jedinjenja su pracena u
dinamickom SRM (eng. Selective Reactions Monitoring) modu. Ispitivani standardi rastvoreni su u
smesi 0,05 % mravlje kiseline i MeOH (odnos 7:3) do finalne koncentracije 0,2 mg/mL. Napravljen
je osnovni miks standarda, tako da koncentracija svake komponente bude 100 pg/mL. Sadrzaj
odabranih fenolnih jedinjenja u PDO odreden je na osnovu standardne kalibracione krive koja je
konstruisana kao funkcija logaritma povrSine pika u zavisnosti od logaritma koncentracije
standarda, logd = f{log(C) komponenti snimljenih iz serije razblazenja miksa standarda
koncentracije od 0,0061 do 25,0 pg/mL.

3.2.1.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Princip metode se zasniva na osobini flavonoida da grade komplekse sa jonima metala, od
kojih je posebno znaGajan kompleks sa aluminijumom, pri ¢emu se joni Al*" vezuju za ukupne
flavonoide, pa se sumarna apsorbancija lako odreduje. Gradenjem metalokompleksa boja rastvora
prelazi iz zute u zuto-zelenu, ¢iji intenzitet se meri spektofotometrijski. Metoda je prilagodena za
izvodenje u mikrotitar plocama, prema protokolu Lesjak i sar. (2011). Pripremljena su razblazenja
PDO u 80 % MeOH u opsegu 1-4 mg/mL, dok su finalne koncentracije u reakcionoj smesi bile u
opsegu 100400 pg/mL. Takode, za konstruisanje kalibracione krive napravljena su serijska
razblazenja kvercetina u opsegu 0,216—-12,29 ug/mL. U bunarice je dodato 90 u. MeOH, po 6 uL
AlCl; (0,75 mol/L) i CH3COONa (1 mol/L), 170 pL dH20 i 30 pL PDO odgovarajuce
koncentracije. U korekcije je umesto AlICl; dodata dH,O. Ploca je inkubirana 30 min na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije merena je apsorbanca na 415 nm (Multiskan Spectrum, Thermo
Scientific). Svi uzorci su testirani u triplikatu. Sa kalibracione krive je ocitana koncentracija
kvercetina koja odgovara apsorbancijama svake koncentracije nakon oduzimanja apsorbancije
korekcije. Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata kvercetina po 1 g suvog ekstrakta (mg
ekv.kvercetina/g SE) i predstavljeni kao srednja vrednost tri merenja = standardna devijacija.
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3.2.1.5. Odredivanje antioksidativnog potencijala

Za testiranje antioksidativnog potencijala Jc-EU-P i PDO kori$¢eni su slede¢i testovi: DPPH
test (za odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala), TBA test (za odredivanje
sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije) i FRAP test (za odredivanje redukcionog kapaciteta).

3.2.1.5.1. Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala (DPPH test)

Antioksidativni potencijal test supstanci ispitan je DPPH testom prilagodenim za izvodenje
u mikrotitar plo¢ama, prema protokolu Or¢i¢ i sar. (2011). Princip testa zasniva se na ispitivanju
sposobnosti jedinjenja koja ulaze u sastav etarskog ulja i PDO da doniraju vodonikov atom i time
neutraliSu DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal. To se vizuelno mozZe pratiti kao promena boje
ljubiCasto obojenog rastvora stabilnog DPPH radikala u redukovanu, Zuto obojenu formu DPPH-H.
Ukratko, serijom dvostrukih razblaZzenja napravljen je opseg pocetnih koncentracija iz kojih se
uzimanjem po 10 pL uzorka dobija Zeljena finalna koncentracija test supstanci u reakcionoj smesi
(230-1500 pg/mL za ulje 1 0,52-66,67 pg/mL za PDO). U plocu je dodato 190 uL MeOH, 10 pL
rastvora odgovarajuc¢e koncentracije ulja/PDO i 100 pL rastvora DPPH reagensa pripremljenog u
MeOH (67,2 pmol/L). Negativna kontrola je umesto ulja/PDO sadrzala 10 pL MeOH, a korekcija
umesto DPPH reagensa 100 pL. MeOH. Kao pozitivna kontrola koris¢en je sintetski antioksidans —
butilhidroksitoluen (BHT). Svi uzorci i kontrole su radeni u triplikatu. Nakon 60 min inkubacije na
sobnoj temperaturi, ocitane su apsorbancije na 515 nm (Multiskan Spectrum, Thermo Scientific).
Za svaku koncentraciju odreden je stepen neutralizacije DPPH radikala RSCpppy [%], prema
slede¢oj formuli:

RSCDPPH [%] = (1 - (Auzorak - Akorekcija)/Akontrola) x 100

gde je:

Auyzorak - STEdNja vrednost apsorbancije za datu koncentraciju
Ayorekeifa - apsorbancija korekcije za datu koncentraciju
Axkontrola - STednja vrednost apsorbancije kontrole

Konstruisane su krive zavisnosti RSCpppy 0d koncentracije ulja/PDO u finalnoj reakcionoj
smesi pomocu Origin 8.0 softvera (OriginLab, USA) i ocitana je ICsy vrednost kao koncentracija
ispitivane supstance koja dovodi do neutralizacije 50 % DPPH radikala. Rezultati su izrazeni kao
srednja vrednost tri odredene ICsy vrednosti + standardna devijacija (ug/mL, pL/mL).

3.2.1.5.2. Odredivanje sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije (TBA test)

Za ispitivanje stepena lipidne peroksidacije (LP) koris¢en je TBA test izveden prema
protokolu Miti¢-Culafi¢ i sar. (2009). Metoda se zasniva na merenju intenziteta obojenosti
kompleksa nastalog reakcijom malonildialdehida (MDA), krajnjeg produkta LP, i tiobarbiturne
kiseline (TBA). U testu su kori§¢eni komercijalno pripremljeni lipozomi (L-a-fosfatidilholin) kao
model bioloske membrane, dok su radikalske reakcije LP inicirane Fe*'/askorbatom. Za potrebe
naseg istrazivanja testiran je opseg radnih koncentracija: 14-1800 ug/mL za etarsko ulje, odnosno
5-640 pg/mL za PDO. Bilo je potrebno napraviti vece stokove, iz kojih se uzimanjem 10 pL uzorka
dobijala Zeljena koncentracija. Na 2900 pL fosfatnog pufera (0,067 mol/L, pH 7,4) dodato je 60 pL
suspenzije lipozoma (pripremljene u vodi u odnosu 1:10, lipozom:voda), 20 pL ulja/PDO
odgovarajuce koncentracije, 20 pL FeSO4 (0,075 mol/L) i 20 pL askorbinske kiseline (0,34 mol/L).
U kontrolu je umesto test supstance dodat rastvara¢ (DMSO ili dH,0O) a u korekcije umesto
lipozoma fosfatni pufer. Nakon inkubacije od 60 min na 37 °C u sve je dodato 0,2 mL EDTA (0,1
mol/L) i 2 mL TBA reagensa. Reakcione smeSe su zagrevane 15 min na 100 °C, ohladene i
centrifugirane na 3700 rpm tokom 10 min, a kolicina MDA je odredena merenjem apsorbance
nastalog produkta na 532 nm (UV-630 pc Double Beam Spectrophotometar, MRC Scientific
instruments, Holon, Israel). Kao pozitivna kontrola koris¢en je standardni antioksidans BHT. Svi
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uzorci i kontrole radeni su u ftriplikatu. Za svaku koncentraciju ulja/PDO odreden je stepen
inhibicije lipidne peroksidacije / [%] prema sledecoj formuli:

I [%] = (1 - (Auzorak - Akorekcija)/Akomrola) x 100

gde je:

Auyzorak - STE€dnja vrednost apsorbancije za datu koncentraciju
Ayorekeija - apsorbancija korekcije za datu koncentraciju
Akontrola - STednja vrednost apsorbancije kontrole

Konstruisane su krive zavisnosti / od koncentracije ulja/PDO u finalnoj reakcionoj smesi pomocu
Origin 8.0 softvera (OriginLab, USA), a zatim pomocu jednacine linearne regresije izracunate 1Csg
vrednosti, tj. koncentracije koje su dovodile do 50 % inhibicije LP. Rezultati su izrazeni kao srednja
vrednost tri odredene ICs vrednosti = standardna devijacija (mg/mL, pL/mL).

3.2.1.5.3. Odredivanje redukcionog kapaciteta (FRAP test)

Odredivanje redukcionog kapaciteta PDO izveden je prema protokolu Or¢i¢ i sar. (2011).
Redukcioni kapacitet se odreduje nespecifiénom redukcijom Fe**-TPTZ kompleksa (TPTZ = 2.4,6-
tris(2-piridil)-s-triazin) do intenzivno plavog Fe’"-TPTZ, ¢iji je apsorpioni maksimum na 593 nm.
Pripremljene su pocetne koncentracije u 80 % MeOH (0,25-1 mg/mL), dok su finalne koncentracije
testirane u opsegu 8—32 pg/mL. U mikrotitar ploce je dodato 300 pL sveZe pripremljenog FRAP
reagensa (dobijenog mesanjem 0,3 mol/LpH 3,6 acetatnog pufera, 10 mmol/L rastvora TPTZ u 40
mmol/L HCl, i 20 mmol/L vodenog rastvora FeCl;) i 10 uL PDO odgovarajuc¢e koncentracije. U
korekcije je umesto FRAP reagensa dodata dH,O. Sve koncentracije su uradene u triplikatu. Za
konstruisanje kalibracione krive napravljena je serija razblaZenja askorbinske kiseline u opsegu
0,083-9,065 pg/mL. Svi uzorci su inkubirani 6 min na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije,
apsorbanca je merena spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 593 nm (Multiskan Spectrum,
Thermo Scientific). Sa kalibracione krive su ocitane koncentracije askorbinske kiseline koje
odgovaraju apsorbancijama svake testirane koncentracije PDO odredenim nakon oduzimanja
apsorbancije korekcije. Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata askorbinske kiseline po 1 g suvog
ekstrakta (mg ekv.askorbinske kis./g SE) i predstavljeni kao srednja vrednost tri merenja =+
standardna devijacija.

3.2.2. Detekcija antimikrobnog potencijala

3.2.2.1. Gajenje mikroorganizama

Bakterijski sojevi su ¢uvani u staklenim vajlicama, zasejani u duboki agar (¢vrst medijum za
stokiranje) ili u glicerolu na — 20 °C (u ependorfici 0,42 mL 87 % glicerola i 0,58 mL prekono¢ne
kulture bakterija). Za potrebe ovih istrazivanja, Ciste kulture bakterija i C. albicans su odrzavane u
vidu iSaranih ploca, koje su presejavane periodi¢no, u pravilnim vremenskim intervalima na oko
mesec dana. Taj postupak je obuhvatao zasejavanje pojedinacnih kolonija sa odgovarajucih iSaranih
plo¢a u 2 mL hranljivog medijuma u duplikatu. Zasejane kulture, zajedno sa kontrolom sterilnosti
(odgovaraju¢i medijum, pH 7) inkubirane su u odgovaraju¢im uslovima. U Tabeli 7. dat je pregled
koriSenih medijuma za svaki soj, odgovarjuci uslovi gajenja, kao i test supstance koje su na svakom
od sojeva primenjene.
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Tabela 7. Kori$¢eni medijumi i uslovi gajenja bakterija i kvasnice

Test organizam Koris¢eni medijum
Mikroorganizmi Oznaka soja/poreklo Tecni Cvrsti Gajenje Test supstance
S. aureus ATCC 25923 MHB MHA 2;71{,23 S tr{ Cfﬁ:ﬁ?ﬁki .
MRSA ATCC 43300 MHB MHA 2;711,33 S tr{ CA%:PAEE?@ .
E. faecalis ATCC 29212 BHI BHA 4387}‘033 Strj’ CA%,PAZE% .
E. coli ATCC 8739 MHB MHA 2;‘711033 S trJ’ CAI;:HI;"P A;g ?i{i .
S. flexneri ATCC 9199 MHB MHA 2;‘711,33 S tgfﬁg: [’\};r?l ?’Ri .
S. enteritidis ATCC 13076 MHB MHA 2;7}1,33 S trj,cfn[f;;,l)iz’g?kif
P. aeruginosa ATCC 15442 MHB MHA 2;‘7}{)33 Strj’ CA%,PAZE% ;
L. monocytogenes ATCC 19111 BHI BHA 2;‘711033 J;;fg{ _}s)t’rf iﬁgﬁzilmlg{ff
L. monocytogenes  LMBlizolat sa trupa govedeta BHI BHA 2;‘711033 Je-EU-K, Sm-EU
L. monocytogenes LMS/izolat sa povrsine lososa BHI BHA 2;‘711033 Je-EU-K, Sm-EU
L. monocytogenes %ﬁiﬁgﬁﬁiﬁ;ﬁiﬁ:j BHI BHA 2;17}108:1 Je-EU-K, Sm-EU
C. albicans ATCC 10231 TSB TSA 43801{)33 I ICS'EUI\'IIS) . };5(2 ’

Mikromicete (rodovi Aspegillus, Trichoderma i Penicillium) su gajene na MA podlozi, u
periodu od 21 dan, na sobnoj temperaturi. Inokulum je pripremljen spiranjem spora sa povrsine
medijuma kultura koje su bile stare sedam dana i to sterilnim fizioloSkim rastvorom (0,85 % NaCl)
koji je sadrzao 0,1 % Tween 20 (vol/vol). Suspenzija spora svakog test organizma je dovedena do
finalne koncentracije od 1,0 x 10> spora/mL, upotrebom hemocitometra tamnog polja (Reichert,
Warner-Lambert Technologies). Tako pripremljen inokulum je ¢uvan na -20 °C do upotrebe. Radi
provere validnosti inokuluma, kao i odsustva kontaminacije, vrSena je inokulacija na ¢vrstu podlogu
MA.

3.2.2.2. Priprema inokuluma mikroorganizama za mikrodilucione eseje

Za potrebe mikrodilucionih testova (MIK test, Checkerboard test) pojedinacne kolonije
bakterija/C. albicans su zasejane u 30 mL odgovarajuc¢eg medijuma (videti Tabelu 7) i inkubirane
uz aeraciju (37 °C i 185 rpm). Bakterije/kvasnica se gaje dok suspenzija ne dostigne ciljni ODggo,
koji na osnovu kalibracionih kriva daje odgovarajuci broj ¢elija (Tabela 8, preuzeto iz Kolarevi¢ i
sar., 2016). Rast bakterija je pracen merenjem opticke gustine (ODgpo) pomocu spektrofotometra
(UV-630 pc Double Beam Spectrophotometar, MRC Scientific instruments, Holon, Israel). Nakon
dostizanja odgovaraju¢e brojnosti, kulture bakterija/C. albicans su centrifugirane 10 min na 4000
rpm, a zatim resuspendovane u istom volumenu 0,01M MgSO,. Dobijena suspenzija ¢elija je zatim
razblazena do finalne koncentracije 10° CFU/mL.
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Tabela 8. Vrednosti ODgy koje odgovaraju broju bakterija/C.albicans (eksponencijalna faza)

Sojevi bakterija ODygo CFU/mL
S. aureus 25923 0,3 2,3x 10°
MRSA 43300 0,3 2,3x 10
E faecalis 29212 0,2 2,5x10°
E. coli 8739 0,3 1,2x 10
S. flexneri 9199 0,2 2,6 x 10°
S. enteritidis 13076 0,3 1,5x 10
P. aeruginosa 15442 0,4 1,7 x 10°
L. monocytogenes 19111 0,1 1,3x 10
C. albicans 10231 0,4 1,5x 10’

Kulture ostalih mikromiceta za mikrodilucione eseje su pripremane spiranjem spora sa
povrsine kultura izraslih na hranljivim medijumima primenom sterilnog fizioloskog rastvora (0,85
% NaCl) sa dodatkom 0,1 % Tween 20 (v/v). Kori§¢enjem hemocitometra tamnog polja odredena je
koncentracija spora (konidija) u suspenziji. Spore su brojane na povrsini od 1 mm?, a zatim je broj
spora u suspenzijama, prema uputstvu proizvodaca odreden prema formuli:

Broj spora /mL = n x razblazenje x 10*

Gde je n — broj spora na povrsini od 1 mm®

Na osnovu podatka o brojnosti spora, racunat je volumen suspenzije koji je potrebno dodati
u bunariée, kako bi njihova finalna koncentracija bila 10° spora/mL.

3.2.2.3. MIK test

Za testiranje aktivnosti prema bakterijama/kvasnici C. albicans, u mikrotitarskim plo¢ama
ravnog dna sa 96 bunari¢a (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka) pravljene su serije dvostrukih
razblazenja test supstanci u odgovaraju¢em medijumu, ukupnog volumena 200 uL (Nikoli¢ i sar.,
2019). Gradijent svake test supstance je pripreman u vertikalnim kolonama mikrotitarske ploce,
tako Sto se u prvi bunar¢i¢ dodaje 160 pL odgovarajuceg medijuma i 40 pL supstance a u ostale
bunari¢e od B-G po 100 pl medijuma. 1z prvog bunara se 100 pL prebacuje u drugi, iz drugog u
tre¢i i tako do poslednjeg bunara (H), iz koga se izbacuje 100 puL volumena. Nakon svakog
prebacivanja, sadrzaj u bunaru se mesa nastavkom, a nastavak se menja pre slede¢eg prebacivanja.
Nakon napravljenog gradijenta koncentracije ispitivane test supstance u svaki bunar se dodaje po 80
uL MHB i 20 pL suspenzije mikroorganizama (finalna koncentracija 10° CFU/mL).

Osim test supstanci biljnog porekla (etarska ulja i PDO, testiran je i efekat antibiotika str,
amp, azm 1 rif), koji su koris¢eni kao pozitivne kontrole, a ¢iji su gradijenti koncentracija takode
pripremani duz kolona ploc¢e. U slucaju C. albicans, kao pozitivna kontrola koris¢en je nst. U
svakoj ploci, pored kolona sa ispitivanim test supstancama i pozitivnim kontrolama, nalazi se blank
(kontrola sterilnosti, 4 bunari¢a), negativna kontrola (kontrola rasta mikroorganizama, 4 bunarica),
kao i kontrola rastvaraca (DMSO za ulja, azm i nst, MeOH za rif). Nakon pripreme gradijenata i
dodavanja inokuluma mikroorganizama, na kraju je dodato i 22 pL. vodenog rastvora resazurina u
sve bunari¢e (finalna koncentracija 0,067 mg/mL). PloCe su zamotane parafilmom i inkubirane na
odgovarajuci nacin (Tabela 7). Nakon inkubacije, rast je prac¢en vizuelno, na osnovu promene boje
indikatora. Naime, promena boje iz ljubicaste u ruzicastu ukazivala je na pojavu rasta u bunarima, a
odsustvo na inhibiciju rasta (Slika 7). Pri tome, najmanja koncentracija na kojoj nije bilo rasta
mikroorganizama ozna¢avana je za minimalnu inhibitornu koncentraciju (eng. Minimum Inhibitory
Concentration, MIK). U daljem postupku, vrednosti minimalnih baktericidnih/fungicidnih
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koncentracija (eng. Minimum Bactericidal/Fungicidal Concentration, MBK/MFK) odredivane su
presejavanjem sadrZaja iz bunaric¢a u kojima nije doslo do promene boje indikatora (nije bilo rasta),
sterilnom ezom, na odgovarajué¢e ¢vrste podloge, koje su zatim inkubirane u odgovarajué¢im
uslovima (Tabela 7). Nakon inkubacije posmatran je izostanak ili prisustvo rasta na podlozi:
najmanja koncentracija na kojoj nije bilo rasta oznac¢avana je kao MBK/MFK.

Kontrola  Gradijent konc. Gradijent konc. Pozitivna
rastvaraca supstance 1 supstance 2 kontrola

1 1 1 I

|
4 _ it § y b

| D eeee

Negativna F ew{’ @

kontrola Gﬁ “‘ " : e é .
LH 978 ".‘O'@Q‘

Slika 7. Mikrotitar plo¢a: MIK test

Primenom ovog testa ispitan je efekat Jc-EU-P, PDO 1 antibiotika na odabranim sojevima
bakterija i kvasnici C. albicans, a svaka test supstanca je ispitivana u opsegu slede¢ih koncentracija:
ulje je testirano u opsegu koncentracija 0,39 - 50 mg/mL, PDO u opsegu 0,195 - 25 mg/mL, a
antibiotici u opsegu koncentracija 100 - 0,78 pg/mL. Pored toga, ispitan je i efekat komercijalno
nabavljenih ulja Je-EU-K 1 Sm-EU, ali samo prema sojevima L. monocytogenes — referentnom 1i
primoizolatima iz hrane/objekata za njenu preradu, i to u opsegu koncentracija 4 - 0,03 % (1 % Jc-
EU-K odgovara koncentraciji 9,2 mg/mL, a Sm-EU odgovara 8,6 mg/mL). Podaci o
mikroorganizmima koji su testirani, podlogama koje su kori$¢ene za inkubaciju mikrotitarskih ploca
i medijuma kori$¢enih za odredivanje MBK vrednosti, uslovima inkubacije (duZini i temperaturi
gajenja), kao i test-supstancama koje su primenjene na svaki pojedinacni test organizam, su zbirno
predstavljeni u Tabeli 7.

Mikrodiluciona metoda, sa odgovaraju¢im modifikacijama, bila je primenjena i za testiranje
antifungalnog potencijala test supstanci prema ostalim mikromicetama. Modifikacije, u odnosu na
gore opisani protokol su sledece:

- Gradijenti koncentracija test supstanci su pripremani u odgovarajuéem medijumu, koji smo
koristili za gajenje mikromiceta, a to je bio MB.

- Testiran je efekat Jc-EU-P i PDO, u opsegu koncentracija 0,39 - 50 mg/mL, odnosno 0,007 -
0,9 mg/mL. Kao pozitivne kontrole kori§éeni su konvencionalni fungicidi bif i kkz, testirani u
seriji dvostrukih razblazenja u koncentracionom opsegu 0,004 — 0,512 mg/mL.

- Testiran je i gradijent koncentracija koriS¢enih rastvaraca i to DMSO za ulje i bif, MeOH za
kkz.
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- Zasejane mikrotitarske ploce su inkubirane 72 h na 28 °C, a nakon toga je rast proveravan
binokularnom lupom. Najmanja koncentracija na kojoj je rast odsustvovao proglasavana je za
MIK.

- Za odredivanje MFK izvrSeno je reinokulisanje po 2 pL iz svih bunari¢a u kojima nije bilo
rasta u 100 pL odgovaraju¢eg tecnog medijuma (MB), pripremljenog u novoj mikrotitarskoj
plo¢i. Nakon inkubacije (72 h na 28 °C) pracena je pojava rasta, i najmanja koncentracija na
kojoj nije bilo rasta oznacena je kao MFK.

Svi testovi su uradeni u triplikatu, u tri individualna eksprimenta.

3.2.2.4. Checkerboard test

Metoda Sahovske table (eng. Checkerboard assay) primenjena je za odredivanje MIK
vrednosti binarnih kombinacija i utvrdivanje tipa interakcije test supstanci u njima. To je varijanta
mikrodilucione metode koja se izvodi u plocama sa 96 bunari¢a, ali se prave gradijenti
koncentarcija obe supstance: jedne po vertikali (duz kolona), a druge po horizontali (duz redova
ploce). Princip pripreme serije dvostrukih razblazenja duz kolone je isti kao i u MIK testu, dok se
gradijent druge, Cije se koncentracije menjaju duz redova, priprema u ependorficama. Po pravilu,
testiraju se kombinacije agenasa koje su pripremljene u opsegu koncentracija 1/64xMIK — 2xMIK.
Shema punjenja mikrotitarske ploce je prikazana na Slici 8.

Nakon pripreme razli¢itih kombinacija test supstanci u medijumu ukupnog volumena 180
uL, po 20 uL suspenzije mikroorganizama (106 CFU/mL) je dodato u svaki bunari¢ (osim u blank),
kako bi se dobila finalna koncentracija inokuluma 10° CFU/mL. Nakon toga, ukupan volumen u
svakom bunaricu bio je 200 pL. Na kraju je u svaki dodato 22 pL resazurina, a ploCe su zamotane
parafilmom i inkubirane na odgovaraju¢i nacin (uslovi gajenja su opisani u poglavlju 3.2.2.1).

Nakon inkubacije rezultati su vizuelno ocitani: za svaku koncentraciju jedne test supstance
odredena je najmanja koncentracija druge koja ne dovodi do promene boje i ona je oznacena kao
MIK vrednost kombinacije. Tako dobijene MIK vrednosti kombinacija, zajedno sa MIK
vrednostima pojedinacnih supstanci, koriS¢ene su za odredivanje indeksa frakcione inhibitorne
koncentracije (FIC indeksa, FICi) i analizu tipa interakcije izmedu antimikrobnih agenasa
(Mulyaningsih i sar., 2010). FIC indeks (FICi) za svaku kombinaciju antimikrobnih agenasa
racunat je prema slede¢im formulama:

MIK agensa A u kombinaciji

FIC antimikrob A=
antimikroonog agensa MIK samog agensa A

MIK agensa B u kombinaciji

FIC antimikrob B =
antimikrobnog agensa MIK samog agensa B

FICi = FIC agensa A + FIC agensa B

Dobijene vrednosti FICi su interpretirane na sledec¢i nacin:

o Sinergisticki efekat agenasa FICi<0,5;
e Aditivan efekat agenasa 0,5<FICi<1,0;
e Indiferentan efekat agenasa 1,0 < FICi <4,0;
e Antagonisticki efekat agenasa FICi>4,0;
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Antibiotik (A), Etarsko ulje ili PDO (oznaka E) —>

Slika 8. Shema Checkerboard testa za ispitivanje sinergizma

Metoda Sahovske table je primenjena za ispitivanje efekta kombinacija biljnih derivata (Jc-
EU-P, Jc-EU-K, PDO) sa odabranim agensima, i to: derivati J. communis var. saxatilis Jc-EU-P i
PDO su kombinovani sa antibioticima (str, amp, azm) i konvencionalnim antimikotikom bif, dok je
komercijalno nabavljeno ulje kleke Jc-EU-K kombinovano sa uljem satureje Sm-EU. Metoda je
primenjena na sojevima koji su odabrani na osnovu prethodno dobijenih rezultata MIK testa (sojevi
antibioticima/antimikoticima odabrani su referentni sojevi L. monocytogenes i C. albicans, dok je
kombinacija komercijalno nabavljenih ulja (Jc-EU-K i Sm-EU) testirana prema odabranim sojevima
L. monocytogenes (referentnom ATCC 19111, i primoizolatima LMB, LMS i LMT).

Zbog problema rastvorljivosti test supstanci i posledi¢ne visoke koncentracije rastvaraca
koja bi bila postignuta u bunari¢ima, opseg testiranih koncentracija nije uvek bio kao gore naveden,
vec je bilo neophodno najvise testirane koncentracije u pojedinim sluc¢ajevima smanjiti. Tako su sva
ulja testirana u opsegu 1/64 x MIC - 2 x MIC, dok je PDO u kombinacijama testiranim na
bakterijama bio 1/32 x MIC — 4 x MIC, odnosno 1/64 x MIC - 1 x MIC u slucaju C. albicans.

3.2.2.5. Ispitivanje vremenski zavisne inhibicije rasta test supstancama in vitro

Primenom Time-kill testa prac¢ena je dinamika prezivljavanja bakterijskih sojeva u prisustvu
odabranih test supstanci i njihovih kombinacija. Promena brojnosti bakterija tokom perioda
inkubacije pracena je u Cetiri suda paralelno: ¢ist medijum (negativna kontrola), medijum sa
dodatkom jedne ili druge test supstance, kao i sa njihovom kombinacijom. Medijumi su bili
inokulisani indikatorskim sojevima u finalnoj koncentraciji od 5 log CFU/mL, odnosno 10°
CFU/mL, a zatim inkubirani 32 h na 37 °C. Uzorkovanje je vrSeno periodicno na svaka 4h (osim
tokom no¢i), tj. u intervalima 0, 4, 8, 12, 24, 28 i 32 h. Pravljena su odgovarajuca razblazenja u
I1xPBS, a zatim utrljana na odgovaraju¢i medijum, u cilju odredivanja brojnosti u svakoj
vremenskoj tacki uzorkovanja i zatim konstrukcije kriva inhibicije rasta (grafickog prikaza
dinamike odumiranja populacija u funkciji vremena, u prisustvu i odsustvu test supstanci). Nakon
inkubacije, prebrojane su kolonije i odredena srednja vrednost. Broj bakterija je izracunat za svaki
uzorak (CFU/mL), a zatim je taj broj izraZzen prirodnim log sa osnovom 10 sa odgovaraju¢om
standardnom devijacijom (srednja vrednost + standardna devijacija). Vrednosti log;y CFU/mL
odredene u razli¢itim vremenima uzorkovanja iskoriS¢ene su za procenu tipa interakcije test
supstanci, tj. potvrdu sinergizma utvrdenog prethodnim testom (metodom Sahovske table). Naime,
interakcija se smatrala sinergistickom i efikasnom ukoliko je nakon 24 h inkubacije pocetni broj
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bakterija u prisustvu kombinacije agenasa bio manji za minimum 2 logjo od broja dobijenog
pojedinacnom primenom efikasnijeg agensa (Mulyaningsih i sar., 2010).

Dodatno, u Time kill testu odreden je tzv. dinamic¢ki MIK, ili MIK vrednost kriva rasta,
(cMIK, eng. curve MIK), po modelu objasnjenom u Foerster i sar. (2016), ali uz odredene
modifikacije. Prvo su odredene stope rasta za svaku eksperimentalnu varijantu (u odsustvu test
supstance, kao i u prisustvu rastuc¢ih koncentracija svake pojedinacno dodate test supstance). Stopa
rasta (konstanta brzine rasta, n) pracena je u prisustvu razlicitih koncentracija svake test supstance
tokom 12 h inkubacije, kako bi se izbegla moguénost ulaska bakterija u stacionarnu fazu rasta.
Konstanta brzine rasta raCunata je prema jednacini koja opisuje logaritamski rast bakterijske
populacije:

logNt — logN,

n=
t xlog2
Gde je:
t = odredeno vreme inkubacije
Ny = broj ¢elija na pocetku odredenog vremenskog intervala
Nt = broj ¢elija na kraju odredenog vremenskog intervala
Kada su konstruisane krive zavisnosti stopi rasta bakerija u funkciji primenjenih

koncentracija test supstance, sa grafika je o¢itana cMIK, koja predstavlja onu dozu/koncentraciju,
pri kojoj je n=0, tj. nema promene brojnosti populacije (nema rasta populacije: n>0, niti odumiranja
populacije: n<0), tj. to je minimalna koncentracija koja inhibira rast populacije (Slika 9).

S
Stopa rasta

-0.3 ‘

0.00 0,05 0.10 0.15 0.20 0.25

Koneentracija

Slika 9. Shematski prikaz odredivanja cMIK

Time-kill test primenjen je za ispitivanje inhibitornog potencijala etarskih ulja Je-EU-K i
Sm-EU i to na odabranim bakterijskim sojevima (L. monocytogenes ATCC 19111 soja i LMB
izolata). Imajuc¢i ovo u vidu, te¢ni medijum koriS¢en za inkubaciju bio je BHI (finalna zapremina
kulture ¢iji je rast pracen u funkciji vremena iznosila je 30 mL), a za odredivanje broja CFU/mL
vr§eno je zasejavanje na selektivnu podlogu za L. monocytogenes (LDAB), a zatim su bakterje
inkubirane 24 h na 37 °C.

Ulja su primenjena u razliitim koncentracijama, pojedinac¢no ili u kombinaciji. Opseg
testiranih koncentracija odreden je na osnovu rezultata prethodno primenjenog Checkerboard testa.
Naime, testirani su: kombinacija ulja koja je sadrzala Jc-EU-K i Sm-EU koja je u metodi Sahovske
table odredena kao inhibitorna, kao i1 svako od ulja pojedinacno, primenjeno u istim
koncentracijama. Pored ovih inhibitornih koncentracija/kombinacija, ispitan je i efekat kombinacija
sub-inhibitornih koncentracija (odnos test supstanci je bio isti kao i u inhibitornoj kombinaciji, ali
su koncentracije bile manje od navedenih). Svi in vitro Time-kill testovi su uradeni u duplikatu, u tri
individualna eksprimenta.
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3.2.2.6. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti prirodnih proizvoda in situ

U eksperimentima in situ, ispitivan je antimikrobni efekat test supstanci u odabranom
modelu hrane, tj. na june¢em mesu (Vasilijevic i sar., 2019). Za testiranje su odabrani agensi Jc-EU-
K i Sm-EU, a ispitan je njihov pojedinacni i kombinovani antibakterijski efekat prema bakterijama -
kontaminentima hrane. Pracen je efekat na rast inokulisane L. monocytogenes i to referentnog soja
(ATCC 19111) posebno, a posebno LMB izolata. Paralelno sa tim, pracen je i efekat na rast
ukupnog broja aerobnih heterotrofnih mezofilnih bakterija (AHMB), bakterija familije
Enterobacteriaceae (ENT), kao i bakterija mle¢ne kiseline (BMK), koje su bile prisutne na uzorcima
mesa (deo prirodne mikroflore).

3.2.2.6.1. Priprema mesa i inokulacija bakterijama L. monocytogenes

Sveze junece meso, nabavljeno u lokalnom marketu, je u frizideru preneseno do laboratorije,
gde je pripremljeno na odgovaraju¢i nacin. Priprema mesa za eksperiment podrazumevala je
¢iS¢enje od masnog i vezivnog tkiva i tranZiranje na komadice tezine ~ 8g, za Sta su koriS¢ene
sterilne makaze. Komadi¢i su dalje vagani i odlagani na unapred obeleZena mesta na sterilnoj Petri
Solji. Neophodno je bilo zabeleziti masu svakog komadica zbog pravilne inokulacije.
Priprema prekonoc¢ne kulture L. monocytogenes vrSena je zasejavanjem pojedinacne kolonije u
epruvetu sa BHI medijumom, koja je inkubirana 24 h na 37 °C. Prekono¢na kultura je razblazena
20x i gajena do odredene opticke gustine (ODggo 0,1 odgovara broju ¢éelija 1,3x10° CFU/mL, tj.
eksponencijalnoj fazi rasta). Bakterije su centrifugirane dva puta (10min/4000 rpm) i
resuspendovane u 1xPBS, a broj bakterija je pode$en na ~1x10’ CFU/mL, $to je potvrdeno
zasejavanjem razblaZenja 10 na selektivnu podlogu za L. monocytogenes (LDAB).
Inokulacija je vriena sa odgovarajué¢im zapreminama, kako bi broj dodatih bakterija bio ~1x10°
CFU/g*. Po inokulaciji, komadié¢i mesa su ostavljani u laminaru 15 min, na sobnoj temperaturi,
kako bi se inokulisane bakterije adsorbovale za povrSinu mesa.

3.2.2.6.2. Mariniranje

Vinske marinade (VM) zajedno sa negativnom kontrolom (8,5 g/L rastvor kuhinjske soli,
NaCl) pripremljene su u obelezenim sterilnim erlenmajerima 2 h pre upotrebe. Marinade su bile
odlozene u laminar do upotrebe, sa povremenim laganim muckanjem, kako bi se so rastvorila i bila
omogucena hidratacija ¢vrstih komponenti (zacina). U svaku VM ubaceni su komadic¢i mesa, (po
jedan za svaki dan uzorkovanja — ukupno devet), uz periodicno mesanje sterilnim Stapi¢em ¢ime se
postize bolji raspored ¢vrstih komponenti po povrSini mesa. Proces mariniranja izvrSen je tokom 24
h na 4 °C. Po isteku vremena svi uzorci su izvadeni, a zatim suSeni u otvorenim Petri Soljama sa obe
strane (u sterilnim uslovima, tj. u laminaru). Uzorci su zatim ¢uvani (“inkubirani”) tokom 15 dana,
takode u frizideru na 4 °C.

3.2.2.6.3. Mikrobioloska analiza

Mikrobioloska analiza obuhvatila je periodicno uzorkovanje i odredivanje broja bakterija
L.monocytogenes 1 bakterija iz grupa AHMB, ENT i BMK. Uzorci su analizirani dan pre
mariniranja (dan -1), kako bi se utvrdio sastav prirodne mikroflore pre inokulacije listerijom),
odmah nakon procesa mariniranja (dan nulti, 6), nakon 24 h (dan prvi, 1) a zatim na svaka dva dana
do kraja perioda skladistenja na 4 °C (dan petnaesti).

Svakog dana uzorkovanja, bilo je neophodno da se meso jo$ jednom izvaga i homogenizuje
sa odgovaraju¢om zapreminom 0,1% peptonske vode (prebacivanje bakterija u tecnu fazu). Naime,
dodavan je volumen tecnosti 9x veci od teZine komadica mesa, te je na ovaj nacin broj bakterija bio
razblazen 1:10 (razblazenje 10™). Uz intenzivno muékanje od dva minuta u sterilnim
erlenmajerima, bakterije su prebacene u tecnu fazu, a zatim su napravljene serije decimalnih
razblazenja. Zasejavanje je vrSeno na odgovarajue podloge u triplikatu: LDAB za L.

* Primer za inokulaciju: 8 g tezak komadic - 8 x 10° ¢elija = 80 pL bakterijske suspenzije. Inokulaciju vriiti sa 2 x 40
nL, nanetih na obe Sire povrsine komadica; inokulum nanositi automatskom pipetom i utrljati vchom nastavka. Ostaviti
da se osusi.
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monocytogenes, LA za ukupan broj AHMB, EMB za ENT i MRS podloga za BMK. Petri $olje su
inkubirane 48 h na 37 °C u anaerobnim (za BMK) i aerobnim uslovima (za sve ostale ispitivane
grupe). Anaerobni uslovi su bili obezbedeni uz pomo¢ aerokulta (20 x 13,5 x 9,5¢m) i uz dodavanje
rastvora (525 uL 50 % H3;PO4 + 0,34 g NaHCOs3) kako bismo postigli odredeni stepen anaerobije
(mikroaerofilni uslovi). Dodatno, na pocetku eksperimenta (dan - 1, tj. pre inokulacije mesa),
odredivan je i broj E. coli i Salmonella spp. kako bi se utvrdilo da li je broj bakterija u skladu sa
Pravilnikom o ops$tim 1 posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i
prometa (Sl.glasnik RS 72/2010). Za E. coli, zasejavanje je vrSeno na EMB, uz inkubaciju na 44 °C
tokom 24 h, dok je odredivanje Salmonella spp vrSeno na SS agru uz inkubaciju na 37 °C tokom 24
h.

3.2.2.6.4. Senzorna analiza prirodnih proizvoda u odabranom matriksu hrane

S obzirom da je analiziran antibakterijski efekat u hrani, bilo je potrebno ispitati i senzoricka
svojstva, sa ciljem da se odrede senzorno najprihvatljivije varijante mariniranja. Za senzornu
analizu koriS¢en je test skale intenziteta mirisa i ukusa (Giménez i sar., 2012). Ova analiza
podrazumevala je merenje razlika intenziteta mirisa i ukusa izmedu uzoraka mariniranih u osnovnoj
marinadi (VM, kontrola) i uzoraka mariniranih sa dodatkom ulja: pojedina¢no sa Jc-EU-K (VM + J)
ili Sm-EU (VM + S), kao i u kombinaciji oba ulja (VM + JS). Testirane su marinade sa dodatkom
Je-EU-K koncentracija 0,125 %, 0,25 % 1 0,5 % (VM+J0,125; VM+J0,25 i VM+J0,5), odnosno sa
dodatkom Sm-EU koncentracija 0,0625 %, 0,125 % i1 0,25 % (VM+S0,0625; VM+S0,125 i
VM+S0,25). Ispitane su i marinade sa kombinacijama ulja kleke i ¢ubra, pripremljenim u odnosu
koncentracija 2:1, $to je izabrano u skladu sa postavkom i rezulatatima eksperimenata
antibakterijskog efekta ispitanog in vitro (vidi poglavlje 3.2.2.4. Ispitivanje vremenski zavisne
inhibicije rasta test supstancama — in vitro Time-kill test). Odgovaraju¢e oznake marinada sa
kombinacijom ulja bile su (VM+J0,125+S0,0625; VM+J0,25+S0,125; VM+J0,5+S0,25).

Postupak pre analize obuhvatao je secenje mesa na komadice priblizne veli¢ine 2,5 x 2,5 x 1
cm (Sirina, duzina, debljina), mariniranje mesa tokom 24 h (uslovi mariniranja opisani u poglavlju
3.2.2.5.2. Mariniranje) i pe€enje na stonom rostilju (Philips HD4417). Uzorci su bili nasumicno
obelezeni odabranim trocifrenim brojevima. Grupi od osam ocenjivaca dodeljeni su uzorci u
slucajnom redosledu, (ukupno deset), svaki u duplikatu. Senzorna analiza obavljena je pomocu
ocenjivackog lista, koji je uklju¢ivao ocene mirisa i ukusa, kao i ocene defekta ukusa i defekta
mirisa. Na listicu za osobine mirisa i ukusa bila je data skala sa ocenama od 1 do 9, pri ¢emu je
ocena 9 oznacavala maksimalan intenzitet, dok je ocena 1 ozna¢avala najslabiji intenzitet’. Pri tome
je intenzitetima ukusa i mirisa kontrole (meso marinirano u Cistoj vinskoj marinadi VM, bez
dodatka ulja) data arbitrarna ocena 5. Uzorci koji su bili ocenjeni izmedu 3 i 7 bili su senzorno
prihvatljivi 1 uporedivi sa kontrolnim. Dodatno, defekti ukusa i mirisa, ukoliko ih je bilo, bili su
ocenjeni pomocu skale intenziteta sa ocenama od 5 do 9 (5- kontrola; 9- najintenzivniji defekt)®.
Izmedu svakog ocenjivanja, ispitanici su koristili tost hleb i vodu kako bi neutralisali ukus
prethodnog uzorka. Celokupan eksperiment senzorne analize vrSen je dva nezavisna puta.

3 (1- najslabiji intenzitet; 2- dosta slabiji intenzitet; 3- slab intenzitet; 4- neto slabiji intenzitet; 5- intenzitet kontrole; 6-
nesto jaci intenzitet; 7- jak intenzitet; 8- veoma jak intenzitet; 9- najjaci intenzitet)
6 (5- kontrola; 6- slab defekt; 7- umeren defekt; 8- intenzivan defekt; 9- najintenzivniji defekt)
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3.2.3. Metode koje obuhvataju gajenje humanih éelija u kulturi

3.2.3.1. Odmrzavanje zamrznutih ¢elija i njihovo gajenje

Rad sa c¢elijama u kulturi obuhvata pripremu celijskih suspenzija, krioprezervaciju,
odmrzavanje zamrznutih ¢elija i njihovo gajenje u hranljivom medijumu za kultivaciju. Procedure
za njihovo odrzavanje su izvedene prema standardnim protokolima koje je opisao Freshney (2005)
u laboratorijskom priru¢niku za ¢elijske kulture.

Zamrznute celijske suspenzije su Cuvane u metalnom kontejneru u gasovitoj fazi tecnog
azota na -196 °C. Radni stokovi su ¢uvani i na — 80 °C, u periodu od nekoliko meseci, zbog
progresivnog opadanja vijabilnosti éelija. Celije su ¢uvane u medijumu za zamrzavanje koji sadrzi
krioprotektivni agens DMSO. Prema planu eksperimenata, ¢elijske suspenzije su odmrzavane i
dalje gajene. U procesu odmrzavanja, vajlica (1 mL) sa zamrznutom kulturom je otopljena,
prebacena u 4 mL medijuma obogacenog sa 10 % FBS, a zatim centrifugirna 10 min na 1000 rpm.
Nakon centrifugiranja, supernatant koji sadrzi medijum za zamrzavanje i DMSO je uklonjen, a
talog resuspendovan u 5 mL kompletnog medijuma za gajenje. Homogena suspenzija je gajena u
odgovarajucoj koli¢ini hranljivog medijuma u polietilenskim sudovima povriine 25-75 cm?
(flaskovima) do pojave monosloja. To podrazumeva gajenje celijskih kultura do 80 %
konfluentnosti, odnosno dok celije ne prekriju skoro Ccitavu povrSinu za rast u flasku
(eksponencijalna faza rasta). Celije su gajene u inkubatoru na 37 °C u atmosferi sa 5 % CO,.
Celijske kulture su svakodnevno posmatrane na invertnom mikroskopu, radi praéenja opsteg izgleda
kulture tokom rasta, morfoloSkih karakteristika c¢elija i u cilju provere kontaminacije
mikroorganizmima. Kako su celije gajene u optimanoj koli¢ini medijuma (dovoljna koli¢ina
hranljivih materija do formiranja monosloja), pratila se i njegova promena boje i eventualna
zamucenost. Zuta boja medijuma je pokazatelj utro$enosti hranljivih materija i promene pH, te je
stoga neophodna zamena svezim, dok sumnja na kontaminaciju u slucaju zamucenosti podrazumeva
uklanjanje ¢elijskih kultura iz procesa dalje kultivacije.

3.2.3.2. Tripsinizacija ¢elijskih kultura

Nakon formiranja konfluentnog monosloja, ¢elijske kulture su tripsinizirane i dobijene su
suspenzije pojedinacnih ¢elija kori§éene dalje za eksperimente. Preostali manji deo se dalje iznova
zasejavao u nove flaskove (pasaziranje) u cilju odrzavanja celijskih kultura. Sa svakim novim
presejavanjem broj pasaze ¢elijske kulture se povecéava, §to je od znacaja, s obzirom da je za svaku
¢elijsku liniju definisan broj pasaza dozvoljen za rad sa njima. Iz flaska sa monoslojem, prvo je
odstranjen medijum, a zatim je povrSina sa ¢elijama isprana sa 1xPBS i to laganim pokretima, tzv.
,kupanje ¢elija“ u trajanju oko 1 min. Nakon ispiranja, rastvor je uklonjen, a sa njim su eliminisani
metabolicki produkti celija i serumski proteini. Dodata je odgovarajuc¢a koli¢ina tripsina u
zavisnosti od veliCine flaska, a zatim se ¢elije jos jednom ispiraju. Proces se prekida uocavanjem na
svetlosti da je sloj poCeo da se odlepljuje, a rastvor tripsina da se muti. Visak tripsina je uklonjen,
ali je ostavljeno oko 200-300 pL, koliko da pokrije dno flaska. Ravnomernim, ali snaznim
pokretima lupkano je po flasku kako bi se ¢elije odlepile, a zatim je pod mlazom dodat svez
medijum. Dodatak svezeg medijuma razblazuje tripsin, ¢ime se njegova aktivnost gubi i sprecava
osteéivanje ¢elija. Celije su dobro resuspendovane pomoéu pipete i pipetora, u cilju dobijanja
suspenzija pojedinac¢nih ¢elija. Njihova koncentracija u suspenziji odredivana je brojanjem pomocu
hemocitometra.

3.2.3.3. Odredivanje broja ¢elija bojenjem tripan plavim

Za odredivanje broja celija koriS¢en je hemocitometar - Biirker komora, a za procenu
njihove vijabilnosti boja tripan-plavo (eng. Tripan-blue). Ova boja difunduje kroz oStecenu celijsku
membranu mrtvih ¢elija, koje se pod svetlosnim mikroskopom uocavaju kao obojene. Kod Zivih
¢elija integritet ¢elijske membrane je ocuvan, Sto onemogucava prodor boje, pa se one uocavaju kao
neobojene. Ukratko, pomesano je 10 ul suspenzije ¢elija i 20 pl 0,4 % vodenog rastvora tripan-
plavog i ostavljeno par minuta da boja deluje. Nakon toga komora je napunjena ovako tretiranom
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¢elijskom suspenzijom, prekrivena pokrovnim staklom i celije (Zive i mrtve) su prebrojane pod
svetlosnim mikroskopom. Brojanje je neophodno zavrsiti za 3 - 5 min, jer duzi kontakt sa bojom
smanjuje vijabilnost ¢elija.

Broj ¢elija po mililitru suspenzije raunat je prema obrascu:

Broj éelija /mL = nx R x 10,

gde je n — broj éelija u svih 16 kvadrati¢a (4 vidna polja x 4); 10* — faktor poveéanja koji uvodimo
jer u polje sa 16 kvadrati¢a staje 0,1 mm’, odnosno 10™* mL ¢elijske suspenzije; R - faktor
razblazenja celijske suspenzije bojom (na primer R = 3, jer su, ¢elije i boja pomeSani u odnosu 1:
2).

Ovim postupkom odreden je broj zivih (neobojene), broj mrtvih celija (plavo obojene) i
ukupan broj celija u suspenziji. Naravno, svi dalji proracuni, izvodeni u cilju zasejavanja
odgovarajuceg broja ¢celija za eksperimente, ili zamrzavanja odgovarajuceg broja ¢elija, ukljucivali
su samo Zive celije.

3.2.3.4. Krioprezervacija ¢elija

Krioprezervacija podrazumeva postupak kojim se éelije zamrzavaju i dalje uvaju. Celije se
gaje do 80 % konfluentnosti, a zatim se tripsinizuju prema opisanoj proceduri, i resuspenduju u 10
mL medijuma za gajenje (medijum + 10 % FBS). Suspenzija ¢elija se dalje centrifugira 10 min na
1000 rpm. Nakon centrifugiranja, supernatant se odbacuje, a talog sa ¢elijama se resuspenduje u 10
mL medijuma za zamrzavanje. SadrZaj se zatim podeli u odgovarajuce kriotube, po 2 mL u svaku.
Postupak zamrzavanja celija obuhvata prvo hladenje u frizideru na 4 °C, zatim skladiStenje par sati
na — 20 °C i na kraju zamrzavanje na — 80 °C, a narednog dana kriotube sa ¢elijama prebacuju se u
te¢ni azot. Broj éelija koji se preporucuje za zamrzavanje po kriotubi iznosi 5 x 10°.

3.2.3.5. Ispitivanje citotoksicne aktivnosti biljnih derivata in vitro

Citotoksicni efekat biljnih derivata pojedinac¢no i u kombinaciji sa odabranim citostaticima,

ispitan je primenom MTT testa u mikrotitatar plo¢ama koris¢enjem 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijum bromida (MTT), kao indikatora ¢elijske vijabilnosti (Mosmann, 1983). MTT su
zute tetrazolijumske soli koje se aktivno$éu mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze redukuju u
ljubicasto obojeni formazan, Sto omogucuje procenu metabolicke aktivnosti, a posredno i
vijabilnosti ¢elija.
Celije su zasejane u bunariée (2 x 10* ¢el/bunaru) i inkubirane 24 h na 37 °C u prisustvu 5 % CO,
do formiranja monosloja. Nakon inkubacije medijum je uklonjen, ¢elije su pazljivo isprane pomocéu
I1xPBS, a zatim je svez medijum sa rastu¢im koncentracijama test supstanci, pojedinacnih ili u
kombinaciji, dodat u odgovarajuc¢e bunari¢e. Nakon toga, ploc¢e su dodatno inkubirane 24 h na 37
°C u prisustvu 5 % CO,. Svaka koncentracija uradena je u osam replika, u tri nezavisno ponovljena
eksperimenta. U ploci su bile postavljene i odgovarajuce kontrole: kontrola ¢elijskog rasta (¢elije sa
hranljivim medijumom), kontrola rastvaraca (odgovarajuca koncentracija DMSO u hranljivom
medijumu) i kontrola sterilnosti. Sterilni medijum je koris¢en kao blank za merenje opticke gustine,
pri ocitavanju rezultata. Nakon tretmana, medijum je uklonjen, a ¢elije su pazljivo isprane. U sve
bunare, osim blanka, dodato je 20 uL rastvora MTT u 180 pL medijuma (finalna koncentracija 0,5
mg/mL). Plo¢e su inkubirane tokom 3 h na 37 °C u prisustvu 5 % CO..

Nakon inkubacije, medijum je uklonjen i dodat je DMSO (200 pL), kako bi se kristali
formazana rastvorili. Opticka gustina je izmerena na 570 nm pomocu ELISA citaca. Na ovaj nacin,
ocitan intenzitet ljubiCaste boje direktno je bio proporcionalan broju vijabilnih ¢elija. Citotoksi¢nost
je procenjena na osnovu procenta prezivljavanja celija u prisustvu test supstanci, koji je izraCunat
prema slede¢oj formuli:
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ODs7 test supstanca

ODs79 kontrola rastvaraca x 100

P [%] =

Rezultati citotoksi¢nosti su izraZeni preko ICsy vrednosti, koncentracije koja smanjuje
prezivljavanje ¢elija za 50 %. Ova vrednost predstavljala je osnovni polazni parametar u daljem
eksperimentalnom dizajnu.

Primenom MTT testa ispitan je efekat Jc-EU-P i PDO prema odabranim ¢elijskim linijama i
to: A549 (adenokarcinom pluca), HT-29 i HCT116 (¢elije kolorektalnog adenokarcinoma) i MRC-5
(normalni fibroblasti plu¢a), dok su kao pozitivne kontrole koris¢eni citostatici DOX (u slucaju
MRC-5 1 A549) i 5-FU (kod HT-29 i HCT116). Odredena je selektivna toksi¢nost prema
kancerskim ¢elijama izraZena preko selektivnog indeksa (Slk). Sl predstavlja odnos ICsy vrednosti
odredenih za zdrave i kancerske ¢elije.

Sly = 1Csq zdrave celije/ICsy kancerske celije)

Vrednosti Slk se interpretiraju na sledeci nacin:

SIx > 2 — selektivna toksi¢nost jedinjenja;

SIx > 3 — visoka selektivna toksi¢nost jedinjenja (Badisa i sar., 2009; Bézivin i sar., 2003;
Demirgan i sar., 2016).

3.2.3.6. Ispitivanje citotoksicnog efekta dva agensa u kombinaciji

MTT test bio je primenjen ne samo za analizu efekta pojedinacnih supstanci, ve¢ i njihovih
binarnih kombinacija. Naime, isti protokol je bio primenjen, ali su ¢elije tretirane kombinacijom
dva agensa. Pri tome je koncentracija jednog agensa (derivata biljke, tj. Jc-EU-P ili PDO) varirala u
opsegu koncentracija 7,81-62,5 pg/mL za etarsko ulje, odnosno 78-625 pg/mL za PDO, dok je
koncentracija konvencionalnog agensa (DOX) bila fiksna, a njena vrednost je za normalne MRC-5
¢elije bila sub-inhibitorna i iznosila 0,312 ili 0,625 pg/mL. Sli¢no, u kombinaciji derivata,
koncentracija PDO je varirala u opsegu 313-1250 pg/mL dok je koncentracija drugog derivata (Jc-
EU-P) bila fiksna i iznosila 15,62 ili 31,25 pg/mL. MTT test binarnih kombinacija bio je primenjen
na A549 i MRC-5 ¢elijama.

3.2.3.6.1. Analiza tipa interakcije test supstanci u binarnim kombinacijama

Priroda interakcije dva agenasa u kombinaciji procenjena je pomocu izobolograma i
racunanjem kombinatornog indeksa (CI) (Zhao i sar., 2004). Analiza pomocu izobolograma
predstavlja graficki prikaz efekta dve supstance (D; i D,) u koordinatnom sistemu. Na x i y osi unete
su tacke (xi, 0; 0, y2) koje odgovaraju koncentracijama koje je svaki agens ostvario pojedinacno (x
osa prikazuje vrednosti koncentracija jedne supstance (D;), a y osa prikazuje koncentracije druge
supstance (D;). Tacke nanete na ose predstavljaju ICsy vrednosti svake od supstanci primenjene
pojedinacno, a linija koja spaja te dve tacke zove se linija aditivnosti. Koncentracije dve supstance u
kombinaciji koje su postigle isti efekat, tj 50 % smrtnosti (ICso vrednost kombinacija dve supstance
(D1Dy) nalaze se u istom koordinatnom sistemu. Aditivni efekat, sinergizam ili antagonizam su
ostvareni kada se tacke (D;D;) nalaze na, ispod ili iznad linije aditivnosti (Slika 10).

CI analiza vrSena je racunanjem numericke vrednosti Cl, za dva agensa primenjena u
kombinaciji, a izracunata je prema sledecoj jednacini:

D1 D2

r= Dx1 + Dx?2

Gde su:

D; i D; - koncentracije agenasa u kombinaciji potrebne da ostvare 50 % prezivljavanja; Dx; 1 Dx; -
koncentracije oba agensa koji pojedinacno ostvaruju isti efekat (ICsy vrednosti pojedinacnih
agenasa).
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Slika 10. Izobologram analiza (preuzeto iz Li i sar., 2016)

U zavisnosti od vrednosti CI indeksa, interakcija dva agensa primenjena u kombinaciji moze
se smatrati aditivnim efektom (CI=1), sinergizmom (CI<1) ili antagonizmom (CI>1). Pored
kvalitativne informacije o tipu interakcije, CI indeks daje i kvantitativnu informaciju o intenzitetu
ostvarenog tipa interakcije. Naime, ukoliko je vrednost bliska vrednosti 1, interakcija je slaba, a §to
se vrednost viSe razlikuje od ove grani¢ne vrednosti, to je interakcija intenzivnija (ukoliko je
vrednost manja, utoliko je sinergizam veci).

Izobologam i CI analize prikazane su za ICsy vrednosti koje su supstance ostvarile pojedinacno ili u
kombinaciji, a na osnovu rezultata MTT testa.

3.2.3.7. Citometrijska analiza ¢elija u kulturi

Parametri celijske smrti analizirani su metodom protoCne citometrije na aparatu FACS
Calibur (Fluorescence Activated Sorting Cells - FACS Calibur). Svaka analiza obuhvatala je 10 000
dogadaja tj. ¢elija po pojedinacnom uzorku. Za obradu podataka koriS¢en je specijalizovani Cell
Quest kompjuterski softver.

3.2.3.7.1. Priprema suspenzije ¢elija

Celijske suspenzije pripremljene su prema veé opisanom protokolu za gajenje i tripsinizaciju
éelija, uz male modifikacije. Celije su zasejane u flaskove sa medijumom, ukupno &etiri (od kojih je
jedan kontrolni) i inkubirane do formiranja monosloja. Broj éelija je bio podesen na 3x10°
éelija/mL kako bi nakon 24 h inkubacije dostigao 1x10° ¢elija/mL. Nakon toga medijum je
uklonjen, celije su isprane sa 1xPBS, dodat im je medijum sa test supstancama, pa su dodatno
inkubirane tokom 24 h na 37 °C 1 5 % CO,. Nakon 24 h tretmana (48 h od zasejavanja) celije su
tripsinizovane i centrifugirane 10 min na 1800 rpm. Supernatant je odbacen, a talog resuspendovan
u 1xPBS (ImL). Celije su dalje pripremljene prema dole opisanim protokolima za ispitivanje tipa
¢elijske smrti i distribucije ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa. Na ovaj nacin tretirane su celije A549
test supstancama Jc-EU-P (69,4 pg/mL) i PDO (0,3 mg/mL). Izbor ¢elijskih linija i testiranih
koncentracija izvrSen je na osnovu rezultata MTT testa.

3.2.3.7.2. Odredivanje tipa ¢elijske smrti
Da bi se utvrdio tip ¢elijske smrti u kulturi nakon odgovarajuéih tretmana, ¢elije su bojene
sa aneksin V-fluorescein izotiocijanatom (aneksin V-FITC) i propidijum jodidom (PI), a zatim
analizirane na proto¢nom citometru. Aneksin V (kalcijum zavisni fosfolipid-vezujuéi protein) ima
veliki afinitet da se veze za fosfatidilserin, koji se premesSta sa unutrasnje na spoljasnju stranu

51



Materijal i metode

celijske membrane celija u apoptozi. ObeleZzen je fluorescentnom bojom FITC koji nakon
pobudivanja emituje zelenu fluorescencu (fluorescentni signal oznacen kao FL1). PI ne mozZe da
prode kroz o¢uvanu ¢elijsku membranu, ali u nekrozi dolazi do njenog oStecenja i boja moze da ude
u celiju i reaguje sa DNK. Fluorescentna boja PI umece se izmedu nukleotidnih baza dvolancane
DNK i nakon pobudivanja laserskom svetlo$¢u protocnog citometra emituje crvenu fluorescencu
(fluorescentni signal oznacen kao FL2), koja je proporcionalna sadrzaju DNK u ¢eliji. Dvostrukim
diferencijalnim bojenjem moguce je razlikovati populacije ¢elija koje se na dijagramu (eng. dot
plot) prikazuju u kvadratnoj raspodeli kao: normalne (aneksin /PI'), rano apoptoticne
(aneksin'/PI"), kasno apoptotiéne i nekroti¢ne éelije (aneksin'/PI") i éelijski debri. Celijski debri
predstavlja veoma kratke fragmente DNK poreklom od dezintegrisanih ¢elija koji su obojeni sa PI,
ali su oni odvojeni od ¢elija u kasnoj apoptozi/nekrozi, usled razlicite veli¢ine.

Ukratko, za ispitivanje apoptoze, 100 pL éelijke suspenzije (1x10° éelija/mL) je prebaceno u
odgovarajuce epruvete i dodato je ImL 1xPBS. Sadrzaj je centrifugiran 10 min na 1800 rpm, i
resuspendovan u 100 pL pufera za vezivanje. U sve epruvete (osim kontrolne) dodato je po 5 uL
anexin V-FITC i PI (20 pg/mL). Celije su blago promuckane, i nakon inkubacije (15 min na 25 °C,
u mraku), u svaku epruvetu je dodato 400 uL pufera za vezivanje, a sadrzaj analiziran na proto¢nom
citometru. Rezultati su izrazeni kao % odgovarajucih Ccelijskih populacija u ukupnom broju
analiziranih celija.

3.2.3.7.3. Citometrijska analiza distribucije ¢elija po fazama celijskog ciklusa

Kvantitativno merenje distribucije ¢elija po fazama celijkog ciklusa i analiza DNK sadrzaja
odredena je nakon fiksiranja ¢elija i bojenja PI prema protokolu Krishan (1975). Princip ove metode
zasniva se na osobini PI da interkalira u DNK molekul i emituje crvenu fluorescencu (FL2), koja je
proporcionalna sadrzaju DNK u ¢eliji. Ova metoda omogucava razlikovanje faza ¢elijskog ciklusa
(Go/G faza rasta celija, S faza replikacije DNK, G,/M faza ¢elijske deobe), a moze se koristiti i za
odredivanje broja celija sa hipodiploidnim sadrzajem DNK, odnosno fragmentisanom DNK u sub-
G fazi, kao parametrom kasne apoptoze.

Ukratko, preostali sadrzaj suspenzije ¢elija je centrifugiran i resuspendovan u 400 pL
ohladenog rastvora 1xPBS. Celije su fiksirane hladnim apsolutnim etanolom (400 pL) koji je
prethodno ohladen na -20 °C, kako bi boja mogla da difunduje u ¢eliju, a potom su inkubirane
minimum 30 min na ledu. Nakon inkubacije, ¢elije su dva puta isprane, zatim je dodata
odgovarajuca koli¢ina RnaseA (1 mg/mL) i PI (400 pg/mL). Na kraju, uzorci su vorteksovani i
inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi u mraku. Ovako obojene ¢elije dalje su analizirane. Na
histogramu distribucije intenziteta FL2 fluorescence, formiranje sub-G; pika pri analizi toka
¢elijskog ciklusa potice od populacije ¢elija sa fragmentisanim DNK molekulima. Rezultati su
izrazeni kao % celija u razli¢itim fazama ciklusa (sub-G, G¢/G;, S i G2/M) u odnosu na ukupan
broj analiziranih ¢elija.

3.2.3.8. Ispitivanje genotoksi¢nog potencijala primenom komet testa

3.2.3.8.1. Pripremanje suspenzije c¢elija

Celijske suspenzije su pripremljene i zasejane u ploce sa 12 bunara u koncentraciji 3x10°
éelija/bunaru (3x10° éelija/mL). Plo¢e su inkubirane na 37 °C u atmosferi obogacenoj sa 5 % CO».
Nakon 24 h inkubacije (formiranja monosloja), medijum je uklonjen, ¢elije su isprane i tretirane
rastu¢im koncentracijama test supstanci (paralelno je radena negativna kontrola i kontrola
rastvaraca - DMSO). Tretman test supstancama trajao je 24 h. Nakon tretmana, medijum je
uklonjen, ¢elije su isprane i tripsinizirane; Celijska suspenzija je centrifugirana tokom 10 min na
1000 rpm, a zatim i resuspendovana u 60 ul. medijuma (2 x 30 uL). Tako dobijene suspenzije
pojedinac¢nih ¢elija dalje su koris¢ene za komet test.

Za testiranje genotoksicnosti odabrane su netoksi¢ne koncentracije Jc-EU-P i PDO (sa
prezivljavanjem cCelija ve¢im od 80 % u MTT testu citotoksi¢nosti), a testirane ¢elijske linije su bile
A549 1 MRC-5. Kao pozitivna kontrola koriS¢en je citostatik DOX.
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3.2.3.8.2. Komet test — elektroforeza pojedinacnih ¢elija

Za detekciju jednolancanih i dvolancanih prekida kao i alkalno labilnih mesta na molekulu
DNK, primenjena je alkalna verzija komet testa (Singh i sar., 1988). Citava procedura se obavlja u
mraku ili pod zutim svetlom. Dobro oprane (odmaséenje) mikroskopske ploCice potopljene su u 1
% rastvor agaroze normalne tacke topljenja (eng. Normal Melting Point, NMP), donja strana
plocica je obrisana, a naneti NMP je osuSen preko no¢i na sobnoj temperaturi. Dodatno, na dan
izvodenja testa, na levu i desnu stranu plocice naneto je joS po 80 uL 1 % NMP agaroze koja je brzo
prekrivana pokrovnim staklima, ¢ime se postiZze njen bolji raspored. Plocice su ostavljene 5 min na
4 °C kako bi se i ovaj sloj agaroze stegao, a nakon toga su pokrovna stakla uklanjana. Po 30 pL
pripemljene suspenzije celija se zatim mesalo sa 70 pL rastopljene agaroze, niske tacke topljenja
(eng. Low Melting Point, LMP). Uzorci su pripremani u duplikatu, i na svaku plocicu su brzo
nanoSena dva uzorka istog tipa (2 x 80 uL). Uzorci su pokrivani pokrovnim staklima i plocice jos
jednom ostavljene 5 min na 4 °C. Nakon toga pokrovna stakla su pazljivo skinuta, a gelovi su bili
spremni za lizu. Po¢ev od ovog koraka, svi sledeéi (denaturacija, elektroforeza i neutralizacija) su
radenu u mraku. Plocice su smeStene u kadicu i prelivene svezim i dobro ohladenim rastvorom za
lizu. Liza je trajala tokom minimum 1 h na 4 °C. U ovom koraku dolazi do uklanjanja svih ¢elijskih
membrana, tako da se oslobada sadrzaj nukleusa, tzv. ,,nukleoid. Nakon lize, ploCice su poredane u
kadicu za elektroforezu i prelivene hladnim rastvorom za denaturaciju i elektroforezu, visokog pH.
Dalje su inkubirane 20 min na 4 °C, u cilju denaturacije DNK. U sledec¢oj fazi, u istom rastvoru
izvrSen je proces elektroforeze (0,75 V/cm, 300 mA) u trajanju od 20 min. Nakon denaturacije i
elektroforeze, plocice su pazljivo vadene, blago posusene (papirnom vatom), prebacene u Ciste
kadice, a zatim prelivene hladnim rastvorom za neutralizaciju, u kome su ostajale u trajanju od 15
min na sobnoj temperaturi. Plocice su do analize ¢uvane u vlaznoj kadici na 4 °C. Za vizualizaciju
kometa, neposredno pred mikroskopiranje naneto je 20 pL rastvora fluorescentne boje etidijum-
bromida (5 pg/mL), koja interkalira u DNK, na gelove, koji su zatim prekriveni pokrovnim
staklima. Plocice su posmatrane pod fluorescentnim mikroskopom sa ekscitacionim filterom 510 —
560 nm, emisionim filterom 590 nm, uz koris¢enje uvelicanja 400x (Leica, DMLS, Nemacka). Na
svakom gelu analizirano je po 25 nasumi¢no odabranih kometa (ukupno 50 nukleoida po plocici).
Za kvantifikaciju DNK oStecenja koris¢en je kompjuterski softver Comet IV Computer Sofiware
(Perceptive Instruments, UK). Nivo DNK ostecenja se izrazava preko tri najcesce koriS¢ena
parametra u komet testu: intenzitet repa komete (eng. Tail Intensity, TI ), momenat repa komete
(eng. Olive Tail Moment) 1 duzina repa komete (eng. Tail Lenght). Nivo oste¢enja DNK u ovom
radu pracen je preko parametra TI (%).

3.2.4. Metode za ispitivanje interakcije mikroroganizama i humanih éelija gajenih u kulturi i

uporednu analizu antimikrobnog i citotoksi¢nog potencijala

3.2.4.1. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti biljnih derivata in vitro - test adhezivnosti

Ispitivanje sposobnosti adhezije mikroorganizama na celije u kulturi, izvedeno je u skladu sa
protokolom koji su opisali Todoriki i sar. (2001) uz odredene modifikacije. U ploce sa 12 bunara
dodate su suspenzije odabranih sisarskih ¢elija u DMEM medijumu, 3x10° éelija/bunaru. Medijum
je bio obogacen sa 10 % FBS 1 sadrZzao je koktel antibiotika koji se standardno koristi u
procedurama gajenja sisarskih ¢elija, a ¢elije su u njemu gajene na 37 °C u atmosferi sa 5 % CO,
sve do dostizanja 80-90 % konfluentnosti. Nakon toga, ¢elijski monosloj je dobro ispran sa 1xPBS i
preinkubiran 30 min u ¢istom medijumu, ¢ime su uklonjeni ostaci antibiotika i seruma. Ovako
pripremljene cCelije su bile spremne za inokulaciju odabranim sojevima. Suspenzija
mikroorganizama je bila pripremljena kao Sto je prethodno opisano u Poglavlju 3.2.2.2.1, uz male
modifikacije. Nakon centrifugiranja (4000 rpm/10min) eksponencijalne kulture mikroorganizama
istalozene celije su resuspendovane u 1 mL cistog DMEM medijuma (kontrola), medijuma sa
dodatkom DMSO (kontrola rastvaraca) kao i medijuma sa razli¢itim rastu¢im koncentracijama test
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supstanci (primenjene su sub-inhibitorne doze, koje nisu toksi¢ne za koris¢ene mikroorganizme).
Ovako dobijene suspenzije su koriS¢ene za ispitivanje adhezivnog potencijala.

Primenjene su dve varijante testa — (1) Celije mikroorganizama su najpre tretirane test
supstancom i to 3 h na 37 °C, a zatim su dodate u bunare ploca sa razvijenim monoslojem sisarskih
¢elija (varijanta oznacena kao pre-tretman mikroorganizama); i (2) suspenzija mikroorganizama je
odmah po dodavanju test supstance prelivena na monosloj sisarskih ¢elija (varijanta oznacena kao
ko-tretman mikroorganizama i sisarskih ¢elija). Izbor varijante protokola zavisio je od indeksa
selektivnosti SIy;; naime, u slucaju selektivnosti agensa prema odabranim patogenima supstanca je
primenjena u ko-tretmanu mikrororganizama i sisarskih ¢elija, dok je u slucaju neselektivnog efekta
primenjena u pre-tretmanu mikroorganizama, kako bi se sprecilo ispoljavanje letalnog efekta test
supstance na sisarskim ¢elijama.

Bez obzira na varijantu testa, mikroorganizmima (pretretiranim ili ne) je inokulisan
monosloj sisarskih ¢elija, a ploce su zatim dodatno inkubirane 60 min na 37 °C, kako bi
mikroorganizmi mogli da se adheriraju na povrSinu sisarskih ¢elija. Nakon toga, medijum je
uklonjen, monosloj je ispran dva puta sa 1xPBS da bi se uklonile neadherirane celije. Zatim je
pripremana suspenzija adheriranih mikroorganizama i to tripsinizacijom monosloja sisarskih ¢elija,
kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.3.2. Na ovaj nacin adherirane ¢elije su prebacene u te¢nu fazu i
pripremljena je njihova suspenzija. Ukupan broj adheriranih (CFU/mLag4p) ¢elija mikroorganizama
odreden je indirekthom metodom, zasejavanjem odgovarajuc¢ih razblazenja na odgovarajuce
podloge i prebrojavanjem kolonija. Uz to, indirektna metoda je koriS¢ena i za odredivanje brojnosti
starter kulture mikroorganizama (CFU/mLyno), Efekat na proces adhezije procenjen je poredenjem
adhezivnh svojstava mikroorganizama u medijumu sa i bez test supstanci.

Za potrebe istrazivanja bioloSke aktivnosti test supstanci na proces adhezije, procenat adheriranih
¢elija (% Ad) je racunat prema jednacini:

Ad 0/ . CFU/mLAdh 100
01 = CE L

Gde je:

Adh — broj adheriranih ¢elija sa/bez test supstance(CFU/mL);
Int.No — ukupan broj ¢éelija (eng. initial number, CFU/mL).
Procenat inhibicije adhezije (% I) racunat prema jednacini:

Ad(%)t

0, = —_——
wi=da Ad(%)c

) x 100

Gde je:
Nt Ad(%)t - procenat adheriranih ¢elija nakon tretmana test supstancom;
Nc Ad(%)c — procenat adheriranih ¢elija u netretiranoj kontroli

Test adhezivnosti je primenjen na C. albicans i L. monocytogenes. Kao model epitela kolona
koris¢ene su sisarske celije HT-29 i dodatno HCT116 u slucaju L. monocytogenes. Odabrana
koncentracija test supstanci (Je-EU-P i PDO) iznosila je 1/2xMIK, jer je cilj bio ispitati efekat sub-
inhibitorne doze na adheziju.

3.2.4.2. Procena selektivnosti uocenih efekata prema mikroorganizmima

Kako bismo procenili bezbednost upotrebe antimikrobnih agenasa, na osnovu in vitro
primenjenih testova, racunat je odnos izmedu citotoksicnog i antimikrobnog efekta, tj. indeks
selektivnosti antimikrobnog agensa (SIy). SIu predstavlja odnos izmedu logaritma odnosa ICsg
vrednosti (merilo citotoksi¢nosti, vidi poglavlje 3.2.3.5) i MIK vrednosti (merilo antimikrobnog
efekta) test supstanci. Indeks je racunat prema sledecoj jednacini:

Sl = log(ICsy/MIK)
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Pozitivne vrednosti Sl ukazuju na vecu selektivnost test supstanci prema mikroorganizmima nego
prema kancerskim ¢elijama, dok negativne vrednosti ukazuju na vecu toksi¢nost prema celijama.

3.2.5. Statisticke analize

Za statisticku obradu dobijenih rezultata koriSic¢en je softverski program STATISTICA v.7
(StatSoft Inc.,SAD), pri ¢emu je nivo znacajnosti bio p<0,05 u svim testovima. Vrednosti prikazane
u tabelama predstavljaju srednje vrednosti sa standardnim devijacijama. Rezultati antimikrobne
aktivnosti, citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti podvrgnuti su jednosmernoj (jednofaktorijalnoj) analizi
varijanse (One way ANOVA), koris¢enjem Studentov-og #-testa i Tukey-evog HSD testa (eng.
Honest Significant Difference). Za statisticku obradu rezultata komet testa koriS¢en je
neparametrijski Mann Whitney U-test. Rezultati eksperimenata in situ podvrgnuti su analizi
standardne varijanse (Two-way ANOVA), koris¢enjem Holm-Sidac testa.
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4. REZULTATI

U skladu sa postavljenim glavnim ciljevima prikazani su i analizirani rezultati u okviru tri
celine. U okviru prve, prikazani su rezultati hemijske karakterizacije etarskog ulja i
postdestilacionog ostatka J. communis var. saxatilis (Jce-EU-P i PDO), kao i rezultati ispitivanja
njihovog antioksidativnog potencijala. Pored toga, u ovoj celini prikazan je i hemijski sastav drugih
analiziranih test supstanci, tj. komercijalno nabavljenih etarskih ulja kleke (Jc-EU-K) i ¢ubra (Sm-
EU). Druge dve celine se bave antimikrobnim i citotoksicnim potencijalom derivata kleke,
medutim, s obzirom da su rezultati citotoksicnosti koriS§¢eni za procenu selektivnosti detektovanog
antimikrobnog potencijala, one su prikazane obrnutim redosledom (najpre su dati rezultati analize
citotoksi¢nog efekta).

4.1. Hemijska karakterizacija test supstanci i njihova antioksidativna aktivnost

4.1.1. Hemijski sastav etarskih ulja

Hemijski sastav svih etarskih ulja analiziran je primenom gasne hromatografije sa
masenospektrometrijskom detekcijom, a rezultati hemijske analize prikazani su tabelarno. Sto se
tice Je-EU-P, GC-MS analizom identifikovano je 93,95 % ukupnog sastava ulja, pri ¢emu je
procentualna zastupljenost dvadeset pojedina¢nih komponenti bila preko 1 %, dok nijedna nije
presla 25 % (Tabela 9, Slika 8.2, Prilog). Dobijeni rezultati pokazuju da u sastav ovog ulja ulaze
isklju¢ivo seskviterpenski (59,3 %) i monoterpenski ugljovodonici (40,7 %). Od seskviterpena,
najzastupljeniji su bili d-kadinen (10,71 %), germakren D (7,25 %) i a-murolen (6,58 %). a-pinen je
bio najzastupljeniji monoterpenski ugljovodonik (23,61 %) i prva po zastupljenosti komponenta
ulja, a za njim sledi sabinen (9,53 %). Od ukupnog hemijskog sastava ulja neidentifikovano je 6,05
% 1 to iz grupe seskviterpena, usled velike slicnosti masenih spektara i retencionih indeksa.

Komercijalno nabavljena etarska ulja kleke (Jc-EU-K) i cubra (Sm-EU) takode su
analizirana GC-MS metodom (Tabela 10, Slike 8.3. i 8.4, Prilog). U ulju Jc-EU-K, specifi¢ne tezine
920 mg/mL, identifikovana su 33 jedinjenja koja ¢ine 99,9 % ukupnog sastava. Najzastupljenija
grupa su monoterpenski ugljovodonici (82,9 %), a medu njima najveci udeo imaju a-pinen (47,8
%), sabinen (11,0 %), B-pinen (8,5 %), i limonen (5,8 %). Oksidovani monoterpeni su zastupljeni u
znac¢ajno manjem procentu (9,51%) dok su seskviterpenski ugljovodonici (4,23 %) 1 oksidovani
seskviterpeni (3,26 %) bili najmanje zastupljene grupe jedinjenja.

Analizom hemijskog sastava Sm-EU (specificne tezine 860 mg/mL), identifikovana su
ukupno 35 jedinjenja, koja ¢ine 100,0 % sastava ulja. Za razliku od oba ulja kleke, ulje Sm-EU se
odlikuje visokim sadrzajem oksidovanih monoterpena (61,2 %), medu kojima su najzastupljeniji
bili karvakrol (30,7 %), timol (18,0 %) i borneol (5,9 %). Monoterpenski ugljovodonici bili su
zastupljeni u znacajno manjem procentu (29,1 %), a medu njima su u najviS§im koncentracijama bili
p-cimen (15,6 %) 1 y-terpinen (5,5 %). Najmanje zastupljene grupe jedinjenja bile su
seskviterpenski ugljovodonici (8,47 %) 1 oksidovani seskviterpeni (1,24 %).
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Tabela 9. GC-MS analiza etarskog ulja Juniperus communis var. saxatilis (Jce-EU-P)

Jedinjenje tg [min] LRI Povrsina %
a-tujen 5,014 925 0,90
a-pinen 5,142 933 23,61
sabinen 5,796 972 9,53
B-pinen 5,872 976 1,10
B-mircen 6,047 987 1,36
limonen 6,757 1029 2,07
y-terpinen 7,290 1060 0,91
4-terpineol 9,436 1193 1,26
a-kopaen 12,089 1388 0,93
B-elemen 12,242 1402 4,37
seskviterpen 12,386 1414 0,55
B-kariofilen 12,584 1432 2,94
y-elemen 12,667 1440 1,31
vidren (tujopsen) 12,717 1445 2,66
o-humulen 12,929 1465 3,08
cis-muurola-4(14),5-dien 13,012 1473 1,15
seskviterpen 13,113 1483 1,90
germakren D 13,187 1491 7,25
koeluirajuci seskviterpeni 13,248 1497 1,95
o-murolen 13,328 1505 6,58
v-kadinen 13,477 1521 5,87
d-kadinen 13,537 1528 10,71
o-kadinen 13,684 1544 1,83
seskviterpen 13,755 1552 0,89
germakren B 13,906 1569 4,56
seskviterpen 14,588 1654 0,76
Monoterpenski ugljovodonici 40,7 %
Seskviterpenski ugljovodonici 59,3 %
Ukupno identifikovano 93,95 %
Neidentifikovano 6,05 %
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Tabela 10. GC-MS/GC-FID analiza komercijalno nabavljenih etarskih ulja Juniperus communis
(Je-EU-K) i Satureja montana (Sm-EU)

Je-EU-K  Sm-EU Je-EU-K  Sm-EU
RI Jedinjenje RI Jedinjenje
Povrsina (%) Povrsina (%)
899 triciklen 0.2 1178 mirtenol 0,7
905  a-tujen 2,7 0,8 1187 vebenon 0,7
910  a-pinen 47,8 0,9 1222  karvakrol, metil-etar 0,7
924  kamfen 0,4 1,0 1270 bornil-acetat 0,3
949  sabinen 11,0 1282  trans-pinokarvil-acetat 1,3
951 B-pinen 8,5 0,2 1284  timol 18,0
969  mircen 34 1,0 1293  karvakrol 30,7
981 o-felandren 1,2 1322  a-kubeben 0,2
994  q-terpinen 1,3 1331 timol-acetat 0,2
1004 p-cimen 2,9 15,6 1347 a-kopaen 0,3
1006 limonen 5,8 1350 karvakrol-acetat 0,5
1018 cis-pf-ocimen 0,4 1356 B-burbonen 0,2
1036 y-terpinen 5,5 1365 B-elemen 0,8
1047  cis-sabinen-hidrat 2,5 0,4 1373  sibiren 0,2
1065 p-menta-2,4(8)-dien 0,4 1389  cis-kariofilen 0,3 3,7
1066 terpinol 0,8 1399 B-kopaen 0,1
1083 linalol 3,4 1409 aromadendren 0,7
1085 a-pinen oksid 0,6 1423  o-humulen 0,3 0,2
1086 cis-tujon 0,5 1430 6,9-guaiadien 0,1
1104  a-kamfolenal 12 1448 3’; 'nm“““’la"‘( 14),5- 0,4 0,4
1117  trans-pinokarveol 0,5 1456  y-gurjunen 0,3 0,7
1120  kamfor 1,3 1472 f;i‘;:’ls'm““r"l""“(”)’s ” 0,4 1,5
1125 trans-verbenol 1,6 1485 y-kadinen 0,2
1139 pinokarvon 0,2 1494  3-kadinen 0,6
1145 borneol 5,9 1551 spatulenol 0,6
1156 terpinen-4-ol 0,8 0,2 1552 kariofilen oksid 1,6 0,7
1173  mirtenal 0,3 1579 humulen epoksid IT 0,9
Monoterpenski ugljovodonici 82,9 % 29,1 %
Oksidovani monoterpeni 9,5 % 61,2 %
Seskviterpenski ugljovodonici 4,2 % 8,5 %
Oksidovani seskviterpeni 3,3% 1,2 %
Ukupno identifikovano 99,9 % 100,0 %
Broj identifikovanih jedinjenja 33 35

4.1.2. Hemijski sastav PDO

Za utvrdivanje sadrZaja hinske kiseline i odabranih fenolnih jedinjenja (14 fenolnih kiselina,
25 flavonoida, 3 kumarina i 2 lignana) u PDO, primenjena je specifi¢na i visokoselektivna LC-MS-
MS metoda. Jedinjenja su pra¢ena u dinamickom SRM (selected reactions monitoring) modu.
Kalibracione krive na osnovu kojih je izracunat sadrzaj fenolnih jedinjenja prikazane su na Slikama
8.5-8.8 (Prilog). ESI-SRM hromatogrami za detektovana jedinjenja u PDO prikazani su na Slikama
8.9-8.11 (Prilog). Sadrzaj kvantifikovanih jedinjenja u PDO izrazen je u mg/g SE i prikazan u
Tabeli 11. Od ukupno 45 ispitanih jedinjenja detektovano je 25 koja predstavljaju samo 3,2 % od
ukupnog sastava PDO. Preostalih 20 (epigalokatehin-galat, eskuletin, siringinska kiselina,
skopoletin, viteksin, sinapinska kiselina, hiperozid, apiin, O-kumarinska kiselina, miricetin,
sekoizolaricirezinol, 3,4-dimetoksicimetna kiselina, bajkalin, daidzein, matairezinol, genistein,
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kemferol, izoramnetin, hrizoeriol, bajkalein) nije bilo prisutno u ispitanom uzorku. Medu
identifikovanim jedinjenjima najzastupljeniji su bili hinska kiselina (11,09 mg/g SE) i flavonoidi
rutin (12,25 mg/g SE), katehin (5,53 mg/g SE) i epikatehin (1,74 mg/g SE). U odnosu na ukupan
sadrzaj identifikovanih flavonoida (20,5 mg/g SE), sadrzaj fenolnih kiselina u PDO je bio znatno
nizi i iznosio je 0,59 mg/g SE.

Tabela 11. Sadrzaj ispitanih fenolnih jedinjenja i hinske kiseline u postdestilacionom ostatku

Jedinjenje (Iﬁgﬂ;g‘g)a
rutin (kvercetin-3-O-ramnozilglukozid) 12,25 +0,37
katehin 5,534+ 0,553
epikatehin 1,738 £ 0,174
amentoflavon 0,392 £ 0,012
. apigenin 0,013 £0,001
§ izokvercitrin (kvercetin-3-0-glukozid) 0,232 +£0,007
§ apigenin-7-0-glukozid 0,140 + 0,007
s kvercitrin (kvercetin-3-O-ramnozid) 0,139 + 0,008
kemferol-3-O-glukozid 0,021 £ 0,001
luteolin-7-O-glukozid 0,025 £ 0,001
kvercetin <0,008
luteolin <0,006
naringenin <0,006
kumarini umbeliferon 0,253 +£ 0,025
protokatehinska kiselina 0,145 +0,012
cimetna kiselina 0,097 £ 0,019
p-hidroksibenzoeva kiselina 0,093 + 0,006
_§ p-kumarinska kiselina 0,088 = 0,008
E vanilinska kiselina 0,060 £0,018
N: ferulna kiselina 0,053 £0,005
§ galna kiselina 0,034 £0,030
> gentizinska kiselina 0,012 £ 0,001
5-O-kafeoilhinska kiselina (hlorogenska kiselina) 0,011 + 0,001
hinska kiselina 11,09+ 1,11
kafena kiselina <0,002°

 Rezultati su izrazeni kao koncentracija mg/g suvog ekstrakta (SE) + standardna devijacija ponovljivosti (odredena
tokom validacije), ® Nije detektovano ili je manje od granice kvantifikacije instrumenta (Or&i¢ i sar., 2014).

U daljem radu odreden je ukupni sadrzaj flavonoida’ u PDO metodom kompleksiranja jona
AP’*. Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata kvercetina po 1 g suvog ekstrakta (mg
ekv.kvercetina g SE) predstavljeni su u Tabeli 8.2. (Prilog). Dodatno, rezultati kalibracije na osnovu
kojih je konstruisana standardna kriva kvercetina pikazana je u Tabeli 8.3 i na Slici 8.12 (Prilog). U
PDO je odredeno 19,1 mg ekv. kvercetina/g SE.

7 Ovim testom nije moguée detektovati katehin i epikatehin, zbog odsustva okso-grupe u poloZaju 4.
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4.1.3. Antioksidativni potencijal derivata J. communis var. saxatilis

U cilju procene antioksidativnog potencijala Jc-EU-P 1 PDO ispitana je sposobnost
neutralizacije stabilnog DPPH radikala i sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije (DPPH i TBA
testovi), a za PDO je odreden i redukcioni kapacitet primenom FRAP testa. Rezultati su ocitani
spektrofotometrijski na odgovaraju¢im talasnim duzinama.

Rezultati DPPH testa su pokazali reaktivnost oba derivata: odredena ICsy vrednost PDO
potrebna za neutralizaciju 50 % DPPH radikala bila je 4,40 pg/mL, §to je priblizno vrednosti model
antioksidanta BHT (ICso= 4,90 pg/mL). Pri najve¢im testiranim koncentracijama, vrednost inibicije
DPPH radikala je bila ujednacena i priblizavala se 100 %, a dalji porast koncentracije PDO nije
dovodio do povecanja njegove aktivnosti (Tabela 8.4. 1 Slika 8.13, Prilog). Aktivnost ulja je bila za
nekoliko redova velicine slabija u poredenju sa PDO; koncentracija pri kojoj je neutralisano 50 %
DPPH radikala bila je 1,48 mg/mL (Tabela 8.5. i Slika 8.14, Prilog).

Sposobnost etarskog ulja i PDO da inhibiraju proces LP ispitana je na lipozomima kao
supstratu koji je bogat nezasi¢enim masnim kiselinama. Kao inicijator lan¢ane reakcije LP koriS¢en
je Fe**/askorbat i odredena je koli¢ina krajnjeg produkta peroksidacije lipida, MDA, u reakciji sa
TBA. U ovom testu, jedinjenja u sastavu test supstanci mogu helirati jone Fe*" i tako spre¢iti LP ili
neutralisati nastale radikalske vrste. Procenat inhibicije LP se povetavao sa porastom testiranih
koncentracija; PDO je pokazao bolju aktivnost u poredenju sa uljem; procenjene ICsy vrednosti su
iznosile 569,14 ng/mL za PDO i 1,75 mg/mL za etarsko ulje. Antioksidant BHT je pokazao najjacu
aktivnost (ICsp = 20,35 pg/mL). lako je i ovde PDO bio znacajno aktivniji od ulja, treba
napomenuti da je efekat inhibicije LP bio viSestruko slabiji nego efekat neutralizacije DPPH
radikala. Naime, dok je aktivnost u DPPH testu bila priblizna aktivnosti pozitivne kontrole (BHT),
u ovom testu je on bio priblizno 30 puta slabiji u poredenju sa odgovaraju¢om pozitivnom
kontrolom. Rezultati LP prikazani su u Tabelama 8.6 1 8.7 i na Slikama 8.15 i 8.16 (Prilog).

Odredivanje redukcionog kapaciteta PDO izvrieno je redukcijom Fe**-TPTZ kompleksa, a
rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata askorbinske kiseline po 1 g suvog ekstrakta (mg ekv.
askorbinske kis/g SE). U poredenju sa redukcionim kapacitetom standarda BHT (32,77 mg ekv.
askorbinske kis/g SE), PDO je pokazao skoro dvostruko ve¢i redukcioni kapacitet (78,77 mg ekv.
askorbinske kis/g SE), (Tabela 8.8, Prilog). Dodatno, rezultati kalibracije na osnovu kojih je
konstruisana standardna kriva askorbinske kiseline pikazani su u Tabeli 8.9 i Slici 8.17 (Prilog).

4.2. Citotoksi¢éna aktivnost derivata J. communis var. saxatilis in vitro

U okviru druge celine u ovoj studiji ispitana je citotoksi¢na aktivnost derivata kleke na
razli¢itim humanim ¢elijskim linijama i uporedena sa citotoksicnos¢u odabranih citostatika. Prvo je
odredena citotoksicnost Jc-EU-P, PDO i odabranih citostatika pojedinac¢no, a zatim je ispitan i
njihov kombinovani efekat. Dalja istrazivanja su bila usmerena ka ispitivanju mehanizama koji su u
osnovi antikancerske aktivnosti testiranih derivata.

4.2.1. Citotoksi¢na aktivnost pojedinacnih test supstanci

Citotoksicna aktivnost Jc-EU-P i PDO ispitana je na tri kancerske Ccelijske linije
(adenokarcinom pluéa — A549, adenokarcinom debelog creva — HT-29 1 HCT116) i jednoj
normalnoj (fetalni fibroblasti plu¢a — MRC-5), primenom MTT testa. Paralelno je ispitan i efekat
konvencionalnih citostatika DOX i 5-FU: DOX na A549 i MRC-5 ¢elijskim linijama, dok je efekat
5-FU ispitan na ¢elijama kolona HT-29 i HCT116. Rezultati citotoksi¢ne aktivnosti prikazani su na
Slici 11, kao i u Prilogu (Tabele 8.10-8.13). Na osnovu konstruisanih kriva prezivljavanja
izraCunate su ICsq vrednosti (Tabela 12).

Je-EU-P i PDO indukuju citotoksi¢nost prema svim c¢elijskim linijama na dozno-zavisan
nacin: sa povecanjem koncentracije smanjuje se prezivljavanje ¢elija. Poredenjem aktivnosti biljnih

60



Rezultati

derivata i DOX na linijama A549 i MRC-5 uocavamo da je efikasnost ulja, a narocito PDO, bila
znacajno niZa u odnosu na konvencionalni citostatik (Tabela 12). Medutim, medusobno poredenje
ICsp vrednosti koje su dobijene primenom svakog pojedina¢nog agensa na ove dve celijske linije,

.....

snazniji letalni efekat na kancerskim A549 celijama. Slicno ovome, rezultati ispitivanja
citotoksi¢nog efekta na kancerskim celijama kolona pokazali su znacajno veéu citotoksi¢nost Jc-
EU-P u poredenju sa PDO, pri cemu je HT-29 ¢elijska linija bila osetljivija u poredenju sa HCT116.
ICso vrednosti ulja su bile uporedive sa vrednostima dobijenim za pozitivhu kontrolu 5-FU.
Nasuprot tome, ICsy vrednosti odredene za PDO su bile priblizno 20 i 60 puta vece od vrednosti
odredenih za 5-FU (Tabela 12). Generalno, od svih ispitanih kancerskih linija najosetljivija je bila
A549 na delovanje Jc-EU-P (ICsp = 69,4 pg/mL) i PDO (ICsp = 1270 pg/mL), dok je
najrezistentnija bila HCT116 (ICsp = 160 pg/mL, odnosno ICsy = 6840 pg/mL).
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Slika 11. Citotoksi¢ni potencijal Je-EU-P (A), PDO (B), DOX (C-levo) i 5-FU (C-desno) prema
razli¢itim ¢elijskim linijama.
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Tabela 12. ICs, vrednosti odredene za pojedinacne test supstance (png/mL)

HT-29 HCT 116 A549 MRC-5

Jc-EU-P 87 160 69.4 120
PDO 1450 6840 1270 2860
5-FU 75 110 nt nt

DOX nt nt 5,88 1,92

nt-nije testirano

Selektivna toksi¢nost prema kancerskim celijama derivata kleke procenjena je preko
odgovarajuc¢eg indeksa selektivnosti (SIk) koji predstavlja odnos ICsy vrednosti odredenih za
normalnu i kancersku ¢elijsku liniju. Vrednosti SIx > 2 ukazuju na selektivnu toksi¢nost jedinjenja,
a vrednosti Sl > 3, na visoku selektivnu toksi¢nost (Badisa i sar., 2009; Bézivin i sar., 2003;
Demirgan i sar., 2016). Sa druge strane, jedinjenja ¢ije su vrednosti SIx < 2 mogu biti citotoksicne i
prema normalnim celija. Vrednosti Sl za Jc-EU i PDO prikazane su u Tabeli 13. Rezultati
prikazani u tabeli ukazuju na selektivnu toksi¢nost PDO prema ispitanim kancerskim ¢elijama (Slk
> 2). S druge strane, Je-EU-P i DOX pokazali su neselektivnu toksi¢nost prema svim testiranim
kancerskim celijama (SIx < 2). Iako prema kvantitativnom kriterijumu Jc-EU-P nije selektivno
toksi¢no, treba naglasiti da je njegova Sk vrednost prema A549 ¢elijama bila znacajno veca od one
izracunate za DOX (vrednosti su bile 1,7 i 0,3), §to ukazuje na manju selektivnost konvencionalnog
citostatika prema ovoj celijskoj liniji.

Tabela 13. Indeksi selektivnosti (SIk) biljnih derivata i citostatika DOX

SIx
Celijske linije  MRC-5/HT-29 MRC-5/HCT116 MRC-5/ A549
Jc-EU-P 1,4 0,75 1,7
PDO 2,0 04 2,2
DOX / / 0,3

4.2.2. Citotoksi¢na aktivnost dve test supstance u kombinaciji

Nakon $to je ispitan citotoksi¢ni potencijal pojedinacnih test supstanci, dalje je ispitivan
kombinovani efekat sa citostatikom. Naime, zeleli smo da utvrdimo da li ¢e biljni derivati mo¢i da
senzibilisu ¢elije i povecéaju njihovu osetljivost prema citostatiku, primenjenom u dozama koje bi za
normalne celije bile netoksi¢ne. S obzirom na rezultate citotoksi¢nosti, odnosno vrednosti Sk
indeksa, odabrane su celijske linije A549 i MRC-5 i kombinacije derivata J. communis sa
citostatikom DOX. Na osnovu rezultata citotoksi¢ne aktivnosti pojedinacnih supstanci odabrane su
one koncentracije pri kojima je prezivljavanje zdravih celija bilo >80 %. Testirane sub-letalne
koncentracije DOX su bile 0,312 pg/mL i 0,625 pg/mL, dok su koncentracije derivata varirale u
opsegu 7,8 - 62,5 pg/mL za Jc-EU-P, odnosno 78 - 625 pg/mL za PDO.

Rezultati citotoksi¢nog efekta ulja/PDO u kombinaciji sa DOX prikazani su na Slikama 12 i
13 i u Tabelama 8.14 i 8.15 (Prilog). Dobijeni rezultati isticu jaci citotoksi¢ni efekat kombinacija
Je-EU-P+DOX i PDO+DOX prema kancerskim ¢elijama, nego prema normalnim, $to ukazuje na
vecu osetljivost A549 Celija. Za postizanje istih efekata visoke koncentracije agenasa primenjenih
pojedina¢no znacajno su redukovane u njihovim kombinacijama. To se jasno vidi na osnovu
odredenih ICsy vrednosti kombinacija koje su bile znacajno niZe u poredenju sa vrednostima ICs
svake supstance posebno (Tabela 14). Na primer, dok je prezivljavanje 50 % AS549 ¢celija bilo
moguce pri pojedina¢nim koncentracijama ulja od 69,4 pg/mL i DOX od 5,88 ng/mL, isti efekat je
postignut pri znacajno nizim vrednostima kada su ova dva agensa u kombinaciji: ICsy vrednosti
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kombinacija su bile odredene pri koncentracijama ulja od 7,5, odnosno 5,2 pg/mL i DOX od 0,312,
odnosno 0,625 pg/mL. Sli¢éno tome, prezivljavanje 50 % AS549 celija bilo je moguce pri
pojedina¢nim koncentracijama PDO od 1270 pg/mL i DOX od 5,88 ug/mL, medutim isti efekat je
postignut pri znacajno nizim vrednostima kada su ova dva agensa u kombinaciji: ICsy vrednosti
kombinacija su bile odredene pri koncentracijama PDO od 86, odnosno 31 ug/mL i DOX od 0,312,
odnosno 0,625 pg/mL.

Odredene ICsy vrednosti kombinacija jasno ukazuju na jac¢i efekat dve supstance primenjene
u kombinaciji. Ovo vazi za obe cCelijske linije, ali je izraZenije u kancerskim (A549) nego u
normalnim (MRC-5) ¢elijama.
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Slika 12. Citotoksi¢ni efekat kombinacije Jc-EU-P i DOX prema A549 i MRC-5 ¢elijama.
Efekat kombinacije DOX (0,312 pg/mL) i razli¢itih koncentracija Jc-EU-P prema A549 (A) i MRC-5 (B) ¢elijama.
Efekat kombinacije DOX (0,625 pg/mL) i razli¢itih koncentracija Jc-EU-P prema A549 (C) i MRC-5 (D) ¢elijama.
Statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,05) izmedu efekata kombinacije (Jc-EU-P + DOX) i kontrole rastvaraca (¥),
pojedina¢no primenjenog DOX (a) i pojedinac¢no primenjenog Je-EU-P (b).
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Slika 13. Citotoksi¢ni efekat kombinacije PDO i DOX prema A549 i MRC-5 ¢elijama

Efekat kombinacije DOX (0,312 ng/mL) i razli¢itih koncentracija PDO prema A549 (A) i MRC-5 (B) ¢elijama.

Efekat kombinacije DOX (0,625 pg/mL) i razli¢itih koncentracija PDO prema A549 (C) i MRC-5 (D) ¢elijama.
Statisticki znacajna razlika (p < 0,05) izmedu efekata kombinacije (PDO + DOX) i kontrole rastvaraca (*), pojedina¢no
primenjenog DOX (a) i pojedinacno primenjenog PDO (b).

Tabela 14. ICsq vrednosti (ng/mL) biljnih derivata Je-EU-P/PDO primenjenih pojedinacno i u
kombinacijama sa citostatikom DOX

A549 MRC-5
Je-EU-P 69,4 120
PDO 1270 2860
DOX,+Jc-EU-P 7,5 69,8
DOX,+Jc-EU-P 5,2 60,8
DOX;,+PDO 86 390
DOX,+PDO 31 270

DO0OX;-0,312 pg/mL; DOX,-0,625 ng/mL

Dodatno, ispitan je i efekat kombinacija Jc-EU-P sa PDO u koncentracijama koje su bile
blago citotoksi¢ne prema MRC-5 ¢elijama (prezivljavanje je bilo vece od 70 %). Odabrane
koncentracije ulja bile su 15,62 pg/mL i 31,25 ug/mL, a PDO je ispitivan u opsegu 313-1250
pg/mL. Rezultati su prikazani na Slici 14. Kod A549 se uocava povecana citotoksi¢nost za sve
ispitane kombinacije derivata, dok je kod normalnih ¢elija povecan citotoksi¢ni efekat bio izrazen
samo u kombinacijama sa najve¢im koncentracijama PDO. Odredene ICsy vrednosti kombinacija

jasno ukazuju na jaci efekat derivata kleke u kombinaciji nego kada je svaki primenjen pojedinacno
(Tabela 15).
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Slika 14. Citotoksi¢ni efekat kombinacije PDO i Je-EU-P prema A549 i MRC-5 ¢elijama

Efekat kombinacije Je-EU-P (15,62 pg/mL) i razli¢itih koncentracija PDO prema A549 (A) i MRC-5 (B) ¢elijama.
Efekat kombinacije Je-EU-P (31,25 pg/mL) i razli¢itih koncentracija PDO prema A549 (C) i MRC-5 (D) ¢elijama.
Statisticki znacajna razlika (p < 0,05) izmedu efekata kombinacije (PDO + Jc-EU-P) i kontrole rastvaraca (*),
pojedina¢no primenjenog Jc-EU-P (a) i pojedina¢no primenjenog PDO (b).

Tabela 15. ICsq vrednosti (pg/mL) odredene za pojedinacno primenjen PDO i njegovu kombinaciju
sa Je-EU-P

A549 MRC-5
PDO 1270 2860
Je-EU-P, + PDO 190 970
Je-EU-P, + PDO 120 840

Jc-EU-P-15,62 pg/mL; Je-EU-P,-31,25 pg/mL

Iako su ICsy vrednosti test supstanci primenjenih u kombinacijama i pojedinac¢no ukazivale
na sinergizam, zeleli smo da to i potvrdimo i kvantifikujemo. U tom cilju, izraCunate su vrednosti
kombinatornog indeksa (CI), koji definiSe prirodu interakcije izmedu supstanci primenjenih u
kombinaciji (Tabela 16). Tretman A549 i MRC-5 ¢elija sa kombinacijama Jc-EU-P ili PDO, sa
DOX, pokazuje jasan sinergisticki efekat, Sto potvrduju vrednosti indeksa (CI<1). Dobijeni
sinergizam je bio izrazeniji u slucaju A549 celijske linije, za koju su izracunate CI vrednosti
znacajno nize u odnosu na one kod MRC-5 ¢elija. Kada govorimo o binarnim kombinacijama
biljnih derivata (Je-EU-P i PDO), CI vrednosti takode ukazuju na jasan sinergizam priblizno istog
intenziteta, ostvaren i kod jednih i kod drugih ¢elija.

Analiza prirode interakcija dodatno je izvrSena i pomocu izobolograma, predstavljenim na
Slici 15. Interakcija dve supstance u kombinaciji prikazana je graficki: tacke koje se nalaze ispod
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linije aditivnosti oznacavaju sinergizam. Rezultati ponovo ukazuju na jasan sinergisticki efekat u
kombinacijama Jc-EU-P + DOX, PDO + DOX i Je-EU-P + PDO kod obe ¢elijske linije.

Tabela 16. Kombinatorni indeks (CI) izracunat za ICsy vrednosti (pg/mL) u binarnim
kombinacijama

A549 MRC-5
konc (ng/mL) u IC;, CI konc (ng/mL) u ICs, CI
kombinacija kombinacija
DOX - %?3 12 0,12 E%?;%?g 12 0,30
g%?(::so{&s 0,13 g())(;;zo?gzs 0,42
.II)SSU:-Pl iy 5,62 0,37 })ESU:-I? ) 5,62 0.47
PDO = 120 054 PDO = 840 055

Je-EU-P =31,25 Je-EU-P = 31,25

CI < 1 sinergizam; CI = 1 aditivni efekat; CI > 1 antagonizam
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Slika 15. Izobologram analiza: kombinovani efekat supstanci DOX, Jc-EU-P i PDO ostvaren kod
A549 (A) i MRC-5 (B) ¢elijskih linija
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4.2.3. Efekat derivata kleke na apoptozu i zaustavljanje ¢elijskog ciklusa

U sledec¢oj fazi istrazivanja ispitan je efekat Jc-EU-P i PDO na celijski ciklus i tip ¢elijske
smrti A549 éelija, koris¢enjem protoéne citometrije. Celije su tretirane koncentracijama koje su
odgovarale ICsy vrednostima odredenim za pojedinacne tretmane uljem (69,4 pg/mL) i PDO (1,27
mg/mL) tokom 24h. Medutim, kako je analiza pokazala da je procenat ¢elija u kasnoj apoptozi i
nekrozi pri koncentraciji od 1,27 mg/mL PDO bio izuzetno veliki (podaci nisu prikazani), bilo je
neophodno testirati PDO u niZoj koncentraciji, pa je izabrana vrednost bila 0,3 mg/mL, pri kojoj je
prezivljavanje bilo vece od 70 %. Rezultati prikazani na Slicil6A ukazuju na slab efekat ulja koji se
uoc¢ava kao blago poveéanje broja ¢elija u ranoj (aneksin'/PI; 11,81 %) i kasnoj fazi apoptoze
(aneksin'/PI"; 11,35 %) u poredenju sa kontrolom, dok je tretman éelija sa PDO indukovao
znacajno povecanje procenta ¢elija u ranoj i kasnoj apoptozi, koje je iznosilo 32,82 %, odnosno
21,43 %.

A Kontrola Je-EU-P PDO
= 2 =
431% 4.74% 5.16% 11.35% 11.14% 21.43%
4 2 %
- - -
T o1 Teo Te1
o B e
- 5.27% 11.81% 32.82%
== == ==
"100 10 102 10° 104 Tro? 10! 102 10° w0 Tl 10! 102 100 104
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B
Kontrola Je-EU-P PDO
=3 b= b=
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Slika 16. Efekat Jc-EU-P (69,4 pg/mL) i PDO (300 pg/mL) u A549 ¢elijama i to:

(A) na indukciju rane i kasne apoptoze/nekroze (donji levi kvadrant - neoStecene éelije, donji desni kvadrant -
¢elije u ranoj apoptozi, gornji desni kvadrant - Celije u kasnoj apoptozi/nekrozi, gornji levi kvadrant - Celijski
debri)

(B) na distribuciju ¢elija po fazama celijskog ciklusa (marker M1 predstavlja sub-G; pik, koji potie od
populacije ¢elija sa fragmentisanim DNK molekulima, tj. kasnoj apoptozi; M2 - ¢elije sa DNK sadrzajem koji
odgovara G/G; fazi ciklusa; M3- ¢elije sa DNK sadrzajem koji odgovara S fazi replikacije; M4- Celije sa
DNK sadrzajem koji odgovara G,/M fazi ciklusa).

Analizom distribucije A549 celija po fazama celijskog ciklusa (Slika 16B) pokazano je da
PDO dovodi do zastoja u G/M fazi ciklusa (52,98 % celija, u odnosu na kontrolu 39,92 %), pri
c¢emu se broj ¢elija u Go/G (16,05 %) 1 S (7,47 %) fazi znacajno smanjio u odnosu na kontrolu, gde
su odgovarajuci procenti iznosili 62,95 % i 20,18 %. Istom analizom pokazano je da PDO povecava
procenat ¢elija u kasnoj apoptozi, odnosno u sub-G; fazi (23,80 % u tretmanu i 4,06 % u kontroli),
§to je predstavljeno jasno izdvojenim pikom na Slici 16B. Tretman uljem nije zna¢ajno uticao na
distribuciju A549 ¢elija po fazama c¢elijskog ciklusa: karakterise ga blago povecanje broja ¢elija u
sub- G; fazi (za 8,82 %) 1 blago smanjenje u Go/G; (za 8,17 %), dok je ¢elijska distribucija u S fazi
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nepromenjena (20,73 % u tretmanu 1 20,18 % u kontroli), a u G»/M fazi neznatno smanjena
(procenti u tretmanu i kontroli su iznosili 11,86 % i 13,06 %).

4.2.4. Genotoksi¢nost test supstanci

Kako bi se proverilo da li se citotoksi¢ni efekat ostvaruje posredstvom genotoksi¢nog efekta,
a ujedno testirao jos jedan bezbednosni aspekt eventualne upotrebe derivata J. communis, ispitan je
potencijal Jc-EU-P i PDO da deluju kao genotokscni agensi u MRC-5 i A549 celijama. Kao
pozitivna kontrola kori$¢en je citostatik DOX. Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 17 i u
Tabelama 8.16 1 8.17 (Prilog). Analizom agaroznih gelova utvrdeno je da Jc-EU-P nije indukovalo
znacajno oSte¢enje DNK u ispitanim celijskim linijama ni na jednoj testiranoj koncentraciji.
Nasuprot tome, PDO je pri koncentracijama 1000 pg/mL i 300 pg/mL doveo do znacajnog
povecanja nivoa ostecenja DNK u MRC-5 i A549 ¢elijama. Pri tome je pokazao jaci genotoksicni
potencijal na kancerskim (statistiCka znacajnost razlike izmedu odgovarajuceg tretmana i kontrole
je na nivou p<0,01) u poredenju sa normalnim c¢elijama (p<0,05). Sve testirane koncentracije DOX
(osim onih najnizih) su pokazale da postoji statisticki znacajno povecéanje nivoa osStecenja DNK, Sto
je i ocekivano, imajuci u vidu da je DOX dokazano genotoksican (Varela-Lopez i sar., 2019).
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Slika 17. Genotoksi¢ni efekat Jc-EU-P 1 PDO na A549 (A) i MRC-5 (B) ¢elijama (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, Mann Whitney U-test).

4.3. Antimikrobni potencijal derivata kleke

U okviru treCe celine ovog istrazivanja ispitan je antimikrobni potencijal derivata kleke
prema odabranim bakterijama i gljivama. Najpre su ispitani pojedinacni efekti Jc-EU-P i PDQ, ali i
efekti njihovih kombinacija sa odabranim konvencionalnim antimikrobnim agensima. Dalji tok
istrazivanja je podrazumevao ispitivanje efekta derivata J. communis da moduliraju proces adhezije
in vitro. Takode, izvrSena je uporedna analiza citotoksi¢nog i antimikrobnog potencijala, kako bi se
dodatno ispitao bezbednosni aspekt primene agenasa, odnosno utvrdila njihova selektivnost prema
testiranim mikroorganizmima. Konac¢no, u zavr$noj fazi istrazivanja ispitan je antimikrobni efekat
etarskog ulja kleke u odabranom prehrambenom proizvodu, u ovom slucaju mesu, a u tu svrhu
upotrebljeno je komercijalno nabavljeno ulje kleke Jc-EU-K.
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4.3.1. Antifungalni i antibakterijski efekat pojedina¢no primenjenih test supstanci

Antimikrobni potencijal Je-EU-P i PDO ispitan je prema odabranim sojevima bakterija i
gljiva, kontaminentima hrane, primenom mikrodilucionih testova. Antifungalni efekat ispitan je
prema razli¢itim mikromicetama iz rodova Aspergillus, Trichoderma, Penicillium 1 Candida. Kao
pozitivne kontrole koris¢eni su konvencionalni fungicidi: bif, kkz i dodatno nst u slucaju C.
albicans. Antibakterijski efekat ulja i PDO pracen je prema gram-pozitivnim: S. aureus, S. aureus
MRSA, E. faecalis, L. monocytogenes, 1 gram-negativnim bakterijama: E. coli, S. flexneri, S.
Enteritidis, P. aeruginosa. Kao pozitivne kontrole kori$¢eni su antibiotici str, amp, azm i rif.

MIK vrednost ulja za sve mikromicete bila je priblizno ista i iznosila je aproksimativno 12,5
mg/mL. MFK vrednost odredena je samo za C. albicans i iznosila je 12,5 mg/mL, $to ukazuje na
fungicidni efekat (Tabela 17). Problem toksi¢nog efekta rastvarata DMSO u najvecoj testiranoj
koncentraciji ulja onemogucilo je detekciju MFK vrednosti za ostale indikatorske sojeve. Sa druge
strane, analizom rezultata MIK testa pokazano je da PDO ima znacajno jaci antifungalni efekat od
ulja prema veéini mikromiceta, osim prema C. albicans i A. niger. Dok su detektovane MIK
vrednosti za PDO uglavnom bile u intervalu 0,119 - 0,9 mg/mL, a vrednosti MFK u opsegu 0,250 -
0,9 mg/mL, za C. albicans MIK vrednost je iznosila ¢ak 7,64 mg/mL, a MFK vrednost nije ni
odredena. U opsegu testiranih koncentracija PDO nije delovao ni fungicidno ni fungistati¢ki prema
A. niger, Sto ukazuje na jos vecu rezistentnost ove gljive. Sa druge strane, najosetljivija mikromiceta
je A. versicolor sa detektovanim vrednostima MIK i MFK od 0,119 mg/mL i 0,250 mg/mL.
Antifungalni efekat PDO bio je uporediv sa efektom bfz, naroCito u slucaju 4. versicolor i P.
ochrochloron, dok je antifungalni efekat ulja bio znacajno slabiji u poredenju sa efektom svih
koris¢enih konvencionalnih fungicida.

Antibakterijski efekat Jc-EU-P i PDO ispitan je prema razli¢itim bakterijama, pri cemu su
gram-pozitivne bile osetljivije na delovanje PDO u poredenju sa gram-negativnim (Tabela 18).
Testirani derivati su ispoljili najvecu aktivnost prema L. monocytogenes (MIK/MBK 3,30/6,25
mg/mL za Je-EU-P; MIK/MBK 0,39/0,74 mg/mL za PDO). Nesto manje osetljive bile su S. aureus
(MIK/MBK' 5,90/13,89 mg/mL za ulje; MIK/MBK 3,47/11,81 mg/mL za PDO) i MRSA
(MIK/MBK 6,25/11,81 mg/mL za ulje; MIK/MBK 3,82/11,81 mg/mL za PDO). Sa druge strane,
antibakterijski efekat ulja prema gram-negativnim bakterijama je bio slabiji; jedine vrednosti
MIK/MBK bile su odredene za S. flexneri, dok efekat na E. coli, S. Enteritidis i P. aeruginosa, u
opsegu testiranih koncentracija, nije bio uocen. Antibakterijska aktivnost PDO uocena je prema
svim gram-negativnim bakterijama, a najosetljivije medu njima bile su S. flexneri i P. aeruginosa,
pri ¢emu su MIK vrednosti iznosile 2,96 i 4,47 mg/mL. U okviru testiraniranih koncentracija PDO,
baktericidne koncentracije nisu odredene kod gram-negativnih bakterija.

Na delovanje antibiotika str vecina bakterija je bila osetljiva, osim E. faecalis. MIK
vrednosti su zabeleZene u opsegu 1,91-13,89 pug/mL, u zavisnosti od osetljivosti soja. Na delovanje
amp bakterije su pokazale najmanju osetljivost — ¢ak pet testiranih sojeva bilo je rezistentno
(MRSA, E. faecalis, E. coli, S. Enteritidis 1 P. aeruginosa). Zatim, na delovanje azm jedino je
MRSA bila rezistentna. Gram-pozitivne bakterije su bile najosetljivije na delovanje rif: MIK
vrednosti su bile u opsegu 0,09 - 5,90 pg/mL, a MBK u opsegu 0,39 - 23,61pug/mL; rezistentnih
bakterija nije bilo. UopsSteno govoreci, vrednosti MIK i MBK dobijene za Jc-EU-P i PDO su bile
vece od vrednosti za referentne antibiotike, $to ukazuje na slabiji antibakterijski potencijal ispitanih
jedinjenja u poredenju sa pozitivnim kontrolama.
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Tabela 17. Antifungalni efekat Je-EU-P, PDO i konvencionalnih fungicida

Mikromicete Je-EU-P PDO bif kkz nst

MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK MIK MFK
A. fumigatus 11,11+2,76 nd 0,425+0,075  0,900£0,00 156,44£56,44  213,33164,00 8,89+2,67  17,78+5,33 nt nt
A. versicolor 11,81£2,08 nd 0,119+0,047 0,250+0,075  106,67£32,00  199,11+67,46  4,00£0,00 7,11£1,76 nt nt
A. ochraceus 12,5010,00 nd 0,400+0,99  0,850£0,150 142,22+42.67 184,89£67,46  9,78+3,53 19,56+7,06 nt nt
A. niger 13,89+4,17 nd nd nd 156,44+£56,44  199,11£67,46  8,00+0,00  19,56+7,06 nt nt
T. viride 11,81+2,8 nd 0,225+0,00  0,550+0,198 142,22+42,67  213,33£64,00 19,56+7,06 39,11+14,11 nt nt
P. ochrochloron 11,81+2,08 nd 0,250+0,075  0,450+0,00 199,11£67,46  241,78+42,67 4,44+1,33 9,78+3,53 nt nt
P. funiculosum 12,50+0,00 nd 0,425+0,075  0,900+0,00 213,33£64,00  241,78+42,67 4,44+1,33 15,11+2,67 nt nt
P. verrucosum var.cyclopium 11,114+2,76 nd 0,900%0,00 nd 184,89+67,46  284,47+85,33  5,78%+2,11 17,78+5,33 nt nt
C. albicans 11,8142,08 12,5+541  7,64£2,76 nd 4722,224+833,33  5000,00+0,00 39,00+0,00 39,11+14,11 1,78+0,44 4,44+1,33
nd - nije detektovano u ispitanom opsegu koncentracije.
nt - nije testirano.
MIK i MFK vrednosti izrazene u mg/mL za Jc-EU-P i PDO i pg/mL za fungicide
Tabela 18. Antibakterijski efekat Jc-EU-P, PDO i konvencionalnih antibiotika
Bakterije Je-EU-P PDO str amp azm rif

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

S. aureus 5,90+1,04  13,8944,17 3,47£1,04 11,81£2,08  6,94+3,41 13,19+4,88 12,50+£5,41 26,3949,77 2,26+0,83 23,6114,17 0,09+0,02 0,87+0,26
MRSA 6,25+2,71  11,81£2,08 3,82+1,38  11,814+2,08 13,19+4,88  13,19+4,88 nd nd nd nd 0,11+0,03 0,74+0,13
E. faecalis 11,11£2,71  13,8944,17 12,50+£0,00 23,61+4,17 nd nd nd nd 29,17£12,50 31,94%14,13 5,90+1,04 23,61+4,17
L. monocytogenes  3,30£1,22 6,25+£0,00  0,39+0,17 0,74+£0,13  13,19+4,88  13,19+4,88  52,78+£19,54 61,11£22,05 3,82+1,38 7,6412.76 0,39+0,17 0,39+0,00
E. coli nd nd 6,25+0,00 nd 6,94+2.08 7,641+2,76 nd nd 52,78+19,54 94,44+16,67 88,89+22,05 nd
S. flexneri 11,81£2,08 23,61+4,17  2,96+0,50 nd 1,91+0,69 2,08+0,78 55,56£16,66  88,89+22,05 5,904+2,90 12,50£5,41  88,89+22,05 nd
S. Enteritidis nd nd 13,89+4,17 nd 3,82+1,38 13,89+4,17 nd nd 47,2248,33 nd 94,44+16,67 nd
P. aeruginosa nd nd 3,47+1,04 nd 13,89+4,17  55,55+16,66 nd nd 88,89+22,05 nd 88,89+22,05 nd

nd — nije detektovano u ispitanom opsegu koncentracije.
MIK i MBK vrednosti izrazene u mg/mL za Je-EU-P i PDO i pg/mL za antibiotike
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4.3.2. Antimikrobni potencijal kombinacije derivata kleke i antibiotika/antimikotika

Antimikrobna aktivnost derivata kleke ispitana je i u kombinaciji sa odabranim
konvencionalnim antimikrobnim agensima metodom Sahovske table (Checkerboard assay), u cilju
evaluacije potencijalne in vitro sinergije dva agensa. Na osnovu rezultata MIK testa na testiranim
bakterijama za dalja istrazivanja odabrana je L. monocytogenes kao najosetljivija na delovanje Jc-
EU-P i PDO, pa je na njoj ispitan kombinovani efekat ulja/PDO sa antibioticima str, amp i azm. Sa
druge strane, iako C. albicans nije bila osetljivija od drugih u MIK testu, u odnosu na druge
testirane gljive, antifungalni efekat kombinacije ulja/PDO sa konvencionalnim mikotikom bif
ispitan je upravo na ovom model organizmu, koji je odabran zbog velike incidence i teskoca u
lecenju kandidijaza, uzrokovanih ucestalim razvojem rezistencije. Rezultati Checkerboard testa
prikazani su u Tabelama 19 i 20. Dobijene MIK vrednosti za svaku ispitanu kombinaciju test
supstanci koriS¢ene su za odredivanje indeksa frakcione inhibitorne koncentracije (FIC indeksa,
FICi).

Tabela 19. Antibakterijski efekat za kombinacije Jc-EU-P/PDO 1 antibiotika str, amp i azm prema
L. monocytogenes

Je-EU-P (MIK)  str (MIK)  FICi interakcija PDO (MIK) str MIK)  FICi interakcija
2 1/32 2,031 indiferentna 4 1/32 4,031 antagonisticka
1 1/8 1,125 indiferentna 2 1/32 2,031  indiferentna
1/2 1/4 0,750 aditivna 1 1/32 1,031 indiferentna
1/4 1/4 0,500 sinergizam 1/2 1/32 0,531 aditivna
1/8 1/4 0,375  sinergizam 1/4 1/32 0,281  sinergizam
1/16 1/4 0,312  sinergizam 1/8 1/32 0,156  sinergizam
1/32 2 2,031 indiferentna 1/16 1 1,062  indiferentna
1/64 2 2,016 indiferentna 1/32 1 1,031  indiferentna
Je-EU-P (MIK) amp (MIK) FICi interakcija PDO (MIK) amp (MIK) FICi interakcija
2 1/64 2,016  indiferentna 4 1/32 4,031 antagonisticka
1 1/16 1,062 indiferentna 2 1/32 2,031 indiferentna
1/2 1/8 0,625 aditivna 1 1/32 1,031 indiferentna
1/4 1/8 0,375  sinergizam 1/2 1/32 0,531 aditivna
1/8 1/8 0,250  sinergizam 1/4 1/32 0,281 sinergizam
1/16 1/8 0,188 sinergizam 1/8 1/4 0,375 sinergizam
1/32 2 2,031 indiferentna 1/16 1/2 0,562 aditivna
1/64 2 2,016 indiferentna 1/32 1/2 0,531 aditivna
Je-EU-P (MIK) azm (MIK) FICi interakcija PDO (MIK) azm (MIK) FICi interakcija
2 1/8 2,125 indiferentna 4 1/32 4,031 antagonisticka
1 1/2 1,500 indiferentna 2 1/32 2,031 indiferentna
1/2 1/2 1,000 aditivna 1 1/32 1,031 indiferentna
1/4 1/2 0,750 aditivna 1/2 1/32 0,531 aditivna
1/8 1 1,125  indiferentna 1/4 1/32 0,281 sinergizam
1/16 1 1,062 indiferentna 1/8 1/4 0,375 sinergizam
1/32 2 2,031 indiferentna 1/16 1/4 0,312 sinergizam
1/64 2 2,016 indiferentna 1/32 1/4 0,281 sinergizam

Opseg testiranih koncentracija u kombinacijama sa uljem 2xMIK — 1/64xMIK, odnosno u kombinacijama sa PDO
4xMIK — 1/32xMIK. Sinergizam FICi < 0,5; Aditivni efekat 0,5 < FICi < 1; Indiferentni efekat 1 < FICi < 4;
Anagonizam FICi > 4.

U kombinacijama Jc-EU-P sa razli¢itim antibioticima uoceni su svi tipovi interakcija, osim
antagonistickih. Dalje, kombinovanjem pojedinih koncentracija ulja (1/4, 1/8, 1/16xMIK) i str
(1/4xMIK) ili amp (1/8xMIK) i analizom tipa interakcije, uocen je sinergisticki efekat. U slucaju
ispitivanja kombinovanog efekta PDO sa razliitim antibioticima, uoceno je prisustvo svih tipova
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interakcija (od sinergizma do antagonizma). U slede¢im navedenim kombinacijama: PDO (1/4 i
1/8xMIK) + str (1/32xMIK); PDO (1/4xMIK) + amp (1/32xMIK); PDO (1/8xMIK) + amp
(1/4xMIK); PDO (1/4xMIK) + azm (1/32xMIK) i PDO (1/8, 1/16, 1/32xMIK) + azm (1/4xMIK),
agensi su ostvarili sinergisticki efekat, dok je kod onih sa najve¢im koncentracijama PDO i
najmanjim koncentracijama antibiotika uocen blagi antagonisticki efekat (FICi vrednost je iznosila
4,031). Kombinacija sub-inhibitornih koncentracija PDO (1/8xMIK) i str (1/32xMIK) se pokazala
kao najefikasnija, pri ¢emu je vrednost FICi iznosila 0,156. Generalno, ispitivanje kombinovanog
efekta derivata kleke sa razli¢itim antibioticima kao rezultat ima smanjenje njihovih efektivnih
koncentracija, odnosno vrednosti MIK. Konkretno, u kombinacijama ulja sa antibioticima str i amp,
vrednost MIK str smanjena je 4 puta, a u slucaju amp ¢ak 8 puta. U kombinaciji sa razli¢itim
antibioticima, efekat PDO je bio izrazeniji, pri cemu su MIC vrednosti str, amp i azm bile smanjene
ido 32 puta.

Tabela 20. Antifungalni efekat za kombinacije Jc-EU-P/PDO i fungicida bif prema C. albicans

Je-EU-P (MIK) bif (MIK) FICi interakcija PDO (MIK) bif (MIK) FICi interakcija

2 1/64 2,016 indiferentna 1 1/64 1,016 indiferentna

1 1/64 1,016 indiferentna 1/2 1/64 0,516 aditivna
12 1/64 0,516 aditivna 1/4 1/32 0,281 sinergizam
1/4 1/2 0,750 aditivna 1/8 1/16 0,188 sinergizam
1/8 172 0,625 aditivna 1/16 1/16 0,125 sinergizam
1/16 172 0,563 aditivna 1/32 1/8 0,156 sinergizam
1/32 1 1,031 indiferentna 1/64 1/8 0,141 sinergizam
1/64 1 1,016 indiferentna

Opseg testiranih koncentracija test supstanci je iznosio: od 2xMIK - 1/64xMIK za ulje, odnosno od 1xMIK - 1/64xMIK
za PDO 1 bif. Sinergizam FICi < 0,5; Aditivni efekat 0,5 < FICi < 1; Indiferentni efekat 1 < FICi < 4; Anagonizam FICi
> 4.

Rezultati kombinovanog efekta u slucaju C. albicans ukazuju uglavnom na aditivni ili
indiferentni efekat ulja i bif (Tabela 20). Sa druge strane, kada je umesto ulja koris¢en PDO, uocen
je sinergisticki efekat u svim kombinacijama, osim u slucaju PDO (IxMIK i 1/2xMIK) i bif
(1/64xMIK), kada je uoceni efekat bio indiferentni ili aditivan. Najefikasnija kombinacija bila je
ona koja je sadrzala PDO (1/16xMIK) i bif (1/16xMIK), pri ¢emu je vrednost FICi iznosila 0,125.

4.3.3. Selektivni antimikrobni efekat derivata kleke

U cilju procene selektivne toksi¢nosti derivata kleke prema mikroorganizmima u odnosu na
testirane cCelijske linije, racunat je indeks selektivnosti (SIv). Sly predstavlja logaritam odnosa
izmedu vrednosti ICsy 1 MIK dobijenih u MTT, odnosno mikrodilucionom testu; pozitivna vrednost
ovog indeksa oznacava da postoji selektivni antimikrobni efekat koji je utoliko ve¢i, ukoliko je ova
vrednost veéa. Vrednosti SIy; za Je-EU-P su bile negativne (oko - 2,0) Sto ukazuje na vecu
toksicnost ulja prema sisarskim ¢elijama (Tabela 21). Ovo nije iznenadujuce, buduci da su rezultati
MIK testa i MTT testa ve¢ pokazali slab antimikrobni potencijal i relativno veliku citotoksicnost
ovog derivata. Medutim, u slu¢aju PDO dobijene su i pozitivne i negativne vrednosti Sly;, §to
ukazuje na njegovu razlicitu selektivnu toksi¢nost. U odnosu na sve kori$¢ene sisarske celijske
linije, PDO je pokazao jasnu selektivnu toksi¢nost prema gljivama (osim C. albicans) 1 prema L.
monocytogenes (0,1<SIy<1,8). Dodatno, ako analizu vr§imo u odnosu na HCT116 liniju, postoji
neznatna selektivnost PDO i prema vecini bakterija (osim E. faecalis 1 S. Enteritidis), gde je
pozitivna vrednost Sly bila u intervalu 0,04-0,4.
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Tabela 21. Selektivni indeks (SIy) odreden za Jc-EU-P i PDO

Jc-EU-P PDO

Sojevi mikroorganizama
MRC-5 A549 HT-29 HCTI116 MRC-5 A549 HT-29 HCTI116

S. aureus -1,7 -2,0 -1,9 -1,6 -0,08 -0,4 -0,4 0,3
MRSA -1,7 -2,0 -1,9 -1,6 -0,1 -0,5 -0,4 0,3
E. faecalis -2,0 2.2 -2,1 -2,1 -0,6 -1,0 -0,9 -0,3
L. monocytogenes -1,4 -1,7 -1,6 -1,3 0,9 0,5 0,6 1,2
E. coli nd nd nd nd -0,3 -0,7 -0,6 0,04
S. flexneri -2,0 2,2 -2,1 2,1 -0,01 -0,4 -0,3 0,4
S. Enteritidis nd nd nd nd -0,7 -1,0 -1,0 -0,3
P. aeruginosa nd nd nd nd -0,08 -0,4 -0,4 0,3
A. fumigatus -2,0 2.2 -2,1 -1,8 0,8 0,5 0,5 1,2
A. versicolor -2,0 -2,2 -2,1 -1,9 1,4 1,0 1,1 1,8
A. ochraceus -2,0 -2.3 -2,2 -1,9 0,9 0,5 0,6 1,2
A. niger -2,1 2,3 -2,2 -1,9 nd nd nd nd
T. viride -2,0 2,2 -2,1 -1,9 1,1 0,8 0,8 1,5
P. ochrochloron -2,0 -2,2 -2,1 -1,9 1,1 0,7 0,8 1.4
P. funiculosum -2,0 -2,3 -2,2 -1,9 0,8 0,5 0,5 1,2
P. verrucosum var. cyclopium -2,0 2,2 -2,1 -1,8 0,5 0,1 0,2 0,9
C. albicans -2,0 2,2 -2,1 -1,9 -0,4 -0,8 -0,7 -0,05

SIM = IOg (IC50/MIK)
nd-nije detektovano jer nije odredena MIK vrednost u testiranom opsegu

4.3.4. Efekat derivata kleke na adheziju patogena in vitro

Za testiranje efekta test supstanci na sposobnost adhezije patogena/oportunistickih patogena
na sisarske ¢elije gajene in vitro, odabrane su kvasnica C. albicans 1 bakterija L. monocytogenes.
Cinjenice da se u digestivnom traktu Goveka normalno nalazi C. albicans, koja u slu¢aju
prenamnozenosti dovodi do kandidijaza, kao i da se L. monocytogenes smatra jednim od najces¢ih
kontaminenata hrane, usmerila nas je da tragamo za potencijalnim efektom na adheziju upravo na
receptore celija creva, tako da je analiza vrSena na celijskim linijama kolona HT-29, a u slu¢aju
listerije dodatno i na c¢elijama HCT116. Zatim, imaju¢i u vidu indekse selektivnosti, test
adhezivnosti je bio primenjen u dve varijante: u slucaju selektivnog efekta test supstance (efekat
PDO na L. monocytogenes), ona je primenjena u tzv. ko-tretmanu mikroorganizama i sisarskih
¢elija, dok su u slucaju neselektivnog efekta agensa na odabrane patogene, test supstance
primenjene u tzv. pretretmanu mikroorganizama kako bi se sprecilo ispoljavanje letalnog efekta test
supstanci na sisarskim ¢elijama.

Procenat adheriranih ¢elija je racunat kao odnos broja adheriranih ¢elija mikroorganizama i
njihovog ukupnog polaznog broja. Polazna pretpostavka je bila ta da ¢e primenom razli¢itih
koncentracija test supstanci u tretmanu odabranih patogena biti moguce inhibirati proces njihove
adhezije na ¢elije kolona. Imaju¢i u vidu da nam nije bio cilj da inhibiramo rast patogena, ve¢ da
ispitamo efekat derivata na adheziju, za testiranje su odabrane sub-inhibitorne koncentracije Jc-EU-
P i PDO koje su iznosile 1/2xMIK. Rezultati testa adhezivnosti prikazani su na Slici 18 i u Tabeli
8.18 (Prilog).
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Slika 18. Efekat Jc-EU-P i PDO na adheziju L. monocytogenes i C. albicans na HT-29 i HCT116
¢elije

Dobijeni rezultati su pokazali da je PDO znacajno inhibirao proces adhezije u slucaju L.
monocytogenes (Slika 18A). Inhibitorni potencijal je bio izrazeniji kada su u pitanju HCT116 celije
(62 %), nego $to je to bilo u slucaju HT-29 ¢elija, kada je procenat inhibicije adhezije iznosio 29 %.
S druge strane, efekat Jc-EU-P na adheziju listerije je bio zanemarljiv: inhibicija adhezije na HT-29
1 HCT116 ¢elije iznosila je 5 % 1 7 %. U slucaju C. albicans dobijeni rezultati su ukazali na visok
potencijal ulja da inhibira proces adhezije na HT-29 ¢elije: inhibicija adhezije iznosila je 60 %
(Slika 18B). Medutim, isti eksperiment sa PDO pokazao je da ova supstanca ne samo $to nije
inhibirala adheziju, ve¢ je ovaj proces stimulisala (stimulacija je iznosila 180 %).

4.3.5. Antimikrobni potencijal kleke u prehrambenim proizvodima

U okviru poslednje faze istrazivanja antimikrobnog potencijala, akcenat je bio na ispitivanju
mogucnosti primene etarskog ulja Juniperus communis u hrani, za $ta su primenjeni antimikrobni
testovi in vitro 1 in situ na mesu. Za testiranje je odabrano komercijalno nabavljeno ulje kleke (Jc-
EU-K). Kao pozitivnu kontrolu koristili smo komercijalno nabavljeno etarsko ulje Satureja
montana (Sm-EU), poznate aromati¢ne i zaCinske biljke, koje ima dokazan antimikrobni potencijal
(Djenane et al., 2011). Pre nego §to smo pristupili ispitivanju antimikrobnog potencijala, analiziran
je hemijski sastav oba ulja, koji je prikazan u Tabeli 10 (vidi poglavlje 4.1.1.).

4.3.5.1. Antilisterijalni efekat etarskih ulja i tip interakcije u binarnim kombinacijama

Antimikrobni efekat Jc-EU-K i Sm-EU, pojedina¢no i u kombinaciji, ispitan je prema
bakteriji L. monocytogenes. Naime, za ispitivanje antilisterijalnog efekta opredelili smo se na
osnovu prethodno dobijenih rezultata istrazivanja antibakterijskog efekta ulja kleke Jc-EU-P, koje je
najefektivnije bilo upravo prema L. monocytogenes. Pored laboratorijskog soja ATCC 19111, u
istrazivanje su ukljuceni i primoizolati iz hrane i objekta za njenu preradu, i to: LMB, izolat sa trupa
goveceta; LMS, izolat sa tela lososa i LMT, izolat iz tunela za odvodnjavanje klanice. Rezultati su
prikazani u Tabeli 22. MIK i MBC vrednosti su izrazene kao % (v/v), §to je Cest nacin
kvantifikacije antimikrobnog potencijala u prehrambenoj mikrobiologiji, ali i u mg/mL (zbog
uporedivosti sa prethodno prikazanim rezultatima). Iz Tabele je vidljivo da oba ulja pokazuju
umeren i uporediv antilisterijalni efekat, sa inhibitornim potencijalom u opsegu 0,5 — 1 % i boljim
baktericidnim efektom Sm-EU. Efekat Sm-EU je bio najjaci prema referentnom soju (MIK = 0,5 %;
MBK =1 %), dok su vrednosti MIK i MBK prema izolatima bile ujednacene i iznosile 1 %. Sa
druge strane, Jc-EU-K je ostvarilo najjaci efekat prema LMT izolatu (MIK = 0,5 %; MBK =1 %),
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dok je najslabiji bio prema LMB izolatu (MIK = 1 %; MBK = 4 %). Vredno je napomenuti i da je
efekat Jc-EU-K prema referentnom soju L. monocytogenes bio slabiji u odnosu na ranije testirano
Je-EU-P (vidi Tabelu 18 u poglavlju 4.3.1.), sa neSto vecom vrednosti MIK (4,6 vs. 3,3 mg/mL za
Je-EU-K i Je-EU-P), ali znacajno ve¢om vrednosti MBK (skoro 3x veca vrednost je odredena za
komercijalno ulje, tj. 18,4 vs. 6,25 mg/mL).

Tabela 22. MIK i MBK vrednosti etarskih ulja J. communis 1 S. montana prema odabranim
sojevima L. monocytogenes

Soj Je-EU-K Sm-EU
MIK/MBK (%) MIK/MBK (mg/mL) MIK/MBK (%) MIK/MBK (mg/mL)
ATCC 19111 0,5/2,0 4,6/18,4 0,5/1,0 4,3/8,6
LMB 1,0/4,0 9,2/36,8 1,0/1,0 8,6/8,6
LMS 0,5/2,0 4,6/18.,4 1,0/1,0 8,0/8,6
LMT 0,5/1,0 4,6/9,2 1,0/1,0 8,6/8,6

1% =9,2 mg/mL Jc-EU-K; 1 % = 8,6 mg/mL Sm-EU

U daljem istrazivanju, primenom metode Sahovske table, ispitan je antibakterijski efekat
razli¢itih kombinacija ulja Jc-EU-K 1 Sm-EU prema odabranim sojevima L. monocytogenes.
Racunanjem FICi indeksa analiziran je i tip interakcija u kombinacijama. Kao $to je ve¢ istaknuto,
oba agensa primenjena su u opsegu koncentracija 2xMIK - 1/64xMIK. Rezultati Checkerboard
testa ukazuju na znacajno vecu osetljivost izolata u poredenju sa referentnim sojem (Tabela 23).
Naime, u razli¢itim kombinacijama ulja ostvareni efekat je uglavnom bio indiferentan prema
referentnom soju ATCC 19111, dok je samo za jednu kombinaciju bio aditivan. Sa druge strane,
kada je re¢ o primoizolatima, ostvaren je jasan sinergisticki efekat ulja: najnize FICi vrednosti
iznosile su 0,281 u slu¢aju LMB izolata, i 0,266 u slucaju druga dva izolata (LMS i LMT).

U daljem radu nameravali smo da ispitamo dinamiku inhibicije rasta test supstancama, i to u
in vitro 1 in situ uslovima. Medutim, kako je broj sinergistickih kombinacija dobijenih u metodi
Sahovske table bio veliki, bilo je potrebno odabrati kako test sojeve, tako i odgovarajuce
kombinacije za dalje testiranje. Budu¢i da je krajnji cilj ovog dela istrazivanja ispitivanje
antibakterijskog efekta pomenutih ulja na june¢em mesu in situ, za dalja istrazivanja odabrani su
LMB izolat i referentni soj ATCC 19111. Za izbor kombinacija agenasa koji ¢e biti testirani, bilo je
neophodno najpre uraditi senzorne analize.
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Tabela 23. Kombinovani efekat ulja J. communis i S. montana prema odabranim sojevima L.
monocytogenes

Je-EU-K Sm-EU Je-EU-K Sm-EU

(MIK) (MIK) FICi interakcija (MIK) (MIK) FICi interakcija
ATCC 19111 LMS
2 1/64 2,016 indiferentna 2 1/64 2,016 indiferentna
1 1/64 1,016 indiferentna 1 1/64 1,016 indiferentna
1/2 1/4 0,750 aditivna 1/2 1/8 0,625 aditivna
1/4 1 1,250 indiferentna 1/4 1/8 0,375 sinergizam
1/8 1 1,125 indiferentna 1/8 1/4 0,375 sinergizam
1/16 1 1,062 indiferentna 1/16 1/4 0,312 sinergizam
1/32 1 1,031 indiferentna 1/32 1/4 0,281 sinergizam
1/64 1 1,016 indiferentna 1/64 1/4 0,266 sinergizam
Je-EU-K Sm-EU . . .. Je-EU-K Sm-EU . . ..
(MIK) (MIK) FICi interakcija (MIK) (MIK) FICi interakcija
LMB LMT
2 1/64 2,016 indiferentna 2 1/64 2,016 indiferentna
1 1/64 1,016 indiferentna 1 1/64 1,016 indiferentna
1/2 1/64 0,516 aditivna 1/2 1/4 0,750 aditivna
1/4 1/8 0,375 sinergizam® 1/4 1/4 0,500 sinergizam
1/8 1/4 0,375 sinergizam 1/8 1/4 0,375 sinergizam
1/16 1/4 0,312 sinergizam 1/16 1/4 0,312 sinergizam
1/32 1/4 0,281 sinergizam 1/32 1/4 0,281 sinergizam
1/64 1/2 0,516 aditivna 1/64 1/4 0,266 sinergizam

Sinergizam FICi < 0,5; Aditivni efekat 0,5 < FICi < 1; Indiferentni efekat 1 < FICi < 4; Anagonizam FICi > 4.
*Senzorno prihvatljiva inhibitorna kombinacija, koja je odabrana za dalja ispitivanja; ona sadrzi 0,25 % Jc-EU-K i
0,125 % Sm-EU (videti kasnije)

4.3.5.2. Analiza senzorne prihvatljivosti

U ovom istrazivanju ispitan je uticaj Jc-EU-K i Sm-EU na senzorna svojstva juneéeg mesa,
obradenog na odgovarajuci nacin. Kako je bila namera istraziti antibakterijski efekat test supstanci u
mesu mariniranom u crvenom vinu, u ovoj fazi su utvrdivane koncentracije Jc-EU-K i Sm-EU, kao
i njihove kombinacije, koje su senzorno najprihvatljivije. U preliminarnim istrazivanjima trebalo je,
na osnovu rezultata dobijenih u Checkerboard analizi, izabrati odnos oba agensa, koji je, u
kontekstu mirisa i ukusa, najbolji za dalje analize. Na osnovu dobijenih rezultata preliminarne
analize (preliminarna analiza mirisa i ukusa vina s dodatkom razliitih koncentracija pojedinac¢nih
ulja ili njihovih kombinacija, Tabela 8.19, Prilog), opredelili smo se za kombinacije ulja primenjene
u odnosu Je-EU-K:Sm-EU = 2:1, $to je odgovaralo sinergistickoj kombinaciji 1/4 MIK Jc-EU-K
(0,25 %) 1 1/8 MIK Sm-EU (0,125 %) za LMB izolat (obelezena u Tabeli 23).

Zatim se pristupilo pravoj senzornoj analizi, koja je obuhvatala determinaciju
organoleptickih svojstava na odgovaraju¢i nacin obradenog juneCeg mesa: uzorci mesa su
marinirani u marinadama od crvenog vina sa dodatkom osnovnih zacina (so, crni biber i beli luk), u
prisustvu tri razlicite koncentracije ulja, pojedinacno ili u kombinacijama odgovaraju¢eg odnosa.
Uzorci su analizirani pomocu skale intenziteta ukusa i mirisa, i ocenjeni ocenama od 1-9 (ocena 5
odgovara intenzitetima netretirane kontrole, manje vrednosti ukazuju na slabiji intenzitet
mirisa/ukusa, a vece na njihov veéi intenzitet), pri ¢emu su uzorci ocenjeni izmedu 3 i 7 bili
senzorno prihvatljivi. Dodatno, skala intervala 5-9 je kori§¢ena za kvantifikovanje defekata ova dva
senzorna svojstva (ocena 5 — odsustvo defekta, ocena 9 — defekt najizraZzeniji). Dobijeni rezultati
prikazani su na Slici 19. Svi uzorci u koje je dodato Je-EU-K u koncentracijama 0,5 %, 0,25 % ili
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Slika 19a), u poredenju sa uzorcima u koje je dodato Sm-EU. Takode, za sve tri koncentracije Jc-
EU-K nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka u okviru svakog organoleptickog
svojstva (p > 0,05). Uzorci u koje je dodato Sm-EU u koncentraciji od 0,0625 % bili su senzorno
prihvatljivi, uzorci sa dodatkom 0,125 % bili su na granici prihvatljivosti, dok je uzorak sa
najve¢om koncentracijom od 0,5 % bio najloSije ocenjen i iznad gornje granice prihvatljivosti
(vrednost na skali intenziteta je bila preko 7, Slika 19b). Uzorci sa najviSim dodatim
koncentracijama Sm-EU imali su jako izrazen miris i ukus karakteristic¢an za dodato ulje. Ocene
ukazuju na ostrinu i jainu mirisa, odnosno na intenzivan, gorak i vestacki ukus ovog ulja. U okviru
ocenjenih organoleptickih svojstava za miris (defekt mirisa i defekt ukusa) primeceno je da postoji
statistiCki znacajna razlika izmedu uzoraka sa najnizim i najvi§im koncentracijama Sm-EU (p <
0,05).

Interesantno, analiza organoleptickih svojstava kombinacija ukazala je da su defekti koji
poticu od Sm-EU bili ublazeni dodavanjem Jc-EU-K. lako je ocena uzorka sa koncentracijom Sm-
EU od 0,125 % bila na granici prihvatljivosti, kombinacija ulja Jc-EU-K 0,25 % + Sm-EU 0,125 %
bila je senzorno prihvatljiva, dok je kombinacija Je-EU-K 0,5 % + Sm-EU 0,25 % bila senzorno
neprihvatljiva (Slika 19c). Statisticki znaCajna razlika za sve parametre senzorne analize postoji
izmedu uzoraka sa dodatkom nizih koncentracija oba ulja u poredenju sa uzorcima koji sadrze
najvecée koncentracije ulja (p < 0,05).
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Slika 19. Senzorna analiza mariniranog june¢eg mesa sa dodatkom etarskih ulja

A) Je-EU-K (J1=0,125 %, J2=0,25 %, J3=0,5 %); B) Sm-EU (S1=0,0625 %, S2=0,125 %, S3=0,25 %); C) JS smesa
(J14S1, J2+S2, J3+S3). Malim slovima su obelezene srednje vrednosti ocenjenih uzoraka koji se statisticki statisticki

znacajno razlikuju u okviru istog organoletickog svojstva (p < 0,05).
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Imajuéi u vidu rezultate senzorne i Checkerboard analize, odabrane su koncentracije
agenasa i njihove kombinacije za dalja testiranja: 0,25 % Jc-EU-K, 0,125 % Sm-EU i njihova smesa
0,25 % Jc-EU-K + 0,125 % Sm-EU.

4.3.5.3. Dinamika inhibicije rasta sojeva L. monocytogenes

Primenom Time kill testa pracena je dinamika prezivljavanja L. monocytogenes u prisustvu
razlic¢itih koncentracija ulja Jc-EU-K i Sm-EU, primenjenih pojedinacno i u kombinacijama. U
referentnom soju i LMB izolatu ispitan je efekat inhibitornih koncentracija ulja 0,25 % Jc-EU-K,
0,125 % Sm-EU kao i njihove kombinacije 0,25 % Jc-EU-K+0,125 % Sm-EU. Osim inhibitornih,
dodatno je ispitan efekat sub-inhibtornih koncentracija i njihovih kombinacija pripremljenih u istom
odnosu koncentracija test supstanci (Jc-EU-K:Sm-EU = 2:1), §to je bilo u skladu sa preporukama iz
literature (Mulyaningsih i sar.,2010). Ispitan je vec¢i broj sub-inhibitornih koncentracija/kombinacija
cistih supstanci, koje su prikazane u Tabeli 24, dok su dobijeni rezultati prikazani u Tabelama 25 i
26.

Tabela 24. Koncentracije ulja i njihove kombinacije ispitane u 7ime kill testu

Je-EU-K (%) ggzﬁig Sm-EU (%) (szlnglg : Smesa ulja (%) (Sgsz?(;ha
0,250 10)* 0,125 1(S)* 0250+0,125  I(JS)*

0,190 sub-1(J)o75** 0,094 sub-I(S)o75**  0,190+0,094 sub-1(JS)g75™*
0,125 sub-I(0)os** 0,062 sub-I(S)s**  0,12540,062  sub-I(JS)ys**
0,094 sub—I(J)0,375** 0,050 sub—I(S)0,375** 0,094+0,050 sub—I(JS)0,375**
0,062 sub-I(J)gns™* 0,031 sub-I(S)pos™  0,06240,031  sub-I(JS)yas**

*: inhibitorna koncentracija/kombinacija ulja
**: sub-I: sub-inhibitorna koncentracija/kombinacija ulja (broj u subskriptu oznacava faktor umanjenja)
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Tabela 25. Efekat etarskih ulja J. communis 1 S. montana i njihovih kombinacija prema referentnom soju L. monocytogenes ATCC 19111

u Time kill testu

Je-EU-K Sm-EU smesa ulja Je-EU-K Sm-EU smesa ulja Je-EU-K Sm-EU smesa ulja

sub-I(J)o 25 SUb‘I(S)O 25 sub-I(JS)O 5 sub-I(J)O 375 sub-I(S)o 375 SUb'I(JS)O 375 Sub-I(J)O 5 Sub-I(S)O 5 Sub-I(JS)O 5
h Kontrola 0,062 0,031 0,062 + 0,031 0,094 0,050 0,094 + 0,050 0,125 0,062 0,125 + 0,062
0 5,11£029 4,43+0,26*>  4.81+0,20°  4,32+0,27>° 422+0,25%C  491+0.23°  4,60+0,28*>C 491+0,20°  4,95+0,24° 4,70+0,31°
4 6,43+0,29 424+0,18%C  4,46+026*°  4,91+0,21>C 4,18+0,19° 4,28+0,19°  4,51+0,36° 3,50+0,21%C  3,83+0,21*>C  4,09+0,32>C
8 7,350,029 4,44+021*C  4,40+0,26°C  5,26+0,24>C 4,00+0,15  4,0120,27°  4,11+0,29 2,01+0,16%¢  2,60+0,16>C  2,99+0,22¢
12 8,66+0,35 7,01£0,32*¢  5,08+0,10°C  5,28+0,16™€ 5,3340,22*C  4,16+£0,34>C  3,68+0,24°C 2,36+0,21¢  2,18+0,19 2,23+0,19¢
24 9,19+0,31  9,34+0,26"  8,19+0,23"C  7,74+0,34>€ 6,42£0,28*C  5,61+0,21>C  3,74+0,24°C 2,56£0,24°C  2,07+£0,21>¢  1,42+0,09°C
28 9,40+0,26  9,44+026*  9,16+024>  7,82+0,32C 5,91+0,22*¢  6,36+0,23%C  2,99+0,17°¢ 2.80+0,15%¢  3,15+£0,21°¢  1,62+0,12%¢
32 9,33+0,35 9,46+0,31°  9,42+026"  8,58+0,27>° 5,77+0,21*C  6,23+£0,24>C  3,10+0,24°¢ 3,08+0,20°C  3,66+0,27>¢  2,14+0,19%C

Je-EU-K Sm-EU smesa ulja Je-EU-K Sm-EU smesa ulja
sub-1(J)o75s  sub-I(S)o7s  sub-1(JS)7s 1(J) I(S) 1(JS)

h Kontrola 0,190 0,094 0,190 + 0,094 0,250 0,125 0,250 + 0,125
0 5,1140,29 4,51+0,17%C  4,3140,24*  4,15+0,19*>C 42440.28%C  4,77+0,23°  3,17+0,20°C
4 6,43+0,29 3,1240,17*¢  3,78+0,18"C  3,29+0,19*¢ 2,1240,17%C  4,83+0,18>C <1
8 7,35+0,29 1,87+0,18%C  2,48+0,20°C  2,05+0,12*¢ 1,10£0,15*¢  2,68+0,15%¢ <1
12 8,66+0,35 1,05+0,12%¢  2,10+0,15%C <1 <1 1,41+0,13°¢ <1
24 9,19+0,31 <1 1,88+0,13€ <1 <1 <1 <1
28 9,40+0,26 <1 <1 <1 <1 <1 <1
32 9,33+0,35 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Koncentracije ulja izrazene su u %, a brojnost bakterija u log CFU/mL.
Mala slova a,b,c oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu agenasa pojedinac¢no i u kombinaciji u okviru podgrupe (»<0,05).
Veliko slovo C oznacava statisticki znacajnu razliku u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
Rezultati ispod granice detekcije (< 1 log CFU/mL), nisu statisticki analizirani.
Analiza sinergizma vrSena je nakon 24 h inkubacije, zato su ove vrednosti dodatno markirane.
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Rezultati

Tabela 26. Efekat etarskih ulja J. communis i S. montana i njihovih kombinacija prema LMB izolatu L. monocytogenes u Time kill testu

Je-EU-K Sm-EU smesa ulja Je-EU-K Sm-EU smesa ulja Je-EU-K Sm-EU smesa ulja
sub-I(1)o.s sub-1(S)o.s sub-I1(JS)o.s sub-1(J)o375 sub-1(S)o 375 sub-1(JS)o 375 sub-1(J)os sub-I(S)o.s sub-I(JS)os
h Kontrola 0,062 0,031 0,062 + 0,031 0,094 0,050 0,094 + 0,050 0,125 0,062 0,125 + 0,062
0 4,42+0,17 4,94+0,22°C 4,83+027°C  4,68+0,30° 4,89+0,23%C  4,67+0,22*°>C  4.48+0,28° 4,73+0,27%C  4,50£0,25®  4,24+0,20°
4 5544028 4,51+0,19*C 3,99+0,22°C  4,13+0,28>C 447020  4,12+0,20° 4,18+0,23° 4.91+0,20°  4,06+0,27>¢  1,38+0,13%C
8  6,26+£024 520+£020%¢ 527+021%C  3,92+0,23%C 425+0,11%¢  3,96+0,21%¢  4,45+0,26>° 477+0,21%¢  3,19+0,16>¢ 1,100,155
12 8,79+0,32  7,06£0,20*  6,19+0,33>C  529+0,35¢ 4,63+0,12*C  3,98+0,20>¢  3,18+0,28%C 4,04+0,15%C  3,04+0,24"C <1
24 926+0,24 9,21+0,26° 8,37+0,23"C  5,66+0,23°C 6,39+0,29"C  4,48+0,26"C  2,41+0,18°C 4,77£0,27°C  2,34+0,19>C <1
28 929+0,31 9,02+0,33*  9,19+0,29*°  5,26+0,20>C 8,21+0,24*C  4,13+0,29°C  2,36+0,20°C 5,3440,24*C  2.65+0,18>C <1
32 9,15+0,36  8,90+0,27*  9,09+0,30*°  3,65+0,27>C 8,86+0,28"  4,3440,27°C  2,7440,24°C 5,88+0,24*C  2.1440,20>C <1
Je-EU-K Sm-EU smesa ulja Je-EU-K Sm-EU smesa ulja
sub-I(J)7s  sub-I(S)g7s  sub-I(JS)y7s 0] I(S) 1(JS)
h Kontrola 0,190 0,094 0,190 + 0,094 0,250 0,125 0,250 + 0,125
0 4,42+0,17 479+0,22%C 4374024  3,88+0,21°C 4,70+0,22°  4,46+0,23*  3,26+0,21°C
4 5544028 4,2440,25C  3,97+0,23*  2,01+0,16™C 2,92+0,15%C  421+0,15*¢  1,89+0,13%C
8  6,26+0,24 4,01£0,21*¢  2,97+0,23"€ <1 1,7940,12%¢  2,18+0,18>C <1
12 8,79+0,32 3,43+0,16%C  2,65+0,25"C <1 1,51+0,13%¢  1,18+0,12*C <1
24 9,26+0,24 3,47£0,29*C  2,20+0,15™¢ <1 <1 <1 <1
28  9,29+0,31 3,18+0,21*¢  2,15+0,16° <1 <1 <1 <1
32 9,15+0,36 2,54+0,22%C  2.05+0,12°€ <1 <1 <1 <1

Koncentracije ulja izrazene su u %, a brojnost bakterija u log CFU/mL.
Mala slova a,b,c oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu agenasa pojedinacno i u kombinaciji u okviru podgrupe (p<0,05).
Veliko slovo C oznacava statisticki znac¢ajnu razliku u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
Rezultati ispod granice detekcije (< 1 log CFU/mL), nisu statisticki analizirani.
Analiza sinergizma vrSena je nakon 24 h inkubacije, zato su ove vrednosti dodatno markirane.
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Rezultati

Analiza sinergizma je izvrSena na osnovu broja CFU/mL nakon 24 h inkubacije, poredenjem
aktivnosti sub-inhibitornih koncentracija primenjenih pojedinacno i u kombinaciji. Naime, ukoliko
je tokom ovog perioda u suspenziji tretiranoj kombinacijama doslo do redukcije broja bakterija za >
2 log CFU/mL u odnosu na suspenziju sa pojedinacno primenjenim efikasnijim agensom, onda je to
potvrda sinergizma (Mulyaningsih i sar., 2010).

U slucaju referentnog soja, kombinacije ulja u sub-inhibitornim koncentracijama nisu
ostvarile sinergisticki efekat, buduci da je nakon 24 h inkubacije razlika u redukciji broja bakterija u
poredenju sa efikasnijim agensom (Sm-EU) uvek bila manja od 2 log (Tabela 25). Ovakav rezultat
je bio dodatna potvrda rezultata dobijenih u metodi Sahovske table. Sa druge strane, iste
kombinacije ispitane prema LMB izolatu pokazale su se kao efikasnije (Tabela 26). Jasan
sinergizam uocen je za dve sub-inhibitorne kombinacije, sub-1(JS)gs 1 sub-1(JS)o 375, budu¢i da je
redukcija broja bakterija nakon 24 h inkubacije u poredenju sa efikasnijim pojedina¢nim agensom
(Sm-EU) iznosila 2,71 log CFU/mL, odnosno 2,07 log CFU/mL. Za ostale sub-inhibotrne
kombinacije nije bilo moguée izracunati razliku, jer je broj CFU/mL cesto bio ispod granica
detekcije.

Interesantno je da je kompletna inhibicija rasta u Time kill testu ostvarena primenom onih
koncentracija ulja koje su u mikrodulucionom MIK eseju bile sub-inhibitorne. Da bismo ovu pojavu
razjasnili, pristupili smo proceni tzv. dinamickih MIK vrednosti, ili MIK krivih (cMIK) za svaki soj
i svako pojedinacno ulje primenom 7ime kill testa . Naime, eksperimentalno su odredene krive rasta
svakog soja u prisustvu razli¢itih koncentracija ulja. Za svaku primenjenu koncentraciju test
supstance rast bakterija je pracen tokom prvih 12 h inkubacije, kako bi se izbegao ulazak populacija
u stacionarnu fazu. Za svaku krivu rasta izraCunate su stope (brzine) rasta (m) i graficki je
predstavljena zavisnost stope rasta od primenjene koncentracije ulja (Slika 20). Dalje je sa svakog
grafika ocitana koncentracija ulja koja ne dozvoljava rast, ali ni ne dovodi do odumiranja populacije
(stopa rasta n = 0), $to u stvari predstavlja cMIK. Dobijene cMIK vrednosti su bile znacajno nize od
vrednosti MIK dobijenih u mikrodilucionoj metodi, §to je naro€ito bilo izrazeno u slu¢aju Sm-EU
(Tabela 27).
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Slika 20. Dinamika rasta bakterija u funkciji koncentracije ulja J.communis (a) i S. montana (b)
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Tabela 27. Uporedni prikaz MIK vrednosti odredenih 7ime kill i mikrodilucionom metodom

cMIK (%) MIK (%)
Soj Je-EU-K  Sm-EU  Jc-EU-K  Sm-EU
ATCC 19111 0,103 0,035 0,5 0,5
LMB 0,144 0,042 1 1

4.3.5.4. Antibakterijski efekat vinskih marinada sa etarskim uljima

Efekat razlicitih vinskih marinada na dinamiku rasta bakterija na juneCem mesu ispitan je in
situ primenom Time kill testa. Medutim, pre postavljanja eksperimenata, bilo je neophodno potvrditi
mikrobiolosku ispravnost uzoraka mesa koji su koriS¢eni, Sto je utvrdeno analizom njihove
mikroflore. Analiza je obuhvatila pracenje sledec¢ih parametara: ukupnog broja aerobnih
heterotrofnih mezofilnih bakterija (AHMB), Enterobacteriaceae (ENT) i bakterija mlec¢ne kiseline
(BMK), kao i prisustvo i brojnost E. coli, Salmonella spp. i L. monocytogenes. Dobijene vrednosti
broja bakterija, izrazene kao log CFU/g, prikazane su u Tabeli 28. Rezultati ispitivanja su
zadovoljili mikrobioloske kritrijume propisane Pravilnikom o opsStim i posebnim uslovima higijene
hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i prometa (SI. glasnik RS 72/2010). Ovim je pokazano
da je uzorak mesa bio mikrobioloski bezbedan i higijenski ispravan.

Tabela 28. MikrobioloSka analiza uzorka mesa pre inokulacije

AHMB ENT BMK E. coli Salmonella spp. L. monocytogenes

log CFU/g 3,72+024 2,50+022 2.80+021 131+0,17 nd nd

nd — Nije detektovano prisustvo bakterija u uzorku.

Eksperimentalni model in situ izvedenog Time kill testa je podrazumevao mariniranje
juneceg mesa tokom 24 h u marinadama napravljenim od crvenog vina, sa dodatkom osnovnih
zacina (kuhinjska so, beli luk u prahu, mleveni crni biber), sa ili bez dodataka ulja i njihovih
kombinacija. Pripremljene su osnovna vinska marinada bez ulja (kontrolna, VM), marinade sa
pojedina¢nim uljem kleke koncentracije 0,25 % (VM+J), uljem cubra koncentracije 0,125 %
(VM+Y) ili njihovih kombinacija (VM+JS), i meso je marinirano u njima. Pored vinskih marinada,
pripremana je i negativna kontrola (uzorci mesa u rastvoru 8,5 g/L kuhinjske soli, kontrola
oznacena kao NaCl). Antimikrobni efekat je pracen prema patogenu L. monocytogenes (kao §to je
ve¢ istaknuto, sojevi ATCC 19111 i LMB) inokulisanom na meso (5 log CFU/g), i to u
vremenskom periodu od 15 dana, tokom koga su uzorci mesa drzani/“inkubirani“ u frizideru.
Dodatno, pracen je i efekat prema prisutnoj mikroflori i to AHMB, ENT i BMK. Morfologija
kolonija pracenih grupa je prikazana na Slici 21.
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Rezultati

Slika 21. Izgled kolonija analiziranih grupa bakterija na odgovaraju¢im podlogama: (A) L.
monocytogenes na LDAB medijumu, (B) predstavnika AHMB na LA medijumu, (C) predstavnika
ENT na EMB medijumu, (D) predstavnika BMK na MRS medijumu

Efekat razlic¢itih vinskih marinada na dinamiku rasta L. monocytogenes prikazan je na
Slikama 22 i 23 i u Tabelama 8.20 i 8.21 (Prilog), za referentni soj ATCC 19111 i LMB izolat.
Analizom dobijenih rezultata uoceno je da je ostvaren slican efekat razli¢itih vinskih marinada na
oba soja. Antibakterijski efekat osnovne marinade VM je bio najizrazeniji - broj bakterija je u
proseku za oko 2,5-3 log CFU/g smanjen u odnosu na NaCl. Dodatak jednog ili drugog etarskog
ulja (VM+] ili VM+S) dodatno je pojacao antilisterijalni efekat VM, §to se u sluc¢aju ATCC 19111
soja jasno uocCava pocev od petog dana inkubacije. Najizrazeniji efekat na LMB postignut je
dodatkom ulja ¢ubra (VM+S) pocev od devetog dana inkubacije, odnosno u prisustvu ulja kleke
(VM+]) pocev od trinaestog dana inkubacije. Kombinacija ulja VM+JS dodatno je uticala na
redukciju brojnosti za oko 1-2 log CFU/g u odnosu na osnovnu VM, $to je narocito bilo izraZzeno u
slucaju osetljivijeg soja ATCC 19111. Na kraju inkubacionog perioda broj bakterija oba soja je bio
priblizno isti i iznosio je oko 7 log CFU/g u kontroli, 4,5 log CFU/g u VM, odnosno 2,4 - 3,3 log
CFU/g u ostalim marinadama (VM+J, VM+S i VM+IS).
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Slika 22. Efekat vinskih marinada na dinamiku rasta L. monocytogenes ATCC 19111 na june¢em
mesu, sa i bez dodatka etarskih ulja kleke (Je-EU-K) i ¢ubra (Sm-EU).

Uzorci mesa su marinirani na 4 °C tokom 24 h, a zatim inkubirani/skladiSteni narednih 15 dana u frizideru, na 4 °C.
Uzorak “-1”, oznacava stanje pre mariniranja, dok nulti dan prikazuje stanje odmah nakon mariniranja:

NaCl - negativna kontrola; VM - osnovna vinska marinada; VM+J - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K; VM+S -
marinada koja sadrzi 0,125 % Sm-EU; VM+JS - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K i 0,125 % Sm-EU.

Korelacija izmedu dva para za faktore vreme i tretman (two-way Anova):

A: analiza faktora ,,vreme* izmedu dva para uzastopnih dana, u okviru svakog tretmana:

NaCl - za parove 3:515:7 (p <0,01); VM - za parove (-1):0, 3:51 11:13 (p <0,001); VM+J — za parove (-1):01 13:15 (p
<0,001); VM+S - za parove (-1):0, 11:13 1 13:15 (p <0,001); VM+JS - za parove (-1):0, 3:517:9 (p < 0,05).

B: analiza faktora ,,tretman‘ svakog dana uzorkovanja (osim dan -1):

svi tretmani u odnosu na NaCl - u svim danima uzorkovanja (p < 0,001); VM+J u odnosu na VM - u danima 1, 5- 15 (p
< 0,05); VM+S u odnosu na VM - u danima 1, 5 - 15 (p < 0,001); VM+JS u odnosu na VM - u danima 1 - 15 (p <
0,001); VM+J u odnosu na VM+S u danu 11 (p < 0,01); VM+JS u odnosu na VM+J - u svim danima uzorkovanja (p <
0,001); VM+JS u odnosu na VM+S — u svim danima uzorkovanja (p < 0,01).
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Slika 23. Efekat vinskih marinada na dinamiku rasta L. monocytogenes LMB izolata na june¢em
mesu, sa i bez dodatka etarskih ulja kleke (Jc-EU-K) i cubra (Sm-EU)

Uzorci mesa su marinirani na 4 °C tokom 24 h, a zatim inkubirani/skladiSteni narednih 15 dana u frizideru, na 4 °C.
Uzorak “-1”, oznacava stanje pre mariniranja, dok nulti dan prikazuje stanje odmah nakon mariniranja:

NaCl - negativna kontrola; VM - osnovna vinska marinada; VM+]J - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K; VM+S -
marinada koja sadrzi 0,125 % Sm-EU; VM+JS - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K i 0,125 % Sm-EU.

Korelacija izmedu dva para za faktore vreme i tretman (two-way Anova):

A: analiza faktora ,,vreme* izmedu dva para uzastopnih dana, u okviru svakog tretmana:

NaCl - za parove 0:1 i 3:5 (p < 0,001); VM - za parove (-1):0, 0:1 (p < 0,01); VM+J - za parove (-1):0, 0:1, 11:13 i
13:15 (p < 0,001); VM+S - za parove (-1):0, 0:1, 7:9, 11:13 1 13:15 (p < 0,001); VM+JS - za parove (-1):01 9:11 (p <
0,001).

B: analiza faktora ,,tretman” svakog dana uzorkovanja (osim dan -1): svi tretmani u odnosu na NaCl - u svim danima
uzorkovanja (p < 0,001); VM+J u odnosu na VM - u danima 1, 13 i 15 (p <0,01); VM+S u odnosu na VM - u danima 9
- 15 (p <0,01); VM+IJS u odnosu na VM - u danima 3, 7 - 15 (p <0,01); VM+J u odnosu na VM+S u danima 7, 111 15
(» <0,01); VM+JS u odnosu na VM+J - u danima 7 -111 15 (p <0,01); VM+JS u odnosu na VM+S - u danima 3, 7, 11
i15(p<0,01).

U slucaju grupe AHMB dobijeni rezultati ukazuju da su vrednosti log CFU/g bile smanjene
u prisustvu svake od marinada u poredenju sa negativnom kontrolom (Slika 24 i Tabela 8.22,
Prilog). Sa dodavanjem oba ulja, antibakterijski efekat marinade je bio znacajno veéi nego §to je to
bilo u slucaju onih sa dodatkom svakog ulja pojedinacno. Najizrazeniji efekat VM+JS, u odnosu na
marinade sa pojedinacnim uljima, postignut je upravo kod ove grupe bakterija, sa izuzetkom treceg
dana inkubacije, kada je statisticki znacajna razlika postojala samo izmedu efekta VM+JS i VM+].
Antibakterijski efekat marinada VM+J i VM+S je bio manje izrazen i prilicno ujednacen. Na kraju
inkubacionog perioda broj AHMB dostigao je 8,7 log CFU/g u negativnoj kontroli, 6 log CFU/g u
VM, =4 log CFU/g u VM+J i VM+S i 3,35 log CFU/g u VM+JS.
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Slika 24. Efekat vinskih marinada na dinamiku rasta AHMB na june¢em mesu, sa i bez dodatka

etarskih ulja kleke i cubra

Uzorci mesa su marinirani na 4 °C tokom 24 h, a zatim inkubirani/skladiSteni narednih 15 dana u frizideru, na 4 °C.
Uzorak “-1”, oznacava stanje pre mariniranja, dok nulti dan prikazuje stanje odmah nakon mariniranja:

NaCl - negativna kontrola; VM - osnovna vinska marinada; VM+J - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K; VM+S -
marinada koja sadrzi 0,125 % Sm-EU; VM+JS - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K i 0,125 % Sm-EU.

Korelacija izmedu dva para za faktore vreme i tretman (two-way Anova):

A: analiza faktora ,,vreme* izmedu dva para uzastopnih dana, u okviru svakog tretmana:

NaCl - za parove 1:3, 3:5, 7:9 1 9:11 (p < 0,05); VM - za parove (-1):0, 0:1, 3:5, 7:9 1 11:13 (p < 0,05); VM+J - za
parove (-1):01 13:15 (p <0,001); VM+S - za parove (-1):0, 0:11 3:5 (p <0,01); VM+IS - za par (-1):0 (p < 0,001).

B: analiza faktora ,,tretman‘ svakog dana uzorkovanja (osim dan -1):

svi tretmani u odnosu na NaCl - u svim danima uzorkovanja (p < 0,001); VM+J u odnosu na VM - u svim danima
uzorkovanja (p < 0,001); VM+S u odnosu na VM - u svim danima uzorkovanja (p < 0,001); VM+JS u odnosu na VM -
u svim danima uzorkovanja (p < 0,001); VM+J u odnosu na VM+S u danima 3 i 5 (p < 0,001); VM+JS u odnosu na
VM+] - u svim danima uzorkovanja (p < 0,001); VM+JS u odnosu na VM+S - u svim danima uzorkovanja, osim dana 3
(p <0,001).

Efekat razlic¢itih vinskih marinada na broj ENT prikazan je na Slici 25 i u Tabeli 8.23
(Prilog). Tokom petnaestodnevne inkubacije broj bakterija iz grupe ENT je dostigao vrednost od
7,3 log CFU/g u negativnoj kontroli, 4 log CFU/g u VM, oko 2,9 log CFU/gu VM+J i VM+S, §to u
poredenju sa inicijalnim brojem od 2,5 log CFU/g (dan -1), ukazuje na znacajnu inhibiciju rasta
marinadama sa pojedinacnim uljima. Uz to, marinada sa dodatkom oba ulja omogucila je
odrzavanje broja ovih bakterija na priblizno istom nivou kao pre mariniranja (redukcija za oko 0,3
log CFU/g), ¢ak i nakon 15 dana inkubacije. Interesantno je napomenuti da je kombinacija ulja
dovela do naglog pada broja bakterija iz familije ENT tokom samog procesa mariniranja, kada je on
pao ispod granica detekcije (< 2 log CFU/g). Dodavanje jednog ili drugog ulja nije dovelo do
statisticki znaCajnog smanjenja broja bakterija u poredenju sa brojem u VM, tokom prvih dana
inkubacije, ali poCev od petog dana za VM+S, odnosno sedmog dana za VM+J, uocava se statisticki
znacajna redukcija brojnosti bakterija ove grupe. Poredenjem antibakterijskog efekta VM+IJS i
marinada sa dodatkom svakog ulja pojedinac¢no, moze se uociti da je efekat marinade sa dodatkom
oba ulja bio izrazeniji samo u odredenim danima inkubacionog perioda i to petog, sedmog, devetog
i petnaestog dana inkucacije.

86



Rezultati

9

8
: i ..... } ..... ¥ }
PJ)G § : e--- NaCl
wertrees Nal
3 ~ E:
Q o
%M{ —a— VM+]
— 3 |
- =% - VM+S
2
| —=— VMH+IS

Vreme skladistenja (dani)

Slika 25. Efekat vinskih marinada na dinamiku rasta ENT na june¢em mesu sa i bez dodatka

etarskih ulja kleke i cubra

Uzorci mesa su marinirani na 4 °C tokom 24 h, a zatim inkubirani/skladiSteni narednih 15 dana u frizideru, na 4 °C.
Uzorak “-1”, oznacava stanje pre mariniranja, dok nulti dan prikazuje stanje odmah nakon mariniranja:

NaCl - negativna kontrola; VM - osnovna vinska marinada; VM+J - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K; VM+S -
marinada koja sadrzi 0,125 % Sm-EU; VM+JS - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K i 0,125 % Sm-EU.

Vrednost 1 log CFU/g na grafiku predstavlja broj bakterija ispod granice detekceije (< 2 log CFU/g).

Korelacija izmedu dva para za faktore vreme i tretman (two-way Anova):

A: analiza faktora ,,vreme* izmedu dva para uzastopnih dana, u okviru svakog tretmana:

NaCl - za parove (-1):0, 0:1, 3:5, 5:71 13:15 (p < 0,05); VM - za parove 0:1 1 3:5 (p <0,001); VM+]J - za parove 0:1, 1:3
19:11 (p <0,05); VM+S - za par 9:11 (p <0,01); VM+JS - za par 13:15 (p < 0,001).

B: analiza faktora ,,tretman‘ svakog dana uzorkovanja (osim dan -1):

svi tretmani u odnosu na NaCl - u svim danima uzorkovanja (p < 0,001); VM+J u odnosu na VM - u danima 5 - 15 (p <
0,001); VM+S u odnosu na VM - u svim danima uzorkovanja (p < 0,05); VM+JS u odnosu na VM - u svim danima
uzorkovanja (p < 0,01); VM+J u odnosu na VM+S u danima 3 - 9 (p < 0,001); VM+JS u odnosu na VM+J - u danima 5
-9idan 15 (p <0,001); VM+JS u odnosu na VM+S - udanima 5 - 9 i dan 15, (»p <0,01).

Kada je o BMK rec¢, uticaj svih marinada na dinamiku rasta ovih bakterija bio je najmanje
izrazen (Slika 26, Tabela 8.24, Prilog), Sto je u stvari posledica slabijeg rasta ovih bakterija i u
kontroli (< 6 log CFU/g). Broj bakterija na po¢etku inkubacionog perioda bio je 2,8 log CFU/g, a na
kraju inkubacionog perioda iznosio je 5,6 log CFU/g u kontroli; 3,5 log CFU/g u VM; 2,9 log
CFU/g u VM+J; 2,6 log CFU/g VM+S, dok je broj u VM+IJS bio ispod granice detekcije (< 2 log
CFU/g). Efekat marinade sa dodatkom oba ulja, kao i efekat marinade sa dodatkom ulja ¢ubra (osim
tre¢eg dana inkubacije) bio je izrazeniji u poredenju sa efektom osnovne VM, tokom c¢itavog
perioda inkubacije. Medutim, efekat marinade sa dodatkom ulja kleke nije bio izrazen do sedmog
dana inkubacije, da bi pocev od devetog dana postojala znacajna razlika u poredenju sa osnovnom
VM. Interesantno je bilo to da efekat marinade sa dodatkom oba ulja nije bio narocito izraZen u
poredenju sa efektom marinada sa dodatkom svakog ulja pojedinacno, tokom duzeg vremenskog
perioda skladistenja. Znacajna razlika u efektu VM+JS u poredenju sa efektom VM+J, odnosno
VM+S, uocava se pocev od jedanaestog dana skladiStenja.
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Slika 26. Efekat vinskih marinada na dinamiku rasta bakterija mlecne kiseline (BMK) na june¢em

mesu sa i bez dodatka etarskih ulja kleke i cubra

Uzorci mesa su marinirani na 4 °C tokom 24 h, a zatim inkubirani/skladiSteni narednih 15 dana u frizideru, na 4 °C.
Uzorak “-1”, oznacava stanje pre mariniranja, dok nulti dan prikazuje stanje odmah nakon mariniranja:

NaCl - negativna kontrola; VM - osnovna vinska marinada; VM+J - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K; VM+S -
marinada koja sadrzi 0,125 % Sm-EU; VM+JS - marinada koja sadrzi 0,25 % Jc-EU-K i 0,125 % Sm-EU.

Vrednost 1 log CFU/g na grafiku predstavlja broj bakterija ispod granice detekceije (< 2 log CFU/g).

Korelacija izmedu dva para za faktore vreme i tretman (two-way Anova):

A: analiza faktora ,,vreme* izmedu dva para uzastopnih dana, u okviru svakog tretmana:

NaCl - za sve parove, osim 5:7, 7:9 1 11:13 (p < 0,05); VM - za parove (-1):0, 11:13 i 13:15 (p < 0,01); VM+]J - za
parove (-1):0, 3:5, 5:7, 7:9, 9:11 (p < 0,001); VM+S - za parove (-1):0, 1:3, 5:7 (p < 0,01); VM+IS - za par (-1):0 (p <
0,001).

B: analiza faktora ,,tretman‘ svakog dana uzorkovanja (osim dan -1):

svi tretmani u odnosu na NaCl - u svim danima uzorkovanja (p < 0,001); VM+J u odnosu na VM - u danima 5, 9 - 15 (p
<0,01); VM+S u odnosu na VM - u danima 0, 1, 5, 7, 11 - 15 (p < 0,05); VM+JS u odnosu na VM - u danima 0, 1, 5 -
15 (p <0,01); VM+J u odnosu na VM+S u danima 1, 11 - 15 (p <0,01); VM+JS u odnosu na VM+J - u danima 1, 3, 7,
11-15(p <0,05); VM+JS u odnosu na VM+S - u danima 7, 11 - 15, (p < 0,05).

Generalno, rezultati ovog dela istrazivanja ukazuju da su vrednosti log CFU/g za sve
pracene grupe bakterija, u poredenju sa negativnom kontrolom bile smanjene primenom bilo koje
od marinada. Efekat osnovne VM bio je najizrazeniji pri ¢emu je brojnost bakterija na kraju
inkubacionog perioda bila redukovana za oko 2-3 log CFU/g. Dodatak bilo kog pojedinacnog ulja
ili njihove kombinacije dodatno je smanjilo brojnost za oko 1-2,5 log CFU/g u odnosu na osnovnu
VM. Antibakterijski efekat VM+J je bio najizraZeniji kod LMB soja (1,98 log CFU/g) i AHMB
(1,95 log CFU/g), dok je efekat VM+S bio najjaci kod AHMB (1,92 log CFU/g). Medutim, jasno
pojacavanje antibakterijskog efekta u slu¢aju VM+IJS, a u poredenju sa VM+J i VM+S, uoceno je
samo u slu¢aju AHMB i iznosilo je 0,7 log CFU/g. Vazno je napomenuti i to da je tokom prvih 24 h
mariniranja bio izrazen baktericidni efekat, dok je tokom daljeg skladisStenja mesa efekat uglavnom
bakteriostaticki. Brojnost bakterija se odrzavala tokom veoma dugog perioda Sto je pokazatelj da je
meso bilo dobro konzervisano. U tretmanu sa VM+JS, brojnost bakterija ENT je bio ispod granice
detekcije (< 2 log CFU/g) i to ve¢ nultog dana (odmah nakon mariniranja), dok je nemoguénost
detekcije BMK bila uocena na kraju perioda skladistenja (15. dan).

88



DISKUSI1JA



Diskusija

5. DISKUSIJA

Ucestalost rezistencije patogenih bakterija prema konvencionalnim antibioticima sa jedne
strane, i ¢elija kancera prema citostaticima sa druge strane, predstavlja globalni problem danasnjice
i izazov za klinicku praksu. Zbog ogranicene efikasnosti postojecih lekova istrazivanja se
usmeravaju ka otkrivanju novih prirodnih proizvoda sa antimikrobnim i citotoksi¢nim dejstvom
(Blair i sar., 2015; Zheng, 2017). Osim pronalazenja novih agenasa, dobra strategija u reSavanju
ovog problema je kombinovanje supstanci prirodnog porekla i konvencionalnih lekova, ¢ime bi se
mogla dodatno pojacati efikasnost postoje¢ih medikamenata (Mulyaningsih i sar., 2010). Vazan
izvor aktivnih materija predstavljaju lekovite, zacinske i jestive biljke. Pokazano je da njihovi
razliCiti produkti poseduju brojne bioloske aktivnosti S§to opravdava njihovu Siroku primenu u
tradicionalnoj medicini (Adams, 2014; Bakkali i sar., 2008).

Pored toga, opasnost po zdravlje ljudi predstavljaju i sinteticki konzervansi i aditivi koji se
dodaju u hranu sa ciljem da produze njenu odrzivost, poboljsaju kvalitet i sprece mikrobiolosku
kontaminaciju. Na primer, poznati sinteticki antioksidanti, kao §to su butil-hidroksitoluen (BHT),
butil-hidroksianizol (BHA) i drugi, mogu izazvati mutagenezu i/ili kancerogenezu (Karre i sar.,
2013). Imaju¢i sve ovo u vidu, potreba za koris¢enjem novih, prirodnih alternativa, umesto
postojec¢ih hemijskih aditiva i konzervanasa je izvesna. Naime, brojna etarska ulja zaCinskih biljaka,
bogata terpenskim jedinjenjima, zbog svog potentnog antimikrobnog potencijala mogu biti veoma
dobri konzervansi (Djenane i sar., 2011). Od izuzetnog naucnog i prakticnog interesa je ispitivanje
do sada nedovoljno istraZzenih biljnih vrsta kao potencijalno novih izvora bioloski aktivnih
supstanci. Sa tom idejom zapoceto je istrazivanje bioloske aktivnosti prirodnih proizvoda kleke
(Juniperus communis), i to njenih etarskih ulja i postdestilacionog ostatka.

Predmet naSih istrazivanja najpre su bili prirodni proizvodi dobijeni iz Zenskih SiSarki J.
communis var. saxatilis: etarsko ulje (Je-EU-P) i postdestilacioni ostatak (PDO). Odreden je njihov
hemijski sastav, a zatim je ispitan njihov antioksidativni, antimikrobni, citotoksi¢ni i genotoksi¢ni
potencijal. Na kraju, ispitana je moguénost primene ulja J. communis u konzervaciji hrane; za ovu
analizu koris¢eno je komercijalno nabavljeno etarsko ulje Jc-EU-K. Analiza antimikrobnog i
citotoksi¢nog potencijala PDO uradena je po prvi put.

Brojne studije izvestavaju o bioloskim aktivnostima etarskih ulja i razli¢ito pripremljenih
ekstrakata biljaka iz roda Juniperus. Potvrdena su antioksidativna, antimikrobna, citotoksi¢na, anti-
inflamatorna, antinociceptivna, hipoglikemijska svojstva biljnih derivata, kao i sposobnost
inhibicije holinesterazne aktivnosti (Akkol i sar., 2009; Cabral i sar., 2012; Orhan i sar., 2011;
Tumen i sar., 2012). Takode, studija Lesjak (2011) bavila se detaljnom analizom hemijskih,
biohemijskih i bioloskih aktivnosti metanolnih ekstrakata i etarskih ulja iglica i SiSarki osam vrsta
roda Juniperus, sakupljenih sa razliCitih lokaliteta Republike Srbije, Hrvatske i Makedonije
(Juniperus communis L. var. communis, Juniperus macrocarpa Sibth. et Sm, Juniperus excelsa M.
Bieb., Juniperus sibirica Burgsdorf., Juniperus foetidissima Willd., Juniperus oxycedrus L. var.
oxycedrus, Juniperus sabina L. var. sabina i Juniperus phoenicea L. var. phoenicea).

Sto se tie hemijskog sastava etarskih ulja kleke, u nasem istrazivanju, od svih
identifikovanih jedinjenja u Zenskim $iSarkama, najzastupljeniji su terpenski ugljovodonici. Stavise,
ulje Jc-EU-P odlikuje se samo prisustvom ugljovodoni¢nih jedinjenja (Vasilijevi¢ i sar., 2018), a
neobi¢no je Sto je udeo seskviterpena medu njima relativno visok (59,3%). Najdominantnije
komponente ovog ulja su monoterpen a-pinen (23,61 %), inace karakteristiCan za Cetinarske vrste,
seskviterpen d-kadinen i monoterpen sabinen. Sa druge strane, ulje Je-EU-K se odlikuje daleko
najve¢im udelom monoterpenskih ugljovodonika (82,89%), ali su prisutni i1 oksidovani
monoterpenoidi, kao i obe grupe seskviterpena (ugljovodonicni i oksidovani; Vasilijevi¢ i sar.,
2019). Dominantno jedinjenje i ovde je a-pinen, ali je njegova zastupljenost znacajno veca (47,8
%), a zatim slede sabinen i B-pinen. Porede¢i medusobno dobijene razultate za oba etarska ulja
kleke, kao i rezultate naSeg istrazivanja sa rezultatima iz literature, mogu se uociti razlike u
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kvalitativnom, a narocito u kvantitativnom terpenoidnom sastavu (Angioni i sar., 2003; Dahmane i
sar., 2015; Fejér i sar., 2018; Gao i sar., 2019; Glisi¢ i sar., 2007; Hoferl i sar., 2014; Lesjak i sar.,
2011; Majewska i sar., 2017; Orav i sar., 2010). Uticaj razli¢itih ekoloskih faktora na rast ispitivane
vrste predstavlja najverovatniji razlog njihove medusobne varijabilnosti, inace Cesto prisutne
izmedu vrsta roda Juniperus, zbog cega etarska ulja nemaju veliki hemotaksonomski znacaj
(Adams, 2014).

U sastavu PDO, od fenolnih jedinjenja, flavonoidi su bili najzastupljeniji, dok je sadrzaj
fenolnih kiselina bio visestruko manji. Od 25 identifikovanih jedinjenja u sastavu PDO, rutin i
hinska kiselina bili su najdominantniji (Vasilijevi¢ i sar., 2018). Pregledom literature, stice se utisak
da je manje navoda o hemijskom sastavu ekstrakata J. communis u poredenju sa izvestajima o
sastavu ulja. Variranja hemijskog sastava ekstrakata u okviru istih vrsta sa razliCitih lokaliteta,
govore o uticaju razli¢itih ekoloskih faktora na sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima (Innocenti i
sar., 2007; Lantto i sar., 2016; Lesjak, 2011; Miceli i sar., 2009).

Imajuéi u vidu da su biljke znaCajan izvor prirodnih antioksidanata, te da oni znacajno
doprinose drugim bioloskim aktivnostima, deo istraZivanja je posvecen ispitivanju antioksidativnog
potencijala derivata kleke kao potencijalno vazne karakteristike. Poznato je da slobodni radikali
interaguju sa makromolekulima u ¢eliji, dovode do lipidne peroksidacije, oksidacije proteina i
izazivaju oksidativna oSte¢enja DNK molekula, $to za posledicu ima poremeca;j fizioloskih funkcija
i u krajnjoj instanci moze voditi neoplasti¢noj transformaciji ili ¢elijsku smrt. Oksidativni stres se
prepoznaje kao vazan faktor u nastanku ozbiljnih sistemskih oboljenja i patoloskih stanja,
ukljucujuéi neoplasticnu transformaciju i razvoj malignih bolesti (Halliwell i Gutteridge, 2006).

Kompletna slika o antioksidativnom potencijalu dobijena je koriS¢enjem DPPH, TBA i
FRAP testova (Vasilijevi¢ i sar., 2018). Ukoliko poredimo aktivnosti naseg PDO sa razlicito
pripremljenim ekstraktima, $to ima smisla s obzirom da su dominantne komponente u oba slucaja
fenolna jedinjenja, njegov dobar antioksidativni potencijal je u skladu sa rezultatima ranijih
istrazivanja (Elmastas i sar., 2006; Orhan i sar., 2011; Zhang i sar., 2019). Studija Lesjak (2011)
istice bolju antioksidativnu aktivnost ekstrakata iglica u poredenju sa potencijalom ekstrakata
Sisarki. Pomenuta studija je pokazala sli¢ne rezultate antioksidativne aktivnosti za ekstrakt SiSarki
J.communis sa naSim rezultatima: ICsy vrednost ekstrakta potrebna za neutralizaciju 50 % DPPH
radikala bila je 33,5 pg/mL, ICsp vrednost u TBA testu odredena je pri koncentraciji od 0,89
mg/mL, dok je vrednost redukcionog potencijala iznosila 22,66 mg ekv. askorbinske kis./g SE.
Stavise, PDO u nasem istrazivanju (Vasilijevi¢ i sar., 2018) je pokazao nesto bolju antioksidativnu
aktivnost u svim testovima u poredenju sa Lesjak (2011). Ovako snazan antioksidativni potencijal u
direktnoj je vezi sa fenolnim sastavom, s obzirom da je ova klasa jedinjenja dobro poznata kao
antioksidanti (Babich i sar., 2011). On bi se verovatno mogao povezati i sa dominantnim
identifikovanim komponentama: rutinom, katehinom i epikatehinom (Azevedo i sar., 2013; Cruz-
Gonzalez i sar., 2016; Yang i sar, 2008), s tim da nije isklju¢eno ucesce i drugih, neidentifikovanih
komponenti (ne treba zaboraviti da je procenat identifikovanih jedinjenja u PDO veoma mali i
iznosi 3,2 % od ukupnog sastava; Vasilijevi¢ 1 sar., 2018). Fenolno jedinjenje poput rutina svoje
antioksidativno dejstvo ispoljava sprecavanjem nastanka slobodnih radikala ili njihovom
neutralizacijom. Rutin vr$i neutralizaciju slobodnih radikala vezivanjem atoma vodonika za
slobodne radikale, ili spre¢ava njihovo formiranje vezivanjem za jone prelaznih metala (Fe*" i
Cu®™). U tom slugaju dolazi do formiranja helata, &ime se spreava interakcija pomenutih jona sa
H,0, i stvaranje hidroksil-radikala. Osim toga, rutin inhibira aktivnost enzima koji su ukljuceni u
proces stvaranja slobodnih radikala. Dodatno, pokazano je da rutin zaustavlja lancanu reakciju
lipidne peroksidacije, smanjuje ostec¢enje lipida i vrsi stabilizaciju ¢elijske membrane. Smatra se da
je prisustvo aromati¢nog prstena i slobodnih hidroksilnih grupa razlog dobre antioksidativne
aktivnosti ovog flavonoida (Samsonowicz i sar., 2015).

Sa druge strane, lo$iji antioksidativni potencijal etarskog ulja detektovan u ovom
istrazivanju (Vasilijevi¢ i sar., 2018) nije potpunosti u skladu sa dostupnom literaturom (Hoferl i
sar., 2014; Lesjak i sar. 2011, 2013). Dok su rezultati DPPH testa bili u skladu sa rezultatima Lesjak
(2011), sto pokazuju i sliéne ICsy vrednosti naSeg ulja (1,64 uL/mL) i onog testiranog od strane
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Lesjak (8,93 pL/mL), dobijeni rezultati TBA testa nisu bili u saglasnosti sa pomenutom studijom.
Odredena ICsy je bila viSestruko ve¢a u naSem istraZivanju, $to ukazuje na znacajno slabiji
potencijal inhibicije lipidne peroksidacije uljem testiranim u ovoj disertaciji. To moze imati veze sa
manjim procentom o-pinena i sabinena u sastavu naseg ulja, kao i razlikama u procentualnoj
zastupljenosti drugih komponenti. Na stepen antioksidativne aktivnosti etarskih ulja najverovatnije
uticu i sinergisticke interakcije izmedu njegovih komponenti (Hoferl i sar., 2014). Generalno, ako
posmatramo nase rezultate, slabija antioksidativna aktivnost ulja, u poredenju sa antioksidativnim
potencijalom PDO i BHT, moze biti posledica njegove losije rastvorljivosti u polarnim rastvara¢ima
kori$¢enim u testovima antioksidantne aktivnosti.

Uzimajuéi u obzir da je karcinom pluca jedan od najcesc¢ih kancera, sa visokom smrtnoscu i
Cestim razvojem rezistencije na citostatike (Chang, 2011), u daljem istrazivanju bilo je od vaznosti
ispitati citotoksi¢ni potencijal derivata kleke prema celijama adenokarcinoma pluca AS549.
Istrazivanjem su obuhvaéene i normalne MRC-5 celije, poreklom od fetalnih fibroblasta pluca,
budu¢i da upotreba antikancerskih lekova po pravilu uzrokuje pojavu toksicnih efekata i na zdrava
tkiva, pa je bilo potrebno uvesti je kao kontrolu (Vasilijevi¢ i sar., 2018).

Citotoksicna aktivnost etarskih ulja razli¢itih vrsta roda Jumiperus prema razlicitim
kancerskim c¢elijama poreklom od malignih tumora mozga, pluca, jetre, dojke i grlica materice,
potvrdena je u istrazivanju El-Sawi i sar. (2007). Vazna karakteristika etarskih ulja i njihovih
pojedinacnih jedinjenja je hidrofobnost koja im omogucava akumulaciju u ¢elijskim membranama.
Ona interaguju sa lipidnom membranom, naruSavaju njenu strukturu i povecavaju njenu
permeabilnost. Navedeni procesi uzrokuju poremecaj enzimskog sistema i gubitak celijskog
sadrzaja, koji vode ka ¢elijskoj smrti (Lv i sar., 2011; Moreira i sar., 2005)

Uzimajuéi u obzir hemijski sastav etarskog ulja J. communis, citotoksi¢nost bi se mogla
pripisati lipofilnim terpenoidnim jedinjenjima, koje primarno vode destrukciji membane
mitohondrija i uti¢u na povecanje nivoa RKV u ¢eliji (Bakkali i sar., 2008). Za neke monoterpene
prisutne u ulju je dokazan antikancerski potencijal: na primer, a-pinen ispoljava antiproliferativni i
proapoptotski efekat prema razli¢itim kancerskim ¢éelijama (Chen i sar., 2015; Kusuhara i sar.,
2012; Matsuo i sar., 2011), d-limonen je pokazao antikancersku aktivnost prema celijama
neuroblastoma i ¢elijama karcinoma zeluca (Russo i sar., 2014; Zhang i sar., 2014). Navedene
komponente ¢ine 36,07 % ukupnog sastava etarskog ulja, medutim, ni doprinos ostalih komponenti
nije iskljuen (Burt, 2004). Veca citotoksi¢nost ulja prema kancerskim c¢elijama A549 moze se
objasniti i dodatnim mehanizmima koji su karakteristicni za maligne celije, a to su inhibicija
topoizomeraze, modulacija p53, bcl-2, AMPK i MAPK/ERK, Chk2-CDC25 signalnih puteva, kao i
inhibicija izoprenilacije p21™. Ovi mehanizmi su opisani za a-pinen, limonen, B-elemen, B-
kariofilen i a-humulen (Aydin i sar., 2013; Lesgards i sar., 2014).

Sa druge strane, citotoksi¢nost PDO je znacajno manja. Ona se pripisuje polifenolima u
njegovom sastavu. Naime, iako su oni poznati kao prirodni antioksidanti, prisutni u visokim
koncentracijama mogu izazvati pro-oksidativni efekat i na taj nacin indukovati citotoksicnost
(Babich i sar., 2011). Zaista, rezultati ove studije su pokazali da su efektivne koncentracije PDO
bile izuzetno visoke, pa se citotoksi¢ni efekat moze objasniiti upravo pro-oksidativnim efektom
polifenola.

Rezultati citotoksi¢nosti usmerili su dalja istrazivanja na druge aspekte antikancerskog
dejstva. Uzimaju¢i u obzir da je apoptoza, ili programirana Ccelijska smrt, pozeljni ishod
antikancerske aktivnosti, ispitan je efekat derivata J. communis da indukuju celijsku smrt A549
¢elija (Vasilijevi¢ i sar., 2018). Eventualna klinicka upotreba biljnih derivata zahteva dalja
istrazivanja, a sa aspekta bezbednosti, vazni su rezultati genotoksi¢nosti na humanim ¢elijskim
linijama, MRC-5 i A549. Uz bezbednosne aspekte, istrazivanje genotoksicnog efekta je vazno i sa
stanovista rasvetljavanja mehanizama citotoksi¢nog delovanja test supstanci, s obzirom da je opste
poznata ¢injenica da citostatici po pravilu dovode do ostecenja na molekulu DNK (Connor i
McDiarmid, 2006).

Ispitivanje efekta biljnih derivata na tok ¢elijskog ciklusa i ¢elijsku smrt pokazalo je da PDO
zaustavlja proliferaciju A549 ¢elija u G,/M kontrolnoj tacki ciklusa i povecava broj ¢elija u sub-G;
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fazi celijskog ciklusa, indukujuc¢i fragmentaciju DNK, koja predstavlja parametar apoptoze.
Navedene cinjenice donekle rasvetljavaju citotoksicnost PDO, ukazuju¢i da je jedan od mogucih
mehanizama sposobnost indukcije apoptoze . U prilog tome je Cinjenica da je PDO primenjen u
najve¢im koncentracijama indukovao znacajni genotoksi¢ni efekat, koji je bio izrazeniji u A549
¢elijama u poredenju sa normalnim (Vasilijevi¢ i sar., 2018). Naime, poznato je da DNK ostecenja
mogu aktivirati p5S3 signalni put, koji zaustavlja celijski ciklus i omogucéava celiji da popravi
ostecenje ili pak inicira apoptozu (Vogelstein i sar., 2000). Medutim, u slucaju nasSih rezultata
dobijenih na A549 liniji, s obzirom da je detektovan i genotoksi¢ni i pro-apoptotski efekat,
smatramo da nije doslo do efikasne reparacije oste¢enja na molekulu DNK, ve¢ su ona dovela do
usmeravanja ¢elija u apoptozu. U prilog tome idu i literaturni podaci, koji ukazuju da pojedini
konstituenti PDO imaju pro-apoptotski efekat. Tako je pokazano da flavonoid kvercetin izaziva
zastoj celijskog ciklusa i indukuje apoptozu u humanim kancerskim celijama grlica materice,
mehanizmima koji ukljucuju aktivaciju p53 i inhibiciju NF-kB (Priyadarsini i sar., 2010). Potvrden
je pro-apoptotski efekat luteolina u A459 c¢elijama (Meng i sar., 2016a) i apigenina u ¢elijama
karcinoma Zeluca i ¢elijama limfoma (Hashemi i sar., 2010). Kada govorimo o jedinjenjima koja
mogu biti odgovorna za genotoksi¢nost PDO, mislimo da bi ona mogla biti inicirana upravo pro-
oksidativnom aktivno$¢u polifenola. Znacajni su literaturni podaci koji ukazuju da rutin,
dominantna identifikovana komponenta u sastavu PDO, moze da izazove oSte¢enja na molekulu
DNK i da utic¢e na signalne puteve, §to dovodi do apoptoze kancerskih ¢elija (Marcarini i sar., 2011;
Perk i sar., 2014). Medutim, vredno je ista¢i i Cinjenicu da je genotoksi¢ni potencijal PDO, u
poredenju sa DOX kao pozitivnom kontrolom, bio znacajno niZi u normalnim MRC-5 ¢elijama, $to
ukazuje da bi potencijalna upotreba PDO bila bezbednija od samog DOX.

Prema ranijem istrazivanju, ekstrakt SiSarki J. communis efikasno indukuje apoptozu tako
Sto povecava nivo p53 proteina u humanim ¢elijama neuroblastoma, SH-SYS5Y (Lantto i sar., 2016).
Prva in vivo studija (Tsai i sar., 2018) je pokazala da ekstrakt J. communis, subkutano ubrizgan
pacovima, moze uspesno da probije hemato-encefalnu barijeru i da indukuje apoptozu ¢elija glioma.
Najnovija istrazivanja pokazuju da ekstrakt J. communis moze indukovati apoptozu kod razli¢itih
kancerskih c¢elija ukljucuju¢i A549, HepG2 (¢elije hepatokarcinoma), 22RV1 i DU145 (Celije
karcinoma prostate), regulacijom veceg broja signalnih puteva: inhibicijom PI;K/Akt i aktivacijom
pS3 puta (Raasmaja i sar., 2019). Takode, rezultati istrazivanja Gao i sar. (2019) potvduju
antikancersku aktivnost ekstrakta na ¢elije melanoma in vitro, dok u in vivo uslovima utie na
smanjenje rasta tumora, bez uocljivog toksi¢nog uticaja na ostale organe kod misa. Antikancerska
aktivnost ekstrakta J. communis u in vitro i in vivo uslovima, uo¢ena u ovm radu, posredovana je
razli¢itim mehanizmima, ukljucujuci inhibiciju proliferacije Celija, zaustavljanje celijskog ciklusa,
indukciju apoptoze i smanjenje angiogeneze.

Kada govorimo o citotoksicnosti etarskog ulja, iako je ono bilo znacajno efikasnije pa je
citotoksi¢ni odgovor uocen na dozama koje su nekoliko redova veli¢ine manje od onih definisanih
za PDO (Vasilijevi¢ i sar., 2018), na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu ne mozemo sa
preciznos$cu utvrditi tip ¢celijske smrti koje ulje izaziva. Naime, odsustvo genotoksi¢nosti i jasnog
pro-apoptotskog efekta je neocekivano i zahteva dalje analize. lako ulje nije pokazalo genotoksicni
efekat na humanim ¢elijama in vitro, zbog moguc¢ih drugih nezeljenih efekata, neophodno je uraditi
veci broj ispitivanja pre nego Sto bi se ono proglasilo bezbednim za ljudsku upotrebu (Burt, 2004).

Pozeljna karakteristika delovanja citostatika je veca selektivnost prema kancerskim ¢elijama,
i zato selektivna toksicnost predstavlja jedan od glavnih kriterijuma u ispitivanjima novih
hemioterapijskih agenasa i njihove klinicke primene (de Oliveira i sar., 2016). Na osnovu
istrazivanja citotoksicnosti i kvantifikacije preko vrednosti Slk, prednost oba derivata J. communis,
a narocito PDO, ogleda se u njihovoj vecoj selektivnost prema A549 ¢elijama u poredenju sa DOX.
lako se, prema kvantitativnom kriterijumu, selektivnost etarskog ulja ne moze smatrati zna¢ajnom
(SIk<2), ono se pokazalo mnogo manje toksicnim za normalne ¢elije, tacnije, vrednosti SIk indeksa
su bile vece, nego u slucaju konvencionalnog citostatika DOX (1,7 za ulje, 0,3 za DOX). Takode,
ono je ostvarilo citotoksi¢ni efekat koji se moze smatrati znacajnim za dalja ispitivanja, a narocito
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kada se ima u vidu povecana rezistencija A549 ¢elijske linije prema konvencionalnim citostaticima
(Kweon i sar., 20006).

Citotoksicnost DOX ostvaruje se umetanjem u molekul DNK kao i vezivanjem za
topoizomerazu II, $to vodi nastanku prekida i posledicnoj inhibiciji replikacije i transkripcije.
Pokazano je takode da DOX omogucava stvaranje RKV, §to dodatno doprinosi njegovom
citotoksi¢nom delovanju (Mizutani i sar., 2005; Wang i sar., 2012). Sli¢no kao i drugi citostatici,
DOX izaziva nezeljene efekte reverzibilne prirode, kao §to su muc¢nina, povracanje, mijelosupresija,
aritmija i alopecija. Medutim, DOX moze da izazove nezeljene efekte ireverzibilne prirode, kao sto
je osteCenje miokarda, koje poslediéno moze dovesti do kardiomiopatije i kongestivne sréane
insuficijencije (Varela-Lopez i sar., 2019; Chen i sar., 2007). Uzimaju¢i u obzir da je klinicka
upotreba DOX ogranicena usled brojnih nezeljenih efekata, potreba za novim agensima koji bi
mogli da smanje njegove terapijske doze bila je osnovni motiv za ispitivanje kombinovanog efekta
ovog leka i derivata kleke. Rezultati citotoksicnosti pojedinacnih test supstanci dodatno su podstakli
ova istrazivanja, ukazuju¢i na vecu selektivnost derivata kleke prema kancerskim celijama. Sa
druge strane, citotoksi¢nost DOX na MRC-5 ¢elijama bila je veca u poredenju sa citotoksicnim
efektom postignutim na kancerskoj celijskoj liniji, ¢ime je pokazana njegova neselektivna
toksicnost prema AS549, barem u naSoj studiji. Jedno od mogué¢ih objasnjenja dobijene vece
toksicnosti DOX je povecana rezistentnost i jaci mehanizmi antioksidativne zastite A549 ¢elija, koji
ove Celije Stite od oksidativnog stresa izazvanog delovanjem DOX. Istrazivanja Kweon i sar. (2006)
su pokazala da je rezistencija A549 ¢elija nastala kao rezultat konstitutivno povisene ekspresije hem
oksigenaze 1, Sto dovodi do povecane antioksidativne zastite u ovim ¢elijama. Medutim, imajuci u
vidu i druge mehanizme delovanja DOX, rezultati dobijeni sa ovim citostatikom cine se
neocekivanim. Medutim, slicni rezultati dobijeni su i od strane nekih drugih autora, koji su pokazali
da je citotoksi¢ni efekat 5-FU i drugih referentnih citostatika (cisplatina, karboplatina i
oksaliplatina) bio izrazeniji na normalnim ¢elijama u poredenju sa kancerskim (Gao i sar., 2019;
Simi¢ i sar., 2015).

Kombinovana primena razli¢itih citostatika i1 prirodnih proizvoda moze da poboljsa
efikasnost hemioterapijskih agenasa (Srdic-Rajic 1 sar., 2016). Na primer, pokazan je
antiproliferativni efekat na ¢elijama melanoma i glioblastoma, primenom ekstrakta J. communis u
kombinaciji sa 5-FU i temozolomidom (Gao i sar., 2019; Tsai i sar., 2018). Moguénost smanjenja
doze konvencionalnog citostatika DOX i sprecavanje snaznih nuspojava koje on izaziva, posebno
kardiotoksi¢nosti, mogla bi biti nova strategija u lecenju karcinoma pluc¢a (Tong i sar., 2012). U
prilog tome su rezultati ispitivanja kombinovanog efekta derivata J. communis sa DOX, koji
nedvosmisleno pokazuju vecu osetljivost kancerskih ¢elija (Vasilijevic¢ i sar., 2018). Jaci sinergizam
u A549 ¢elijama, u slucaju PDO, moguce je objasniti ¢injenicom da on, kroz razli¢ite mehanizme
delovanja, moze dovesti do povecane produkcije RKV, §to bi dalje moglo da doprinese povecanju
stepena oksidativnog stresa koji DOX indukuje. Naime, PDO je pokazao dobru antioksidantnu
aktivnost, te je verovatno da u velikim koncentracijama, koje su i bile citotoksicne, deluje pro-
oksidativno (Babich i sar., 2011). Pored toga, treba istaci i da su rezultati ove studije ukazali da bi
jedan od mogucih antikancerskih mehanizama PDO mogao biti indukcija apoptoze, dok je za DOX
ovaj mehanizam ve¢ utvrden prethodnim istrazivanjima (Carvalho i sar., 2009; Kluza i sar., 2004;
Li i sar., 2006). Imajuci to u vidu, moglo bi se pretpostaviti da bi jedan od mogu¢ih mehanizama
kombinovanog efekta PDO i DOX takode mogao biti indukcija apoptoze. Medutim, neophodna su
dodatna ispitivanja kako bi se Sto preciznije objasnili mehanizmi antikancerskog delovanja PDO,
koji su ipak u velikoj meri nepoznati. Sa druge strane, povecana permeabilnost ¢elijske membrane,
kao posledica delovanja etarskog ulja, najverovatnije olakSava unoSenje DOX u ¢eliju i njegovu
akumulaciju u jedru, $to kao rezultat ima povecéanje njegovog citotoksi¢nog efekta (Ambroz i sar.,
2016).

U literaturi nema puno podataka o mehanizmima interakcije bioaktivnih
komponenti/prirodnih proizvoda kleke i razlicitih antikancerskih lekova. Studija Iriti i sar. (2017)
navodi da je rutin znaCajno povecao antikancersku aktivnost hemoterapeutika ciklofosfamida i
metotreksata u ¢elijama raka dojke, inhibicijom aktivnosti efluks pumpi. Ovaj flavonoid smanjuje
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aktivnost proteina transportera: P-glikoproteina (P-gp protein) i BCRP proteina (eng. Breast Cancer
Resistance Protein) 1 na taj nacin povecava antikancersku aktivnost pomenutih citostatika.Takode,
apoptozu. Pokazano je da prisustvo ekstrakta J. communis poveéava osetljivost kancerskih celija
A549 na delovanje 5-FU i gemcitabina. Pojedinacni efekat ovih citostatika doveo je do smanjenja
nivoa enzima Akt signalnog puta, pAkt i pGsk3p, koji stite ¢elije od ulaska u apoptozu. U
kombinovanom tretmanu ekstraktom kleke sa pomenutim citostaticima detektovano je jo$
znacajnije smanjenje nivoa ovih enzima, S§to ukazuje na njihovo sinergistiCko dejstvo. Kao
posledica smanjenja nivoa enzima, dalje dolazi do smanjenja aktivnosti Akt-signalnog puta i
povecanja broja celija u apoptozi (Raasmaja i sar., 2019). Ostvareni jaci sinergizam u A549
¢elijama u poredenju sa MRC-5 u skladu je sa ranije pomenutim podacima koji sugerisu da neka
etarska ulja i jedinjenja iz grupe polifenola mogu da aktiviraju dodatne puteve apoptoze specificne
za kancerske celije (Lesgards i sar., 2014; Mahbub i sar., 2015; Wang i sar., 2004; 2012). Sli¢no
objasnjenje vazi za pojacani citotoksi¢ni efekat PDO kada je ispitan u kombinaciji sa etarskim
uljem. Treba naglasiti da je njihov sinergizam detektovan po prvi put.

Radi dobijanja kompletnije slike o bioloSkim aktivnostima kleke ispitana je antimikrobna
aktivnost njenih derivata. Pored svih pomenutih blagotvornih dejstava, za koje se tvrdi da vrste roda
Juniperus poseduju, u ranijim istraZivanjima je posebna paZnja bila usmerena na ispitivanje
antimikrobne aktivnosti ekstrakata, etarskih ulja i njihovih pojedina¢nih komponenti (Cavaleiro i
sar., 2006; Pepeljnjak i sar., 2005; Taviano i sar., 2013; Zheljazkov i sar., 2017). lako je
antimikrobni potencijal prema razli¢itim mikroorganizmima dosta izucavan, u ovoj studiji akcenat
je bio na ispitivanju efekta PDO i etarskog ulja prema kontaminentima hrane — patogenim
bakterijama i gljivama — uzro¢nicima njenog kvarenja (Nikoli¢ i sar., 2019). Sli¢an odabir bakterija
i gljiva izvr$en je i u studiji Siler i sar. (2014).

Gljive iz rodova Aspergillus, Fusarium i Penicillium produkuju mikotoksine, uzro¢nike
trovanja hranom. Kako se mikotoksikoze svrstavaju medu deset najvaznijih rizika po zdravlje ljudi,
Cinjenica da etarska ulja i njihove komponente mogu da inhibiraju ekspresiju nekih enzima, koji se
smatraju kljuénim u sintezi mikotoksina, moze biti od velikog znacaja (Singh i sar., 2010).
Pregledom literature sti¢e se utisak da su antifungalni mehanizmi etarskih ulja i njihovih
pojedinac¢nih komponenti bolje istrazeni nego mehanizmi kojim ekstrakti deluju kao antifungalni
agensi. Prema Freisesleben i Jager (2014), ulja antifungalni potencijal mogu ostvariti narusavanjem
strukture i funkcije ¢elijske membrane i inhibicijom sinteze Celijskog zida. Dodatno, ona svoj
antifungalni efekat mogu ostvariti i delovanjem unutar ¢elije, na taj nacin $to dovode do poremecaja
funkcije mitohondrija i inhibicije efluks pumpe, ponovo delujuéi na nivou membrana. Brojni su
primeri antifungalnog delovanja ulja u literaturi. Tako je etarsko ulje Citrus sinensis inhibiralo rast
A. niger 1 izazvalo ireverzibilne morfoloske promene hifa (Sharma i Tripathi.,, 2008). Sli¢ne
rezultate su dobili Tao i sar. (2014), koris¢enjem ulja Citrus reticulata prema Penicillium italicum i
Penicillium digitatum. 1zlaganje C. albicans uljima Nigella sativa i Melaleuca alternifolia dovelo je
do znacajnog osteéenja éelijskog zida i disfunkcije éelijske membrane (Iscan i sar., 2016; Hammer i
sar., 2004). Timol, jedan od dominantnih komponenata etarskog ulja Monarda punctata, ali i
mnogih drugih ulja, indukovao je stvaranje RKV u sporama, lizirao ih i na taj nacin ostvario
efikasnu fungicidnu aktivnost prema Aspergillus flavus (Shen i sar., 2016). Takode, postoje studije
koje su se bavile ispitivanjem efekta etarskih ulja na formiranje biofilma; tako je npr. pokazana
antibiofilm aktivnost ulja prema patogenima C. albicans 1 A. fumigatus (Nazzaro i sar., 2017).

Sa druge strane, novije studije daju pregled mehanizama delovanja razli¢itih ekstrakata na
patogene gljive. Tako je na primer pokazano da komponente ekstrakta Scutellaria baicalensis
bajkalein i vogonin izazivaju programiranu celijsku smrt sli¢nu apoptozi kod humanih patogena
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, A. fumigatus 1 C. albicans (Da i sar., 2019). U
cilju rasvetljavanja mehanizama delovanja biljnih ekstrakata bitno je ista¢i da fenoli, koji po pravilu
ulaze u njihov sastav, antifungalni efekat ostvaruju tako $to deluju na nivou ¢elijskog zida i ¢elijske
membrane, a takode narusavaju i funkciju mitohondrija (Lagrouh i sar., 2017), sli¢no kao i etarska
ulja.
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O delovanju derivata vrste J. communis na kvasce i gljive dostupni su oskudni podaci. Na
primer, u samo nekoliko radova je istaknut antifungalni efekat ekstrakta i etarskog ulja ove vrste
(Falc@o i sar., 2018; Fierascu i sar., 2018), a prema nasem saznanju efekat PDO je prvi put ispitivan
u nasoj studiji (Nikoli¢ i sar., 2019). Rezultati nase studije ukazuju na slab, skoro zanemarljiv
antifungalni efekat Jc-EU-P , $to je donekle u saglasnosti sa dostupnim podacima o slaboj aktivnosti
etarskog ulja dobijenog iz $iSarki J. communis 1 nesto jacoj iz iglica (Glisic¢ i sar., 2007; Cabral i
sar., 2012). U istrazivanju Angioni i sar. (2003) ispitan je efekat etarskih ulja razli¢itih vrsta roda
Juniperus i njihovih pojedinacnih komponenti prema C. albicans, pri ¢emu je jedino B-3-karen
pokazao umeren efekat. Takode, pokazano je da ulje kleke nije znacajno uticalo na rast, sporulaciju
i produkciju aflatoksina kod Aspergillus parasiticus (Gomori i sar., 2018).

Sa druge strane, PDO je pokazao umerenu antifungalnu aktivnost, utvrdenu prema skali o
antimikrobnom potencijalu koja je predlozena od strane Holetz i sar. (2002). Naime, na osnovu
vrednosti MIK, antimikrobni agensi su grupisani u one sa jakim (MIK < 0,1 mg/mL), umerenim
(0,1 mg/mL < MIK < 0,5 mg/mL) i slabim (0,5 mg/mL < MIK < 1 mg/mL) antimikrobnim
potencijalom. Efekat PDO ogledao se u boljoj fungistatickoj i fungicidnoj aktivnosti prema vecem
broju indikatorskih sojeva mikromiceta u poredenju sa antifungalnim efektom Jc-EU-P.
Antifungalni efekat PDO bio je najslabiji u sluc¢aju C. albicans, medutim u kombinaciji sa bif
postignut je sinergisticki efekat. Naime, iako su vrednosti MIK pojedinac¢no odredene za PDO i bif
bile veoma visoke, primenjene u kombinaciji, ove test supstance delovale su sinergisticki, pri cemu
je MIK vrednost bif bila smanjena ¢ak 16 puta. Dobijeni rezultat je znacajan, imaju¢i u vidu
povecanu rezistenciju C. albicans prema azolnim lekovima kao $to je bif (White i sar., 2002).
Dobijeni rezultati otvaraju put za dalja istrazivanja, u cilju moguée primene PDO u dopunskoj
terapiji raznih gljivi¢nih infekcija, ukljucujuéi kandidijaze.

Kako bismo ustanovili koje bi pojedinaéne komponente mogle biti odgovorne za uocenu
antifungalnu aktivnost, izvr§ili smo opseznu analizu literaturnih izvora na ovu temu. Pregled
rezultata antifungalne aktivnosti razlic¢itih flavonoida prema C. albicans 1 analize mogucih
mehanizma njihovog delovanja prikazani su u studijama Aboody i Mickymaray (2020) i Seleem i
sar. (2017). Pregledom literature uocene su studije koje su ukazale na visok ili umeren potencijal
rutina da inhibira rast C. albicans (Han, 2009; Siler i sar., 2014;), ali da je bilo i onih koje su tvrdile
da rutin nema antifungalni efekat (Araruna i sar., 2012; Johann i sar., 2011). Osim rutina,
antifungalana aktivnost potvrdena je za apigenin, katehin, izokvercitrin i kvercetin prema razli¢itim
vrstama roda Candida, kao i za kvercetin u slucaju 4. fumigatus (Lee i sar., 2018; Sadeghi-Ghadi i
sar., 2020; Sitheeque i sar.,2009; Yun i sar., 2015). Studija Tiwari i sar. (2017) istiCe snazan
antifungalni efekat kvercetina prema A. flavus i A. parasiticus, dok je efekat fenolnih kiselina (galne
i kafene) bio nesto slabiji.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja antifungalnog efekta, moglo bi se re¢i da se PDO
izdvojio kao efikasan antifungalni agens za razliku od Jc-EU-P, §to je potvrdeno i vrednostima Sly
(Nikoli¢ i sar., 2019). Naime, u cilju procene rizika potencijalne upotrebe derivata kleke kao
antifungalnih agenasa, odredena je njihova selektivna toksicnost prema gljivama u odnosu na sve
testirane humane celijske linije. PDO je pokazao vecu selektivnu toksi¢nost prema svim
analiziranim gljivama osim C. albicans, s tim da je ona bila najveca kada je racunata u odnosu na
HCT116 c¢elije. Razlicita osetljivost testiranih sojeva gljiva i celijskih linija zasnovano je na
molekularnim karakteristikama svojstvenim svakoj od njih (Fedorova i sar., 2005), $to sugeriSe
neophodnost upotrebe vise od jedne celijske linije za istrazivanja, ukljucujuci i procenu selektivne
toksi¢nosti. Generalno, visoke vrednosti SIy ukazuju na dobar potencijal PDO u ostvarivanju
mikotoksikoloske bezbednosti hrane, ali i drugim aspektima njegove potencijalne upotrebe kao
antifungalnog agensa. Zbirno gledano, rezultati analize antifungalnog efekta etarskog ulja i PDO J.
communis otvaraju put za dalja istrazivanja u cilju mogucée primene PDO u terapiji raznih gljivicnih
infekcija, ukljucujuci kandidijaze.

Budu¢i da je C. albicans sastavni deo mikrobioma coveka, ova gljiva je normalno prisutna i
na mukoznim membranama digestivnog trakta. To znaci da je u stalnom kontaktu sa intestinalnim
¢elijama na koje se moze adherirati, medutim njena prekomerna adhezija i nekontrolisana
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proliferacija mogu dovesti do razlicitih patoloskih stanja. Kod osoba sa oslabljenim imunitetom
Cesta je pojava kandidijaza; kod njih gljive lako prelaze iz komensalne kvasolike u patogenu hifalnu
formu i izazivaju infekcije (Sawant i Khan, 2017). Naime, promena c¢elijske morfologije i
filamentozni rast, tj. prelazak u formu hifa, smatra se jednim od najznacajnih faktora virulencije C.
albicans (Jacobsen i sar., 2012). Pored navedenog morfoloskog dimorfizma, u vazne faktore
virulencije ubrajaju se i ekspresija proteina vaznih za procese adhezije i invazije, tigmotropizam
(promena orjentacije rasta kao posledica promene sredinskih uslova), sposobnost formiranja
biofilma, fenotipska plasticnost kao i produkcija hidrolitickih enzima (Mayer i sar., 2013).

Rezultati nasih istrazivanja su pokazali znacajnu sposobnost Jc-EU-P da inhibira proces
adhezije C. albicans na HT-29 ¢elije, iako su vrednosti MIK odredene za ulje bile visoke (11,81
mg/mL). Medutim, treba imati u vidu da su inhibicije adhezije i rasta nezavisne, te da smo anti-
adhezivni potencijal i odredivali za sub-inhibitorne doze. Ovi rezultati ukazuju na visok potencijal
etarskog ulja da spreci prekomernu proliferaciju C. albicans u gastrointestinalnom traktu i njenu
transformaciju u patogenu formu. Pregledom literature nisu nadeni podaci o potencijalu etarskog
ulja J. communis da inhibira adheziju C. albicans na cCelije kolona ¢oveka. Sudjana i sar. (2012) su
ukazali na visok potencijal ulja Melaleuca alternifolia da inhibira adheziju C. albicans na celije
grlica materice (HeLa). Budzynska i sar. (2014) su pokazali da razli¢ita etraska ulja redukuju
adheziju C. albicans na cCelije fibroblasta na taj nacin $to smanjuju ekspresiju adhezina i blokiraju
morfoloSku transformaciju. Imajué¢i u vidu da su proces adhezije i invazije u osnovi povezani sa
formiranjem hifa, zanimljivo je to da etarsko ulje kedra (Cedrus libani) inhibira rast hifa i na taj
nacin smanjuje adheziju. Takode, pokazano je da kamfor, jedna od aktivnih komponenti ulja kedra,
smanjuje ekspresiju gena koji kodiraju proteine uklju¢ene u hifalni rast ¢elije (ECEI, ECE2
(HWPI), RBTI i EEDI) (Manoharan i sar., 2017). Budu¢i da je pokazana uloga Ras/cAMP
signalnog puta u regulaciji genske ekspresije adhezina, pretpostavlja se da linalol i kamfor
narusavaju ovaj signalni put i na taj nacin inhibiraju rast hifa C. albicans (Hsu i sar., 2013). Sli¢no,
magnolol i honokiol, lignani prisutni u etanolnom ekstraktu Magnolia officinalis, narusavaju Rasl-
cAMP-Efgl signalni put koji je ukljucen u regulaciju inhibicije adhezije, filamentoznog rasta i
formiranje biofilma, i na taj nacin smanjuju adheziju C. albicans. U tretmanu sa pomenutim
neolignanima nivo ekspresije nekih specifi¢nih gena koji su ukljuceni u hifalni rast éelije, a koji su
regulisani ovim signalnim putem, zna¢ajno je smanjen (Sun i sar., 2015).

Neocekivano, u prisustvu PDO proces adhezije ne samo §to nije bio inhibiran, ve¢ je bio
znacajno stimulisan. Dobijeni rezultati su bili iznenaduju¢i, imaju¢i u vidu hemijski sastav i
bioloske aktivnosti flavonoida koji ulaze u sastav ekstrakata Juniperusa, ukljucujuéi anti-adhezivni
i ve¢ pomenuti antifungalni efekat prema C. albicans (Gao i sar., 2016; Lee i sar.,2018; ). Rezultati
istrazivanja Ivanov (2019) isticu potencijal odabranih flavonoida, posebno apigetrina, apigenina i
izokvercitrina da inhibiraju proces formiranja biofilma i prelazak iz kvasolike u hifalnu formu.

Kako bi objasnili uoceni efekat PDO, vredno je ista¢i da hidrofobnost povrsine ¢elije (eng.
Cell Surface Hydrophobicity, CSH) ima vaznu ulogu u inicijalnoj fazi adhezije C. albicans na celije
domacina i razli¢ite povrsine medicinskih materijala (Masuoka i sar., 2004; Panagoda i sar., 2001).
Neka prethodna istrazivanja su pokazala da postoji pozitivna korelacija izmedu CSH i adhezije
razliCitih vrsta roda Candida na bioticke i abioticke povrSine (Li i sar., 2003; Luo i Samaranayake.,
2002; Panagoda i sar., 2001; Silva-Dias i sar., 2015). Pokazano je da neki derivati biljaka mogu da
povecavaju vrednost CSH i tako stimuliSu filamentozni rast i formiranje biofilma. Tako, npr. vodeni
ekstrakt Azadirachta indica pove¢ava CSH C. albicans i stimuliSe formiranje biofilma (Polaquini i
sar., 2006). Ova pojava nije karakteristika iskljuc¢ivo gljiva, ve¢ se povezuje i sa adhezijom i
formiranjem biofilma bakterija. Tako je pokazano da flavonoid 4',5,7-trihidroksi-6-metilflavanon
znacajno stimuliSe proces formiranja biofilma kod P. aeruginosa i S. aureus. Stimulacija formiranja
biofilma u celosti, ili barem delimicno moze biti povezana sa pove¢anim nivoom hidrofobnosti
(Nobakht i sar., 2017). Uzimajuci u obzir sve navedeno, mozemo da pretpostavimo da flavonoidi u
sastavu PDO mogu povecavati hidrofobnost C. albicans i na taj naCin stimulisati adheziju C.
albicans na HT-29 Celije.
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Za razliku od antifungalne aktivnosti koja je do sada bila slabo istrazivana, antibakterijski
potencijal etarskih ulja i ekstrakata razli¢itih vrsta roda Jumiperus bio je predmet brojnih
istrazivanja (Ehsani i sar., 2012; Loziené i sar., 2016; Martz i sar., 2009; Miceli i sar., 2020; Zhang i
sar., 2020). Istaknut je antibakterijski efekat etarskog ulja J. communis prema gram-pozitivnim
bakterijama, dok su gram-negativne uglavnom pokazivale veci stepen rezistencije (Ehsani i sar.,
2012; Lesjak, 2011; Wanner i sar., 2010). Ova ¢injenica je u skladu sa opStim stavom da su gram-
pozitivne bakterije osetljivije na delovanje etarskih ulja i biljnih ekstrakata od gram-negativnih, $to
se dovodi u vezu sa razli¢itom propustljivosé¢u njihovog celijskog zida (Kalemba i sar., 2003;
Tajkarimi i sar., 2010). Rezultati ove studije su pokazali uglavnom slab antibakterijski efekat Jc-
EU-P i PDO (Nikoli¢ i sar., 2019), §to je u saglasnosti sa rezultatima Glisi¢ i sar. (2007). Slabija
antimikrobna aktivnost ulja, u poredenju sa onom koju je ostvario PDO, moze biti posledica
iskljucivog sadrzaja terpenskih ugljovodonika, koji prema podacima iz literature imaju nizi
antimikrobni potencijal od oksidovanih terpenoida (Dorman i Deans, 2000; Griffin i sar., 1999). Na
primer, efekat 4-terpineola je bio znacajan kada su u pitanju bile neke gram-negativne bakterije
(Angioni i sar., 2003; Filipowicz i sar., 2003), dok je antimikrobni efekat ostvaren u slucaju o-
pinena, B-pinena, sabinena, y-terpinena, B-mircena i limonena prema E. coli, S. aureus i B. cereus
bio slab ili gotovo zanemarljiv (Dorman i Deans, 2000). Aktivnost monoterpenskih ugljovodonika
nije bila okarakterisana kao znacajna ni u drugim studijama (Angioni i sar., 2003; Filipowicz i sar.,
2003; Matias i sar., 2016; Sonboli i sar., 2006). Takode, aktivnost etarskih ulja ne zavisi samo od
dominantnih komponenti u njegovom sastavu, ve¢ i od interakcija izmedu glavnih i manje
zastupljenih jedinjenja. Razli¢ite komponente ulja samostalno ili sinergisticki deluju na razlicite
strukture bakterijske celije (Hyldgaard i sar., 2012). Medutim, i pored Cinjenice da su terpenski
ugljovodonici dominantni (ili u slucaju Jc-EU-P i jedini) konstituenti ulja, postoje izvestaji
prethodnih studija koji, za razliku od naseg, isti¢u dobar antibakterijski potencijal etarskog ulja J.
communis prema K. pneumoniae, S. enterica, S. aureus. Razliita bioloska aktivnost etarskih ulja
dobijena u razli¢itim studijama posledica je razli¢itog hemijskog sastava. Na kvalitativni i
kvantitativni sastav uti¢u promenljivi uslovi Zivotne sredine, ukljucujuc¢i temperaturu, relativnu
vlaznost vazduha, izlaganje suncu i vetru (Wang i sar., 2006). Takode, poreklo ulja i sam postupak
destilacije znacajno uticu na variranje hemijskog sastava (Filipowicz i sar., 2003; Zheljazkov i sar.,
2017). Razli¢itu biolosku aktivnost pokazuju i pojedinacne komponente u sastavu ulja. I dok su
jedni tvrdili da o-pinen, B-pinen, sabinen, limonen, y-terpinen, a-terpineol, p-cimen, germakren
imaju antimikrobni potencijal (Filipowicz i sar., 2003; Lozien¢ i sar., 2016; Oyedemi i sar., 2009;
Zanetti 1 sar., 2010), drugi su tvrdili, kao Sto je gore ve¢ navedeno, da veéina ovih jedinjenja
pokazuje zanemarljiv antimikrobni potencijal ili ga nema uop$te (Dorman i Deans, 2000).
Neusaglasenost u vezi sa rezultatima animikrobnog potencijala etarskih ulja, a narocito rezultata
antimikrobnog potencijala pojedinacnih komponenti, govori u prilog tome da aktivnost
monoterpena nije tako jednoznacna. Kao sto je ranije ve¢ istaknuto, ulje zbog svoje hidrofobnosti
interaguje sa celijskom membranom bakterija i povecava njenu permeabilnost. Naime,
permeabilnost ¢elijske membrane nastaje kao rezultat promene membranskog potencijala, t.
smanjene aktivnosti protonske pumpe i izlaska jona iz ¢elije, $to kao posledicu ima lizu i ¢elijsku
smrt. Smatra se da je pomenuti mehanizam najodgovorniji za oStecenje bakterijske ¢elije izazvano
etarskim uljima (Burt, 2004). Budu¢i da se u sastavu etarskih ulja nalazi veliki broj razlicitih
komponenti i njihovo antibakterijsko delovanje se moze zasnivati na postojanju viSe razli¢itih
mehanizama delovanja (Hyldgaard i sar., 2012; Meng i sar., 2016b).

Dalje, Kovac i sar. (2015) su u svojim istrazivanjima pokazali da o-pinen ima znacajnu
ulogu u kontroli antibiotske rezistencije posredovane razli¢itim mehanizmima, ukljucujuci
inhibiciju aktivnosti efluks pumpi, naruSavanje strukture celijske membrane i poremecaj
metabolizma kod Campylobacter jejuni. Pokazana je sposobnost eugenola, y-terpinena i o-
terpineola da osSteCuju celijski zid 1 naruSavaju integritet celijske membrane bakterija L.
monocytogenes, S. pyogenes, P. vulgaris 1 E. coli, a takode da izazivaju curenje (eng. leakage)
proteina i lipida iz ¢elija. Na taj nacin, navedene komponente vrSe strukturnu i funkcionalnu
destabilizaciju ¢elijske membrane, §to predstavlja jedan od mogucih mehanizama kojim ostvaruju
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svoju antibakterijsku aktivnost (Chouhan i sar., 2017; Oyedemi i sar., 2009). U studijama Peruc i
sar. (2018, 2019) ispitan je efekat ulja J. communis na odabrane mikobakterije. Pokazano je da ono
naruSava integritet ¢elijske membrane i izaziva curenje Celijskog sadrzaja, Sto je potvrdeno od
strane Meng i sar. (2016b) upotrebom transmisione elektronske mikroskopije (TEM).

Sa druge strane, bolja antibakterijska aktivnost PDO, naroCito izrazena prema L.
monocytogenes, moze biti objasnjena antimikrobnim potencijalom polifenola (Daglia, 2012).
Pokazano je da polifenoli, narocito flavonoidi, mogu biti efikasni antimikrobni agensi prema
Sirokom spektru mikroorganizama (Cushinie i Lamb, 2005; Orhan i sar., 2010). Istrazivanjem
mehanizama delovanja flavonoida pokazano je da ova jedinjenja imaju viSe razliitih ciljnih mesta
u ¢eliji. Na primer, pretpostavlja se da epigalokatehin-galat deluje na nivou ¢elijske membrane, dok
se antimikrobna aktivnost kvercetina i apigenina moze delimi¢no pripisati njihovoj sposobnosti da
inhibiraju DNK girazu. Katehini primarno izazivaju disrupciju ¢elijske membrane, §to posledi¢no
dovodi do ,,curenja“ ¢elijskog sadrzaja i ¢elijske smrti (Cushinie i Lamb, 2005; Morimoto i sar.,
2015).

Medu flavonoidima ¢iji su mehanizmi delovanja izucavani je i rutin, za koga je pokazano da
inhibira kataliticku aktivnost topoizomeraze 1V, indukuje SOS odgovor i na taj nacin inhibira rast E.
coli (Bernard i sar., 1997). Martz i sar. (2009) su ispitivali antibakterijski potencijal ekstrakta iglica
J. communis, kao 1 antibakterijski potencijal izolovane fenolne i terpenoidne frakcije ovog
ekstrakta. Onu su istakli bolju aktivnost fenolne frakcije u inhibiciji rasta S. aureus, u poredenju sa
efektom terpenoidne frakcije. lako precizni mehanizam delovanja ekstrakta nije poznat, istrazivanja
Martz i sar. (2009) sugeriSu da jedinjenja iz fenolne frakcije u vecoj meri uticu na antimikrobni
potencijal ekstrakta J. communis, u poredenju sa jedinjenjima iz terpenoidne frakcije. U prilog tome
isticu i ¢injenicu da etarsko ulje iglica kleke nije pokazalo znacajnu antimikrobnu aktivnost, buduci
da je u svom sastavu sadrzalo dominantno monoterpene (90 %). Interesantno je bilo i to da su MIK
vrednosti izolovanih frakcija bile veée od vrednosti nefrakcionisanog ekstrakta. Ova Cinjenica
ukazuje da antimikrobna aktivnost ekstrakta J. communis moze biti posledica sinergistickog dejstva
jedinjenja iz fenolne i terpenoidne frakcije. U svakom slucaju, sposobnost pojedina¢nih jedinjenja
da interaguju sa ¢elijskom membranom bakterije S. aureus i da izazovu njeno osStecenje predstavlja
jedan od mogucih nacina antibakterijske aktivnosti ekstrakta.

Vazno je ista¢i da je u nasSoj studiji detektovan sinergisticki efekat Jc-EU-P/PDO u
kombinaciji sa odabranim konvencionalnim antimikrobnim agensima prema L. monocytogenes
(Nikoli¢ i sar., 2019). Naime, pokazano je da su MIK vrednosti antibiotika viSestruko smanjene u
kombinacijama sa etarskim uljem, i to: Cetiri puta u slucaju str i osam puta u slucaju amp. Jos bolji
rezultat je postignut u slucaju PDO, kada su MIK vrednosti antibiotika (str/amp/azm) u kombinaciji
smanjene ¢ak 32 puta. Generalno, upotreba prirodnih jedinjenja kao pomo¢nih lekovitih sredstava u
borbi protiv raznih infekcija mogla bi da poveca efikasnost konvencionalnih lekova i dodatno
smanji njihove terapijske doze, uz eliminaciju brojnih nuspojava (Cunha, 2001; Milenkovi¢ i sar.,
2018).

Na osnovu rezultata MIK testa, za dalja istraZivanja odabrana je L. monocytogenes, kao
najosetljivija na delovanje Jc-EU-P, a narocito na PDO. U daljem istrazivanju ucinilo se
zanimljivim ispitati potencijal derivata kleke da inhibiraju adheziju L. monocytogenes na celije
kolona u kulturi (linije HT-29 i HCT116). Cinjenica da HT-29 i HCT 116 ¢éelije poseduju osobinu
da vrse sekreciju mucina, koji ima vaznu ulogu u modulaciji adhezije mikroorganizama na povrSinu
¢elije, ukazuje da one predstavljaju dobar model za ispitivanje procesa adhezije (Mo i sar., 2016).

Brojne studije isticu dobar anti-adhezivni potencijal razli¢itih biljnih ekstrakata i etarskih
ulja prema razliCitim bakterijama (Bensch i sar., 201; Beydokthi i sar., 2017; Miladi i sar., 2016),
medutim, od interesa za nasa istrazivanja su bili podaci o potencijalu biljnih derivata da inhibiraju
adheziju L. monocytogenes. Potencijal ulja Thymus capitatus, timola i karvakrola da spreCe
kolonizaciju ove bakterije, ali i E.coli, na Celije gastrointestinalnog trakta, pokazan je u studiji
Dzami¢ i sar. (2015). Pomenute test supstance znacajno su inhibirale proces adhezije L.
monocytogenes i E.coli na ¢elije kolona HT-29, pri ¢emu je inhibicija adhezije iznosila oko 50 % za
sve test supstance u slucaju L. monocytogenes.
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Poznato je da adhezija patogenih bakterija na povrSinu crevne mukoze predstavlja prvi
korak u razvoju intestinalnih infekcija. Adhezija moze biti oteZana prisustvom bakterija koje ¢ine
normalnu crevnu floru, na taj nacin $to one blokiraju receptore za specificne proteine — adhezine,
koje produkuju patogene bakterije (Kline i sar., 2009). Ko-agregacija ili interakcija sa patogenom
jedan je od pretpostavljenih mehanizama kojim neki sojevi BMK inhibiraju adheziju L.
monocytogenes na HT-29 ¢elije (Garriga i sar., 2015). Zahvaljujuéi razli¢itim faktorima virulencije,
L. monocytogenes ima sposobnost efikasne adhezije i invazije u ¢elije domacina, mogucnost
prezivljavanja u ¢elijama makrofaga i brzog Sirenja sa mesta infekcije (Vazquez-Boland i sar.,
2001).

L. monocytogenes karakteriSu brojni faktori virulencije kao $to su internalini, hemolizin
(listeriozin O), ActA protein, fosfolipaze, metaloproteinaze, adhezivni proteini i drugi. Bakterijski
proteini: Lap, Ami, FbpA, DItA, LapB, InlJ, ActA, InlF i RecA, odgovorni su za proces adhezije
listerije na ¢elije domacina. Internalin A (IntA) i internalin B (IntB) su kljucni proteini odgovorni za
intracelularnu invaziju. Oni se vezuju za receptore na membrani domacina i to: IntA se vezuje za E-
kadherin a IntB za c-Met, i na taj nacin omogucavaju invaziju patogena u ¢elije domacina. Pored
IntA i IntB, postoje i drugi proteini poput p60, koji su ukljuceni u proces invazije. Act A protein
omogucava kretanje bakterije kroz citoplazmu domacina, dok su proteini listeriolizin O (LLO) i
fosfolipaze (PIcA i PlcB) odgovorni za destrukciju celijske membrane fagozoma (Dhama i sar.,
2015; Osanai i sar., 2013; Vazquez-Boland i sar., 2001). Uloga nekih od navedenih proteina u
procesu adhezije i invazije pokazana je u razli¢itim istrazivanjima, na razli¢itim modelima sisarskih
¢elija. Konkretno, uloga IntA i IntB u invaziji L. monocytogenes pokazana je na modelu enterocita
(Pentecost 1 sar., 2010). Uloga proteina p60 u invaziji na celije kolona (Caco-2) potvrdena je u
istrazivanjima Park i sar. (2000), dok su studije Milohanic i sar. (2000, 2001) ukazale na znacaj
Ami proteina u procesu adhezije, buduéi da je soj L. monocytogenes mutiran za ovaj protein imao
smanjenu adheziju na razliCite sisarske celije. Kao najznacajniji, LLO protein stvara pore na
¢elijskoj membrani i predstavlja glavnog uzrocnika ¢elijske smrti domacina (Hashino i sar., 2015).
Ista grupa autora sugeriSe da ovaj enzim uti¢e na aktivhost MARK signalnog puta u inficiranim
¢elijama trofoblasta i na taj nacin uzrokuje abortus kod misSeva. Pokazana je vazna uloga LAP
proteina u adheziji L. monocytogenes na razlicite intestinalne celije poreklom iz donjeg dela tankog
creva 1 gornjeg dela debelog creva coveka, kao i njegov znacaj u Sirenju infekcije intestinalnog
trakta (Jaradat i sar.,, 2003). Pregledom literature nadeno je da prirodne supstance svoj anti-
adhezivni potencijal ostvaruju mehanizmima koji direktno uticu na smanjenje virulentnosti L.
monocytogenes. Naime, pokazano je da prirodne supstance sprecavaju adheziju L. monocytogenes
tako $to vrSe inhibiciju efluks pumpi, narusavaju integritet celijske membrane i uticu na razli¢ite QS
signalne puteve (eng. quorum sensing, Upadhyay i sar., 2012; Vazquez-Armenta., 2018; Zhang i
sar., 2020). Pokazano je da kvercetin oStecuje ¢elijsku membranu L. monocytogenes i smanjuje
ekspresiju gena odgovornih za virulenciju actd, inld, inlC, kao i gena sigB, koji se aktivira u
uslovima stresa kako bi bakterijama omogucio prezivljavanje (eng. stress response factor), §to
najverovatnije uti¢e na smanjenje adhezije i proces formiranja biofilma (Vazquez-Armenta 1 sar.,
2020).

Prema naSem saznanju, do istrazivanja nasSe grupe (Nikoli¢ i sar., 2019) u dostupnoj
literaturi nema podataka o efektu derivata J. communis na adheziju L. monocytogenes. Pored toga
Sto je ovo prvi izvestaj o anti-adhezivnhom potencijalu PDO, cinjenica da on snazno inhibira
adheziju L. monocytogenes na Celije kolona posebno je znacajna, kako zbog toga Sto se kleka vec
koristi u tradicionalnoj medicini u leCenju poremecaja gastrointestinalnog trakta (Taviano i sar.,
2013), tako i zbog Cinjenice da je upravo digestivni sistem primarno mesto inicijalne infekcije ovom
bakterijom. Sli¢ni rezultati dobijeni su i za neke druge kontaminente hrane; tako je pokazano da
etarsko ulje 1 ekstrakt, dobijeni iz §iSarki J. communis, efikasno inhibiraju adheziju Campylobacter
jejuni na polistiren (Klan¢nik i sar., 2018). Takode, joS bolja anti-adhezivna aktivnost kleke na C.
Jejuni (99,3 %) pokazana je kada se ova bakterija nalazila u meSovitoj kulturi sa L. monocytogenes.
Klan¢nik i sar. (2018) istiCu znacaj svojih rezultata sa aspekta buduce potencijalne primene derivata
kleke u prevenciji mikrobioloske kontaminacije hrane. Budu¢i da je pokazano da ulje J. communis
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ostecuje cCelijsku membranu bakterija (Meng i sar., 2016b), znacajan je podatak da mehanizam
kojim ono redukuje adheziju C. jejuni podrazumeva inhibiciju CmeGH membranskog proteina,
jednog od glavnih proteina transportera (Klan¢nik i sar., 2020). Takode, druga grupa autora je
pokazala da etarsko ulje J. communis uti¢e na procese koji su regulisani QS sistemom, smanjuje
pokretljivost C. jejuni 1 inhibira proces adhezije i invazije na abiotiCke i bioticke povrSine
(Simunovi¢ i sar., 2020). Kod sojeva Mycobacterium avium i M. intracellulare, etarsko ulje J.
communis znacajno je redukovalo adheziju na HeLa ¢elije i povrSinu polistirena (Peru¢ i sar.,
2019). Medutim, ne treba zanemariti ranije ve¢ istaknutu ¢injenicu da je PDO stimulisao adheziju
C. albicans, te da je efekat test supstanci Je-EU-P i PDO ocigledno bio species-specifican. Za
razjasanjavanje mehanizama koji leze u osnovi ovih dogadaja neophodne su dodatne analize.

Kako bi potencijalno novi antimikrobni agensi mogli nac¢i primenu i u konzervaciji hrane,
dalja istrazivanja su usmerena na in sifu analizu antimikrobnog potencijala u prehrambenim
proizvodima, u ovom slucaju mesa. Kontaminacija hrane predstavlja veliki problem za javno
zdravlje; smatra se da se bolja kontrola patogena moze posti¢i upotrebom prirodnih konzervanasa
(Oussalah i sar., 2007). Veoma popularnoj upotrebi etarskih ulja u hrani, kao prirodnih aditiva,
doprinela su dugogodiSnja istrazivanja pre svega njihovog antimikrobnog i antioksidativnog
potencijala, istrazivanja bezbednosti njihove upotrebe, kao i saznanja o mehanizmima njihovog
delovanja. Imajuci u vidu da su J. communis i S. montana poznate zacinske biljke koje se koriste u
pojedinim za¢inskim meSavinama za jela od mesa, ucinilo se zanimljivim da ispitamo antimikrobni
potencijal ovih ulja, kao i njihov kombinovani efekat. Buduc¢i da je u dosada$njem radu etarsko ulje
J. communis pokazalo najbolji efekat na L. monocytogenes, te da se ova bakterija zbog izrazite
rezistencije prema razli¢itim stresornim faktorima smatra jednim od najznacajnijih patogena hrane
(Wright i sar., 2016), od vaznosti je bilo ispitati efekat pomenutih ulja na rast ove bakterije u
razli¢itim uslovima. Najpre je izvrSena preliminarna analiza aktivnosti u in vitro uslovima (u
hranljivom medijumu), a zatim u in situ uslovima, u mariniranom june¢em mesu kao modelu hrane
(Vasilijevi¢ i sar., 2019).

Antibakterijski efekat ulja u in vitro uslovima ispitan je primenom mikrodilucionih testova
(MIK i Checherboard test), dok je dinamika inhibicije rasta test supstancama u in vitro i in situ
uslovima ispitana primenom Time kill eseja. Kako bi se dobila Sto opseznija slika antilisterijalnog
potencijala u istrazivanje su, pored referentnog ATCC 19111 soja, uvedeni i izolati L.
monocytogenes iz hrane/objekta za njenu preradu LMB, LMS i LMT. U okviru ovog dela
istrazivanja preliminarnim eksperimentima smo ukazali na antimikrobni potencijal Jc-EU-K i Sm-
EU prema L. monocytogenes i to prema svim sojevima (Vasilijevi¢ i sar., 2019). Dobijeni rezultati
za ulje Jc-EU-K bili su saglasni sa uo¢enom aktivnos¢u Jc-EU-P, s tim da je ostvarena nesto slabija
aktivnost (Nikoli¢ i sar., 2019). Pored toga, rezultati za oba ulja, i kleke i cubra, bili su u skladu sa
rezultatima prethodnih istrazivanja njihovog antimikrobnog, a narocCito antilisterijalnog potencijala
(Djenane i sar., 2011; Mazzarrino i sar., 2015). Imaju¢i u vidu da je dobar antilisterijalni potencijal
ulja S. montana u hrani prethodno dokumentovan (Djenane i sar., 2011), te da su aktivnosti ulja
Sm-EU i Je-EU-K u ovom istrazivanju bile uporedive, mozemo konstatovati da se dalje istrazivanje
etarskog ulja J. communis u in situ uslovima u hrani preporucuje.

In vitro analiza antilisterijalnog efekta oba ulja u kombinaciji, uradena na osnovu rezultata
Checkerboard testa, ukazala je na sinergizam (FICi = 0,266 - 0,375) u slucaju izolata, dok su
uglavnom indiferentni i aditivni efekti (FICi = 0,75) postignuti kod referentnog soja ATCC 19111
(Vasilijevi¢ i sar., 2019). Sli¢ni rezultati, dobijeni sa drugim etarskim uljima, mogu se na¢i i u
literaturi: kombinacija ulja Origanum vulgare i Rosmarinus officinalis ostvarila je sinergisticki
efekat prema L. monocytogenes, Yersinia enterocolitica 1 Aeromonas hydrophilla (FICi = 0,5), §to
je pokazano u studiji De Azeredo i sar. (2011). Takode, razlicite kombinacije ulja origana i
timijana, origana sa mazuranom i timijana sa zalfijom ostvarile su sinergizam prema E. coli, B.
subtilis, S. aureus 1 L. monocytogenes (Gutierrez i sar., 2008).

Dok je u ranijem tekstu antibakterijski efekat etarskog ulja kleke opsezno diskutovan, $to se
tice Sm-EU, njegova aktivnost je ocigledno povezana sa visokim sadrzajem fenolnih jedinjenja,
naroCito karvakrola i timola (Bakkali i sar., 2008). Medutim, ni doprinos manje zastupljenih
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komponenti ulja, kao ni interakcije izmedu pojedinacnih komponenti ne treba iskljuciti (Burt,
2004). Na primer, zabeleZen je sinergizam izmedu karvakrola i njegovog prekursora p-cimena.
Izgleda da p-cimen, za koga je pokazano da ima slab antimikrobni potencijal, tek u prisustvu
karvakrola izaziva znacajno ostecenje Celijske membrane i na taj na¢in omogucava laksi transport
karvakrola u ¢eliju (Ultee i sar., 2002). Neke studije potvrduju da etarska ulja imaju bolju
antimikrobnu aktivost u poredenju sa antimikrobnim potencijalom dominantnih komponenti u
smesi, Sto ukazuje na znacaj manje zastupljenih komponenti i sinergisticke interakcije koje
ostvaruju (Becerril i sar., 2007; Hyldgaard i sar., 2012; Tajkarimi i sar., 2010). Suprotno ovome,
postoje i dokazi da komponente u tragovima mogu da deluju antagonisti¢ki, smanjujuci
antimikrobni efekat dominantnih komponenti (Tserennadmid i sar., 2011). Naime, karvakrol,
dominantna komponenta ulja origana, bio je 1500 puta efikasniji u poredenju sa uljem origana u
studiji Rao i sar. (2010). Takode, a-pinen i limonen, dominantne komponente ulja J. communis i
Citrus lemon, delovale su sinergisticki, dok je kombinacija pomenutih ulja rezultovala
indiferentnim efektom prema izolatima kvasca Saccharomyces cerevisiae. Medutim, detaljno
poznavanje mehanizama delovanja moglo bi da rasvetli zasto kombinacije etarskih ulja sa jakim
individualnim antimikrobnim potencijalom ne pokazuju sinergizam u medusobnim kombinacijama,
dok kombinacije dva ulja sa pojedina¢no umerenim potencijalom, kao §to je to bio slucaj i u ovoj
studiji, rezultuju pojacanim efektom u kombinaciji (Gutierrez i sar., 2008). Dodatno, kombinacija
timola i karvakrola moze poboljsati antimikrobnu efikasnost ulja prema razli¢itim patogenima
ukljucujuéi L. monocytogenes (Bassolé i Juliani., 2012; Lambert i sar., 2001). Nazer i sar. (2005)
tvrde da timol u kombinaciji sa drugim aromaticnim jedinjenjima bolje inhibira rast S.
Typhimurium, ali jasan sinergisticki efekat izmedu komponenti nije pokazan. Generalno, zbog
Cinjenice da su sva etarska ulja terpenskog sastava, neki autori smatraju da je efekat njihovih
kombinacija ¢es¢e aditivan nego sinergisticki. S druge strane, kombinacije ulja sa jedinjenjima
drugacijeg hemijskog sastava (neterpenskog) mogu znacajno poboljsati njihovu efikasnost
(Gutierrez i sar., 2008).

Budu¢i da je krajnji cilj ovog dela istrazivanja bilo ispitivanje antilisterijalnog efekta Jc-EU-
K i Sm-EU na juneé¢em mesu in situ, za dalja istraZivanja odabrana su dva soja L. monocytogenes,

.....
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klinickim slu¢ajevima listerioze kod ljudi jeste serotip 1/2a (Wang i sar., 2017), kojem pripadaju i
nasi odabrani sojevi.

U daljem toku istrazivanja pracena je dinamika prezivljavanja bakterija u prisustvu razlicitih
koncentracija Jc-EU-K i Sm-EU, dodatih pojedinacno ili u kombinacijama, primenom Time kill
testa (Vasilijevi¢ i sar., 2019). Osim toga Sto su rezultati ovog testa potvrdili rezultate dobijene
metodom Sahovske table (aditivni efekat u slucaju referentnog soja ATCC 19111 i sinergizam u
slucaju LMB izolata), neocekivano je detektovana veca osetljivost sojeva u ovom testu nego u
mikrodilucionoj Checkerboard metodi. Naime, inhibicija rasta u Time kill eseju postignuta je sa
koncentracijama/kombinacijama koje su u mikrodilucionom testu bile sub-inhibitorne. U prilog
ovom zapazanju jesu i razli¢ite MIK vrednosti, dobijene primenom ovih metoda. Naime, cMIK
vrednosti dobijene u Time kill testu bile su znacajno manje od MIK vrednosti dobijenih u
mikrodilucionoj metodi, §to je posebno bilo izrazeno u slu¢aju Sm-EU. Veca osetljivost sojeva u
Time kill testu je najverovatnije posledica razliCitih eksperimentalnih uslova; naime, u
mikrodilucionim testovima vladali su hipoksi¢ni uslovi, za razliku od dobro aerisanih uslova u
Time-kill testu. Dostupnost kiseonika je sigurno uzrokovala razli¢itu metabolicku aktivnost
bakterija, §to se odrazilo i na njihovu osetljivost. U prilog ovoj hipotezi su podaci iz literature koji
ukazuju na razlicitu osetljivost bakterija, ukljucujuéi i L. monocytogenes na prisustvo antimikrobnih
agenasa u aerobnim i anaerobnim uslovima (DeMars i sar., 2016; Neanover, 2020).

Konacno, kada je izvrSena analiza antimikrobnog potencijala etarskih ulja kleke i Cubra in
vitro, pristupilo se analizi njihovog efekta in situ. Ispitan je uticaj Jc-EU-K i Sm-EU, pojedinacno i
u kombinaciji, na mikrobioloski status svezeg juneceg mesa, mariniranog na specifican nacin koji je
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karakteristican za pripremu crvenih mesa. Naime, marinada je pripremana od crvenog vina, uz
dodatak uobicajenih zacina, tj. kuhinjske soli, bibera i belog luka u prahu (Vasilijevi¢ i sar., 2019).
Slican sastav imale su i vinske marinade koriSé¢ene od strane Kargiotou i sar. (2011).

Pored brojnih bioloskih aktivnosti koje etarska ulja imaju, treba imati u vidu da je njihova
primena u hrani donekle ograni¢ena. U zavisnosti od vrste biljke iz koje je ulje izolovano, njegovog
hemijskog sastava i na¢ina na koji se dodaju u neku namirnicu, ona mogu imati razli¢it uticaj na
organolepticke osobine hrane (Hyldgaard i sar., 2012). I dok neki autori isti¢u pozitivan efekat ulja
na senzoricka svojstva, drugi pokazuju da je njihov uticaj na miris i ukus namirnica limitirajuéi
faktor za njihovu upotrebu. Upravo zbog toga, bilo je neophodno najpre utvrditi maksimalne
organolepticki prihvatljive koncentracije etarskih ulja Jc-EU-K i Sm-EU i njihovih kombinacija.
Interesantan nalaz u ovom delu istrazivanja je osobina etarskog ulja kleke da poveéa senzornu
prihvatljivost ulja Cubra, koje je u istim koncentracijama bilo senzorno neprihvatljivo kada je
primenjeno pojedinacno, ali prihvatljivo kada je primenjeno u kombinaciji. U literaturi su
zabelezeni neSto drugaciji rezultati, koji sugeriSu prihvatljivost mirisa i ukusa ulja S. montana u
mlevenom june¢em mesu (Djenane i sar., 2011) i ulja Satureja horvatii u svinjskom mesu
(Bukvicki i sar., 2014). Generalno, razlike u prihvatljivosti uzoraka nastaju kao posledica razli¢itog
hemijskog sastava ulja i koncentracija u kojima se ona dodaju. Na primer, intenzivni miris koji smo
mi u nasoj studiji uocili, verovatno potic¢e pre svega od prisustva karvakrola i timola, §to potvrduje
hemijska analiza Sm-EU. Pokazano je da niZi stepen oksidacije etarskog ulja utice na prijatan miris
i vecu prihvatljivost mesa sa njegovim dodatkom (Tajkarimi i sar., 2010), §to moZe objasniti vecu
prihvatljivost ulja kleke (manji udeo oksidovanih terpenoida) od ulja ¢ubra (veci udeo oksidovanih
terpenoida).

Jedan od nacina na koji se moze smanjiti koncentracija etarskih ulja u hrani, bez uticaja na
antimikrobni potencijal, jeste njihova kombinovana primena, §to je upravo strategija koriS¢ena u
ovom istrazivanju. Naime, dodavanje sinergistickih kombinacija ulja u nizim koncentracijama, §to
omogucava smanjivanje negativnih efekata koje oni imaju na senzorne osobine (Hayouni i sar.,
2008; Lv i sar., 2011), moze uticati na mikrobioloski kvalitet mesa. Najbolji na¢in da se smanji
efekat ulja na senzorne osobine namirnica je nanoenkapsulacija ili aplikacija kroz specificne
sisteme za pakovanje (Chen i sar., 2012). Takode, u kombinaciji sa drugim metodama
konzerviranja, uklju¢ujuéi i mariniranje, moguce je smanjiti negativan uticaj etarskih ulja, pre svega
na miris 1 ukus mesa (Ultee i sar., 2002; Van Haute i sar., 2016). Upravo zbog toga u ovom
istrazivanju etraska ulja su dodavana u vinsku marinadu; ovakva strategija trebalo je da poveca
antimikrobnu aktivnost, ali i da poboljsa organolepticka svojstva uzoraka.

Kako bi se ispitao antimikrobni potencijal ulja, meso je bilo vestacki inokulisano sa L.
monocytogenes. Paralelno je pracen efekat ulja na mikrofloru koja je normalno zastupljena u mesu;
odredivan je ukupan broj AHMB, ENT i BMK (Vasilijevi¢ i sar., 2019), budu¢i da sve pomenute
grupe uticu na kvalitet sirovog mesa. Od ukupnog broja bakterija na sveZem mesu, najve¢i udeo
imaju mezofilne i psihrotolerantne bakterije (Motarjemi i sar., 2013). Broj mezofilnih bakterija
jedan je od kriterijuma higijene u procesu proizvodnje i pokazatelj mikrobioloSke kontaminacije i/ili
pocetka kvarenja svezeg mesa (Ercolini i sar., 2006). Imaju¢i u vidu da veliki broj patogenih
bakterija pripada familiji Enterobacteriaceae, njihovo prisustvo u mesu i proizvodima od mesa je
znacajno sa bezbednosnog i higijenskog aspekta (El-Gendy i sar., 2014; Ercolini i sar., 2006). Bez
obzira na to Sto su prisutne u manjem broju nego npr. BMK, sposobnost da metaboliSu amino
kiseline do isparljivih jedinjenja neprijatng mirisa, svrstava ih u grupu znacajnih kontaminenata
hrane (Baylis, 2006). Sa druge strane, iako se BMK koriste za dobijanje zeljenog ukusa i u
prezervaciji mesnih preradevina, njihovo prisustvo u sirovom mesu nije pozeljno (Krockel i sar.,
2013). Kvarljivosti mesa doprinose i osobine BMK koje im omogucavaju rast u uslovima sredine
koji su nepovoljni za rast drugih bakterija (odsustvo kiseonika, prisustvo visokih koncentracija soli i
nitrita 1 niske pH vrednosti). Pored toga, ove bakterije su i dobri kompetitori, a u uslovima
modifikovane atmosfere ili na niskim temperaturama, kada je rast aerobnih bakterija inhibiran,
BMK postaju dominantna populacija u mesu (Doulgeraki i sar., 2012).
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Rast L. monocytogenes, kao i svih pomenutih grupa (AHMB, ENT i BMK) prac¢en je tokom
dugog perioda skladiStenja uzoraka mesa (15 dana) na 4 °C, koje je usledilo nakon mariniranja.
Naravno, treba imati u vidu da mikrobioloski profil i inicijalni broj bakterija na poc¢etku uti¢u na
odrzivost mesa tokom skladistenja (Blixt i Borch, 2002). Zato treba naglasiti da je analizom uzorka
pre inokulacije pokazana njegova ispravnost, pri ¢emu su svi mikrobioloski kritrijumi propisani
Pravilnikom o opstim 1 posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i
prometa (Sl.glasnik RS 72/2010) bili zadovoljeni.

Dinamika inhibicije rasta L. monocytogenes, kao i ostalih grupa bakterija, imala je slican
trend tokom Ccitavog perioda skadiStenja u frizideru. Naime, treba naglasiti da se broj bakterija, u
svim uzorcima znacajno smanjio tokom 24 h mariniranja (izrazit baktericidni efekat), a zatim je
tokom petnaestodnevnog skladiStenja na 4 °C veoma sporo rastao, ili se Cak odrzavao na
konstantnom nivou (pretezno bakteriostaticki efekat). Ovaj trend je bio vidljiv u slucaju svih
primenjenih marinada: veliki pad brojnosti bakterija, u odnosu na rastvor Ciste kuhinjske soli —
negativne kontrole, uocen je u slucaju osnovne vinske marinade VM, a primena pojedinacnih
etarskih ulja kleke ili ¢ubra, odnosno njihove kombinacije, dodatno je smanjivala broj bakterija
(Vasilijevi¢ i sar., 2019). Cinjenica da se brojnost bakterija odrzavala tokom veoma dugog perioda
bila je pokazatelj da je meso bilo dobro konzervisano.

Antibakterijski efekat osnovne VM pripisuje se aktivnim komponentama crvenog vina, kao i
koriS¢enim zacinima. Relativno visok sadrzaj etanola, organskih kiselina, kao i polifenola, utice na
inhibitorni potencijal razli¢itih vina (Just i Daeschel, 2003; Vaquero i sar., 2007). Na primer, vinska
marinada je bila efikasna prema kontaminentima junec¢eg mesa, ukljucuju¢i Pseudomonas i BMK
(Kargiotou i sar., 2011; Fernandes i sar., 2007) daju dokaze o antimikrobnom potencijalu razlicitih
vina prema L. innocua i to u uslovima koji imitiraju realne u gastrointestinalnom traktu. Dodatno,
aktivni sastojci belog luka i bibera, poput alicina (Fujisawa i sar., 2009; Hyldgaard i sar., 2012) i
piperina (Zarai i sar., 2013), takode doprinose ukupnom antimikrobnom potencijalu marinada. Ova
studija istiCe efekat marinada sa dodatkom etarskog ulja kleke ili cubra prema svim ispitivanim
kontaminentima juneéeg mesa, u poredenju sa osnovnom VM. Ovi rezultati su bili slicni
rezultatima prethodnih izvestaja (Kargiotou i sar., 2011; Rhoades i sar., 2013), s tim da je u vinske
marinade tada bilo dodato ulje origana. Dok su podaci antibakterijskog potencijala etarskog ulja
Cubra, u svezem mesu i proizvodima od mesa, dostupni u literaturi (De Oliveira i sar., 2011;
Djenane i sar., 2011), podaci o efikasnosti etarskog ulja kleke, u mesu ili bilo kom drugom
prehrambenom proizvodu, gotovo da nisu poznati. Jedino studija Selim (2011) izvestava da je ulje
kleke, pri najvecoj primenjenoj koncentraciji od 1 %, redukovalo broj vankomicin-rezistentnih
enterokoka u mlevenom june¢em mesu i to za oko 2 log CFU, pri kraju Cetrnaestodnevnog
inkubacionog perioda.

Budu¢i da su marinade sa dodatkom pojedinacnih ulja ostvarile znacajan antibakterijski
efekat, ocekivano je bilo da ¢e efekat njihove kombinacije biti najjaci, medutim, osim u slucaju
referentnog soja L. monocytogenes i AHMB, jasan sinergizam ovih ulja nije uocen. To se mozda
moze objasniti ¢injenicom da struktura kao i nutrijenti iz hrane, u ve¢oj meri deluju na antimikrobne
agense i smanjuju njihovu aktivnost. To se pre svega pripisuje visokom procentu masti i/ili proteina
u namirnicama, $to Stiti bakterije od delovanja etarskih ulja (Gutierrez i sar., 2008; Paparella i sar.,
2016; Tajkarimi i sar., 2010). Ova Ccinjenica istic¢e znaCaj in situ ispitivanja antimikrobnog
potencijala. U skladu sa tim su i istrazivanja koja pokazuju da etarska ulja u hrani imaju smanjenu
antimikrobnu aktivnost, u poredenju sa onom koju su ostvarili u in vitro uslovima, odnosno u
hranljivom medijumu (De Oliveira i sar., 2013; Hayouni i sar., 2008). Kako bi postigli
antibakterijski efekat i u hrani, potrebno je primeniti nekoliko puta vecu koncentraciju ulja, od one
primenjene u in vitro uslovima (Selim, 2011). Na primer, neka istrazivanja pokazuju da je potrebna
dvostruko veca (Moreira i sar., 2007), ili ¢ak deset puta ve¢a koncentracija ulja (De Oliveira i sar.,
2013). Medutim, postoje i studije koje potpuno negiraju postojanje antimikrobnog potencijala
etarskih ulja u hrani. Tako studija Carraminana i sar. (2008) izveStava da etarsko ulje Rosmarinus
officinalis nije bilo efikasno prema L. monocytogenes inokulisanoj na mleveno svinjsko meso.
Sli¢no, studija Firouzi i sar. (2007) izveStava da je postignut zanemarljiv antimikrobni efekat ulja
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origana u piletini sa rostilja, inokulisanoj Yersinia enterocolitica ili L. monocytogenes. Razlog
ovome moze biti interakcija samih ulja, ali i bakterija, sa komponentama iz hrane. Objasnjenje ove
pojave verovatno lezi u €injenici da se etarska ulja, zbog svoje hidrofobnosti, rastvaraju u lipidnoj
frakciji, ¢ime se njihova efikasna koncentracija smanjuje, a samim tim se smanjuje i njihova
antimikrobna aktivnost (Burt, 2004; Hayouni i sar., 2008). Sa druge strane, masti iz hrane formiraju
zastitni sloj oko bakterijske ¢elije i na taj nacin je Stite od delovanja antimikrobnih agenasa (Cutter,
2000).

Medutim, i pored gore pomenutih ¢injenica, rezultati naseg istrazivanja na modelu juneéeg
mesa pokazuju da se rast L. monocytogenes i ostalih pracenih grupa moze kontrolisati dodavanjem
odgovaraju¢ih koncentracija etarskih ulja. Imaju¢i u vidu da na antimikrobni potencijal ulja uticu
pH vrednost sredine, temperatura i nivo mikrobioloske kontaminacije (Hyldgaard i sar., 2012),
smatramo da su ovi parametri svakako uticali na dobijene rezultate. Kako je najizrazeniji efekat
marinada ostvaren u slucaju dodatka oba ulja, moguca je interakcija njihovih aktivnih jedinjenja,
kao i interakcija sa aktivnim komponentama vina i zac¢ina. Medutim, neophodne su dalje analize
kako bi se mehanizmi uocenog antibakterijskog delovanja detaljnije rasvetlili, $to bi pruZzilo brojne
moguénosti za pronalazenje mocénih antimikrobnih kombinacija koje mogu biti kljuéne u
konzerviranju hrane, bez istovremenog negativnog organoleptickog dejstva (Lv i sar., 2011).

Na kraju, ukoliko se osvrnemo na celokupni rad prikazan u ovoj doktorskoj disertaciji,
mozemo konstatovati da citotoksi¢ni 1 antimikrobni potencijal prirodnih proizvoda J. communis,
etarskog ulja i postdestilacionog ostatka, pruzaju moguénost njihovog kombinovanja sa
konvencionalnim medikamentima — hemioterapeuticima, antibioticima i antifungalnim agensima,
ali i drugim prirodnim proizvodima, u cilju postizanja $to snaznijeg efekta. Zahvaljuju¢i tome, moze
se preporuciti njihovo dalje istrazivanje u cilju potencijalne primene u formi dopunskih agenasa
konvencionalnim terapijama malignih i infektivnih oboljenja. Uz to, etarsko ulje kleke je pokazalo
dobru antimikrobnu aktivnost u matriksu hrane, Sto ukazuje na potencijal primene u formi
prirodnog konzervansa.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima i dobijenim rezultatima, izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. GC-MS analiza etarskog ulja Juniperus communis var. saxatilis, proizvedenog iz Zenskih
SiSarki, pokazala je iskljucivo prisustvo terpenskih ugljovodonika i to monoterpena (40,7 %)
i seskviterpena (59,3 %). Dominantni monoterpen bio je a-pinen (23,61 %), a seskviterpen
6-kadinen (10,71 %).

2. GC-FID analiza komercijalno nabavljenog etarskog ulja Juniperus communis ukazala je na
dominantan sadrzaj monoterpenskih ugljovodonika (82,89 %), a medu njima najzastupljeniji
je bio a-pinen (47,8 %). Seskviterpeni su bili prisutni u znacajno manjem procentu (4,23 %).
Za razliku od proizvedenog ulja kleke, ovo je sadrzalo i oksidovane derivate —
monoterpenoide (9,51 %) i seskviterpenoide (3,26 %).

3. GC-FID analiza etarskog ulja Satureja montana pokazala je visok sadrzaj oksidovanih
monoterpena (61,2 %), sa dominantnim uceS§¢em karvakrola (30,7 %) i timola (18,0 %).
Slede monoterpenski ugljovodonici (29,1 %) i ugljovodoni¢ni i oksidovani seskviterpeni
(ukupno 9,71 %).

4. Kovalitativna i kvantitativna analiza postdestilacionog ostatka, primenom LC-MS/MS,
potvrdila je sadrZaj 25 jedinjenja, od ukupno 45 analiziranih, $to predstavlja 3,2 % ukupnog
sastava. Medu identifikovanim jedinjenjima najzastupljeniji su bili hinska kiselina (11,09
mg/g suvog ekstrakta) i flavonoid rutin (12,25 mg/g suvog ekstrakta). Ukupan sadrzaj
flavonoida iznosio je 19,1 mg ekvivalenata kvercetina/g suvog ekstrakta.

5. Antioksidativni potencijal oba derivata kleke je odreden primenom DPPH i TBA testova,
dok je postdestilacioni ostatak dodatno analiziran i FRAP testom. Poredenje rezultata
dobijenih za oba derivata je pokazalo bolju antioksidativhu aktivnost postdestilacionog
ostatka (ICsy vrednosti u DPPH i TBA testu si iznosile 4,40 pg/mL i 569,14 pg/mL). U
prilog dobrom antioksidativnom potencijalu postdestilacionog ostatka su i rezultati FRAP
testa, kojim je utvrden dvostruko veéi redukcioni kapacitet (78,77 mg ekvivalenata
askorbinske kis/g suvog ckstrakta) od model antioksidanta BHT (32,77 mg ekvivalenata
askorbinske kis/g suvog ekstrakta).

6. Etarsko ulje i postdestilacioni ostatak su indukovali citotoksi¢nost na c¢elijskim linijama
kolorektalnog adenokarcinoma (HT-29 i HCTI116), adenokarcinoma plu¢a (A549) i
normalnim fibroblastima (MRC-5), na dozno-zavisan nacin, pri ¢emu je etarsko ulje
pokazalo znacajno vecu citotoksicnost od postdestilacionog ostatka. Najosetljivija je bila
¢elijska linija A549, gde su ICsy vrednosti etarskog ulja i postdestilacionog ostatka iznosile
69,4 ng/mL, odnosno 1,3 mg/mL. Analiza indeksa selektivnosti prema kancerskim ¢elijama
je ukazala samo na selektivnost postdestilacionog ostatka i to prema A549 1 HT-29 ¢elijama.

7. Etarsko ulje i postdestilacioni ostatak, primenjeni u dozama koje su za normalne ¢elije bile
netoksi¢ne, senzibilisali su A549 kancerske ¢elije i povecali njihovu osetljivost prema
doksorubicinu. Analizom tipa interakcije potvrden je sinergisticki efekat u svim ispitivanim
kombinacijama, pri ¢emu je sinergizam bio izrazeniji u kancerskim A549 (CI u intervalu
0,12 — 0,54), nego u normalnim MRC-5 ¢elijama (CI u intervalu 0,30 — 0,84).

8. Citometrijska analiza pokazala je da postdestilacioni ostatak indukuje ranu i kasnu apoptozu
A549 ¢celija 1 dovodi do zastoja celijskog ciklusa u G/M fazi, dok je alkalni komet test
ukazao na njegovu genotoksi¢nost. Sa druge strane, etarsko ulje karakteriSu zanemarljivi
efekti na apoptozu i distribuciju celija po fazama Ccelijskog ciklusa, kao i odsustvo
genotoksi¢nosti.
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10.

11.

12.

13.

14.

Minimalne inhibitorne i baktericidne/fungicidne koncentracije, odredene u mikrodilucionom
testu, ukazale su na bolji antimikrobni efekat postdestilacionog ostatka u poredenju sa
etarskim uljem. Najosetljivija bakterija bila je Listeria monocytogenes, gde su MIK
vrednosti postdestilacionog ostatka i ulja iznosile 0,39 odnosno 3,30 mg/mL, dok su MBK
vrednosti bile 0,74 odnosno 6,25 mg/mL. Najosetljivija mikromiceta je bila Aspergillus
versicolor sa detektovanim MIK vrednostima 0,250 mg/mL za postdestilacioni ostatak i
11,8 mg/mL za etarsko ulje. MFK je detektovana samo za postdestilacioni ostatak i iznosila
je 0,119 mg/mL. Analiza selektivne toksi¢nosti agenasa prema mikroorganizmima, izrazena
preko indeksa Sly;, pokazala je jasnu selektivnost postdestilacionog ostatka prema gotovo
svim testiranim mikromicetama i prema Listeria monocytogenes.

Metoda Sahovske table je ukazala na sinergisticki antilisterijalni efekat ulja i
postdestilacionog ostatka sa streptomicinom i ampicilinom, dok je postdestilacioni ostatak
pokazao dodatnu sposobnost da sinergisticki pojaca i dejstvo azitromicina. Pokazan je i
sinergizam postdestilacionog ostatka sa fungicidom bifonazolom u slucaju Candida
albicans.

U testu adhezivnosti postdestilacioni ostatak je znacajno inhibirao adheziju L.
monocytogenes na Celijske linije kancera kolona (62 % na HCT116 i1 29 % na HT-29 ¢elije),
dok je efekat ulja bio zanemarljiv. Suprotno, u slucaju C. albicans uocen je visok potencijal
ulja da inhibira proces adhezije na HT-29 ¢elije (60 %).

Mikrodilucioni test, primenjen sa komercijalno nabavljenim etarskim uljima J. communis i
S. montana, ukazao je na uporediv antilisterijalni efekat oba ulja prema referentnom soju i
primoizolatima L. monocytogenes. Primenom metode Sahovske table uocCen je sinergizam
binarnih kombinacija ulja na svim testiranim primoizolatima, koji je 7ime kill testom
potvrden u slucaju izolata sa trupa goveceta.

U in situ uslovima na juneCem mesu, pokazan je snazan antibakterijski efekat vinskih
marinada sa dodatkom etarskih ulja ili njihovih kombinacija, kako na predstavnike prisutne
mikroflore mesa (aerobne heterotrofne mezofilne bakterije, Enterobacteriaceae i bakterije
mlecne kiseline), tako i na inokulisanu L. monocytogenes. Sve vinske marinade su tokom
procesa mariniranja indukovale baktericidni efekat, a tokom daljeg skladiStenja na 4 °C
njihov efekat je bio pretezno bakteriostaticki. Brojnost bakterija se odrzavala na niskom
nivou tokom veoma dugog perioda (15 dana) Sto je pokazatelj da je meso bilo dobro
konzervisano.

Imaju¢i u vidu sve dobijene rezultate, etarsko ulje i postdestilacioni ostatak Juniperus
communis poseduju antimikrobni i citotoksi¢ni potencijal i mogu se preporuciti za dalje
istrazivanje u cilju upotrebe u formi dopuna konvencionalnim antikancerskim i
antimikrobnim terapijama. Uz to, etarsko ulje J. communis se pokazalo dobrim izborom
prirodnog aditiva koji bi se mogao primeniti u konzervaciji hrane.
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8. PRILOZI

8.1. GC-MS analiza

Tabela 8.1. Kalibracija za
linearne retencione indekse
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Slika 8.2. GC-MS analiza etarskog ulja Juniperus communis var. saxatilis (Jc-EU-P):

1 — o-tujen, 2 — a-pinen, 3 — sabinen, 4 — B-pinen, 5 — f-mircen, 6 — limonen, 7 — y-terpinen, 8 — 4-
terpineol, 9 — a-kopaen, 10 — B-elemen, 11 — (seskviterpen), 12 — B-kariofilen, 13 — y-elemen, 14 —
vidren (tujopsen), 15— a-humulen, 16 — cis-muurola-4(14),5-dien, 17 — (seskviterpen), 18 —
germakren D, 19 — (koeluiraju¢i seskviterpeni), 20 — a-murolen, 21 — y-kadinen, 22 — 3-kadinen, 23

—a-kadinen, 24 — (seskviterpen), 25 — germakren B, 26 — (seskviterpen).
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Slika 8.3. GC-MS hromatogram analize etarskog ulja Juniperus communis (Jc-EU-K).
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Slika 8.4. GC-MS hromatogram analize etarskog ulja Satureja montana (Sm-EU).
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8.2. LC-MS-MS analiza
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Slika 8.5. Kalibracione krive standardnih jedinjanja: 1 — p-hidroksibenzoeva kiselina (12,2 — 781
ng/mL), 2 — cimetna kiselina (48,8 — 3125 ng/mL), 3 — protokatehinska kiselina (12,2 — 3125
ng/mL), 4 — gentizinska kiselina (6,10 — 195 ng/mL), 5 — umbeliferon (12,2 — 1562 ng/mL), 6- p-

kumarinska kiselina (12,2-391 ng/mL).
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Slika 8.6. Kalibracione krive standardnih jedinjenja: 7 — vanilinska kiselina (97,7 — 781 ng/mL), 8 —
galna kiselina (12,2 — 97,7 ng/mL), 9 — hinska kiselina (1562 — 25000 ng/mL), 10 — ferulna kiselina
(12,2 — 195 ng/mL), 11 — katehin (781 — 12500 ng/mL), 12 — epikatehin (391 — 6250 ng/mL).
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Slika 8.7. Kalibracione krive standardnih jedinjenja: 13 - 5-O-kafeoilhinska kiselina (6,10 — 97,7
ng/mL), 14 — apigenin-7-0-glukozid (24,4 — 781 ng/mL), 15 — kemferol-3-O-glukozid (48,8 — 391
ng/mL), 16 — kvercetin-3-O-ramnozid (48,8 — 781 ng/mL), 17 — kvercetin-3-O-glukozid (48,8 —

1562 ng/mL), 18 — amentoflavon (97,7 — 1562 ng/mL).
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Slika 8.8. Kalibraciona kriva standardnog jedinjenja: 19 — kvercetin-3-O-ramnozid (781-25000

ng/mL).
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Slika 8.9. SRM hromatogrami detektovanih jedinjenja u PDO: 1 — p-hidroksibenzoeva kiselina, 2 —
cimetna kiselina, 3 — protokatehinska kiselina, 4 — gentizinska kiselina, 5 — umbeliferon, 6- p-
kumarinska kiselina.
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Slika 8.10. SRM hromatogrami detektovanih jedinjenja u PDO: 7 — vanilinska kiselina, 8 — galna
kiselina, 9 — hinska kiselina, 10 — ferulna kiselina, 11 — katehin i epikatehin 12 — 5-O-kafeoilhinska
kiselina.
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%10 3 |-ESI MRM Frag=135.0V CID@41.0 (431.0 -> 268.0) J_c.. | x10 2 |-ESI MRM Frag=190.0V CID@30.0 (447.0 -> 284.0) J_c..

1.2 *2.69 184
13 1.6 14
" 1.4
*2.81
0.8 1.2
14
0.6
0.8+
0.4 0.64
0.2 0.4+
0.2
04
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 22 24 26 28 3 32 34 36 2 22 24 26 28 3 32 34 36
Counts vs. Acquisition Time (min) Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 2 |-ESI MRM Frag=190.0V CID@27.0 (447.0 -> 300.0) J_c... x10 2 |-ESI MRM Frag=200.0V CID@30.0 (463.0 -> 300.0) J_c...

5 *2.76 8 *2.24
45 15 16
74

44

3.5 6

34 5+

2.5+ 4

24 3

1.5+

14 2

0.5 Ly

0- 0-
T i T T T T i T T T T T T T 1 T T T T i
18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 14 16 18 2 22 24 26 28 3

Counts vs. Acquisition Time (min) Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 3 |-ESI MRM Frag=220.0V CID@35.0 (537.0 -> 375.0) J_c.. | x10 4 |-ESI MRM Frag=135.0V CID@42.0 (609.0 -> 300.0) J_c..
i 2754

5.51 *5.80 *2.19
54 2.5
454 17 225 18
4 24
3.5 1.754
34 1.5
2.5 1.25+
24 14
1.54 0.751
14 0.5+
0.5+ 0.25-
0- 0- ‘ .
4 45 5 55 6 65 7 15 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32
Counts vs. Acquisition Time (min) Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 8.11. SRM hromatogrami detektovanih jedinjenja u PDO: 13 — apigenin-7-O-glukozid, 14 —
kemferol-3-O-glukozid, 15 — kvercetin-3-O-ramnozid, 16 — kvercetin-3-O-glukozid, 17 —
amentoflavon, 18 —kvercetin-3-O-ramnozid.
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Tabela 8.2. Sadrzaj ukupnih flavonoida izrazen kao mg ekv. kvercetina/g SE

. ng
Koncentracija Apsorbancija kvercetinasa  mg ekv. kvercetina/g SE
pg/mL
grafika
Al A2 A3 AT Aeein | A
400 0,694 0,708 0,694 0,699 0,240 0,458 8,992 22,48
200 0,331 0,346 0,328 0,335 0,170 0,165 3,239 16,20 19,11 + 3,17
100 0,195 0,183 0,195 0,191 0,096 0,095 1,865 18,65
Tabela 8.3.Kalibracija kvercetina
Kalibraciona (kvercetin) Kallbraciona Kkiva - kversatin
Cpo¢ Cfin A (415 nm)
(ng/ml) (pg/ml) 1 2 3 Asr Akor Asr-Akor 004
122,9 12,29 0,864 0,866 0,818 0,849 0,218 0,631 5 el
103,7 10,37 0,689 0,768 0,704 0,720 0,196 0,524 £ o o
80,68 8,068 0,572 0,562 0,553 0,562 0,157 0,405 3o
61,45 6,145 0,484 0477 0,460 0474 0,141 0,333 5..] & -
46,1 4,61 0,326 0,332 0,319 0,326 0,111 0,215 ..
34,58 3458 0,251 0,248 0246 0249 0,065 0,183 e o [t
17,29 1,729 0,150 0,149 0,145 0,148 0,066 0,082 : s Cfad(ug/i” R
8,64 0,864 0,095 0,099 0,092 0,095 0,055 0,040
4,32 0,432 0,067 0,064 0,065 0,065 0,047 0,018
2,16 0,216 0,062 0,056 0,053 0,057 0,040 0,016 Slika 8.12. Kalibraciona kriva
0 0 0,040 0,046 0,040 0,042 0,040 0,002 kvercetina
8.3. Antioksidativna aktivnost
8.4. Neutralizacija DPPH radikala
Koncentracija . o 90+ *
ug/mL Apsorbancija RSCoppi (%) ' ol
Al A2 A3 Akor RSC-1 RSC-2 RSC3 Oredma g n]
vrednost 5
66,67 0,049 0,050 0,074 0,039 95,25 94,77 83,36 95,01 & %
33,33 0,049 0,051 0,050 0,038 94,77 93,82 9429 9429 2 s
16,67 0,049 0,050 0,050 0,038 94,77 9429 9429 9445 w0
8,333 0,085 0,103 0,101 0,052 84,31 75,75 76,70 78,92 30
4,167 0,136 0,160 0,149 0,035 51,98 40,57 45,80 46,12 ol ®
2,083 0168 0.185 0178 0,036 3724 2916 3249 32,96 e
0,521 0,188 0206 0,204 0,037 2821 19,65 20,60 22,82 Ronnseheslalil}
kontrola 0,196 0223 0212 0,036
ICso (ng/mL) 3,85 4,98 4,41 4,40 ) ) ) )
"Markirane vrednosti predstavljaju eksperimentalnu gre§ku i nisu uzete u razmatranje Slika8.13. Kriva zavisnosti RSCpppy (%) od
koncentracije PDO
Tabela 8.5. Neutralizacija DPPH radikala — Jc-EU-P
Korrlrcl;rt;icija Apsorbancija RSChpppi (%) ol //’-
Al A2 A3 Akor RSC-1 RSC2 Rsc3 Oredma w7
vrednost _—
15 0,063 0,181 0,08  0,0465 93,02 43,09 8583  64.46 g
7,5 0,704 0,06 0,058 0,044 -17927 9323 94,08 93,65 & &1
3,75 0,064 0,065 0,064 0,044 91,54 91,11 91,54 91,40 é 50
1,87 0,151 0,154 0,144 0,057 60,23 58,96 63,19 60,79 iod
0,94 0,187 0202 0,19 0,045 39,92 33,57 38,65 37,38 "
0,47 0,198 0205 0209 0,044 3484 31,88 30,18 3230 ©1 .
0,23 0211 0215 0224 0,045 20,76 28,07 2426 27,36 —————— 1T
kontrola 0,225 0238 0246 0,049 Koncentrasia (maimL)
ICs (mg/mL) 139 1,62 135 148
"Markirane vrednosti predstavljaju eksperimentalnu gresku i nisu uzete u razmatranje
135 Slika 8.14. Kriva zavisnosti RSCpppy (%)

od koncentracije Jc-EU-P
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Tabela 8.6. Inhibicija lipidne peroksidacije — PDO

Koncentracija .. o
Lg/mL Apsorbancija L(%)
Al A2 A3 A4 A5 A6 Akor I-1 -2 I3 14 I-5 L6  Srednja
vrednost
640 0,609 0,619 0635 0655 0553 0576 0,131 53,15 52,17 50,60 4864 5864 5639 5327
320 0,780 0,747 0830 0694 0771 0675 0,089 3228 3551 2738 40,71 33,16 42,57 3527
160 0,898 0,795 00960 0941 0,772 039 0,062 18,07 28,16 1199 1385 304l 6746 2832
80 0,821 0,950 0920 00961 0822 0,780 0,044 23,85 1121 14,15 10,13 23,75 27,87 1849
40 0,905 0998 00969 00968 0939 1038 0,042 1542 631 9,15 925 1209 238 9,10
20 0985 0991 1025 00936 0880 0,565 0,024 582 523 1389 1062 1611 4698 793
10 0978 1074 1003 0900 1032 0977 0022 631 3,10 385 1395 101 640 4,74
5 0991 1049 1,097 00946 1,008 0951 0,020 484 068 555 925 317 876 8,76
kontrola 1,097 1036 0941 1,128 0981 0939 0,931
ICso (ug/mL) 607,6 5888 - - 5098 4539 569,14
"Markirane vrednosti predstavljaju eksperimentalnu gresku i nisu uzete u razmatranje
Tabela 8.7. Inhibicija lipidne peroksidacije — Jc-EU-P
Koncentracija Apsorbancii 1(%)
wg/mL psorbancija )
Al A2 A3 A4 A5 A6 Akor Il 2 I3 4 15 L6 Srednia
vrednost
1,30 0496 0,533 0597 0561 0579 0,583 0,069 53,61 51,59 4864 5255 5660 60,16 53,86
0,90 0,723 0,598 0,600 0685 0704 0,720 0,057 27,65 4123 4101 31,78 2971 27,97 3322
045 0,679 0,684 0680 0710 078 0,792 0,045 31,12 30,58 31,02 27,76 1928 18385 2643
0,22 0,667 0,675 0671 0,708 0720 0,870 0,039 31,78 3091 3134 2732 2602 972 _ 26,18
0,11 0,683 0,752 0,880 0836 0838 0,844 0,027 28,73 2124 733 12,11 1190 1124 1543
0,06 0,763 0,807 0,723 0,887 0939 0854 0,024 19,72 1494 2406 625 060 983 12,57
0,03 0834 0837 0877 0904 0878 0877 0,022 1,79 1146 7,02 418 701 712 8,11
0,01 0871 0854 0901 1018 1014 0955 0,020 755 940 429 842 -798 -158 054
kontrola 0,878 0,889 00963 0900 0983 0910 0,907
ICso (mg/mL) - 1,67 - - 1,67 1,51 1,75
60+ 604
50 -~ 504 /-
404 404
g . €] .
204
204
104
10 A /
3 | |
£ (I) 1(')0 260 360 4(')0 5(‘)0 6(;0 7(')0 0,2 O:O Oi2 OIA D‘,E O:B 1jD 172 1t4 1:5 1‘,3 2:0

Koncentracija (pg/mL)

Slika 8.15. Kriva zavisnosti I (%) od koncentracije PDO

Tabela 8.8. Odredivanje redukcionog potencijala PDO — FRAP test

Koncentracija (mg/mL)

Slika 8.16. Kriva zavisnosti I (%) od koncentracije Jc-EU-

Koncentracija .. ng ask.kis. sa .
we/mL Apsorbancija orafika mg ekv.ask.kis./g s.e
Al A2 A3 Asr Akorekciia A
32 0,951 0,978 0,975 0,968 0,042 0,926 2,319 71,89
16 0,621 0,587 0,587 0,599 0,043 0,556 1,286 79,73 78,77 + 6.46
8 0,382 0,389 0,373 0,382 0,042 0,340 0,683 84,69
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Tabela 8.9. Kalibracija askorbinske kiseline

Kalibraciona (askorbinska kiselina)

Cpoc Cfin A (593 nm)

(ug/ml) (pg/ml) 1 2 3 Asr  Akor Asr-Akor
281,0 9,065 2,146 2,080 2,052 2,093 0,052 2,041
256,0 8258 1,960 1,923 1,912 1,932 0,057 1,875
230,4 7,432 1,701 1,779 1,739 1,740 0,050 1,690
204,8 6,606 1,606 1,611 1,549 1,589 0,062 1,527
179,2 5,781 1,427 1,372 1,364 1,388 0,054 1,334
153,6 4,955 1,177 1,166 1,202 1,182 0,037 1,144
128,0 4,129 1,009 1,015 1,020 1,015 0,035 0,980
102,4 3,303 0,868 0,874 0,862 0,868 0,037 0,831
81,80 2,639 0,712 0,725 0,718 0,718 0,035 0,683
61,44 1,982 0,570 0,561 0,562 0,564 0,042 0,522
40,90 1,319 0413 0,409 0417 0,413 0,035 0,378
20,45 0,660 0261 0,266 0,262 0,263 0,035 0,228
10,23 0,330 0,195 0,193 0,194 0,194 0,035 0,159
5,11 0,165 0,161 0,162 0,166 0,163 0,034 0,128
2,56 0,083 0,144 0,144 0,142 0,143 0,034 0,110
0,00 0,00 0,126 0,126 0,125 0,126 0,042 0,084
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8.4. Odredivanje citotoksi¢nog potencijala

Tabela 8.10. Efekat razli¢itih koncentracija Jc-EU-P, PDO i cistostatika DOX na prezivljavanje

MRC-5 ¢elija

MRC-5
Jc-EU-P PDO DOX
Konc. (mg/mL)  Prezivljavanje (%) | Konc. (mg/mL) Prezivljavanje (%) | Konc. (ug/mL)  Prezivljavanje (%)

Kontrola 100,00 £ 9,44 Kontrola 100,00 £ 9,76 Kontrola 100,00 £+ 7,01
0,008 102,92 £ 7,19 0,078 87,17 £ 9,00 0,313 81,40 + 7,35
0,016 97,93 £ 9,55 0,156 84,38 £ 8,21 0,625 77,04 £ 7,48
0,031 94,53 £9,13 0,313 77,15+ 741 1,25 61,84 + 7,05
0,062 76,42 + 8,45 0,625 74,04 + 8,29 2,5 48,02 £ 5,56
0,125 48,01 £ 6,11 1,25 72,25+ 9,01 5 24,62 £ 4,33
0,25 2,64+ 1,94 2,5 57,54 + 8,47 10 23,94 £ 3,00
5 30,38 + 4,89 20 23,65 £2,24

10 18,83 £3,16

Tabela 8.11. Efekat razlicitih koncentracija Je-EU-P, PDO 1i cistostatika DOX na prezivljavanje

A549 ¢elija

A549
Jc-EU-P PDO DOX
Konc. (mg/mL)  Prezivljavanje (%) | Konc. (mg/mL) Prezivljavanje (%) | Konc. (ug/mL)  Prezivljavanje (%)
Kontrola 100,00 £ 9,87 Kontrola 100,00+ 11,76 Kontrola 100,00 + 10,98
0,008 87,66 £ 4,32 0,078 85,15+£9,21 0,313 83,08 +9,71
0,016 76,85 £ 4,69 0,156 79,55 £ 8,55 0,625 80,48 £ 9,63
0,031 70,41 + 8,20 0,313 70,25 £ 8,85 1,25 75,07 £ 7,67
0,062 64,19 + 7,65 0,625 64,27+ 8,16 2,5 61,43 £ 6,90
0,125 18,18 £ 2,49 1,25 44,74 £ 6,57 5 54,80 £ 6,55
0,25 1,30+ 0,35 2,5 39,00 £ 6,02 10 47,32 £ 4,20
5 20,31 +2,61 20 46,77 + 3,31
10 7,81 £ 1,67

Tabela 8.12. Efekat razlicitih koncentracija Jc-EU-P, PDO i cistostatika 5-FU na prezivljavanje HT-

29 ¢elija
HT-29
Jc-EU-P PDO 5-FU
Konc. (mg/mL)  Prezivljavanje (%) | Konc. (mg/mL) Prezivljavanje (%) | Konc. (ug/mL)  Prezivljavanje (%)
Kontrola 100,00 £ 11,56 Kontrola 100,00 £ 7,79 Kontrola 100,00 + 8,05
0,016 90,74 + 10,08 0,313 92,73 £ 11,32 12 90,12 + 6,82
0,031 92,16 £ 11,74 0,625 81,09 £ 7,44 25 84,05+ 8,14
0,062 84,41 £ 11,24 1,25 55,39+ 5,10 50 66,13 + 8,99
0,125 19,58 £4,24 2,5 25,09 +4,22 100 31,93 +4,25
0,25 1,19+£0,29 5 11,46 £ 3,31 200 10,75 £ 2,29
0,5 1,31 +£0,43 10 9,89 + 2,01 400 4,73 £ 1,05
20 11,78 + 4,41
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Tabela 8.13. Efekat razlicitih koncentracija Jc-EU-P, PDO i cistostatika 5-FU na prezivljavanje

HCT116 ¢elija
HCT116
Jc-EU-P PDO 5-FU
Konc. (mg/mL) | Prezivljavanje (%) | Konc. (mg/mL) Prezivljavanje (%) | Konc. (ug/mL) Prezivljavanje (%)
Kontrola 100,00 £ 9,68 Kontrola 100,00 £ 7,52 Kontrola 100,00 + 8,32
0,016 92,03 £ 8,52 0,313 93,93 £ 7,57 12 96,81 £ 9,94
0,031 83,88+ 9,14 0,625 90,89 + 8,76 25 82,92 £ 6,42
0,062 77,10 £ 9,64 1,25 85,77 £ 7,09 50 79,21 £ 7,40
0,125 73,18 £ 7,80 2,5 83,26 + 8,14 100 51,93 £ 8,91
0,25 17,43 £3,97 5 60,49 + 8,37 200 15,18 £ 6,56
0,5 7,25+ 1,24 10 37,66 £ 5,44 400 4,97+1,71
20 18,24 £ 5,26

Tabela 8.14. Efekat razli¢itih kombinacija Je-EU-P, PDO i cistostatika DOX na prezivljavanje

A549 ¢elija

A549

Je-EU-P + DOX 0,312

PDO + DOX 0,312

PDO + Jc-EU-P 15,62

Konc. (pg/mL)

Prezivljavanje (%)

Konc. (ng/mL)

Prezivljavanje (%)

Konc. (ug/mL)

Prezivljavanje (%)

Kontrola 106,42 £ 9,35 Kontrola 100,00 £ 9,24 Kontrola 94,34 £ 10,12
DMSO 100,00 + 8,39 0+0,312 83,08 £ 11,71 DMSO 100,00 + 8,28
0+0,312 83,08 + 11,71 78 + 0,312 51,75 +7,73 0+ 15,62 76,85 £ 3,69
7,81+0,312 49,89 £ 6,76 156+ 0,312 33,50 +5,77 313+ 15,62 36,23 £5,05
15,62+ 0,312 24,66 5,73 313+0,312 19,88 + 8,94 625 + 15,62 29,69 £+ 4,56
32,25+0,312 11,74 + 3,88 625+0,312 13,60 + 5,99 1250 + 15,62 20,02 +2,90
62,5+ 0,312 6,96 + 3,02

Je-EU-P + DOX 0,625

PDO + DOX 0,625

PDO + Jc-EU-P 31,25

Konc. (pg/mL)

Prezivljavanje (%)

Konc. (ng/mL)

Prezivljavanje (%)

Konc. (ug/mL)

Prezivljavanje (%)

Kontrola 106,42 £ 9,35 Kontrola 100,00 £10,33 Kontrola 94,34 £ 10,12
DMSO 100,00 + 8,39 0+0,625 80,48 £ 11,63 DMSO 100,00 + 8,28
0+0,625 80,48 + 11,63 78 + 0,625 36,17 +£9,71 0+31,25 70,41 £11,20
7,81 + 0,625 41,72+ 7,97 156 + 0,625 22,11 £6,03 313 +31,25 25,66 = 4,23
15,62 + 0,625 19,91 £4,17 313+ 0,625 15,58 £3,19 625+ 31,25 22,80 + 3,36
32,25 + 0,625 9,10+ 1,86 625+ 0,625 13,50 £ 6,99 1250 + 31,25 11,40 +£2,04
62,5+ 0,625 6,86 + 1,80
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Tabela 8.15. Efekat razli¢itih kombinacija Je-EU-P, PDO i cistostatika DOX na prezivljavanje

MRC-5 ¢elija

MRC-5

Je-EU-P + DOX 0,312

PDO + DOX 0,312

PDO + Jc-EU-P 15,62

Konc. (pg/mL)  Prezivljavanje (%) | Konc. (ng/mL)  Prezivljavanje (%) | Konc. (ug/mL)  Prezivljavanje (%)
Kontrola 104,46 + 8,39 Kontrola 100,00 + 9,24 Kontrola 98,11 £5,97
DMSO 100,00 + 5,28 0+0,312 71,40 £ 8,20 DMSO 100,00 + 6,18
0+0,312 81,40 £ 6,45 78 + 0,312 70,80 £ 6,82 0+ 15,62 97,93 + 6,28
7,81 +0,312 95,63 £ 4,92 156 + 0,312 74,99 £ 7,43 313+ 15,62 80,33 £ 8,79
15,62 +0,312 94,89 £+ 7,66 313+0,312 59,60 £ 7,79 625+ 15,62 73,23 £ 8,60
32,25+0,312 94,29 £ 6,30 625+0,312 36,76 £ 5,32 1250 + 15,62 31,06 £ 3,90

62,5+ 0,312 56,80 4,80

Je-EU-P + DOX 0,625

PDO + DOX 0,625

PDO + Jc-EU-P 31,25

Konc. (pg/mL)

Prezivljavanje (%)

Konc. (ng/mL)

Prezivljavanje (%)

Konc. (ug/mL)  Prezivljavanje (%)

Kontrola 104,46 + 8,39 Kontrola 100,00 + 9,24 Kontrola 98,11 +£5,97
DMSO 100,00 £ 5,28 0+ 0,625 77,04 £ 9,32 DMSO 100,00 £ 6,18
0+0,625 77,04 + 5,77 78 + 0,625 66,27 + 7,15 0+ 31,25 94,53 + 6,41
7,81 + 0,625 84,71 + 4,86 156 + 0,625 66,93 + 8,02 313 +31,25 80,33 + 9,45
15,62 + 0,625 94,41 + 5,65 313+ 0,625 47,77 £4,28 625+ 31,25 73,23 + 6,41
32,25+ 0,625 88,23 + 7,69 625+ 0,625 35,25+ 3,68 1250 + 31,25 31,06 + 2,45
62,5+ 0,625 46,21 + 3,18
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8.5. Odredivanje genotoksi¢nog potencijala

Tabela 8.16. Rezultati komet testa za Jc-EU-P 1 PDO na A549 ¢elijama

K DMSO PDO Je-EU-P DOX
ngml 0 0 75 150 300 5 10 0 025 05 I
Rf)‘im TI (%)
I 5183 0,183 0059 8955 13.009 0,004 0223 8188 0085 0308 1311
P 3618 1222 0000 9172 19.540 4287 0000 7259  2.745 0,000  0.485
3 0432 0.146 7358 0803 1008 32527 0000 0000 8.872 0383  0.136
4 4747 4829 6728 1107 32120 0029 0074 15083  8.286 10.873 14.825
5 0616 0785 23430 13535 21924 2,069 1359 0000 6285 0,069 0,000
6 0.09 0,000 0000 0178 10259 11624 11301 0611 6,620 0,000 0.223
7 0050 13781 0000 0060 2,039 0222 1123 0079 13.056 5111 0.121
g 0414 0,037 7325 0220 0025 20908  0.609 0076 0.104 4938 10219
9 0049 5.0909 0000 0121 3573 27184 0.669 1767 0.626  2.668 20.532
10 0873 6659 8238 0000 0224 17408  0.036 0275 42789 14031  2.157
m 1047 4182 0242 0330 4155 0261 0000 0061 4831 0167 5196
2 0084 9.035  0.000 0000 3041 0,000 0000 0976 0.150 3444 13027
13 0.081 1951 0.000 0000  7.238 36498 0281 0000 4915 2328 30.100
14 5776 0014 0.136 11762 0,000 0000 1002 0000 0.055 0752  1.826
5 4245 6056 5756 0070 10.185 21641 0,034 0244 10969 0438 6437
16 0.142 0,000 1097 0003 10432 0028 0000 0325 0074 0,074 20.885
17 0074 7394 0024 0236 0029 11943 0,020 3.895 10.891 43.365 29.016
18 11664 0033 0018 5379 0465 8472 2101 0778 0025 99.771 40.680
19 0.000 14427 0.607 0000 10490 0022 1714 0097 7292 0,080 30.623
20 4527 36103 0,000  2.658 0583 0220 0,025 0.125 0000 0764 0,000
21 8179 21735 4.692 0015 0.168 0555 100.000  3.673 0000 11304 13.607
2 1159 2018 4883 1770 5101 39.566  2.103 0,099 0084  0.067 10.151
23 3058 12870 9.084 0180  3.601 22289 0,000 0022 0584 838 39.684
24 0.000 0077 0.009 20454 0023 1995 0,000 0000 0075 0284 6350
25 0.000 0,000 0286 0036 1052 0104 0249 0880 0025 1585 30.850
26 1008 0010 1837 2233 95.085 3214 6536 0000 0230 16172 37.667
27 5001 0,000 0408 0.140 40008 L1748 9417 0000 0906 1796 40.913
23 7086 0,000 0.776 27160 56384 0,000 0541 0000 0,020  2.545 39,980
29 1233 0234 3438 4122 0000 6452 0017 0215 1151 6623 0,000
30 0.050 0,000 5197 1.638 0000 0,000  0.000 0013 0339 3219 0,037
31 0018 9.885  0.000 34.660 0000 12.620  0.116 0225 0026 2.827 7.98
32 0001 5436 6.652 0872 30056 20739 1472 3381 0215 1097 18,008
33 0.129 0277 0000 7.863 0000 0067  0.080  7.369 0238 0183 32125
34 0030 0014 9492 4480 230205 2706 2569 0336 0999 3382  8.876
35 0.000 0,034 0.666 10385 26059 27.872 0,000 28209 0.167 1712 0,000
36 0.000 0,028 0015 2691 0230 4472 0,000 12770 0384 0.170 0,000
37 2257 0000 3110 0008 0614 6522 1205 0318 1002  2.568 10.167
38 0112 2116 8253 0344 0119 0022 0080 1243 0456 0000 2207
39 0022 9.185 27308 6855 0027  0.805 0,000 0000 4498 57.196 19,005
20 0.000 0,094 15156 18262 15008 6701 1511  6.725 0.109 12.874 10384
a1 0000 0.134 0000 859 0011 0495  0.000 0000 2261 6811 29.257
2 0.000 8040 0.195 0031 6626 0349 0285 1013 12.672 0491 24.372
3 0261 19.808  0.000 5525 0027 0049 0099 0000 1104 2927 5279
a4 1839 0056 1653 12200 5.793 4316 0081  0.723 20016 0376 18,088
15 0000 0226 0234 0049 7484 10465 0031 5345 5956  8.989 25.577
16 2406 10341 0225 0040 0084 0252 0806 0018 13.649 0012 0.263
47 3054 0699 0000 6463 0000 18818 0000 0.198 0100 7283  2.594
43 0000 12509 0000 0119 13.635 5173 0246 0031 0126 0,000 13,004
49 0000 0016 0000 0074 0080 0049  0.834 0049 0000 009 1539
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50 0,000 0,130 0,191 0,186 10,055 0,056 0,000 0,001 7,550 0,288 0,046
51 4,556 0,010 14,720 0,952 2,448 0,112 36,429 12,355 0,022
52 15,855 26,417 1,454 2,829 0,272 0,273 0,570 12,340 1,093
53 0,011 20,129 26,672 0,165 5,279 4,265 16,399 16,943 4,732
54 2,849 1,742 1,224 9,732 17,689 5996 24,604 0,793 1,452
55 16,714 0,769 27,112 0,109 0,815 4,766 2,449 6,348 4,447
56 4,856 0,325 0,072 0,626 0,000 0,603 8,669 27,679 4,726
57 0,430 18,421 8,945 18,656 1,067 9,670 32,317 7,921 1,524
58 0,146 0,029 28,533 16,849 7,131 0,269 1,029 2,338 9,721
59 8,853 1,873 38,542 2,786 8,306 0,417 20,376 32,045 3,352
60 16,166 8,014 1,697 1,903 22,690 20,201 12,773 5,193 19,296
61 11,211 10,676 14,050 0,371 17,132 0,043 19,574 20,228 96,100
62 1,321 8,118 2,748 5,929 17,132 10,011 0,230 9,088 0,801
63 35,043 0,000 2,506 17,429 4,093 23,313 44,198 26,842 16,154
64 5,283 7,932 0,024 0,104 19,349 3,830 5,429 3,008 2,334
65 0,376 9,568 0,000 0,034 1,285 0,405 0,231 5,404 12,825
66 32,614 6,621 3,038 4,439 0,324 0,008 5,866 17,973 16,122
67 43,843 14,537 15,812 4,009 31,645 2,414 4,964 6,794 8,131
68 0,721 0,001 13,350 0,018 2,988 17,131 8,843 28,678 27,299
69 12,027 0,433 0,000 1,309 0,029 0,901 7,313 1,758 0,201
70 5,823 0,015 9,766 0,099 15,949 0,214 0,688 0,327 20911
71 0,319 8,250 1,992 0,010 0,148 19,123 7,645 0,124 2,196
72 0,022 1,414 0,006 2,176 0,043 20,870 10,535 35,120 20,142
73 22,092 1,002 11,884 0,000 4,751 2,377 7,038 8,107 53,056
74 0,074 2,136 6,210 21,150 18,559 0,280 3,232 27,255 0,098
75 6,573 20,040 10,551 0,003 2,979 0,204 9312 51,848 19,672
76 47,776 5,845 1,081 0,000 6,115 36,220 33,303 3,274 16,546
77 18,645 4,884 43,978 0,249 3,785 0,096 5459 0,009 10,241
78 31,160 3,242 1,594 0,089 0,028 1,821 1,038 0,205 0,054
79 11,782 1,530 12,188 2,180 0,798 2478 0,228 38,355 0,129
80 22,551 0,179 8,288 2,054 0,118 3977 14,186 2,373 0,000
81 9,286 0,174 7,418 1,929 10,164 12,896 18,721 21,767 1,190
82 2,023 21,340 18,964 1,803 0,126 10,562 98,142 0,198 3,353
83 12,436 11,272 7,062 1,678 20,688 4572 7,535 0,000 1,870
84 23,234 0,002 21,128 1,552 10,642 4285 0,127 92,942 2,435
85 23,233 0,050 26,905 1,426 0,145 5353 0,351 2,833 7,238
86 12,778 0,005 0,090 1,301 21,246 1,299 6,708 21,531 61,111
87 0,000 0,125 0,349 1,175 9,646 0,261 10,963 10,806 32,353
88 0,000 0,037 24,365 1,050 5,482 0,022 0911 12,565 0,466
89 2,067 0,072 28,683 0,924 7,750 19,176 0431 6,164 0,500
90 11,266 5,175 11,881 0,798 0,883 1,735 0,236 0,000 14,017
91 9,245 0,008 4,311 0,673 12,617 4221 0,569 18,137 2,063
92 17,665 11,862 33,412 0,547 0,465 7,471 10,602 1,827 1,352
93 32,470 2,723 0,173 0,422 4,096 1,311 1,039 20,736 10,225
94 1,380 0,005 19,478 0,296 0,295 3,206 3,675 0,076 0,462
95 17,123 8,877 6,842 0,170 25,378 0,409 0,527 14,700 0,024
96 2,903 38,456 1,968 0,045 5,720 1,987 0,259 11,053 0,061
97 0,893 0,793 21,934 6,157 0,200 6,721 0,463 21,968
98 4,708 0,029 8,147 3,556 2,097 39,961 4,582 4,457
99 30,308 0,142 6,837 0,067 0,000 96,073 0,005 13,135
100 17,192 0,091 1,214 0,006 0,030 16,944 28,543 7,741
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Tabela 8.17. Rezultati komet testa za Jc-EU-P i PDO na MRC-5 ¢elijama

K DMSO PDO Jc-EU-P DOX
ng/mL 0 0 250 500 1000 125 25 50 0,05 0.1 0.2
Rf;im TI (%)

1 1,157 12,975 6265 0543 5960 0244 9874 2283 12411 20272 1,630
2 3278 46,033 0480 12.869 18.806 4,633 5916 0713 32975 1236 1,900
3 1325 29499 4562 2918 30,309 22.650 5,486 0,108 20,880 13.680 5,069
4 1598 0,047  0.885 6,746 39,049 0006 15,563 15268 10,871 0889 5982
5 23.875 0,000 1418 14,642 33,960 0480 0577 24903 7.560 33.505 7,555
6 10,619 2,858 2,530 0,008 0,014 0,104 0200 0221 35911 50,739 11,025
7 13.639 1,700 12,703 0,004 41,152 11220 0244 1,187 18877 13.879 11,498
8 15521 10,730 16,694 0,042 22821 6,087 0,150 0066 0024 6841 12,998
9 11,671 3,489 0278 17.898 0,052 0278 0,761 0,006 26,524 0562 14,496
10 9771 8,614 5744 9901 9,736 2,664 13356 21999 11575 0053 14,923
11 6,149 4324 0035 19,824 0,044 15242 11,058 1274 32392 0067 15,647
12 0,836 7.192  0.880 37,902 12.655 4,698 00937 8255 0729 0203 17.016
13 3812 12,962 6954 39326 0.122 5737 7589 11462 8522 0093 17.826
14 9054 0,006 0044 1715 1,763 2357 1,643 17.024 6975 22.889 18812
15 14208 1,855  5.639 0,069 21,854 4210 22437 1454 26237 5257 19,887
16 8866 4218  7.800 0.168 43912 2248 10522 4,754 5746 0,135 21219
17 9799 11,547 5260 30,008 10339 2385 19244 0107 9,776 16,009 21,278
18 3417 15,055 0228  0.135 38556 9,106 0,007 4230 13,060 16849 21,428
19 0499 0,772 3.192 8894  3.639 3276 3,648 20.602 0.661 22.803 21,502
20 1319 4285 2310 13,993 0,109 0258  7.137 0005 9338 14699 23,879
21 8965  0.017 26078 17.984 32.800 6,109 2.820 6321 6289 0,020 24211
22 0326 6,012 1926 0,109 17.947 2,661 9995 0032 3437 10260 24,587
23 4852 13,523 1287 0,124 1612 0045 3,559 0620 30,698 9948 24,744
24 29091 14433 0,154 8,118 35,783 2.807 4,184 22.526 8250 7.034 25,174
25 15059 3,893 0,061 2989 30,625 7.814 5,025 14805 4598 0052 25,676
26 0,000 0407 7409 9,763 23,988 5089 0441 0185 0387 31,096 25,825
27 1445 0,400 6,179 16263 33,340 8226 4542 18275 0.136 19,888 25,919
28 2961 0,092 2212 10,527 0,021 7.006 3,801 0032 14562 16262 30,821
29 3947  9.866  3.699 39,724 31.693 5866 0238 9459 25416 10297 31,623
30 16,500 11,561  4.450 16,503 12,641 3,151 4816 0034 0337 1017 32,030
31 4177 11,240 10.806 0,898 27304 0,154 3,493 0,141 16312 0058 32,20
32 7220 3.455 2435 15770 43,143 0228 6366 6294 1119 0510 32,513
33 1876 18290 8921 14,870 47,403 0,388 4931 8549 20,795 0432 33,338
34 9498 8998 0258 0,007 22447 2310 8,060 18.679 2565 58078 35,010
35 11911 15829 3,574 0,003  5.795 21,767 4497 15357 9.611 1.172 36,039
36 2333 0011 1413 29520 7.448 4542 6,180 42405 0,724 32.849 36,330
37 13.748 9,929  0.058 6316 48,019 12317 16318 11282 2946 10,633 37,531
38 8806  4.626 74061 12306 43518 4345 2508 3,705 0039 23,813 40,081
39 0117 2,585 1433 0017 26,048 2479 0041 1276 1406 1646 40,833
40 1386 3,818 19.679 3,540 17,217 0346 1,100 20,788 33.491 22.074 41,860
41 2.848 1245 14,151 33499 16,348 2.897 8575 27.658 1,628 1423 43,417
42 3438 0,035 6568 0811 16,164 2,854 4063 0155 8595 73.603 45,645
43 3353 14366 16569 14,855 0.120 0,000 10,104 19229 11,135 0665 48,748
44 6950 10,614 14030 10,755 1,799 0,023  2.897 12279 1309 0005 48,962
45 6,804 0225 20202 22,795 39.146 2905 8452 2544 0036 4620 50,063
46 5280 1,151 17322 0,700 21,280 0,008 1,554 12373 0,000 2.890 50,408
47 1705 2553 3351 0,009 1507 7.147 8303 3.819 0,153 39.515 55,144
43 12259 0376 3350 23554 6,466 0,746 0,905 11.852 1981 61,052 56,546
49 3418 1392 4,187 24110 6969 2837 4405 2159 1,508 21,568 65,623
50 5960 2,069  7.939 30,172 7.847 5118 1334 0224 9496 13,284 67.670
51 4612 8015 19759 0,797 0319 0061 1,446 3411 9,721 24381 69,587
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8.6. Odredivanje antimikrobnog potencijala in vitro

Tabela 8.18. Efekat Jc-EU-P i PDO na adheziju L. monocytogenes i C. albicans na HT-29 i
HCT116 ¢elije

L. monocytogenes

Jc-EU-P

(x10° CFU/mL) Inhibicija adhezije I (%)

Adherovano  Adherovano

Ukupan broj (kontrola) (Jc-EU-P)
HT-29 262+18 58+5 55+4
% adhezije 22,1 20,9 1=5%
HCT116 130£19 72 67
% adhezije 55,3 51,5 1=7%
PDO
(x10° CFU/mL) Inhibicija adhezije I (%)
Ukupan broj Adherovano Adherovano
(kontrola) (PDO)
HT-29 262+18 77+14 5445
% adhezije 29,3 20,7 1=29%
HCT116 130£19 18,512 7+1
% adhezije 13,7 5,2 1=62%
C. albicans
Jc-EU-P
(x10° CFU/mL) Inhibicija adhezije I (%)
Ukupan broj Adherovano  Adherovano
(kontrola) (Jc-EU-P)
HT-29 246+14 5043 2043
% adhezije 20,3 8,1 1=60%
PDO
(xlO6 CFU/mL) Inhibicija adhezije I (%)
Ukupan broj Adherovano Adherovano
(kontrola) (PDO)
HT-29 246+14 40+2 11249
% adhezije 16,2 45,5 I=-180%
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8.7. Antibakterijski efekat razlic¢itih vinskih marinada prema inokulisanoj L. monocytogenes

na juneéem mesu

Tabela 8.19. Preliminarni rezultati senzorne analize

Je-EU-K
Koncentracije 2xMIK=1% 1xMIK=0,5% 1/2xMIK=0,25% 1/4xMIK=0,125%  1/8xMIK=0,062% 1/16xMIK=0,031%
miris/ukus miris/ukus miris/ukus miris/ukus miris/ukus miris/ukus
-/~ +/- -/+ -/+ +/+ +/+
-/- -/- -/+ -/+ +/+ +/+
-/- -/- -/ + -/ + +/+ +/+
-/~ +/- -/+ -/+ +/+ +/+
-+ -/- -1+ -/+ +/+ +/+
Sm-EU
Koncentracije 2xMIK=1% 1xMIK=0,5% 1/2xMIK=0,25% 1/4xMIK=0,125%  1/8xMIK=0,062% 1/16xMIK=0,031%
miris/ukus miris/ukus miris/ukus miris/ukus miris/ukus miris/ukus
-/- -/- -/- -/ + -/- +/-
-/- -/- -/- -/+ +/+ +/+
-/- -/- -/- -/+ +/+ +/-
-/- -/- -/- -/+ -/- +/+
-/- -/- -/- -/+ -/+ -/ +

Je-EU-K+ Sm-EU (2:1)

Koncentracije 0,0625% +0,031% 0,125%+0,062% 0,25%+0,125% 0,5%+0,25%
miris/ukus miris/ukus miris/ukus miris/ukus
+/+ +/+ +/+ +/-
+/+ +/+ +/+ -/ -
+/+ +/+ +/+ -/-
+/+ +/+ +/+ -+
+/+ +/+ +/+ -/-

Prihvatljivost mirisa i ukusa oznacena je znakom ,,+*, a neprihvatljivost znakom ,,-*.
Najpre su analizirani miris i ukus pojedina¢no dodatih etarskih ulja u vino i odbarane maksimalne koncentracije svakog
od agenasa koje se mogu kombinovati — na osnovu toga je izabrano da odnos agenasa u marinadi bude Jc-EU-K:SM-

EU =2:1.
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Tabela 8.20. Efekat razli¢itih vinskih marinada na broj L. monocytogenes ATCC 19111

-1. dan 0. dan 1. dan 3. dan 5. dan 7. dan 9. dan 11. dan 13. dan 15. dan
NaCl 5.040,00 5024+0,15 5444019 5,65:027 6,094022 6,59+024 6774025 6,84£026 7,114033 7,04£031
VM 5,0£0,00 3,61+0,20 3,82+0,15 3,59+0,19 4,19+0,21 4,14+0,16 4,25+0,25 4,07+0,21 4,73+0,18 4,59+0,22
VM+] 5,0£0,00 3,71+0,18 3,47+0,22 3,30+0,22 3,46+0,25 3,32+0,18 3,28+0,21 3,44+0,18 3,57+0,23 3,04+0,26
VM+S 5,0£0,00 3,55+0,21 3,22+0,20 3,49+0,28 3,22+0,27 3,10+0,16 3,36+0,24 2,98+0,18 3,42+0,21 2,80+0,24
VM+JS 5,0£0,00 3,32+0,19 3,14+0,17 2,83+0,14 2,43+0,15 2,15+0,16 2,70+0,11 2,68+0,15 2,55+0,14 2,45+0,17
Broj bakterija je izrazen u log CFU/g.
Tabela 8.21. Efekat razlicitih vinskih marinada na broj LMB izolata

-1. dan 0. dan 1. dan 3. dan 5. dan 7. dan 9. dan 11. dan 13. dan 15. dan
NaCl 5,0£0,00 5,12+0,25 5,87+0,27 6,03+£0,26  6,82+0,35 7,19+0,38 7,26+0,32 7,56+0,37 7,43+0,40 7,26+0,30
VM 5,0£0,00 3,72+0,28 4,21+0,23  4,08+0,20 3,96+0,27 4,11+0,28 4,08+0,26 4,14+0,30 4,25+0,23 4,34+0,21
VM+] 50£0,00 327£026 4,13+0,18 3,81£022 3,77+022 3,79¢021 3,80+021 3,96£024 296£021 2,36+0.21
VM+S 5,0£0,00 3,43+0,19 4,10+0,18 4,07+0,19 4,09+0,21 4,23+0,20 3,48+0,20 3,56+0,23 2,72+0,20 3,28+0,23
VM+JS 5,0£0,00 3,62+0,23 3,92+0,19 3,58+0,26 3,74+0,23 3,35+0,20 3,29+0,27 2,74+0,22 2,64+0,19 2,98+0,22
Broj bakterija je izrazen u log CFU/g.
Tabela 8.22. Efekat razli¢itih vinskih marinada na ukupan broj AHMB

-1. dan 0. dan 1. dan 3. dan 5. dan 7. dan 9. dan 11. dan 13. dan 15. dan
NaCl 524024 5674021 50965022 7,1120,20 7,53£031 7,30£0,35 8324022 8,74+024 8714021 8,39+0,40
VM 5,240,24  3,82+0,22 4,30+0,19 4,41+0,22 4,83+0,27 4,59+0,32 5,36+0,22 4,99+0,23 6,05+0,30 6,01+0,20
VM+] 5,240,24  3,40£0,20 3,74+0,19 3,99+0,20 4,18+0,27 4,04+0,23 4,16+0,19 4,31+0,23 4,59+0,27 4,06+0,24
VM+S 524024 3,124023 3,53£027 3,14£024 3,624027 3,85+024 3,98+£0,19 4,1140,33 4,39£030 4,09+0,24
VMHIS 524024 2,77+0,14  2,69+0,1  3,0940,19 2,82+0,15 3,03£0,18 3,24+0,19 3,29+0,15 3,63£0,19 3,35+0,22
Broj bakterija je izrazen u log CFU/g.
Tabela 8.23. Efekat razlicitih vinskih marinada na broj ENT

-1. dan 0. dan 1. dan 3. dan 5. dan 7. dan 9. dan 11. dan 13. dan 15. dan
NaCl 2,540,22 3,22+0,29 4,13+0,24 4,37+0,20 5,35+0,22 5,82+0,30 6,72+0,26 6,88+0,29 6,95+0,23 7,29+0,24
VM 2,540,22  2,23+0,19  2,80+021  3,18+021  3,71£020  4,06+029 434033 423025  3,874023  4,01+027
VM+] 2,540,22  2,050,12  2,65£021  3,05:0,12  3,20+025  3,39+026  3,58£0,24  292+0,17  2,96+021  2,80+0,26
VM+S 2,5+0,22 2,36+0,20 2,46+0,15 2,54+0,22 2,85+0,13 3,11+0,28 3,22+40,26 2,70+0,27 2,75+0,21 2,95+0,24
VM+JS 2,5+0,22 2,00+0,00 2,38+0,13 2,74+0,18 2,43+0,24 2,61+0,22 2,59+0,22 2,93+0,26 2,82+0,19 2,18+0,21
Broj bakterija je izrazen u log CFU/g.
*- broj ispod granice detekcije
Tabela 8.24. Efekat razlicitih vinskih marinada na broj BMK

-1. dan 0. dan 1. dan 3. dan 5. dan 7. dan 9. dan 11.dan  13. dan 15. dan
NaCl 2,840,21  3,23028  3,56£0,25  3,87+0,13 423021  4,29+022  4,54:030 493021  5,09:023  5,59+0,21
VM 2,840,21 2358023  2,46£0,23  2,530,18  2,87+0,17  3,18+021  3,344026 333029  3,99+024  3,53%0,17
VM+] 2,840,21  2,2040,16  2,50£0,20  2,72+0,16  2,18£0,21  2,93+0,26  2,29+023  298+0,17  3,05:0,12  2,94+0,27
VM+S 2,840,21  2,10£0,15  2,13£0,21  2,57+0,19  234+0,19  2,76+021  239+021  2,61£0,25  2,74+026  2,59+0,22
VM+JS 2,840,21  2,05+0,12 2,15+0,16 2,34+0,19 2,46+0,24 2,40+0,25 2,45+0,26  2,36+0,21 2,05+0,12 2,00+0,00*

Broj bakterija je izrazen u log CFU/g.
*- broj ispod granice detekcije
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Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Motnuncanu-a __ BojaHa 1. Bacununjesuh

Opoj nHgekca 53045/2013

UsjaBrbyjem
[a je JOKTopcKa gucepTauumja nog HacnoBoMm

XeMujcka KapakTtepusauuja, aHTUMUKPOOHA U LMTOTOKCUMYHA aKTMBHOCT eTapcKor yrba W
NoCcTAECTUNALMOHOr ocTaTka Kneke (Juniperus communis L.) N HMXOBO KOMOMHOBAHO AeroBak-e
Cca KOHBEHLIMOHANHUM aHTMbnoTuumMmMa 1 LMTocTaTmumma

e pe3ynTtaTt CONCTBEHOI UCTPaXXmnBa4dKor paaa,

e [a npegnoxeHa auceprauvja y UenvHUM HW Yy gdenosBuma Huje Buna npegnoxeHa 3a
nobunjarbe O6MNo Koje gunnome npema CTyOMjCKMM Mnporpamuma Apyrux BUCOKOLLUKOMCKMX
yCcTaHoBa,

e [acy pe3ynTaTv KOPEKTHO HAaBEeAEHU U
e [la HMCaM KpLUMO/fa ayTopcka npaBa U KOPUCTMO UHTENEKTYanHy CBOjJUHY ApYrux nuua.

MoTnuc poktopaHpa

%ém Zaw/w(/f%f

Y Beorpagy, 30.11.2020.




Mpwnor 2.

U3jaBa 0 nICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNieKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa __bojaHa I1. Bacunujesuh

Bbpoj nnaekca 53045/2013

Ctyaujckm nporpam __buonoruja

Hacnoe paga __Xemujcka kapakrepusaumja, aHTUMUKPOOHA M LUMTOTOKCMYHA aKTUMBHOCT eTapcKor
yIba U MNOCTAECTUIIALMOHOr ocTaTtka kneke (Juniperus communis L.) N HUXOBO KOMOMHOBAHO
[ernoBawe ca KOHBEHLIMoHaIHUM aHTMbuoTMumMMa 1 Lmtoctatuumma

Mentop _ [Mpodh. ap burbana Hukonuh

Motnucanwu/a BojaHa 1. Bacunnjesunh

W3jaBrbyjeM fda je wtamnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA ENEKTPOHCKO] BEP3unju Kojy
cam npegao/na 3a objaBrbMBake Ha noptany AurutanHor penosutopujyma YHuBep3uteta y
Beorpapy.

[os3sorbaBam ga ce objaBe MOjU NUYHM Nodaum Be3aHu 3a gobuvjare akageMCKor 3Bama JOoKTopa
Hayka, Kao LUITO Cy MMe 1 Npe3nMe, rogmHa n MecTo pofjera 1 gatym ogbpaHe paza.

OBM NMYHM nojauy Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM cTpaHuuama aurutanHe 6Gubnuoteke, y
ereKTPOHCKOM KaTanory u y nybnvkauujama Yuusepauteta y beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

@m Zawzy’f@f

Y Beorpaay, 30.11.2020.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnumoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y urutanHu penosmtopujym
YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY AncepTrauujy No4 HacroBOM:

Xemujcka kapakTepusauuvja, aHTUMWMKPOOHA W LUMTOTOKCUMYHA aKTUBHOCT _eTapcKor  yiba W
NoCTAECTUNALUMOHOr ocTaTka Kneke (Juniperus communis L.) U hUxoBO KOMOMHOBAHO AeNoBaH-e
Ca KOHBEHLUMOHANHUM aHTUBuoTuumMMa 1 uutoctatmumma

KOja je Moje ayTopcKo aeno.

OucepTauujy ca cBuM Npunosvma npegao/na cam y enekTpoHCKOM ¢hopmaTy MorogHOM 3a TpajHoO
apxuBMparse.

Mojy goktopcky ancepTaumnjy noxpakweHy y [urutanHm penosvtopujym YHusepauteta y beorpagy
MOry [a KopucTe CBM KOju NOLTYjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeaTtnsHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HeKoMepuumjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AeNUTWN NO4 UCTMM YCrioBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AenuTU NoA UCTUM yCnoBuma

(Monmmo pa 3aoKkpyxuTe camo jedHy O LecT NOoHyheHnX nuueHum, Kpatak onuc nuueHum aar je
Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc pokTopaHpa

Y Beorpaay, 30.11.2020. @W ZOM/WC/(%ALZL




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTPUOYLM)y M jaBHO caonwitaBakwe Aena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuMH oppeheH ofg cTpaHe aytopa unvM gasaoua
nuueHue, Yak n y komepuujanHe cspxe. OBo je HajcnobogHmja o CBUX NULEHUN.

2. AytopctBO — HekomepuumjanHo. [o3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUOyuUMjy 1  jaBHO
caonwTaBame Aena, u npepage, ako ce HaBefe vMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa
unun gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He 03BOIbaBa KoMepuujanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUbyuunjy n
jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBara Unu ynotpebe gena y cBOM Aeny, ako
Ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of cTpaHe aytopa wnu dasaoua nuueHue. OBa
nvueHua He 4o3BOrbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHoOCy Ha cBe ocTarne nvueHue, OBOM
nyLEeHLOoM ce orpaHuydaBa Hajsehu obum npaea kopulheka gena.

4. AyTOpCTBO - HekomepuujarnHo — AenuTuU No4 UCTUM ycrnoBuMma. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBame,
AncTpmbyumjy 1 jaBHO caonwTaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha HauduH
oapefeH of cTpaHe ayTopa Mnv Aasaoua nuvueHUe U ako ce npepaga guctpubyupa nop UCTOoM
unn cnnyHom nuueHuomM. OBa nuueHua He Jo3BOrbaBa KomepumjanHy ynotpeby aena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUBYLMjy 1 jaBHO caoniuTaBawke
nena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa uMnu ynotpebe gena y cCBoM Aeny, ako ce HaBede unme
ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua fo3BorbaBa
KomepuujanHy ynoTtpeby aena.

6. AyTOpCTBO - genuTn nog UcTum ycnoesmma. [1o3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUBYLMjy U jaBHO
caonwTaBamwe Aena, u npepage, ako ce HaBeAe VMe ayTopa Ha HauvH ogpefneH of cTpaHe ayTopa
Unn gasaoua nuueHLe 1 ako ce npepaga auctpubynpa nog UCTOM UMM CAMYHOM nuueHuom. OBa
nvueHua [os3BorbaBa komepuwujanHy ynotpeby gena wm npepaga. CnvyHa je codTBEpPCKUM
nvueHuama, O4HOCHO NuLieHLL[amMma OTBOPEHOr Koaa.



