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JeTeKIMjoM anonTose 1 Hekpose ynorpebom Cell Death Detection ELISAPLYUS
KOMILIETA.

In Vivo je ncnuTaHa aHTUTYMOPCKa aKTHBHOCTH €KCTpaKaTa i CoKa KOpeHa
pena Ha hemmjama Ehrlich-osor acriutror kaprmaoma (EAK) uMmmanTrpannx
NMRI mumeBnma, ka0 ¥ aHTHOKCHIAHTHA U XETIATONPOTEKTHBHA aKTHBHOCT
KOJ MHTOKCHKAIIH]j€ jeTpe HHAyKoBaHe yribeH-TepTpaxiopunaoM (CCL4) xox
MHUIIEBA.

HcnnTaHa je akTHBHOCT 0caM e€KCTpaKaTa KOpeHa peHa U TO U3 ITyJIIe:
nuxinopmetancku (E1), xmopodopmckn (E2), 6yranomuu (E8) u Bomenu (E7)
n u3 coka: nuxnopmerancku (E3), xnopodopmcku (E4), 6yranonnu (E6) n
Bojenu (ES) u cok kopena pena (J9).

JIMXJIOpMETaHCKH EKCTPaKTH KOpEeHa peHa UMalli Cy HajBehu caapikaj
KaTeXH1Ha, n-XUIPOKCUOCH30€Be, CHPUHTMHCKE U rajHe KuceiuHe (mynmna, E1)
u enukarexuna (cok, E3). Xnopodopmcku excrpakr myinne (E2) umao je
BHCOK Cajipykaj KBepleTHHA 1 KeMdepoia, JIOK je COK KOpeHa peHa caapkKao
Behe KOHIEHTpanuje KaTeXHHA U TAJTHE KHCEINHE.

PesynraTtu cy mokasany CHOXHY U HECEJIEKTUBHY aHTHIIPOJIN(EPATUBHY
aKTHBHOCT XJIOPO(OPMCKHUX U ANXIOPMETAHCKHX €KCTpaKaTa U COKa KOpeHa
peHa, ca HajCHaKHHjUM JIeJoBamkeM Ha henujcke muHMje jeTpe, nojke u mryha.
Hobwujene 1Cso Bpennoct Omite cy npu HuckuM KonneHTparujama (1Csg =
3,49-28,46 ng/mL) u Bucokum pazbnaxemuma (ICso = 418-1590). Cok (J9) u
xsopoopMckr eKCTpakT coka peHa (E4) mokaszaniu cy CHaXxHY, HETIOXKEJbHY
CIOCOOHOCT MHIYKIIH]jE HEKPO3e.

ExcTpakTu 1 cOK KOpeHa peHa yTHUlaiu cy Ha noBehame OKCHIaTHBHOT
ctpeca y hemujama Ehrlich-osor aciiuraor kapiimaoma (EAK). Koa
KUBOTHEbA KOj€ Cy MPEeTPETUPaHEe COKOM KopeHa peHa (J9) u mocTTpeTrpane
xsopodopMcKkuM ekcTpaktoM mysnme (E2) u auxmopMeTaHCKHM eKCTPaKTOM
coka (E3) mocrojano je 3HauajHO moBehame aKTHBHOCTH CYTIEPOKCH]T
mucmytase (SOD), kcantul okcunase (XOD), riryTaTHOH mepokcuase
(GSHPX), rnyratron peaykraze (GR), HHTEH3UTETA JIUIIH/IHE TIEPOKCHIALIHN]E
(LPX), xao u cMameme aktuBHOCTH Katanase (CAT) u HHUBOA IIyTaTHOHA
(GSH) y hennjama EAK.

Edexru ekcTpakara 1 coka KOpeHa peHa Ha OKCHJaTUBHU CTPEC KOJ
XEMaTOTOKCHYHOT olnTehema jeTpe MHAYKOBAHOT YTIIbeH-TEeTPaxXJIOPHIOM
OmM cy MpOLCHCHN MEPEHEM TTapaMeTapa aHTHOKCHIAHTHE aKTUBHOCTH, Kao
u OroxeMujckux napamerapa ¢pyHkiuje jerpe. [IperpeTManu cokoM KopeHa
peHa, xiopodopMckuM ekcTpakToM mydine (E2) u nuxmopMeTaHCKUM
excrpaktoM coka (E3), mpe amukanuje CCla, yTunanu cy Ha 3Ha4ajHO
mosehame aktuBHOCTH CAT, SOD, GR 1 HUBoa GSH, ka0 u Ha 3Ha4ajHO
cmamee akTuBHOCTH XOD, GSHPX u unTen3urera LPX, y onHOCy Ha rpymy
KuBOTHIa MHTOKCHKOBaHY CCls-oMm. Takohe, mperpeTmMaHu ca COKOM KOpeHa
peHa, Kao 1 xJIOpo(hOPMCKUM U TUXJIOPMETAHCKUM €KCTpaKTHMa Npe
amukanuje CCly yTuianu cy Ha 3Ha4ajHO cMamberwe akTuBHOCTH ALT/AST
1 KOHILIEHTpaIHje XUIAPOKCUIIPOINHA, KOje Cy OWJIe MOBHIIICHE KOJI )KUBOTHIHA
nakoH uHTOKCcHKaruje CCls-om.

Moske ce 3aKJbY4HTH JIa j& AETEKTOBAHO CHAaXKHO U HECEJIEKTUBHO
AHTHUIPOIU(PEPATHBHO IEjCTBO iN VItro XIopoGOPMCKHX U TUXIOPMETAHCKHX
€KCTpaKaTa U COKa KOpeHa peHa, ca HEKPO30M Kao OCHOBHUM MEXaHHU3MOM
uHayKoBaHe henujcke cMpTi. Pesynraru 1o6ujeru y in Vivo HcrMTHBambUMa
yKa3aJu Ccy Ja cok kopeHa pena (J9), xmopodopmcku excrpakt mynne (E2) u
JMXJIOPMETAHCKH eKCTpakTh coka (E3) ucrosbaBajy noreHuujanty
AHTUTYMOPCKY akTUBHOCT npema hemmjama EAK, kao 1 noreHujanay
AHTHOKCHJIAaHTHY M XENaTOIPOTEKTUBHY aKTHBHOCT IpeBeHHpajyhu
ourrehema jerpe nHaykoBaHa xenaTotokcnuHuM CClg-om.
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This investigation was performed by use of dichloromethane (E1), chloroform
(E2), butanol (E8) and aqueous (E7) extracts of horseradish pulp;
dichloromethane (E3), chloroform (E4), butanol (E6) and aqueous (E5) extracts
of horseradish juice, and unaltered horseradish juice (J9). Dichloromethane
extracts had the highest content of catechin, p-hydroxybenzoic, syringic and
gallic acid (pulp, E1), and epicatechin (juice, E3). Choroform pulp extract (E2)
contained quercetin and kaempferol while gallic acid and catechin were mostly
found in the juice (J9). The results showed strong and non-selective
antiproliferative activity of chloroform and dichloromethane extracts and root
juice - highest being towards liver, breast and lung tissue cells. 1Cso values of
extracts and juice were obtained in low range of concentrations (ICso = 3,49-
28,46 pg/mL) and high range of dilutions (ICsp = 418-1590). High and
unfavorable potential of horseradish juice (J9) and chloroform juice extract (E4)
to induce necrotic cell death was detected.

Both the extracts and juice caused an increase of oxidative stress in EAC cells.
Animals pre-treated with horseradish root juice (J9) and post-treated with
chloroform pulp (E2) or dichloromethane juice (E3) extracts showed increased
activities of superoxide dismutase (SOD), xanthine oxidase (XOD), glutathione
peroxidase (GSHPXx), glutathione reductase (GR) and the intensity of lipid
peroxidation (LPx). On the other hand, catalase (CAT) activity and the amount
of glutathione (GSH) significantly decreased in EAC cells.

Effects of horseradish root juice and extracts on CCls-induced oxidative stress
were evaluated by measuring stress parameters and biochemical parameters of
liver function. Pre-treatment with horseradish root juice, pulp chloroform (E2)
and dichloromethane juice (E3) extracts, before application of CCla, led to a
significant increase in CAT, SOD, GR and GSH levels, and significantly
decreased XOD, GSHPx and LPx levels, bringing them closer to the values of
the EAC control group. Also, pre-treatment with horseradish root juice and
chloroform and dichloromethane extracts, before application of CCl4 led to
significant decrease in ALT/AST activities and hydroxyproline concentration,
which were elevated in CCls-intoxicated animals.

It could be conclude that strong and non-selective in vitro antiproliferative
activity of chloroform and dichloromethane extracts and root juice of
horseradish was detected, with necrosis as a main mechanism of induced cell
death. Obtained results suggest that the horseradish root juice (J9), as well as
pulp chloroform (E2) and dichloromethane juice (E3) extracts exert
antitumour effects on Ehrlich ascites carcinoma (EAC) and antioxidant and
hepatoprotective effects against CCls-induced liver toxicity in vivo.
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Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

1. Uvod

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je bilo ispitivanje in vitro antiproliferativne
aktivnosti ekstrakata i soka korena rena prema vecem broju ¢elijskih linija. Za in vivo ispitivanja
antitumorske i hepatoprotektivne aktivnosti upotrebljeni su ekstrakti korena rena koji su u in vitro
ispitivanjima pokazali nabolje efekte, kao i sok korena rena. Primenom te¢no-teéne ekstrakcije
izolovane su i razdvojene polarne od nepolarnih komponenti, a HPLC metodom su identifikovana
I kvantifikovana polifenolna jedinjenja prisutna u ekstraktima i soku korena rena. Dobijeni
rezultati su pokazali prisustvo razli¢itih polifenolnih kiselina i flavonoida u ekstraktima i soku
korena rena. Dihlormetanski ekstrakti korena rena imali su najveéi sadrzaj katehina, p-
hidroksibenzoeve, siringinske i galne kiseline (pulpa, E1) i epikatehina (sok, E3). Proverena je
hipoteza u kojoj ekstrakti i sok rena ispoljavaju antitumorsku aktivnost in vitro, a odreden je takode
i mehanizam celijske smrti. Antiproliferativna aktivnost ekstrakata i soka korena rena ispitana je
in vitro na tumorskim ¢elijskim linijama karcinoma grli¢a materice (HeLa), adenokarcinoma dojke
(MCF7 i MDA-MB-231), adenokarcinoma debelog creva (HT-29), adenokarcinoma pluca
(A549), adenokarcinoma prostate (PC-3), karcinoma koze (Hs 294T), karcinoma jetre (HepG2),
kao i na ¢elijskim linjama karcinoma jetre pacova (H-4-11-E) i zdravim fetalnim ¢elijskim linijama
pluéa (MRC-5). Rezultati su pokazali snaznu i neselektivnu antiproliferativhu aktivnost
hloroformskih i dihlormetanskih ekstrakata i soka korena rena, sa najsnaznijim delovanjem na
¢elijske linije jetre, dojke i pluc¢a. Sok i1 hloroformski ekstrakt soka rena (E4) pokazali su snaznu,
nepozeljnu sposobnost indukcije nekroze. Proverena je hipoteza u kojoj ekstrakti 1 sok korena rena
ispoljavaju hepatoprotektivnu aktivnost in vitro na c¢elijskoj liniji karcinoma jetre (HepG2) i
¢elijskoj liniji karcinoma jetre pacova (H-4-11-E). Hloroformski ekstrakt pulpe korena rena (E2) i
hloroformski ekstrakt soka korena rena (E4) ispoljili su citotoksi¢no delovanje prema celijskoj
liniji karcinoma jetre (HepG2), dok su ekstrakti E1, E2, E3 1 E4 delovali citotoksi¢no na ¢celijsku
liniju karcinoma jetre pacova (H-4-11-E). Proverena je, takode, i hipoteza u kojoj ekstrakti i sok
korena rena ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost u ¢elijama Erlich-ovog ascitnog karcinoma in vivo.
Ekstrakti 1 sok korena rena su davani eksperimentalnim Zivotinjama kao pretretman, tretman 1
posttretman. Ekstrakti i sok korena rena ispoljili su razli¢ite efekte na rast tumora. Najvece
smanjenje broja ¢elija tumora uoceno je u grupama Zzivotinja koje su kao posttretman dobijale
hloroformski ekstrakt pulpe korena rena (E2) i dihlormetanski ekstrakt soka korena rena (E3).
Navedeni ekstrakti uticali su na promene aktivnosti antioksidantnih enzima, $to moze biti

posledica indukcije oksidativnog stresa u ¢elijama EAK. Pretretman sa sokom korena (J9) sprecio
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je rast tumora i uticao na promenu antioksidantnog statusa celija EAK. Proverena je hipoteza u
kojoj ekstrakti i sok korena rena ispoljavaju antioksidantnu i hepatoprotektivnu aktivnost u in vivo
oksidativnom stresu indukovanom CCls-om kod eksperimentalnih Zivotinja. Hloroformski
ekstrakt pulpe korena rena (E2), dihlormetanski ekstrakt soka korena rena (E3) i sok korena rena
(J9) su pokazali da mogu da preveniraju oSteCenja jetre smanjenjem oksidativnog stresa

idukovanog hepatotoksi¢nim CCls-om.
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2. Opsti deo

U ovom poglavlju bic¢e predstavljeni: botani¢ki opis rena, sekundarni meraboliti biljaka —
glukozinolati (specifi¢ni za familiju Brasicaceae) i polifenolna jedinjenja, oksidativni stres i

antioksidantna zastita i proces apoptoze.
2.1. Ren, Armoracia rusticana (G. Gaertn, B. Mey & Scherb.)

Ren je snazna viSegodi$nja biljka koja se koristi vise od 2.000 godina. Jedan od prvih naziva
za ren po Dioskoridu je bio Sinapi persicum ili Persicum sinapi (1, 2). Tokom XVI1 i XVII veka
koristili su se sledeci nazivi: Raphanus vulgaris, Raphanus rusticanus i Raphanus sylvestris. Carl
Line (XVIII vek) je u upotrebu uveo naziv Cochlearia armoracia (2), dok je nau¢no ime rena —
koje je i danas u upotrebi — izvedeno iz generi¢kog naziva Armoracia, bilo Armoracia rusticana,

uvedeno od strane Gaertnera, Meyera i Scherbiusa (1800. godina) (3).

Marcus Porcius Cato u delu De Agri Cultura opisuje gajenje ,,rotkve”, koja se koristila kao
hrana 1 lek kod romanskih naroda. Gajus Plinius Secundus preporu€uje upotrebu sveze rendanog
rena kao digestiva posle teskog obroka. Gréki filozof Dioskorid u delu De Materia Medica
spominje biljku Sinapis persicum ili divlju rotkvu, ¢iji se tanak i dugacak koren koristio kao
diuretik (1), a sveze rendan kao digestiv posle teskog jela (4, 5). U Xl veku, u nemackim knjigama
o lekovitom bilju, preporucuje se ren pomesan sa toplim vinom ili vodom za tretman bolesti pluca,
kao i za leCenje bolesti srca (6). Pominje se, takode, da je ren dobar lek za temperaturu, bolove,
zubobolju i za snizavanje visokog krvnog pritiska, a preporucuje se i za tretman digestivnih
problema, infekciju urinarnog trakta, bronhitisa, i kao baktericid (6). U XVII veku najcesca
upotreba rena kao leka je bila protiv skorbuta, jer je veoma bogat vitamonom C (6), kada pocinje
da se koristi i kao dodatak jelima (7). Jak ukus rena je danas veoma cenjen kao zacin za meso i

ribu, a koristi se i kao zamena za veoma skup vasabi (wasabi) (6).
2.1.1. Botanicki opis

Rod Armoracia pripada familiji Brassicaceae, koju ¢ini oko 340 rodova sa vise od 3.350
vrsta (8). Rodu Armoracia pripadaju tri vrste: A. Macrocarpa, A. Rusticana i A. Sisymbrioides,
koje imaju afinitet prema vlaznim staniStima 1 razmnoZavaju se rizomima. Nisu pronadena

prirodna stanista rena, tako da se danas moze naci samo u uzgoju (9).
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Ren (Slika 2.1.) je visegodiSnja izdrzljiva biljka, koja raste u visinu do 120 cm. Listovi su
dugi, ovalno izduzeni, uZzi pri osnovi i rastu do duzine od 30 do 100 cm. (3, 9). Stablo rena je jako
I iz njega direktno rastu listovi, talasastog oboda, pri dnu sakupljeni u rozetu. Nizi listovi imaju
kratke drske sa celim ili nazubljenim obodom, dok su visi listovi kopljastog oblika sa tupim vrhom,
Cesto nazubljenog oboda. Najvisi listovi su linearni sa celim obodom (10). U prirodnom okruZenju
ren veoma obilato cveta do sredine avgusta (11). Shehata i saradnici su uo¢ili da ren stvara brojne
mirisne belozute cvetove, Koji su smesteni na 5-7 cm dugim peteljkama, skupljeni u racemozne
cvasti. Cvetovi rena imaju po 4 ¢asi¢na i kruni¢na listi¢a i 6 prasnika. Beli ¢aSi¢ni listi¢i su dugi
oko 3 mm, sa belim membranoznim ivicama, a kruni¢ni listi¢i su dugi 5—7 mm. Unutra$nji prasnici
su dugi 2,5 mm, a spoljasnji 1,5 mm, zig je Sirok, okrugao i dvodelni. Plod rena cine parne i
uspravne ljuske, duzine 4-6 mm (3). Ren ne stvara ili stvara vrlo malo semena (najvise 6 po
kapsuli) (9). Seme je glatko, braon boje (3). Vecina botanicara je uocila da ren veoma retko stvara
ziva semena I sve do ranog XX veka smatralo se da je biljka visoko sterilna (2). Ren se bespolno
razmnozava sadenjem adventivnih pupoljaka korena, od roda prethodne godine (12). Korenski
sistem rena (Slika 2.2.) ¢ini dug, cilindri¢ni glavni koren, koji se suzava i raste do dubine oko 60
cm (moze i do 3-4 metra) i bo¢no u Sirinu do 1 metar sa nekoliko tankih bo¢nih korenova

formiranih oko glavnog korena (3).

Slika 2.1. Ren Slika 2.2. Ren — koren

Ukusa je ljutog i toplog i izaziva osecaj pecenja na jeziku. Bez mirisa je, ali prilikom

struganja razvija poseban ljut miris koji izaziva jako suzenje (13).

Ren se uglavnom gaji u Severnoj Americi i Evropi, najvise u Nemackoj, Madarskoj i

Poljskoj (3). U Srbiji, narocito u VVojvodini, odavno se sakupljao divlji ren, posebno ekotip zvani
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»Novosadski”, koji je bio veoma trazen i cenjen na Austrougarskom dvoru, zbog svog izuzetnog
kvaliteta (14).

2.1.2. Fitohemijski sastav

Ispitivanja fitohemijskog sastava rena upucuju na prisustvo glukozinolata i polifenolnih

jedinjenja u ekstraktima i soku korena rena.
2.1.2.1. Glukozinolati (GLS)

Glukozinolati su sekundarni metaboliti biljaka i zastupljeni su u Sesnaest botani¢kih porodica
reda Capparales, od kojih je za ishranu ljudi najznacajnija porodica Brassicaceae (15). Po
hemijskoj strukturi, glukozinolati su p-tioglukozid-N-hidroksisulfati, kod kojih su glukoza i
sulfatna grupa vezane na aglikon, koji se sintetise iz amino-kiselina (Slika 2.3.) (16, 17, 18). Do
sada je identifikovano oko dve stotine razli¢itih glukozinolata, koji su klasifikovani u tri grupe, na
osnovu razlika u strukturi amino Kiselinskih prekursora: alifaticni, aromati¢ni i indolni

glukozinolati (19).

/S—Glukoza

R—C
NN—O0— SOy
B. C.
s— Glukoza @ _S— Glukoza
- - CH,—CH,—C
CH,= CH—CH,—C —Ch,
’ * 'N\N—o0—s05 N\N—0—80y

Slika 2.3. Osnovna struktura glukozinolata (A), sinigrin (B) i glukonasturtiin (C). R, promenljivi

boé¢ni lanac.

Alifati¢ni glukozinolati vode poreklo od alanina, leucina, izoleucina, valina i metionina, dok

indolni i aromati¢ni glukozinolati poti¢u od triptofana i fenilalanina ili tirozina. Biosinteza
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glukozinolata se odvija u tri nezavisna stepena: produzavanje boc¢nog lanca, formiranje

glukozinolatnog jezgra i sekundarne modifikacije (Slika 2.4.) (20, 21, 22).

NH,
2
NADPH + O NADPH + O HO™ O~ CISTEIN R 5\/]\
T COOH
N\

R ~COOH RW K, ACINITRO K'
\]/ | JEDINJIENIE
NH, N cYPs3

CYP79 HO™

AMINOKISELINA ALDOKSIMIN R\\ . ALKIL
SN TIOHIDROKSIMAT
~

o -

OH

NITRIL-OKSID

C-S lyase

PAPS UDPG

RYS—G\u ), RTS—Glu RTSH

N . N
“0-50;  DESULFOGLUKOZINOLAT o UDPG- TIOHIDROKSIMAT

SULFOTRANSFERAZA GLUKOZILTRANSFERAZA
GLUKOZINOLAT DESULFOGLUKOZINOLAT

OH

TIOHIDROKSIMIENA
KISELINA

UDPG- URIDIN DIFOSFAT GLUKOZA
PAPS- 3'- FOSFADENQYIN 5'- FOSFOSULFAT

Slika 2.4. Biosinteza glukozinolata

Produzavanje lanaca alifaticnih i1 aromati¢nih amino-kiselina pocinje dodavanjem
metilenske grupe u njihove lance. Pocetna amino-kiselina podleze transaminaciji, dajuéi
odgovarajuc¢u a-keto kiselinu. Ona se zatim kondenzuje sa acetil-CoA, podleze izomerizaciji i
oksidativnoj dekarboksilaciji, pri ¢emu nastaje a-keto kiselina, sa jednom metilenskom grupom

vise u odnosu na pocetnu amino-kiselinu (23).

Formiranje glukozinolatnog jezgra pocinje konverzijom amino-kiseline u aldoksim, uz
aktivnost citohroma P450 (CYP79 familija) (24). Aldoksim prelazi u aktiviranu komponentu, uz
aktivnost enzima CYP83 familije (25), koja se zatim konjuguje sa glutationom i nastaje S-alkil-
tiohidroksimat (26). On uz aktivnost C-S lijaze daje tiohidroksimat (27), iz koga u reakcijama

glikozilacije i sulfatacije nastaje osnovna glukozinolatna struktura.

Sekundarna modifikacija osnovne glukozinolatne strukture se deSava na bo¢nom lancu i
ukljucuje reakcije oksidacije, hidroksilacije, metoksilacije, desaturacije, sulfatacije i glikozilacije
(28).

Glukozinolati su bioloski inertni glukozidi, ali u situaciji kada dode do ostecenja biljnog
tkiva tokom branja, mehanickog oste¢enja, zvakanja, ili pod uticajem StetoCina, glukozinolati
hidrolizuju pod dejstvom enzima mirozinaze do izotiocijanata, tiocijanata, nitrila, goitrina i
epitionitrila, u zavisnosti od pH vrednosti i drugih faktora (29). Izotiocijanati su glavni produkti
hidrolize mirozinazom koji daju specifi¢an opor ukus i miris biljkama familije Brassicaceae (16,

30). Glukozinolati uneti u organizam putem hrane brzo hidrolizuju pod dejstvom mirozinaze u
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tankom crevu ¢oveka. Ukoliko kuvanjem dode do deaktivacije mirozinaze u hrani, glukozinolati

hidrolizuju u debelom crevu pod uticajem bakterijskih enzima (30).
GSL profil rena

Studije su pokazale da upotreba glukozinolata i njihovih razgradnih produkata izotiocijanata
(ITC) u ishrani moze da smanji rizik od nastanka malignih i drugih bolesti kod ljudi (31).
Fitohemijski sastav rena je slabo poznat (32). Redovnikovi¢ i saradnici su analizom listova rena
RP-HPLC metodom (engl. reversed phase high performance liquid chromatography) pokazali da
alifaticni GSL (sinigrin) ¢ini vise od 80% ukupnih GSL (33), dok su glukonasturtiin,
glukobrazicin, 4-metoksiglukobrazicin i 4-hidroksiglukobrazicin, nadeni u manjoj koli¢ini. Li i
Kushad su takode metodom RP-HPLC utvrdili da se u korenu i listovima rena koncentracija GSL
kretala od 2 do 296 pmol/g suve mase, pri ¢emu je sinigrin ¢inio oko 83% ukupnih GSL,
glukonasturtiin 11% i glukobrazicin 1%. (32). Agneta i saradnici su upotrebom LC-ESI-FTICR-
MS (engl. liquid chromatography (LC) with electrospray ionization (EIS) and fourier-transform
ion cyclotron resonance mass spectrometry (FTICRM)) metode, u soku rena identifikovali
Sesnaest razlicitih pikova, koji odgovaraju razli¢itim glukozinolatima: glukoiberin, sinigrin,
glukonapin, glukokohlearin, glukokonringianin, glukosativin, glukoibarin, 4-
hidroksiglukobrazicin, 5-hidroksiglukobrazicin, glukobrazikanapin, glukotropeolin,
glukobrazicin, glukonasturtiin, 4-metoksiglukobrazicin i glukoarabisirsutain, kao tipi¢éne GSL koji
se spominju u literaturi (34). Povrée iz familije Brassicaceae sadrzi 0,5-28 umol
alifati¢nih/aromati¢nih GSL/g suve mase i 0,7—8 umol indolnih GSL/g suve mase (35). Smatra da
su alilizotiocijanat (AITC) i 2-feniletil ITC (PEITC) najzastupljenije ITC komponente u korenu

rena, te da je dnevni unos AITC manji od 1 mg/dan (priblizno 10 pg/kg telesne mase).
Izotiocijanati

Najznacajniji produkti hidrolize GSL su izotiocijanati (R-N-C-S), koji sadrze -NCS grupu i
boc¢ni lanac —R (36). Zbog —NCS grupe, a posebno njenog C atoma, izotiocijanati imaju
elektrofilna svojstva i veoma lako reaguju sa nukleofilnim molekulima, $to moze biti osnova
njihovog farmakoloskog delovanja. Na elektrofilnost ITC utice i bo¢ni lanac (—R), koji moze
uticati na sterne efekte elektrofilnog C atoma (37). Izotiocijanati su stabilniji u kiseloj sredini nego

u neutralnoj ili baznoj sredini, zbog reakcije sa hidroksilnom grupom vode (38).

Kada se unesu u organizam, ITC se iz gastrointestinalnog trakta apsorbuju u krv pasivnom

difuzijom (reverzibilno se vezuju za slobodne tiolske grupe proteina plazme). lzotiocijanati brzo
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difunduju kroz ¢elijsku membranu u ¢eliju, gde se konjuguju sa intracelijskim tiolima, kao $to je
glutation (GSH), putem —NCS grupe, uz aktivnost enzima glutation-S-transferaze (GST).
Farmakoloski efekat ITC zavisi od njihove intracelularne koncentracije (39), koja ne zavisi samo
od koli¢ine difundovanog ITC u ¢eliju, nego i od koli¢ine ITC konjugata koji izlaze iz ¢elije (40).
Izotiocijanati se primarno metaboliSu merkapturinsko kiselinskim putem. Posle konjugacije sa
GSH, enzimskom modifikacijom nastaju ITC metaboliti kao $to su: ITC-N-acetilcistein, ITC-

cistein, ITC-cisteinilglicin, koji se ekskretuju iz organizma putem urina (41).
2.1.2.2. Polifenoli

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka i ¢ine veliku grupu od preko 8.000 jedinjenja
(42). Poseduju aromati¢ni prsten na kome se nalazi jedan ili vie hidroksilnih supstituenata. Mada
je hidrofobna fenolna grupa zajednicka svim polifenolima, glikozilacija sa Seerima kao $to Su
glukoza, ramnoza, galaktoza i arabinoza ih ¢ini vodorastvornim (43). Polifenoli se sintetiSu
poluacetatnim i fenilpropanoidnim putem sa Sikimi kiselinom kao intermedijerom (44).
Polifenolne komponente su podeljene u vise od deset tipova u zavisnosti od njihove hemijske

strukture.
Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su jedinjenja koja sadrze najmanje jednu fenolnu i jednu karboksilnu grupu.
Mogu biti derivati benzoeve (p-hidroksibenzoeva, galna, vanilinska, prokatehinska i siringinska)

(Slika 2.5.) i cimetne (p-kumarinska, sinapinska, kafena i ferulna) kiseline (Slika 2.6.).

COOH R=R’=H: p-hidroksibenzoeva kiselina
J\ R-R’-OH: galna kiselina
) R=R’=0CHGa: siringinska kiselina
R . R R=0H, R’=H: protokatehinska kiselina
OH

R—-OCHj3, R’—H: vanilinska kiselina

R—H: salicilna kiselina

LI R=0H: genistinska kiselina
= 'x..R

Slika 2.5. Hemijske formule derivata benzoeve kiseline
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R=R’=H: p-kumarinska kiselina

R
>:\ R=R’=0CHs: sinapinska kiselina
HO—( ) —CH=CH-COOH  R=OH, R’=H: kafena kiselina
R’ R=0CHj5; R’=H: ferulna kiselina

Slika 2.6. Hemijske formule derivate cimetne kiseline

One nastaju kondenzacijom S$ikimi kiseline sa fosfoenolpiruvatom, pri ¢emu nastaje
horizminska kiselina. Daljim reakcijama dekarboksilacije, transaminacije i deaminacije nastaju
cimetna i hidroksicimetna kiselina. Reakcijama hidroksilacije i metoksilacije nastaju derivati
cimetne kiseline (45). Unos fenolnih kiselina u organizam putem hrane krec¢e se oko 210 mg/dan,
pri ¢emu oko 90% <&ini kafena kiselina. Kafena kiselina je najznacajniji predstavnik
hidroksibenzoevih kiselina i uglavnom je prisutna u formi hlorogenske kiseline, kao estar kafene
I kininske kiseline (46). Brojne in vitro studije ukazuju na potencijalnu antikarcinogenu aktivnost
polifenolskih kiselina. Kafena kiselina se moze ponasati i kao hemosenzibilizator, koji povecava
osetljivost maligno transformisanih celija prema hemoterapeutskom agensu (47). Mehanizam
delovanja kafene kiseline moze se ispoljiti kao inhibicija enzimske aktivnosti (glutation-S-
transferaza, ksantin oksidaza (XOD)), antitumorska aktivnost, antiinflamacijska aktivnost,
promena celijskog odgovora na slobodne radikale i dr. (48, 49). In vivo studije su pokazale da
fenolne kiseline mogu posedovati i antikarcinogenu i karcinogenu aktivnost. Unos kafene kiseline
tokom duzeg perioda je pokazao karcinogeni efekat, pri ¢emu je karcinogena/antikarcinogena
aktivnost kafene kiseline dozno zavisna. Kafena kiselina moze da osteti DNK putem produkcije
H20: (50).

Derivati galne kiseline — galati, deluju kao antioksidanti (neutralisu reaktivne kiseoni¢ne
vrste (ROS)) i moc¢ni hvataci peroksinitrila. Alkil-galati mogu da inhibiraju neke prooksidantne
enzime ukljucene u produkciju ROS: XOD, lipoksigenazu-1, superoksid dismutazu (SOD) i dr.
Galati takode mogu selektivno da inhibiraju proliferaciju, nastanak metastaza i anti-apoptotske i

angiogene procese u maligno transformisanim ¢éelijama (51, 52).

Ferulna kiselina je prirodni antioksidant i hemopreventivni agens, $to je pokazano u brojnim
in vivo studijama (53, 54). Ferulna kiselina davana u dozi od 100 mg/kg muZzjacima pacova soja
F344 povezana je sa znac¢ajnim povecanjem aktivnosti glutation-S-transferaze i hinon reduktaze u
jetri i mukozi kolona, ukazujuéi na indukciju detoksikujucih enzima i blokiranje karcinogena (55).

Hlorogenska kiselina moze da inhibira potencijalne mutagene i karcinogene reakcije in vivo.
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Takode, moze da inhibira in vitro formiranje DNK adukta, 8-hidroksideoksigvanozina
indukovanog lipidnom peroksidacijom (56).

Antioksidantni potencijal fenolnih kiselina zna¢ajno varira u zavisnosti od broja hidroksilnih
grupa u benzenovom prstenu, a proporcionalan je broju elektron-donorskih supstituenata, kao i
stepenu stabilizacije (broju rezonantnih struktura) nastalih slobodno-radikalskih intermedijera.
Antioksidantni kapacitet hidroksicimetnih kiselina, meren in vivo, pokazao je slede¢i odnos:
kafena>ferulna>p-kumarinska kiselina (57). Hidroksicimetne Kkiseline poseduju sposobnost
hvatanja reaktivnih azotnih vrsta (58). Fenolne kiseline mogu uticati na apoptozu tumorskih ¢elija,
tako kafena kiselina indukuje apoptozu c¢elija humanog karcinoma dojke MCF-7, aktivacijom
proapoptotskih faktora, kao $to su Fas, Bax protein i kaspaze (59). Polifenolne kiseline poseduju
antimetastatski efekat, tako fenetil estar kafene kiseline suprimira mobilizaciju kod ¢elijske linije

adenokarcinoma pluc¢a A549 (60).
Flavonoidi

Flavonoidi su podklasa fenola, sa preko 4.000 razli¢itih jedinjenja. Osnovu strukture
flavonoida ¢ini flavonsko jezgro, odnosno 2-fenilhromon (2-feni-benzo-y-piron) (Slika 2.7.) sa 15
ugljenikovih atoma postavljenih u tri prstena (C6-C3-C6), koji su oznaceni kao A, B i C. Veliki
broj flavonoida nastao je razli¢itim kombinacijama multiplih hidroksilnih, metoksi ili O-
glikozidnih supstituenata na flavonskom jezgru. Flavonoidi su podeljeni u Sest grupa: flavoni,
flavonoli  (kvercetin, kemferol i miricetin), flavanoni, flavanoli (katehin, epikatehin,
epigalokatehin, epikatehin galat, epigalokatehin galat), izoflavoni, antocijanidini, u zavisnosti od
oksidacionog stanja centralnog (C) piranskog prstena, rasporeda supstituenata i polozaja fenil
grupe (Slika 2.8.) (61, 62).

Slika 2.7. Osnovna struktura flavonoida
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Slika 2.8. Hemijske strukture flavonoida

Kontrola ¢elijskog ciklusa, ¢elijskog rasta i ¢elijske proliferacije od strane flavonola je vazan
antikarcinogeni mehanizam. Kvercetin primenjen u opsegu koncentracija 50 -200 uM inhibira
¢elijsku vijabilnost, blokira celijski ciklus u S fazi i indukuje apoptozu kod HT-29 i drugih
humanih celijskih linija karcinoma kolona (63). Kvercetin poseduje i karcinogeni efekat; tako
davan u dozi od 2,5 g/kg hrane u ishrani zenki pacova soja AIC, tokom osam meseci, doveo je do
nastanka karcinoma dojke i pokazao trend povecanja incidence tumora (64). Nasuprot ovim
studjama, druge su pokazale da je kvercetin nekarcinogen u fazama inicijacije i promocije

karcinoma mokracovoda kod muzjaka pacova soja F344 (55).

Izoramnetin (3’-metoksi-3,4’,5,7-tetrahidroksiflavon) je najces¢i metabolit kvercetina,
takode poznat i kao 3’-O-metilkvercetin, koji ispoljava antiinflamacijsku i antiproliferativnu
aktivnost prema brojnim karcinomima, kao $to je karcinom Zeluca, koze i plu¢a (65, 66). Rezultati
Kima i saradnika pokazali su da izoramnetin ispoljava antikarcinogeni efekat na celijama
karcinoma koze, inhibiraju¢i epidermalni faktor rasta (EGF) nastao malignom transformacijom
¢elija (67). Brojne studije ukazuju da izoramnetin ispoljava hemopreventivni efekat prema
tumorima, kardiovaskularnim bolestima, Alchajmerovoj bolesti, itd. Pomenute studije su potvrdile
da je antioksidantni efekat najznacajniji mehanizam hemopreventivnog delovanja izoramnetina
(68). Izoramnetin je in vitro pokazao citostatski efekat prema celijskim linijama ezofagealnog
skvamoznog karcinoma, pri ¢emu je 1Csp vrednost iznosila 40 + 0,08 pg/mL izoramnetina tokom
48 sati (69).
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Katehini

Strukturu katehina ¢ine dva benzenova prstena i heterociklus 3-OH-dihidropiran sa dva
hiralna centra na C2 i C3, tako da postoje 4 dijastereoizomera: dva u trans konfiguraciji — katehin

i dva u cis konfiguraciji — epikatehin (Slika 2.9.), koji su u biljci konjugovani sa galnom kiselinom.

°. oy OH
+) ) ) "

+) KATEHIN +) EPIKATEHIN

OH OH
HO, HO,
%, O OH g O OH
HOLJQ/ Ho*'L;Q/
OH OH
() KATEHIN () EPIKATEHIN

Slika 2.9. Struktura katehina i epikatehina

Katehini poseduju antimikrobnu aktivnost i inhibiraju karcinogenezu u kozi, plué¢ima,
ezofagusu, zelucu, jetri, tankom crevu, kolonu, mokra¢noj besici i dojci (70). Rezultati in vivo
studija sa katehinima sli¢ni su onima iz in vitro studija, kada su u pitanju prevencija ili kontrola
maligne transformacije. Studija na pacovima soja F344 pokazala je da katehin davan u
koncentraciji od 1% u hrani, smanjuje incidencu karcinoma tankog creva za 1%, ali povecava
incidencu karcinoma jetre za 0,1% (71). Najces¢i oblik katehina, epigalokatehin, poseduje
antioksidantnu, imunomodulisucu i antimikrobnu aktivnost (72, 73, 74). Katehini interreaguju sa
ROS.

Polifenolna jedinjenja ispoljavaju antiinflamacijske, antioksidantne, antimutagene,
antikarcinogene efekte, a dovode i do promene aktivnosti enzima (75). Veliki interes za ispitivanje
efekata polifenolnih jedinjenja bazira se na njihovoj antioksidantnoj i antikarcinogenoj aktivnosti.
Veruje se da su polifenoli antikancerogeni agensi zbog toga Sto su antioksidanti, ali direktna
povezanost jo§ uvek nije dokazana. Antioksidantna aktivnost polifenola bi se mogla objasniti
¢injenicom da mogu da doniraju vodonikove atome i uklanjaju slobodne radikale, pri cemu nastaje
fenoksi radikal, koji je rezonantno stabilizovan i manje reaktivan (76). Smatra se da polifenoli
mogu delovati i kao indirektni antioksidanti putem inhibicije redoks osetljivih transkripcionih
faktora kao $to su NF-«B i aktivator-1 protein (AP-1), inhibicijom prooksidantnih enzima kao sto
su azot oksid sintaza, lipoksigenaza, ciklooksigenaza i XOD, ili indukcijom antioksidantnih

enzima faze II, kao $to su glutation-S-transferaza i SOD (77). Hemopreventivna uloga polifenola,
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posebno epigalokatehin-galata (EGCG), ostvaruje se putem indukcije apoptoze. In vitro
apoptotska aktivnost polifenola moze biti upotrebljena kao skrining za procenu potencijalne

antikarcinogene aktivnosti polifenola (78).

Mehanizmi antioksidantne aktivnosti fenolnih jedinjenja zasnivaju se na uklanjanju
slobodnih radikala, suprimiranju formiranja slobodnih radikala inhibicijom nekih enzima ili

heliranjem metala prisutnih u tragovima uklju¢enih u nastanak slobodnih radikala (79).

Fenolna jedinjenja (FOH) deluju kao akceptori slobodnih radikala, a lanc¢ane reakcije
oksidacije lipida i drugih molekula prekidaju doniranjem atoma vodonika radikalima (R):

R+ FOH — RH + FO-

Intermedijerni fenoksi radikal (FO-) je relativno stabilan zbog rezonantne strukture, ali moze
reagovati sa drugim slobodnim radikalima i zaustaviti lan¢anu reakciju:

FO- + R- - FOR

Fenolne kiseline derivati cimetne kiseline imaju bolju antioksidantnu aktivnost od fenolnih
kiselina koje su derivati benzoeve kiseline, jer postoji direktna veza izmedu strukture fenolnih
kiselina i njihove antioksidantne sposobnosti (80).

Pored antioksidantne sposobnosti, pojedine fenolne komponente sa dihidroksilnom grupom
mogu konjugovati prelazne metale i tako prevenirati formiranje slobodnih radikala. Joni metala
Cu?* i Fe?* mogu da reaguju sa vodonik-peroksidom i Fentonovom reakcijom formiraju hidroksil
radikal. Kateholi i galati mogu da inhibiraju formiranje kiseoni¢nih radikala indukovanih metalima
putem koordinativnog vezivanja Fe?* ili stvaranjem neaktivnog kompleksa sa jonima Cu?* i Fe?*
(81).

Neki fenolni antioksidanti mogu pokrenuti proces autooksidacije i ponasati se kao
prooksidanti (82) pod odredenim uslovima. Umesto da prekine lan¢anu reakciju slobodnih radikala
reagujuci sa drugim radikalom, fenoksi radikal moze da stupi u interakciju sa kiseonikom i da

proizvede hinon (F=0) i superoksid anjon radikal (O2 ") (79).
FO-+ 02— F=0+02""

Fenolni antioksidanti se mogu ponaSati kao prooksidanti pod uslovima koji favorizuju
njihovu autooksidaciju (visok pH sa visokim koncentracijama jona prelaznih metala u prisustvu
molekula kiseonika). Mali fenoli, poput kvercetina i galne kiseline, mogu lako da oksiduju i ispolje

prooksidantnu aktivnost (83).
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2.2. Reaktivne kiseoni¢ne i azotne vrste

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) i reaktivne azotne vrste (RNS) mogu biti hemijske
strukture koje su sposobne da nezavisno egzistiraju, mogu da poseduju jedan ili viSe nesparenih
elektrona i mogu veoma lako da reaguju sa drugim molekulima, kao i sa kiseonikom. Uopsteno,
ROS/RNS nastaju kao nusprodukti ¢elijskog metabolizma i jonizujuceg zracenja, i to uglavnom
sledece Cetiri vrste: superoksid anjon radikal (O27), vodonik-peroksid (H202), hidroksil radikal
(OH), i singletni kiseonik (*O2). Ostale bioloski vazne ROS su lipidni hidroperoksid (ROOH),
lipidni peroksi radikal (ROO) i lipidni alkoksi radikal (RO"), koji su povezani sa membranskim
lipidima. Azot monoksid (NO), azot dioksid (NOz), i peroksinitril (ONOO-) pripadaju grupi
reaktivnih azotnih jedinjenja. Tiol radikal (RS‘) sa nesparenim elektronom na atomu sumpora po
svojim svojstvima se moze uvrstiti u ove grupe jedinjenja (84, 85). Ove reaktivne vrste regulisu
mnoge puteve prenosenja signala, direktno ili modifikacijom strukture proteina, transkripcionih
faktora i gena, menjajuéi njihovu funkciju. ROS su ukljuc¢ene u signalizaciju ¢elijskog rasta i
diferencijacije, regulaciju aktivnosti enzima, medijatori su inflamacije putem stimulacije
produkcije citokina i eliminacije patogena i stranih Cestica. Najvaznije reaktivne vrste u vecini
bolesti su derivati kiseonika, naroc¢ito superoksid anjon radikal i hidroksil radikal, koji mogu
nastati endogenim ili egzogenim putem. Oni su veoma reaktivni i mogu dovesti do ostecenja celija

i narusavanja homeostaze, deluju¢i na DNK, proteine, ugljene hidrate i lipide (86).
2.2.1. Produkcija ROS i RNS

ROS i RNS nastaju u toku osnovnih metabolickih procesa u organizmu ili pod dejstvom
spoljnih izvora (87). ROS i RNS mogu nastati u celijskoj membrani (lipoksigenaza,
ciklooksigenaza i NADPH oksidaza), mitohondrijama elektron transportni lanac, koenzim Q,
NADPH dehidrogenaza), mikrozomima (elektron transportni lanac, citohrom P450, citohrom bs),
peroksizomima (oksidaze, flavoproteini) ili aktivnoscu i/ili modifikacijom nekih drugih ¢elijskih
komponenti (hemoglobin, ksantin oksidaza, flavin) (88). Mitohondrije predstavljaju najvazniji
intracelularni izvor ROS. Od ukupnog kiseonika koji mitohondrije koriste, 0,2—2% se usmerava
na formiranje ROS, uglavnom na nivou kompleksa I i I11 respiratornog lanca (89).

Spoljni izvori nastanka ROS mogu biti: zracenje (UV, X-zraci, mikrotalasi) i zagadenje
(vazduh — usled prisustva azbesta, hlora, toluena; voda — prisustvo hloroforma, sagorevanje
organskih materija, prisustvo rastvaraca). Ishrana takode moze biti uzrok nastanka ROS zbog

prisustva aditiva, kao i alkohol, pesticidi, unos lekova i toksina.
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Superoksid anjon radikal (O2°) nastaje dodavanjem jednog elektrona kiseoniku, i to na vise
nacina: u prisustvu prelaznih metala kao $to su gvozde i bakar, u elektron transportnom sistemu
na unutra$njoj membrani mitohondrija (90), od strane ¢elija vaskularnog endotela, kao i od strane

fagocitnih celija.

Vodonik-peroksid (H202) sam po sebi nije slobodan radikal posto nema nesparenih
elektrona, ali je prekursor slobodnih radikala kao Sto je peroksi radikal, hidoksil radikal i
superoksid anjon radikal. Vodonik-peroksid nastaje auto-oksidacijom redoks ksenobiotika, kao i
nekompletnom oksidacijom u elektron transportnom sistemu putem dismutacije superoksid anjon
radikala superoksid dismutazom (91). H2O2 moze slobodno da prolazi kroz ¢elijske membrane i
ima sposobnost da oksidiSe intracelularne molekule. U prisustvu vodonik-peroksida,
mijeloperoksidaze stvaraju hipohlornu kiselinu i singletni kiseonik, koji igraju vaznu ulogu u

eliminaciji bakterija od strane fagocita (92).

Hidrosil radikal (OH') je verovatno finalni medijator mnogih tkivnih oSte¢enja nastalih pod
dejstvom ROS (93). Hidroksil radikal nastaje na mnogo nacina, ali najznacajniji mehanizam
njegovog nastanka in vivo je razgradnja superoksid anjon radikala i vodonik-peroksida

katalizovana prelaznim metalima, kao $to su Fe?* i Cu ?* (94). Reakciju je prvi opisao Fenton:
Fe®* +H,0, — Fe** +OH- +OH"

Posto je superoksid anjon radikal takode prisutan, ukupan rezultat dat je Haber-Vajsovom

reakcijom:
Fe¥*+0," — Fe?* +0;
Fe** +H,0, — Fe*" +OH: +OH"
Ukupan rezultat je O~ + H202 — OH- +OH" +0-.

Azot monoksid (NO) je mali molekul sa nesparenim elektronom, koji u tkivima nastaje iz
L-arginina pod dejstvom azot-oksid sintetaze (NOS) (95). On je vazan bioloski signalni molekul
u mnogim fizioloSkim procesima, kao S§to su neurotransmisija, regulacija krvnog pritiska,
mehanizmi odbrane i imunske regulacije. Posto se rastvara i u vodenim i u lipidnim medijumima,
lako difunduje kroz citoplazmu i ¢elijske membrane, $to mu omogucéava pristup unutrasnjosti
makromolekula. Azot-monoksid reaguje sa superoksid anjon radikalom, pri ¢emu se stvara veoma
reaktivan produkt — peroksinitrit (ONOQO). Smatra se da je ONOO- odgovoran za oksidativni stres

izazvan azot-monoksidom (96). Mitohondrije su verovatno najvazniji izvor ONOO" u ¢eliji, zbog
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nastanka superoksid anjon radikala u procesu respiracije. Najvazniju ulogu u kontroli formiranja
ONOO" u mitohondrijama igra mangan zavisna superoksid dismutaza SOD (Mn-SOD).
Ekstracelularna SOD snizava koncentraciju Oz, a time i ONOO" u vancelijskom prostoru, dok se
koncentracija NO povecava (97). Ako je prisutan u malim koncentracijama, azot-monoksid moze
da reaguje sa intermedijerima lipidne peroksidacije (alkil, alkoksi i peroksi radikali) i tako zaustavi
propagaciju ove reakcije.

2.3. Oksidativni stres

Oksidativni stres se javlja kod aerobnih organizama. On nastaje pod dejstvom egzogenih i
endogenih faktora koji dovode do stvaranja previse ROS/RNS. Medijator je ostec¢enja celijskih
struktura, kao $to su membranski lipidi, proteini i DNK. ROS/RNS su produkti koji imaju dvojaku
ulogu. Ako su prisutni u malim/umerenim koli¢inama, oni su signalni molekuli mnogih fizioloskih
procesa, kao $to su odbrana od infektivnih agenasa, odrzavanje vaskularnog tonusa, kontrola
ventilacije i produkcije eritropoetina i signalna transdukcija putem membranskih receptora (98).
Mnogi odgovori posredovani ROS stite celiju od oksidativnog stresa i odrzavaju ,,redoks
homeostazu”. Poveéani nivo oksidativnog stresa nastaje kada je antioksidantna odbrana
nedovoljna da potpuno inaktivira ROS sintetisane u visokim koncentracijama, kada je

antioksidantna odbrana smanjena ili kada su prisutna oba procesa zajedno (99).

Posto su ROS/RNS male molekulske mase mogu penetrirati kroz membranu i direktno
promeniti kataliticki domen transmembranskih receptora ili citosolne enzime prenosioce signala,
dovodec¢i tako do abnormalne aktivacije transkripcionih faktora. Inicijacijom ekspresije gena i
sintezom odgovaraju¢ih funkcionalnih i strukturnih proteina, ROS/RNS uti¢u na adaptaciju i
prezivljavanje celija ili — u zavisnosti od intenziteta i duzine trajanja signal —na aktivaciju procesa

odgovornog za Celijsku smrt (100).
Oksidativna oStecenja lipida

Lipidna peroksidacija predstavlja oksidativno ostecenje lipida kako kod ljudi tako i u
biljnom 1 zivotinjskom svetu. Usled visoke zastupljenosti lipida, membrane Celija i subcelijskih
organela predstavljaju mesto na kojem otpoCinje oksidativno oSteCenje lipida, tj. lipidna
peroksidacija. Lipidno oSteenje membrane ima za posledicu smanjenje fluidnosti, pove¢anu
propustljivost za jednovalentne ili dvovalentne jone, inaktivaciju membranskih enzima, gubitak
integriteta membrane, dok ruptura lizozomskih membrana oslobada hidroliticke enzime, Sto

sveukupno dovodi do vitalnih ¢elijskih poremecaja i na kraju do smrti ¢elije (101).
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Masne kiseline predstavljaju metu napada slobodnih radikala. Tri razli¢ita mehanizma mogu
da indukuju lipidnu peroksidaciju — autooksidacija, fotooksidacija i enzimska aktivnost.
Nezavisno od nacina indukcije, lipidna peroksidacija se odvija kroz sledece tri faze: inicijalnu,

propagacionu i terminalnu fazu.

Proces inicijacije podrazumeva pokretanje lanCanih reakcija, oduzimanje protona uz
istovremeni transfer elektrona sa metilenske grupe polinezasi¢enih masnih kiselina, delovanjem
HO, kada se generiSe lipidni radikal (R). Propagaciona faza podrazumeva reakciju lipidnog
radikala (R-) sa molekulskim kiseonikom O, pri ¢emu nastaje peroksil radikal (ROO:), najvazniji

radikal propagacione faze lipidne peroksidacije.
R+ 02 —» ROO

ROO: reguje sa okolnim lipidima (RiH), oduzima im H*, pri ¢emu nastaje lipidni
hidroperoksid (ROOH) i novi lipidni radikal R1. Na ovaj nacin peroksi radikal doprinosi $irenju

procesa lipidne peroksidacije (5).
ROO: + RiH — ROOH + Ry

Peroksi radikal dalje nastavlja lanac reakcija, jedineci se sa druim lipidima, ili specificno
reaguje sa drugim biomolekulima. Tokom procesa lipidne peroksidacije, iz jedne inicijacije
slobodnim radikalom moze rezultirati od Cetiri do dvadeset propagacionih puteva, Sto ukazuje na

veliku progresiju stvaranja slobodnih radikala i $irenja procesa oksidativnog o$tecenja lipida (102).

Terminalna faza podrazumeva reakcije ROOH i reakcije intramolekularne reorganizacije
ROO:- (1,3-ciklizaciju), uz istovremeni transfer elektrona, kada nastaju endoperoksidi. Sekundarni
produkti lipidne peroksidacije, ROOH i endoperoksidi, podlezu dekompoziciji do
monohidroperoksida, tj. dolazi do spontane fragmentacije, kada se oslobadaju niskomolekularni
aldehidi poput malondialdehida (MDA). Malondialdehid, terminalni produkt oksidativnog
oStecenja polinezasi¢enih masnih kiselina, preko Shiffovih baza se unakrsno vezuje za proteine i
fosfolipide membrane, ¢ime se produbljuje oksidativno oste¢enje biomolekula (103, 104). Lipidna
peroksidacija stvara mnogo relativno stabilnih krajnjih produkata, uglavnom a, f-nezasi¢enih
reaktivnih aldehida, kao $to su malonildialdehid (MDA), 4-hidroksi-2-nonenal, 2-propenal i
izoprostrani. lako su stabilniji od slobodnih radikala, mogu da deluju i kao ,,sekundarni

citotoksicni glasnici” primarnih reakcija (85).
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Oksidativna oStecenja proteina

Oksidativna modifikacija proteina, odnosno aminokiselina od strane ROS podrazumeva
promenu primarne strukture usled reakcija na bo¢nim lancima aminokiselinskih ostataka, njihovog
otcepljenja, konverziju proteina u proteine veée molekulske mase (unakrsno protein-protein
vezivanje), kao i fragmentaciju polipeptidnih lanaca (105). Oksidativna modifikacija proteina
moze biti indukovana ROS/RNS. Na aminokiselinama se pod dejstvom slobodnih radikala
odigravaju slede¢i tipovi oksidativne modifikacije proteina: oksidacija sumpora, stvaranje
proteinskih  karbonila, tirozin unakrsno vezivanje, triptofanil modifikacija, stvaranje
hidro(pero)ksi derivata alifatiénih aminokiselina, interkonverzija aminokiselina, aminokiselinski
oksidisani adukti, unakrsno vezivanje, agregacija, kidanje peptidnih veza. Sekvence poput
histidin-cistein-histidin u proteinima predstavljaju ciljno mesto za delovanje slobodnih radikala,
zbog toga Sto poseduju snazna nukleofilna svojstva te su donori elektrona, a time i ciljna mesta
delovanja slobodnih radikala. Biohemijske posledice oksidativne modifikacije proteina odnose se
na gubitak ili povecanje enzimske aktivnosti, aktivaciju proteaza, proteinsku agregaciju,

modifikovanu gensku transkripciju (106).
Oksidativna oStecenja DNK

Oksidativna modifikacija DNK dovodi do promene strukture DNK §to predstavlja osnovu
genetskog ostec¢enja. Oksidativno oSte¢enje praktiéno menja strukturu dvospiralnog lanca. Moze
do¢i do prekidanja, interakcije unutar DNK azotnih baza jedne spirale ili izmedu dve spirale,
izmene ili otcepljenja baza, modifikacija baze ili oksidativne modifikacije deoksiriboze. Visoka
reaktivnost hidroksil radikala HO- deluje na S-S veze, pri ¢emu dolazi do fragmentacije DNK.
Hidroksil radikal se odlikuje visokom elektrofilno$¢u, tako da moze apstrahovati H sa $ecera
DNK i dodati ga bazi DNK, dovodeci na taj nacin do cepanja jednostrukih veza i oksidacije
nukleobaza (107). Adicija HO- na DNK baze, kao Sto je guanine, dovodi do nastanka 8-
hidroksideoksigvanozina, koji se smatra indikatorom oksidativnog oSte¢enja nukleobaza. 8-
hidroksideoksigvanozin se smatra najmutagenijim produktom oksidativnih oStecenja na DNK
(108).

2.4. Mehanizmi antioksidantne zaStite i antioksidantni sistemi

U cilju spre¢avanja oksidativnog stresa, ¢elija mora da odgovori na prekomerno stvaranje
ROS aktivacijom antioksidantnog odbrambenog sistema. Smatra se da je nekoliko mehanizama

ukljuceno u aktivaciju antioksidantnog sistema.
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1. Aktivacija Nrf2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) transkripcionog
faktora putem ROS

Redoks regulacija transkripcionih faktora je znacajna u odredivanju genske ekspresije i
¢elijskog odgovora na oksidativni stres. Aktivacija transkripcionog faktora Nrf2, koji menja nivoe
antioksidantnih enzima i detoksikujucih enzima faze II, moZe biti jedan od nacina za smanjivanje
oksidativnog stresa. Antioksidantni enzimi uéestvuju u neutralizaciji slobodnih radikala, dok
detoksikuju¢i enzimi faze II uklanjaju potencijalne karcinogene konverzijom u neaktivne
metabolite, koji se elimini$u iz organizma (109). Potvrdeno je da Keap-1/Nrf2/ARE redoks
osetljivi signalni put ima centralnu ulogu u ¢elijskom mehanizmu zastite od oksidativnog stresa

(110).

2. Aktivacija jedarnog transkripcionog faktora kB (NF-kB) (engl. nuclear factor kappa B)
putem ROS

Aktivacija NF-kB je stimulisana prooksidantnim statusom c¢elije, posebno povecanim
prisustvom vodonik-peroksida, a blokirana je tiolskim jedinjenjima, kao §to je N-acetil-L-cisteini,
i antioksidantima. Niska koncentracija tiolskih molekula u ¢eliji, kao §to je GSH, ima ulogu u
pozitivnoj regulaciji aktivnosti NF-kB, koji deluje uglavnom na gene enzima uklju¢enih u

antioksidantni odgovor, posebno na SOD (111).
3. Aktivacija mikroribonukleinske kiseline (miRNK) putem ROS

Postoje indikacije da je ekspresija miRNK osetljiva na prisustvo intracelijskog vodonik- -
peroksida. Disfunkcija mitohondrija kao posledica povecanja koncentracije ROS, akumulacija
oSte¢enja mitohondrijalne DNK, progresivne alteracije respiratornog lanca i alteracije ekspresije

mMiRNK su prisutne u mnogim bolestima (112).
Antioksidanti

Antioksidanti su supstance, prisutne u ¢eliji u maloj koncentraciji, koje mogu da interreaguju
sa ROS/RNS, prekidaju lancane reakcije i time znacajno redukuju ili preveniraju oksidativna
oste¢enja. Humani organizam je razvio slozene sisteme antioksidantne — zastite enzimske i ne-
enzimske, koji funkcionisu sinergetski u cilju zastite Celije i sistema organa od oSte¢enja izazvanih
ROS/RNS. Antioksidanti mogu biti endogeni ili egzogeni (sastavni deo dijete ili dijetetskih
suplemenata). Najefikasniji enzimski antioksidanti su glutation peroksidaza, katalaza i superoksid
dismutaza. Ne-enzimski antioksidanti mogu biti hidrosolubilni, poput vitamina C, tiolski
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antioksidanti (glutation, tioredoksin i lipoi¢na kiselina) i mokracna kiselina, i liposolubilni, kao

Sto su vitamin E, karotenoidi, ubihinon (85).
Antioksidanti svoju antioksidantnu aktivnost ostvaruju na razli¢ite nacine:

— enzimskim sistemima koji neutraliSu ROS;

— vezivanjem/inaktivacijom metalnih jona ¢ime se sprecava nastanak ROS u Haber Weiss-
ovoj reakciji;

— molekulima hvata¢ima (engl. scavengers);

— prekidanjem lancanih reakcija (vitamini C i E, mokrac¢na kiselina, glutation, flavonoidi);

— gasenjem ROS hemijskim “hvatanjem” u cilju apsorbovanja energije (karotenoidi,
antocijani) (113).

Antioksidanti mogu biti direktni i indirektni. Direktni antioksidanti su kratko Zivece
redukujuce vrste koje se trose u toku oksidacije i moraju da se regeneriSu. Indirektni antioksidanti
svoju aktivnost ispoljavaju putem regulacije aktivnosti razlicitih citoprotektivnih jedinjenja i
proteina, kao §to su NAD(P)H, NAD(P)H: hinonoksidoreduktazal (NQORL1), superoksid
dismutaza (SOD), glutation-S-transferaza (GST), glutation peroksidaza (GSHPx), hem
oksigenaza-1 (HO-1), glutamat-cistein ligaza (GCL), katalaza (CAT) i tioredoksin (Tix). Ovi
citoprotektivni proteini se jo$ nazivaju i “ultimativnim antioksidantima”, jer imaju relativno dug
poluZzivot, ne troSe se tokom antioksidantne aktivnosti, mogu da katalizuju razliCite reakcije

detoksikacije i u¢estvuju u regeneraciji nekih antioksidanata (114).
Enzimski antioksidanti
Glutation peroksidaza GSHPx

Glutation peroksidaza (GSHPx, EC 1.11.1.19) katalizuje redukciju vodonik-peroksida ili
organskih hidroperoksida, koriste¢i redukovani glutation kao donor vodonika H.O, (ROOH) +
2GSH —GSSG + (ROH) H20. GSSG se zatim redukuje nazad do glutationa pomoc¢u glutation
reduktaze uz utroSak NADPH: GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP". Glutation peroksidaza
je prisutna u citosolu ¢elije, kao i u mitohondrijima, a kod nekih ¢elija i u peroksizomima. Veci
deo glutationa u ¢eliji prisutan je u redukovanom obliku kao GSH, a manji u oksidovanom obliku
kao GSSG. Glutation peroksidaza je tetramerni enzim, a svaka subjedinica u aktivnom centru
sadrzi po jedan jon Se u obliku selenocisteina, Cija je koli¢ina istovremeno faktor regulacije
aktivnosti enzima. Glutation peroksidaza koja sadrzi selen (GSHPx) redukuje sve organske lipidne

perokside, uz prisustvo glutationa kao donora vodonika (115).

20



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

Katalaza (CAT)

Katalaza (EC 1.11.1.6) je prvi identifikovani antioksidantni enzim koji katalizuje konverziju
vodonik-peroksida do vode i molekulskog kiseonika 2H,O>— H>O + O». Katalaza sadrzi Cetiri
identi¢ne subjedinice, od kojih svaka sadrzi feri-protoporfirinski prsten koji ulazi u sastav aktivnog
centra. Posto ima veoma visoku konstantu brzine reakcije (~10” M/sec), prakti¢no ju je nemoguée
zasititi in vivo. Jedan molekul katalaze moze da konvertuje oko Sest miliona molekula vodonik-
peroksida do vode u svakom minutu. Katalaza je prisutna u peroksizomima aerobnih celija.
Najvecu aktivnost ispoljava u jetri i eritrocitima, dok se u mozgu, srcu i skeletnim misi¢ima belezi

mala aktivnost (116).
Superoksid dismutaza (SOD)

Superoksid dismutaza (EC 1.15.1.1) jedan je od najmo¢nijih intracelularnih enzimskih
antioksidanata, koji katalizuju dismutaciju superoksid anjon radikala do vodonik-peroksida i
molekulskog kiseonika Oz + Oz~ + 2H" — H202 + O2. Vodonik-peroksid biva uklonjen od strane

katalaze ili glutation peroksidaze. Kod ¢oveka su prisutne tri izoforme SOD:

— citosolna (bakar, cink zavisna SOD) Cu, Zn-SOD je homodimer i sastoji se od dve
subjedinice, a svaka od njih ima aktivni centar, dinuklearni metalni klaster u kome se nalaze jedan
jon bakra i jedan jon cinka. Kataliti¢ka aktivnost enzima vezana je za Cu?*, dok Zn?* stabilizuje

konformaciju enzima;

— mitohondrijalna (mangan zavisna SOD) Mn-SOD je homotetramer koji u svom aktivnom

centru sadrzi Mn i lokalizovan je u matriksu mitohondrija;

— ekstracelularna SOD (EC-SOD) je tetramerni sekretorni glikoprotein sa po jednim jonom

bakra i cinka, prisutna u meducelijskom prostoru i ekstracelularnoj te¢nosti (117).

Ne-enzimski antioksidanti
Glutation (GSH)

Glutation je najzastupljeniji slobodni tiol kod eukariotskih celija, koji pod optimalnim
uslovima odrzava intracelijski redoks sistem, neophodan za pravilno funkcionisanje celije.
Redukovani GSH je bioloski aktivna forma, koja se oksiduje do glutation disulfida (GSSG) tokom

oksidativnog stresa. Antioksidantna aktivnost tiolnih jedinjenja zasniva se na svojstvu atoma
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sumpora da gubi jedan elektron. U oksidativnom stresu se akumulira oksidovani oblik glutationa
(GSSG), te je odnos GSH/GSSG dobra mera intenziteta ovog procesa u organizmu (118).
Intracelularni GSH se nalazi u citosolu, mitohondrijama, endoplazmati¢cnom retikulumu 1 jedru, 1
najznacajniji je solubilni antioksidant. U oksidativnom stresu glutation deluje kao kofaktor mnogih
detoksikujucih enzima, uc¢estvuje u aminokiselinskom transportu kroz membranu, direktno vezuje
hidroksil radikal i singletni kiseonik i regeneri$e vitamine C i E, vra¢ajuéi ih u njihovu aktivnu
formu. Zaklju¢eno je da smanjenje koncentracije GSH moze biti povezano sa starenjem i
patogenezom mnogih bolesti (119). Apoptotska signalizacija posredovana ROS povezana je sa
smanjenjem celijskog nivoa GSH i gubitkom ¢elijskog redoks balansa. Snizenje ¢elijskog GSH
nastaje zbog oksidacije GSH izazvane ROS ili izlaskom GSH iz ¢elije. Oksidacija GSH je

najvazniji doprinos apoptozi koja je indukovana oksidantima (120).
Tioredoksin

Tioredoksin (TRX) sistem je protein koji ima sposobnost da redukuje ROS, uklju¢ujuéi i
vodonik-peroksid. U redukovanom obliku sadrzi dve susedne — SH grupe koje se oksiduju do
disulfidne grupe, daju¢i oksidovanu formu TRX. Nivo tioredoksina je znac¢ajno nizi od GSH, ali

TRX i GSH imaju komplementarnu funkciju u regulaciji aktivnosti transkripcionih faktora (121).
N-acetil-L-cistein (NAC)

N-acetil-L-cistein (NAC) je tiolski antioksidant koji smanjuje oksidativni stres i moze
delovati citoprotektivno. Antioksidantnu aktivnost ispoljava direktno preko svoje tiolne grupe i
uklanjanja ROS. Sa druge strane, indirektno, NALC predstavlja izvor cisteina za sintezu glutationa
u celijama koji direktno deluje antioksidantno. NALC moZe biti i supstrat za sintezu
antioksidantnih enzima (122). NALC smanjuje oStecenja jetre nastala pod dejstvom toksi¢ne doze
miSeva. Njegova antioksidantna aktivnost se ogleda u sposobnosti da stimulise sintezu GSH,

odrzava intracelularni nivo GSH i uklanja ROS (123).
2.5. Maligna transformacija celija

Maligna transformacija normalnih ¢elija u tumorske celije ukljucuje poremecaje kljucnih
éelijskih procesa: tokom regulacije ¢elijskog ciklusa, apoptoze i starenja (124). Celije tumora u
toku maligne transformacije sticu odredene karakteristike: imaju karakteristicno izmenjenu
morfologiju, ne odgovaraju na regulatorne signale odgovorne za normalan rast, sticu razlicite

antigene u odnosu na normalne ¢elije istog tkiva i autonomnost, invazivno rastu preko granica
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tkiva kome pripadaju, metastaziraju u okolinu i udaljene organe i imaju monoklonalno poreklo
(125).

Karcinogeni su oni faktori koji mogu da iniciraju malignu transformaciju ¢elije u procesu
nastanka maligne neoplazije (karcinogeneza). Karcinogeneza predstavlja proces koji ukljucuje
veéi broj molekulskih i celijskih promena, dovodi do transformacije normalne u maligno

transformisanu ¢eliju, a obuhvata najmanje tri stadijuma — inicijaciju, promociju i progresiju (126).

Tokom inicijacije u normalnoj Celiji dolazi do ireverzibilnog oste¢enja molekula DNK, dok
pri replikaciji DNK dolazi do fiksiranja nastale mutacije u iniciranoj ¢eliji (127). Do inicijacije
moze do¢i tokom interakcije Celije sa fiziCkim, hemijskim i bioloskim karcinogenima Koji
poseduju sposobnost ostecenja i izazivanja mutacija u DNK (genotoksi¢ni agensi). Pored toga,
utvrdeno je da tokom celijske proliferacije mutacije mogu nastati i spontano — usled pogresne
reparacije oSteCene DNK, §to predstavlja spontanu inicijaciju mutacije ¢elije (126). Promocija je
stadijum selektivne klonske ekspanzije inicirane celije stimulacijom Celijske deobe i/ili
inhibicijom celijske apoptoze u ¢elijskoj populaciji. Ova faza je dozno zavisna i reverzibilna u
slu¢aju prestanka dejstva promotora (128). Treci stadijum jeste progresija, koja obuhvata dodatna
ostecenja i mutacije genoma i, za razliku od stadijuma promocije, ovaj stadijum je ireverzibilan
(126).

Karcinogeneza moze biti inicirana delovanjem hemijskih, fizickih i bioloskih karcinogena.
Moze takode nastati i usled naslednih predispozicija, hroni¢ne inflamacije i replikativne
nestabilnosti genoma (129). Karcinogeni se prema mehanizmu dejstva mogu podeliti na
genotoksi¢ne i negenotoksi¢ne (epigenetske). Genotoksi¢ni karcinogeni se odlikuju direktnom
interakcijom (karcinogena ili njegovog metabolite) sa molekulom DNK, $to dovodi do njegovog
oStecenja i mutacija. Negenotoksi¢ni (epigenetski) karcinogeni ne deluju direktno na molekul
DNK, ve¢ ispoljavaju citotoksi¢ni efekat, uticu¢i na procese uslovljene interakcijom sa
receptorima. Karcinogen se veze i aktivira receptore. Na taj nacin karcinogen deluje u fazi

promocije stimuliSuci ¢elijsku proliferaciju i ostvaruju mitogene efekte (127).

Za proces karcinogeneze odgovorni su onkogeni, tumor supresorski geni i geni Koji
odrzavaju stabilnost genoma. Geni koji uti¢u na autonomnost ¢éelijskog rasta su onkogeni, a
normalni geni koji pravilno regulisu proces ¢elijskog rasta se zovu proto-onkogeni (koji ¢ine
normalni deo genoma). Proto-onkogeni se mogu konvertovati u onkogene — tackastom mutacijom,

fuzijom gena i amplifikacijom gena kada dolazi do prekomerne produkcije faktora rasta,
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neprekidne stimulacije ¢elija replikativnim signalima, nekontrolisane stimulacije intermedijernih

puteva, kao i do povecanja ¢elijskog rasta zbog visoke aktivnosti transkripcionih faktora (130).

Tumor supresorski geni imaju ulogu u inhibiciji ¢elijske proliferacije. Oni su negativni
regulatori Celijskog ciklusa u procesu progresije, negativni regulatori signalnih mehanizama
(puteva) rasta, kontrolni protein (engl. check-point) koji zaustavljaju ¢elijski ciklus (ukoliko je
DNK ostecena) i proteini promoter, stimulatori apoptoze (131). Tumor supresorski geni na osnovu

svoje uloge mogu biti geni Cuvari i geni vratari.

Geni Cuvari su odgovorni za oCuvanje integriteta genoma, putem reparacije DNK, dok
njihova mutacija negativno utice na sposobnost reparacije ostecenja drugih gena, kao $to su proto-
onkogeni, geni koji reguliSu apoptozu, kao i samih tumor supresornih gena. To moze biti
predispozicija za malignu transformaciju ¢elija (132). Najées¢e mutirani geni iz ove familije jesu
BRCAL i BRCA2 geni (124).

Geni vratari, supresorni geni, ukljuceni su u kontrolu ¢elijske proliferacije. Protein p53 se
smatra “Cuvarem genoma”, jer ima najznacajniju ulogu u odrzanju integriteta genetskog koda
(133). U zavisnosti od veli¢ine ostecenja DNK molekula, p53 moze da stopira ¢elijski ciklus

aktiviranjem Celijskog mirovanja i apoptoze (134).

Karcinogeni mogu da indukuju oksidativni stres povecanjem stvaranja reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (iz endogenih ili egzogenih izvora), smanjenjem dejstva antioksidanata ili
dovode do greSaka u mehanizmima popravke oSte¢ene DNK. Oksidativni stres nastao usled
produkcije ROS: a) endogeno u mitohondrijama, peroksisomima i inflamatornim ¢elijama (135),
kao i b) egzogeno (jonizujuce i ultravioletno zraCenje, agensi iz okoline, zraCenje, lekovi i
industrijske hemikalije) moze prouzrokovati ostecenje DNK, proteina i lipida i dovesti do promena

u vidu nestabilnosti hromozoma i genetskih mutacija (127).
2.5.1. Reaktivne kiseoni¢ne vrste i maligna transformacija celija

Maligno transformisane ¢elije odlikuje poremecen ¢elijski redoks status i povecani nastanak
ROS. One sadrze brojne genetske izmene i visok oksidativni stres (136). Pored toga, u malignim
¢elijama uocen je smanjen klirens glukoze, ali i visoka glikoliticka aktivnost i produkcija laktata
Sto ukazuje na Cinjenicu da su prooksidativne promene posredovane izmenjenom dostupnoséu
mitohondrijalnog energetskog supstrata (137). ROS mogu uticati na procese mutacije gena,
promocije i progresije karcinoma, jer mogu da indukuju ostecenje DNK i proteina, oSteCenje

tumor-supresorskih gena i povecaju ekspresiju protoonkogena (138). Najznacajniji uzrok nastanka
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karcinoma je ROS indukovano oste¢enje DNK. Mutacije izazvane ROS deluju na specifi¢nu
oksidaciju purinskih i pirimidinskih baza, raskidanje jednog lanca DNK ili dovode do nestabilnosti
procesa reparacije (139). ROS mogu da oksiduju guanin iz DNK i RNK, pri ¢emu nastaje 8-

hidroksiguanin koji je povezan sa karcinogenezom (140).

Utvrdena je veza izmedu onkogene signalizacije 1 oksidativnog stresa, kojom onkogeni
povecavaju nivo ROS. Ras aktivacija povecava generisanje superoksida. BRC-ABL
transformisane ¢elije pokazuju povecanje intracelularnog ROS, kao i oksidativno oste¢enje DNK
i fragmentaciju hromozoma. Poveéana c-Myc ekspresija takode povecava nivo ROS, ostecenje
DNK i nestabilnost genoma i progresiju karcinoma (141). Polaze¢i od ideje da ROS mogu biti
promoteri inicijacije maligne transformacije putem promocije mutagenosti, ali i da mogu smanjiti
progresiju karcinoma putem oksidantnih ostecenja, antioksidantni enzimi imaju bimodalni efekat
na inicijaciju i progresiju malignih transformacija Celija (142). NADPH je centralni molekul
rezistencije ¢elije na oksidativni stres. U ¢elijama u kojima su potroSeni GSH 1 TiX tokom
oksidativnog stresa, NADPH mora biti preusmeren na njihovu regeneraciju. Celije karcinoma
koriste brojne metabolicke puteve da generiSu NADPH, ukljucujuci pentoza fosfatne, folatne i

maleiéne enzimske puteve (143).

Nastanak ROS predstavlja deo mehanizma kojim veéina hemoterapeutskih agenasa i
jonizujuce zracenje deluju na tumorske celije. Modifikacija genske ekspresije pomoc¢u ROS utice
na celijsku proliferaciju i apoptozu putem aktivacije transkripcionih faktora ukljucuju¢i MAPK,
AP-1, i NF-kB puteve (144).

2.6. Apoptoza

Apoptoza ili programirana celijska smrt jeste deo homeostaznog mehanizma tkiva koji
odrzava ravnotezu izmedu proliferacije i ¢elijskog rasta sa jedne strane, i ¢elijske smrti sa druge
strane (145). Vazan je deo funkcionisanja celija, razvoja i funkcionisanja imunog sistema,

hormonski zavisne atrofije, razvoja embriona i hemijski izazvane Celijske smrti (146).
Morfologija apoptoze

Apoptoza je morfoloski okarakterisana bubrenjem membrane, skupljanjem celije,
kondenzacijom hromatina i fragmentacijom hromozoma DNK (147), §to je posledica unutra$nje
proteoliticke digestije (148). Apoptozu pokrecu razliciti signali: oStecenja DNK, odredeni faktori
rasta ili prisustvo signalnih proteina smrti u okruzenju ¢elije (149). Za apoptozu je karakteristi¢na

pojava piknoze (kondenzacija hromatina), posle koje dolazi do invaginacije plazma membrane,

25



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

keriorekse i formiranja apoptotickih tela, koja bivaju fagocitovana od strane makrofaga (146).
Proces apoptozu ne dovodi do nastanka inflamacije poSto ne dolazi do oslobadanja ¢elijskog
sadrzaja u okolna tkiva, dok brza fagocitoza sprecava pojavu sekundarne nekroze, a digestivne

¢elije ne produkuju inflamatorne citokine (150, 151).
Razlika izmedu apoptoze i nekroze

Alternativa apoptotskoj ¢elijskoj smrti jeste nekroza, koja se smatra toksicnim procesom U
kom su ¢elije pasivne zrtve i prati ih energetski nezavisan na¢in smrti. Biohemijski posmatrano, u
toku nekroze dolazi do velikog utroska energije i formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, §to vodi
ka narusavanju homeostaznih jonskih pumpi i oSte¢enja membranskih lipida, bubrenja i pucanja
¢elijske membrane (152). Dolazi, takode, i do porasta intracelularne koncentracije kalcijuma, koja
uzrokuje preoptereenje mitohondrija kalcijumom, depolarizaciju unutraSnje membrane
mitohondrija i prestanak produkcije ATP (153). Povecanje koncentracije kalcijuma, troSenje ATP

I oksidativni stres dovode do intenzivne ¢elijske smrti.

U nekroti¢nim c¢elijama se uocava bubrenje citoplazme i vakuolizacija, ruptura celijske
membrane, dilatacija organela i umerena kondenzacija hromatina. Gubitak integriteta celijske
membrane dovodi do oslobadanja citoplazmatskog sadrzaja u okolno tkivo, slanja hemotaktickih
signala i privlacenja inflamacijskih ¢elija (151, 154). Nekroza kao pasivan proces zahvata veliko
podrucje ¢elija, dok apoptoza kao kontrolisan — energetski zavisan proces— deluje na pojedinaéne
¢elije ili klastere celija (155). Nekroza i apoptoza su morfolosko-bioloski povezane putem
“apoptoza-nekroza kontinuuma” (156). Dva faktora koja mogu da prevedu apoptoticki u nekroticki

proces jesu smanjeno prisustvo kaspaza i intracelularnog ATP (157).
2.6.1. Mehanizmi apoptoze

Mehanizam apoptoze €ine dva razicita signalna puta: ekstrinzi¢ni ili ekstracelularni put (put

receptora smrti) i intrinzi¢ki ili mitohondrijama posredovan put (158, 159).
Kaspaze

Kaspaze su Siroko rasprostranjene u obliku proenzima u veéini ¢elija, a po aktivaciji mogu
aktivirati druge kaspaze, iniciraju¢i tako proteaznu kaskadu. Kaspaze poseduju proteoliti¢ku
aktivnost i mogu da cepaju pepitidne veze sa ostacima asparaginske kiseline. Do sada je
identifikovano Cetrnaest razli¢itih kaspaza u ¢elijama sisara. Kaspaze su, u zavisnosti od njihove

strukture i uloge, u putu ¢elijske smrti podeljene na inicijatore i efektore apoptoze. Efektorske
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kaspaze (kaspaza-3, -6 i -7) sadrze kratak prodomen i deluju na razlicite ¢elijske supstrate, dok
inicijatorske kaspaze (kaspaza-2, -8, -9 i -10) imaju dugacak prodomen i aktiviraju efektorske
kaspaze (160). Jednom aktivirane efektorske kaspaze mogu delovati na oko 400 supstrata (161).
Inflamatorne kaspaze su kaspaza -1, -4 i -5. Ostale identifikovane kaspaze su: kaspaza -11, -12, -
13 i-14 (162-165).

Ekstrinzicni put

Ekstrinzi¢ni signalni put apoptoze je posredovan transmembranskim receptorima (receptori
smrti), koji pripadaju superporodici receptora gena faktora nekroze tumora (TNF) (146). Svi
receptori smrti poseduju citoplazmatski domen sa oko 80 aminokiselina, poznat kao ,,domen
smrti”, koji je znaCajan za transmisiju apoptotickog signala. Posle vezivanja liganda, receptori
smrti preko svog domena smrti reaguju sa adaptivnim proteinom, koji olakSava vezivanje
inicijatorske kaspaze -8 za domen. Sve ove komponente zajedno Cine indukujuci signalni
kompleks smrti (DISC), koji aktivira kaspazu-8, a zatim dolazi do autokataliticke aktivacije
efektorskih kaspaza (166, 167). Aktivirana kaspaza-8 moze direktno da aktivira izvr$nu kaspazu-
3 (168), a takode moze i da poveca permeabilitet spoljasnje membrane mitohondrija, §to dovodi

do oslobadanja citohroma c u citoplazmu (169).
Intrinzicni put

Intrinzi¢ni signalni put apoptoze ukljucuje razli¢ite ne-receptorske stimuluse koji stvaraju
negativne/pozitivne intracelularne signale. Oni deluju direktno na ciljne ¢elije. Negativni signali
su odsustvo faktora rasta, hormona i citokina, $to uti¢e na aktivaciju apoptoze. Pozitivni stimulusi
su: zraCenje, toksini, hipoksija, virusne infekcije i slobodni radikali (146). Navedeni stimulusi
deluju na promenu unutrasnje membrane mitohondrija i otvaranje njenih transmisionih kanala,
gubitak transmembranskog potencijala i oslobadanje dve grupe pro-apoptotskih proteina u citosol
(170). Prvu grupu ¢ine citohrom ¢, (Smac)/DIABLO i serinska proteaza HtrA2/Omi (171). Drugu
grupu pro-apoptotskih proteina ¢ine AIF, endonukleaze A i CAD, koje se oslobadaju iz
mitohondrija tokom apoptoze (172).

Citohrom ¢ normalno ucestvuje u procesu transporta elektrona u respiratornom lancu pri
nastanku ATP. U citosolu ¢elija tokom apoptoze, on predstavlja kofaktor za adaptivni protein
Apaf-1 (173). Oslobodeni citohrom c u citosolu dovodi do aktivacije kaspaze-3, putem formiranja
velikog citosolskog kompleksa, koji se zove apoptozom i sastoji se od citohroma c, Apaf-1 i
kaspaze-9 (174).
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Intrinzi¢ni signalni put posredovan je putem ¢lanova Bcel-2 familije proteina, koji mogu biti
pro-apoptotski i anti-apoptotski proteini, a nalaze se na spoljasnjoj membrani mitohondrija (175).
Oni mogu biti aktivirani o$te¢enjem DNK, faktorima rasta i onkogenim aktivatorima (176, 177).
Pro-apoptotski proteini, Bax i Bak, direktno dovode do permeabilizacije spoljne membrane
mitohondrija (MOMP), §to je kriticni stupanj apoptoze. Citohrom c, koji je osloboden posle
MOMP, dovodi do aktivacije kaspaza i progresivno do rastvaranja Celija (178). Posle MOMP,
mitohondrije gube sposobnost da proizvode ATP i ne mogu viSe da odrze ¢elijsku homeostazu
(179), pa se MOMP smatra tackom bez povratka u mitohondrijskoj apoptozi (180). Balans izmedu
pro-apoptotskih i anti-apoptotskih Bcl-2 proteina je najznacajniji faktor koji odreduje da li ¢e Celija

uci u apoptozu kao odgovor na cCelijski stres (181).
Izvrsna faza

Izvr$na faza predstavlja finalnu fazu apoptoze koja povezuje ekstrinzi¢ni i intrinzi¢ni put. U
toku ove faze dolazi do aktivacije izvrsnih kaspaza, koje dalje aktiviraju citoplazmatske
endonukleaze (razgraduju jedarni materijal) i proteaze (razgraduju jedarne i citoskeletne proteine).
Kaspaza-3 se smatra najvaznijom izvrSnom kaspazom i nju mogu aktivirati sve inicijatorske

kaspaze (Slika 2.10.) (182).
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Rezistencija ¢elija na apoptozu moze da dovede do tumorske progresije i otpornosti na
antitumorsku terapiju (183). Tumorske cCelije ostvaruju rezistenciju na apoptozu putem ekspresije
anti-apoptotskih proteina, kao $to je Bcl-2, ili supresijom ili mutacijom pro-apoptotskih proteina,
kao $to je Bax. Ekspresija oba proteina, i Bcl-2 i Bax, regulisana je putem p53 tumor supresornog
gena (184). Protein p53 se smatra “Cuvarem genoma” i ima zna¢ajnu ulogu u odrzavanju integriteta
genetskog koda (133). U zavisnosti od veli¢ine ostecenja DNK molekula, p5S3 moze ili privremeno
da stopira Ccelijski ciklus (Celijsko mirovanje), ili da permanentno stopira celijski ciklus

aktivacijom procesa apoptoze (134).
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3. Ciljevi i hipoteze istrazivanja

3.1. Ciljevi istraZivanja
Osnovni ciljevi istrazivanja su:
1. Ispitati efekat soka i ekstrakata korena rena na rast tumorskih ¢elija in vitro.
2. Ispitati potencijalno hepatotoksi¢no delovanje soka i ekstrakata korena rena in vitro.
3. Ispitati antitumorsko delovanje soka i ekstrakata korena rena in vivo.

4. Ispitati hepatoprotektivno delovanje soka i ekstrakata korena rena in vivo.

3.2. Hipoteze istraZivanja
Nasa istrazivanja zasnovali smo na slede¢im hipotezama:
1. Ekstrakti i/ili sok korena rena ispoljavaju antitumorsko delovanje in vitro.
2. Ekstrakti i/ili sok korena rena ne ispoljavaju hepatotoksi¢no delovanje in vitro.
3. Ekstrakti i/ili sok korena rena ispoljavaju antitumorsko delovanje in vivo.

4. Ekstrakti i/ili sok korena rena ispoljavaju hepatoprotektivno delovanje in vivo.

Da bi se realizovao cilj i proverile postavljene hipoteze:

1. Uradena je ekstrakcija soka i pulpe korena rena;

2. ldentifikovana su i kvantifikovana polifenolna jedinjenja u ekstraktima i soku korena rena;
2. U in vitro uslovima ispitana je antiproliferativna aktivnost ekstrakata i soka korena rena
3. U in vivo uslovima ispitana je antitumorska aktivnost ekstrakata i soka korena rena na
¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma implantiranog NMRI miSevima.

4. U in vivo uslovima ispitana je hepatoprotektivna aktivnost ekstrakata i soka korena rena

kod ostecenja jetre miSeva indukovanog hepatotoksi¢nim CCla.

30



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

Za cilj/hipotezu 1:
1) Odreden je intenzitet ¢elijskog rasta celijskih linija karcinoma Sulforodaminom B (SRB)
testom.

2) Odreden je mehanizam Celijske smrti.

Za cilj/hipotezu 2:
1) Odreden je intenzitet ¢elijskog rasta éelijske linije humanog karcinoma jetre i éelijske
linije karcinoma jetre pacova Sulforodaminom B (SRB) testom.

2) Odreden je mehanizam celijske smrti.

Za cilj/hipotezu 3:

1) ispitana je aktivnost ekstrakata soka i korena rena na rast ¢celija Ehrlich-ovog ascitnog
karcinoma implantiranog NMRI miSevima.

2) ispitana je aktivnost ekstrakata soka i korena rena na biohemijske parametre
oksidativnog stresa (antioksidantni enzimi: SOD, XOD, CAT, GSHPx, GR, koli¢inu GSH i
intenzitet LPx) u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK).

Za cilj/hipotezu 4:

1) ispitana je aktivnost ekstrakata soka i korena rena na serumske parametre funkcije jetre
kod hepatotoksicnog ostecenja jetre indukovanog sa CCla.

2) ispitana je aktivnost ekstrakata soka i korena rena na biohemijske parametre
oksidativnog stresa (antioksidantni enzimi: SOD, XOD, CAT, GSHPx, GR, koli¢inu GSH i

intenzitet LPx) kod hepatotoksi¢nog ostecenja jetre indukovanog sa CCly.
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4. Materijal i metode

4.1. Hemikalije i standardi

Referentni standardi Cistoce > 98% kupljeni su od Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Sve koris¢ene hemikalije i1 rastvaraci bili su analitiCkog stepena ¢istoce isporuceni od
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SAD), Acros Organics (New Jersey, SAD), Lach-Ner s.r.o.
(Neratovice, Ceska), Zorka Pharma (Sabac, Srbija), J.T. Baker (Deventer, Holandija), AppliChem
Panreac, (Darmstadt, Nemacka), Carlo Erba Reagenti (Milan, Italija) i Promochem (Wessel,

Nemacka).

4.2. Fitohemijsko ispitivanje ekstrakata i soka korena rena
4.2.1. Biljni materijal, priprema ekstrakata i soka korena rena

Predmet ispitivanja antitumorske i hepatoprotektivne aktivnosti u ovoj doktorskoj disertaciji
bio je biljni materijal, koji je predstavljao svez koren rena iz Backog Petrovca, Srbija
(45°21'5.32"N 19°37'21.65"E) u januaru 2016. godine. Koren rena (2,64 kg) je oljusten, usitnjen
i samleven u sokovniku Philips juicer (HR1858/55/BD,650W). Od 1,475 kg oljustenog rena
dobijeno je 200 ml soka i 1,25 kg suve pulpe. Sok i pulpa su podeljeni u manje porcije i Cuvani
zamrznuti (-20 °C) do ekstrakcije.

Uzorci soka i pulpe korena rena ekstrahovani su modifikovanom Kupchan-ovom i Sarker-
ovom metodom (185, 186), koja se zasniva na principu te¢no-te¢ne ekstrakcije i omoguéava
izolaciju i razdvajanje polarnih od nepolarnih komponenti. Pulpa korena rena, mase 5 g,
podvrgnuta je ekstrakciji sa 250 ml 70% metanola tokom 45 minuta u ultrazvu¢nom kupatilu, a
zatim je posle 24 h profiltrirana kroz gazu. Metanolni deo je ekstrahovan sa 250 ml hloroforma,
tokom 45 minuta na magnetnoj mesalici, nakon ¢ega je hloroformski sloj profiltriran i uparen do
suva. Metanolni ostatak je nakon toga ekstrahovan sa 250 ml dihlormetana, tokom 45 minuta na
mesalici. Nakon ekstrakcije dihlormetanski ekstrakt je uparen do suva. Nakon uparavanja
metanola vodeni ostatak je ekstrahovan sa 50 m butanola tokom 45 minuta.

Butanolni i vodeni ekstrakti su nakon razdvajanja upareni do suva. Isti postupak ekstrakcije

ponovljen je i sa 25 ml soka korena rena. Suvi ekstrakti su ¢uvani na 4 °C do upotrebe.
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Za ispitivanje hemijskog sastava in vitro antiproliferativne aktivnosti i tipa ¢elijske smrti

upotrebljeno je osam ekstrakata rena:
— iz pulpe: E1 (dihlormetanski), E2 (hloroformski), E7 (vodeni) i E8 (butanolni),
— iz soka: E3 (dihlormetanski), E4 (hloroformski), E5S (vodeni) i E6 (butanolni),

—sok rena J9.

4.2.2. ldentifikacija i kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u ekstraktima i soku korena

rena primenom HPLC metode

Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u ekstraktima soka i pulpe korena rena,
kao i u soku korena rena, izvrSena je te¢nom hromatografijom visoke rezolucije (engl. High
Perfomance Liquid Chromatography, HPLC) na uredaju Shimadzu Prominence (Shimadzu,
Kioto, Japan), koji sadrzi LC-20AT binarnu pumpu, CTO-20A termostat i SIL-20A automatski
dozator povezan sa SPD-20AV UV/Vis detektorom.

Razdvajanje fenolnih jedinjenja izvrSeno je na Luna C18 RP koloni, (250 mm X 4,6 mm,
veli¢ina Cestica 5 um; Phenomenex, ,,Torens”, Kalifornija, SAD), koja je zasticena pretkolonom
C18, 4 x 30 mm (Phenomenex, ,,Torens”, Kalifornija, SAD). Kao mobilna faza kori§¢en je sistem
rastvaraca: A (acetonitril) i B (1% mravlja Kiselina) pri protoku od 1 mL/min i primenom sledeceg
linearnog gradijenta: 0—10 min od 10 do 25% A; 10-20 min linearan porast do 60% A, od 20 do
30 min linearan porast do 70% A. Kolona je uravnoteZena na pocetne uslove, 10% A, 10 min uz
dodatnih 5 min za stabilizaciju. Standardi polifenolnih jedinjenja su rastvarani u 50% metanolu.
Hromatogrami su snimljeni pri razli¢itim talasnim duzinama: 280 nm za derivate
hidroksibenzoeve kiseline, katehin i epikatehin, 320 nm za derivate hidroksicimetne kiseline i 360
nm za flavonoide. Na osnovu dobijenih hromatograma i kalibracionih dijagrama standardnih
rastvora fenolnih jedinjenja, izra¢unate su koncentracije identifikovanih fenolnih kiselina i

flavonoida (mg/g suvog ekstrakta i mg/L — uzorak J9).
4.3. In vitro ispitivanje antitumorske aktivnosti ekstrakata i soka korena rena
4.3.1. Celijske linije za in vitro ispitivanja

Za procenu antiproliferativne aktivnosti ekstrakata 1 soka korena rena koriS¢ene su sledece
¢elijske linije: karcinom grlica materice (HeLa), adenokarcinom dojke (MCF7 iMDA-MB-231),

adenokarcinom debelog creva (HT-29), adenokarcinom pluc¢a (A549), adenokarcinom prostate
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(PC-3), karcinom koze — melanoma (Hs 294T), karcinom jetre — hepatom (Hep G2), kao i
karcinom jetre pacova-hepatom (H-4-11-E) i normalne (zdrave) fetalne celije pluéa (MRC-5)
(Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Karakteristike odabranih ¢elijskih linija

Kolekcija o N :
celijskih Ime Kataloski Vrsta Tkivo | Histoloski | Tip Opis
linii broj tip rasta
inija
MRC-5 05090501 Pluéa Flbro_bla- l’\Io.r.maIne’ fetalne
sti ¢elije pluca
A549 86012804 Pluéa Karcinom pluca
Hep G2 85011430 Jetra Karcinom Jetre,
hepatom
MDA-MB-231 | 92020424 Doika Adenokarcinom
ECACC* MCF7 86012803 Covek . dojke
i (Homo _ | Adenokarcinom
PC-3 90112714 sapiens) Prostata rf:rje- orostate
Hela 93021013 Grh_c Epitelne ntne Karcn_lom grlica
materice materice
HT-29 91072201 Debelo Adenokarcinom
Crevo debelog creva
Hs294T | HTB-140 Koza Karcinom koZe,
melanom
ATCC™ Pacov Karcinom jetre
H-4-11-E CRL-1548 (Ratus Jetra .
. pacova, hepatom
norvegicus)

*European Colection of Cell Cultures

**American Type of Cell Cultures

Celijske linije su gajene u Dulbecco-vom i Eagle-ovom modifikovanom medijumu
(Dulbecco’s modified Eagle’s mediumu-DMEM; PAA Laboratories GmbH, Pashing, Austria) sa
dodatkom 4,5% glukoze, 10% grejanjem inaktivisanog fetalnog teleceg seruma (FTS; PAA
Laboratories GmbH, Pashing, Austria), 100 IU mL? penicilina i 100 pg mL™? streptomicina
(Galenika, Belgrade, Serbia). Celijske linije su gajene u flakovima od 25 cm? (Corning, New York,
USA) na 37 °C, u atmosferi od 95% vazduha i 5% COz, pri visokoj vlaznosti i presadivane dva
puta nedeljno. Suspenzije pojedinacnih ¢elija dobijene su upotrebom 0,1% tripsina (Serva, UK) sa
0,04 % EDTA.

4.3.2. Priprema uzoraka

Ekstrakti korena rena rastvoreni su i razredeni u DMSO (dobijeno je pet radnih
koncentracija) i hranljivom medijumu (1 pL radne koncentracije + 199 uL medijuma; a = 200),

radi postizanja potrebnih finalnih koncentracija. Opsezi finalnih koncentracija zavisili su od
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prinosa ekstrakta i bili su u opsegu od 0,0625 do 1 mg/mL. Finalna koncentracija DMSO je bila <
0,05 % (VW).

Sok korena rena je razblazen u 0,9% NaCl (dobijeno je pet radnih koncentracija), a zatim u
medijumu (1 uL radne koncentracije + 199 pL medijuma; a=200) radi postizanja finalnih

razblazenja u opsegu od 200 do 3200.
4.3.3. Odredivanje intenziteta ¢elijskog rasta Sulforodamin B (SRB) testom

Suspenzije ¢elija gustine 4-8 x 10° ¢elija/otvoru, zavisno od vremena udvajanja éelijske
linije, zasejane su u mikrotitar ploce sa 96 otvora (Sarstedt, Newton, NC, SAD), u zapremini od
199 uL i preinkubirane u kompletnom medijumu obogac¢enom 5% FTS, na 37 °C tokom 24 h.
Radne koncentracije ekstrakata, soka ili rastvarac¢a (1 uL) dodate su u odgovarajuée otvore.
Mikroplode su zatim inkubirane na 37 °C tokom 48 h. Celije su fiksirane in situ hladnom 50%
trihlorsiréetnom kiselinom (TSK) (50 plL/otvoru 96 well ploc¢e) (finalna koncentracija TSK
iznosila je 12,5%) 1 h na temperaturi od 4 °C. Plo¢e su isprane destilovanom vodom (4 puta)
automatski (Wellwash4, Labsystems) da bi se uklonili TSK, medijum, niskomolekularni
metaboliti 1 proteini seruma. Nakon suSenja, ploCe su bojene sulforodaminom B (0,4% u 1%
siréetnoj kiselini) (w/v) (50uL/otvoru) 30 minuta na sobnoj temperaturi. Boja je isprana 1%
sir¢etnom kiselinom (4 puta) automatski, a plo¢e ponovo osusene. Vezana boja ekstrahovana je sa

10 mM TRIS bazom (tris hidroksimetil aminometan; 200 pL/otvoru).

Ukupna koli¢ina proteina merena je Sulforodamin B (SRB) kvantitativnom
kolorimetrijskom metodom po Skehan-u (187). Sulforodamin B (C27H2007T2Na) (Sigma, SAD) je
anjonska boja koja se u blago kiseloj sredini elektrostaticki vezuje za pozitivno naelektrisane
aminokiselinske ostatke celijskih proteina. U blago baznoj sredini SRB je moguce rastvoriti,
kvantitativno ekstrahovati i optic¢ki izmeriti da bi se utvrdio relativni ¢elijski rast ili vijabilnost u
tretiranim 1 netretiranim ¢elijama.

Fotometrijsko o€itavanje ukupnih proteina vrseno je na Multiscan Ascent, Labsystems filter
fotometru sa jednokanalnim vertikalnim izvorom svetlosti. Koris¢en je koncept vertikalne
fotometrije pri kome snop svetlosti prolazi kroz ceo uzorak. Izvor svetlosti je kvarc-halogen lampa.
Talasna duzina se dobija izborom jednog od osam filtera interferencije. Kvarcno opti¢ko vlakno 1
sociva daju visoko fokusiran svetlosni snop, koji prolazi kroz kivetu do detektora. Detektorsko

kuciste sastoji se od silikonskog fotodetektora, amplifikatora i optickih sociva.

Apsorpcija svetlosti je u vertikalnoj fotometriji proporcionalna koli¢ini supstance u otvoru.

Apsorbanca (A) se izrazava kao:

35



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

A =ax S xm, gde je a— molarni ekstinkcioni koeficijent, S — poprecni presek povrsine

upravne na izvor svetlosti, a m — masa ispitivane supstance.

Mikrotitar plo¢e su ocitane na talasnim duzinama: A1 = 540 nm (test talasna duzina; oblast
zelene svetlosti 500-580 nm) i A2 = 620 nm (referentna talasna duzina za uklanjanje apsorbance

pozadine; oblast crevene svetlosti 620—-750 nm).
Apsorbanca je dobijena kao: A = A540 nm — A620 nm.

Aktivnost Celijskog rasta izrazena je kao % od kontrole (%K) i izraunata je u odnosu na

kontrolu, po formuli:

%K = (AT/AC) x 100, gde je AT — apsorbanca test uzorka, AC — apsorbanca kontrolnog

uzorka.

Krive zavisnosti koncentracije i ¢éelijskog rasta (dozni efekat) konstruisane su za svaki
tretman, a vrednost 1Cso (koncentracija koja inhibira ¢elijski rast za 50%) odredena je upotrebom
OriginPro 8 SRO (Origin-Lab Corporation, Northampton, SAD) softvera. U cilju identifikacije
selektivnosti prema tumorskim ¢elijama u odnosu na zdravo tkivo izraunati su ne-tumor/tumor
ICso odnosi po formuli: NT/T = ICsoMRC-5/1Cgq 0deovarajuca tumorska éelijska linija (188) 73 ekstrakte i kao

1/NT/T za sok.
4.3.4. Odredivanje mehanizma ¢elijske smrti

Za najaktivnije ekstrakte na odabranim celijskim linijama odreden je in vitro tip celijske
smrti detekcijom apoptoze i nekroze ELISA tehnikom, upotrebom Cell Death Detection
ELISAPLYS komplet (Roshe, Version 11.0). Ovaj spektrofotometrijski komplet se koristi za
specifi¢no in vitro kvalitativno i kvantitativno odredivanje mono- i oligonukleozoma (DNK
fragmenata vezanih za histone) u citoplazmatskoj frakciji pre i posle liziranja ¢elije. Princip se
bazira na enzimskoj sendvic¢-imunoadsorpcionoj metodi u kojoj se koriste monoklonalna antitela
misa: anti-DNK antitela i anti-histon antitela, koja se vezuju za DNK i histone. Za anti-histon
antitelo vezan je biotin koji moze da reaguje sa streptavidinom, proteinom koji ima izrazito visok
afinitet za biotin, a kojim su obloZene mikroplo€e. Anti-DNK antitelo sadrzi enzim peroksidazu
(POD), koji katalizuje oksidaciju 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonata) (ABTS radikala)
i prevodi ga u zeleni ABTS, ¢&iji je apsorpcioni maksimum na 405 nm. Tokom perioda inkubacije,
anti-histon antitelo vezuje se za histonsku komponentu nukleozoma i simultano gradi

imunokompleks sa streptavidinom, putem biotinizacije. Pored toga, anti-DNK-POD antitelo

36



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

reaguje sa DNK komponentom nukleozoma. Koli¢ina nukleozoma ekvivalentna je kolicini
peroksidaze iz imunokompleksa, a ona se odreduje spektrofotometrijski bojenom reakcijom sa
ABTS supstratom. Anti-histonska antitela miSa vezuju se za histone H1, H2A, H2B, H3 i H4, dok
anti-DNK-POD antitelo reaguje sa jednostrukim i dvostrukim lancem DNK. Kriterijum za izbor
uzoraka za detekciju tipa celijske smrti je bila vrednost ICs0<100 pg/mL, prilikom ispitivanja
uticaja soka i ekstrakata na rast ispitivanih Celijskih linija. Detekcija tipa ¢elijske smrti odredena
je na celijskim linijama: HeLa, MCF7 i HT-29 za najaktivnije ekstrakte (E4 i J9), po proceduri

opisanoj po Cetojevié-Simin (189).

U saglasnosti sa radom Cetojevi¢-Simin i saradnika (188), suspenzija éelija gustine (1 x10%
¢elija) zasejana je u mikrotitar ploce sa 96 otvora i preinkubirana 24 h. U zavisnosti od ¢elijske
linije, koris¢ene koncentracije ekstrakata bile sul0 pg/mL (E4 na HeLa i MCF7) i 20 pg/mL (E4
na HT-29), dok je razblazenje soka bilo a=20 (J9 na HeLa i HT-29). Posle dodatka soka/ekstrakata
rena i rastvaraca (negativna kontrola) i inkubacije (oko 2 h, precizno vreme je odredeno
posmatranjem pod mikroskopom) ploée su centrifugirane, a ukupni volumen supernatanta
¢elijskih kultura (n=4) za svaki tretman je koris¢en za ispitivanje nekroze. Nakon toga celije su
lizirane, centrifugirane, a ukupni volumen lizata (n = 4) koriscen je za ispitivanje apoptoze (189).
Supernatant celijskih linija (za odredivanje nekroze) i frakcija nakon lize ¢elija (za odredivanje
apoptoze) koje su sadrzale citoplazmatske fragmente histona i DNK, tretirane su anti-histon
antitelima i anti-DNK antitelima, za koje je vezana peroksidaza i inkubirane 2 h. Mikrotitar plo¢e
su zatim isprane, dodat je supstrat peroksidaze, a intenzitet razvijene boje izmeren je upotrebom
Multiscan Ascent (Labsystems; Helsinki, Finska) fotometra na 405 nm i 495 nm (za uklanjanje

apsorbance pozadine) (189).

4.4. In vivo ispitivanje antitumorske i hepatoprotektivne aktivnosti ekstrakata i soka korena

rena

Za in vivo ispitivanje antitumorske i hepatoprotektivne aktivnosti koris¢eni su ekstrakti
korena rena: E1, E2, E3, E4 i E8, koji su pokazali najbolje antiproliferativno delovanje na

ispitivane tumorske celijske linije in vitro, i Sok korena rena JO.
4.4.1. Eksperimentalne Zivotinje i tretmani

Postupak rada sa zivotinjama i sve eksperimentalne procedure sprovedeni su u skladu sa
etickim nacelima rada sa laboratorijskim zivotinjama. Eticka komisija Univerziteta u Novom Sadu

dala je saglasnost za sve eksperimentalne protokole na oglednim Zivotinjama u Misljenu pod
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brojem: 01-90/4 od 6. 4. 2015. godine, broj dokumenta EK: [-2015-01. Na osnovu toga je
Ministarstvo poljoprivrede i zastite zivotne sredine, Uprav za veterinu, izdala Resenje o odobrenju
sprovodenja ogleda na Zivotinjama pod brojem: 323-07-09304/2015-05 od 30. 10. 2015. godine.
Za in vivo ispitivanja u okviru doktorske disertacije kori$¢eni su muzjaci i Zenke miSeva soja
Hannover National Medical Institute (Hann: NMRI), dobijeni iz laboratorije Samostalnog odseka
za biohemiju Centra za laboratorijsku medicinu, Klinickog centra Vojvodine (Novi Sad,
Vojvodina, Srbija). Sve eksperimentalne Zivotinje ¢uvane su u strogo kontrolisanim uslovima
temperature (25 °C) i vlaznosti vazduha (30-50 %), uz rezim svetlo-12h/tama-12h.
Eksperimentalne zivotinje su imale slobodan pristup odgovaraju¢oj standardnoj hrani za miseve

(LM2sa 19% proteina, Veterinarski zavod Subotica, VVojvodina, Srbija) i vodi.
4.4.2. Postupak in vivo ispitivanja antitumorske aktivnosti ekstrakata i soka korena rena

In vivo ispitivanja antitumorske aktivnosti ekstrakata i soka korena rena vrSena su na
miSevima soja Hann:NMRI (model Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)), starosti od 6 do 8
nedelja i telesne mase 25 g + 10%, koji su slu¢ajnim izborom podeljeni u grupe od po Sest (6)
jedinki u svakoj (n=6) i podvrgnuti su tretmanima po slede¢em programu:

e Grupa kontrolna EAK — miSevi sa implantiranim ¢elijama EAK, tretirani su sa po 2 mL/kg
t.m. fizioloskog rastvora (per 0s), tokom 14 dana;

e Grupa E1, E2, E3, E4, ES8, J9, NALC pretretman — misevi su pretretirani odgovaraju¢im
ekstraktima E1, E2, E3, E4 i E8, sokom korena rena J9, odnosno NALC, sa po 2 mL/kg
t.m. (per 0s), tokom 7 dana, a zatim su implantirane (i.p.) ¢elije EAK, 7. dana;

e Grupa E1, E2, E3, E4, ES8, J9, NALC tretman — miSevi su tretirani odgovaraju¢im
ekstraktima E1, E2, E3 E4 i E8, sokom korena rena J9, odnosno NALC, sa po 2 mL/kg
t.m. (per 0s), tokom 7 dana, sa pocetkom od dana implantacije (i.p.) ¢elija EAK;

e GrupaEl, E2, E3, E4, ES8, J9, NALC posttretman — miSevi su posttretirani odgovaraju¢im
ekstraktima od E1, E2, E3, E4, E8, sokom korena rena S9, odnosno NALC, sa po 2 mL/kg
t.m. (per 0s), tokom 7 dana, sa pocetkom 7. dana nakon implantacije (i.p.) ¢elija EAK.

Po zavrsetku Cetrnaestog dana zivotinje su zrtvovane i sakupljen je ascit EAK za dalja
biohemijska ispitivanja. Da bi se proverila hipoteza da se uticaj ekstrakata i soka korena rena na
rast i razvoj tumora zasniva na promeni antioksidantnog statusa u ¢elijama EAK, postupak je
ponovljen na isti na¢in sa jednim antioksidansom, N-acetil-L-cisteinom (NALC) (Sigma, 5mM),
(2 mL/kg t.m. (per 0s)).
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Napomena: Za eksperimente je uzeta standardna doza ekstrakata i soka korena rena od 2
mL/kg telesne mase, $to je bilo u skladu sa opstim postupkom opisanim u literaturi (190).
Eksperiment je vrSen na Zenkama miSeva, polaze¢i od pretpostavke da rast EAK, moze biti

propagiran sa hormonskim statusom zenki (190).

4.4.3. Postupak in vivo ispitivanja antioksidantne/prooksidantne i

hepatoprotektivne/hepatotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata i soka korena rena

In vivo ispitivanje antioksidantne/prooksidantne i hepatoprotektivne/hepatotoksi¢ne
aktivnosti ekstrakata i soka rena kod oksidativnog o$tecenja jetre indukovanog sa CCL4-0m vrseno
je na miSevima soja Han:NMRI. Ekstrakti i sok korena rena, odnosno fizioloski rastvor (kontrolna
grupa) aplikovani su jednokratno oralno (per 0s), (2 mL/kg telesne mase) tokom 7 dana. Ugljen-
tetrahlorid (CCls) aplikovan je intraperitonealno (i.p.) (2 mL/kg telesne mase) sedmog dana, 24h
pre eutanazije. Misevi starosti 68 nedelja i telesne mase 25 g+10%, su nasumi¢no podeljeni u 14
grupa po Sest (6) jedinki u svakoj (n=6) i podvrgnuti su slede¢em tretmanu:

e Grupa Kontrola — kontrolna grupa; Zivotinje koje su primale fizioloski rastvor, 2 mL/kg
t.m. (per os) tokom 7 dana;

e Grupa Kontrola+CCls — negativna kontrolna grupa; zivotinje koje su primale fizioloski
rasvor 2 mL/kg t.m. (per os) tokom 7 dana i rastvor CCls, 2 mL/kg t.m. (i.p.), sedmog dana,
24h pre zrtvovanja;

e Grupa E1-E4, ES8, J9 — eksperimentalne grupe; zivotinje koje su tretirane ispitivanim
ekstraktima korena rena: E1, E2, E3, E4, E8 ili sokom korena rena J9, 2 mL/kg t.m. (per
0s) tokom 7 dana;

e Grupa E1+CCl;—E4+CCls, E8+CCl4, J9+CCls — eksperimentalne grupe; Zivotinje koje su
tretirane ispitivanim ekstraktima korena rena: E1, E2, E3, E4, ES, ili sokom korena rena
J9, 2 mL/kg t.m. (per 0s), tokom 7 dana, i rastvorom CCls, 2 mL/kg t.m. (i.p.) sedmog dana,
24h pre zrtvovanja.

Na kraju eksperimenta (dan 8), zivotinje su izmerene, anestezirane izofluoranom i
dekapitovane. Sakupljeni su uzorci krvi i jetre za biohemijska ispitivanja. Masa jetre je izmerena
posle uklanjanja zu¢ne kese. Uzorci jetre mase 1g homogenizovani su u TRIS-HCl/saharoznom
rastvoru (50 mmol/L, 0,25 mol/L, pH 7,40), 1:3, na 4 °C, Potter-Elvehjem-ovim homogenizuju¢im
setom. Dobijeni homogenat je centrifugiran na 3000 o/min, tokom 10 minuta, a koncentracija
proteina je odredena biuretskom metodom, sa albuminom bovinog seruma kao standardom (190,

191).
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4.4.4. Eksperimentalne metode primenjene u in vivo ispitivanjima

In vivo ispitivanja antitumorske aktivnosti ekstrakata i soka korena rena bazirala su se na:

1) pracenju rasta tumora (volumen ascita EAK);

2) odredivanju broja tumorskih ¢elija EAK;

3) odredivanju ¢elijske vijabilnosti EAK i

4) prac¢enju promene biohemijskih parametara oksidativnog stresa u ¢elijama EAK.

In vivo ispitivanje antioksidantne aktivnosti ekstrakata i soka korena rena praceno je na
oshovu promene biohemijskih parametara oksidativnog stresa (iz homogenate jetre i hemolizata
krvi), dok je ispitivanje potencijalne hepatoprotektivne aktivnosti ekstrakata i soka korena rena
nakon intoksikacije sa ugljen-tetrahloridom pra¢eno na osnovu promene biohemijskih parametara

funkcije jetre.

Odredivanje broja tumorskih celija (EAK) i celijske vijabilnosti

Ascit EAK je iz abdomena prenet u rastvor Krebs-Ringer-ovog fosfatnog pufera (0° C, pH
7,4). Dobijena suspenzija je zatim podvrgnuta nizu centrifugiranja pri 4500 rpm (MSE HIGH
SPEED centrifuga na 4 °C) i 12000 rpm (Eppendorf 3200 centrifuga 2,5 min) da bi se dobila gusta
suspenzija ¢elija (1:1). Nakon toga je u suspenziji odredena masa ¢elija, kao i broj Celija izraZzen
kao broj ¢elija na mm? (brojanje je vr$eno u Neubauer-ovoj komori). Vijabilnost éelija je odredena
metodom sa Tripan plavim (Trypan blue), (0,4% rastvor u Krebs-Ringer-ovom fosfatnom puferu)

koji boji samo oStecene ¢Celije. Rezultati su izrazeni kao % osStecenih Celija.

Biohemijski testovi oksidativnog stresa

U cilju in vivo procene oksidativnog stresa odredivane su aktivnosti nekoliko antioksidantnih
enzima, sadrzaj redukovanog glutationa i intenzitet lipidne peroksidacije standardnim
laboratorijskim procedurama. Aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) odredena je
metodom Weydert i Cullen (192), ksantin oksidaze (XOD) metodom Bergmayer-a i saradnika
(193), katalaze (CAT) metodom Beer-a i Sizer-a (194), glutation peroksidaze (GSHPx) prema
Chin-u i saradnicima (195) i glutation reduktaze(GR) metodom Goldberg-a i Spooner-a (196).
Sadrzaj redukovanog glutationa (GSH) odreden je metodom po Beuthler-u (197), dok je intenzitet
lipidne peroksidacije (LPx) odreden metodom Buege-a i Aust-a (198). Pomenuti biohemijski
testovi oksidativnog stresa radeni su u oba eksperimenta kod in vivo ispitivanja (u ¢elijama EAK

i u sistemu ostec¢enja indukovanih sa CCla)

40



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

Superoksid dismutaza (SOD)

Sadrzaj superoksid dismutaze (SOD) odreden je spektrofotometrijski na osnovu promene
apsorbance na 560 nm prema proceduri opisanoj u radu Weydert i Cullen (192). Sistem ksantin-
ksantin oksidaza koristi se za stvaranje superoksid anjon radikala, dok je redukcija nitroplavog
tetrazolijuma indikator produkcije superoksid anjon radikala. Metoda se bazira na kompeticiji
nitroplavog tetrazolijuma i enzima SOD prema superoksid anjon radikalu, a stepen inhibicije
redukcije nitroplavog tetrazolijuma je mera aktivnosti enzima SOD. Rezultati se izrazavaju u

U/mg proteina.

Ksantin oksidaza (XOD)

Sadrzaj ksantin oksidaze (XOD) odreden je spektrofotometrijski na osnovu promene
apsorbance na 293 nm, pri prelazu ksantina u mokra¢nu kiselinu. Na uzorak homogenata jetre
(hemolizata krvi) 20-50 uL, dodato je 3 mL fosfatnog pufera pH 7,5 (optimalna pH za XOD), u
kome se nalazio rastvor EDTA i 1 M ksantin. Posle odredenog vremena, reakcija je stopirana, a
reakciona smesa je centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta. Apsorbanca reakcionog
produkta je o¢itanana 293 nm, a rezultati su izraZeni u nmol/mg proteina (¢=1,2:10* L/mol-cm)
(193).

Katalaza (CAT)

Sadrzaj katalaze (CAT) odreden je primenom vodonik-peroksida (H202) kao supstrata. U
uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 pL, dodato je 3 mL 0,05 M fosfatnog pufera
(KPi) pH 7 (u koji je dodato 0,075 mL 30%-nog rastvora H2O2 na 50 mL KPi). Nakon odredenog
vremena, reakcija je stopirana, a reakciona smesa centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta.

Ocitana je apsorbanca na 240 nm, a rezultati su izraZeni u nmol/mg proteina (¢=4,36:10* L/mol-cm)

(194).

Glutation peroksidaza (GSHPx)

Sadrzaj glutation peroksidaze (GSHPx) odreden je pomoc¢u kumol hidroperoksida (a-
dimetil-benzilhidroperoksid) kao supstrata. Uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20—50uL,
pomesan je sa 0,75 mL TRIS/HCI pufera (pH 7,6), ¢=510"2 mol/L (puffer 1) i termostatiran 10
minuta na 37 °C. U reakcionu smesu je zatim dodat 0,1 mL rastvora GSH (c=2,1'10° mol/L) i 0,1
mL rastvora kumolhidroperoksida u metanolu (1:200) i ponovo termostatirano 5 minuta na 37 °C.

Nakon toga je dodat 1 mL 20%-nog rastvora TSK da bi se reakcija stopirala. Reakciona smesa je
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centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta. U 2 mL TRIS/HCI pufera, pH 8 (pufer I1), c=0,4
mol/L, dodat je 1 mL supernatanta i 0,1 mL rastvora DTNB (0,02g u 5 mL pufera Il). Oc¢itana je
apsorbanca reakcionog produkta na 412 nm, a rezultati su izrazeni u nmol/mg proteina (¢=1,36'10*
L/mol-cm) (195).

Glutation reduktaza (GR)

Sadrzaj glutation reduktaze odreden je pracenjem enzimske reakcije redukcije oksidovanog
glutationa (GSSG), u prisustvu NADPH.

Na uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 uL, dodato je 0,2 mL 2%-nog rastvora
GSSG, 0,3 mL rastvora NADPH, ¢=110° mol/L, a optimalna pH vrednost je podeSena
dodavanjem 2 mL fosfatnog pufera (KPi), pH 7,6. Nakon odredenog vremena reakcija je stopirana,
reakciona sme$a je centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta. Ocitana je apsorbanca
reakcionog produkta na 340 nm, a rezultati su izrazeni u nmol/mg proteina (¢=6,22:10° L/mol-cm)
(196).

Redukovani glutation (GSH)
Sadrzaj redukovanog glutationa (GSH) odreden je na osnovu koli¢ine ne-protein

sulfhidrilnih ostataka pomocu Ellman-ovog reagensa.

Odredivanje GSH u krvi: U uzorak hemolizata krvi zapremine 2 mL, dodato je 3 mL rastvora
4%-ne sulfosalicilne kiseline 1 centrifugirano 10 minuta na 3000 o/min. Zatim je na odredenu
zapreminu supernatanta dodat Ellman-ov reagens* (Ellman-ov reagens predstavlja smesu 0,2 mL
rastvora DTNB i 1:10° mol/L rastvora KPi, pH 8) u odnosu 1:4. O¢itana je apsorbanca reakcionog
produkta na 412 nm. Sadrzaj GSH je iz molarnog apsorpcionog koeficijenta (e=1,36:10*
L/mol-cm), preracunat na mL eritrocita preko hematokrita.

Odredivanje GSH u homogenatu: Uzorak ¢elija, zapremine 1 mL, centrifugiran je sa 2 mL
rastvora 4%-ne sulfosalicilne kiseline, 10 minuta na 3000 o/min. Odredena zapremina
supernatanta pomesana je sa rastvorom Ellman-ovog reagensa u odnosu 1:40. Ocitana je
apsorbanca na 412 nm. Sadrzaj GSH izracunat je iz molarnog apsorpcionog koeficijenta, a

preracunat na mg proteina preko ukupnih proteina (197).
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Intenzitet lipidne peroksidacije (LPx)

Intenzitet lipidne peroksidacije (LPx) odreden je primenom TBA-testa. Oksidacija lipida
¢elijskih membrana je merena preko reakcije lipid-peroksidnih produkata nastalih u reakcionom
sistemu (malonildialdehida) sa tiobarbiturnom kiselinom.

Uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi), zapremine 20-50 pL, zagrevan je 15 minuta u
klju¢alom vodenom kupatilu sa 3 mL rastvora Cinidle (tiobarbiturna kiselina 0,375% u 15% TSK
(3,75 g TBA + 15 g CCIsCOOH + 20,72 mL 37% HCI + jedna-dve kapi a-tokoferola na 1 |
rastvora). Rastvor je centrifugiran 10 minuta na 3000 o/min, a apsorbanca nastalog proizvoda
reakcije o¢itana je na 535 nm. Rezultati su izraZeni u nmol/mg proteina (¢=1,56:10°L/mol-cm)
(198).

Biohemijski parametri funkcije jetre

Potencijalna hepatoprotektivna aktivnost ekstrakata i soka korena rena pracena je na osnovu
promene sledec¢ih biohemijskih parametara: aktivnosti enzima AST i ALT, koncentracije ukupnog
bilirubina, koncentracije ukupnih proteina, kao i sadrzaja hidroksiprolina i DNK iz hepatocita.

Aktivnost enzima aspartat aminotransferaze (AST) i alanin aminotransferaze (ALT)
odredena je fotometrijski merenjem koli¢ine nastalog hidrazona na 546 nm po Reitmann-u i
Wotton-u, kao $to je opisano u Spasi¢ i saradnici (199).

Sadrzaj ukupnog bilirubina odreden je fotometrijski u reakciji sa diazo reagensom, po metodi
opisanoj u Cebovié (200) i Kovacevi¢ (201). Metoda se zasniva na reakciji bilirubina sa dijazo
reagensom, pri cemu se formira kompleks azo-bilirubin ruZicaste boje sa apsorbancom na 540 nm.

Koncentracija ukupnih proteina odredena je biuretskom metodom opisanoj u Cebovié (200).
Na uzorak hemolizata krvi 20-50 uL, dodato je 3 mL rastvora biuretskog reagensa (CuSO45H.0
—0,15%, K,Na-tartarat — 0,6%, rastvor KI — 0,1% u 0,85 mol/L NaOH i deoksiholat — 1,5%), i
nakon 30 minuta ocitana je apsorbanca nastalog jedinjenja na 540 nm. Sadrzaj proteina odreden je
na osnovu kalibracione krive dobijene primenom razli¢itih koncentracije BSA (5-50mg/L).

Za biohemijsko odredivanje sadrzaja DNK hepatocita postupilo se po proceduri opisanoj u
Cebovi¢ (200) i Shulte-Hermann i saradnici (202). Metoda se zasniva na prevodenju deoksiriboze
(oslobodena iz DNK u kiseloj sredini) u furfural, koji sa difenilaminom formira kompleks plave
boje sa apsorbancom na 600 nm.

Sadrzaj hidroksiprolina u jetri odreden je metodom po Woessner-u (203).
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4.5. Statisticka obrada podataka

Eksperimentalne grupe ispitane su u Cetiri (n=4; testovi in vitro) ili Sest (n=6; testovi in vivo)
ponavljanja. Svi podaci uneseni su u posebno kreiranu bazu podataka u Microsoft Exel-u 10.
Kori$¢ene su mere deskriptivne statistike: aritmeti¢ka sredina, standardna devijacija, frekvence i
procenti. Rezultati su prikazani graficki i tabelarno, kao srednja vrednost +SD. Statisticka obrada
podataka uradena je u programskom paketu za statistiku IBM SPSS (verzija 17) i to: t-test (za
poredenje dve populacije), ANOVA (za poredenje vise populacija) i post-hoc test (LSD and

Bonferonni). Nivo znacajnosti je bio p<0,05.
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5. Rezultati

5.1. Rezultati fitohemijskog ispitivanja ekstrakata i soka korena rena
5.1.1. Kvalitativni i kvantitativni sastav polifenolnih jedinjenja u ekstraktima i soku korena rena

U ispitivanim ekstraktima i soku korena rena, primenom HPLC metode identifikovana su i
kvantifikovana sledec¢a polifenolna jedinjenja: fenolne kiseline (galna, protokatehinska, kafena,
ferulna, izoferulna, hlorogenska, p-hidroksibenzoeva, p-kumarinska, siringinska i sinapinska
kiselina) i flavonoidi (katehin, epikatehin, kvercetin, kemferol, luteolin, apigenin i izoramnetin).
Rezultati su prikazani u Tabeli 5.1.

Tabela 5.1. Polifenolna jedinjenja i njihov sadrzaj u ekstraktima i soku korena rena dobijeni HPLC

metodom
Uzorci rena
Polifenolna El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 J9
jedinjenja mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/L
Galna kiselina 3,338 1,867 | 1,993 | 0,213 0,321 0,529 0,183 0,597 1,381
+0,167 | 0,092 |+0,091| +0,010 | £0,013 | +0,024 | +0,008 | +0,026 | +0,063
Protokatehinska 0 0 0 0 0,029 0,029 0,360 0 0,067
kiselina +0,001 | +£0,001 | +0,017 +0,002
. . 2,797 0,063 0,048
Epikatehin 0 0 +0.135 0 +0,003 0 0,002 0 0
Katehin 33,172 8,363 12,444 | 1,237 1,632 0,752 1,230 1,066 7,097
+1,659 | +0,416 |+0,620 | +0,059 | +0,076 | +0,032 | +0,059 | +0,052 | +0,351
Ferulna kiselina 0,012 0 0,449 | 0,031 0 0 0 0,004 0,009
+0,001 +0,020 | +0,001 +0,001 | +0,003
- 0,142 0,013 0,003 0,007
Kafena kiselina 0,006 0 £0,001 0 0 0 0 £0,001 | 40,002
Siringinska kiselina 3,647 0,436 0 0,103 0,117 0,058 0,021 0,081 0,158
g +0,182 | +0,020 +0,004 | +0,004 | +£0,002 | +0,001 | +0,003 | +0,006
— - 0,651 0,107 0,005 0,002
Sinapinska kiselina £0,032 0 £0,003 0 0 0 0 £0,001 | 40,001
p-Kumarinska 1,658 0 0,088 | 0,013 0 0 0 0,006 0,009
kiselina +0,081 +0,004 | +£0,001 +0,002 | +0,002
Hlorogenska 0,036 0 0,196 0 0 0,015 0,003 0 0,017
kiselina +0,001 +0,008 +0,001 | 0,001 +0,001
p-Hidroksibenzoeva | 6,684 0,261 0 0,107 0,153 0 0,140 0 0,635
kiselina +0,333 | +0,012 +0,004 | 0,006 +0,006 40,029
Izoferulna 0,024 0 0 0,041 0 0,020 0 0,011 0
kiselina +0,001 +0,002 +0,002 +0,001
. 0,226 0,016 0,042 0,002
Kvercetin 20011 | z0.001 | 0 | 0,001 0 | L0001 0 0 0
0,089 0,017
Kempferol 0 £0,003 0 0,001 0 0 0 0 0
. 0,007
Luteolin 0,001 0 0 0 0 0 0 0 0
L 0,022
Apigenin 0,001 0 0 0 0 0 0 0 0
. 0,020 0,003
Izoramnetin £0,001 0 0 0,001 0 0 0 0 0
Total 49,64 11,34 | 18,08 1,81 2,31 1,40 1,98 1,77 9,38

Rezultati su prikazani xao srednja vrednost+SD.
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Svi ekstrakti korena rena sadrzali su katehin (0,75-33,17 mg/g) i galnu kiselinu (0,18-3,34
mg/g). Najveci sadrzaj polifenola bio je prisutan u dihlormetanskom ekstraktu pulpe korena rena
E1 (49,64 mg/g) i dihlormetanskom ekstraktu soka korena rena E3 (18,09 mg/qg).

Najveci sadrzaj katehina (8,36-33,17 mg/g) i galne kiseline (1,87-3,34 mg/g) izmeren je u
ekstraktima E1, E2 i E3. Ekatrakt E1 je sadrzao i veée koncentracije (>1) p-hidroksibenzoeve (6,68
mg/g), siringinske (3,65 mg/g) i p-kumarinske kiseline (1,66mg/g), dok je ekatrakt E3 sadrzao
vece koncentracije epikatehina (2,80 mg/g).

Najveci sadrzaj sinapinske kiseline (0,65 mg/g), kvercetina (0,23 mg/g), kafene kiseline
(0,14 mg/g), izoramnetina (0,02 mg/g), apigenina (0,02 mg/g) i luteolina (0,01 mg/g) izmeren je u
ekstraktu E1, a ferulne (0,45 mg/g) i hlorogenske kiseline (0,20 mg/g) u ekstraktu E3,
protokatehinske kiseline (0,36 mg/g) u ekstraktu E7, kemferola (0,09 mg/g) u ekstraktu E2, a
izoferulne kiseline (0,04 mg/g) u ekstraktu E4. (Tabela 5.1.)

Sok korena rena J9, sadrzao je vece koncentracije katehina (7,10 mg/L) i galne kiseline (1,38
mg/L), dok su p-hidroksibenzoeva (0,64 mg/L), siringinska (0,16 mg/L), protokatehinska (0,07
mg/L), hlorogenska (0,02 mg/L), p-kumarinska (0,01 mg/L), ferulna (0,01 mg/L), kafena (0,01
mg/L) i sinapinska kiselina (0,02 mg/L) bile prisutne u manjim koli¢inama. (Tabela 5.1.)

Sadrzaj pojedina¢nih fenolnih komponenti, kvantifikovan na 280, 320 ili na 360 nm, u
zavisnosti od njihovog maksimalnog odgovora, prikazan je na HPLC hromatogramima za
ekstrakte korena rena: E1, E2 i E4 (Slika 5.1., Slika 5.2. i Slika 5.3.)
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Slika 5.1. Hromatogrami ekstrakta E1 odredeni upotrebom tec¢ne hromatografije visoke

rezolucije (HPLC) na a) 280 nm (1 — galna kiselina; 2 — katehin; 3 — p-hidroksibenzoeva

kiselina; 4 — siringinska kiselina) b) 320 nm (1 — hlorogenska kiselina; 2 — kafena kiselina; 3 — p-

46



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

kumarinska kiselina; 4 — ferulna kiselina; 5 — sinapinska kiselina) i c) 360 nm (1 — kvercetin; 2 —

luteolin; 3 — apigenin; 4 — izoramnetin)
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Slika 5.2. Hromatogrami ekstrakta E2 odredeni upotrebom te¢ne hromatografije
visoke rezolucije (HPLC) na a) 280 nm b) 320 nm ¢) 360 nm (1 — kvercetin; 2 — kemferol)
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Slika 5.3. Hromatogrami ekstrakta E4 odredeni upotrebom te¢ne hromatografije
visoke rezolucije (HPLC) na a) 280 nm b) 320 nm c¢) 360 nm (1 — kvercetin; 2 — kemferol;
3 — izoramnetin)
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5.2. In vitro antitumorska aktivnost ekstrakata i soka korena rena

5.2.1. Rezultati ispitivanja ¢elijskog rasta (SRB test) nakon 48 h izlaganja ekstraktima i

soku korena rena

U cilju ispitivanja potencijalne antitumorske aktivnosti ekstrakata i soka korena rena,
odredivali smo njihov antiproliferativni efekat na slede¢im ¢elijskim linijama: HeLa, MFC7, HT-
29, MRC-5, A549, H-4-1I-E, MDA-MB-231, Hs249T, HepG2 i PC-3, po dizajnu in vitro
eksperimenta, opisanog u materijalu i metodama. Efekat delovanja ispitivanih ekstrakata i soka
korena rena na rast ¢elijskih linija prikazan je u Tabeli 5.2.

Tabela 5.2. Efekat delovanja ekstrakata i soka rena na rast odabranih c¢elijskih linija nakon 48h
(SRB test)

HelLa MCF7 | HT-29 | MRC-5| A549 |H-4-l1I-E| MDA- |Hs294T | HepG2 | PC-3
MB-
231
Ekstrakt 1Cs0 (ng/mL)
El >31,25¢ | >31,25° | >31,25° | >31,25° | >31,25° | 19,19 26,01 |>31,25°|>31,25|>31,25
+3,51° | +£2,45¢ ¢ b
E2 21,31 16,54 28,46 18,80 28,11 17,63 19,44 | 20,66 | 15,42 |>31,25
+4,30° +1,2° | £0,54° | +3,88° | +3,57° | +0,88" | +3,82° | +3,00° | +0,46° b
E3 >31,25¢ | 18,52 [>31,25°| 16,74 |>31,25"| 19,41 26,50 |>31,25°|>31,25(>31,25
+2,19° +0,3°3 +3,45° | +4,15° ¢ b
E4 4,66 6,54 12,17 7,10 11,43 3,49 5,52 6,70 5,68 9,01
+1,09% | +0,662 | £2,842 | £1,872 | £3,77% | +£1,24* | £1,47% | £1,81?% | £1,54°* | £1,89°2
E5 >500" | >500" | >500° | >5009 | >500¢ | >500¢ | >5007 | >500f | >500f | >5004
E6 239,86 | 146,97 | 460,97 | 240,34 |354,7+1| >500¢ | >500f | >500f | >500F | >500¢
+81,98° | +4,3° |+11,28¢| +40,2°¢ 1,0¢
E7 >500f | >500F | >500° | >5009 | >500° | >500° | >500f | >500" | >500f | >500¢
E8 >125¢ >125¢ | >125¢ | »1259 | »125¢ | >125¢ | 114,52 | >1259 | 109,76 | >125¢
+0,284 +9,7¢
Jo¢ 241,72¢ | 494,76" | 348,437 | 286,231 | 923,287 | 275,269 | 317,93¢ | 437,52¢ | 411,80 | 799,52
e e
Sok ICso (razblazenje)
39¢ 1596,04 | 779,77 |1140,26|1347,86] 417,86 | 1401,57 |1213,49] 881,79 | 936,86 | 482,54
+386,77 | +67,48 |+135,54| £63,72 | +3,61 | +240,37 | +97,68 | £161,8 | £79,22 | +33,47

Ispitivanja sa koncentacijama u nivou od 1,95-31,25% 7,81-125° i 31,25-500° ug/mL

Ispitivanja sa razblazenjima u nivou od 200-3200 ili sa koncentracijama u nivou od 0,12—19,33° mg/mL
(racunato na suvu masu soka , koncentracija soka korena rena bila je 385,80 mg/mL). Srednje vrednosti
oznacene razlicitim slovima (a-g) za nivo znacajnosti (p < 0,05). Racunato za masenu koncentraciju
ekstrakata i soka korena rena

Najsnazniju antiproliferativnu aktivnost ispoljili su ekstrakti korena rena E4, E2, E3 1 El, a

dobijene 1Cso vrednosti bile su u uskom opsegu koncentracija (ICso = 3,49-28,46 ug/mL).
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Rezultati uticaja ekstrakta E1 na rast ispitivanih Celijskih linija prikazani su u Tabeli 5.2. i
na Grafikonu 5.1.
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Grafikon 5.1. Koncentracije ekstrakta E1 (ug/mL) koje dovode do 50% inhibicije rasta
(ICsp) ispitanih Celijskih linija

Ekstrakt E1 je najsnaZnije delovao na éelijske linije karcinoma jetre pacova (ICsoH*!E =

19,19 pg/mL) i karcinoma dojke (ICsoMPAMB-2 = 26,01 pg/mL).

Rezultati uticaja ekstrakta E2 na rast ispitivanik celijskih linija prikazani su u Tabeli 5.2. i
na Grafikonu 5.2.
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Grafikon 5.2. Koncentracije ekstrakta E2 (ug/mL) koje dovode do 50% inhibicije rasta
(ICso) ispitanih ¢elijskih linija

U ispitivanom opsegu koncentracija ekstrakt E2 je delovao citotoksi¢no na sve ¢elijske linije
(ICs0 = 15,42 — 28,46 pg/mL), osim na c¢elije karcinoma prostate (PC-3; 1Cso >31,25ug/mL).
Najnize 1Cso vrednosti dobijene delovanjem ekstrakta E2 bile su prema celijskim linijama

karcinoma jetre (ICso"eP®? = 15,42 pg/mL) i karcinoma dojke (ICsoM°F" = 16,54 pg/mL).

Rezultati uticaja ekstrakta E3 na rast ispitivanih celijskih linija prikazani su Tabeli 5.2. i na

Grafikonu 5.3.
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Grafikon 5.3. Koncentracije ekstrakta E3 (ug/mL) koje dovode do 50% inhibicije rasta

Ekstrakt E3 je najsnaznije delovao na ¢elijske linije zdravih plu¢a (ICsoMR¢® = 16,74 ug/mL)

E3
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20 A
15
10 -
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i karcinoma dojke (ICso™“F" = 18,52 ug/mL).

Rezultati uticaja ekstrakta E3 na rast ispitivanih celijskih linija prikazani su u Tabeli 5.2. i

na Grafikonu 5.4.
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Grafikon 5.4. Koncentracije ekstrakta E4 (ug/mL) koje dovode do 50% inhibicije rasta

Ekstrakt E4 je ispoljio najsnaznije i neselektivno citotoksicno delovanje prema svim
ispitivanim ¢elijskim linijama (ICso = 3,49-12,17ug/mL), sa najsnaznijim delovanjem na ¢elijsku

liniju karcinoma jetre pacova (ICso™*!"E = 3,49 png/mL) i karcinoma grliéa materice (ICso®-? =

4,66 ng/mL).
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Rezultati uticaja ekstrakta E6 na rast ispitivanih celijskih linija prikazani su u Tabeli 5.2. i

na Grafikonu 5.5.
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Grafikon 5.5. Koncentracije ekstrakta E6 (ug/mL) koje dovode do 50% inhibicije rasta
(ICsp) ispitanih ¢elijskih linija

Ekstrakt E6 je najbolji efekat ispoljio prema ¢elijskoj liniji karcinoma grlica materice
(ICs0H*2= 239,86 pg/mL).

Rezultati uticaja ekstrakta E8 na rast ispitivanih celijskih linija prikazani su u Tabeli 5.2. i

na Grafikonu 5.6.
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Grafikon 5.6. Koncentracije ekstrakta E8 (ug/mL) koje dovode do 50% inhibicije rasta
(ICso) ispitanih ¢elijskih linija

Ekstrakt E8 je najbolji efekat ispoljio prema ¢elijskoj liniji karcinoma jetre (ICsoHP®? =
109,76 pg/mL).
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Rezultati uticaja soka korena rena J9 na rast ispitivanih celijskih linija prikazani su u Tabeli
5.2. 1 na Grafikonima 5.7. 1 5.8.
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Grafikon 5.7. Koncentracije soka J9 (ug/mL) koje dovode do 50% inhibicije rasta (1Cso)
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Grafikon 5.8. Razblazenja soka J9 koja dovode do 50% inhibicije rasta (ICso) ispitanih

¢elijskih linija

Delovanjem soka korena rena J9, dobijene su ICso vrednosti na svim ispitivanim celijskim

linijama u opsegu razblazenja od 418 do 1600. Najsnaznije antiproliferativno delovanje soka

korena rena J9 (u jedinicama razblazenja) zabelezeno je prema karcinomu grli¢a materice (ICsoHe-2

= 1596,04), karcinomu jetre pacova (ICso"*+'"E = 1401,57), ali i prema ¢elijama izvedenim od

zdravog tkiva (1CsoVIR = 1347,86).

Ekstrakti korena rena E5 i E7 u ispitivanom opsegu koncentacija nisu doveli do 50%

inhibicije ¢elijskog rasta (ICso) kod ispitivanih ¢elijskih linija.
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5.2.2. Ne-tumor/tumor 1Csp odnos (NT/T) ekstrakata i recipro¢ni T/NT odnos (u

jedinicama razblaZenja) za delovanje soka korena rena

U cilju utvrdivanja razlika u delovanju ckstrakata i soka korena prema tumorskim i
¢elijama izvedenim od zdravog tkiva, i njihove eventualne primene u antitumorskoj terapiji,
izraCunati su ne-tumor/tumor 1Cso odnosi (NT/T) za ekstrakte i recipro¢ni T/NTodnosi (u
jedinicama razblaZenja) za delovanje soka korena rena. Rezultati su prikazani u Tabeli 5.3. koja

sledi.

Tabela 5.3. Ne tumor/tumor (NT/T) odnos za ekstrakte i sok (1/NT/T) nakon 48h delovanja na

razlic¢ite ¢elijske linije

Ekstrakt/Celijske | HeLa | MCF7 | HT-29 | A549 | H-4-1I-E MDA- Hs294T | HepG2 | PC-3
linije MB-231

Ekstrakt NT/T

El 1 1 1 1,63 1,2 1 1 1
E2 0,88 1,14 0,66 0,67 1,07 0,97 0,91 1,22 <0,6
E3 <0,54 0,9 <0,54 <0,54 0,86 0,63 <0,54 <0,54 | <0,54
E4 0,21 1,08 0,58 0,62 2,03 1,29 1,06 1,25 0,79
E5 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E6 1 1,64 0,52 0,68 <0,48 <0,48 <0,48 <0,48 | <0,48
E7 1 1 1 1 1 1 1 1

ES8 1 1 1 1 1 >1,09 1 >1,14

Sok 1NT/T*

J9 1,18 0,58 0,85 0,31 1,04 0,90 0,65 0,69 0,36

* Racunato za razblazenje soka

Ekstrakti korena rena E1, E2, E4, ES8, i soka korena rena J9, pokazali su povoljne odnose

delovanja NT/T i T/NT (>1) prema odredenim c¢elijskim linijama.

Povoljni odnosi dobijeni su delovanjem ekstrakta E1 na celijske linije karcinoma jetre
pacova (NT/T™4E = 1 63) i karcinoma dojke (NT/TMPAMB-231 = 1 9y,
Ekstrakt E2 pokazao je povoljne odnose delovanja na éelijske linije karcinoma dojke (NT/TMCF?
= 1,14) i karcinoma jetre pacova (NT/T™4'"E = 1,07 i NT/T"ePC2 =1 22).
Povoljni odnosi dobijeni su delovanjem ekstrakta E4 na ¢éelijske linije: karcinoma dojke (NT/TMPA-
MB-231 = 1,29 i NT/TMCF = 1 08), karcinoma jetre pacova (NT/TH4+!"E =2 03 i NT/THPCS2= 1 25) i
karcinoma koze (NT/TH2%T = 1,06).
Ekstrakt E6 je pokazao povoljan odnos delovanja samo na celijskoj liniji karcinoma dojke
(NT/TMCF = 1 64),
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Povoljni odnosi dobijeni su delovanjem ekstrakta E8 na ¢elijske linije karcinoma dojke (NT/TMPA-
MB-231 = 1,09) i karcinoma jetre (NT/TH®G2 =1 14).
Sok J9 pokazao je povoljan odnos delovanja samo na éelijskoj liniji karcinoma cerviksa (T/NTHeL2
=1,18).

Prema vecem broju ¢elijskih linija ekstrakti i sok korena rena pokazali su nepovoljne NT/T
I T/INT odnose (<1), ukazujuéi na njihovo snaznije delovanje prema celijama izvedenim od

zdravog tkiva nego prema ¢elijama tumora.
5.2.3. Rezultati ispitivanja mehanizma celijske smrti

Ekstrakt korena rena E4 i sok korena rena J9 pokazali su najbolje antiproliferativne
aktivnosti prema ispitivanim ¢elijskim linijama, pa je odredivan i mehanizam njihovog delovanja,
tako da su testirani na sposobnost indukcije apoptoze i nekroze ELISA tehnikom, in vitro. Ukoliko
je odnos efA/efN > 1, mehanizam c¢elijske smrti ide u pravcu apoptoze, dok ukoliko je odnos
efA/efN < 1, to upucuje na nekrozu kao mehanizam celijske smrti. Rezultati su prikazani u

Tabelama 5.4.15.5.

Tabela 5.4. Indukcija apoptoze i nekroze delovanjem ekstrakta E4

APOPTOZA NEKROZA
Celijska eiA eiN
“ni.; Uzorak AVG AVG- (AVG AVG AVG-| (AVG |efAlefN
J (apsorbanca) | blank | test/AVG |(apsorbanca)| blank |test/ AVG
kontrole) kontrole)
E4 0,361 0,304 0,058 0,001
HeLa |[Kontrola 0,738 1 0,74
(DMSO) 0,468 0,411 0,058 0,001
E4 0,351 0,294 0,062 0,005
MCF7 |Kontrola 0,995 5 0,20
(DMSO) 0,352 0,295 0,058 0,001
E4 0,807 0,750 0,066 0,009
HT-29 |Kontrola 0,986 4,5 0,22
(DMSO) 0,818 0,761 0,059 0,002

efA — faktor apoptoze

efN — faktor nekroze

Ekstrakt korena rena E4 pokazao je smanjenu sposobnost indukcije apoptoze (efA = 0,74—
1), dok je indukcija nekroze bila visoka (efN = 1-4,5), pa je vrednost indeksa efikasnosti apoptoze
bila niska (efA/efN =
adenokarcinoma dojke (MCF7) i adenokarcinoma debelog creva (HT-29).

0,22-0,74) na Ccelijskim linijama karcinoma cerviksa (HeLa),
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Tabela 5.5. Indukcija apoptoze i nekroze delovanjem soka J9 korena rena

APOPTOZA NEKROZA
: AVG A | Ave N | etavef
Celijska linija| Uzorak (apsorb AVG- (AVG (apsorb AVG- | (AVG N
arr)lca) blank | test/ AVG ar?lca) blank | test/ AVG
kontrole) kontrole)
J9 1,503 | 1,446 0,088 | 0,031
HelLa Kontrola 4,732 4,428 1,07
(0,9% NaCl) 0,363 | 0,306 0,064 | 0,007
J9 1,807 | 1,750 0,079 | 0,022
HT-29 Kontrola 2,587 2,750 0,94
(0,9% NaCl) 0,734 | 0,677 0,065 | 0,008

efA — faktor apoptoze
efN — faktor nekroze

Sok korena rena J9 pokazao je visoku indukciju apoptoze (efA = 2,59-4,73), ali je i indukcija
nekroze bila jednako izraZena (feN = 2,75-4,43), §to je kao rezultat dovelo do niskih vrednosti
indeksa efikasnosti apoptoze (efA/efN = 0,94-1,07) na Celijskim linijama karcinoma cerviksa
(HeLa) i adenokarcinoma debelog creva (HT-29).

5.3. In vivo antitumorska i hepatoprotektivna aktivnost ekstrakata i soka korena rena

In vivo ispitivanja u disertaciji radena su sa ekstraktima korena rena koji su pokazali najbolje
antitumorsko delovanje prilikom in vitro ispitivanaja: E1, E2, E3, E4 i E8, i sa sokom korena rena
J9.

5.3.1. In vivo antitumorska aktivnost ekstrakata i soka korena rena prema ¢elijama

Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)

U ovom poglavlju su prikazani rezultati in vivo ispitivanja citotoksi¢nih,
antioksidantnih/prooksidantnih i hepatoprotektivnih/hepatotoksi¢nih efekata ekstrakata E1, E2,
E3, E4, E8 i soka korena rena J9.

5.3.1.1. Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na zapreminu ascita

Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) i broj i vijabilnost ¢elija EAK

Promena u zapremini ascita EAK, broju ¢elija 1 vijabilnosti ¢elija EAK, pracene su pre,
tokom i posle primene ekstrakata i soka korena rena u odnosu na momenat implantacije EAK, a

dobijeni rezultati su poredeni sa vrednostima ovih parametara u netretiranim ¢elijama EAK, kao i

55



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

u c¢elijama EAK nakon njihovog tretmana antioksidansom N-acenttil-L-cisteinom (NALC).
Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na zpreminu ascita

Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK), na broj ¢elija EAK i vijabilnost ¢elija EAK

. . R Vijabilnost ¢elija EAK (%
Ekstrakt, sok Zapremina ascita EAK (mL) Broj ¢elijaEAK (x10%/mm?) ostecenih celija EAK)
ili kontrola Post- Pre- Post- Pre- Post-
Pretretman | Tretman | yrorman | tretman | 7™ | yretman | tretman | " | tretman
EAK kontrola 7,17+0,28 120,65+0,62 8,78+0,91
E1 1,90+0,4 | 2,00+0 | 15,93+ | 98,60+ | 133,92 | 164,67+ | 5,20+1, | 4,08+1, | 4,40+0,5
g 7% | 0,3470c | 8§21 +3,792 7,73 17 10™ 6
E2 2,24+0,4 | 1,98+0 | 5,33+0, | 110,20 | 111,42 | 82,635 | 5,40+1, | 4,1741, | 25,23+11
8 317 33#he 16,93 +4,82 76" 02" 077 ,2] "#0c
1,9240,4 | 1,76+0 | 0,90+0, | 98,60+ | 109,41 | 67,757 | 5,20+1, | 5,40+1, | 45,00+11
B3 8 31 40" 8,21° | +13,65¢ | ,25™bc 17 02" ,007#0¢
Ea 1,9540,5 | 3,18+0 | 5,43+0, | 97,30+ | 117,33 | 126,83+ | 7,00+1, | 6,67+1, | 9,07+1,9
g#b AN 57#be 14,59 +17,81 6,20 58" 02# 2
Es 1,2740,5 | 2,10+0 | 6,50+2, | 104,83 | 124,13 | 144,83+ | 7,00+1, | 6,0040, | 6,33+1,5
Qb 52 18#c +15,51° | 4541 25,07 41" 71% 3
19 1,40+0,3 | 2,18+0 | 4,30+1, | 86,41+ | 106,33 | 134,38+ | 6,67+1, | 5,50+1, | 8,50+2,0
47# ,59"#be 027 13,15™ | +12,87 6,46" 21" 227 1
NALC! 3,82+0,3 | 6,20+0 | 9,75+0, | 109,83 | 129,83 | 130,68+ | 9,28+0, | 8,15+0, | 8,08+1,2
g 227 287¢ +2,15 +4,13 3,37 76 98 4

N-acetil-L-cistein

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD (n=6)

" Statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu EAK (p<0,05)

# Statisticki znacajna razlika u odnosu NALC grupu (p<0,05)

Razlicita slova (a-c) u svakom redu oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu grupa (pretretman,
posttretman ili tretman) (p < 0,05)

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na zapreminu ascita Ehrlich-

ovog ascitnog karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli 5.6. i na Grafikonu 5.9.
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Grafikon 5.9. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na zapreminu
ascita Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)

56



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

Prilikom pretretmana Zivotinja sa ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 pre aplikacije
EAK doslo je do znacajnog smanjenja zapremine ascita EAK, u odnosu na EAK kontrolnu grupu.
Znacajno smanjenje zapremine ascita EAK postojalo je prilikom primene antioksidansa NALC
kao pretretmana (p<0,0005) i tretmana (p = 0,033), u odnosu na EAK kontrolnu grupu. Medutim,
prilikom posttretmana Zzivotinja antioksidansom NALC doslo je do znacajnog povecanja
zapremine ascita EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p<0,0005). Znacajno Smanjenje
zapremine ascita EAK uoceno je kod tretmana ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 u odnosu
na vrednosti dobijene u EAK kontrolnoj grupi (p<0,0005). Prilikom posttretmana Zivotinja
ekstraktima E2 (p = 0,006), E3 (p<0,0005) i E4 (p = 0,017) i sokom korena rena J9 (p<0,0005),
postojalo je znaCajno smanjenje zapremine ascita EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu.
Takode, u posttretmanu zivotinja, ekstrakti E2—E8 i sok korena rena J9, pokazali su zna¢ajno
smanjenje zapremine ascita EAK, u odnosu na NALC grupu (p<0,0005). Najbolje efekte na
smanjenje zapremine ascita EAK ispoljili su ekstrakt korena rena E3 i sok korena rena J9 — bilo
da su primenjeni kao pretretman, tretman ili posttretman, u odnosu na EAK kontrolnu grupu.

Nije postojala razlika u efektima ekstrakata i soka rena izmedu pretretmana i tretmana
(osim za E4 i E8). Postojala je razlika u efektima ekstrakata i soka rena izmedu pretretmana i
posttretmana (osim za E3). Postojala je, takode, i razlika u efektima ekstrakata i soka rena izmedu

tretmana i posttretmana (osim za E3) (Tabela 5.6.).

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na broj celija Ehrlich-ovog
ascitnog karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli 5.6. i na Grafikonu 5.10.
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Grafikon 5.10. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na broj ¢elija
EAK
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NALC kao antioksidans — bilo da je primenjen kao pretretman, tretman ili posttretman —
nije znacajno uticao na smanjenje broja ¢elija EAK u odnosu na EAK kontrolu. U grupama
Zivotinja pretretiranih ekstrakatima korena rena E1-E8 nije postojalo zna¢ajno smanjenje broja
¢elija EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p = 0,472). Takode, prilikom tretmana Zivotinja
ekstraktima E1-E8 nije doslo do znacajne promene broja ¢elija EAK u odnosu na EAK kontrolnu
grupu (p = 0,842). Pretretman zivotinja sa sokom korena rena J9 uticao je na zna¢ajno smanjenje
broja ¢elija EAK u odnosu na EAK kontrolu (p<0,026). Zna¢ajno smanjenje broja ¢elija EAK
postojalo je u posttretmanu Zivotinja ekstraktima korena rena E2 (p = 0,001) i E3 (p<0,0005) u
odnosu na EAK kontrolu. Posttretmani ekstraktima E1 i E8 uticali su na povecanje broja ¢elija
EAK u odnosu na EAK kontrolu (p<0,0005). Nije postojala razlika u efektima ekstrakata i soka
rena izmedu pretretmana i tretmana.

Zabelezena je razlika u efektima ekstrakata i soka korena rena J9 izmedu pretretmana i

posttretmana (osim za E4). Postojala je razlika u efektima ekstrakata korena rena izmedu tretmana
i posttretmana (osim za E4).

Rezultati uticaja ekstrakata i soka korena rena na vijabilnost ¢elija Ehrlich-ovog ascitnog
karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli 5.6. i na Grafikonu 5.11.

Ol *f
30

40 i

% nevijabilnih ¢elija EAK

*Horg oy

*#*#*#I
T 1

— ] cn < 00 o ol
R = R

— < 9 Oy
S5 IS 3 S I

EAK
NALC
EAK
NALC

Pretretman Tretman Posttretman |

Grafikon 5.11. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na
vijabilnost ¢elija EAK
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Primena antioksidansa NALC nije znac¢ajno menjala vijabilnost ¢elija EAK u odnosu na
EAK kontrolnu grupu, bez obzira na vreme njegove aplikacije. U grupama zivotinja koje su pre
aplikacije EAK bile pretretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 postojao je efekat
smanjenja procenta ostecenih ¢elija EAK u odnosu na vrednosti EAK kontrole. Sli¢an efekat uocen
je 1 u grupama zivotinja koje su istovremeno sa implantacijom EAK bile tretirane ekstraktima E1—
E8 i sokom korena rena J9. Kod posttretmana, postojalo je znacajno povecanje procenta
nevijabilnih ¢elija EAK, kada su primenjeni ekstrakti korena rena E2 (p<0,0005) i E3 (p<0,0005)
u odnosu na EAK kontrolnu grupu. Nije postojala razlika u efektima ekstrakata i soka korena rena
izmedu pretretmana i tretmana, kao ni izmedu pretretmana i posttretmana (osim za E2 i E3). Nije
postojala razlika u efektima ekstrakata i soka rena izmedu tretmana i posttretmana (osim za E2,
E3).

5.3.1.2. Uticaj ekstrakata i soka korena rena na antioksidantni status ¢elija Ehrlich-ovog

ascitnog karcinoma (EAK)

Promene antioksidantnog statusa celija EAK pracene su merenjem promena aktivnosti
antioksidantnih enzima superoksid dismutaze (SOD), ksantin oksidaze (XOD), katalaze (CAT),
glutation peroksidaze (GSHPx) i glutation reduktaze (GR), kao i merenjem promena koli¢ine
redukovanog glutationa (GSH) i intenziteta lipidne peroksidacije (LPx). Promene navedenih
parametara prac¢ene su pre, tokom i posle tretmana ekstraktima i sokom korena rena, u odnosu na
momenat implantacije EAK. Dobijeni rezultati su poredeni sa vrednostima ovih parametara u
netretiranim ¢elijama EAK, kao i u ¢elijama EAK nakon njihovog tretmana antioksidansom,
NALC.

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na aktivnost SOD, XOD i CAT

u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli 5.7.
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Tabela 5.7. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na aktivnost SOD,

XOD i CAT u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)

SOD XOD CAT
Extrakt, sok ili (U/mg proteina) (umol/mL ¢elija EAK)
kontrola
Pre- Tretman Post- Pre- Tretman Post- Pre- Tretman Post-
tretman tretman tretman tretman | tretman tretman
EAK kontrola 19,78+2.53 0,15+0,004 0,52+0,03
E1 35,14+1 | 12,951 | 9,92+0, | 0,70+0, | 0,22+0, | 0,14+0, | 0,224+0, | 0,36+0, | 0,55+0,
'46*#ab ,88*a 45*#b 10*#ab 02*#a 02b 01*#ab 03*#ac Olbc
E2 23,52+1 | 21,8240 | 31,102 | 0,35+0, | 0,43+0, | 0,95+0, | 0,43+0, | 0,20+0, | 0,16=+0,
, 40*#b ’99#0 ’3 3*#bc 03*#ab 02*#ac 0 3*#bc Og*#ab 05*#a 03*#b
E3 33,7444 | 19,8840 | 47,95+0 | 0,79+0, | 0,150, | 0,89+0, | 0,14+0, | 0,49+0, | 0,31+0,
,21*#ab ’96#ac ’ 49*#bc OG*#a Ol#ac 02*#0 Og*#ab 012 003*#bc
E4 13,35¢0 | 9,76+0, | 20,23+1 | 0,35+0, | 0,150, | 0,150, | 0,370, | 0,470, | 0,49+0,
,83*#ab 88*#ac ’39#bc 03*#ab Ol#a 003b Ol*#ab 012 Olb
ES 28,3341 | 15,0440 | 11,63+6 | 0,360, | 0,160, | 0,31+0, | 0,39+0, | 0,48+0, | 0,57+0,
'22*#ab ,50*ac ,8 4*#bc 03*#a 005#ac 32*0 0 1*#ab 02ac 29bc
39 28,002 | 20,4442 | 14,03+1 | 0,62+0, | 0,19+0, | 0,150, | 0,13+0, | 0,470, | 0,54%0,
'57*#ab ,73#ac ,08*#bc 05*#ab 08#a Olb 02*#ab 142 03b
NALCL 9,200, | 14,030 | 18,00£2 | 0,92+0, | 0,84+0, | 0,260, | 0,500, | 0,54%0, | 0,56=0,
64" 54" 747¢ 05" 04" 03b° 004 04 03

IN-acetil-L-ciste

in

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD (n=6)

* Statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu EAK (p<0,05)
* Statisticki znacajna razlika u odnosu NALC grupu (p<0,05)

Razlicita slova (a-c) u svakom redu oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu grupa (pretretman,
posttretman ili tretman) (p < 0,05)

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na aktivnost SOD, u éelijama

Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli 5.7. i na Grafikonu 5.12.
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Grafikon 5.12. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na

aktivnost SOD u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)
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Kod pretretmana zivotinja ekstraktima E1 (p<0,0005), E2 (p = 0,007), E3 (p<0,0005) i E8
(p<0,0005) i sokom korena rena J9 (p<0,0005), pre implantacije EAK, uoceno je znacajno
povecanje aktivnosti SOD u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu. Kod grupa zivotinja
pretretiranih ekstrakatima E1-E8 i sokom korena rena J9 doslo je do znadajnog povecanja
aktivnosti SOD u ¢elijama EAK u odnosu na NALC grupu (p<0,0005). Aktivnost SOD u ¢elijama
EAK znacajno je smanjena u grupama zivotinja pretretiranih sa NALC i ekstraktom korena rena
E4, u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p<0,0005).

Aktivnost SOD u ¢elijama EAK kod grupa Zivotinja tretiranih ekstraktima E1 (p<0,0005),
E4 (p<0,0005) i E8 (p<0,0005), kao i sa NALC (p<0,0005) bila je znacajno snizena, dok ekstrakti
E2 i E3 i sok korena rena J9 nisu znac¢ajno uticali na promenu aktivnosti enzima u odnosu na EAK
kontrolnu grupu. Utvrdena je znacajno povecana aktivnost SOD u ¢elijama EAK u grupama
Zivotinja tretiranih ekstraktima E2 (p<0,0005), E3 (p<0,0005) i sokom korena rena J9 (p<0,0005)
u odnosu na grupu tretiranu sa NALC, dok ekstrakti E1 i E8 nisu znacajno uticali na promenu
aktivnosti enzima u odnosu na NALC grupu. Znacajno smanjenje aktivnosti SOD pokazao je
tretman ekstraktom E4 (p<0,0005) u odnosu na grupu tretiranu sa NALC.

Kod posttretmana Zivotinja ekstraktima E1 (p<0,0005) i E8 (p = 0,001) i sokom korena
rena J9 (p = 0,005) postojalo je znacajno snizenje aktivnosti SOD u ¢elijama EAK u odnosu na
EAK kontrolnu grupu. Znacajno povecanje aktivnosti SOD u ¢elijama EAK uoceno je u grupama
Zivotinja posttretiranih ekstraktima E2 i E3 u odnosu na odnosu na EAK kontrolnu grupu
(p<0,0005). Do znacajnog smanjenja aktivnosti SOD u c¢elijama EAK doslo je prilikom
posttretmana ekstraktima E1 (p = 0,001) i E8 (p = 0,007) i sokom korena rena J9 (p = 0,050) u
odnosu na grupu posttretiranu sa NALC.

Utvrdena je razlika u efektima ekstrakata i soka korena rena, izmedu pretretmana i tretmana
(osim za E2). Utvrdena je, takode, i razlika u efektima svih ekstrakata i soka korena rena, izmedu

pretretmana i posttretmana, kao i izmedu tretmana i posttretmana.
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na aktivnost XOD u celijama
Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli 5.7. i Grafikonu 5.13.
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Grafikon 5.13. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na aktivnost

XOD u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)

Svi ekstrakti, sok korena rena i NALC prilikom pretretmana, znacajno su povecali
aktivnost XOD u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p<0,0005). Najveci porast
aktivnosti XOD u ¢elijama EAK ispoljio se prilikom pretretmana sa NALC (0,92 + 0,05;
p<0,0005) i tretmana sa NALC (0,84 + 0,04; p<0,0005) u odnosu na EAK kontrolnu grupu.
Najveci porast aktivnosti XOD u ¢elijama EAC u pretretmanu ispoljio je ekstrakt E3 (0,79 + 0,06;
p<0,0005), dok je pretretman ekstraktom E2 (0,35 + 0,03; p<0,0005) najmanje uticao na porast
aktivnosti XOD u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu.

Tretmani ekstraktima E1 (p<0,0005) i E2 (p<0,0005) znacajno su povecali aktivnost XOD
u ¢elijama EAK, dok tretmani ostalim ekstraktima i sokom korena rena nisu znacajno uticali na
promene aktivnosti XOD u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu.

Veliko povecanje aktivnosti XOD u c¢elijama EAK registrovano je u grupama
posttretiranim ekstraktima E2 (p<0,0005), E3 (p<0,0005) i E8 (p = 0,001), dok ostali ekstrakti i
sok korena rena J9 nisu uticali na znac¢ajnu promenu aktivnosti XOD u ¢elijama EAK u odnosu na
EAK kontrolnu grupu. Takode, veliko povecanje aktivnosti XOD u ¢elijama EAK registrovano je
u grupama posttretiranim ekstraktima E2 i E3 u odnosu na NALC grupu (p<0,0005).

Popostojala je razlika u efektima svih ekstrakata i soka korena rena, izmedu pretretmana i

tretmana. Postojala je, takode, i razlika u efektima ekstrakata (osim za E3 i E8) i soka korena rena
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J9, izmedu pretretmana i posttretmana. Uocena je znacajna razlika u efektima ekstrakata (osim za

E1 i E4) i soka korena rena J9 izmedu tretmana i posttretmana.

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na aktivnost CAT u celijama

Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli 5.7. i na Grafikonu 5.14.

1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

umol/mL éelija EAK

Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.14. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na aktivnost

CAT u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)

Pretretmani zivotinja svim ekstraktima i sokom korena rena znacajno su smanjili aktivnost
CAT u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p<0,0005) i grupu pretretiranu sa NALC
(p<0,0005). Pretretman sa NALC (p = 0,236) nije uticao na promenu aktivnosti CAT u ¢elijama
EAK u odnosu na EAK kontrolu. Najvece smanjenje aktivnosti CAT u ¢elijama EAK, tokom
pretretmana pokazali su ekstrakt korena rena E3 i sok korena rena J9 u odnosu na EAK kontrolnu
grupu (p<0,0005).

Prilikom tretmana Zivotinja ekstraktima i sokom korena rena uo¢eno je zna¢ajno smanjenje
aktivnosti CAT u ¢elijama EAK sa ekstraktima korena rena E1 i E2 u odnosu na EAK kontrolnu
grupu (p<0,0005). Ostali ekstrakti (E3, E4, E8), sok korena rena i NALC, nisu uticali na znac¢ajnu
promenu aktivnosti CAT u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu, pri ¢emu se njihove
vrednosti nisu medusobno znacajno razlikovale.

U posttretmanu znacajno smanjenje aktivnosti CAT u ¢elijama EAK pokazali su ekstrakti
korena rena E2 i E3 u odnosu na EAK kontrolnu grupu (<0,0005). Ostali ekstrakti (E1, E4, E8),
sok korena rena, kao i NALC primenjeni kao posttretman nisu znac¢ajno menjali aktivnost CAT u
¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu, pri ¢emu se njihove vrednosti nisu medusobno

znacajno razlikovale.
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Postojala je razlika u efektima ekstrakata i soka korena rena izmedu pretretmana i tretmana,

kao i izmedu pretretmana i posttretmana. Takode, postojala je razlika u efektima ekstrakata (osim

za E2, E4) i soka korena rena J9 izmedu tretmana i posttretmana.

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na intenzitet lipidne peroksidacije

LPx, aktivnost enzima GSHPx i GR, i sadrzaj GSH u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma

(EAK) prikazani su u Tabeli 5.8.

Tabela 5.8. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na intenzitet LPX i

antioksidantnu aktivnost u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma
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* Statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu EAK (p<0,05)

* Statisticki znacajna razlika u odnosu NALC grupu (p<0,05)

Razlic¢ita slova (a-c) u svakom redu oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu grupa (pretretman,
posttretman ili tretman) (p < 0,05)

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na
intenzitet lipidne peroksidacije LPx u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) prikazani
su u Tabeli 5.8. i na Grafikonu 5.15.
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Grafikon 5.15. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na intenzitet

LPx u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)

Kod pretretmana zivotinja na povecanje intenziteta lipidne peroksidacije LPx celija EAK
delovali su ekstrakti korena rena E1-E4 u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p<0,0005). Kod
Zivotinja pretretiranih sa NALC kao antioksidansom nije doslo do povecanja intenziteta
oksidativnog oStecenja, nego su vrednosti LPx ostale u granicama bliskim EAK kontrolnoj grupi
(p = 0,619). Pretretmani zivotinja ekstraktima E1 (p<0,0005), E2 (p =0,046), E3 (p<0,0005) i E4
(p<0,0005) uticali su na povecanje intenziteta LPx u ¢elijama EAK u odnosu na grupu pretretiranu
sa NALC.

Tokom tretmana zivotinja ekstrakti korena rena E1 (p<0,0005), E3 (p = 0,019) i E4
(p<0,0005) izazvali su zna¢ajno visi stepen oksidativnog oSte¢enja membranskih lipida ¢elija EAK
u odnosu na EAK kontrolnu grupu. Kod zivotinja tretiranih ekstraktima E1 (p<0,0005), E2
(p=0,002), E3 (p=0,001) i E4 (p<0,0005) stepen oksidativnog oste¢enja membranskih lipida celija
EAK bio je zna¢ajno visi u odnosu na grupu tretiranu antioksidansom NALC.

Znacajno povecanje intenziteta LPx u ¢elijama EAK prilikom posttretmana pokazali su
ekstrakti korena rena E1 (p<0,0005), E2 (p<0,0005) i E4 (p = 0,004) u odnosu na EAK kontrolnu

grupu. U postretmanu su takode znacajno povecanje intenziteta LPx u ¢elijama EAK ispoljili
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ekstrakti korena rena E1 (p<0,0005), E2 (p<0,0005) i E4 (p = 0,002) u odnosu na antioksidans
NALC.

Sok korena rena J9 — bilo da je primenjen na Zivotinje kao pretretman, tretman ili
posttretman — nije uticao na znacajnu promenu intenziteta lipidne peroksidacije LPx u ¢elijama
EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu i NALC grupu.

Postojala je razlika u efektima ekstrakata E3 i E4 izmedu pretretmana i tretmana. Postojala
je razlika u efektima ekstrakata E2—-E4 izmedu pretretmana i posttretmana. Postojala je razlika u
efektima ekstrakata E2 i E3 izmedu tretmana i posttretmana.

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na
aktivnost enzima GSHPx u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli
5.8. 1 na na Grafikonu 5.16.
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Grafikon 5.16. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na

aktivnost GSH-Px u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)

Kod pretretmana zivotinja postojalo je zna¢ajno povecanje aktivnosti GSHPx u ¢éelijama
EAK ekstraktima korena rena E1 (p = 0,005), E2 (p<0,0005), E4 (p<0,0005) i E8 (p<0,0005) u
odnosu na EAK kontrolnu grupu. Takode, kod pretretmana Zzivotinja doslo je do znacajnog
povecanja aktivnosti GSHPx u ¢elijama EAK ekstrakatima: E1 (p = 0,001), E2 (p<0,0005), E4
(p<0,0005) i E8 (p<0,0005) u odnosu na NALC grupu. Pretretman Zivotinja sa NALC nije doveo
do znacajnog povecanja aktivnosti enzima, €ije su vrednosti ostale u granicama EAK kontrolne
grupe (p = 0,392).

Aktivnost GSHPx u ¢elijama EAK nakon tretmana zivotinja ekstraktima korena rena E2
(p = 0,030), E4 (p<0,0005) i E8 (p = 0,001) znacajno se povecala u odnosu na EAK kontrolnu

grupu. Aktivnost GSHPx u ¢elijama EAK nakon tretmana Zivotinja ekstraktima korena rena E1
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(p<0,0005), E2 (p<0,0005), E4 (p<0,0005), E8 (p<0,0005) i sokom korena rena J9 (p = 0,006)
znacajno se povecala u odnosu na NALC grupu.

Kod posttretmana Zivotinja postojalo je znacajno povecanje aktivnosti GSHPx u ¢elijama
EAK ekstraktima korena rena E1-E3 u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p<0,0005). Svi ekstrakti
korena rena i sok korena rena u posttretmanu zivotinja znacajno su povecali aktivnost GSHPx u
¢elijama EAK u odnosu na grupu posttretiranu sa NALC (p<0,0005).

Sok korena rena J9 — bilo da je primenjen kao pretretman, tretman ili posttretman — nije
znacajno uticao na promenu aktivnosti GSHPx u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu.

Postojala je razlika u efektima ekstrakata (osim za E1 i E8) izmedu pretretmana i tretmana.
Postojala je, takode, i razlika u efektima ekstrakata (osim za E1) izmedu pretretmana i
posttretmana. Postojala je razlika u efektima ekstrakata (osim za E2) izmedu tretmana i

posttretmana.

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na
aktivnost enzima GR u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli
5.8. 1 na na Grafikonu 5.17.
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Grafikon 5.17. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na aktivnost

enzima GR u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)

Aktivnost GR u ¢elijama EAK bila je znacajno povecana u grupama zivotinja pretretiranih
ekstraktima korena rena E1-E4 u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p<0,0005). Isti ekstrakti
korena rena E1-E4 u pretretmanu su takode pokazali znacajno visu aktivnost GR u ¢elijama EAK

u odnosu na grupu pretretiranu sa NALC (p<0,0005).
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Kod grupa tretiranih Zivotinja je takode doslo do znacajnog povecanja aktivnosti GR u
¢elijama EAK ekstraktima korena rena E1-E4 u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p<0,0005).
Prilikom tretmana Zivotinja svim ekstraktima korena rena doslo je do znacajnog povecanja
aktivnosti GR u ¢elijama EAK u odnosu na grupu tretiranu sa NALC (p<0,0005).

Do znacajnog povecanja aktivnosti enzima GR u ¢elijama EAK doslo je samo kod grupa
zivotinja posttretiranih ekstraktima E2 (p = 0,024) i E4 (p<0,0005), za razliku od ostalih ekstrakata
i soka korena rena, ¢iji se efekti nisu razlikovali u odnosu na EAK kontrolnu grupu.

Postojala je razlika u efektima ekstrakata (osim za E8) izmedu pretretmana i tretmana. Isti
trend je postojao i izmedu pretretmana i posttretmana. Zabelezena je i razlika u efektima ekstrakata
(osim za E2 i E8) izmedu tretmana i posttretmana.

Smanjenje aktivnosti GR u ¢elijama EAK nastalo je delovanjem soka korena rena J9 kada
je aplikovan kao pretretman i tretman u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p<0,005). Tretman
zivotinja sokom korena rena J9 nije menjao aktivnost GR u ¢elijama EAK u odnosu na NALC
grupu (p = 0,787).

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na
sadrzaj GSH u celijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) prikazani su u Tabeli 5.8. i na
Grafikonu 5.18.
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Grafikon 5.18. Uticaj ekstrakata i soka korena rena i N-acetil-L-cisteina (NALC) na sadrzaj

GSH u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)

Koli¢ine redukovanog glutationa GSH bile su znacajno nize u ¢elijama EAK kod grupa
Zivotinja pretretiranih svim ekstraktima korena rena: E1 (p<0,0005), E2 (p<0,0005), E3
(p<0,0005), E4 (p<0,0005) i E8 (p = 0,002) u odnosu na njegove vrednosti u EAK kontrolnoj

grupi. Doslo je, takode, i do znacajnog snizenja nivoa redukovanog glutationa GSH u ¢elijama
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EAK kod grupa zivotinja pretretiranih svim ekstraktima korena rena: E1 (p<0,0005), E2
(p<0,0005), E3 (p<0,0005), E4 (p<0,0005) i E8 (p = 0,002), u odnosu na grupu pretretiranu sa
antioksidansom NALC. Pretretman Zivotinja sokom korena rena J9 nije doveo do promene
koli¢ine GSH u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu (p = 0,582) i NALC grupu (p =
0,747).

Znacajno smanjenje koli¢ine GSH u ¢elijama EAK nastalo je kod grupa Zivotinja tretiranih
ekstraktima korena rena E1-E4 u odnosu na vrednosti EAK kontrolne grupe (p<0,0005). Znac¢ajno
smanjenje koli¢ine GSH u ¢elijama EAK postojalo je kod grupa zivotinja tretiranih ekstraktima
korena rena E1 (p<0,0005), E2 (p<0,0005), E3 (p<0,0005) i E4 (p<0,0005) i sokom korena rena
J9 (p = 0,024) u odnosu na NALC grupu.

Prilikom posttretmana zivotinja doSlo je do znacajnog sniZenja nivoa redukovanog
glutationa GSH u ¢elijama EAK ekstraktima korena rena E1 (p = 0,005), E2 (p<0,0005), E3
(p<0,0005) i E4 (p = 0,001) i sokom korena rena J9 (p = 0,001) u odnosu na EAK kontrolnu grupu.
Kod grupa zivotinja posttretiranih ekstraktima korena rena E1 (p = 0,035), E2 (p = 0,001), E3
(p<0,0005) i E4 (p = 0,008) i sokom korena rena J9 (p = 0,006) doslo je do znafajnog sniZenja
nivoa redukovanog glutationa GSH u ¢elijama EAK u odnosu na grupu posttretiranu sa NALC.

Samo je za ekstrakt E4 i sok korena rena J9 postojala razlika u efektima izmedu pretretmana
I tretmana. Postojala je razlika u efektima ekstrakata E2-E4 i soka korena rena J9 izmedu
pretretmana i posttretmana, kao i razlika u efektima ekstrakata (osim za E1 i E8) i soka korena

rena J9 izmedu tretmana i posttretmana.

5.3.2. Ispitivanje hepatoprotektivne/hepatotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata i soka korena

rena kod in vivo oStecenja jetre indukovanog ugljen-tetrahloridom

Ispitivanje potencijalnih hepatoprotektivnih efekata ekstrakata i soka korena rena radeno
je invivo, pre i posle administracije hepatotoksi¢nog ugljen-tetrahlorida. Ispitivani su samo efekti
ekstrakata korena rena koji su pokazali najbolje efekte prilikom in vitro ispitivanaja: E1, E2, E3,
E4 i E8 i sok korena rena J9.
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5.3.2.1. Uticaj ekstrakata i soka korena rena na telesnu masu i masu jetre Zivotinja, sadrzaj
hepati¢ne DNK i hidroksiprolina u homogenatu jetre Zivotinja, pre i nakon intoksikacije
CCls-om

Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na promenu telesne mase i mase
jetre ispitivanih zivotinja, kao i na promenu koli¢ine hepati¢cne DNK i hidroksiprolina u hidrolizatu

jetre pre i nakon intoksikacije ugljen-tetrahloridom prikazani su u Tabeli 5.9.

Tabela 5.9. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls na telesnu masu i masu jetre

Zivotinja, na sadrzaj hepaticne DNK i hidroksiprolina u hidrolizatu jetre misa

Uzorak Telesnamasa | Masa jetre DNK Hidroksiprolin
(9) (mg DNK/10 g t.m.) (ng/100 mg
hidrolizata jetre)
Kontrola 25,20+0,87 | 1,30+0,20 0,61+0,03 2,24+0,12
El 21,2840,28"% | 0,93+0,02"* 0,43+0,02" 7,27+0,02"#
E2 23.854+0,19"% | 1,11+0,02"* 0,53+0,02"* 3,22+0,06™*
E3 24,88+0,33% | 1,11+0,03™* 0,69+0,04™# 2,98+0,20"#
E4 20,77+0,48"% | 0,84+0,02,"% 0,29+0,05™# 7,91+0,22"#
ES 19,87+0,89" | 0,73+0,02" 0,35+0,02" 6,66+0,37"*
J9 25,38+0,32% | 1,20+0,04" 0,67+0,02"# 1,95+0,13"#
Kontrola+CCls | 18,37+1,34" | 0,55+0,06" 0,38+0,04" 9,56+0,22"
E1+CCly 20,70+0,18™# | 0,85+0,02"* 0,40+0,04" 7,87+0,17"#
E2+CClq4 22.234+0,20"% | 1,15+0,02"* 0,46+0,05™* 5,24+0,03"*
E3+CCly 23,2540,19"% | 1,2340,02% 0,56+0,02"# 4,35+0,18"#
E4+CCly 19,45+0,19" | 0,73+0,03"# 0,29+0,04™# 8,88+0,23"
E8+CClq4 18,95+0,33" | 0,50+0,05" 0,35+0,03" 8,5140,03™
J9+CCl4 24,17+1,71°% | 1,20+0,10™* 0,65+0,03"# 3,76+0,20™#

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD (n=6)
" Statisticki znacajno razlicito u odnosu na grupu Kontrola (p<0,05)
*Statisticki znacajno razlicito u odnosu na grupu Kontrola+CCl, (p<0,05)
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na promenu telesne mase

Zivotinja pre i nakon intoksikacije CCls-om prikazani su u Tabeli 5.9. i na Grafikonu 5.19.
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Grafikon 5.19. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-ana

telesnu masu Zivotinja

Telesna masa zivotinja bila je statisticki znacajno sniZzena u grupama tretiranim sa
ekstraktima E1, E2, E4 i E8 u odnosu na kontrolnu grupu — Kontrola. U grupama zivotinja
tretiranim ekstraktom E3 (p = 0,325) i sokom korena rena J9 (p = 0,567) nije doslo do statisti¢ki
znacajne promene telesne mase zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu. Kod grupa zivotinja koje
su pre aplikacije CCls-om pretretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 postojalo je
statisticki znacajno snizenje mase Zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005), ali je uocena
tendencija porasta vrednosti ka vrednosti kontrolne grupe. U grupi zivotinja tretiranim CCls-om
doslo je do znac¢ajnog smanjenja telesne mase u odnosu na netretirane zivotinje u kontrolnoj grupi
(p<0,0005).

Kod grupa zivotinja tretiranih svim ekstraktima (osim E8) i sokom korena rena J9 postojalo
je statisticki znaCajno povecanje telesne mase zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu
Kontrola+CCls (p<0,0005). U grupama zivotinja koje su bile pretretirane ekstraktima E1, E2 i E3
i sokom korena rena J9 pre administracije CCls-om uoceno je znacajno povecanje telesne mase
zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu sa CCls (p<0,0005). Posebno su se istakli pretretmani
ekstraktom E3 i sokom korena rena J9, koji su uspeli da poniste negativan efekat CCls-a i odrze
telesnu masu zivotinja blisku vrednostima kontrolne grupe (23,25 + 0,19 i 24,17 = 1,71 vs 25,20
+ 0,87, p<0,0005).
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na promenu mase jetre zivotinja

pre i nakon intoksikacije CCls-om prikazani su u Tabeli 5.9. i na Grafikonu 5.20.
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Grafikon 5.20. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-ana masu jetre Zivotinja

U grupama zivotinja tretiranih ekstraktima E1-E8 uoceno je znacajno smanjenje mase jetre
u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005). Tretman sokom korena rena J9 nije uticao na promenu
mase jetre zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu. Tretman ugljen-tetrahloridom je uticao na
znaajno smanjenje mase jetre kod tretiranih Zivotinja u odnosu na netretirane Zivotinje u
kontrolnoj grupi (p<0,0005). U grupama zivotinja koje su pre intoksikacije CCls-om pretretirane
ekstraktima E1, E2, E4 i E8 uoceno je znac¢ajno smanjenje mase jetre u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,0005). Posebno su se izdvojili ekstrakt E3 (p = 0,153) i sok korena rena J9 (p = 0,045), koji
su prilikom pretretmana uspeli da poniSte negativan efekat hepatotoksi¢énog CCls na masu jetre,
¢ije vrednosti su ostale bliske vrednostima kontrolne grupe.

Kod grupa zivotinja tretiranih svim ekstraktima i sokom korena rena J9 postojalo je
statistiCki znacajno povecanje mase jetre zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu sa CCls-om
(p<0,0005). Medutim, pretretmani ekstraktima E1-E4 i sokom korena rena J9 sprecili su znac¢ajno
smanjenje mase jetre indukovano CCls-om (vrednosti su bile vise) u odnosu na kontrolnu grupu
sa CCls-om (p<0,0005). Pretretman ekstraktom E8 uticao je na smanjenje mase jetre u odnosu na

kontrolnu grupu sa CCls-om (p<0,0005).
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na sadrzaj hepaticne DNK u
homogenate jetre pre i nakon intoksikacije CCls-om prikazani su u Tabeli 5.9. i na Grafikonu
5.21.
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Grafikon 5.21. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-ana sadrazaj
hepati¢ne DNK

Aplikacija hepatotoksi¢nog CCls-a dovela je do znacajnog smanjenja koli¢ine hepati¢ne
DNK (p<0,0005) kod tretiranih zivotinja u odnosu na vrednost u kontrolnoj grupi. Tretmani
ekstraktima i sokom korena rena pokazali su razlicite efekte na promenu koli¢ine hepati¢cne DNK
u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005). Tretmani ekstraktom E3 (p<0,0005) i sokom korena rena
J9 (p = 0,002) uticali su sna povecanje koli¢ine hepaticne DNK u odnosu na kontrolnu grupu.
Tretmani zivotinja ekstraktima E1-E3 i sokom korena rena J9 pokazali su sposobnost o¢uvanja
koli¢ine hepati¢ne DNK, dok su ekstrakti E4 i E8 uticali na smanjenje koli¢ine hepaticne DNK u
odnosu na kontrolnu grupu.

Kod grupa Zivotinja tretiranih ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9 postojalo je
statisticki znacajno povecanje koli¢ine hepaticne DNK u odnosu na kontrolnu grupu,
Kontrola+CCls (p<0,0005). U grupama zivotinja koje su pre intoksikacije CCls-om pretretirane
ekstraktima E2 i E3, ekstrakti su uspeli da kompenzuju toksi¢nost CCls i sprece pad koli¢ine
hepaticne DNK u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCls. Pretretman sokom korena rena J9
pokazao je znacajnu sposobnost o¢uvanja koli¢ine hepati¢ne DNK, nasuprot toksi¢nom delovanju

aplikovanog CCls-a u odnosu na kontrolnu grupu (0,65 + 0,03vs 0,61 + 0,03, p<0,0005).
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka koremna na sadrzaj hidroksiprolina u

hidrolizatu jetre pre i nakon intoksikacije CCls-om prikazani su u Tabeli 5.9. i na Grafikonu 5.22.
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Grafikon 5.22. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-ana sadrazaj
hidroksiprolina u hidrolizatu jetre

Sadrzaj hepati¢nog hidroksiprolina, kao jednog od markera ostecenja jetre, znacajno se
povecao kod grupe zivotinja tretiranih CCls-om. Bio je 4,2 puta veci u odnosu na kontrolnu grupu.
U grupama zivotinja tretiranih ekstraktima korena rena E1-E8 doslo je do povecanja sadrzaja
hidroksiprolina u homogenatu jetre, kao rezultata ostecenja jetre, u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,0005), pri ¢emu je najmanji porast sadrzaja hidroksiprolina uo¢en u grupi tretiranoj
ekstraktom E3. Tretman sokom korena rena J9 (p = 0,015) uspeo je da odrzi sadrzaj hepati¢nog
nivoa hidroksiprolina bliskom vrednostima kontrolne grupe. U grupama Zivotinja koje su pre
intoksikacije CCls-om pretretirane ekstraktima E1-E8 doSlo je do povecanja sadrzaja
hidroksiprolina u homogenatu jetre u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005). Pretretman sokom
korena rena J9 (3,76 + 0,20; p<0,0005) pre aplikacije CCls-a uspeo je donekle da kompenzuje
toksi¢nost CCls-a i uticao je na najmanje povecanje sadrzaja hidroksiprolina u odnosu na kontrolnu
grupu.

Kod grupa zivotinja tretiranih ekstraktima E1-E3 i sokom korena rena J9 postojale su
statistiCki znacajno niZe vrednosti hepaticnog hidroksiprolina u odnosu na kontrolnu grupu,
Kontrola+CCls (p<0,0005). U grupama zivotinja koje su pre intoksikacije CCls-om pretretirane
ekstraktima E1-E8 i sokom korena J9 postojalo je znacajano sniZenje sadrzaja hidroksiprolina u

homogenatu jetre u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCls.
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5.3.2.2. Uticaj ekstrakata i soka korena rena na biohemijske parametre funkcije jetre, pre i
nakon intoksikacije ugljen-tetrahloridom

Rezultati ispitivanja delovanja ekstrakata i soka korena rena na promenu aktivnosti enzima
jetre ALT i AST, kao i na promenu koncentracije proteina li ukupnog bilirubina u krvi miSeva, pre

1 posle ostecnja jetre indukovanog CCls-om prikazani su u Tabeli 5.10.

Tabela 5.10. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-a na biohemijske parametre

funkcije jetre

Grupe ALT AST Proteini Ukupni bilirubin
Zivotinja (UIL) (@/L) (ng/L)

Kontrola 15,42+0,19 18,38+0,21 | 58,12+3,53 15,50+0,33

El 175,7742,19%% | 60,32+3,22"# | 40,02+0,52"% |  55,77+0,67"*
E2 25,43+0,97% | 24,30+2,79"* | 51,73+0,68"* | 20,80+0,65"#
E3 19,17+1,21% 19,07+£2,85% | 55,20+1,01°% | 17,03+1,94"#
E4 206,70+6,04™% | 86,37+2,83"% | 42,32+0,35"% | 30,52+0,28"*
ES 208,62+23,63"% | 85,92+4,62"% | 39,42+0,29"% | 44,38+2,41"*
J9 17,75+2,10" 19,10+2,34% | 56,33+0,27°% |  14,03+0,90%
Kontrola+CCls | 288,62+16,88" | 103,63£2,16 | 35,58+0,76" | 65,70+£2,34"
E1+CCly4 198,47+8,13"# | 70,45+0,56" % | 39,82+0,37" | 56,82+2,07"*
E2+CCl,4 57,52+1,26™% | 43,47+1,39"% | 48,43+0,30"* | 46,63+1,19"%
E3+CCl, 44,87+1,83"% | 40,80+3,717% | 50,48+0,26™% |  40,12+0,44"#
E4+CCl, 252,95+4,83"# | 92,13+1,67" % | 38,10+1,00"% |  40,42+0,26"*
E8+CCl, 230,97+36,17°% | 97,07+2,76™% | 35,77+0,60" | 59,63+0,57"#
J9+CCly4 44.72+49.24™% | 22.02+2,86™% | 53,87+2,60"% | 29,48+2.67*

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost = SD (n=6)
* Statisticki znacajno razlicito u odnosu na grupu Kontrola (p<0,05)
*Statisticki znacajno razlicito u odnosu na grupu Kontrola+CCl4 (p<0,05)
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na promenu aktivnosti enzima

jetre ALT u krvi, pre i posle ostecenja jetre indukovanog CCls-om prikazani su u Tabeli 5.10. i na
Grafikonu 5.23.
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Grafikon 5.23. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-a na aktivnost ALT

U grupama zivotinja tretiranih ekstraktima E1, E4 i E8 aktivnost ALT se statisticki
znacajno povecala u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005). U grupama zivotinja tretiranih
ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9 sprecen je znacajan porast aktivnosti ALT u odnosu
na kontrolnu grupu (25,43 +0,97; 19,17 + 1,21;17,75 + 2,10;vs 15,42 + 0,19, p = 0,071, p = 0,490,
p =0,667 redom). Tretman Zivotinja CCls-om doveo je do velikog povecanja aktivnosti ALT (18,7
puta) u odnosu na kontrolnu grupu. Povecéanje aktivnosti ALT u odnosu na kontrolnu grupu, sa
postizanjem statistiCke znacajnosti, ispoljeno je u grupama koje su pre intoksikacije CCls-om
pretretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9. Pretretmani ekstraktima E2, E3 i sokom
korena rena J9 uspeli su delimi¢no da suprimiraju $tetno delovanje CCls-a, mada je postojalo
povecanje aktivnosti AST u odnosu na kontrolnu grupu.

Kod grupa zivotinja tretiranih ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 postojale su
statisticki znacajno nize aktivnosti ALT u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCl4 (p<0,0005).
Takode, u svim grupama zivotinja koje su bile pretretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena
rena J9 pre administracije CCls-om aktivnost ALT se statisti¢ki znacajno smanjila u odnosu na
kontrolnu grupu, Kontrola+CCL4 (p<0,0005).
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na promenu aktivnosti enzima

jetre AST u Krvi, pre i posle oStecenja jetre indukovanog CCls-om prikazani su u Tabeli 5.10. i na
Grafikonu 5.24.
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Grafikon 5.24. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-a na aktivnost AST

Tretmani Zivotinja ekstraktima E1 (p<0,0005), E2 (p = 0,001), E4 (p<0,0005) i E8
(p<0,0005) uticali su na znacajno povecanje aktivnosti AST u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,0005). Kod grupa Zivotinja tretiranih ekstraktom E3 (p = 0,691) i sokom korena rena J9 (p
= 0,677) aktivnost AST ostala je u granicama bliskim kontrolnoj grupi. Tretman CCls-om doveo
je do velikog povecanja aktivnosti AST, koja je bila pet puta veca od vrednosti kontrolne grupe.
Povecanje aktivnosti AST u odnosu na kontrolnu grupu, sa postizanjem statisti¢ke znacajnosti,
ispoljeno je u grupama koje su pre intoksikacije CCls-om preteretirane ekstraktima E1-ES8.
Pretretman sokom korena rena J9 pre aplikacije CCls-om u velikoj meri je sprecio $tetno dejstvo
CCls-ai najmanje je uticao na promenu aktivnosti AST u odnosu na kontrolnu grupu (22,02 + 2,86
vs 18,38 + 0,21, p = 0,008).

Kod grupa zivotinja tretiranih ekstraktima i sokom korena rena J9 postojale su statisticki
znacajno nize aktivnosti AST u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCl4 (p<0,0005). Takode,
U grupama zivotinja koje su bile pretretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 pre
administracije CCls-om aktivnost AST se statisticki znac¢ajno smanjila u odnosu na kontrolnu
grupu, Kontrola+CCls (p<0,0005). Uoceno je postojanje korelacije izmedu efekata ekstrakata i
soka korena rena na aktivnost ALT sa efekima na aktivnost AST.
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na promenu koncentracije
proteina Krvi pre i posle ostecenja jetre indukovanog CCls-om prikazani su u Tabeli 5.10. i na
Grafikonu 5.25.
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Grafikon 5.25. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-ana

koncentraciju proteina

Statisticki znacajno sniZenje koncentracije proteina postojalo je u grupama tretiranim
ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005). U grupama
Zivotinja tretiranih ekstraktom E3 i sokom korena rena J9 uoceno je najmanje smanjenje
koncentracije proteina i izraGunata koncentracija je bila bliska vrednosti kontrolne grupe (55,20 +
1,0 i 56,33 = 0,27 vs 58,12 + 3,53, p<0,0005). U grupi Zivotinja sa aplikovanim CCls-om
(Kontrola+CCls) doslo je do smanjenja koncentracije ukupnih proteina za 16% u odnosu na
kontrolnu grupu. Kod grupa Zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om pretretirane ekstraktima E1—-
E8 i sokom korena rena J9 postojalo je statisticki znacajno snizenje koncentracije proteina u
odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005). U grupi Zivotinja pretretiranih sokom korena rena J9 pre
administracije CCls-om spreceno je smanjenje koncentracije ukupnih proteina, a odredena
koncentracija proteina bila je bliska vrednostima kontrolne grupe (53,87 + 2,60 vs 58,12 + 3,53,
p<0,0005).

Povecanje koncentracije proteina u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCLs, sa
postizanjem statisticke znacajnosti, ispoljeno je u grupama tretiranim ekstraktima E1-E8 i sokom
korena rena J9. Kod grupa zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om pretretirane ekstraktima E1
(p<0,0005), E2 (p<0,0005), E3 (p<0,0005), E4 (p = 0,001) i sokom korena rena J9 (p<0,0005)
doslo je do znaCajnog poveéanja koncentracije proteina U odnosu na kontrolnu grupu,
Kontrola+CCla.
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na promenu koncentracije
ukupnog bilirubina u krvi, pre i posle ostecenja jetre indukovanog CCls-om prikazani su u Tabeli
5.10. i na Grafikonu 5.26.
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Grafikon 5.26. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-a na koncentraciju

ukupnog bilirubina

U grupama zivotinja tretiranih ekstraktima korena rena E1-E8 uocen je znacajan porast
koncentracije ukupnog bilirubina u serumu u odnosu na kontrolnu grupu. Koncentracija ukupnog
bilirubina se prilikom tretmana ekstraktom E3 najmanje menjala u odnosu na kontrolnu grupu
(17,03 £ 1,94 vs 15,50 + 0,33; p = 0,045). Medutim, prilikom tretmana sokom korena rena J9 (p =
0,055), koncentracija ukupnog bilirubina se nije znacajno razlikovala u odnosu na kontrolnu
grupu. Administracija hepatotoksicnog CCls-a Zivotinjama dovela je do znaCajnog porasta
koncentracije ukupnog bilirubina u serumu u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005). U grupama
zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om bile pretretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena
J9 doslo je do znacajnog porasta koncentracije ukupnog bilirubina u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,0005).

Smanjenje koncentracije ukupnog bilirubina u odnosu na kontrolnu grupu,
Kontrola+CCL4, sa postizanjem statisticke znacajnosti, ispoljeno je u grupama tretiranim
ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9. U grupama Zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om
bile pretretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 uoceno je znafajno sniZenje
koncentracije ukupnog bilirubina u odnosu na kontrolnu grupu Kontrola+CCls (p<0,0005).
Pretretman sokom korena rena J9 doveo je do najveceg sniZzenja koncentracije ukupnog bilirubina

u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCla.
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5.3.2.3. Uticaj ekstrakata i soka korena rena na parametere antioksidantne aktivnosti kod

oksidativnog stresa indukovanog ugljentetrahloridom

Uticaj ekstrakata i soka korena rena na parametre antioksidantne aktivnosti su ispitivani u

krvi miSeva tretiranih sa CCls, koji dovodi do nastanka slobodnih radikala i oksidativnog stresa.

Ispitivana je aktivnost enzima: GSHPx, GR, XOD, CAT i SOD, intenzitet lipidne peroksidacije

LPx i sadrzaj GSH. Dobijeni rezultati su predstavljeni u Tabeli 5.11.

Tabela 5.11. Uticaj ekstrakata, soka korena rena i CCls na parametre oksidativnog stresa

Uzorak GSHPx GR GSH LPx XOD CAT SoD

Kontrola 8,48+0,07 6,11+0,03 | 4,95+0,08 | 2,96+0,04 | 1,95+0,07 | 9,54+0,09 | 21,25+0,62
El 15,67+0,32™# | 3,09+0,04"# | 3,36+0,03"# | 7,71+0,04"# | 2,35+0,02™# | 4,28+0,02** | 6,63+0,09"
E2 15,0040,22"# | 5,53+0,11#(4,45+0,18™#|3,17+0,09"# | 1,86+0,03* | 10,30+0,14*#| 15,47+0,53"#
E3 10,5040,28™# | 5,85+0,05"#| 5,02+0,23% | 2,96+0,09% | 1,75+0,03"# | 10,95+0,19™# | 15,42+1,77"#
E4 18,4241,25™* | 3,80+0,33"#|2,32+0,19"#| 6,57+0,11"#|2,35+0,03"# | 4,85+0,31"# | 11,62+1,05™*
ES 20,10+£0,49"# | 4,08+0,05"#|2,14+0,04™#|7,9940,17"# | 1,89+0,04% | 4,08+0,06™* | 19,47+2,59™#
J9 8,23+0,14% | 6,96+£0,24"# | 5,18+0,11# | 2,9040,22# | 1,50£0,04"# | 13,12£0,48"# | 20,23+1,39*
Kontrola+CCls 21,3740,22" | 1,24+0,02" | 0,73£0,03" | 9,84+0,08" | 2,81£0,09" | 3,40£0,28" | 5,68+0,16"
E1+CCls 18,3240,23"% | 2,86+0,34™# | 2,54+0,02"# | 8,08£0,03"* | 3,03+0,04" | 3,04+0,42"* | 6,04+0,02"
E2+CCls 14,70£0,42% | 4,97+0,15"#| 3,20+0,04™# | 5,26£0,03"* | 2,08+0,03"# | 6,64+0,06™* | 10,45+0,24"*
E3+CCls 12,53£1,57°% | 6,03£0,15% | 4,55+0,08"# | 4,95+0,03"# | 1,89+0,05% | 7,15£0,08"* | 9,86+0,08"*
E4+CCls 20,5040,2% | 2,24+0,43°%| 1,61+0,05" | 8,66+0,05# | 2,78+0,17" | 2,18+0,04™# | 8,20+0,06™*
E8+CCls 18,90+0,60% |3,16£0,10™*| 1,2040,10™#|9,20+0,04™# | 2,83+0,05" | 3,32+0,06" |15,10+1,05™*
J9+CCls 11,4240,26* | 6,25+0,03% | 4,65+0,03"#|3,05+0,11°#| 1,87+0,15% | 9,26+0,12*# | 13,08+0,76™*

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD (n=6)
" Statisticki znacajno razlicito u odnosuna grupu Kontrola (p<0,0005)

*Statisticki znacajno razlicito u odnosu na grupu Kontrola+CCls (p<0,0005)
GSHPx (nmol/mg proteina), GR (nmol/mg proteina), GSH (nmolGSH/mg proteina), LPx (nmol MDA/mg
proteina), SOD (U/mg proteina), XOD (nmol/mg proteina), CAT (nmol/mg proteina)
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na aktivnost enzima GSHPx u
krvi miseva tretiranih sa CClg, prikazani su Tabeli 5.11. i na Grafikonu 5.27.
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Grafikon 5.27. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-a na aktivnost GSHPx

Tretmani eksperimentalnih zivotinja ekstraktima korena rena E1-E8 uticali su na znacajno
povecanje aktivnosti GSHPx u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005). Aktivnost GSHPx se jedino
nakon tretmana sokom korena rena J9 (p = 0,438) nije znacajno menjala u odnosu na kontrolnu
grupu. Aplikacija CCls-om je kod Zivotinja za oko 2,5 puta povecala aktivnost GSPHXx (p<0,0005)
u odnosu na kontrolnu grupu. U grupama zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om bile pretretirane
ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 uoceno je znacajno povecanje aktivnosti GSHPx u
odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005).

Kod grupa Zzivotinja tretiranih ekstraktima E1-E4 i sokom korena rena J9 uocene su
statisticki znacajno niZe aktivnosti GSHPx u odnosu na kontrolnu grupu Kontrola+CCl,
(p<0,0005). U grupama zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om bile pretretirane ekstraktima E1—-
E3, E8 i sokom korena rena J9 doslo je do znacajnog smanjenja aktivnosti GSHPx u odnosu na
kontrolnu grupu, Kontrola+CCls (p<0,0005). Pretretman sokom korena rena J9 doveo je do

najveceg sSmanjenja aktivnosti GSPHx u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CClsa.
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na aktivnost enzima GR u krvi

miseva, tretiranih sa CCls-om prikazani su u Tabeli 5.11. i na Grafikonu 5.28.
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Grafikon 5.28. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-a na aktivnost GR

Tretmani eksperimentalnih zivotinja ekstraktima korena rena E1-E8 uticali su na znac¢ajno
smanjenje aktivnosti GR u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0005). U grupi zivotinja tretiranih
sokom korena rena J9 utvrdeno je znacajno povecéanje aktivnosti GR u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,0005), kao i u odnosu na sve ostale grupe tretirane ekstraktima korena rena (p<0,0005).
Administracija ugljen-tetrahlorida znacajno je smanjila aktivnost GR u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,0005). Kod grupa zivotinja pretretiranih ekstraktima E1, E2, E4 i E8, uoceno je znacajno
snizenje aktivnosti GR u odnosu na kontrolnu grupu. Najbolji efekti zabelezeni su prilikom
pretretmana ekstraktom E3 1 sokom korena rena J9, koji su uspeli da odrze aktivnost GR u
granicama fizioloskih vrednosti, bliskih kontrolnoj grupi (6,03 + 0,14; 6,25 + 0,14 vs 6,11 + 0,03,
p=0,5441p=0,314 redom).

Kod grupa zivotinja tretiranih ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 aktivnosti GR su
bile statisticki znacajno vise u odnosu na kontrolnu grupu Kontrola+CCl4 (p<0,0005). Kod grupa
zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om pretretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9

doslo je do znacajnog povecanja aktivnosti GR u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCls
(p<0,0005).
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na sadrzaj GSH u krvi miseva,
tretiranih CCls-om prikazani su su Tabeli 5.11. i na Grafikonu 5.29.
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Grafikon 5.29. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-ana sadrzaj GSH

Ekstrakti i sok korena rena kojima su Zzivotinje tretirane razli¢ito su uticali na promenu
koli¢ine glutationa (GSH), tako da je medu njima bilo znacajne razlike (p<0,0005). U grupama
Zivotinja tretiranih ekstraktima korena rena E1, E2, E4 i E8 doslo je do znacajnog smanjenja
koli¢ine glutationa, najvaznijeg endogenog antioksidansa u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,0005). Tretman ekstraktom E3 (p = 0,375) nije uticao na promenu koli¢ine GSH u odnosu
na kontrolnu grupu. Tretman sokom korena rena J9 (p = 0,009), medutim, doveo je do znacajnog
povecanja koli¢ine GSH u odnosu na kontrolnu grupu. Tretman Zivotinja CCls-om izazvao je
znacajno smanjenje sadrzaja GSH, oko sedam puta u odnosu na kontrolnu grupu. U grupama
zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om bile tretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9
postojao je znacajan trend oporavka pula GSH, mada su vrednosti ostale znacajno nize u odnosu
na kontrolnu grupu (p<0,0005). Pretretmani ekstraktom E3 i sokom korena rena J9 pokazali su
najbolji efekat na oporavljanje pula GSH u odnosu na kontrolnu grupu.

Sadrzaj GSH u grupama zivotinja tretiranih ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9
ostao je znacajno visi u odnosu na Kontrola+CCls (p<0,0005). U svim grupama zivotinja koje su
pre aplikacije CCls-abile tretirane ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 znacajno se smanjio
Stetan uticaj CCls-a na sadrzaj GSH, tako da je doslo do povecanja koli¢ine GSH u odnosu na
kontrolnu grupu, Kontrola+CCls (p<0,0005).
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na intenzitet lipidne
peroksidacije LPx u krvi miseva, tretiranin CCls-om prikazani su u Tabeli 5.11. i na Grafikonu
5.30.
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Grafikon 5.30. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-a na intenzitet

lipidne peroksidacije LPx

Intenzitet lipidne peroksidacije meren kao koncentracija malondialdehida (MDA) bio je
statisti¢ki znacajno poviSen u grupama zivotinja tretiranih ekstraktima E1 (p<0,0005), E2 (p =
0,002), E4 (p<0,0005), i E8 (p<0,0005) u odnosu na kontrolnu grupu. U grupama tertiranim
ekstraktom E3 (p = 0,980) i sokom korena rena J9 (p = 0,370) nije doslo do statisti¢ki znacajne
promene intenziteta lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolnu grupu. Aplikacija CCls-a
indukovala je oko tri puta povecanje intenziteta LPx (p<0,0005) u odnosu na kontrolnu grupu.
Pretretmani ekstraktima korena rena E1-ES8 pre aplikacije CCls-a pokazali su statisticki znacajno
veéi intenzitet lipidne peroksidacije indukovane CCls-om u odnosu na kontrolnu grupu.

Kod grupa zivotinja tretiranih ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 postojao je
statisticki znaCajno nizi intenzitet lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolnu grupu
Kontrola+CCls (p<0,0005). Pretretmani ekstraktima korena rena E1-E8 uspeli su znacajno da
smanje intenzitet lipidne peroksidacije indukovane CCls-om u odnosu na kontrolnu grupu,
Kontrola+CCls. Pretretman sokom korena rena J9 (p<0,0005), medutim, pokazao je najznacajniji
supresivni efekat na intenzitet LPx, nastale dejstvom CCls-a u odnosu na kontrolnu grupu,
Kontrola+CCls, pri ¢emu je dobijena vrednost LPx bila bliska vrednostima LPx kontrolne grupe
(p = 0,004).
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na aktivnost enzima XOD u krvi
miseva, tretiranih CCls-om prikazani su u Tabeli 5.11. i na Grafikonu 5.31.
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Grafikon 5.31. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-a
na aktivnost XOD

Ekstrakti i sok korena rena kojima su zivotinje bile tretirane razliito su uticali na aktivnost
XOD i medu njima je zabelezena znacajna razlika (p<0,0005). Smanjenje aktivnosti XOD
postojalo je u grupama Zzivotinja tretiranih ekstraktom E3 (p<0,0005) i sokom korena rena J9
(p<0,0005) u odnosu na kontrolnu grupu. U grupama Zivotinja tretiranih ekstraktima korena rena
E2 i E8 aktivnost ksantinoksidaze je bila bliska vrednosti kontrolne grupe. Primena tretmana
eksperimentalnih zivotinja ekstraktima E1 (p<0,0005) i E4 (p<0,0005) uticala je na znaéajno
povecanje aktivnosti XOD u odnosu na kontrolnu grupu. Administracija ugljen-tetrahlorida
znacajno je povecala aktivnost XOD (p<0,0005) u odnosu na kontrolnu grupu. Kod grupa Zivotinja
koje su pre aplikacije CCls-a pretretirane ekstraktom E3 (p = 0,299) i sokom korena rena J9 (p =
0,157) aktivnost XOD je ostala na nivou fizioloskih vrednosti kontrolne grupe.

U grupama zivotinja tretiranih ekstraktima E1-E8 aktivnost XOD je bila statisticki
znacajno niza u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCls. Pretretman ekstraktom E1 (pre
intoksikacije CCls-om) uticao je na povecanje aktivnosti XOD u odnosu na kontrolnu grupu,
Kontrola+CCls. U grupama zivotinja koje su pre aplikacije CCls-a pretretirane ekstraktima E2 i
E3 i sokom korena rena J9 aktivnost XOD je bila statisticki znacajno niza u odnosu na kontrolnu

grupu, Kontrola+CCla.
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na aktivnost enzima CAT u krvi
miseva, tretiranih CCls-om prikazani su u Tabeli 5.11. i na Grafikonu 5.32.
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Grafikon 5.32. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-a na aktivnost CAT

Ekstrakti i sok korena rena kojima su Zivotinje tretirane razli¢ito su uticali na aktivnost
CAT i medu njima je bilo znacajne razlike (p<0,0005). U grupama zivotinja tretiranih ekstraktima
E2 (p<0,0005), E3 (p<0,0005) i sokom korena rena J9 (p<0,0005) doslo je do povecanja aktivnosti
CAT u odnosu na kontrolnu grupu. U grupama tretiranim ekstraktima E1, E4 i E8 doslo je do
smanjenja aktivnosti CAT u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola. Pretretmani Zzivotinja
ekstraktima korena rena E1-E8 pre aplikacije CCl4-a uticali su na zna¢ajno smanjenje aktivnosit
CAT u odnosu na kontrolnu grupu. Aplikacija CCls-a uticala je na znacajno smanjenje aktivnosit
CAT (za oko 65%) u odnosu na kontrolnu grupu. Medutim, tretman Zivotinja ekstraktom E3 pre
aplikacije CCls-a donekle je uspeo da spreci znacajan pad aktivnosti CAT u odnosu na kontrolnu
grupu. Pretretman zivotinja Sokom korena rena J9 takode je doveo do snizenja aktivnosti CAT, ali
je ona bila bliska fizioloskim vrednostima kontrolne grupe (9,26 + 0,12 vs 9,54 + 0,09; p = 0,008).

U grupama zivotinja tretiranih ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 aktivnost CAT
je bila znacajno povecana u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCls. Tretmani Zzivotinja
ekstraktima E1, E4 i E8 pre aplikacije CCls-a uticali su na znac¢ajno smanjenje aktivnosti CAT u
odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCls. Medutim, pretretmani zivotinja ekstraktima E2, E3 i
sokom korena rena J9 uticali su na znacajno povecanje aktivnosti CAT u odnosu na kontrolnu

grupu, Kontrola+CCla.
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Rezultati ispitivanja uticaja ekstrakata i soka korena rena na aktivnost enzima SOD u krvi
miseva, tretiranih CCls-om prikazani su u Tabeli 5.11. i na Grafikonu 5.33.
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Grafikon 5.33. Uticaj ekstrakata korena rena, soka korena rena i CCls-om-ana
aktivnost SOD

Tretmani eksperimentalnih zivotinjaekstraktima korena rena razliito su uticali na
aktivnost SOD i medu njima je bilo znacajne razlike (p<0,0005). Smanjenje aktivnosti SOD
postojalo je u grupama Zzivotinja tretiranih ekstraktima E1-E8, sa najve¢im smanjenjem u grupi
tretiranoj ekstraktom E1 (p<0,0005) u odnosu na kontrolnu grupu. Tretman zivotinja sokom
korena rena J9 (p = 0,214) nije uticao na promenu aktivnosti SOD u odnosu na kontrolnu grupu.
U grupama zivotinja pretretiranim ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 uocena je znacajno
niza aktivnost SOD u odnosu na kontrolnu grupu. Aplikacija hepatotoksina CCls uticala je na
zanacajno smanjenje aktivnosit SOD (73%) u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu Zivotinja.

Aktivnost SOD kod tretmana ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 ostala je znac¢ajno
visa u odnosu na kontrolnu grupu, Kontrola+CCls. Pretretmani ekstraktima E1-E8 i sokom korena

rena J9 doveli su do znacajnog povecéanja aktivnosti SOD u odnosu na kontrolnu grupu,
Kontrola+CCls.
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6. Diskusija

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije bio je ispitivanje antitumorske i
hepatoprotektivne aktivnosti ekstrakata i soka korena rena, proizvedenog na teritoriji VVojvodine
in vitro i in vivo. U cilju in vitro odredivanja potencijalne antitumorske aktivnosti ispitano je
antiproliferativno delovanje ekstrakata i soka korena rena prema veéem broju Celijskih linija.
Citotoksi¢ni, antioksidantni/prooksidantni i hepatoprotektivni/hepatotoksic¢ni efekti ekstrakata i
soka korena rena ispitivani su in vivo u eksperimentima na zivotinjama. Mehanizam antitumorskog
delovanja najaktivnijih ekstrakata i soka korena rena odreden je in vitro. U cilju detekcije aktivnih
antitumorskih i hepatoprotektivnih komponenata ispitan je hemijski sastav (polifenolna jedinjenja)
ekstrakata i soka korena rena. Postavljene su hipoteze da ekstrakti i sok korena rena ispoljavaju
antitumorsko, ali ne i hepatotoksi¢no delovanje in vitro, i da ispoljavaju antitumorsko i
hepatoprotektivno delovanje in vivo.

U disertaciji je za ispitivanje hemijskog sastava in vitro antiproliferativne aktivnosti i tipa
¢elijske smrti upotrebljeno osam ekstrakata korena rena i to iz pulpe: E2 (hloroformski), E1
(dihlormetanski), E8 (butanolni) i E7 (vodeni) i iz soka: E4 (hloroformski), E3 (dihlormatanski),
E6 (butanolni) i E5 (vodeni), i sok korena rena J9. Za in vivo ispitivanja antitumorske i
hepatoprotektivne aktivnosti upotrebljeni su ekstrakti korena rena koji su u in vitro ispitivanjima
pokazali najbolje efekte: E1, E2, E3, E4 i E8, kao i sok korena rena J9.

6.1. Polifenolni sastav ekstrakata i soka korena rena

Ren, Armoracia rusticana (G. Gaertn, B. Mey & Scherb.), je biljka iz porodice
Brassicaceae (3, 204), koja se gaji zbog svog belog, debelog i mesnatog korena, intenzivnog
oporog ukusa koji nastaje zbog prisustva sumpornih jedinjenja, glukozinolata (204). Ren privlaci
paznju naucnika, jer se smatra da produkti hidrolize glukozinolata, izotiocijanati poseduju
potencijalnu antikarcinogenu aktivnost (205). GSL jedinjenja su nadena kod biljaka nekih vrsta
familije Brassicacea (rotkvica, kupus, karfiol, brokoli, senf, repa, uljana repica i ren) (16, 206).
Do sada je registrovano priblizno 200 GSL (207). Koncentracija GSL u biljkama veoma varira i
krece se oko 1% suve tezine, kod Brassicacea biljaka (207, 208), sa koncentracijom 0,5-28 pmol
alifaticnih/aromaticnih GSL/g suve tezine i 0,7-8 pmol indolnih GSL/g suve tezine (35). Kod
biljaka familije Brassicaceae najvece koncentracije GSL nalaze se u semenu crnog senfa (Brassica
nigra) i u korenu rena (preko 10% na suvu tezinu) (32). Studija Herz-a i saradnika pokazala je da
vodeni ekstrakt korena rena sadrzi: aminokiseline (arginin i prolin), limunsku kiselinu, fenolne

komponente (kafena kiselina i derivati kemferola), GSL i derivate masnih kiselina (209).
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Kumarini (eskuletin, skopoletin), fenolne kiseline, askorbinska kiselina, asparagin i rezin
su takode nadeni u renu (3). Nutritivnu vrednost 100 g korena rena ¢ine: 3,3 g dijetetskih vlakana,
11,29 g ugljenih hidrata, 56 mg kalcijuma, 314 mg natrijuma, 246 mg kalijuma, 27 mg
magnezijuma, 31 mg fosfora, 24,9 mg vitamina C, i 57 ug folata (210).

Poznato je da polifenoli biljaka poseduju antikancerogenu, antioksidantnu, antimutagenu i
antivirusnu aktivnost (211). Neki fenoli poseduju snaznu antioksidantnu i antikancerogenu
aktivnost, kao $to su fenolne kiseline (hlorogenska, kafena, ferulna), flavonoidi (kvercetin,
genistein, katehin, izoflavoni), kumarini, stilbeni, itd. (43, 75, 212-215). Najvaznije fenolne
komponente prisutne kod biljaka familije Brassicaceae su flavonoidi: kemferol, kvercetin i njihovi
derivati u kombinaciji sa sinapinskom kiselinom (216, 217). Do sada nisu sprovedena ispitivanja
u cilju proucavanja polifenolnog sastava ekstrakata ili soka rena, kao i mehanizma njihovog
delovanja.

Rezultati disertacije pokazali su da su, primenom HPLC metode, u ekstraktima i soku
korena rena identifikovane i kvantifikovane sledec¢e polifenolne komponente: fenolne kiseline
(galna, protokatehinska, kafena, ferulna, izoferulna, hlorogena, p-hidroksibenzoeva, p-
kumarinska, siringinska i sinapinska kiselina) i flavonoidi (katehin, epikatehin, kvercetin,
kemferol, luteolin, apigenin i izoramnetin). Najveéi sadrzaj polifenola bio je prisutan u
dihlormetanskom ekstraktu pulpe korena rena E1 (49,64 mg/g) i dihlormetanskom ekstraktu soka
korena rena E3 (18,09 mg/g). Svi ekstrakti korena rena sadrzali su katehin (0,75-33,17 mg/g) i
galnu kiselinu (0,18-3,34 mg/g). Ekstrakti E2 i E4 sadrzali su kemferol, dok je u ekstraktima E1,
E2, E4 i E6 pronaden kvercetin. Ekstrakti E3, E5 i E7 sadrzali su epikatehin, dok je u ekstraktima
E1 i E4 pronaden izoramnetin. Ovo je bilo prvo ispitivanje u kome je dobijen polifenolni profil

razli¢itih ekstrakata i soka korena rena.

U studiji Calabrone-a i saradnika (218) spektrofotometrijski je odreden sadrzaj polifenola u
metanolnom, metanol/vodenom (70/30, v/v) i metanol/vodenom (50/50, v/v) ekstraktu korena rena
1,80+0,17; 2,36 £0,14 12,61 £ 0,20 mg/g suve mase redom. Sli¢ni rezultati dobijeni su i u studiji
Tomsone-a i sradnika (219), gde je ukupni sadrzaj polifenola u ekstraktima korena rena, dobijen
klasi¢cnom Soxhtlet-ovom metodom, bio 334,29 -985,87 mg GAE/100 g suve mase, u zavisnosti
od rastvaraca. Razlike u sadrzaju ukupnih polifenola dobijene porede¢i HPLC i Folin-Ciocalteau-
ovu metodu, mogle bi se objasniti time Sto spektrofotometrijska metoda nije apsolutna mera za
polifenole, posto i druge supstance poput organskih kiselina, rezidualnih se¢era, aminokoiselina,

proteina i drugih hidrofilnih komponenti mogu interferirati sa ovim odredivanjem. Takode,
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razlic¢ite klase fenola, zbog reakcije sa Folin—Ciocalteu-ovim reagensom, mogu uticati na

apsorbancu prilikom odredivanja galne kiseline (220).

Postoji veoma malo radova o polifenolima u soku korena rena. Rezultati rada Fursa i
saradnika (221) pokazali su da se u soku korena rena nalazi mala koli¢ina flavonoida (kemferol i
kvercetin). Studija Cirimbei i saradnika (222) ukazala je na veliki potencijal vodenog ekstrakta
rena i njegovih najzastupljenijih flavonoida: kemferola i kvercetina u spre¢avanju ostecenja DNK
humanih limfocita oksidativnim agensom H:0.. Rezultati disertacije su u saglasnosti sa
pomenutim radovima, pri ¢emu je u disertaciji dobijen kompletan polifenolni sastav ekstrakata i

soka korena rena.

Manach i saradnici (223) su u brokolima identifikovali 22 derivata kemferola, ferulne i
sinapinske kiseline. Derivati hidroksibenzoeve kiseline kod biljaka prisutni su u veoma niskim
koncentracijama, dok je p-hidroksibenzoeva kiselina dominantna komponenta. Niciforovi¢ i
saradnici (224) su u rastanu identifikovali slede¢e fenolne kiseline: galnu, protokatehinsku, p-
hidroksibenzoevu kiselinu, siringinsku, salicilnu, p-kumarinsku, kafenu, ferulnu i sinapinsku
kiselinu. Rezultati dobijeni u nasem istrazivanju sli¢ni su rezultatima navedenih radova, sto bi se
moglo objasniti time da brokoli i rastan pripadaju familiji biljaka Brassicaceae, kojoj pripada i

ren. Moglo bi se oc¢ekivati da biljne vrste iste familije mogu imati sli¢an polifenolni sastav.

U literaturi nema radova koji se bave ispitivanjem povezanosti antiproliferativne,
antitumorske i hepatoprotektivne aktivnosti ekstrakata i soka korena rena sa njegovim
polifenolnim sastavom. Zbog toga ¢e se u diskusiji koristiti dostupna literatura, koja se uglavnom
odnosi na povezanost antiproliferativne, antitumorske i hepatoprotektivne aktivnosti rena, sa
efektima GSL prisutnim u renu, i kod ostalih biljaka famijije Brasicaeae. Koristice se, takode, i
literatura koja se odnosi na povezanost antiproliferativne, antitumorske i hepatoprotektivne

aktivnosti rena sa efektima polifenolnih komponenti prisutnih kod drugih biljnih familija.
6.2. Antiproliferativna aktivnost ekstrakata i soka korena rena in vitro

Rezultati disertacije pokazali su da su najsnazniju antiproliferativnu aktivnost ispoljili
ekstrakti korena rena E1-E4, a dobijene ICso vrednosti bile su u uskom opsegu koncentracija (ICso
= 3,49-28,46 ng/mL). Ekstrakt E4 je ispoljio najizrazenije i neselektivno citotoksicno delovanje
prema svim ispitivanim ¢éelijskim linijama (ICso = 3,49-12,17 pg/mL), sa najsnaznijim delovanjem
na éelijsku liniju karcinoma jetre pacova (ICso™*"E = 3,49 pug/mL). Sli¢an efekat pokazao je i

ekstrakt E2, koji je delovao citotoksi¢no na sve Celijske linije (ICso = 15,42-28,46 pug/mL), osim
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karcinoma prostate (PC-3). Ekstrakt E3 je najsnaznije delovao na ¢elijsku liniju zdravih pluca
(1C5oMRC-6 =16,74 ng/mL) i karcinoma dojke (ICsoM°F" = 18,52 pg/mL). Ekstrakt E1 je najsnaznije
delovao na éelijske linije karcinoma jetre pacova (ICso™*""E= 19,19 ug/mL) i karcinoma dojke
(IC5oMPAMB-21 = 26 01 ng/mL).

Sok korena rena J9 je pokazao znacajan antiproliferativni efekat na sve ispitivane celijske
linije sa ICso u opsegu razblazenja od 418 do 1600. Najsnaznije antiproliferativno delovanje soka
korena rena J9 (u jedinicama razblaZenja) bilo je prema karcinomu grli¢a materice (ICso 2 =
1596,04), karcinomu jetre pacova (ICso™*"E = 1401,57), ali i prema ¢elijama izvedenim od
zdravog tkiva (1CsoMRS® = 1347,86).

U ranijim ispitivanjima antiproliferativne aktivnosti utvrdena je visoka aktivnost
kemferola, galne kiseline, kvercetiana i kafene kiseline (225), dok katehin, epikatehin, p-
kumarinska, siringinska, sinapinska, hlorogenska 1 ferulna kiselina nemaju znacajnu
antiproliferativnu aktivnost (189).

Antiproliferativna aktivnost ekstrakta E1 mogla bi se pripisati prisustvu galne i kafene
kiseline i kvercetina u ekstraktu. Antiproliferativna aktivnost ekstrakata E2 i E4 mogla bi se
objasniti prisustvom galne kiseline, kvercetina i kemferola, a ekstrakta E3 i soka korena rena J9
prisustvom galne i kafene kiseline. Tako je ukupna aktivnost svakog ekstrakta posledica
sinergistickog delovanja veceg broja njegovih aktivnih komponenti 1 najverovatnije zavisna od
njihovih koncentracija.

Saglasno tome, brojni radovi su ukazali na potencijalnu antikarcinogenu i
antiproliferativnu aktivnost galne kiseline prema karcinomu cerviksa (226), karcinomu Zzeluca,
prostate, pluca i dr. (227). Alkil derivati galne kiseline indukuju apoptozu u Celijskim linijama
tumora, uglavnom aktivacijom mitohondrija-zavisnog apoptotskog puta, putem alteracije
mitohondrijalnog oksidativhog metabolizma i povecanjem intracelularne koncentracije jona
kalcijuma. N-alkil galat smanjuje mitohondrijalni membranski potencijal, uti¢e na oslobadanje
citohroma-c, AIF i nekih prokaspaza, vrsi ushodnu regulaciju Bcl-2-vezanog proteina X (BAX),
kaspaze-4, kaspaze-9 i kaspaze -3, kao i oste¢enje DNK (228, 229).

In vitro studije su pokazale da kvercetin moze da deluje kao antiproliferativni agens
inhibirajuci €elijsku proliferaciju i rast i zaustavljajuci ¢elijski ciklus. Nekoliko studija na ljudima
sa kvercetinom ukazalo je na njegov antikarcinogeni efekat na karcinome dojke, pluéa i prostate,
ali ne 1 na karcinom kolona. Epidemioloska studija u Finskoj pokazala je povezanost izmedu
visokog unosa kvercetina i male incidence karcinoma dojke i pluc¢a (230). Studija slucaja na

ljudima u Spaniji pokazala je povezanost unosa kvercetina i kemferola hranom sa niskom
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incidencom karcinoma Zzeluca (231). Kvercetin je takode pokazao sposobnost da inhibira
proliferaciju ¢elija karcinoma, barem delimi¢no, smanjenjem broja i funkcije ¢elijskih mikrotubula

(232).

Mada je ekstrakt E1 imao najbogatiji sastav i najvece koncentracije polifenolnih kiselina
(galne i kafene kiseline), i flavonoida (najve¢e koncentracije kvercetina), on nije imao
najizrazenije antiproliferativno delovanje. Ekastrakti E2 i E4, koji su pokazali najviSu
antiproliferativnu aktivnost, imali su sli¢an sastav polifenolnih jedinjenja, a za razliku od ekstrakta
E1 sadrzali su i kemferol. Tako se izuzetna antiproliferativna aktivnost ekstrakata E2 i E4 moze

pripisati prisustvu kemferola.

Rezultati studije Nguyen-a i saradnika (233) ukazuju da kemferol moze da indukuje
apoptozu indukcijom kaspaze-3 i prokaspaze-9, povetanjem ROS i oslobadanjem
mitohondrijalnog citohroma-c, kod leukemijskih éelija HL-60 u koncentraciji od 60 uM. Kemferol
poveéava celijski nivo pro-apoptotskih proteina Bax i Bad i smanjuje nivo anti-apoptotskih
proteina Bcl-2 i Bcl-xl. Sposobnost flavonoida da indukuju apoptozu zavisi od broja prisutnih

hidroksilnih grupa u 2-fenil grupi (apigenin>kvercetin>miricetin>kemferol) (234).

Snaznije delovanje ekstrakta E4 u odnosu na ekstrakt E2 moglo bi se pripisati 1 prisustvu
izoramnetina sa dokazanim snaznim antiproliferativnim delovanjem (69, 235). Rad Teng-a i
saradnika (235) pokazao je da je citotoksi¢ni efekat izoramnetina dozno i vremenski zavisan u
odnosu na ¢elije humanog hepatocelularnog karcinoma (BEL-7402), sa ICsoBEL-7402 = 74 4+1,1
ug/mL, posle 72 sata. 1zoramnetin je in vitro pokazao citostatski efekat prema celijskim linijama
ezofagealnog skvamoznog karcinoma, sa 1Cso vrednoséu koncentracije 40+0,08 pg/mL, posle 48
sati (69).

Takode, najsnaznije antiproliferativno delovanje ekstrakta E4, u odnosu na sve ispitivane
ekstrakte, moglo bi se pripisati i aktivnim komponentama koje su prisutne, ali nisu bile predmet
ovog istrazivanja (za koje nisu primenjeni HPLC standardi). Snaznije antiproliferativno delovanje
ekstrakta E3 u odnosu na ekstrakt E1 (koji je bogatiji po sastavu i koncentraciji polifenolnih
jedinjenja) je verovatno posledica aktivnih komponenti koje nisu bile predmet naSeg istrazivanja
— verovatno GSL, a koje bi pri izuzetno niskim koncentracijama mogle doprineti ukupnoj

antiproliferativnoj aktivnosti.

Ukoliko se uporede dobijeni rezultati antiproliferativnog delovanja soka korena rena J9 i
ekstrakata dobijenih iz soka (E3, E4, E5 i E6) uocavaju se razlike u njihovom delovanju prema

¢elijskim linijama. Navedena €injenica moze Se objasniti razlikama u hemijskom sastavu soka
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korena rena i njegovih ekstrakata, i povezanim sinergistickim delovanjem svih aktivnih
polifenolnih komponenti soka i jedinjenja (verovatno GSL), koja nisu detektovana u ovom

istrazivanju.

Delovanjem ispitivanih ekstrakata (E1-E8) i soka korena rena (J9) uoceno je selektivno
citotoksi¢no delovanje prema ¢elijama jetre, dojke 1 plu¢a. UocCen je i snazan potencijal delovanja
ekstrakata i soka korena rena prema karcinomu grli¢a materice, ali i prema veoma rezistentnim
¢elijskim linijama melanoma, karcinoma prostate, karcinoma pluéa i adenokarcinoma debelog
creva. Ekstrakt korena rena E4 pokazao je najveci, neselektivni citotoksi¢ni potencijal. Uoceno je,
medutim, i snazno citotoksi¢no delovanje ekstrakata E4, E3, E2 i soka korena rena J9 prema

¢elijama izvedenim iz zdravog tkiva (MRC-5).

Da bi se utvrdile razlike u delovanju ekstrakata prema tumorskim i ¢elijama izvedenim od
zdravog tkiva i njihove eventualne primene u antitumorskoj terapiji izracunati su NT/T odnosi
(189) i recipro¢ni T/NT odnosi (u jedinicama razblaZenja) za delovanje soka (Tabela 5.3.).
Povoljni odnosi (> 1) dobijeni su delovanjem ekstrakata E1, E2, E4 i E8 na celijske linije
karcinoma jetre (HepG2) i karcinoma dojke (MCF7 i MDA-MB-231), kao i delovanjem soka
korena rena J9 na ¢elijske linije karcinoma cerviksa (HeLa) i karcinoma jetre pacova (H-11-4-E).
Najpovoljniji odnos dobijen je delovanjem ekstrakta E4 na ¢elijsku liniju karcinoma jetre pacova
(NT/TH4"E = 2 03), ekstrakta E6 na adenokarcinom dojke (NT/TMCF = 1 64) i ekstrakta E1 na
karcinom jetre pacova (NT/TH#!E = 1 63). Prema vec¢em broju éelijskih linija ekstrakti i sok
korena rena pokazali su nepovoljne NT/T i T/NT odnose, ukazujuéi na njihovo snaznije delovanje

prema ¢elijama izvedenim od zdravog tkiva nego prema ¢elijama tumora.

U ovoj disertaciji, a u cilju odredivanja mehanizma delovanja, ekstrakti E4 i sok korena
rena J9 testirani su na sposobnost indukcije apoptoze i nekroze. Mada je sok korena rena J9
pokazao visoku indukciju apoptoze i indukcija nekroze je bila jednako izraZena, tako da je indeks
efikasnosti apoptoze (eFA/eFN = 0,94-1,07) bio nizak i na Celijskim linijama karcinoma cerviksa
(HeLa) i adenokarcinoma debelog creva (HT-29). Navedeno ukazuje na slab potencijal soka
korena rena J9 da izazove celijsku smrt tumorskih ¢elija mehanizmom celijske apoptoze, bez
Stetnih posledica koje nastupaju nakon nekroze. Ekstrakt E4 je pokazao smanjenu sposobnost
indukcije apoptoze, dok je indukcija nekroze bila visoka u ¢elijskim linijama karcinoma cerviksa
(HeLa), adenokarcinoma dojke (MCF7) i adenokarcinoma debelog creva (HT-29), ukazujuéi na
slab potencijal ekstrakta E4 da izazove celijsku smrt mehanizmom apoptoze, bez nastupanja

nekroze (efA/efN = 0,22-0,74).
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Rezultati disertacije pokazali su da antiproliferativni efekat ekstrakata i soka korena rena

zavisi od porekla tumorskih ¢éelijskih linija na koje deluju.

Celijska linija karcinoma humanog cerviksa (HeLa)

Celijska linija karcinoma humanog cerviksa (HeLa) bila je najosetljivija na dejstvo ekstrakta
E4, sa ICso vrednoséu koncentracije od 4,66 pg/mL, dok je ekstrakt E2 isti efekat postigao sa Cetiri
puta viSom koncentracijom, a sok korena rena J9 pri najve¢em razblazenju (1/1600).

Rezultati Haseqawa-e i saradnika (236) pokazali su da tretman c¢elijske linije karcinoma
cerviksa (HeLa) sa 10 uM AITC i 2,5 uM benzil ITC ili fenetil ITC, posle 16 sati inhibira ¢elijski
rast za 41%, odnosno 79% u odnosu na kontrolu, zaustavljaju¢i ga u fazi G2M. Konié-Ristic¢ i
saradnici (237) pokazali su da BITC na HeLa celijskoj liniji ostvaruje ICso vrednost sa
koncentracijom 5,04 uM. Brojni radovi su takode ukazali na potencijalnu antikancerogenu i
antiproliferativnu aktivnost galne kiseline prema karcinomu cerviksa (238). Rezultati disertacije
su u saglasnosti sa pomenutim rezultatima navedenih radova.

U disertaciji ekstrakt E4 nije pokazao selektivnost antiproliferativnog delovanja na ¢elijskoj
liniji karcinoma grlica materice (HeLa) (NT/T=0,21), dok je sok korena rena J9 ispoljio slabu
selektivnost (T/NT=1,18). Rezultati Koni¢-Ristica i saradnika (237) pokazuju visoku selektivnost
antiproliferativnog delovanja BITC na HeLa ¢elijskoj liniji (NT/T=9,07). Razlog za ovako velike
razlike moze biti to $to ekstrakt E4 i sok korena rena J9, pored aktivnih polifenolnih komponenti
(galne kiseline, kvercetina, kemferola i izoramnetina), sadrzi i druge aktivne komponente koje
nisu bile ispitane u ovoj disertaciji, a koje mozda poseduju jaci antiproliferativni efektat prema
¢elijjama izvedenim iz zdravog tkiva u odnosu na ¢elije karcinoma grli¢a materice (HeLa).

Rezultati disertacije su pokazali da ekstrakt E4 indukuje nekrozu (eFA/eFN = 0,74), a sok
korena rena J9 slab fekat apoptoze (eFA/eFN = 1,07) u ¢elijskoj liniji karcinoma grlica materice
(HeLa). Rezultati Yu-a i saradnika (239) pokazali su da tretman sa 10uM PEITC ili AITC utice
na indukciju apoptoze na dozno-zavisan nacin u c¢elijskoj liniji HeLa, aktivacijom kaspaza-3
zavisnog mahanizma. To ukazuje na njihovu moguéu antikancerogenu aktivnost, $to nije u
saglasnosti sa rezultatima disertacije.

Celijska linija adenokarcinoma dojke (MCF?7)

Celijska linija adenokarcinoma dojke (MCF7) bila je najosetljivija na dejstvo ekstrakta E4,
sa ICso vrednoscéu koncetracije 6,54 ng/mL, dok su ekstrakti E2 i E3 pokazali iste efekte, ali sa dva

puta viSom koncentracijom.
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Tseng i saradnici (240) su pokazali da se posle 48-satnog tretmana celijske linije karcinoma
dojke (MCF7) sa BITC, PEITC i NITC (1-naftil ITC), postize ICsg vrednost sa koncentracijama
595 uM, 7,32 uM i 13,7 uM, redom. Ispitivali su i citotoksi¢nost antikancerogenih
hemoterapeutika daunomicina (1Cso™°™" = 7,12+0,42 uM) i vinblastina (ICsoM°F’ = 0,106+0,004
uM). Dosli su do zakljuc¢ka da BITC i PEITC inhibiraju rast ¢elija humanog karcinoma dojke u
koncentracijama bliskim koncentracijama daunomicina. Rezultati rada Ahn i saradnika (48)
ukazuju da kafena kiselina u koncentraciji 10uM povecava osetljivost rezistentnih ¢elija humanog
karcinoma dojke (MCF7) prema doksorubicinu, pri ¢emu se ICso vrednost za doksorubicin
smanjila sa 10,8 pM na 0,83 pM. Kvercetin indukuje inhibiciju rasta celijske linije karcinoma
dojke na dozno zavisan nacin (241). Kemferol u koncentracijama od 35,0 i 70,0 uM znacajno
smanjuje broj vijabilnih estrogen pozitivnih receptora ¢elija karcinoma dojke (MCF7) (242), dok
u koncentracijama od 20 do 90 uM menja sintezu DNK i rast Celija karcinoma dojke (MCF7)
(243). Rezultati disertacije su sli¢ni rezultatima pomenutih radova, ukazujuéi na potencijalnu

antitumorsku aktivnost ekstrakta E4 i soka korena rena prema ¢elijama karcinoma dojke (MCF7).

Ekstrakt E4 je pokazao selektivnost antiproliferativnog delovanja prema celijskoj liniji
karcinoma dojke (MCF7) u odnosu na zdravo tkivo (NT/T = 1,08), ali on indukuje nekrozu kod
¢elija karcinoma dojke (MCF7). Rezultati Miyoshi-a i saradnika (244) pokazali su da BITC
intrinziénim putem indukuju apoptozu na ¢elijskim linijama karcinoma dojke (MCF7). Kafena
kiselina indukuje apoptozu kod celija humanog karcinoma dojke (MCF7) aktivacijom
proapoptotskih faktora, kao §to su Fas, Bax protein i kaspaze (245). Kvercetin inhibira progresiju
¢elijskog ciklusa kod karcinoma dojke (MCF7), zaustavljaju¢i ga u G2 fazi i indukuje apoptozu
¢elija MCF7 (241). Nasi rezultati su u suprotnosti sa rezultatima ovih istrazivaca, $to moze ukazati
na ¢injenicu da se u ekstraktu E4 nalaze i neidentifikovane aktivne komponente aa razli¢itim

mehanizmom indukcije Celijske smrti kod MCF7 ¢elija.

Celijska linija adenokarcinoma debelog creva (HT-29)

Celijska linija adenokarcinoma debelog creva (HT-29) bila je najosetljivija na dejstvo
ekstrakta E4, sa ICso vrednosc¢u koncentacije od 12,17 pug/mL. Isti efekat postigli su i ekstrakt E2
(sa dva puta vecom koncentracijom) i SOK S9 u razblazenju od 1/1200.

U radu Renelletti-ja i saradnika (246) kvercetin je pokazao dozno zavisni inhibitorni efekat
na proliferaciju humanih ¢elijskih linija karcinoma kolona (HT-29), (COLO-201) i (LS-174T), u

koncntracijama od 10 nM do 10 uM, putem vezivanja za tip-Il estrogen-vezujuce mesto. Li i
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saradnici (247) su pokazali da izoramnetin suprimira proliferaciju humanih celijskih linija
karcinoma kolona (HT-29), indukuju¢i zaustavljanje celijskog rasta u fazi G2/M. Rezultati
disertacije su u saglasnosti sa rezultatima navedenih radova.

Ekstrakti i sok korena rena J9 nisu pokazali selektivnost antiproliferativnog delovanja prema
HT-29 ¢elijskoj liniji u odnosu na zdrave cCelije.

Musk i Johnson (248) su ispitivali citotoksicni i citostatski efekat AITC iz humane hrane, na
¢elije humanog kolorektalnog karcinoma in vitro. Pokazali su da je AITC pri dnevnoj dozi od 1,6
ug/mL tokom nedelju dana doveo do smanjenja rasta zdravih Celija za <25%, dok je rast ¢elijske
kulture karcinoma bio smanjen za >60%. Dobijena povecana osetljivost malignih ¢elija na AITC
sugeriSe da upotreba AITC u humanoj ishrani moze ¢initi odbranu protiv razvoja kolorektalnog
karcinoma, putem selektivne inhibicije rasta transformisanih c¢elija kolona u odnosu na
gastrointestinalnu mukozu. Rezultati disertacije nisu u saglasnosti sa ovim radom, $to moze
ukazati ¢injenicu da se u ekstraktu E4 i soku korena rena J9 nalaze i neidentifikovane aktivne

komponente sa razli¢itim mehanizmima delovanja.

Rezultati disertacije su pokazali da ekstrakt E4 indukuje nekrozu u ¢elijskoj liniji HT-29.
Ovo je u saglasnosti sa rezultatima Smith-a i saradnika (249), koji su uocili da AITC slabo indukuje
apoptozu kod celijske linije HT-29, ne vise od 5%. Nasuprot tome, rezultati Gamet-Payrastre-a i
saradnika su po prvi put pokazali da SFN u koncentraciji 10-30 uM indukuje zaustavljanje

¢elijskog ciklusa i posrednu apoptotsku smrt kod HT-29 ¢elja (250).

Celijska linija karcinoma pluca (A549)

Celijska linija karcinoma pluc¢a (A549) bila je najosetljivija na dejstvo ekstrakta E4, sa 1Cso
vrednos¢u koncentracije od 11,43 ug/mL. Ekstrakt E2, sa dva puta ve¢om koncentracijom, i SOK
korena rena J9, u razblazenjuod 1/400, postigli su isti efekat. Rezultati Nguyen-a i saradnika (233)
pokazali su da tretman celijske linije humanog karcinoma pluca (A549) sa razliCitim dozama
kemferola (0-70 uM) indukuje dozno i vremenski zavisno smanjenje ¢elijske vijabilnosti i sinteze
DNK. Kuang i Chen (251) su pokazali da, nakon tretmana ¢elijske linije A549 sa 10 uM PEITC i
BITC, dolazi do indukcije apoptoze, dok sa visim koncentracijama od 25 uM dolazi do indukcije

nekroze.
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Celijska linija adenokarcinoma dojke (MDA-MB-231)

Rezultati disertacije su pokazali da je ¢elijska linija adenokarcinoma dojke (MDA-MB-231)
bila najosetljivija na dejstvo ekstrakta E4, sa 1Cso vrednoséu koncentracije od 5,52 pg/mL.
Ekstrakti E2, E1 i E3, sa Cetiri puta vi$§im koncentracijama, i sok korena rena J9, u razblaZenju od
1/1200, postigli su isti efekat. Selektivnost antiproliferativnog delovanja prema celijskoj liniji
adenokarcinoma dojke (MDA-MB-231) ostvarili su ekstrakti E4 (NT/T = 1,29), E1 (NT/T = 1,2)
i E8 (NT/T = 1,09).

Tsai i saradnici (252) su pokazali da tokom 24-satnog tretmana sa AITC dolazi do smanjenja
éelijske vijabilnosti, sa vrednostima koncentracija za 1CsoM" = 17,96 + 2,58 uM, 1C5oMPA-MB-231
=11,26+ 1,29 uM i IC5oMPAMB-48 = 10 26 + 1,31 uM. Uzrok razli¢itog uticaja AITC na inhibiciju
rasta celijskih linija MFC7, MDA-MB231 i MDA-MB468 moze biti razli¢ita genska ekspresija

za razlicCite celijske tipove (253). Rezultati disertacije su u saglasnosti sa rezultatima ovoga rada.
Celijska linija melanoma (Hs294T)

Celijska linija melanoma (Hs294T) bila je najosetljivija na dejstvo ekstrakta E4, sa ICso
vrednos¢u od 6,70 pg/mL. Ekstrakt E2 (sa tri puta veCom koncentracijom) i sok korena rena J9, u

razblazenju od 1/881, postigli su isti efekat.
Celijska linija adenokarcinoma prostate (PC-3)

Celijska linija adenokarcinoma prostate (PC-3) bila je osetljiva samo na dejstvo ekstrakta
E4, sa 1Cso vrednoscéu koncentracije 9,01 pg/mL. Sok korena rena J9, u razblazenju od 1/482,
postigao je isti efekat. Studija Nair-a (254) je pokazala da kvercetin u koncentracijama od 25 uM
i 50 uM znacajno inhibira rast visoko agresivne ¢elijske linije karcinoma prostate (PC-3). Xu i
saradnici (255) su utvrdili da 100 uM AITC uti¢e na znacajnu inhibiciju ¢elijskog rasta PC-3, tako
da je vijabilnost posle 24 sata bila 64%. AITC ostvaruje citotoksi¢an efekat na celijsku liniju
adenokarcinoma prostate (PC-3), sa ICsp vrednos¢u koncentracije od 2,2 uM (256). Rezultati

disertacije su u saglasnosti sa rezultatima navedenih radova.

Dobijeni i prezentovani rezultati pokazuju da je postignut prvi cilj i potvrdena prva hipoteza.
Naime, ekstrakti E4, E2, E3 i E1 i sok korena rena J9 ispoljavaju selektivno antitumorsko
delovanje indukuju¢i nekrozu kao mehanizam Celijske smrti in vitro na vecini ispitivanih ¢elijskih

linija karcinoma.
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Celijska linija karcinoma jetre (hepatoma) (HepG2)

Rezultati disertacije su pokazali da je na ¢elijskoj liniji karcinoma jetre (hepatoma) (HepG2)
ekstrakt korena rena E4 postigao ICso pri koncentracije 5,68 pg/mL. Ekstrakt E2 u tri puta vecoj
koncentraciji, i sok korena rena J9, pri razblazenju od 1/937, postigli su isti efekat. Selektivnost
antiproliferativnog delovanja prema celijskoj liniji karcinoma jetre (HepG2), ostvarili su ekstrakti

E4 (NT/T = 1,25), E2 (NT/T = 1,22) i E8 (NT/T = 1,14).

Razli¢ite studije (257, 258) su pokazale da je indukcija detoksikujuc¢ih enzima faze Il
posredovana AITC rezultat delimi¢ne aktivacije Nrf2, vaznog aktivatora transkripcije gena enzima
faze Il. AITC u koncentarciji 25 uM su brzo povecali nivo Nrf2 i njegovu transkripcionu aktivnost
kod ¢elija humanog hepatoma (HepG2), ¢ime su ostvarili svoju antitumorsku aktivnost. Kvercetin
i kemferol takode poseduju sposobnost indukcije antikarcinogenih enzima faze II kod c¢elijske
linije karcinoma jetre (HepG2) (259). PEITC u dozi od 20 uM indukuje nastanak DNK adukata,
ukljuCuju¢i i nastanak 8-oksodG (8-okso-7,8-dihidro-2 -deoksigvanozin) kao markera
oksidativnog oSte¢enja kod ¢elija humanog hepatoma (HepG2) (260), dok do raskidanja lanca
DNK dolazi sa 2,5-10 uM ITC (261). Citotoksi¢ni efekat izoramnetina je pokazao doznu i
vremensku zavisnost u odnosu na ¢elije humanog hepatocelularnog karcinoma (BEL-7402), sa
ICs0 vrednoscu od 74,4 + 1,1 pg/mL (posle 72-satnog tretmana) (262). Rezultati disertacije su
sli¢ni rezultatima navedenih radova, §to moze da ukaze na potencijalnu citotoksi¢nost ekstrakata

E4 i E2 i soka korena rena J9 prema celijskoj liniji karcinoma jetre (HepG2).

Celijska linija karcinoma jetre pacova (H-4-11-E)

Celijska linija karcinoma jetre pacova (H-4-11-E) (u odnosu na ostale ¢elijske linije) bila je
najosetljivija na dejstvo ekstrakta E4, sa 1Csg vrednoscu koncentracije od 3,49 pg/mL. Ekstrakti
pulpe korena rena E1 i E2, sa pet puta ve¢om koncentracijom, i sok korena rena J9, u razblazenju
od 1/1400 postigli su isti efekat. U nasoj studiji selektivnost antiproliferativnog delovanja prema
¢elijskoj liniji karcinoma jetre pacova (H-4-11-E) ostvarili su ekstrakti E4 (NT/T = 2,03), E2 (NT/T
=1,07), E1 (NT/T =1,63) i sok korena S9 (T/NT = 1,04).

Navedeni rezultati dokazuju da je postignut drugi cilj i potvrdena druga hipoteza. Naime, in
vitro ispitivanja su pokazala da citotoksicno delovanje na ¢elijskoj liniji karcinoma jetre (HepG2)
ispoljavaju ekstrakti E4 i E2 i sok korena rena J9, a na ¢elijskoj liniji karcinoma jetre pacova (H-
4-11-E) ispoljavaju ekstrakti E4, E2, E3 1 E1 i sok korena rena J9.
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6.3. Antitumorska i hepatoprotektivna aktivnost ekstrakata i soka korena rena in vivo

6.3.1. In vivo citotoksi¢ni i antioksidantni/prooksidantni efekti ekstrakata i soka korena

rena prema ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK)
6.3.1.1. Citotoksic¢ni efekti ekstrakata i soka korena rena in vivo

Poremecaj celijskog redoks statusa i povecani nastanak ROS uocen je kod maligno
transformisanih ¢elija, posebno kod ¢elija sa uznapredovalim tumorom, koje pokazuju multiple
genetske alteracije i visok nivo oksidativnog stresa u ¢elijama. ROS nastaju kao nusprodukti
aerobnog metabolizma, kao sekundarni glasnici u raznim putevima prenosa signala ili kao odgovor
na stres iz okruzenja (263). Oksidativni mehanizmi imaju ulogu u inicijaciji, promociji i progresiji
karcinogeneze. lako se smatra da su ROS ukljuéene i u hemijsku karcinogenezu, razliciti
eksperimentalni modeli pokazuju veoma razlicite, pa i kontradiktorne rezultate. Relativno mali
broj istrazivanja iz ove oblasti pokazao je da postoji veza izmedu maligne transformacije ¢éelija i
ravnoteze izmedu antioksidanasa i oksidanasa. Povecanje ROS je povezano sa abnormalnim
rastom maligno transformisanih ¢elija, koje dovodi do naruSavanja redoks homeostaze ili zbog
poveéane produkcije ROS, ili zbog smanjenog uklanjanja ROS. Redoks sistem celija regulise
nain njihovog rasta (264.) Nastanak ROS predstavlja deo mehanizma kojim vecina

hemoterapeutskih aganasa ili jonizujuceg zra¢enja dovodi do smrti maligno transformisane Celije
(265, 266).

Ehrlich-ov ascitni karcinom (EAK) je slabo diferenciran maligni tumor, koji vodi poreklo
od spontanog adenokarcinoma dojke, koji moze da raste kao solidan tumor i u ascitnoj formi. On
je karcinom epitelnog tkiva zlezdanog porekla. PoSto veoma brzo raste u ascitnoj formi, koristi se
kao tumorski model za ispitivanje antitumorske aktivnosti mnogih prirodnih i sintetskih hemijskih
supstanci (267). Karcinom je patolosko stanje tokom koga dolazi do nekontrolisane proliferacije
tumorskih ¢elija. Kod miseva dolazi do brzog povecanja volumena ascita 1 ascitne teCnosti EAK,
koja je nutritivni izvor za ove ¢elije. Povecanje volumena ascita EAK povezano je sa povecanjem
ukupnog broja ¢elija EAK. Efekat tretmana razli¢itim ekstraktima na broj ¢elija EAK je indirektna

metoda za procenu njihovog inhibitornog efekta na rast tumora (268).

Rezultati naSe disertacije su pokazali da su pretretmani i tretmani zivotinja ekstraktima E1—
E8 i sokom korena rena J9 uticali na znac¢ajno smanjenje zapremine ascita EAK u odnosu na EAK
kontrolnu grupu i NALC grupu. Ekstrakt E3 — bilo da je aplikovan kao pretretman, tretman ili

posttretman u odnosu na momenat implantacije EAK — uticao je na znacajno smanjenje zapremine
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ascita EAK u odnosu na EAK kontrolu. Najveée smanjenje zapremine ascita EAK postojalo je
prilikom pretretmana sa ekstraktom E8 i sokom korena rena J9 u odnosu na EAK kontrolu.
Prilikom pretretmana sokom korena rena J9 doslo je do smanjenja broja ¢elija EAK u odnosu na
EAK kontrolu, dok slican efekat nije pokazao nijedan ekstrakt korena rena. Posttretmani
ekstraktima E2 i E3 uticali su na smanjenje broja ¢elija EAK. Pretretmni i tretmani zivotinja sa
ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 uticali su na znacajno smanjenje procenta nevijabilnih
¢elija EAK u odnosu na EAK kontrolu. Posttretmani sa ekstraktima E2 i E3 uticali su ha povecanje

procenta oStec¢enih ¢elija EAK u odnosu na EAK kontrolu.

U literaturi nema podataka o citotoksi¢nim efektima ekstrakata i soka korena rena u in vivo
ispitivanjima. Rezultati Bhrattacharya i saradnika pokazali su da antitumorska aktivnost vodeno-
alkoholnog ekstrakta Trichosanthes dioica (TDA) moze imati direktni inhibitorni efekat na
proliferaciju tumorskih celija EAK, dovode¢i do gubitka Celijske vijabilnosti i smrti celija
tertiranih sa ekstraktom TDA. Antitumorska aktivnost ekstrakta pripisuje se triterpenima i
kukurbitacinu (269). Hossasin i saradnici su u in vivo ispitivanjima antitumorskog delovanja
metanolnog ekstrakta lista Dregea volubilis (MEVD) pokazali da on, u dozama od 50 do 200
mg/kg, utiCe na znacajno smanjenje zapremine asita EAK i broja tumorskih ¢elija EAK, odnosno
povecanje broja nevijabilih ¢elija EAK u odnosu na EAK kontrolu. Antitumorski efekat ekstrakta
se moze pripisati njegovim aktivnim komponentama flavonoidima, terpenoidima, taninima i
saponinima (270). U radu Vuli¢ i saradnika (271) ispitivana je antimikrobna i citotoksi¢na
aktivnost ekstrakta pulpe cvekle in vivo, na modelu Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK).
Rezultati ispitivanja su pokazali da je ekstrakt delovao citotoksi¢no prema ¢éelijama EAK, putem
indukcije oksidativnog stresa, verovatno zbog znacajnog sadrzaja fenola, flavonoida i betalaina.
Ekstrakt primenjen kao pretretman pokazao je najbolje efekte, jer je doveo do znacajnog smanjenja
zapremine EAK, broja i vijabilnosti ¢elija EAK u odnosu na kontrolu. Sli¢ni rezultati uoceni Su i
kod pretretmana i tretmana zivotinja ovim ekstraktom. Rezultati disertacije se slazu sa rezultatima
navedenih studija. Ekstrakti E2 i E3, primenjeni u posttretmanu, doveli su do zaustavljanja rasta
tumora, putem smanjenja zapremine hranljive te¢nosti EAK, delovali su citotoksi¢no smanjujuci
broj ¢elija EAK, povecali su procenat nevijabilnih ¢elija EAK, $to moze ukazati na njihovo
potencijalno antitumorsko delovanje. Pretretman sokom korena rena J9 pokazao je sli¢ne efekte,
Sto moze ukazati na njegovo potencijalno hemopreventivno delovanje. Ostali ekstrakti nisu uticali

na znacajne promene ispitivanih parametara.
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6.3.1.2. Antioksidantni status ¢elija Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAK) nakon
primene ekstrakata i soka korena rena

Brojna istrazivanja ukazuju da EAK indukuje oksidativni stres kod miSeva kod kojih je
aplikovan (272). Dostupna literatura o povezanosti karcinoma i aktivnosti antioksidantnih enzima
okarakterisana je kontradiktornos¢u. Dok mnoge studije ukazuju na smanjenu aktivnost
antioksidntnih enzima u jetri kod celija karcinoma (272), druge ukazuju na povecanu aktivnost
ovih enzima (273), mada neke studije ukazuju da u zavisnosti od vrste enzima dolazi do povecanja
ili smanjenja njihove aktivnosti (274). U protekciji tkiva od oksidativnog stresa vaznu ulogu ima
enzimski antioksidantni mehanizam koji ucestvuje u eliminaciji slobodnih radikala. SOD i CAT
ucestvuju u uklanjanaju superoksid anjon radikala i H202. Uoceno je da je aktivnost SOD
inhibirana kod ¢elija karcinoma (275). Smanjenje aktivnosti SOD i CAT moze biti rezultat rasta
tumora (276).

Studija Bhattacharya i saradnika (269) pokazala je da je smanjenje aktivnosti hepati¢ne
SOD i CAT uoceno kod miseva sa Ehrilch-ovim ascitnim karcinomom. Njihovi rezultati su takode
pokazali da tretman sa ekstraktom Trichosanthes dioica (TDA) uti¢e na zna¢ajno oporavljanje od
oksidativnog stresa indukovanog tumorom, putem nekoliko mehanizama, ukljuc¢uju¢i modulaciju
lipidne peroksidacije LPx, kao i modulaciju endogenog ne-enzimskog antioksidansa GSH i
enzimskog (SOD i CAT) detoksikujuceg sistema. Smanjenje aktivnosti SOD u ¢elijama EAK
mozda nastaje zbog gubitka jona Mg?" iz aktivnog enzima SOD u ¢elijama EAK i usled gubitka
mitohondrija, §to dovodi do ukupnog smanjenja aktivnosti SOD u jetri (277). Interesantno je da je
¢elijska malignost ili transformacija uvek udruzena sa smanjenjem aktvnosti antioksidantnih
Naime, studija Rengarajan-a i saradnika je pokazala smanjenje aktivnosti enzimskih
antioksidanasa kao §to su SOD, CAT, GSHPx i ne-enzimskog antioksidansa GSH kod miseva kod
kojih je indukovana maligna transformacija celija dojke sa 7,12-dimetilbenz(a)antracenom
(DMBA). Nakon administracije AITC miSevima koji su tretirani sa DMBA, uoceno je
popravljanje antioksidantnog statusa, $to ide u prilog ¢injenici da antioksidantni efekat AITC ima

bar delimican uticaj na karcinogenezu (278).

U literaturi ne postoje podaci o uticaju ekstrakata i soka korena rena na parametre

antioksidantnog statusa u maligno transformisanim ¢elijama kod in vivo ispitivanja.

Rezultati ove disertacije pokazali su prisustvo oksidativnog stresa razli¢itog intenziteta u

¢elijama EAK u zavisnosti od vrste aplikovanog ekstrakta, odnosno soka korena rena, i vremena
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njihove aplikacije (pretretman, tretman i posttretman) u odnosu na EAK kontrolnu grupu i NALC

grupu.

Kod grupa zivotinja koje su bile podvrgnute prettretmanu ekstraktima E1, E2, E3, E8 i
sokom korena rena J9, i posttretmanu ekstraktima E2 i E3 doslo je do znafajnog povecanja
aktivnosti SOD u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolu. Bez obzira na vreme aplikacije,
antioksidans NALC je uticao na smanjenje aktivnosti SOD u ¢elijama EAK u odnosu na kontrolu.
Pretretman, tretman i posttretman sa ostalim ekstraktima korena rena uticali su na smanjenje

aktivnosti SOD u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolu.

Pretretmani zivotinja ekstraktima E1-E8 i sokom korena rena J9 uticali su na znacajno
povecanje aktivnosti XOD u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolu, pri ¢emu je najveci porast
aktivnosti ispoljen sa ekstraktima E1 i E3, i sokom korena rena J9. Tretman ekstraktima E1 i E2 i
posttretman ekstraktima E2, E3 i E8 doveli su do znacajnog povecéanja aktivnosti XOD u ¢elijama
EAK u odnosu na EAK kontrolu. Antioksidans NALC je uticao na znacajno povecanje aktivnosti

XOD u ¢elijama EAK, bez obzira na vreme njegove aplikacije.

Pretretmani zivotinja svim ispitivanim ekstraktima i sokom korena rena J9 znacajno su
smanyjili aktivnost CAT u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolu. Tretman ekstraktima E1, E2
I posttretman ekstraktima E2 i E3, takode su uticali na zna¢ajno smanjenje aktivnosti CAT u
odnosu na kontrolu. Najbolje efekte na smanjenje aktivnosti CAT u ¢elijama EAK pokazali su
pretretmani ekstraktom E3 i sokom korena rena J9, tretman ekstraktom E2 i postretman ekstraktom
E2 u odnosu na EAK kontrolu. Antioksidans NALC nije uticao na promenu aktivnosti CAT, bez

obzira na vreme aplikacije.

Canadanovi¢-Brunet i saradnici (279) ispitivali su in vivo potencijalnu antioksidantnu i
antitumorsku aktivnost ekstrakata pulpe maline, sa znaCajnim sadrzajem fenolnih kiselina i
flavonoida. Njihovi rezultati su pokazali da je kod grupe Zivotinja pretretiranih ovim ekstraktima
doslo do vrlo znacajnog povecanja aktivnosti XOD i znacajnog smanjenja aktivnosti CAT u
¢elijama EAK u odnosu na kontronu EAK grupu, dok kod grupa tretiranih i posttretiranih Zivotinja

nisu postojale znacajne promene aktivnosti CAT u ¢elijama EAK u odnosu na kontrolnu EAK

grupu.

Cebovié i saradnici (274) su ispitivali potencijalnu hemopreventivnu aktivnost vodenog
ekstrakta herbe Thymus panonicus in vivo. Rezultati njihovog rada pokazali su zna¢ajno povecéanje

aktivnosti XOD u ¢elijama EAK, bilo da je ekstrakt primenjen kao pretretman, tretman ili
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posttretman, sa najve¢im povecanjem aktivnosti enzima kod grupe pretretiranih zivotinja u odnosu
na kontrolu. Medutim, ekstrakt herbe Thymus panonicus aplikovan kao pretretman zivotinja doveo

je do znacajnog smanjenja aktivnosti enzima CAT u ¢elijama EAK u odnosu na kontrolu.

Rezultati disertacije se dobro slazu sa rezultatima pomenutih radova. Ekstrakt korena rena
E2 je bio aktivan i ispoljio je svoje efekte — bilo da je aplikovan kao pretretman, tretman ili
posttretman zivotinja. Takode, ekstrakt korena rena E3 je ispoljio svoje efekte kada je aplikovan
kao pretretman ili posttretman zivotinja. Indukovano povecanje aktivnosti XOD dovodi do
povecane produkcije slobodnih kiseoni¢nih radikala, dok supresija aktivnosti CAT uti¢e na
nagomilavanje H2O., §to indukuje oksidativni stres (prooksidantno delovanje) u éelijama EAK, uz
smanjenje zapremine ascita EAK, broja i vijabilnosti ¢elija EAK. Ovo moze ukazati na
potencijalnu hemopreventivnu i antitumorsku aktivnost ekstrakta korena rena E2 i potencijalnu
antitumorsku aktivnost ekstrakta korena rena E3, primenjenih kod Zivotinja. Sok korena rena J9 je
slicne efekte ispoljio kada je primenjen kao pretretman, $to moze ukazati na njegovu potencijalnu

hemopreventivnu aktivnost.

Rajeshwara i saradnici (280) su ispitivali antitumorski efekat i antioksidantnu ulogu
metanolnog ekstrakta semena Mucuna pruriens (MEMP) primenjenog na modelu EAK kod
miSeva. Njihovi rezultati su pokazali da posttretman Zivotinja ovim ekstraktom, u dozama od 125
do 250 mg/kg, dovodi do povecanja aktivnosti SOD i CAT u ¢elijama EAK u odnosu na EAK
kontrolu. To ukazuje na znacajan antitumorski i antioksidantni efekat u ¢elijama EAK. Rezultati
ove disertacije se delimi¢no slaZu sa rezultatima istraZivanja Rajeshwara i saradnika. Naime,
posttretman zivotinja ekstraktima korena rena E2 i E3 pokazali su znac¢ajno povecanje aktivnosti
SOD, a smanjenje aktivnosti CAT u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolu, ali i u odnosu na
antioksidans NALC, §to mozZe biti rezultat razli¢itih mehanizama delovanja aktivnih komponenti
u ovim ekstraktima. Polifenoli mogu delovati na aktivaciju NF-kB transkripcionog faktora koji
deluje na transkripciju gena enzima ukljucenih u antioksidantni odgovor ¢elije i poveéati aktivnost
SOD.

Ceylin i saradnici (281) su ispitivali antikarcinogeni efekat razli¢itih koncentracija soka
Viburnum opulus, sa visokim sadrzajem polifenola, na modelu Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma
kod miseva. Njihovi rezultati su pokazali smanjenu aktivnosti CAT i SOD u tkivu jetre kod miseva
sa EAK u odnosu na zdrave Zivotinje. Tretman sokom Viburnum opulus uticao je na povecanje
aktivnosti CAT i SOD u tkivu jetre kod miseva sa EAK u odnosu na normalne vrednosti. Autori

smatraju da smanjenje aktivnosti SOD i CAT i povecanje nivoa MDA moze nastati kao rezultat
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agresivnosti nastalih slobodnih radikala, kao posledica rasta karcinoma. Prevodenje slobodnih
radikala u stabilnije produkte ili direktna stimulacija antoksidantnih enzima moguc¢i su mehanizmi
antioksidantne aktivnosti fenolnih komponenata ekstrakta Viburnum opulus. Rezultati disertacije
nisu u saglasnosti sa pomenutim radom (281). Povecanje aktivnosti SOD, a smanjenje aktivnosti
CAT kod posttretmana moze ukazati da ekstrakti soka korena rena E2 i E3 sadrze katehine sa
prooksidantnom aktivnoscu, koji mogu delovati citotoksi¢no prema tumorskim ¢éelijama i ispoljiti

antitumorsku aktivnost na eksperimentalnim zivotinjama.

Poznato je da oksidativni stres nastaje kao posledica prekomerne produkcije slobodnih
radikala 1 reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, koji dovode do lipidne peroksidacije i povecanja
malonildialdehida i drugih reaktivnih jedinjenja, a koji mogu da uzrokuju ostecenje
makromolekula ¢elije. Rezultati Neilson-a i saradnika (282) pokazali su da je MDA, kao krajnji
produkt lipidne peroksidacije i biomarker oksidativnog stresa, povisen u ¢elijama karcinoma.

Rezultati naSe disertacije pokazali su da su pretretmani Zivotinja ekstraktima E1-E4,
tretmani ekstraktima E1, E3 i E4 i posttretmani ekstraktima E1, E2 i E4 doveli do znacajnog
povecanja intenziteta oksidativnog ostecenja lipida (LPX) membrane ¢elija EAK u odnosu na EAK
kontrolnu grupu i antioksidans NALC. Na osnovu ovoga moze se pretpostaviti da su ¢elije EAK
bile izlozene oksidativnom stresu pomenutim ekstraktima korena rena. Sok korena rena J9, bez
obzira na vreme aplikacije, nije uticao na promenu intenziteta LPx u ¢elijama EAK u odnosu na
EAK kontrolnu grupu i NALC.

U radu Cebovié (190) ispitivana je in vitro i in vivo potencijalna anti/prooksidantna
aktivnost vodenih ekstrakata lista V. album sa sedam razli¢itih domacina. Dobijeni rezultati su
pokazali da su u svi vodeni ekstrakti primenjeni kao pretretman i samo odredeni ekstrakti u
posttretmanu, znacajno pojacali intenzitet LPx u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolu.
Rezultati nase disertacije se delimi¢no slazu sa pomenutim radom, pri ¢emu su odredeni ekstrakti
korena rena (E1 i E4) bili aktivniji, jer su uticali na povecéanje intenziteta LPx bez obzira na vreme
njihove aplikacije.

Hossasin i saradnici (270) ispitivali su in vitro i in vivo antitumorsku aktivnost metanolnog
ekstrakta lista Dregea volubilis i njegova antioksidantna svojstva. Pokazali su da posttretman ovim
ekstraktom, u dozama od 50, 100 i 200 mg/kg, utice na znacajno smanjenje intenziteta LPx (9,3%,
15,6% i 17,5%, redom) u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolu. Takode, rezultati Manesh-a i
saradnika su pokazali da izlaganje ¢elija niskim pM koncentracijama ITC dovodi do povecanja
rezistencije na oksidativna oStecenja. AITC 1 PITC pokazuju inhibiciju lipidne peroksidacije 1

inhibiciju tumorske aktivnosti, kada se daju miSevima intraperitonealno u dozi od 0,17 do 0,25
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uM, tokom pet dana neprekidno (283). Ispitivanja Wu-a i saradnika pokazala su da je kod miseva
tretiranih sa 12-O-tetradekanoilforbol-13-acetatom (TPA) indukovani nastanak superoksid anjon
radikala od strane peritonealnih makrofaga bio visi za 30-34% u odnosu na kontrolu, dok se
zivotni vek trajanja Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma kod miseva, posle teretmana sa AITC i PITC
povecao za 1,95 i 2,52 puta, a lipidna peroksidacija u jetri bila je inhibirana za 26-47% (284).
Moguce je da se doze ITC kojima se indukuje oksidativni stres u maligno transformisanim
¢elijama preklapaju sa dozama potrebnim za povecanje ¢elijske antioksidantne odbrane, mada vise
doze ITC verovatno povecavaju oksidativni stres i njime indukovanu toksi¢nost. Rezultati
disertacije se ne slazu sa pomenutim rezultatima u radovima, posto je vecina primenjenih
ekstrakata korena rena uticala na povecanje intenziteta lipidne peroksidacije LPx, bez obzira na
vreme njihove aplikacije. Ovo bi se moglo objasniti time da su u naSem ispitivanju verovatno bile
visoke koncentracije aktivnih komponenti koje indukuju oksidativna ostecenja ¢éelijskih lipida.
GSH deluje kao mocan inhibitor neoplasti¢nih procesa i igra vaznu ulogu u endogenom
ne-enzimskom antioksidantnom sistemu. U svojoj redukovanoj formi, GSH, nalazi se u veoma
visokoj koncentarciji u jetri i ima klju¢nu protektivnu ulogu i primarno deluje kao redukujuéi agens
i detoksikuje H2O> u prisustvu enzim GSHPx (285). Neke maligno transformisane ¢elije imaju
visok nivo GSH zbog prevelike ekspresije gama glutamil transfereraze i interorganskog protoka
GSH, sto uti¢e na povecanje njihovog antioksidantnog kapaciteta i otpornost na oksidativni stres.
Visok nivo GSH je promoter metastatskog rasta (286), sto moze ukazati na to da GSH mora imati
ulogu u metastazi tumorskih celija. Nasuprot ovome, kod humanih ¢elijskih linija karcinoma,
nadena je snizena koncentracija GSH, koja nastaje kao posledica smanjenja sinteze GSH ili

trosenja GSH tokom oksidativnog stresa u ¢elijama (287).

Rezultati disertacije pokazali su znac¢ajno smanjenje koli¢ine GSH u ¢elijama EAK, nakon
pretretmana, tertmana i posttretmana Zzivotinja ekstraktima korena rena E1-E4 i tretmana
ekstraktom E8 u odnosu na EAK kontrolnu grupu i antioksidans NALC, §to bi moglo da ukaze na
¢injenicu da su ¢elije EAK bile izloZene oksidativnom stresu. Smanjenje koncentracije GSH je
verovatno praceno njegovim troSenjem zbog prisustva velike koli€ine slobodnih radikala 1
porastom koncentracije njegovog oksidovanog oblika GSSG ili njegovim izlaskom iz celije.
Tretman zivotinja antioksidansom NALC nije uticao na promenu koncentarcije GSH u ¢elijama
EAK u odnosu na EAK kontrolnu grupu, na osnovu ¢ega se moze pretpostaviti da primenjeni
ekstrakti korena rena mogu imati prooksidantnu aktivnost. Sok korena rena J9, aplikovan kao
tretman 1 posttretman, uticao je na smanjenje koli¢ine GSH u ¢elijama EAK. Medutim, sok korena

rena J9 aplikovan zivotinjama pre (pretretman) implantacije ¢elija EAK nije uticao na promenu
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koli¢ine GSH u ¢elijama EAK, odrzavajuéi ga u granicama NALC grupe, $to bi moglo da ukaze
na njegov antioksidantni potencijal.

Rezultati ispitivanja su takode pokazali znacajno povecanje aktivnost GR u ¢elijama EAK,
nakon pretretmana zivotinja sa ekstraktima EI1-E4, tretmana ekstraktima E1, E3 i E4 i
posttretmana ekstraktima E2 i E4 u odnosu na EAK kontrolnu grupu i NALC. Ovo bi se moglo
objasniti postojanjem oksidativnog stresa i povecanim stvaranjem oksidovanog GSSG koji
aktivira GR. Sok korena rena J9, primenjen kao pretretman i tretman, snizio je aktivnost GR u
¢elijama EAK u odnosu na NALC.

Znacajno povecanje aktivnost GSHPx u ¢elijama EAK postojalo je nakon pretretmana
zivotinja ekstraktima E1, E2, E4 i E8, tertmana ekstraktima E2—E4 i E8 i postretmana ekstraktima
E1-E3 u odnosu na na EAK kontrolnu grupu i NALC. Ovo se moZe objasniti pove¢anom sintezom
enzima GSHPx, kao adaptivnim odgovorom na oksidativni stres u ¢elijama EAK. Sok korena rena

J9 nije uticao na znacajnu promenu aktivnosti GSHPx u ¢elijama EAK u odnosu na EAK kontrolnu

grupu.

Ispitivanja Cebovi¢ (190) pokazala su zna¢ajno smanjenje koli¢ine GSH u ¢elijama EAK
nakon pretretmana i tretmana svim vodenim ekstraktima lista V. album sa razli¢itih domacina u
odnosu na EAK kontrolnu grupu. U posttretmanu su samo neki ekstrakti pokazali znacajno
smanjenje koncentacije GSH. Pretretmani, tretmani i posttretmani odredenim ekstraktima lista V.
album uticali su na povecanje aktivnosti enzimskog sistema GSHPx i GRu ¢elijama EAK u odnosu

na EAK kontrolnu grupu.

Rajeshwara i saradnici (280) su u svom radu uocili da posttretman metanolnim ekstraktom
semena Mucuna pruriens, u dozama od 125 i 250 mg/kg, dovodi do sniZenja nivoa GSH u ¢elijama
EAK u odnosu na EAK kontrolu.

In vivo ispitivanja Canadanovi¢-Brunet i saradnika (279) pokazala su visok nivo GSH u
¢elijama EAK, ukazujué¢i na nizak nivo oksidativnog stresa u tumorskim ¢elijama. Pretreman
ekstraktima pulpe maline uticao je na smanjenje sadrzaja GSH u ¢elijama EAK u odnosu na EAK
kontrolu, verovatno zbog njegove povecane potrosnje usled prisustva velike koli¢ine slobodnih
radikala. U regeneraciji GSH ucestvuje enzimski sistem GSHPx i GR. Znacajno povecanje
aktivnosti enzimskog sistema GSHPx i1 GRu ¢elijama EAK postojalo je prilikom pretretmana

zivotinja ekstraktima pulpe maline u odnosu na kontrolu.
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U radu Vladic i saradnika (288) ispitivana je antikarcinogena aktivnost ekstrakata Satureja
Montana na modelu Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma kod miseva. Ekstrakti su primenjeni na
Zivotinje kao pretretman, tretman i posttretman u odnosu na momenat aplikacije Ehrlich-ovog
ascitnog karcinoma. Pretretman i tretman ekstraktima uticali su na povecanje aktivnosti XOD,
smanjenje aktivnosti CAT i smanjenje intenziteta lipidne peroksidacije LPx. Takode, doslo je do
smanjenja koli¢ine GSH, a povecanja aktivnosti GR i GSHPx u ¢elijama Ehrlich-ovog ascitnog
karcinoma. Promena aktivnosti ovih biohemijskih parametara, kao markera oksidativnog stresa,
moze da ukaze na Cinjenicu da su maligne ¢elije bile izloZene oksidativnom stresu prilikom

aplikacije pomenutih ekstrakata.

Rezultati disertacije su u saglasnosti sa ovim radovima. Ekstrakti korena rena E2 i E3,
primenjeni kod zivotinja kao posttretman, uticali su na indukciju oksidativnog stresa
(prooksidantno delovanje) u c¢elijama EAK koji moze imati znacajnu ulogu u antitumorskoj
aktivnosti. Ekstrakt E2, primenjen kao pretretman kod Zivotinja, pokazao je iste efekte indukcije
oksidativnog stresa, koji moze imati ulogu u hemopreventivnoj zastiti. Antioksidansi, kvercetin i
katehin prisutni u ekstraktu E2 i katehin i epikatehin prisutni u ekstraktu E3 mogu da stupe u
interakciju sa kiseonikom i dovedu do nastanka superoksid anjon radikala i povecanja

oksidativnog stresa u ¢elijama EAK.

Rezultati in vivo ispitivanja ove disertacije ukazali su na postojanje razlika u redoks statusu
izmedu ¢elija Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma i njihovog odgovora na tretmane ekstraktima i
sokom korena rena. Ekstrakti korena rena E2 i E3, aplikovani Zivotinjama kod kojih veé postoji
razvijen EAK (posttretman), smanjili su zapreminu ascita, broj malignih ¢éelija EAK i povecali
procenat nevijabilnih ¢elija EAK u odnosu na NALC. Takode, posttretman Zivotinja ekstrakatima
E2 i E3 pokazao je znacajno smanjenje koli¢ine GSH, povecanje aktivnosti enzimskog sistema
GSHPx i1 GR, povecanje intenziteta lipidne peroksidacije LPx, kao 1 povecanaje aktivnosti XOD 1
SOD, a smanjenje aktivnosti CAT u ¢elijama EAK, u odnosu na efekte NALC. Ovo ukazuje da
posttretmani Zivotinja ekstraktima korena rena E2 i E3 mogu potencijalno da indukuju oksidativni
stres (prooksidantna aktivnost) i uti¢u na smanjenje antioksidantnog kapaciteta celija EAK, §to
moze da ukaze na njihovu potencijalnu antitumorsku aktivnost kod zivotinja. Ostali ekstrakti soka

korena rena nisu pokazali znacajne citotoksi¢ne efekte na ¢elije EAK.

Ekstrakti E2 i E3 su u in vitro ispitivanjima pokazali snazno antiproliferativno delovanje

prema svim ispitivanim ¢elijskim linijama. U in vivo ispitivanjima citotoksi¢nog i
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anti/prooksidantnog delovanja, ekstrakti E2 i E3 su se takode svojim efektima izdvojili u odnosu
na ostale ispitivane ekstrakte.

Polifenolne komponente mogu ostvariti hemopreventivno delovanje koje se moze pripisati
njihovoj antioksidantnoj aktivnosti, dok se antitumorsko delovanje najce$¢e moze pripisati

njihovoj prooksidantnoj aktivnosti, putem direktnih i indirektnih mehanizama.

Efekti ekstrakta korena rena E3 mogu se pripisati njegovim aktivnim polifenolima, kao $to
su katehini i epikatehin i njihovim direktnim efektima na redoks status ¢elije. Katehini mogu
delovati kao prooksidansi indukuju¢i nastanak vodonik-peroksida, dok epikatehin moze
autoksidacijom produkovati superoksid anjon radikal, sto poveéava koli¢inu ROS koji utiCu na

povecéanje oksidativnog stresa u ¢elijama EAK.

Efekti ekstrakta E2 bi se mogli pripisati njegovim aktivnim polifenolskim komponentama —
katehinima, kvercetinu, kemferolu i galnoj kiselini, prisutnim u visokim koncentracijama.
Kvercetin ima sposobnost oksidacije sa kiseonikom, pri ¢emu nastaje superoksid anjon radikal,

Sto opet utie na povecanje oksidativnog stresa u ¢elijama EAK.

Sok korena rena J9 aplikovan Zivotinjama pre (pretretman) implantacije ¢elija EAK sprecio
je formiranje velike zapremine ascita EAK i uticao je na smanjenje broja malignih ¢éelija EAK u
odnosu na EAK kontrolu. Uticao je i na povecanje aktivnosti SOD i XOD, kao i na smanjenje
aktivnosti CAT i GR u odnosu na kontrolnu grupu. Uspeo je da odrzi koncentraciju GSH i
aktivnost enzima GSHPx u c¢elijama EAK u opsegu bliskom vrednostima kontrolne grupe.
Zaklju¢ujemo da nije uticao na promenu intenziteta lipidne peroksidacije. Ovo ukazuje da

pretretman sokom J9 nije znacajnije menjao antioksidantni status ¢elija EAK.

6.3.2. Antioksidantna aktivnost i hepatoprotektivno delovanje ekstrakata i soka korena

renain vivo

Jetra je primarni organ odgovoran za metabolizam lekova i ksenobiotika ukljucujuéi
paracetamol, diklofenak, N-nitrozo jedinjenja, kao i primarno ciljno mesto za mnoga toksi¢na
jedinjenja kao $to su ugljen-tetrahlorid i aflatoksin (289). CCls je dobro poznat hepatotoksin koji
dovodi do hepati¢nog oStecenja, nekroze (290) i apoptoze (291). Administracija CCls tokom duzeg
vremena dovodi do fibroze, ciroze i karcinoma jetre (292). Ugljen-tetrahlorid je mocan
hepatotoksin koji dovodi do nastanka hepaticne nekroze kod eksperimentalnih zivotinja (293-

295). Indukovano ostecenje jetre odigrava se u dve subsekventne faze: direktni oksidativni stres,
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koji vodi ka smrti hepatocita u prvoj fazi (296), i sekundarno ostecenje kao posledica aktivacije
jetrenih makrofaga, ukljucujuc¢i Kupferove celije, koje se aktiviraju putem slobodnih radikala,
oslobodenih od strane medijatora inflamacije, kao S$to je TNF-o (297, 298) i drugih
proinflamatornih citokina (299). PatofizioloSske promene izazvane CCls-om mogu se umanjiti
ekstraktima lekovitih biljaka (293, 300) koji poseduju antioksidantni i citoprotektivni efekat,

putem hvatanja slobodnih radikala i detoksikacijom.

U literaturi nisu pronadeni podaci 0 ispitivanjima antioksidantne aktivnosti i
hepatoprotektivnih/hepatotoksi¢nih efekata ekstrakata i soka korena rena kod in vivo indukovanog

oStecenja jetre.

Rezultati disertacije pokazali su da je tretman Zivotinja sa CCls-om ispoljio svoje toksi¢ne
efekte i doveo do znacajnog smanjenja telesne mase i mase jetre zivotinja, kao i sadrzaja hepati¢ne
DNK, dok se koncentracija hidroksiprolina povecala u odnosu na netretirane zivotinje u kontrolnoj
grupi. Tretman zivotinja ekstraktom E3 nije uticao na promenu telesne mase i mase jetre zivotinja,
a uticao je na povecanje sadrzaja DNK i povecanje koncentracije hidroksiprolina u odnosu na
netretiranu kontrolnu grupu zivotinja. Tretman zivotinja sokom korena rena J9 nije uticao na
znaCajnu promenu telesne mase, mase jetre zivotinja, sadrzaja DNK i koncentracije
hidroksiprolina u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu zivotinja. Pretretmani Zzivotinja
ekstraktom E3 i sokom korena rena J9 pre aplikacije CCls-a najbolje su uspeli da kompenzuju
toksi¢ne efekte CCls-a na ispitivane parametre. Njihove vrednosti su pri tome ostale bliske
vrednostima kontrolne grupe netretiranih Zzivotinja. Ostali ekstrakti korena rena ispoljili su

suprotne efekte.

Sli¢no, rezultati studije Cebovié (190) pokazali su da kod NMRI miseva tretiranih
razli¢itim ekstraktima V. album nisu uocene znacajne promene telesne mase i mase jetre zivotinja,
kao ni sadrzaj hepati¢ne DNK. To ukazuje da primena ekstrakata nije dovela do ¢elijskog oStecenja
tkiva. Nije doslo ni do promene koncentracije hidroksiprolina kao markera hepati¢nog ostecenja.
Cebovi¢ i saradnici (301) su ispitivali antioksidantni potencijal ekstrakata Satureja Montana in
vivo kod zivotinja intoksikovanih CCls-om. Njihovi rezultati su pokazali da aplikacija
citotoksicnog CCls-a kod Zzivotinja dovodi do smanjenja sadrzaja jetrene DNK, a povecanja
koncentracije hidroksiprolina kao parametara ostec¢enja jetre u odnosu na normalnu kontrolnu
grupu. Medutim kada su ekstrakti primenjeni pre aplikacije CCls-a pokazali su pozitivan efekat,
tako da nije uoCena promena koncentracije jetrene DNK, a postojalo je znafajno smanjenje

koncentracije hidroksiprolina u odnosu na grupu Kontrola+CCls. Hepatoprotektivna i

109



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

antioksidantna aktivnost ekstrakata S. montana moze se pripisati aktivnoj komponenti, karvakrolu.
Rezultati disertacije se slazu sa rezultatima ovih radova, ukazuju¢i na potencijalnu
hepatoprotektivnu aktivnost ekstrakta E3 i soka korena rena J9, dok su ostali ispitivani ekstrakti
korena rena pokazali suprotne efekte. UoCene razlike u efektima ekstrakata su verovatno posledica

razliCitog sastava i aktivnosti polifenola, kao i prisustva drugih aktivnih komponenata u njima.
6.3.2.1. Biohemijski parametri funkcije jetre nakon intoksikacije ugljen-tetrahloridom

Serumski enzimi AST, ALT, bilirubin i protein su markeri jetrene funkcije, a njihovo

povecanje ukazuje na oStecenja jetre, kao Sto je nekroza, ciroza i metastaze u jetri.

Rezultati disertacije su pokazali da je tretman zivotinja CCls-om uticao na povecanje
aktivnosti AST i ALT u odnosu na kontrolnu grupu. Tretmani zZivotinja ekstraktima E1, E4 i E8
uticali su na znacajno povecanje aktivnosti AST i ALT u odnosu na kontrolnu grupu. Kod grupa
Zivotinja tretiranih ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9 nije doslo do znacajnih promena
aktivnosti enzima AST i ALT u odnosu na kontrolnu grupu. Prilikom pretretmana sa svim
ekstraktima i sokom korena rena postojalo je znac¢ajno smanjenje aktivnosti AST i ALT u odnosu
na grupu Kontrola+CCls. Najveée smanjenje aktivnosti AST i ALT postojalo je u grupama
pretretiranim ekstraktima E2 i E3 u odnosu na grupu Kontrola+CCl4, ali su vrednosti jo§ uvek bile
nesto vise u odnosu na kontrolnu grupu. Ovo ukazuje na potencijalnu hepatoprotektivnu aktivnost

ekstrakata E2 i E3 i soka korena rena J9.

U literaturi nisu pronadeni podaci o efektima ekstrakata ili soka korena rena na aktivnost
jetrenih enzima ALT i AST i njihovoj potencijalnoj hepatoprotektivnoj aktivnosti u in vivo

ispitivanjima.

Rezultati disertacije su u skladu sa mnogim prethodnim studijama, koje su pokazale da se
primenom ekstrakata sa antioksidantnom aktivnos¢éu znacajno smanjuje aktivnost serumskih
enzimskih markera kod zivotinja intoksikovanih CCls-om. Aktivnosti enzima ALT, ALP i AST
su bile znacajno smanjene posle primene ekstrakata sa antioksidantnom aktivnoscu, kao $to su:
metanolni ekstrakt lista Carissa opaca (MCL) (302), vodeni ekstrakt lista Persea Americana
(AEPA) (303), etanolni ekstrakt Berchemia lineata (BELE) (304), metanolni ekstrakt Melaleuca
styphelioides (MSE) (305) i polifenolno-etanolni ekstrakt Huangshan Maofeng zelenog caja
(HMTP) (306). Chan i saradnici (307) su u in vivo studiji na miSevima pokazali da su posle
tretmana sa CCls aktivnos¢u serumskih enzima AST i ALT bile znacajno vise u odnosu na

kontrolnu grupu. Medutim, pretretman sa litospermi¢nom kiselinom koja poseduje antioksidantnu
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aktivnost, smanjuje aktivnost serumskih enzima AST i ALT kod Zivotinja intoksikovanih CCls-
om u odnosu na kontrolnu grupu, ukazuju¢i na hepatoprotektivni efekat i obnavljanje jetrenih
funkcija. U radu Cebovié¢ i saradnika (301) ispitivan je antioksidantni potencijal ekstrakata
Satureja montana kod zivotinja intoksikovanih CCls-om. Njihovi rezultati su pokazali da kod
zivotinja, posle intoksikacije CCls-om, dolazi do znacajnog povecéanja aktivnosti enzima AST (8,2
puta) i ALT (15,9 puta). Pretretmani ekstraktima S.montana uticali su na znacajno smanjenje
aktivnosti oba enzima u odnosu na grupu Kontrola+CCls kao rezultat stabilizacije ¢elijskih

membrana i obnavljanja tkiva jetre.

Tretman zivotinja ugljen-tetrahloridom doveo je do znacajnog smanjenja koncentracije
proteina u serumu i porasta ukupnog bilirubina u odnosu na kontrolnu grupu, $to ukazuje na Stetno
dejstvo CCls-a na ekskretornu i sintetsku funkcije jete. Kod grupa zivotinja tretiranih ekstraktima
E2 i E3 i sokom korena rena J9 nije doslo do znacajnih promena koncentracija proteina i ukupnog
bilirubina u odnosu na kontrolnu grupu. Kod grupa Zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om
tretirane ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9 doslo je do znacajnog povecanja koncentracije
proteina i ukupnog bilirubina u odnosu na grupu Kontrola+CCls, a dobijene vrednosti su bile bliske
vrednostima kontrolne grupe. Navedeni rezultati mogu ukazati na obnavljanje funkcije jetre i
potencijalnu hepatoprotektivnu aktivnost ekstrakata E2 i E3 i soka korena rena J9, dok ostali

ekstrakti nisu pokazali sli¢ne efekte.

Raish i saradnici (308) su ispitivali hepatoprotektivni efekat semena Lepidium Sativum na
zivotinjskim modelima koji su tretirani hepatotoksi¢nim D-galaktozamin/lipopolisaharidom.
Njihovi rezultati su pokazali da je Kkod Zivotinja tretiranih  hepatotoksi¢nim
galaktozamin/lipopolisaharidom postojalo znac¢ajno povisenje nivoa serumskih biomarkera kao
Sto su: AST, ALT i ukupan bilirubin, Sto je karakteristicno za oStecenje jetre. Pretretman sa
etanolnim ekstraktom semena Lepidium sativum, u dozama 150-300 mg/kg, tokom sedam dana,
uticao je na snizenje nivoa svih posmatranih parametara u odnosu na kontrolu. Ovo je rezultat
smanjenja strukturnih oStecenja celija jetre, kao posledice antioksidantne, antiinflamatorne i
antiapoptotske aktivnosti glukozinolata i flavonoida prisutnih u etanolnom ekstraktu Lepidium

sativum.

Al-Kubaisy i saradnici (309) ispitivali su in vivo hepatoprotektivnu aktivnost vodenog
ekstrakta herbe Teucrium Polium kod Zivotinja intoksikovanih CCls-om. Njihovi rezultati su
pokazali da aplikacija citotoksi¢nog CCls Zivotinjama, u dozi od 2 mL/kg, dovodi do povecanja

aktivnosti enzima AST, ALT i GGT i koncentracije ukupnog bilirubina. Dovodi i do znac¢ajnog
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smanjenja koncentracije ukupnih proteina i aloumina u serumu Zivotinja u odnosu na normalnu
kontrolnu grupu. Pretretmani vodenim ekstraktima, u dozama 100-400 mg/mL, uticali su na
znacajno smanjenje aktivnosti AST, ALT i GGT, koncentracije ukupnog bilirubna, kao i na
znacajno povecanje koncentracija ukupnih proteina i albumina u odnosu na CCls-kontrolnu grupu.

Hepatoprotektivna aktivnost se moze pripisati flavonoidima prisutnim u ovom ekstraktu.

Rezultati disertacije se dobro slazu sa navedenim rezultatima ovih radova, ukazujuéi na
potencijalnu hepatoprotektivnu aktivnost ekstrakata E2 i E3 i soka korena rena J9. Serumski AST,
citolazmi, iz koje se oslobadaju u visokim koncentracijama u krv prilikom ¢elijskog oStecenja.
Visoka aktivnost enzima jetre u serumu posle intoksikacije CCls-om, zabeleZena u disertaciji,
verovatno poti¢e 0d njihovog brzog oslobadanja iz citolpazme u krv, zbog oStecenja celijske
membrane. Tretmani ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9, pre aplikacije CCls-a, znacajno
su smanjili aktivnost jetrenih enzima, $to moze biti posledica sposobnosti ovih ekstrakata da zastite
membranu hepatocita od ostecenja. Proteini (albumin i neke klase globulina) sintetiSu se u jetri i
sluze za monitoring funkcije jetre. U disertaciji su pretretmani zivotinja ekstraktima E2 i E3 i
sokom korena reana J9 doveli do znacajnog porasta ukupnih proteina (verovatno kao posledica
njihove sposobnosti da uti¢u na sintezu proteina i regeneraciju Celija jetre) i uspostavljanja
funkcionalnog statusa hepatocita. Ovo se moze pripisati visokoj koncentraciji polifenola i njihovoj
antioksidantnoj aktivnosti koja spre¢ava oksidaciju proteina. Medutim, ostali ispitivani ekstrakti

korena rena pokazali su suprotne efekte, ukazujuéi na potencijalnu hepatotoksi¢nu aktivnost.

6.3.2.2. Antioksidantna aktivnost ekstrakata i soka korena rena ispitivana in vivo nakon

intoksikacije ugljen-tetrahloridom

Ostecenja jetre indukovana ugljen-tertahloridom posredovana su aktivacijom citohroma
P450 i produkcijom reaktivnih intermedijera kao $to su trihlormetil slobodni radikal (CCls’), koji
reaguje sa kiseonikom i formira trihlormetil peroksi radikal (CCIs00:). Ovi radikali se mogu vezati
za ¢elijske molekule (nukleinske kiseline, proteine i lipide), smanjiti metabolizam lipida i inicirati
malignu transformaciju ¢elija jetre. Mogu se takode vezati i za nezasi¢ene masne kiseline i dovesti
do lipidne peroksidacije ¢elijskih membrana i sledstveno u serumu povecanja nivoa specifi¢nih
enzima jetre AST, ALT, ALP, GGT i LDH (310). Inhibicija produkcije i aktiviranja slobodnih
radikala je veoma vazan faktor u prevenciji i tretmanu ostecenja jetre indukovanog CCls-om. Jetru

od oksidativnog oSteenja Stiti sistem antioksidantne zaStite. GSH je najznacajniji ne-enzimski

.....
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podloznim oksidativnom stresu (311). GSH i CAT se zajedno suprotstavljaju oksidaciji proteina,
lipida i DNK, putem neutralizacije ROS (312). Zastitna uloga GSH protiv oksidativnog stresa
ogleda se u tome da on deluje kao kofaktor mnogih detoksikujuéih enzima, direktno vezuje
hidroksil radikal i singletni kiseonik i regenerise vitamine C i E, vracajuci ih u njihovu aktivnu
formu (313). Redukovani GSH je bioloski aktivna forma, koja se oksiduje do glutation disulfida
(GSSG) tokom oksidativnog stresa, a regeneracija GSSG do aktivne sulfhidrilne forme GSH se
ostvaruje aktivno$¢u enzima glutation reduktaze (GR). Glutation peroksidaza (GSHPx) deluje u
asocijaciji sa GSH, koji postoji u viskoj koncentraciji u ¢eliji, i katalizuje konverziju vodonik-
peroksida ili organskih peroksida do vode ili alkohola, uz simultanu oksidaciju GSH do GSSG.
Ona takode kompetira sa CAT za vodonik peorksid kao supstrat (314).

Tretman Zivotinja CCls-om uticao je na znacajno povacnje aktivnosti GSHPx u odnosu na
kontrolnu grupu, a sli¢ni efekti su postojali i kod grupa zivotinja tretiranih ekstraktima korena rena
El, E2, E4i E8. Kod grupa zivotinja tretiranih ekstraktima E1, E2, E3, E8 i sokom korena rena J9
pre aplikacije CCls-om, postojalo je znacajno smanjenje aktivnosti GSHPx u odnosu na grupu
Kontrola+CCls. Ekstrakt E3 i sok korena rena J9 — bilo da su aplikovani samostalno ili pre
aplikacije CCls-om —pokazali su najbolje efekte, jer su uspeli da odrze aktivnost GSPHx na nivou

vrlo bliskom fizioloskim vrednostima kontrolne grupe.

Aplikacija CCls-om uticala je na znacajno smanjenje aktivnost GR u odnosu na kontrolnu
grupu. Tretman zivotinja sokom korena rena J9 znacajno je povecao aktivnost GR u odnosu na
kontrolnu grupu i u odnosu na sve grupe tretirane ekstraktima korena rena. Pretretmani (pre
aplikacije CCls) sa svim ekstraktima i sokom korena rena uticali su na znacajno povecanje
aktivnosti GR u odnosu na grupu Kontrola+CCls. Ekstrakti E2 i E3 i sok korena rena J9 — bilo da
su aplikovani kao tretman ili pretretman (pre aplikacije CCls) — pokazali su najbolje efekte, jer su

uspeli da odrze aktivnost GR na nivou vrlo bliskom fizioloskim vrednostima kontrolne grupe.

Rezultati disertacije pokazali su da je tretman zivotinja CCls-om uzrokovao znacajno
smanjenje koli¢ine GSH (oko sedam puta) u odnosu na kontrolnu grupu, jer se GSH trosi za
detoksikaciju CCls. U grupama zivotinja tretiranim ekstraktom E3 i sokom korena rena J9 uoceno
je povecanje koli¢ine GSH u odnosu na kontrolnu grupu. U grupama zivotinja koje su pre
aplikacije CCls-om bile tretirane ekstraktom E3 i sokom korena rena J9 pretretmani su uspeli da
odrze kolicinu GSH u nivou kontrolne grupe i da kompenzuju njegovo troSenje sa CCls-om,

ispoljavajuci svoju protektivnu i potencijalnu antioksidantnu aktivnost.
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U literaturi nisu pronadeni podaci o ispitivanjima antioksidantne aktivnosti ekstrakata i

soka korena rena kod in vivo indukovanog oStecenja jetre.

Vuji¢ i saradnici (315) ispitivali su in vivo i in vitro antioksidantne efekte ekstrakata pulpe
cvekle. Njihovi rezultati su pokazali da aplikacija CCls kod Zivotinja dovodi do znacajnog
povecanja aktivnosti GSHPx, a smanjenja aktivnosti GR i smanjenja koli¢ine GSH (sedam puta)
u odnosu na kontrolu. Tretman zivotinja vodnim ekstraktom pulpe cvekle pokazao je umereno
povecanje aktivnosti GSHPx, dok se aktivhost GR nije menjala, kao ni koli¢ina GSH u
homogenatu jetre u odnosu na kontrolu. Kombinovani tretman zivotinja vodnim ekstraktom pulpe
cvekle i CCls-om uticao je na znacajno smanjenje aktivnosti GSHPx u odnosu na Zivotinje kojima
je aplikovan samo CCls. Kod kombinovanog tretmana vodeni ekstrakt pulpe cvekle je smanjio
toksicne efekte CCls-a kod zivotinja, odrzavaju¢i koli¢inu GSH u homogenatu jetre na nivou
kontrolnih vrednosti. O¢uvao je takodei aktivnost GR, mada je njena aktivnost bila nesto niza u
odnosu na kontrolnu grupu. Antioksidantna aktivnost vodenog ekstrakta pulpe cvekle moze se
pripisati prisutnim fenolnim komponentama i betalainima. Rezultati disertacije su sli¢ni
rezultatima ovog rada, ukazuju¢i na znaCajnu antioksidantnu aktivnost i potencijalni
hepatoprotektivni efekat ekstrakata E2 i E3 i soka korena rena J9, nasuprot CCls-om indukovanoj
hepatotoksi¢nosti. Naime, u ovim ekstraktima su prisutni flavonoidi i flavonoli koji mogu delovati
kao donori vodonikovih atoma slobodnim radikalima i neutralisati ih i time spreciti veliko trosenje

GSH. Ostali ispitivani ekstrakti korena rena nisu pokazali iste efekte.

Kaurinovi¢ i saradnici (316) su ispitivali in vitro i in vivo antioksidantne efekte razli¢itih
ekstrakata listova Lauris nobilis L. Njihovi rezultati su pokazali da tretman Zivotinja CCls-om utice
na zanacajno smanjenje koli¢ine GSH u odnosu na kontrolu, $to ukazuje da GSH deluje kao
antioksidans. Tretmani zivotinja ispitivanim ekstraktima odrzali su koli¢ine GSH na nivou
vrednosti kontrolne grupe. Medutim, kada su pre aplikacije CCls-om Zivotinje bile tretirane
ispitivanim ekstraktima, oni nisu pokazali protektivan efekat, nego su uticali na jo§ vece
samanjenje koli¢ine GSH u odnosu na kontrolnu grupu. Kombinovani tretmani ekstraktima
lovorovog lista i CCls-om nisu znacajno uticali na aktivnost GSHPx. Jedino je etil-acetatni ekstrakt
lovora povecao aktivnost GSHPx u odnosu na grupu tretiranu CCls-om. Rezultati disertacije se
delimi¢no salazu sa ovim radom, jer su pretretmani ekstraktom E3 i sokom korena rena J9 uspeli
da odrze koli¢inu GSH u nivou vrednosti kontrolne grupe, kao i da kompenzuju njegovo troSenje
sa CCls-om, ispoljavajuéi potencijalnu antioksidantnu aktivnost. Naime, u ekstraktu E3 i sok

korena J9 prisutni su flavonoidi i katehini koji mogu delovati kao donori vodonikovih atoma ili
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elektrona slobodnim radikalima i neutralisati ih i time spreciti troSenje GSH. Ostali ekstrakti
korena rena nisu pokazali iste efekte.

Lipidna peroksidacija se smatra kriticnim faktorom u patogenezi hepaticnog oste¢enja
indukovanog CCls-om (302). Znacajno smanjenje lipidnih peroksida u tkivu jetre prilikom
kombinovanog tretmana CCls-om i antioksidanasa ukazuje na protektivni efekat mnogih
antioksidanasa biljnog porekla. Tako, na primer, metanolni ekstrakt lista Carissa opaca (MCL),
bogat aktivnim komponentama: flavonoidima, kumarinima, alkaloidima, antrahinonima,
saponinima, taninima i terpenoidima, moze uticati na smanjenje lipidne peroksidacije ¢elijskih

membrana putem hvatanja slobodnih radikala produkovanih od strane CCls-a (302).

Rezultati disertacije su pokazali da je tretman Zivotinja CCls-om uticao na znacajno
povecanje intenziteta LPx, kao markera ostecenja jetre u odnosu na kontrolnu grupu. Tretmani
zivotinja ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9 nisu uticali na promenu LPx, pokazujuci svoj
protektivni efekat u odnosu na kontrolnu grupu. U grupi Zivotinja koja je pre aplikacije CCls-om
tretirana sokom korena rena J9 uolen je znaCajan supresivni efekat na intenzitet lipidne
peroksidacije nastale dejstvom CCls-a u odnosu na kontrolnu grupu.

Ahn i saradnici (317) ispitivali su potencijalnu hepatoprotektivnu aktivnost AITC kod CCls4
indukovane hepatotoksi¢nosti kod miseva. Njihovi rezultati su pokazali da administracija CCls-a
dovodi do znacajnog povecanja nivoa MDA, kao markera lipidne peroksidacije u odnosu na
kontrolu. Tretman sa AITC pre aplikacije CCls-om uticao je na supresiju nastanka MDA u odnosu
na grupu tretiranu samo CCls-om, ukazujuci na potencijalnu hepatoprotektivnu aktivnost AITC.

Takode, do sli¢nih rezultata dosli su Go i saradnici (318), koji su ispitivali protektivni
efekat ekstrakta izolovanog iz Galla Rhois, kod CCls indukovanog o$tecenja jetre miseva. U grupi
zivotinja tretiranoj CCls-om koncentracija MDA u tkivu jetre je bila za 221% veca u odnosu na
netretiranu grupu, dok je koncentracija MDA kod kombinovanog tretmana ekstraktom galatonina
i CCls-ombila znac¢ajno niza u odnosu na grupu tretiranu samo CCls-om. Aktivnost ekstrakta Galla
Rhois pripisuje se visokom sadrzaju galne kiseline, metal-galata i galatanina, koji putem smanjenja
oksidativnog stresa i regulacijom aktivnosti antioksidantnih enzima ostvaruju hepatoprotektivni
efekat. Rezultati disertacije su sli¢ni rezultatima prethodnih studija, ukazujuéi da ekstrakti E2 i E3
1 sok korena rena J9 mogu znacajno smanyjiti koli¢inu lipidnih peroksida u tkivu jetre, nastalih
delovanjem CCls-a i tako prevenirati hepatotoksi¢na ostecenja jetre. Polifenolne kiseline i
flavonoidi iz ovih ekstrakata preveniraju lipidnu peroksidaciju putem hvatanja superoksid anjona
i hidroksil radikala i tako smanjuju ROS. Pored toga, mogu prekidati lanc¢ane reakcije oksidacije

lipida doniranjem atoma vodonika radikalima. Ostali ekstrakti nisu pokazali iste efekte.
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Enzim ksantin oksidaza (XOD) deluje prooksidantno. Ona transformise hipoksantin u
ksantin, odnosno ksantin u mokraénu kiselinu, formiraju¢i pritom reaktivne kiseoni¢ne Vrste,
superoksid anjon radikal i vodonik-peroksid.

Rezultati disertacije su pokazali da tretman zivotinja CCls-om dovodi do povecéanja
aktivnosti XOD u odnosu na kontrolnu grupu. U grupama zivotinja tretiranim ekstraktima E2, E3
I E8 i sokom korena rena J9 aktivnost XOD se ¢ak smanjila u odnosu na vrednosti netretirane
kontrolne grupe. Pretretmani (pre aplikacije CCls-a) sa ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena
J9 uspeli su da odrze aktivnost XOD u fizioloSkim granicama kontrolne grupe, Kontrola,
ponistavajuci prooksidantan efekat CCls-a.

Rezultati ispitivanja Vuji¢ i saradnici (315) pokazali su da tretman zivotinja CCls-om ne
utice na promenu aktivnosti hepatiéne XOD u odnosu na kontrolu. Tretman Zivotinja vodenim
ekstrakatom pulpe cvekle (sa dozama od 1 do3 mL/kg telesne mase) pokazao je znacajno
poveéanje aktivnosti XOD, u odnosu na grupu tretiranu samo CCls;-om, ukazuju¢i na
prooksidantnu aktivnost ovog ekstrakta. Rezultati u ovoj disertaciji nisu u saglasnosti sa
pomenutim radom, pos$to su tretmani ekstraktima E2, E3 i E8 i sokom korena rena J9 smanjili
aktivnost XOD u odnosu na vrednosti kontrolne grupe, ukazujuéi na njihovu antioksidantnu
aktivnost. Polifenoli prisutni u ekstraktima i soku korena rena (kafena kiselina, alkil-galati,
flavonoidi) mogu delovati kao indirektni antioksidansi, putem inhibicije redoks osetljivog
transkripcionog faktora NF-xB i smanjiti aktivnost prooksidantne XOD. Medutim, ekstrakti E1 i
E4 su uticali na povecanje aktivnosti XOD u odnosu na vrednosti kontrolne grupe.

U studiji Kaurinovi¢ i saradnika (316) kod grupa Zzivotinja tretiranih etanolnim i etil-
acetatnim ekstraktom listova Lauris nobilis L. postojalo je smanjenje aktivnosti XOD u odnosu na
kontrolu, $to moze da ukaZe na antioksidantnu aktivnost ovih ekstrakata. Medutim, ostali ekstrakti
su pokazali suprotan efekat povecavajuéi aktivnost XOD, u odnosu na kontrolu, §to moze da ukaze
na prooksidativnu aktivnost ovih ekstrakata. Rezultati disertacije se dobro slazu sa rezultatima
ovog rada. Pretretmani ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9, sa znacajnim sadrzajem
polifenolnih kiselina i flavonoida, smanjili su aktivnost XOD u odnosu na grupu tretiranu CCls-
om. To moze da ukaze na njihovu potencijalnu antioksidantnu aktivnost i hepatoprotektivni efekat.
Ostali ekstrakti korena rena nisu pokazali slicne efekte.

Rezultati disertacije su pokazali da je CCls indukovana hepatotoksi¢nost uticala na veliko
smanjenje aktivnosti SOD i CAT u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu. Tretmani zivotinja
ekstraktom E8 i sokom korena rena J9 uspeli su da odrze aktivnost enzima SOD na nivou
fizioloskih vrednosti kontrolne grupe. Tretmani sa ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9 su

odrzali aktivnost CAT na nivou fizioloskih vrednosti kontrolne grupe. Znacajno povecanje

116



Vidosava Petrovi¢ Doktorska disertacija

aktivnosti SOD postojalo je kod grupa zivotinja koje su pre aplikacije CCls-om tretirane
ekstraktima E2 i E8 i sokom korena rena J9 u odnosu na grupu Kontrola+CCls. Kod grupa Zivotinja
koje su pre aplikacije CCls-om tretirane ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9, postojalo je
znacajno povecanje aktivnosti CAT u odnosu na grupu Kontrola+CCls. Ovi rezultati bi mogli da
ukazu na potencijalnu antioksidantnu aktivnost ekstrakata E2, E3 i E8 i soka korena rena J9, dok
ostali ekstrakti nisu pokazali iste efekte.

Studija Raisha i saradnika (308) pokazala je da je kod Zivotinja koje su pre aplikacije
hepatotoksi¢nog galaktozamin/lipopolisaharida bile pretretirane etanolnim ekstraktom semena
Lepidium sativum, tokom sedam dana, doSlo do smanjenja oksidativnog stresa usled poveéanja
aktivnosti antioksidantnih enzima SOD i CAT u odnosu na grupu tretiranu CCls-om.

Chan i saradnici (307) su ispitivali antioksidantni i hepatoprotektivni efekat litospermi¢ne
Kiseline (policikli¢na fenolno karboksilna kiselina) in vitro i in vivo. U grupi zivotinja tretiranoj
CCls-om aktivnosti SOD i CAT su bile znac¢ajno nize u odnosu na kontrolnu grupu. Pretretman
litospermi¢nom kiselinom uticao je na povecanje aktivnosti i SOD i CAT u odnosu na vrednosti
grupe tretirane CCls-om. To ukazuje da litospermi¢na kiselina moze da smanji oksidativna
oStecenja jetre uzrokovana CCls-om. Rezultati disertacije se dobro slazu sa rezultatima ovih
ispitivanja, ukazujuci na potencijalnu antioksidantnu aktivnost ekstrakata E2, E3 i E8 i soka korena
rena J9. Ostecenje jetre CCls-om dovodi do povecanja produkcije ROS, koji mogu da ostete
biomolekule, pa i ove antioksidantne enzime i smanje njihovu aktivnost, dok pretretman ovim
ekstraktima deluje protektivno. Ostali ekstrakti nisu pokazali iste efkte.

Studija Ahn-a i saradnika (317) pokazala je da su aktivnosti SOD i CAT bile znacajno
povisene kod pretretmana sa AITC u grupama zivotinja CCls-om izazvanim oste¢enjima u odnosu
na grupu tretiranu samo CCls-om. Takode, MDA, kao marker lipidne peroksidacije, bio je snizen
u grupi pretretiranoj sa AITC, kod CCls izazvanog osStec¢enja. Ovi rezultati ukazuju da je
hepatoprotekcija aktivirana sa AITC delimi¢no povezana sa efektom hvatanja radikala, preko

antioksidantnih enzima SOD i CAT, uz povezanu supresiju lipidne peroksidacije.

Rezultati brojnih studija pokazali su da enzim SOD smanjuje koncentraciju visoko
reaktivnih superoksid anjon radikala pretvarajuci ih u H20., dok CAT, GSH i GSHPX razgraduju
H20,, da bi zastitile tkivo jetre od slobodnih kiseoni¢nih radikala, nastalih delovanjem CCl4 (302,
305). Posle smanjenja aktivnosti SOD zbog injektovanja CCls-a, aktivnost antioksidantnih enzima
se znacajno povecava kao odgovor na tretman metanolnim ekstraktom Melaleuca styphelioides
(MSE) (305), metanolnim ekstraktom lista Carissa opaca (MCL) (302), polifenolno-etanolnim
ekstraktom Huangshan Maofeng zelenog ¢aja (HMTP) (306). Rezultati drugih studija su takode
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pokazali da AITC-om indukovana protekcija hepatocita od oksidativnog stresa izazvanog CCls-
om dovodi do povecanja aktivnosti SOD i CAT, uz smanjenje intenziteta LPx, 1 smanjenje
aktivnosti ALT i AST, §to ¢ini dobro poznatu kaskadu kod modela sa CCls-om izazvanim

oStecenjima jetre (295, 319) i verovatno je hepatoprotektivni mehanizam delovanja AITC.

Rezultati ove disertacije ukazuju da bi ekstraktima E2, E3 i sokom korena rena J9 mogla
biti aktivirana hepatoprotekcija. Naime, biohemijski pokazatelji oksidativnog stresa u jetri u
znacajnoj meri SU Se normalizovali kod Zivotinja koje su pre intoksikacije CCls-om bile
pretretirane ekstraktima E2 i E3 i sokom korena rena J9. To ukazuje na ¢injenicu da poseduju
potencijal da sprece oStecenja hepatocita slobodnim radikalima. Ovaj efekat hepatoprotekcije bi
mogao da bude delimi¢no povezan sa efektom hvatanja radikala, preko povecanja aktivnosti
antioksidantnih enzima SOD i CAT, uz povezanu supresiju lipidne peroksidacije i odrzavanje
AST i ALT, kao i koncentracije ukupnih bilirubina, moglo bi da ide u prilog obnavljanju funkcije
jetre. Ekstrakti E1, E4 i E8 su pokazali suprotne efekte, ukazuju¢i na potencijalnu
hepatotoksi¢nost.

Navedeni rezultati dokazuju da je postignut Cetvrti cilj i potvrdena Cetrvrta hipoteza.
Naime, ekstrakti E2, E3 i sok rena J9 ispoljavaju potencijalno hepatoprotektivno delovanje in vivo,

prevenirajuci oStecenja jetre indukovana hepatotoksicnim CClg-om.

Rezultati disertacije su pokazali postojanje razli¢itog antitumorskog delovanja ekstrakata i
soka korena rena prema odredenim tipovima tumora in vitro i in vivo. Pokazali su takode i
postojanje razlicitih antioksidantnih/prooksidantnih i hepatotoksi¢nih/hepatoprotektivnih efekata

in vivo.
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7. ZakKkljucci
Na osnovu rezultata istrazivanja moze se zakljuciti sledece:

1. U ekstraktima i soku korena rena identifikovane su polifenolne komponente: fenolne
kiseline (galna, protokatehinska, kafena, ferulna, izoferulna, hlorogena, p-hidroksibenzoeva, p-
kumarinska, siringinska i sinapinska kiselina) i flavonoidi (katehin, epikatehin, kvercetin,
kemferol, luteolin, apigenin i izoramnetin). Najveéi sadrzaj polifenola bio je prisutan u
dihlormetanskom ekstraktu pulpe korena rena, E1 i dihlormetanskom ekstraktu soka korena rena,
E3. U soku korena rena J9 najzastupljeniji su katehin i galna kiselina.

2. In vitro ispitivanja antitumorske aktivnosti ekstrakata i soka korena rena, pokazala su da
su ekstrakti E1, E2, E3 i E4 i sok korena rena J9 ispoljili najsnazniju antiproliferativnu aktivnost,
indukujuc¢i nekrozu kao mehanizam ¢elijske smrti, prema vecini ¢elijskih linija. Ekstrakt E4 je
ispoljio najsnaznije i neselektivno citotoksi¢nio delovanje prema svim celijskim linijama, sa
najsnaznijim delovanjem na Celijske linije karcinoma jetre pacova (H-4-11-E) i karcinoma grli¢a
materice (HelLa). Ekstrakt E2 je delovao citotoksi¢no na sve celijske linije, osim karcinoma
prostate (PC-3). Ekstrakt E3 je najsnaznije delovao na Celijske linije zdravih plu¢a (MRC-5) i
karcinoma dojke (MCF7). Najsnaznije antiproliferativno delovanje soka korena rena J9 bilo je
prema celijskim linijama karcinoma grlica materice (HelLa), karcinoma jetre pacova (H-4-11-E),

ali i prema ¢elijama izvedenim iz zdravog tkiva (MRC-5).

3. Invitro ispitivanja hepatoprotektivne aktivnosti ekstrakata i soka korena rena su pokazala
da su ekstrakti korena rena E2 i E4 ispoljili citotoksi¢no delovanje prema celijskoj liniji karcinoma
jetre (HepG2), dok su ekstrakti E1, E2, E3 i E4 delovali citotoksi¢no na ¢elijsku liniju karcinoma
jetre pacova (H-4-11-E).

4. In vivo ispitivanja antitumorske aktivnosti ekstrakata korena rena na ¢elijama Ehrlich-
ovog ascitnog karinoma pokazala su da posttretmani ekstraktima E2 i E3 ispoljavaju potencijalnu
citotoksi¢nu aktivnost. Ovi ekstrakti indukuju oksidativni stres (prooksidantna aktivnost) 1 uticu
na znacajno smanjenje antioksidantnog statusa celija EAK, §to moZe da ukaze na njihovu

potencijalnu antitumorsku aktivnost kod Zivotinja.

5. In vivo ispitivanje antitumorske aktivnosti soka korena rena J9 na ¢elijama Ehrlich-ovog
ascitnog karcinoma pokazalo je da je on, aplikovan zivotinjama pre (pretretman) implantacije
¢elija EAK, sprecio formiranje velike zapremine ascita, kao i da je broj ¢elija EAK bio zna¢ajno

manji. Uticao je takode i na promenu antioksidantnog statusa ¢elija EAK (ali znatno manje u
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odnosu na ekstrakte E2 i E3), §to moze da ukaze na njegovu potencijalnu hemopreventivnu

aktivnost.

6. In vivo ispitivanja antioksidantne aktivnosti i hepatoprotektivnog delovanja ekstrakata i
soka korena rena su pokazala da ekstrakti E2 i E3 i sok korena rena J9 mogu da preveniraju
oStecenja jetre putem supresije oksidativnog stresa indukovanog hepatotoksi¢nim CCls-om, Sto
ukazuje na njihovo potencijalno hepatoprotektivno delovanje. Oni uti¢u na povecanje aktivnosti
antioksidantnih enzima SOD i CAT, a smanjenje aktivnosti prooksidantne XOD, uz povezanu
supresiju lipidne peroksidacije i odrzavanje nivoa GSH kao jakog antioksidansa koji $titi ¢elije od
oksidativnog oSteCenja. Znacajno smanjenje aktivnosti AST i ALT i koncentracije ukupnih

bilirubina moglo bi da ukaze na obnavljanje funkcije jetre.
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Grafikon 9.1. Uticaj ekstrakata E1-ES i soka korena rena J9 na rast ¢elijske linije karcinoma

grli¢a materice (HeLa)
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Grafikon 9.2. Uticaj ekstrakata E1-ES8 i soka korena rena J9 na rast ¢elijske linije

adenokarcinoma dojke (MCF7)
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Grafikon 9.3. Uticaj ekstrakata E1-ES8 i soka korena rena J9 na rast ¢elijske linije

adenokarcinoma debelog creva (HT-29)

Celijski rast (%)
g
Celljski rast (%)
Celijskirast (%)

120 E1 120 E2 e E3
100 100 100
£ 80 F 80 g 80
% F ]
L) £ 60 E w0
i H H
& 40 & & a0
0 20 - 20
0 0 o
0 s 10 15 20 25 30 s o 5 10 15 20 2 30 35 0 5 10 15 20 25 30 3
ug/ml g/ g/l
120 120 120

E4 ES5 E6

B - W\ .
100

80 80
80

S e
60

a0 a0
40

20 20 20
0 0 0
0 5 10 15 20 25 30 3 0 100 200 300 400 00 600 0 100 200 300 400 500 600
pg/ml pg/ml ug/mi
120 120
- E7 E8 19
100 100
100
80 20

Celijski rast {%)
[
5 &8 g
Celijski rast (%)
2 &8 2
Calijski rast (%)
N s @
¥ 3 3

0 100 200 300 400 500 600 0 20 a0 60 &0 100 120 140 200

700 1200 1700 2200 2700 3200 3700

Razblatenje

Grafikon 9.4. Uticaj ekstrakata E1-E8 i soka korena rena J9 na rast normalne (zdrave) fetalne

¢elijske linije pluca (MRC-5)
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Grafikon 9.5. Uticaj ekstrakata E1-ES8 i soka korena rena J9 na rast ¢elijske linije
adenokarcinoma pluca (A549)
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Grafikon 9.6. Uticaj ekstrakata E1-E8 i soka korena rena J9 na rast celijske linije karcinoma

jetre pacova (H-4-11-E)
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Grafikon 9.7. Uticaj ekstrakata E1-ES8 i soka korena rena J9 na rast ¢elijske linije
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Grafikon 9.8. Uticaj ekstrakata E1-E8 i soka korena rena J9 na rast Celijske linije karcinoma

koze (Hs 294T)
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Grafikon 9.9. Uticaj ekstrakata E1-ES8 i soka korena rena J9 na rast ¢elijske linije karcinoma

jetre (Hep G2)
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Grafikon 9.10. Uticaj ekstrakata E1-E8 i soka korena rena J9 na rast ¢elijske linije

adenokarcinoma prostate (PC-3)
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Prilog 2. HPLC hromatogrami za ekstrakte i sok korena rena
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b)

Grafik 10.1. Hromatogrami ekstrakta E3 odredeni upotrebom te¢ne hromatografije visoke
rezolucije (HPLC) na a) 280 nm b) 320 nm
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Grafik 10.2. Hromatogrami ekstrakta E5 odredeni upotrebom te¢ne hromatografije visoke
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Grafik 10.3. Hromatogrami ekstrakta E6 odredeni upotrebom te¢ne hromatografije visoke
rezolucije (HPLC) na a) 280 nm b) 320 nm c) 360 nm
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Grafik 10.4. Hromatogrami ekstrakta E7 odredeni upotrebom te¢ne hromatografije visoke
rezolucije (HPLC) na a) 280 nm b) 320 nm c) 360 nm
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Grafik 10.5. Hromatogrami ekstrakta E8 odredeni upotrebom te¢ne hromatografije visoke
rezolucije (HPLC) na a) 280 nm b) 320 nm ¢) 360 nm
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Grafik 10.6. Hromatogrami soka korena rena J9 odredeni upotrebom te¢ne hromatografije
visoke rezolucije (HPLC) na a) 280 nm b) 320 nm ¢) 360 nm
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Osaj Obpazay uunu cacmasHu 0eo O0OKMOpcKe oucepmayuje, 0OHOCHO
O0OKMOPCKO2 YMEeMHU4Ko2 npojekma Koju ce bpanu ma Yuueepzumemy y Hoeom
Caoy. llonymwen Obpazay yxopuyumu uza meKcma OOKMOpPCKe oucepmayuje,

O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUYKO2 NPOjeKma.

[lman TpeTMana nogaTaka

Ha3uB npojexra/mcrpaxnBama

OnpehuBame aHTUTYMOPCKE U XCIaTONPOTEKTHBHE aKTUBHOCTH peHa in Vitro u in vivo

Ha3uB nHCTHTYIHje/MHCTUTYIHja Yy OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOAU HUCTPAKUBAHE

a) MucTuTyT 32 oHkonorujy Bojsoaune, [Tyt ap INonamana 4, Cpemcka Kamennna, CpOuja

0) Memuuuncku dakynrer, Yuauepsuret y HoBom Cany, Xajayk Besskosa 3, Hosu Can, Cpbuja

Ha3uB nporpama y OKBHpPY KOI' ce peajiu3yje HCTPaKuBame

JlokTopcke akajgeMcKe CTyuje-cMep KIMHUYKA MeIUIMHA

1. Onuc nmogaraka

1.1 Bpcra ctyaumje

Yxpamko onucamu mun cmyouje y oxeupy Koje ce nooayu npuxynwvajy

CrpoBeJiIeHO UCTPaXUBakE j&¢ 00yXBaTHIIO MPETKIMHUYKO MCIMTHBamE eekarta ocaM eKCTpakaTta U
COKa KopeHa peHa: in Vitro - antunposudepaTuBHO JeioBama npeMa Behiem 0pojy henujckux JTuHuja u
MeXaHH3aM aHTHTYMOPCKOT JeJI0Bamba; iN VIVO y eKCIIepUMEHTHMa Ha )KUBOTHE-aMa - [IMTOTOKCHYHH,
AQHTUOKCHUJIAHTHH/TIPOOKCHIAAHTHU U XEIaTONPOTEKTHBHH/XETIaTOTOKCUYHU €(EeKTH.

1.2 Bpcre momaraka
a) KBAHTHTATUBHHU

0) KBaJIUTATUBHU

1.3. Hauwe npukymsbama moaaTtaka
a) aHKeTe, YITUTHHUIIH, TECTOBU
0) KITMHUYKE MTPOLIEHE, MEAUIIMHCKHY 3aITUCH, SICKTPOHCKH 3IPAaBCTBEHU 3aIHCH

B) TCHOTHUIIOBU: HABCCTU BPCTY

l") AIMUHUCTPATUBHU MMOJAIIN: HABECTU BPCTY




1) Y30pIIM TKUBA: HABECTU BPCTY

) caumim, potorpaduje: HaBeCcTH BPCTY

€) TEeKCT, HABeCTH BPCTY — HAYYHH PaJ0BH

JK) Maria, HaBeCTH BPCTY

3) 0CTAJI0: ONMMCATH — JJA00PATOPHjCKH eKCIIePUMEHTH

1.3 ®opmar nogaTaka, ymotpedspeHe ckaje, KOJIHIuHA IT01aTaka

1.3.1 YnorpeGspeHu copTBep U popMar JaToTeKe:
a) Excel ¢aja, naroreka .XIsx

b) SPSS ¢daja, natoreka .sav

¢) PDF ¢aja, natorexa .pdf

d) Tekct ¢ajia, natoreka .docx

¢) JPG ¢aju, naroreka .jpg

f) Ocraino, naroreka

1.3.2. bpoj 3amuca (ko KBAHTUTATHBHUX TTOATaKa)

a) Opoj Bapujadmu: 40

0) Opoj Mepera (MCIUTAaHMKA, IPOIICHA, CHUMAaKa U CJ1.): BEJIMKH 0poj

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEHa
a) 1a

0) He

YKOIIMKO je OATOBOp J1a, OATOBOPUTH Ha ciejieha muTama:
a) BpPEeMEHCKH pasMak u3Mel)y NOHOB/beHHX Mepa je HEKOJIMKO MUHYTA WIIM HEKOJIMKO J1aHa

0) Bapuja0je Koje ce BHIIEe WyTa Mepe OJHOCEe ce HA. OHOJIONIKE aKTUBHOCTHU
(arTunponudepaTrBHa aKTUBHOCT, MeXaHU3aM hellnjcke CMPTH) eKCTpaKaTa U COKa KOpeHa peHa Ko in
Vitro ucruTHBama W OHMOJIONIKE AKTHBHOCTH (QHTHTYMOPCKA aKTHBHOCT, aHTHOKCHIAHTHH CTaTyc,
XEMaTONMPOTEKTUBHA aKTUBHOCT U AHTHOKCHUAHTHA aKTHBHOCT) €KCTPAKaTa M COKa KOPEeHa peHa Koj in
VIVO HCTIUTHBAaba

B) HOBe Bep3uje (ajiioBa Koju cagp:ke MIOHOB/bEHA Mepea Cy HMMeHOBaHe aparickuM OpojeM u
peunmMa




Hamomene:

Ha nu gpopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20poyHy 8aruoHocm nooamaxa?
a) /Ja
6) He

Axo je 00e060p He, 0bpaznodcumu

2. llpuxynibame nmogaTaka

2.1 Meroznonoruja 3a NpUKyIJbame/TeHEPHCabe MoIaTaKa

2.1.1. Y oKBUPY KOT' UCTPa)KUBAUKOT HALPTa Cy MOAALM IPUKYIJbEHHU?
a) eKCIePUMEHT, HABECTH THII — JIA00PATOPHjCK eKCIIEPUMEHT

0) KOpenaIoHO UCTPAXKUBAE, HABECTH THIT

1) AHAJIN3A TEKCTA, HABECTH TUI MPUKYIJbahe MOJaTaKa U3 JIUTepaType — nperJie] HayuHe
JIUTEpaType Koja je 10CTylHa Y 0BOM MOMEHT3

1) OCTaJI0, HABECTH 1T

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX uHCMpyMeHama uiu Cmanoapoe nooamaxa cneyuguunux 3a oopelheny
HAy4Hy OUCYUNIUHY (aKo nocmoje).

Teunn xpomatorpap (HPLC) ca SPD nerexkropom, puiarep ¢poromerap, ciekrpodoromMmerap

2.2 KpayteT mojiataka v CTaHAApIA

2.2.1. Tperman HenocTajyhux nogaraka

a) [la nmu marpuna cagpxu Henocrajyhe nogarke? Jla He

AKO je 0AroBop J1a, OJroBopuTH Ha ciiefeha nurama:

a) Konukwu je 6poj HemocTajyhux monaraka?

0) Jla mu ce KOPHCHUKY MaTpHIIe MPernopydyje 3aMmeHa Hepoctajyhux nogaraka? Jla  He

B) AKO je 0aroBOp J1a, HABECTH CYrecTHje 3a TPETMaH 3aMeHe HeJocTajyhux mogaraka




2.2.2. Ha Koju Ha4WH je KOHTPOJIMCAH KBAIHUTET nofaraka? Omucaru

KBaaurer nmogaraka je KOHTPOJHUCAH l'lOMOhy CTATUCTHYKE oﬁpane nmogaTraxka

2.2.3. Ha xoju Ha4MH je u3BpIIcHA KOHTPOJIA YHOCA M0/IaTaka y MaTpuUILy?

CTaTHCTHYKOM KOHTPOJIOM 100MjeHOr pe3yaTaTa

3. Tperman nogaraxka u npareha gokymeHranuja

3.1. TpermaH u uyBame MojlaTaka

3.1.1. Hooayu he bumu denonosanu y 3ajeOHuuKy ROPMa ceux 0OKMOPCKUX Oucepmayuja u
u3eewimaja Komucuja o wuxo6oj oceynu na ynugsepzumemumay Cpouju (NaRDUS) u y
penozumopujymy ookmopckux oucepmayuja y Hoeom Cady (CRIS).

3.1.2. URL aopeca aopeca: htts//cris.uns.ac.rs/searchDissertation.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) Ha
0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He

Axo je 002080p He, Hasecmu paszioe

3.1.5. llooayu nehie 6umu denonosanu y peno3umopujym, aiu iie oumu yyeanu.

Obpasnooicerve




3.2 MeTanofanu 1 JOKyMEHTallHja oAaTaka

3.2.1. Koju crannapn 3a Meranoaarke he Outu npuMemeH?

3.2.1. HaBectn MeTanomaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy HOJAIV JEMOHOBAHH Y PEMO3UTOPH]YM.

Ako je nompebHo, Hasecmu memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxa, aHaiumuyxe u
npoyedypanne uHhopmayuje, puUxo80o KoOuparse, OemaHe onuce sapujadnu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u CTaHIap/u 3a YyBame MojaTaka

3.3.1. 1o xor mepuoja he moganm O6uth dyBaHu y penozuropujymy? TpajHo

3.3.2. Jla mu he monmaru Out nenonoBanu nox mudpom? Ia He

3.3.3. Jla iu he mmdpa outu goctynHa oapehenom kpyry uctpaxusada? Jla He

3.3.4. Jla v ce moaany Mopajy YKJIOHHUTH U3 OTBOPEHOT MTPHUCTYIIA MOCJIE H3BECHOT BpeMeHa?
Ha He

O0pa3noxuTH

4. be30eaHOCT MOAATAKa U 3AITHTA MOBEeP/LUBUX HHPOPMALHja




Ogaj onesbak MOPA OuTH IOTyE-EH aKo Ballly ITOJald YKIJbYUYjy JTHYHE MOAATKE KOjU CE OJTHOCE Ha
YYECHUKE y UCTpaXKUBamy. 3a JIpyra HCTpaKMBama Tpeba Takohe pa3MOTPUTH 3aIUTUTY U CUTYPHOCT
MoJlaTaKa.

4.1 dopmaHu cTaHAapAM 32 CUTYPHOCT HH(pOpMAaIUja/moaTaka

HcTpaknBaum Koju CIIPOBOJIE UCIIMTHBAKA C JbYAMMa MOPajy Ja ce MPHUIPKaBajy 3aKoHa O 3aIUTHTH
nonaraka o smu”octu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) u
oL[FOBapajyher I/IHCTI/ITyIII/IOHaJ'IHOF KOACKCa 0 aKaAEMCKOM I/IHTerI/ITeTy.

4.1.2. la nm je uctpaxkuBame 0100peHo of cTpane eTruke komucuje? la He
Ako je ogrosop /la, HaBecTH 1aTyM U Ha3UB €THYKE KOMICH]j€ KOja je 0100pHiIa HCTPaKIBAbE

IIpoTokoa oriena onodopuiia je ETnuka koMucuja 3a 3alUTUTY A00POOMTH OTJIeHUX KUBOTHHHA
Yuusep3utera y HoBom Cany, onodpeme 6poj 01-90/4, 06.04.2015., onHocHo YipaBa 3a BeTepHHY,
MUHHCTAPCTBO NMOHONPUBPE/IE U 3AIITHTE JKUBOTHE CPenHe, Opoj pemema: 323-07-09304/2015-
05.

4.1.2. Jla nu mojaiy yKJby4yjy JHUYHE TOJaTKe yUeCHUKa y uctpaxupamy? Jla He

AKO je 0aroBOp Ja, HABEIUTE Ha KOjU HAUWH CTE OCUTYPAJIM MOBEPJHBUBOCT U CUTYPHOCT MH(pOpManyja
BE3aHUX 32 UCIIUTaHHKE:

a) [Moxamy HUCY Y OTBOPEHOM MPUCTYITY
0) ITomanu cy aHOHUMU3UPAHU
1) Ocrano, HaBeCTH IITa

5. JocTynHoCT moaaTraka

5.1. Ilooayu he bumu

a) jagno oocmynnu

6) 0oCmynHuU CAMO YCKOM Kpyey ucmpaxcueaya 'y oopehenoj nayunoj ooiacmu

y) 3ameopenu

Axo ¢y nooayu 0ocmynHu camo YyCKOM Kpyey UCMpadiCusaud, Hagecmu noo KOjum YCio8uma Moy 0a ux
Kopucme:



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

Axo ¢y nooayu docmynHu camo YCKOM Kpy2y UCMpAad#Cudaid, Hagecmu Ha KOju HauuH Mo2y
HPUCIYRUMU NO0aYUMA.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmenu nooayu oumu apxusupau.

AVTOPCTBO — HEKOM E€PIMjAJTHO- IEJTHTH 0] HCTHM VCJIOBHMA

6. YJiore u oATOBOPHOCT

6.1. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy 81acHuKa (aymopa) nooamaxa

Bunocasa Ilerposuh, vidapetrovicns@gmail.com

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0paicasa mampuyy ¢ nooayuma

Bupnocasa Ilerposuh, vidapetrovicns@gmail.com

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nooayuma Opyeum
ucmpaxcueauuma

Bunocasa IlerpoBuh, vidapetrovicns@gmail.com




