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nonyT (IaBoOHOMJA, CTEPOJa, TAHMHA M eTapcKuxX yiba. DeHoNmHa jenumerma
Cy YIIIaBHOM OArOBOPHA 3a AHTHOKCHAATHBHY aKTHBHOCT Omsbke Satureja
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montana L.

Y 0oBOM HCTpaKUBamy IWJb je OM0 yTBphuBame yTHIaja eKCTpPaKTa
Ouspke Satureja montana L. Ha mapameTpe Kao IITO Cy TIMKEMH]ja, CTAaTyC
TUnHAIa ¥ OMOXEMUJCKU MapaMeTpH, 3aTHM Ha WHIHUKATOpe KOjU YKa3yjy Ha
¢yHKuMjy jerpe m OyOpera y cepyMy 3/ApaBUX, AWjaOeTHYHMX MaloBa U
TaroBa Koju cy Owim Ha ucxpaHu oboraheHoj MacTHMa, Kao M Jie Ce UCTIUTa
yTWIa] HA TOKa3aTesbe OKCHIATUBHOI CTpECca KOJ JKHBOTHHbA H3JIOKEHHUX
TOKCHUYHO] JI03H ITapalreramoria.

3a oapelhjuBame XUMOTIUKEMH]CKOT U aHTHUXHIICPIIHITNIEMU)CKOT
nejctBa Owibke Satureja montana L., maGoparopujcku mamosu coja WISTAR
Cy mojesbeHH y 8 Tpyma, y Trpynama Koje cy kopuimiheHe 3a onpehuBame
XHITOTJIMKEMHU]CKOT MOTEHIMjana AujadbeTec je MHIYKOBaH CTPENTO30TOLNHOM
HaKOH 4Yera cy J>HWBOTHUEE PEer 0S 28 naHa, TpeTHpaHe (U3HOIOMIKUM
pactBopoM, MeThopmuHoM 100 MI/KT, SKCTPaKTOM pramckor 4aja 500 mr/kr
U UXOBOM KOMOWHAIMjOM. 3a HCIUTHUBAKmE aHTHXUTCPIHITHICMI]CKOT
eexTa IKUBOTHIE Cy Owie Ha wucxpanu obOoralieHoj MacTuMa U
(HU3UONOIIKIM PacTBOPOM, CUMBACTATUHOM 10 MI/KT, EKCTPAKTOM PTaHCKOT
yaja 500 MI/Kr W HBUXOBOM KoMOMHamujoM. 3a  ozapehuBame
AHTHOKCHUIATHBHOT TOTeHIMjada Ombke Satureja montana L. »xuBotumse cy
noJieJbeHe y YeTHPH IpyIie U 7 JlaHa Cy TPETUpPaHEe eKCTPAKTOM PTamhCKOT Yaja
U (U3MOJIOIIKMM pacTBOPOM. HakoH Tora, mamoBu Cy OWIM H3JI0XKEHH
TOKCHUYHO] 03 Tapaneramoia. Y >XKHBOTHECKOM cepyMy ojapeluBaHu cy
OMOXEMHjCKH TNapaMeTpH, KOHIEHTpalMja JIMNUAa M HapaMeTpu (yHKuuje
OyOpera u jerpe. OnpehuBame akTHBHOCTH JIMIHJHE MEPOKCHIALUjE U
C€H3uMa AHTUOKCHUIATUBHEC 3alITUTE y XOMOIreHaTuma jeTpe
CKCTICPUMECHTATHUX JKHUBOTHUHA, HAaKOH IMPUMEHE TOKCHYHEC J103€
maparetamosia, je MCIHUTHBAHO €X ViVO. In Vitro ncnntrBama Cy BplleHa ca
eKCTpaKkTUMa JOOMjeHHM pacTBapameM Yy pasIMYuTHM pacTBapayuMa.
VcnTuBama aHTHOKCHIATUBHE aKTUBHOCTH, Ka0 M YKYIIHU HUBOU (eHoNa U
(naBoHOM A, ofpeheHu Cy CIeKTPOPOTOMETPH]CKOM METOIOM.

Kon xuBOTHIbA Ca MHAYKOBAaHUM JijabeTecoM 28-THEBHU TPETMaH
ekcTpakToM Satureja montana L. y mopehery ca KOHTPOJIOM Tpymom
J1jabeTUYHHUX JKUBOTHIbA NTPOY3POKOBAO j€ CTATUCTUYKM 3HAYAJHO CMAIbCHHE
raykose. Ha xpajy crymuje, y rpynu Koja je mpumaia eKCTpakT Satureja
montana L., yodeHe cy CTaTHCTHYKA 3HA4YajHO HIDKE BPEIHOCTH
TPUINIMLIEpUAa Y OJHOCY Ha KOHTPOJHY aujabetmuny rpymy. Ha apyre
napaMmeTpe JMIHUIHOT CTaTyca, HCIIUTUBAHU €KCTPAKT HUje ITOKa3a0 3HadajHe
edexre.

Kon xuBoTHIba YHjy CMO MCXpaHy 00OTaTHIM MacTUMa MPUMEHOM
ekcTpakTa Satureja montana L. momuro je A0 CTATHCTHYKH 3HAYajHOT
cHmkaBama LDL xonectepona y cepyMmy, y OIHOCY Ha KOHTPOJIHY TPYIy Koja
je Omma Ha wucxapHum obOoraheHoj MmactmMma. BpemHocTm mapamerapa
nokasaresba QyHkuuje Oyopera u jerpe: ACT, ypea, kpeaTnHuH U MokpahHa
KHCeMHA OuIle Cy 3HAYajHO HIKE y TPYIH TPETHPAHO] eKcTpakToM Satureja
montana L. y omHOoCcy Ha KOHTPOJNHY Tpylmy Koja je Omia Ha HCXpaHH
oboraheHoj macTuma.

[Iperperman >KHBOTHEA OHJBHHM €KCTPAKTOM IIpe IPHMEHE
TOKCHYHE J03¢ IIapaleraMolia 3Ha4ajHO je CMamHO aKTUBHOCT aJKalHEe
(ocdaraze, KOHIIEHTPAIH]Y TUPEKTHOT OMIIMPYONHA U KPEAaTHHUHA y CepyMy
y OJHOCY Ha TPYIly TPEeTHpaHy (H3HMOJOIIKMM PAacTBOPOM M I10jeANHAYHOM
JI030M Tiaparieramoiia. AKTHBHOCT JIUIHIHE MEPOKCHAa3e Omila je 3Ha4dajHO
Beha kom XWBOTHEA KOje Cy TpeTHpaHe (QH3HOIOMKAM pPacTBOPOM Y
mopelerby ca TpeTMaHoOM ekctpaktoM Satureja montana L., mpe Tokcuune
nmo3a mapareramona. [lopen Tora, cmameH je Opoj mH(pIamaTopHHX henmja
3ajenHo ca aktuBHomihy emsuma LIUII2E] xon skuBOTHIA KOje€ Cy MPETXOTHO
TpeTHpaHe ekcTpakrToM Satureja montana L.
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Satureja montana L. is widely used as culinary herb and in
traditional medicine for the treatment or relief of various common
health symptoms in many parts of the world. However, numerous
studies have shown that it has pharmacological potential to be used as
antibacterial drug, antidiabetic, anti-HIV and antiproliferative drug. Its
pharmacological effects can be attributed to the presence of
phytochemicals like flavonoids, sterols, tannins and essential oils.
Phenolic compounds are mostly responsible for the anti-oxidative
activity of Satureja montana L.

In this research, the aim was to determine the influence of
Satureja montana L. extract on glycemia, lipid status and biochemical
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parameters, indicators of liver and kidney function in the serum of
healthy and diabetic rats and rats fed with high fat diet, as well as to
examine it influence on the parameters of oxidative stress in animals
exposed to the toxic dose of paracetamol.

For determination of hypoglycemic and antihyperlipidemic
effect of Satureja montana L., Wistar laboratory rats were divided into
8 groups, in groups used to determine hypoglycemic potential diabetes
was induced by streptozotocin and after that, animals were treated for
28 days per os with saline solution, metformin 100 mg/kg, Satureja
montana extract 500 mg/kg and their combination. For examination of
hypolipidemic effect animals were treated with high fat diet and saline
solution, simvastatin 10 mg/kg, Satureja montana L. extract 500 mg/kg
and their combination. For determination of antioxidant potential of
Satureja montana L. animals were divided into four groups and winter
savory extract and saline solution were given them orally for 7 days.
After that, rats were exposed to the toxic dose of paracetamol.
Biochemical parameters, the lipids concentration and parameters of the
kidney and liver function, were determined in animal serum. Ex vivo
analyses included the determination of lipid peroxidation activity and
the activity of antioxidant protection enzymes in liver homogenates of
the test animals, after administration of a toxic dose of paracetamol. In
vitro analyses were performed with extracts obtained with different
solvents. Antioxidant activity tests as well as total phenolic and
flavonoid content, were determined spectrophotometrically.

In diabetic animals, 28 days treatment with Satureja montana
L. extract brought to statistically significant decrease of glucose
comparing to the control. Statistically significantly lower TG values
were observed in the group that received Satureja montana L. extract
compared to the control diabetic group, at the end of the study. On the
other parameter of lipid status, the examined extract did not show
significance effects.

In animals fed with food enriched with fats, application of
Satureja montana L. extract brought to statistically significant decrease
of LDL cholesterol, relative to the control group fed with food
enriched with fats. Concentration of parameters of the kidney and liver
function: AST, urea, creatinine, and uric acid were significantly lower
in the group treated with Satureja montana L. extract in comparison to
the control group fed with food enriched with fats.

Pre-treatment of animals with herbal extracts before
application of the toxic dose of paracetamol significantly decreased
alkaline phosphatase activity, concentration of direct bilirubin and
creatinine in the serum relative to the group treated with saline solution
and single dose of paracetamol. The activity of lipid peroxidation was
significantly higher in animals that were treated with saline solution
compared with Satureja montana L. extract, before the toxic doses of
paracetamol. In addition, in animals pretreated with Satureja montana
L. extract, the number of inflammatory cells is decreased along with
the activity of CYP2E1 enzymes.

The results of these studies showed hypoglycemic potential of




Satureja montana L. extract in animals with induced diabetes. Pre-
treatment with Satureja montana L. extract prior to the administration
of the toxic dose of paracetamol has shown potential of
hepatoprotective, anti-inflammatory and antioxidative effect. Also,
PCA analyses showed that the extraction mediums had a large
influence on the antioxidative effect.
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Maja Steinbach Doktorska disertacija

1. UVvOD

Upotreba lekovitog bilja u svrhu leCenja prozima se joS od postojanja drevnih
civilizacija, kada su ljudima glavni izvor lekova i otrova bile biljke. U 20. veku, sa
ekspanzijom nauke i tehnologije dolazi do naglog porasta broja sintetskih lekova, sto u
znacajnoj meri dovodi do zapostavljanja tradicionalne medicine. Mnoge biljne droge koje su
koriStene od vremena drevnih naroda i danas se koriste u terapijske svrhe i predstavljaju
vazne sirovine za izolovanje aktivnih principa (1).

Poslednjih decenija biljni preparati se sve vise koriste za prevenciju i leCenje razli¢itih
bolesti. Podaci Svetske zdravstvene organizacije (SZO) ukazuju na to da preparate na bazi
lekovitog bilja upotrebljava oko 80% stanovnistva zemalja u razvoju, kao primarni oblik
zdravstvene zastite, a kao razlog se navodi siromastvo i ogranien pristup savremenoj
medicini.

Proizvodi biljnog porekla koji se koriste za humanu upotrebu, u svrhu lecenja, se prema
vazecoj regulativi svrstavaju u grupu lekova (biljni lekovi i tradicionalni biljni lekovi) ili u
grupu dijetetskih suplemenata.

Biljni lekovi i tradicionalni biljni lekovi su definisani Zakonom o lekovima i
medicinskim sredstvima (Sluzbeni glasnik RS br. 30/2010, 107/2012, 113/2017, 105/2017).
Aktivne sastojke ovih lekova ¢ine iskljucivo jedna ili vise supstanci biljnog porekla ili jedan
ili viSe biljnih preparata ili jedna ili viSe supstanci biljnog porekla u kombinaciji s jednim ili
vise biljnih preparata (2). Biljni lekovi moraju da sadrze standardizovane ekstrakte, hemijska
priroda njihovih aktivnih sastojaka mora biti poznata, imaju definisan i standardan
farmaceutski kvalitet. Delotvornost je potvrdena eksperimentalnim i klini¢kim testovima, a
njihova efikasnost je dozno zavisna. Za potvrdu kvaliteta, neskodljivosti i efikasnosti biljnog
preparata koriste se nau¢no priznate metode i to analiticke, farmakoloske i klinicke studije
koje dokazuju njihovu terapisjku efikasnost (engl. evidence-based medicines), jednako kao i
za sintetske lekove.

Tradicionalni biljni lek je lek koji moze biti zasnovan na nau¢nim principima i izraz je
tradicije ili drugih tradicionalnih terapijskih pristupa (2). Upotreba tradicionalnih biljnih
lekova zasnovana je na dugogodisnjem iskustvu (engl. experience-based medicines), a da bi
lek bio upisan u Registar ,.tradicionalnih biljnih lekova” potrebno je dokazati da se nalazi na

trziStu i u upotrebi najmanje 30 godina, od ¢ega najmanje 15 godina na trzistu Evropske unije
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(EVU) (2). Takode, ovi biljni lekovi imaju indikacije koje su karakteristicne samo za
tradicionalne lekove koji su po svom sastavu i nameni predvideni da se primenjuju bez
nadzora lekara (2). Primenjuju se iskljucivo u skladu s propisanom jac¢inom i doziranjem, a
namenjeni su za oralnu upotrebu, spoljnu upotrebu, odnosno inhalaciju (2).

Biljni suplementi prema Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti dijetetskih proizvoda (SI.
Glasnik RS 45/2010, 27/11, 50/12, 21/15, 75/15, 7/17) koji je usaglasen sa EU regulativom i
standardima Codex alimentarius-a predstavljaju dodatke ishrani koji kao aktivni sastojak
mogu da sadrZe biljke, biljne sirovine, preparate biljnih sirovina, ili sastojke izolovane iz
biljnog materijala, pojedinacno ili kao mesavinu, a njihova koli¢ina u dnevnoj dozi proizvoda
ne treba da bude manja od 15% i ve¢a od 65% u odnosu na poznatu terapijsku dnevnu dozu te
biljne sirovine ili preparata (3). Za procenu njihove terapijske doze koriste se monografije
Evropske agencije za lekove (European Medicines Agency-EMA), Svetske zdravstvene
organizacije (World Health Organization-WHO), Evropskog nauc¢nog udruzenja za
fitoterapiju (European Scientific Cooperative on Phytotherapy-ESCOP), nemacke Komisije
E i Physicians Desk Reference for Herbal Medicines. Za razliku od biljnih lekova, suplementi
nemaju specificne zahteve po pitanju kvaliteta i bezbednosti. Na trzistu se nalaze u vidu
doziranih farmaceutskih oblika, dizajnirani da se uzimaju u pojedinaénim dozama u obliku
tablete, kapsule, praska u kesici, ampule, bocice i drugih oblika. Zbog toga $to su lako
dostupni i kupuju se bez lekarskog recepta i nadzora veoma je bitno da na deklaraciji ovih
proizvoda ne sme biti navedeno da se koriste za prevenciju i/ili leCenje bolesti ve¢ da sluze
samo kao dodatak ishrani.

U danas$nje vreme, naucnici Sirom sveta, postaju sve zainteresovaniji za ispitivanje
kompleksnog hemijskog sastava biljaka i njihovih bioloskih i farmakoloskih efekata. Sastav
aktivnih principa unutar jedne biljne vrste moze biti razli¢it. Faktori koji uticu na to su
mnogobrojni i obuhvataju genetske varijacije, klimatske uslove, geografsko podneblje, na¢in
kultivacije, vreme branja i slicno. S toga se razlikuju i njihove farmakoloske i toksikoloske
osobine. Ispitivanja terapiske efikasnosti i bezbednosti preparata biljnog porekla, a koje se u
danasnje vreme mnogobrojna, su veoma znac¢ajna jer daju uvid u nova nau¢na saznanja o
njihovom dejstvu, ali i potencijalnim neZeljenim efektima ispitivanih biljaka. Istrazivanja
farmakoloskih efekata biljaka nisu znacajna samo iz razloga otkrivanja aktivnih principa koji
se koriste u terapijske svrhe, ve¢ i zbog $to mogu predstavljati polazni materijal za sintezu

lekova, a koriste se i kao modeli za dobijanje novih, farmakoloski aktivnih supstanci.
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1.1. Znacaj ispitivanja

Zahvaljujuéi prisustvu sekundarnih metabolita kao §to su flavonoidi, steroli, etarska
ulja i tanini, pripadnici vrste Satureja poseduju lekovita svojstva i zbog svoje dugogodis$nje
upotrebe se svrstavaju u grupu tradicionalnih biljnih preparata za ublazavanje poremecaja
izazvanih infekcijama, kao i za otklanjanje gréeva, bolova u misi¢ima, muénine, probavnih
smetnji i dijareje (4).

Dok je za neke vrste roda Satureja dokazan antidijabetski i hipolipidemijski efekat,
podaci 0 uticaju rtanjskog Caja (Satureja montana L.) su oskudni, a jo§ uvek ne postoje
publikovani podaci koji bi pokazali efekat ove biljke na hiperlipidemiju.

S obzirom da su dosadaSnja ispitivanja potencijalno korisnih farmakodinamskih
delovanja biljaka koje pripadaju rodu Satureja bila pojedinacna (ispitivano je samo
hipoglikemijsko ili samo antioksidantno delovanje), da bi se u potpunosti sagledao
antidijabetesni potencijal ekstrakata ove biljke, neophodno je da se ispitivanjem obuhvati
kako delovanje na homeostazu glukoze, tako i hipolidemijsko delovanje. Imajuci u vidu da je
najverovatniji mehanizam kojim se ovi efekti postizu sprecavanje efekata oksidativnog stresa
(5,6), pored antidijabetesnog i hipolipidemojskog delovanja, neophodno je utvrditi i uticaj
ekstrakta rtanjskog ¢aja (Satureja montana L.) na parametre oksidativnog stresa ex vivo i in
vitro metodama. Ispitivanjem uticaja ekstrakta rtanjskog ¢aja na parametre u serumu koji su
pokazatelji funkcije jetre i bubrega dobili bi se podaci koji bi pomogli sveobuhvatnom
sagledavanju bezbednosnog profila koriS¢enog ekstrakta. U planiranom istrazivanju ¢e biti
izazvani eksperimentalni modeli tipa 2 dijabetesa izazvanog streptozotocinom i
hiperlipidemije izazvane ishranom bogatom mastima, kod pacova soja Wistar. Na taj na¢in
bi se u jednom istraZivanju utvrdilo potencijalno antidijabetesno i hipolipidemijsko delovanje
ekstrakta rtanjskog Caja, tj. ona farmakodinamska svojstva koja su najznacajnija za tip 2
dijabetesa i dislipidemiju kao najces¢u i jednu od najtezih komplikacija ove bolesti.
Patohistoloskim ispitivanjima pankreasa, jetre i trbuSne aorte bi se utvrdile strukturne
promene ovih organa koje se razvijaju kao posledica neregulisanog dijabetesa tipa 2 i
hiperlipoproteinemije.

Dobijeni rezultati ovog pretklini¢kog ispitivanja efikasnosti ekstrakta rtanjskog caja,
kao potencijalnog antidijabetesnog i hipolipidemijskog preparata ¢e predstavljati osnovu za

klini¢ka ispitivanja ovih znacajnih farmakodinamskih efekata u cilju razvoja novih biljnih
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lekova i1 suplemenata, znacajnih za sprecavanje i otklanjanje poremecaja prisutnih kod
pacijenata obolelih od tipa 2 dijabetesa i hiperlipidemije.
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2. OPSTI DEO

Satureja montana L.

2.1. Taksonomija

Rtanjski ¢aj (Satureja montana L.) pripada porodici Lamiaceae, podporodici
Nepetoideae i rodu Satureja. Glavna karakteristika podporodice Nepetoideae, kojoj pripada i
rtanjski Caj, je visok sadrzaj etarskog ulja koji kod jedinki koje pripadaju ovoj subfamiliji
iznosi vise od 0.5% (7). Familiju Lamiaceae (Usnatice) ¢ini oko 240 rodova i preko 7.200
vrsta (8). U flori Srbije je zastupljeno 30 rodova usnatica sa 147 vrsta (9).

Taksonomija biljke Rtanjski ¢aj (Satureja montana L.), prikazana je u tabeli 1.

Tabela 1. Taksonomija biljke Rtanjski ¢aj (Satureja montana)

Regnum (carstvo) Plantae

Divisio (razdeo) Magnoliophyta

Clasis (klasa) Magnoliopsida

Ordo (red) Lamiales

Familia (porodica) Lamiaceae

Subfamilia (podporodica) Nepetoideae

Genus (rod) Satureja

Species (vrsta) Satureja montana
2.2. Opis biljke

Rtanjski ¢aj je visegodisnja biljka, koja izrasta kao poluzbun, visine 20-30 cm (slika
1). Koren biljke je snazan, vretenast, iz njega izbija nekoliko stabljika formiraju¢i patuljasti

zbun. Stabljike su uspravne, u donjem delu odrvenele, bledozelene, na preseku skoro okrugle,
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u gornjem delu Cesto ljubicaste i pokrivene proredenim dla¢icama, na preseku skoro okrugle,
do 50 cm visoke. Listovi su uzduzno linearno lancetasti, svetlo istackani. PovrSina lista je
prekrivena zljezdanim dlakama koje proizvode i luce eteri¢na ulja slicno kao i kod drugih
aromati¢nih vrsta ove porodice. List je prekriven i zastitnim epikutikularnim voskom koji je
dio kutikule i sluzi kao prepreka za vodu, a sastoji se od n-alkana, alkil estara n- alkanoinskih
kiselina, alkohola, aldehida, kao $to su mono- i diketoni i pod jakom je genetskom kontrolom
(10). Cvetovi su sa drskom, po 3-5 skupljeni u cvasti, sve zajedno grade dugacke metlice.
Krunica je bela, ruzicasta ili ljubiCasta, gornja usna krunice zaobljena ravna, donja je nesto
duza, troreznjevita, purpurno istackana. Plod je merikarpijum koji se raspada na Cetiri orasSice,
svetlo mrke boje. Cveta od jula do oktobra.

Zahvaljuju¢i jakom fenolnom karakteru etarskog ulja, poseduje karakteristicnu aromu
(8). Ime roda Satureja potice od latinske rec¢i “saturare” $to znaci nahraniti, zasititi, jer se

biljka nekada koristila u ishrani. Rtanjski ¢aj je u narodu poznat i kao bresina ili vrijesak (9).

2.3. Geografsko poreklo i rasprostranjenost

Rtanjski ¢aj raste u juznoj Evropi i severnoj Africi, na susnim i toplim kre¢njackim
kamenjarima i pasnjacima mediteranskog i submediteranskog tipa. Dobro podnosi susu i

siromasno zemljiSte i zahteva malo vlage. Na teritoriji Srbije ova biljka se moze na¢i u
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okolini Nisa i Pirota, na Ozrenu, Rtnju, Jelasnici, u dolini Belog Rzava. Takode, raste i u

Crnoj Gori, Bosni i Hercegovini kao i na Jadranskom primorju.

2.4. Upotreba

Upotrebljava se kao aromati¢na biljka, za¢in i prirodni konzervans hrane, a svoju
upotrebu biljka Satureja montana L. je nasla i u tradicionalnoj medicini. Kao lekoviti deo
biljke koristi se osusen nadzemni deo (Saturejae montanae herba), list, rede etarsko ulje (9).
U tradicionalnoj medicini se koristi kao antiseptik, sredstvo za olakSanje varenja 1
ublazavanje tegoba kod nadutosti, za ublazavanje upale mokra¢nih kanala, organa za disanje i

varenje. Spolja se koristi kod upala koze i sluzokoze.

2.5. Hemijski sastav

Biljne droge imaju veoma kompleksan hemijski sastav, koji kod mnostva jedinki jos
uvek nije dovoljno istrazen.

Biljne celije sintetiSu i luCe veliki broj razli¢itih jedinjenja koja se nazivaju biljni
metaboliti. Biljni metaboliti se klasifikuju na primarne i sekundarne. Primarni metaboliti se
nalaze u svim ¢elijama i imaju ulogu u metabolizmu i reprodukciji ¢elije, krucijalni su za rast
i razvoj. U primarne metabolite se ubrajaju ugljeni hidrati, proteini masti, i nukleinske
kiseline. Sekundarni metaboliti nastaju sekundarnim metabolizmom koji predstavlja nastavak
primarnih metabolickih procesa (11). Sekundarni metaboliti su se ranije smatrali sporednim
produktima metabolizma, bez znacajnih uloga za biljku, medutim istrazivanja su potvrdila
ulogu sekundarnih metabolita za opraSivanje i rasejavanje, prezivljavanje, odbranu od
predatora, patogena kao i ulogu alelopatskih agenasa, regulisu odnose biljke u kojoj nastaju
sa drugim biljkama (12). Farmakoloski aktivna jedinjenja biljaka pripadaju grupi sekundarnih
metabolita (11). Sekundarni metaboliti porodice Lamiaceae obuhvataju razne terpenoide, i to
mono-, seskvi- i triterpene, fenolna jedinjenja, naroCito fenolne Kiseline (kao sto je
rozmarinska) i flavonoide (13).

Rtanjski ¢aj sadrzi veliki broj razli¢itih klasa bioloski aktivnih jedinjenja u koje
spadaju terpeni, flavonoidi, fenolne kiseline, minerali i ostala jedinjenja. Postoji velika

varijabilnost sastava izmedu jedinki rtanjskog caja usled razlika u geografskom stanistu,
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nadmorskoj visini, atmosferskim uslovima, nacinu branja kao i fazi ontogenetskog razvoja
biljke (14, 15).

U istrazivanju koje su sproveli Cetkovi¢ i saradnici u etilacetatnom i butanolnom
ekstraktu biljke rtanjski ¢aj koja je sakupljana na podruéju planine Zlatibor, Srbija, HPLC
metodom su detektovana i kvantifikovana slede¢a jedinjenja: protokatehinska, siriginska,
vanilinska, kafena, p-kumarinska i ferulinska kiselina kao i flavanoli katehin i 2-epikatehin
(16).

2.5.1. Etarsko ulje

Etarska, eteri¢na ili esencijalna ulja predstavljaju isparljive, aromati¢ne, uljane
tecnosti, koje se dobijaju iz biljnog materijala (cvetova, listova, semena, nadzemnog dela
biljke, kore, plodova, korena...). Proizvode se i izlu¢uju u Zlezdama koje se nalaze na povrsini
listova i cvetova $to predstavlja specificnu anatomsku karakteristiku svih aromati¢nih vrsta iz
porodice Lamiaceae. Predstavnici roda Satureja obi¢no na listovima nose zlezdane dlake koje
izluCuju etarska ulja (4). U sastav etarskih ulja, ¢lanova subporodice Nepetoideae ulaze
isparljivi monoterpeni koji se proizvode u disk ¢elijama u kojima tokom sekretorne faze
dolazi do leukoplastnih i ultrastrukturnih promena (4). Anatomija zlezdanog aparata
(Zlezdane celije i prikljucene epidermalne celije), kao i sadrzaj etarskog ulja predstavljaju
predlozene elemente za priznavanje odvojenog Satureja roda i na taj nain pomozu u
resavanju vrlo slozene sistematizacijske probleme roda Satureja (4).

Etarska ulja zahvaljujuci svojoj hidrofobnoj prirodi dejstvo ispoljavaju na celijskoj
membrani. Ugradnjom u lipidni dvosloj, a u skladu sa njihovim specifiénim parcijalnim
koeficijentima, dovode do remeéenja membranske strukture i funkcije (17). Opsezna
istrazivanja su dokazala da etarska ulja i njihovi konstituensi poseduju Sirok spektar bioloskih
aktivnosti.

Uporedivanjem hemijskog sastava etarskog ulja, kod jedinki koje su sakupljane na
razli¢itim lokalitetima, uocCene su razlike u hemijskom sastavu (7, 15). Pored razlika u
sastavu, uocene su i razlike u koli¢ini karvakrola i timola kao i njihovih prekursora p-cimena
i y-terpinena. U literaturi postoji podatak i o prinosu etarskog ulja koji se kreCe u opsegu
izmedu 0,22 i 2,8%, a broj konstituenasa etarskog ulja moze zavisiti i od nadmorske visine na

kojoj su rasli ispitivani uzorci biljaka, pa je tako sa porastom nadmorske visine zabelezen
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veci sadrzaj linalola, terpinen-4-ola i cis-sabinen hidrata, dok se sadrzaj monoterpena timola i
karvakrola smanjivao (14).

Studijama koje su ispitivale sastav etarskog ulja kod uzoraka koji su bili sakupljeni na
tri razli¢ita lokaliteta u Crnoj Gori kao dominantna klasa komponenti koja je pronadena u ulju
sva tri uzorka bila je klasa monoterpenskih ugljovodonika (oksigenisani monoterpeni) (14).
Satureja montana L. sakupljena u Albaniji je imala visok sadrzaj karvakrola (2,21 -55,95%)
koji je opadao sa porastom nadmorske visine, a od ostalih komponenti bili su prisutni timol
(0,38 -27,29%), p-cimen (1,13 -17,40%), borneol (1,35- 9,64%), y-terpinen (0,31 -8,86%), i
trans- B- cariofilen (0,11 — 10,79%) (18). Takode i kod jedinki koje su bile sakupljene sa dve
razli¢ite lokacije u Bosni i Hercegovini, sa porastom nadmorske visine u hemijskom sastavu
ulja, zabeleZeno je opadanje monoterpenksih komponenti sa porastom alkohola (karvakrol
23,3-10,6%; timol 31,7-3,8%; geraniol 0,1-22,3%, terpinen-4-ol 0,8-10,3%, borneol 2,9-
4,8%) (15). Odredivanje sastava etarskog ulja biljke Satureja montana L., koje je bila
sakupljena na podruciju hrvatske (planina Biokovo) je pokazalo da ona poseduje visok
sadrzaj monoterpena karvakrola (45,7%). Ostale vazne komponente su monoterpenski
ugljovodonici p-cimen (12,6%), terpinen (8,1%) kao i strukture koje sadrze Kkiseonik
karvakrol metil etar (11,0%), borneol (4,8%), timol (3,9%) i timol metil etar (2,3%). Etarsko
ulje takode sadrzi i male koli¢ine a-tujena, a-terpinena, a-pinena i mircen (19).

Karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol) i timol (2-izopropil-5-metilfenol) su
monoterpenski fenoli, derivati cimena (hidroksilovani p-cimen) i pri tom su i izomeri.
Javljaju u etarskim uljima izolovanim iz biljaka koje pripadaju porodici Lamiaceae (Thymus,

Origanum, Satureja...).

CHg CH,4 CHj
OH
OH
HsC CH, H;C CH; H3C CHg
Carvacrol thymol p-cymene

Slika 2. Strukturne formule cimena, karvakrola i timola

Timol postoji u obliku bezbojnih kristala, aromati¢nog mirisa na timjan. Tesko se

rastvara u vodi, a dobro se rastvara u etanolu, etil-etru i sir¢etnoj kiselini (20). Upotrebljava
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se kao antiseptik u medicini, kozmetici i prehrambenoj industriji. Dokazani su brojni efekti
timola kao $to su antioksidansni, antinflamatorni, lokalno anestetski, antinocicpetivni,
antisepticki, antibakterijski, antifungalni, antimutageni, antikancerogeni, anksioliticki (21-
27).

Karvakrol je bezbojna do Zuckasta viskozna te¢nost. Slabo je rastvoran u vodi, a
dobro u etanolu, etil-etru, bazama i acetonu (28). Ispoljava antibakterijsku, antifungicidnu,
anksioliti¢ku, antioksidantnu i antikancerogenu aktivnost (29-31). Pored navedenih dejstava

deluje hepatoprotektivno i antiinflamatorno (32).

2.5.2. Fenolne kiseline

Fenolne ili fenolkarbonske kiseline predstavljaju aromati¢ne sekundarne metabolite
biljaka. U ovu grupu spadaju sva jedinjenja koja sadrZe najmanje jednu karboksilnu i jednu
fenolnu hidroksilnu grupu. Nastaju biosintetskim putem iz acetata, preko Sikiminske kiseline.
Dele se na dve vrste metabolita i to derivate benzojeve kiseline (C6-C1) i derivate cimetne
kiseline (C6-C3).

a) Derivati benzojeve kiseline

HO COOH

R2

R=R'=H: p-hidroksibenzoeva kiselina
R=R'=0H: galna kiselina
R=R'=0CHa: siriginska kiselina
R=0H, R'=H: protokatehinska kiselina
R=0CH?3, R'=H: vanilinska kiselina

Slika 3. Hemijske formule osnovnih derivata benzoeve kiseline

10
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b) Derivati cimetne kiseline

HO CH=CH—-COOH

RV

R=R'=H: p-kumarinska kiselina
R=R'=0CHBa: sinapinska kiselina
R=0H, R'=H: kafena kiselina
R=0CHj3;, R'=H: ferulna kiselina

Rozmarinska kiselina:

COOH OH

H
Slika 4. Hemijske formule osnovnih derivata cimetne kiseline

Fenolne kiseline se u veoma malom broju nalaze u slobodnom obliku. Vecina je
vezana estarskim, etarskim ili acetatnim vezama za strukturne komponente biljke
(celuloza, lignin), wvecée polifenole (flavonoidi i tanini), manje organske molekule
(glukoza i vinska kiselina) ili druge prirodne spojeve (terpeni).

Potvrdeno je da mnoge droge koje se tradicionalno upotrebljavaju, kao aktivne
sastojke sadrze fenolne kiseline i njihove heterozide (11). Najznacajnije dejstvo fenolnih
kiselina je inhibicija lipidne peroksidaze, zbog inhibicije ovog enzima mogu se koristiti kao

konzervansi, antiinflamatorni agensi, antioksidansi (11).
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Antioksidativna aktivnost polifenola prvenstveno zavisi od njihove sposobnosti
doniranja vodonika, Sto rezultira nastajanjem manje reaktivnih fenoksil radikala, koji su
stabilni zahvaljujuéi delokalizaciji elektrona, uz postojanje vise rezonantnih formi.

Antioksidantna aktivnost derivata benzojeve i cimetne kiseline je znacajno uslovljena
brojem i polozajem hidroksilnih (-OH) i metoksi (-OCH3) grupa u aromati¢nom prstenu.
Povecanje broja hidroksilnih grupa dovodi do poveéavanja antioksidativne aktivnosti, kao i
prisustvo hidroksilinih grupa u orto- ili para- polozaju u odnosu jedna na drugu, znatno
povecava antioksidantnu aktivnost fenolnih kiselina (32). Antioksidantni potencijal fenolnih
kiselina se povecava i uvodenjem jedne ili dve metoksi grupe u ortho- polozaj, u odnosu na
hidroksilnu grupu. Prisustvo metoksi grupe u strukturi hidroksibenzoevih kiselina moze
povecati antiradikalsku sposobnost i sposobnost doniranja vodonika, tako da siringinska

kiselina (4-OH, 3,5-OCH,) pokazuje ve¢u aktivnost od monohidroksibenzoata bez metoksi

grupa (33). Metoksi grupe, znacajno pojacavaju i antiradikalsku sposobnost hidroksicimetnih
kiselina, pa tako ferulna kiselina ispoljava najjac¢u antioksidativnu aktivnost (34).

Na povecanje antioksidativne aktivnosti utice i udaljenost karboksilne grupe, tj.
uvodenje metilenske grupe izmedu benzenovog prstena i karboksilne grupe, sto se objasnjava
nastankom stabilnijih intermedijera, pa iz ovog razloga derivati cimetne kiseline poseduju
jace antioksidantno delovanje u odnosu na derivate benzojeve kiseline. Takode CH=CH-
COOH grupa, koja je vezana za fenil prsten hidroksicimetnih kiselina zbog prisustva
dvostruke veze ima vec¢u sposobnost doniranja vodonika i stabilizacije radikala rezonancijom,
u odnosu na —COOH grupu hidroksibenzoevih kiselina (35-37).

Prema literaturnim podacima u rtanjskom caju sa razli¢itih lokaliteta su zastupljene
razli¢ite fenolne komponente u razli¢itim koncentracijama. U metanolnom ekstraktu biljke
Satureja montana L. koja je sakupljena na podru¢ju Hrvatske identifikovane su i
kvantifikovane sledece fenolne komponente: rutin, eleginska, rozmarinska i siringinska
kiselina, dok su u etanolnom ekstraktu kvantifikovani rutin, kvercetin, p-kumarinska i
rozmarinska kiselina (40).

Kafena (3,4 dihidroksi cinaminska kiselina) je jedna od najrasprostarnjenijih derivata
cimetne kiseline u biljnom svetu. Razli¢itim in vitro ispitivanjima je potvrdena jaka
antioksidativna aktivnost kafene kiseline (41). Rezultati studije sa kafenom kiselinom
sprovedene na pacovima sa cirozom jetre izazvanom ugljen tetrahloridom su ukazali na to da

je kafena kiselina znacajno uticala na prevenciju ostecenja jetre, a hepatoprotektivno dejstvo
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se moze pripisati sposobnosti da kafene kiseline da inhibise 5-lipooksigenazu i produkciju
leukotriena (42).

Rozmarinska kiselina je estar 3,4-dihidroksifenil mlecne kiseline i kafene kiseline,
pored hlorogenske kiseline smatra se najzastupljenijim estrom kafene kiseline u biljnom
svetu. Zastupljena je kod sledecih biljaka iz porodice Lamiaceae: ruzmarin (Rosmarinus
officinalis L.), nana (Mentha spp.) i mati¢njak (Melissa officinalis L.). Farmakoloski efekti
rozmarinske kiseline su potvrdeni kroz mnoge sprovedene studije. Dokazana antioksidativna
aktivnost se zasniva na stabilizaciji ¢elijske membrane i ometanju proizvodnje slobodnih
radikala (43-45).

Takode, rozmarinska kiselina poseduje i izrazito antimikrobno, antiinflamatorno i
antimutageno dejstvo (45).

Brojni autori su potvrdili i antiinflamatorno, antiviralno, antileukemijsko kao i

neuroprotektivno dejstvo rozmarinske kiseline (46-50).

2.5.3. Flavonoidi

Flavonoidi pripadaju grupi sekundarnih biljnih metabolita male molekulske mase, i
obuhvataju preko 10000 struktura (51). Flavonoidi su odgovorni za narandzaste, plave i
ljubicasto-crvene boje lis¢a, cvetova i plodova.

Osnovnu strukturu flavonoida ¢ini flavansko jezgro koje se sastoji od 15 ugljenikovih
atoma povezanih u tri prstena (C6-C3-C6), benzopiranski prsten (ozna¢en kao A), piranski
prsten (oznacen kao C) i benzenski prsten (ozna¢en kao B) (slika 5). U zavisnosti od
funkcionalne grupe koja je vezana za centralni piranov prsten, svrstavaju se u sledece grupe:

flavoni, flavanoni, flavonoli, flavanoli izoflavoni, i antocijani (52).

Slika 5. Osnovna struktura flavonoida
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Flavonoidi poseduju jako antioksidativno dejstvo, koje se ostvaruje direktinim
“hvatanjem” slobodnih radikala. Za antioksidativnu aktivnost su odgovorne njihove
strukturne karakteristike i polozaj funkcionalnih grupa i to:

- orto-dihidroksilna (kateholna) grupa u B prstenu daje stabilnost radikalu i omogucuje
delokalizaciju elektrona;

- prisustvo 4-keto grupe u C prstenu i dvostruke veze u polozaju 2,3 omogucuju
delokalizaciju elektrona iz B prstena;

- hidroksilna grupa na polozajima 3 i 5 osigurava stavaranje vodoni¢nih veza sa 4-keto
grupom, obezbedujuci maksimalni efekat “hvatanja” slobodnih radikala (37, 53, 54, 55).

Kao najzastupljeniji flavonoidi u rtanjskom ¢aju, u literaturi se pominju rutin, kvercetin,
katehin i 2-epikatehin (16, 40).

2.6. Pregled literature o farmakoloskim svojstvima rtanjskog ¢aja i njegovih ekstrakata

2.6.1. Antimikrobna aktivnost

U studiji koju su sproveli Serrano i saradnici dokazana je antimikrobna aktivnost
etanolnog ekstrakta i etarskog ulja rtanjskog ¢aja protiv tri Gram pozitivne (B.
thermosphacta, L. innocua i L. monocytogenes) i ¢etiri Gram negativne bakterije (P. putida,
S. Typhimurium, S. Putrefaciens, E. coli), sa minimalnim inhibitornim koncentracijama
(MIC) koje su se kretale u rasponu od 0.4-30.30 mg/ml za etanolni ekstrakt i 0.8-2.10 pg/ml
za etarsko ulje (56). Takode, antimikrobna aktivnost etarskog ulja je dokazana i na slede¢im
sojevima bakterija Acinetobacter sp, Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca, Proteus
mirabilis, Staphylococcus sp., Streptococcus pyogenes i Escherichia coli, Salmonella
typhimurium i Listeria monocytogenes (14, 57, 58).

Pepeljnjak i saradnici su mikrodilucionom mehodom potvrdili antimikrobnu aktivnost
etanolnog ekstrakta rtanjskog ¢aja (Satureja montana) protiv sojeva Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Proteus morgani, Candida tropicalisi i Trichophyton mentagrophytes, sa
MMC vrednostima koje su se nalazile u opsegu 4.1-6.3% i MIC vrednostima u opsegu 3.1-
4.1%, dok je metodom difuzije dokazana jaca aktivnost etanolnog ekstrakta protiv sojeva

Bacillus subtilis, Sarcina flava, Candida tropicalis i Candida krusei (59).

14



Maja Steinbach Doktorska disertacija

Antifungalno dejstvo

Antifunglano dejstvo etarskog ulja Satureja montana L., pre i posle inkapsulacije je
potvrdeno ispitivanjem dejstva na 8 razlicitih gljiva (dermatofita) i dva fitopatogena.
Maksimalna antifungalna aktivnost etarskog ulja je zabelezena na Trichophyton violaceum,
Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes i Pyricularia
oryzae (zona inhibicije > 70%), pri ¢emu inkapsulcija nije imala uticaja na antifungalnu
aktivnost (60).

Antiviralno dejstvo

Vodeni ekstrakt Satureja montana L. ispoljava jako antiviralno dejstvo na HIV virus,
§to je potvrdeno u in vitro studiji, skrining testom inhibicije replikacije HIV-1 virusa u MT-4

¢elijama, a zabelezeno je i inhibitorno dejstvo na aktivnost HIV-1 reverzne transkriptaze (61).

2.6.2. Antioksidativno dejstvo

Antioksidativna aktivnost ove biljne vrste je dokazana kroz brojne sprovedene studije,
u kojima je ispitivana antioksidativna aktivnost etarskog ulja i razlicitih ekstrakata Satureja
montana L. (14, 56, 62).

Rezultati ovih studija su pokazali da Satureja montana L. ispoljava izrazito
antioksidativno dejstvo. Cetojevié-Simin i saradnici su u in vitro studiji ustanovili da
ekstrakti rtanjskog ¢aja sa teritorije Zlatibora, ispoljavaju jako antioksidativno delovanje.
Njihova aktivnost protiv hidroksilnih i peroksi radikala se dovodi u vezu sa sadrzajem
ukupnih fenola koji imaju sposobnost doniranja vodonika i direktnim hvatanjem slobodnih
radikala (63). Antioksidativno dejstvo je dozno zavisno, a najjace dejstvo su pokazali n-
butanolni, metanolni i vodeni ekstrakt. Takode, ekstrakti biljke Satureja montana L. kao jaki
antioksidansi mogu imati uticaja na redoks stanje ¢elije i na taj nacin dovesti do smanjenja

¢elijske proliferacije (63).

2.6.3. Antidijabetesni efekat

Zahvaljuju¢i prisustvu fenolnih komponenti koje pokazuju jak antioksidansni i
antiinflamatorni efekat Satureja montana L. ispoljava antidijabetesni efekat, dovodeé¢i do
redukcije oksidativnog stresa koji nastaje kod dijabetesa (64). Hiperglikemija izazvana
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dijabetesom izaziva povecéanje indikatora oksidativnog stresa kao Sto je lipidna peroksidacija,
za koga se smatra da je esencijalan za patogenezu ove bolesti. Primeceno je da
antioksidansna aktivnost raste sa porastom koncentracije ekstrakta. Rezultati sprovedenih
studija su ukazali na to da stepen sekrecije insulina kod dijabeti¢nih zivotinja koje su tretirane
ekstraktom lista biljke Satureja montana L. znacajno raste u odnosu na dijabeti¢nu grupu
zivotinja koja nije primala ovaj ekstrakt (64). S obzirom na to da je destrukcija B celija
pankresa i1 celijske DNK nastala nakon administracije streptozotocina, smatra se da je
ekstrakt Satureja montana L. doprineo zastiti i popravci oSteCenog tkiva pankreasa, koje je
nastalo od upale i nekroze koje je izazvao streptozotocin preko povecanja aktivnosti
superoksid dismutaze i glutation peroksidaze, sto je dovelo do dalje celijske stimulacije i

obnavljanja tkiva pankreasa (64).

2.6.4. Antikancerogeni efekat

Cetojevi¢-Simin i saradnici su in vitro dokazali inhibicionu aktivnost ekstrakta
Satureja montana L. (n-butanolni, metanolni, vodeni, etil acetatni, petroletarski) protiv
humanog epitelnog karcinom cerviksa (HelLa) i humanog adenokarcinoma debelog crijeva
HT-29, dok je na humanom adenokarcinomu grudi MCF-7 pokazan efekat stimulacije rasta
(63). U studiji je dokazano da su HeLa c¢elije osjetljivije na dejstvo isptivanih ekstrakata
Satureja montana L. od ¢elija adenokarcinoma HT-29. S obzirom na to da su MCF-7 ¢elijske
linije estrogen-receptor pozitivne (ER-R), kao objasnjenje za stimulaciju njihovog rasta se
navodi mogucnost da neki ekstrakti sadrze fitoestrogene ili faktore koji stimuliSu rast ¢elija
(63).

Takode, rezultati studije koju su sproveli Lampronti i saradnici, dokazuju
antiproliferativnu aktivnost etarskog ulja biljke Satureja montana L. kao i uticaj na inhibiciju
¢elijskog rasta i indukovanje diferencijacije eritroidnih humanih leukemijskih K562 ¢elija
(65).

2.6.5. Ostala farmakoloska dejstva

Pozitivan uticaj na prevremenu ejakulaciju, vodeno-alkoholnog ekstrakta Satureja
montana L., dokazan je u eksperimentalnoj studiji, a takode je zabeleZeno i povecanje nivoa

testosterona, sto potvrduje pozitivan efekat na seksualnu funkciju muskrca. Rezultati studije
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ukazuju na to da se biljka S. montana L., moze uzeti u razmatranje kao prirodni lek za leCenje
prerane ejakulcije, bez ispoljavanja negativnih efekata na druge parametre seksualne funkcije,
kao i bez ispoljavanja sedativnog efekta (66).

U jednoj od studija je dokazano je i histoloski potvrdeno, protektivno dejstvo vodeno-
etanolnog ekstrakta Satureja montana L. na testikularno oste¢enje pacova izazvano
ciklofosfamidom. Mehanizam delovanja ekstrakta Satureja montana L. odgovoran za ovaj
efekat, ukljucuje antiapoptotoCke i antioksidativne aktivnosti, posredovane regulacijom
peroksizom proliferator-aktiviranog receptora (PPAR-y) i Aktl (67).

Etarsko ulje i ekstrakt Satureja montana L., ispoljavaju diuretsko dejstvo potvrdeno u
in vivo studiji, na pacovima. Kao moguc¢i mehnizam preko koga se ovo dejstvo ispoljava
navodi se inicijalna vazodilatacija koja doprinosi povecanju izlu¢ivanja urina (68).

Neuroprotektivno dejstvo ekstrakta Satureja montana L. je ispitano u studiji
sprovedenoj 2009. godine. Retultati studije su potvrdili inhibitorni efekat ekstrakta Satureja
montana L. na aktivnost enzima acetilholinesteraze i butirilholinesteraze, koji su klju¢ni u

nastanku i patogenezi Alchajmerove bolesti (69).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Utvrditi kvalitativni i kvantitativni sastav hemijskih jedinjenja prisutnih u suvom ekstraktu

rtanjskog ¢aja

2. Ispitati uticaj ekstrakta rtanjskog ¢aja na glikemiju, lipidni status i biohemijske parametre
pokazatelje funkcije jetre i bubrega u serumu zdravih i dijabeti¢nih pacova kao i potencijal

ekstrakta rtanjskog ¢aja u spreCavanju nastanka promena pankreasa i jetre

3. Ispitati uticaj ekstrakta rtanjskog ¢aja na glikemiju, lipidni status i biohemijske parametre
pokazatelje funkcije jetre i bubrega u serumu zdravih i hiperlipidemi¢nih pacova kao i

potencijal ekstrakta rtanjskog ¢aja u sprecavanju nastanka promena jetre 1 trbusne aorte

4. Ispitati uticaj ekstrakta rtanjskog ¢aja na biohemijske parametre, pokazatelje funkcije jetre i
bubrega u serumu i antioksidativni potencijal na modelu belih, laboratorijskinh pacova

izloZenih oksidativnom stresu primenom toksi¢nih doza paracetamola.
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4. RADNE HIPOTEZE

Na osnovu prethodno definisanih ciljeva istrazivanja postavljene su sledeée hipoteze:

1. Fenolne komponente i flavonoidi su najzastupljenija hemijska jedinjenja u ekstraktu

rtanjskog ¢aja

2. Primena ekstrakta rtanjskog Caja statisticki znaCajno smanjuje poremecaj homeostaze
glukoze i lipida, kao i poremecaj biohemijskih parametara pokazatelja funkcije jetre i
bubrega u serumu zivotinja sa hemijski izazvanim dijabetes melitusom i ima protektivan

uticaj na tkivo pankreasa i jetre.

3. Primena ekstrakta rtanjskog ¢aja statisticki znaCajno smanjuje poremecaj homeostaze
glukoze i lipida, kao i poremecaj biohemijskih parametara pokazatelja funkcije jetre i
bubrega u serumu zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima i ima protektivan

uticaj na tkivo jetre i trbusne aorte.

4. Primena ekstrakta rtanjskog ¢aja kod eksperimentalnih Zivotinja spre¢ava osStecenje jetre

oksidativnim stresom izazvanim primenom toksi¢ne doze paracetamola.
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5. MATERIJAL | METODE

5.1. Eksperimentalne Zivotinje

Farmakodinamska i biohemijska ispitivanja su sprovedena na belim laboratorijskim
pacovima muskog pola, soja Wistar, telesne mase 200-300 gr, odabranih metodom sluc¢ajnog
uzorka iz okota sa VVojno-tehnic¢kog instituta u Beogradu. Laboratorijske Zivotinje su boravile
u Uni-Protect (Ehret, Emendingen, Nemacka) ormanima za ¢uvanje laboratorijskih Zivotinja
sa filterskim sistemom za protok vazduha, na Zavodu za farmakologiju, toksikologiju i
klini¢ku farmakologiju Medicinskog fakulteta u Novom Sadu. Zivotinje su &uvane pod
standardnim laboratorijskim uslovima, temperatura vazduha je odrzavana izmedu 20°C i
25°C, uz kontrolu vlaznosti vazduha i odrzavanje cirkadijalnog ritma (smena dana i no¢i u
trajanju od 12h). Zivotinjama je bio omoguéen slobodan pristup vodi i standardnoj hrani za
sitne laboratorijske zivotinje.

Sto se ti¢e brige o zivotinjama, neophodne eksperimentalne procedure sprovedene su
uz posStovanje etickih nacela rada sa laboratorijskim Zivotinjama. In vivo ispitivanja
sprovedena su u skladu sa protokolom odobrenim od strane Eticke komisije Univerziteta u
Novom Sadu (broj reSenja: 01-78/29, datum 20.12.2016).

5.2. Ekstrakt rtanjskog ¢aja

Tokom ogleda je koris¢en etanolni ekstrakt rtanjskog Caja proizveden u Institutu za
lekovite biljke "Dr Josif Panci¢". Ekstrakt je dobijen od nadzemnog dela biljke rtanjski ¢aj
Satureja montana L. (Lamiaceae).

Ekstrakt je izraden metodom dvostruke perkolacije 70% etanolom nakon cega je
vrSeno uparavanje pod vakumom na maksimalno 50°C. Za ekstrakciju je koris¢eno 3 kg
rtanjskog ¢aja a dobijeno 270 g ekstrakta koji ima suvi ostatak 87,94%.

Identifikacija i kvantitativna analiza glavnih komopnenti rtanjskog ¢aja je izvrSena
pomocu primene visokoefikasne teéne hromatografije (High performance liquid
chromatography - HPLC). Za HPLC analizu ispitivani ekstrakti rastvoreni su u 70% etanolu,

a zatim profiltrirani kroz membranski filter (0,45 m). HPLC analiza je uradena na
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hromatografu Agilent 1200 RR sa DAD detektorom, na koloni Lichrospher 100 RP dimenzija
250 x 4 mm, veli¢ine Cestica 5 pm.

Nakon razvoja metode definisani su sledeci uslovi analize:

e Kao mobilna faza koris¢ena je 0.17%-na mravlja kiselina u vodi (faza A) i acetonitril
(faza B).

¢ Injekciona zapremina uzorka je iznosila 10 pl

e Eluiranje je vrSeno gradijentom po Semi: 0-100% B, 0-53 min, uz ukupno trajanje
analize od 55 min.

e Brzina protoka iznosila je 0.8 ml/min

e UV apsorbancija je merena na 280 i 330 nm.

5.3. Supstance koriséene u eksperimentima

Za eksperimente su upotrebljene navedene supstance:

- fizioloski rastvor (Natrii chloridi infundibile 0,9% 500 ml, Hemofarm, Vrsac, Srbija)
- streptozotocin (Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, USA)

- sir¢etna kiselina (Acidum Aceticum 99%, J.T. Baker, USA)

- simvastatin, 98% (Acros Organics, New Jersey, USA)

- metformin (Hemofarm, Vrsac, Srbija)

- maslinovo ulje (Textron, Barselona, Spanija)

- holesterol (Sigma Chemicals Co, St Louis SAD)

- paracetamol (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- uretan (Sigma Chemicals Co, St Louis, SAD)

- voda koja se koristila u HPLC precis¢ena upotrebom Millipore, Eli UV and Simplicity
Water Purification System (Milford, MA, SAD)

- p-kumarinska kiselina (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- protokatehinska kiselina (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- kafena kiselina (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- vanilinska kiselina (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- hlorogenska kiselina (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- ferulna kiselina (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- p-hidroksibenzojeva kiselina (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)
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- rutin (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- hiperozid (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- katehin (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- epikatehin (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)

- rozmarinska kiselina (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Nemacka)
- metanol (J.T. Baker, Phillipsburg, New Jersey, SAD)

- etanol (J.T. Baker, Phillipsburg, New Jersey, SAD)

- mravlja kiselina (J.T. Baker, Phillipsburg, New Jersey, SAD)

- Folin-Ciocalteu reagens (J.T. Baker, Phillipsburg, New Jersey, SAD)
- 2,2-difenil-1-pikrazil (J.T. Baker, Phillipsburg, New Jersey, SAD)
trihlorsiréetna kiselina (Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka)
etil-acetat (Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka)

EDTA (Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka)

Acetatni pufer (Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka)

5.4. Tretman i podela eksperimentalnih Zivotinja

5.4.1. In vivo ispitivanje hipoglikemijskog efekta ekstrakta rtanjskog ¢aja

Za izazivanje hiperglikemije kod eksperimentalnih zivotinja upotrebljen je rastvor
streptozotocina u natrijum-citratnom puferu. Zbog velike nestabilnosti streptozotocina,
rastvor je pripreman neposredno pre primene. Rastvor streptozotocina je aplikovan
intraperitonealno u jednokratnoj dozi od 50 mg/kg. Nakon 72h sata od primene
streptozotocina uzeta je krv iz repne vene i izmerena je koncentracija glukoze u Kkrvi.
Zivotinje koje su imale koncentracije glukoze u krvi veée od 15 mmol/l su bile ukljudene u
dalji tok ispitivanja.

Glikemija u krvi eksperimentalnih zivotinja merena je neposredno pre pocetka
tretmana, 48h nakon primene streptozotocina (u cilju potvrde dijabetesa) i jednom nedeljno
do kraja ogleda. Koncentracija glukoze u kapilarnoj krvi, uzeta iz repne vene pacova,
odredivana je komercijalnim Kkitovima na aparatu FreeStyle Optium Neo (Abbott
Laboratories Limited, Berkshire, Engleska). Na pocetku ogleda, Cetrnaestog i dvadeset
osmog dana ogleda, u serumu oglednih Zivotinja odredivan je lipidni status (koncentracija

ukupnog holesterola, triglicerida, lipoproteina niske gustine (,,Low-density lipoprotein -
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LDL®), lipoproteina visoke gustine (,,High-density lipoprotein-HDL*), non HDL, indeks
ateroskleroze), parametri pokazatelji funkcije jetre (direktni (konjugovani) bilirubin, ukupni
bilirubin, enzimska aktivnost aspartat aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze
(ALT), alkalne fosfataze (ALP)), i pokazatelji funkcije bubrega (urea, kreatinin i mokra¢na
kiselina).

Poslednjeg dana eksperimenta, 2 sata nakon sprovedenog tretmana, zivotinje SU
anestezirane 25% rastvorom uretana (Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, USA), u dozi od
4 ml/kg, intraperitonealno. Nakon gubitka refleksa uspravljanja, Zivotinje su Zrtvovane
kardijalnom punkcijom, u cilju uzimanja dovoljne koli¢ine krvi i unutrasnjih organa
neophodnih za dalja ispitivanja.

Za ispitivanje hipoglikemijskog efekta etanolnog ekstrakta rtanjskog caja pacovi su
metodom slucajnog izbora podeljeni u sledece grupe:
1. Kontrolna grupa zdravih Zivotinja tretirana fizioloskim rastvorom, u dozi od 1 ml/Kkg,

peroralno tokom 28 dana (ConS).

2. Kontrolna grupa dijabetesnih zivotinja tretirana streptozotocinom, jednokratno u dozi od
50 mg/kg, a zatim nakon indukcije dijabetesa, tretirana fizioloskim rastvorom, u dozi od 1

ml/kg, peroralno tokom 28 dana (ConDiab).

3. Kontrolna grupa dijabetenih zivotinja tretirana streptozotocinom, jednokratno u dozi od 50
mg/kg, a zatim nakon indukcije dijabetesa, tretirana metforminom, u dozi od 100 mg/kg,

peroralno tokom 28 dana (MetDiab).

4. Eksperimentalna grupa dijabetesnih Zivotinja tretirana streptozotocinom, jednokratno u
dozi od 50mg/kg, a zatim nakon indukcije dijabetesa, tretirana ekstraktom rtanjskog Caja,

u dozi od 500 mg/kg, peroralno tokom 28 dana (Rt¢Diab).

5. Eksperimentalna grupa dijabetesnih zivotinja tretirana streptozotocinom, jednokratno u
dozi od 50 mg/kg, a zatim nakon indukcije dijabetesa, tretirana metforminom u dozi od
100 mg/kg i ekstraktom rtanjskog ¢aja, u dozi od 500 mg/kg, peroralno tokom 28 dana
(MetRt¢Diab).

5.4.2. In vivo ispitivanje hipolipidemijskog efekta ekstrakta rtanjskog ¢aja

U cilju ispitivanja hipolipidemijskog uticaja etanolnog ekstrakta rtanjskog caja,
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eksperimentalne zivotinje su bile na ishrani obogacenoj lipidima, 4% mikronizovanim
holesterolom rastvorenim u maslinovom ulju, koji su dobijale peroralno, preko gastri¢ne
sonde, u trajanju od 28 dana.

U krvi eksperimentalnih zivotinja merena je koncentracija glukoze neposredno pre
pocetka tretmana i jednom nedeljno do kraja ogleda. Koncentracija glukoze u kapilarnoj
krvi, uzeta iz repne vene pacova, odredivana je komercijalnim kitovima na aparatu
FreeStyle Optium Neo (Abbott Laboratories Limited, Berkshire, Engleska). Na pocetku
ogleda, Cetrnaestog i dvadeset osmog dana ogleda, u serumu oglednih Zivotinja odredivan je
lipidni status (koncentracija ukupnog holesterola, triglicerida, lipoproteina niske gustine
(,,Low-density lipoprotein -LDL*), lipoproteina visoke gustine (,,High-density lipoprotein-
HDL®), non HDL, indeks ateroskleroze), parametri pokazatelji funkcije jetre (direktni
(konjugovani) bilirubin, ukupni bilirubin, aktivnost enzima aspartat aminotransferaze
(AST), alanin aminotransferaze (ALT), alkalne fosfataze (ALP)), i pokazatelji funkcije
bubrega (urea, kreatinin i mokraéna kiselina).

Poslednjeg dana eksperimenta, 2 sata nakon sprovedenog tretmana, zivotinje su
anestezirane 25% rastvorom uretana (Sigma Chemicals Co, St Louis, MO, USA), u dozi od
4 ml/kg, intraperitonealno. Nakon gubitka refleksa uspravljanja, Zivotinje su Zrtvovane
kardijalnom punkcijom, u cilju uzimanja dovoljne koli¢ine krvi i unutrasnjih organa
neophodnih za dalja ispitivanja.

Za ispitivanje hipolipidemijskog efekta ekstrakta rtanjskog ¢aja zivotinje (pacovi) su
metodom slucajnog izbora podeljene u sledece grupe:

1. Kontrolna grupa zdravih Zivotinja tretirana fizioloskim rastvorom, u dozi od 1 ml/kg

peroralno tokom 28 dana (ConS).

2. Kontrolna grupa hiperlipidemi¢nih Zivotinja na ishrani bogatoj mastima, tretirana

fizioloskim rastvorom, u dozi od 1 ml/kg, peroralno tokom 28 dana (ConChol).

3. Kontrolna grupa hiperlipidemi¢nih Zivotinja na ishrani bogatoj mastima, tretirana

simvastatinom, u dozi od 10 mg/kg, peroralno tokom 28 dana (SimChol).

4. Eksperimentalna grupa hiperlipidemic¢nih zivotinja na ishrani bogatoj mastima, tretirana

ekstraktom rtanjskog ¢aja, u dozi od 500 mg/kg, peroralno tokom 28 dana. (RtéChol).
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5. Eksperimentalna grupa hiperlipidemiénih zivotinja na ishrani bogatoj mastima, tretirana
simvastatinom u dozi od 10 mg/kg i ekstraktom rtanjskog caja, u dozi od 500 mg/kg,

peroralno tokom 28 dana (SimRtéChol).

U svakoj grupi je bilo po 6 zivotinja.

5.4.3. Biohemijska ispitivanja

U serumu laboratorijskih zivotinja kod kojih je indukovan dijabetes i hiperlipidemija
odredivana je koncentracija ukupnog holesterola, triglicerida, LDL, HDL, indeks
ateroskleroze, koncentracija jetrenih enzima - aspartat aminotransferaze (AST), alanin
aminotransferaze (ALT), alkalne fosfataze (ALP), gama-glutamil transferaze (GGT),
direktnog (konjugovanog) i ukupnog bilirubina u cilju pracenja funkcije jetre, a odredivana je
I koncentracija pokazatelja bubrezne funkcije i to uree, kreatinina i mokracne kiseline.

Sve analize su radene prema standardnim spektrofotometrijskim metodama na

automatskom sistemu za hemijske analize Olympus AU 400 (Hamburg, Nemacka).

5.4.4. Histoloska analiza

Nakon Zrtvovanja jedinki, detaljne obdukcije i makroskopske opservacije uzeti su
sledeci organi za histoloSku analizu: aorta, jetra i pankreas. Uzorci tkiva su fiksirani u Bouin-
ovom fiksativu na 4°C tokom 24h. Poslefiksacije ise¢ci tkiva su dehidrirani u rastu¢im
koncentracijama izopropil alkohola (70%, 80%, 96% i 100%), ukalupljeni u parafin i seceni
na rotacionom mikrotomu (Leica, Nemacka) na debljinu od 5 um. Svi isecci tkiva bojeni su
standardnom histoloskom metodom hematoksilin i eozin, a materijal pankreasa je dodatno
podvrgnut imunohistohemijskom bojenju na insulin i1 glukagon. HistoloSke ploc¢ice su
analizirane pod profesionalnim svetlosnim bioloskim mikroskopom marke Leica DMLB
100T (Leica, Nemacka), a histoloski detalji su fotografisani pod specijalnom mikroskopskom
kamerom marke Leica MC190HD (Leica, Nemacka).
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5.4.5. Ex vivo ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakta rtanjskog ¢aja nakon
primene toksi¢ne doze paracetamola

Za ispitivanje uticaja ckstrakta rtanjskog caja na enzime oksidativnog stresa,
biohemijske parametre u serumu pacova, kao i patohistoloske promene u jetri pacova
izazvane primenom toksi¢ne doze paracetamola, zivotinje su metodom slucajnog izbora

podeljene u sledeée grupe:

1. Kontrola (K), koja je tokom 6 dana per 0s, pomocu gastricne sonde, pretretirana

fizioloSkim rastvorom, 1 ml/kg.

2. Eksperimentalna (P), pretretirana tokom 6 dana fizioloskim rastvorom rastvorom, a
potom, 24 sata pre Zrtvovanja, tretirana gastricnom sondom paracetamolom, per 0s, u

dozi od 600 mg/kg telesne mase (toksi¢na doza).

3. Eksperimentalna (R), pretretirana tokom 6 dana ekstraktom rtanjskog ¢aja, 500 mg/kg

telesne mase, per os.

4. Eksperimentalna (P+R), pretretirana tokom 6 dana ekstraktom rtanjskog ¢aja, 500 mg/kg,
per 0s, a potom, 24 sata pre Zrtvovanja, tretirana gastricnom sondom paracetamolom, per

0s, u dozi od 600 mg/kg telesne mase (toksi¢na doza).

U serumu laboratorijskih zivotinja je odredivana koncentracija jetrenih enzima:
aspartat aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze (ALT), alkalne fosfataze (ALP),
gamaglutamil transferaze (GGT), diretnog (konjugovanog) bilirubina i ukupnog bilirubina u
cilju prac¢enja funkcije jetre, a odredivana je i koncentracija uree, kreatinina i mokra¢ne
kiseline kao pokazatelja bubrezne funkcije. Sve analize su radene prema standardnim
spektrofotometrijskim metodama na automatskom sistemu za hemijske analize Olympus AU
400 (Hamburg, Nemacka). 1z krvi eksperimentalnih zivotinja odreden je redukovani
glutation, parameter oksidativnog stresa.

Uzorci tkiva jetre zivotinja su homogenizovani na ledu pomoc¢u Potter-Elvehjem
homogenizatora (Braun), tri puta po deset sekundi, uz prethodno usitnjavanje tkiva hirur§kim
makazama u cilju olaksane homogenizacije. Homogenat jetre je pripreman u TRIS-KCI
puferu, pH=7,4 (0,05 M TRIS : 1,15 M KCI = 1:1) u odnosu 1:4 (jedan deo jetre : Cetiri dela
pufera). Dobijeni homogenat je drzan u ultrazvuénom kupatilu 2 min, potom centrifugiran

tokom 20 min na 3600 obrtaja/min na 4 °C, nakon ¢ega su se izdvojile dve frakcije:
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1. Grubi homogenat

2. Supernatant
Do momenta ispitivanja, homogenati su ¢uvani na temperaturi od -20 °C.

Odredivanje parametara oksidativnog stresa u homogenatu tkiva vrSeno je
spektrofotometrom, Agilent 8453 UV/Vis (Santa Klara, SAD). U homogenatu tkiva jetre

merena je aktivnost sledec¢ih enzima:

e lipidne peroksidacije,

e katalaze (CAT),

e glutation reduktaze (GR),

e superoksid dismutaze (SOD),

Pre ispitivanja navedenih parametara bilo je neophodno odrediti koncentraciju
proteina u uzorcima.

Morfoloska ispitivanja su ukljucivala histoloSku obradu uzetih organa, koristeci
standardne metode bojenja preparata, kao i imunohemijske analize sa posebnim akcentom

na beta Celije pankreasa i insulin.

5.4.5.1. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u grubom homogenatu tkiva i
citosolu

Princip: Odredivanje koncentracije proteina u grubom homogenatu i citosolnim
frakcijama jetre vrSeno je biuretskom metodom koja se zasniva na reakciji peptidske veze sa
jonima bakra u alkalnoj sredini, pri ¢emu se stvara ljubi¢asto obojeni kompleks. Intenzitet
obojenja je srazmeran koncentraciji proteina i meri se na 540 nm. Odredivanje koncentracije
proteina je izvedeno pomoc¢u komercijalnog kit-a firme Sentinel Diagnostic (Milan, Italy),

prema uputstvima proizvodaca.

Izvodenje analize: U 1 ml reagensa (6 mmol CuSO4, 6 mmol KJ, 0,75 mmol NaOH,
pH >10) dodato je 0,01 ml uzorka. U slepu probu je umesto uzorka dodato 0,01 ml
destilovane vode, a u standard 0,01 ml rastvora standard NaN3 (6g/dl). Reakciona smesa je
dobro pomesana i nakon 15 min merila se apsorbanca standarda (AS) i uzorka (AU),

normalizovana u odnosu na slepu probu.
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Reakciona smesSa:

Slepa proba Uzorak Standard
Destilovana voda 0,01 mL / /
Uzorak / 0,01 mL /
Standard / / 0,01 mL
Reagens 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Promesati. Nakon 15 minuta meriti apsorbancije uzorka (As) i standarda (Ast) prema slepoj
probi. Boja je stabilna 60 minuta.

Izra¢unavanje:
(As/Ast) x 6=g ukupnih proteina/dL uzorka

Pri ¢emu je:
As — srednja vrednost apsorbancije uzorka
Ast — srednja vrednost apsorbancije standarda

5.4.5.2. Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije

Princip: Metoda se zasniva na reakciji tiobarbiturne kiseline (TBA) sa
malondialdehidom (MDA) koji nastaje tokom peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina
u sastavu bioloSkih membrana, pod dejstvom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Pokazatelj lipidne
peroksidacije je koncentracija MDA, te se koristi u evaluaciji oksidativnog stresa. U uslovima
visoke temperature i u kiseloj sredini MDA ucestvuje u reakciji nukleofilne adicije sa TBA,
pri ¢emu nastaje konjugat crvene boje koji ima maksimum apsorpcije monohromatske

svetlosti na talasnoj duzini od 535 nm (70).

Izvodenje analize: 300 pL uzorka grubog homogenata jetre je dodato u 1 mL smeSe
TBA (0,375% w/v) 1 trihlorsiréetne kiseline (TCA) (15% w/v) u 0,25M HCI, izmeSa na
vorteksu i zagrevano na vodenom kupatilu 15 minuta na 90 °C. Nakon hladenja na ledu 5
min, epruvete su centrifugirane na 10.000 rpm u toku 10 minuta. Koncentracija MDA je
odredena iz supernatanta spektrofotometrijski na 535 nm uz TCA-TBA-HCI reagens sa

destilovanom vodom kao slepom probom.
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Izracunavanje rezultata:

AAuz— AAsp)+*Vrs=+10
c(MDA) = ° P)
1,56*Vuz+Cpr

Pri ¢emu je:

AA,; - srednja promena apsorbance uzorka u minuti
AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe

Vs - zapremina reakcione smese [mL]

Vyz - zapremina uzorka [mL]

Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/mL]

Molarni apsorpcioni koeficijent za konjugat MDA-TBA iznosi 1,56 x105 Lmol-1cm-1.

Koncentracija MDA je izraZena u nmol/mg proteina.

5.4.5.3. Odredivanje specifi¢ne aktivnosti katalaze (CAT)

Princip: Vodonik peroksid pokazuje maksimum apsorpcije na 240 nm. Aktivnost
katalaze se odreduje pra¢enjem razlaganja H.O2 na datoj talasnoj duzini, pri ¢emu je pad

apsorbancije proporcionalan aktivnosti katalaze (71).

Reagensi:

% 0.05M fosfatni pufer pH=7.0
% 30% H20-

Pufer se podesi sa H20- tako da apsorbancija slepe probe na 240 nm bude 0.525-0.550.
Reakciona smeSa:

U 1.5 mL podesenog rastvora H2O- u fosfathom puferu doda se uzorak (10-20 pL).
Reakcija zapocinje dodavanjem uzorka. Pad apsorbancije se prati na 240 nm, u toku tri

minuta na temperaturi od 25°C.
Izracunavanje:

Aktivnost CAT se izrazava u jedinicama aktivnosti na mg proteina.
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(AAuz — AAsp) * 1000 * Vrs
43.6 # Cpr * Vuz

specific¢na aktivnost =

pri ¢emu je:

AA,; - srednja promena apsorbance uzorka u minuti

AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe

Vs - zapremina reakcione smese [mL]

Vyz - zapremina uzorka [mL]

Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/mL].

Specifi¢na aktivnost CAT je izraZzena u jedinicama aktivnosti enzima na mg proteina u

uzorku.

5.4.5.4. Odredivanje specificne aktivnosti glutation reduktaze (GR)

Princip: Metoda se zasniva na prac¢enju oksidacije NADPH na 340 nm, u reakciji u
kojoj enzim katalizuje redukciju oksidovane forme glutationa (GSSG) u redukovanu formu
(GSH) (72).

Izvodenje analize: U kvarcnu spektrofotometrijsku kivetu pipetirano je 0.2 mL
fosfatnog pufera (0,5 M, pH=7,4), 0,3 mL GSSG (2 mM), 0,3 mL uzorka i vode do 1 mL.
Reakcija je pocela dodavanjem 0,03 mL NADPH (0,1 mM). Promena apsorbance na 340 nm

je pracena tokom 3 minuta na optimalnoj temperaturi reakcije (37 °C).

Izrac¢unavanje rezultata:

e . AAuz—AAsp)=1000+Vrs . .
specifi¢na aktivnostx = ¢ 622*6??’*1’12 (nmol NADPH/min/mg proteina)

pri ¢emu je:

AAy; - srednja promena apsorbance uzorka u minuti
AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe

Vs - zapremina reakcione smeSe [mL]

V.2 - zapremina uzorka [mL]

Cypr - koncentracija proteina u uzorku [mg/mL].

Molarni apsorpcioni koeficijent za NADP na 340 nm iznosi 6,22 x 103 Lmol-1cm-1.
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Specifi¢na jedinica aktivnosti je definisana kao broj nmol NADPH oksidovanih u minuti po

mg proteina.

5.4.5.5. Odredivanje specifi¢ne aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Princip: U reakciji ksantina sa ksantin oksidazom stvara se superoksid anjon radikal,
koji redukuje oksidovani citohrom c. Brzina redukcije se prati spektrofotometrijski na 550
nm. SOD, kataliSu¢i reakciju dismutacije superoksid anjon radikala smanjuje brzinu redukcije
citohroma c. Ovo smanjenje je proporcionalno aktivnosti SOD. Aktivnost SOD potrebna za
smanjenje brzine redukcije citohroma c za 50% (pri promeni apsorbance od 0,025/min) je
definisana kao jedinica aktivnosti ovog enzima (73).

Izvodenje analize: Za izvodenje analize pripremljeni su rastvor I (50 pL 100 mmol
EDTA, 50 puL 30 mmol NaN3, 500 uL 5mM ksantina, 200 uL 5 mmol citohroma C,
dopunjeno do 50 mL 0,1 M fosfatnim puferom pH=7,8) i rastvor Il (400 uL 1 mmol EDTA,
3595 uL 0,1 M fosfatni pufer pH=7,8, 20 uL ksantin oksidaze (50U/ 2mL). U
spektrofotometrijsku kivetu je pipetirano 650 pL rastvora I, 200 puL uzorka (suspenzije ¢elija)
i 50 uL rastvora Il. Dodatkom rastvora II pocela je reakcija, a apsorbanca se pratila tokom 3

min na talasnoj duzini 550 nm.

Izra¢unavanje rezultata:

AAsp * 50 = 1000
AAuz * 100 = Cpr

specific¢na aktivnost SOD =

pri cemu je:
AA,; - srednja promena apsorbance uzorka u minuti
AAsp - srednja promena apsorbance slepe probe

Cpr - koncentracija proteina u uzorku [mg/mL]

Specifi¢na aktivnost SOD je izraZena u jedinicama aktivnosti enzima na mg proteina u

uzorku.
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5.4.5.6. Histoloska obrada tkiva nakon toksi¢ne doza paracetamola

Isecci tkiva jetre dimenzija 5x5cm desnog medijalnog lobusa fiksirani su u 10%
neutralnom puferisanom formalinu tokom 24h pri temperaturi od 4°C. Posle fiksacije, tkivo
je dehidrirano u rastu¢im koncentracijama izopropanola i ukalupljeno u parafin (Histowax,
Belgija). Uz pomo¢ tkivnog bioptera iz ukalupljenog tkiva jetre od svake jedinke uzeta su po
2 cilindri¢na uzorka, pre¢nika 2mm koji su preneti u specijalno pripremljeni parafinski blok
sa 30 rupa. Na taj nacin je formiran tissue microarray blok (TMA) koji je sadrzao uzorke od
ukupno 15 jedinki (po dva uzorka od svake). Svaki od TMA blokova secen je na rotacionom
mikroskopu (Leica, Nemacka) pri debljini od 5 um. Kod svakog TMA bloka, prvi presek je
bojen PAS (engl. Periodic acid-Schiff) metodom, a slede¢ca dva preseka su
imunohistohemijski bojena. Imunohistohemijsko bojenje ukljucilo je primarna antitela: zecije
anti-Ibal (Abcam, UK) u razblaZzenju od 1:500 i zecije anti-cytochrome P450 2E1 protein
(CYP2EL1) u razblezanju 1:100 (Cusabio, College Park, MD, USA). Vizualizacija je izvrSena
UltraVision LP detekcionim sistemom koris¢enjem HRP Polymer & DAB hromogena
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Kod svih antetela izvrSena je retrival
reakcija koja je obuhvatala pretretman citratnim puferom (na pH 6.0) u mikrostalasnoj peci
na 850W tokom 20 minuta. Duzina aplikacije antitela iznosila je 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Kontrastiranje je izvrSeno Majerovim hematoksilinom i potom su plocCice
montirane odgovaraju¢im medijumom (Bio-Optica, Italija). Pripremljeni slajdovi analizirani
Su na profesionalnom bioloSkom mikroskopu Leica DMLB, (Leica, Nemacka) pri uveli¢anju
od 200 i 400x i vidna polja su fotografisana mikroskopskom kamerom visoke rezolucije
Leica MC 190 HD (Leica, Nemacka). Fotografije su obradene i kompozicije su formirane u
CS6 verziji programa AdobePhotoShop (Adobe, SAD).

5.5. Statisti¢ka obrada podataka

Statisticka obrada dobijenih in vivo rezultata ispitivanja je radena statistickim
programom IBM SPSS Statistics, verzija 21. Kao mera centralne tendencije neke grupe
kori§¢ena je aritmeticka sredina (x), a mera varijacije medu podacima je predstavljena
standardnom devijacijom (SD). Studentovim t-testom za male nezavisne uzorke analizirana
je statisticka znacajnost razlika izmedu ispitivanih grupa, odnosno analizom varijanse sa

jednim promenljivim faktorom (ANOVA). Post hoc testiranje nakon ANOVA-e uradeno je
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Tukey-evim metodom.
Sve statisticke hipoteze su testirane na nivou statisticke znacajnosti (alfa nivo) od
0,05, odnosno statisticki znacajne su smatrane vrednosti p<0,05.

Rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki.

5.6. In vitro odredivanje antioksidativne aktivnosti

5.6.1. Priprema ekstrakata rtanjskog ¢aja

Suvi ekstrakt rtanjskog ¢aja razblazen je 20 puta, tj odmereno je 0,2 g u 4 ml i
ostavljeno da stoji 12 h na klackalici u cilju meSanja i rastvaranja (tzv. balerini). Nakon toga
je izvrSeno centrifugiranje na 3000 o/min, tokom 5 minuta. Supernatant je uzet kao ekstrakt
razblaZen 20 puta Koji se koristio u svim testovima. Rezultati su procenjeni u odnosu na suvi

ekstrakt rtanjaskog Caja.

5.6.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC- Total Phenolic Content)

Za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola koris¢ena je metoda po Folin-Ciocalteu (FC)
(74). Metod je zasnovan na oksidaciji molekula koji sadrze fenolne funkcionalne grupe.
Tanini, flavonoidi i druge klase fenolnih jedinjenja koji sadrze fenolne grupe i imaju
sposobnost da redukuju alkalni rastvor fosfomolibdenske kiseline iz Folin-Ciocalteu reagensa

ucestvuju u ovoj reakciji.
Reagensi:
0,1 mol/l Folin-Ciocalteu reagens
7,5 % rastvor Na2CO3
1mg/ml galne kiseline rastvorene u destilovanoj vodi
Radne probe:

25 ul ekstrakta (za standard se doda 25 pl standardnih rastvora galne kiseline u rasponu
koncentracija od 50 do 500 mg/ml)

125 pl FC reagensa
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3 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi

zatim se doda 25 pl rastvora 7,5% Na2COs, inkubira 2h na sobnoj temperaturi i Cita

apsorbanca na A=760 nm.

Slepa proba sadrzi sve osim uzorka, a korekcija destilovanu vodu umesto FC

reagensa i rastvora Na;COs,

Sadrzaj fenola je izraCunat na osnovu kalibracione krive dobijene merenjem
apsorbanci standardnih rastvora galne kiseline. SadrZaj ukupnih fenola izraZzava se u broju mg

ekvivalenata galne kiseline po gramu ekstrakta rtanjskog ¢aja.

5.6.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Metoda za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u uzorcima zasniva se na
osobinama flavonoida i flavon-glikozida da sa metalima daju odgovaraju¢e metalo-
komplekse (75). Narocito je znac¢ajan aluminijumov kompleks, jer se on vezuje za sve tipove

flavonoida, pa se sumarni apsorpcioni maksimum ukupnih flavonoida lako odreduje.
Reagensi:

1 mol/l NaCHsCOO

0,75 mol/l (AICl5)

MeOH- metanol

Radna proba Korekcija Slepa proba

30 pl ekstrakta 30 pl ekstrakta 0 pl ekstrakta

90 ul MeOH 90 pul MeOH 90 ul MeOH

6 ul NaCH3COO 6 ul NaCH3COO 6 ul NaCH3COO
6 ul AICl3 0 pl AICIs 6 ul AICI3

150 pl dest. vode 156 pl dest. vode 180 pl dest. vode
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Rastvori su se inkubirali 30 minuta. Apsorbanca je merena na 415 nm. Standardna

kriva je konstruisana kao zavisnost apsorbance i serije standardnih rastvora kvercetina.

5.6.4. Odredivanje neutralizacije DPPHe radikala (Radical Scavenger Capacity- RSC)

Antioksidativna aktivnost svih ekstrakata odredivana je spektrofotometrijskom
metodom (76). Metoda se zasniva na spektrofotometrijskom pracenju transformacije
ljubicasto obojenog, stabilnog, azot centriranog DPPHe radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazila)

u redukovanu, zuto obojenu formu DPPH-H.

DPPHe- radikal je relativno stabilan radikal ¢iji je rastvor u metanolu ljubicaste boje sa
maksimumom apsorpcije na Amax= 515nm. U prisustvu potencijalnih donora elektrona ili H
atoma dolazi do neutralizacije radikala 1 prelaska u neutralni oblik, Sto je praceno promenom

apsorbance i i§¢ezavanjem ljubicaste boje rastvora.

OH
‘O
H
HO

VN 4 NG
OoN N—N + O5N N—N

o ) o, )
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal DPPH-H

(DPPH)

Slika 6. Neutralizacija DPPH radikala fenolnim jedinjenjima

Neutralizacija DPPH radikala fenolnim jedinjenjima mozZe se objasniti pomocu dva
mehanizma:
1. fenolno jedinjenje predaje H atom DPPH radikalu, pri ¢emu nastaje redukovani,

neutralni DPPH-H oblik i ariloksi radikal koji je rezonantno stabilizovan,

2. ariloksi radikal moze da reaguje sa jo§ jednim DPPH radikalom pri ¢emu se

kondenzuju i prelaze u neutralan molekul.

Radne probe:

-190 pl DPPH radikala (rastvor 0,4 M u 96% etanolu, koji se zatim razblazi Cetiri puta u

metanolu kako bi se dobila apsorbanca na 515 nm od 0,9)
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- 100 pl metanola

- 10 pl ekstrakta caja
Korekcija:

- 290 pl metanola

- 10 pl ekstrakta Caja

Svi uzorci su posle snaznog meSanja u trajanju od 10 sekundi, ostavljeni 30 minuta na
sobnoj temperaturi. Od ocitanih apsorbanci oduzeta je korekcija za svaki ekstrakt rtanjskog

¢aja.
Procenat inhibicije DPPH radikala ekstrakata rtanjskog ¢aja odreden je po formuli:
(2-((Arp-Akor)/Akontrole)*100
Arp — apsorbanca radne proba
Akor- apsorbanca korekcije

Akontrole — apsorbanca kontrole koja sadrzi samo DPPH (200 pl) i metanol (100 pl)

5.6.5. Odredivanje sposobnosti neutralizacije NOe radikala

Odredivanje kapaciteta ekstrakta da neutraliSu NOe radikal, zasniva se na
spektrofotometrijskom merenju koncentracije generisanih nitritnih jona (77). U ovu svrhu
koris¢en je vodeni rastvor natrijum-nitroprusida (eng. sodium-nitroprusite, SNP) Kkoji
predstavlja izvor NOe- radikala pri fizioloskom pH. Nastali NO« reaguje sa kiseonikom dajuéi

nitritne jone, ¢ija koncentracija se odreduje na bazi Griess-lllosvory-jeve reakcije.

Princip spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije nitritnih jona se zasniva na
pracenju nastajanja purpurno-ruzicastog diazo kompleksa koji je produkt reakcije NO: - i

Griees-ovog reagensa na sobnoj temperaturi.
Reagensi:

- 5 mM rastvor natrijum -nitroprusida (SNP): rastvara se 1.49 g SNP u 100 ml 0.1M
fosfatnog pufera (pH=4).
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- Griess-ov reagens nastaje mesanjem 0.77 mM N-(1-naftil)-etilendiamina dihlorida (NEDA)
rastvorenog u destilovanoj vodi sa 1% sulfanilamidom (SA) rastvorenog u 5% fosfatnoj

kiselini.
Radne probe:

- 10 pl odgovarajuceg ekstrakta ¢aja

- 60 ul 5 mM SNP (natrijum-nitro prusida)

- 50 pul 0.1 M fosfornog pufera pH=4.
Korekcije:

- 10 pl odgovarajuceg ekstrakta ¢aja

- 230 pl pufera

Tako postavljene radne probe se inkubiraju na sobnoj temperaturi 100 min na

svetlosti, zatim im se posle mesanja od 10 sekundi doda:
- 120 pl Griessovog reagensa

Apsorbance formirane hromofore se ¢itaju na 577 nm. Od izmerenih vrednosti
uzoraka se oduzmu korekcije koje predstavljaju auto apsorpciju ekstrakta na datoj talasnoj
duzini. Procenat inhibicije azot(Il)-oksida (RSCNOv) ispitanih ekstrakta racunat je na osnovu

sledece jednacine:

RSCNO- (%) = (1 — A/Akon) x 100%,

gde je Akon apsorbanca kontrolne probe koja za razliku od radnih proba nema dodat ekstrakt.

5.6.6. Odredivanje redukcione sposobnosti ekstrakta FRAP testom (Ferric Reducing
Antioxidant Power)

FRAP test je zasnovan na nespecifi¢noj reakciji da svaki sistem koji ima manje
pozitivan redoks potencijal od sistema Fe**-TPTZ/Fe?**-TPTZ ¢e voditi ka redukciji Fe¥*-
TPTZ (78).

Fe**-TPTZ > Fe2-TPTZ
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Tripyridyltriazine blue (593nm)

Redukcijom koordinaciono jedinjenje Fe(l11) daje tamno plavo intenzivno obojenje sa

apsorpcionim maksimumom na 593 nm.
Reagensi:
FRAP reagens: Acetatni pufer : TPTZ : FeClsx H:0=10:1:1

e Acetatni pufer, pH=3.6, 0.31g CH3COONa i 1.6 ml cc CH3COOH rastvoreno je u
100ml destilovane vode

e FeClz x 6H20, 20mM dobijen rastvaranjem 0.0541g FeCls x 6H>0 u 10.0ml
destilovane vode

e TPTZ rastvor, 10mM u 40mM HCI dobijen rastvaranjem 0.0312g TPTZ u 10ml
40mM HCI

e HCI, 40 mM dobijena razblazivanjem 0.086 ml ccHCI1 u 25ml destilovane vode

e 1mM FeSO4 x 7 H20 dobija se razblazivanjem 0.0278 g u 100 ml destilovane
vode.

Od njega se razblazivanjem pravi 100 uM koji sluzi kao standard za odredivanje FRAP

jedinica.

Za svaki uzorak pripremljene su radne probe na prema navedenom redosledu (u tri
ponavljanja) i slepa proba.

Radne probe:

o 290 ul FRAP reagensa

. 10 pl ekstrakta koncetrovanog ekstrakta (100 pl duplo
razblazenog ekstrakta)
Slepa proba:
o 290 ul FRAP reagensa
o 10 pl odgovarajucéeg rastvaraca
Standard:

e 290 pl FRAP reagensa
e 10 pul 0,1 mM FeSO4 x 7TH20
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Nakon 6 minuta inkubacije izmerene su apsorbance na A=593 nm. Frap jedinica

odgovara onom redukcionom kapacitetu ekstrakta koji je sposoban da redukuje 0,1 mM Fe3*.
n (FRAP jedinica) = Arp/AstxR

Arp — apsorbanca radne probe

Ast- apsorbanca standarda

R —razblazenje

5.6.7. Odredivanje sposobnosti neutralizacije *OH radikala

Kapacitet antioksidanasa da vrSe neutralizaciju hidroksilnog radikala odreduje se
pracenjem reakcije degradacije 2-dezoksi-D-riboze u prisustvu slobodnih OH radikala

generisanih u sistemu Fe?*/H,02 (79).
Fe** + H,0, —OH + OH" + Fe3*

U navedenoj reakciji (Fenton-ova reakcija) nastaje OH" radikal koji oduzima H atom
molekulu 2-dezoksi-D-riboze i pokre¢e razgradnju ovog molekula do krajnjih produkata.
Jedan od krajnjih produkata ja malondialdehid (MDA) cija se koncentracija odreduje

spektrofotometrijski uz pomo¢ tiobariturnog testa (TBA test) na 532 nm.
Reagensi:

0,015% rastvor H20»

10 mM rastvor FeSO4

0.05 M rastvor 2-dezoksi-D-riboze

TBA reagens (5,2 ml HCLO4, 1,5 g tiobarbiturne kiseline 1 60 g trihlorsiréetne kiseline

rastvoreno u 400 ml vode, pravi se na ledu, a zasicen rastvor se profiltrira)
0,1 MEDTA

fosfatni pufer pH=7,4

39



Maja Steinbach Doktorska disertacija

Radne probe Kontrola

100 pl 2-dezoksi-D-riboze 100 pl 2-dezoksi-D-riboze
10 pl ekstrakta 10 pl rastvaraca

100 pl H20; 100 pl H20

100 pl FeSO4 100 pul FeSO4

Radne probe su inkubirane 60 minuta na 37°C. Zatim je dodato po 0,2 ml EDTA i 2
ml TBA reagensa. Uzorci su promuckani 10 sekundi, a zatim su inkubirani 10 minuta na
100°C. Nakon hladenja apsorbanca je merena na A=532 nm. Intenzitet neutralizacije OH

radikala izracunat je po formuli:
%RSC= (Akon-Arp)/Akon*100
Akon- apsorbanca kontrole

Arp — apsorbanca radne probe

5.6.8. Analiza glavnih komponenata (PCA- Principal component analysis)

Analiza glavnih komponenata je izvrSena koriS¢enjem R softverskog paketa (verzija
4.1.1, R Core Team, 2021), i RStudio (version 2021.09.1 Build 372), sa ciljem da se izvrsi
karakterizacija i vizualizacija obrazaca, izmerenog antioksidativnog kapaciteta u razli¢itim
rastvara¢ima (destilovana voda, metanol 50%, metanol 90%, etanol 50% i etanol 90%)
pomoc¢u prva dva vektora glavne komponente (PC). Pre analize varijable su centrirane i

skalirane na srednju vrednost 0 i standardnu devijaciju od 1.

5.6.9. Statisti¢ka obrada podataka

Podaci dobijeni in vitro ispitivanjem antioksidativne aktivnosti su izraZeni kao srednja
vrednost tri nezavisna merenja (n=3) + standardna devijacija (SD). Statisti¢ka znacajnost
razlika odredenih grupa je ispitivana koris¢enjem jednosmerne ANOVA analize varijanse na

nivo znacajnosti p<0,05. Visestruka poredenja izmedu posmatranih parametara su izvedena
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koris¢enjem Fisher LSD post hoc testa. Razli¢ita slova na grafikonu ukazuju na znacajne

razlike pri p<0,05.
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6. REZULTATI

6.1. Ispitivanje hemijskog sastava rtanjskog ¢aja

Ispitivani ekstrakt rtanjskog Caja karakteriSe visok sadrzaj fenolnih jedinjenja i to

rozmarinske Kkiseline, hlorogene kiseline, p-kumarinske i kofeinske kiseline. Takode su

prisutni hiperosid i rutin. Epikatehin je pronaden u tragovima. Rezultati su ispitivnja

kvalitativnog i kvantitativnog sastava rtanjskog ¢aja HPLC metodom prikazani su u tabeli 2 i

izraZeni kao pg/mg suve mase. Statisticka obrada podataka radena je u programu Origin.

Tabela 2. Kvalitativni i kvantitativni sastav ekstrakta rtanjskog caja.

Jedinjenje Sadrzaj (ng/mg dw) Retenciona vremena
Rozmarinska kiselina 52.1+1.04 20,427
Hiperozid 7.35+0.16 18,356
Rutin 497 +0.09 17,767
Hlorogenska kiselina 2.13+£0.03 13,781
p-kumarinska kiselina 1.12 £ 0.01 17,986
Kafena kiselina 0.49 £0.01 15,278
Epikatehin tr. 15,80
Katehin n.d. -
Ferulna kiselina n.d. -
Vanilinska kiselina n.d. -
protokatehinska kiselina n.d. -
p-hidroksibenzojeva kiselina n.d. -

tr. — u tragovima; n.d — nije detektovan
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Slika 7. Hromatogram ekstrakta rtanjskog caja (1) hlorogenska kiselina, (2) kafena
kiselina, (3) rutin, (4) p-kumarinska kiselina, (5) hiperozid, (6) rozmarinska kiselina.

6.2. Invivo ispitivanja dijabeti¢nih i Zivotinja sa normalnim vrednostima glikemije

6.2.1. Vrednost telesne mase

Vrednosti telesne mase zivotinja su prikazane u tabeli 3, na pocetku ogleda, 72 sata
nakon primene streptozotocina, 7., 14., 21. i 28. dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja, i
dijabeti¢nih zivotinja kod kojih je dijabetes indukovan streptozotocinom, a koje su dobijale
peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg
i kombinaciju metformina 100 mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 3. Vrednosti telesne mase (g, + * SD) u grupi zZivotinja tretiranih fizioloskim
rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su dobijale

fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metformina i ekstrakta

rtanjskog caja.

Telesna | ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
masa g,

x +SD

TO 244.,00+10,24 | 233,17+7,70™ | 233,33+13,59 | 235,83+11,09™ | 222,33+9,69"
T7 229.33+13,11 | 248,83+9,09™ | 241,33+19,13 | 248,83+11,51™ | 232,00+11,95
T14 261,17+18,37 | 261,00+11,93 | 259,50+28,37 | 274,33+19,24* | 250,83+19,47
T21 272,83+19,21 | 264,50+12,00 | 264,83+33,13 | 279,50+17,55* | 254,67+20,81
T28 282,67+18,67 | 266,00+13,86 | 267,50+34,48 | 281,00+16,61* | 254,00+20,48

X

ConS - kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na MetRt¢Diab.

Na pocetku ogleda telesna masa je bila znacajno niza u grupi dijabeti¢nih Zivotinja
koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju
metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja. Grupe
dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor i ekstrakt rtanjskog ¢aja, su imale
statistiCki znacajno viSe vrednosti telesne mase u odnosu na Zivotinje koje su tretirane
kombinacijom metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

Sedmog dana ogleda, vrednosti telesne mase su bile statisti¢ki znacajno vise kod
grupa dijabeti¢nih zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor i ekstrakt rtanjskog caja u
odnosu na kontrolnu grupu i grupu dijabeti¢nih Zivotinja koja je dobijala kombinaciju
metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

Cetrnaestog i dvadeset prvog dana ogleda, vrednosti telesne mase su bile statisticki

znacajno vise u grupi dijabeti¢nih Zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja u odnosu
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na grupu dijabeti¢nih zivotinja koja je dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog
caja.

Dvadesetosmog dana ogleda, vrednosti telesne mase su bile statisticki znac¢ajno vise u
kontrolnoj grupi zivotinja i grupi dijabeti¢nih Zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja
u odnosu na grupu dijabeti¢nih Zivotinja koja je dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta

rtanjskog caja.

6.2.2. Masa jetre

Vrednosti mase jetre su prikazane u tabeli 4, na kraju ogleda, nakon zrtvovanja, kod
kontrolne grupe zivotinja, i dijabeti¢nih zivotinja kod kojih je dijabetes indukovan
streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, metformin 100
mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100 mg/kg i ekstrakta
rtanjskog caja 500 mg/kg.

Tabela 4. Vrednosti mase jetre (g, .+ + SD) u grupi zivotinja tretiranii fizioloskim rastvorom
(kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su dobijale fizioloski rastvor,

metformin, ekstrakt rtanjskog c¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

Masa ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
jetre

g, x+SD |9,84+1,23 |11,20+0,44" | 11,58+1,09 " | 11,72+0,18"* | 11,42+0,70 "

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala metformin, RtéDiab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na Cons,

*p<0,05 u odnosu na ConDiab.

U grupi dijabeti¢nih Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom, metforminom,
ekstraktom rtanjskog caja, kombinacijom metformina i ekstrakta rtanjskog caja masa jetre je
statisti¢ki znacajno visa u odnosu na kontrolnu grupu.

Grupa tretirana ekstraktom rtanjskog ¢aja ima statisticki znacajno veéu masu jetre u

odnosu na grupu dijabeti¢nih Zivotinja tretiranu fizioloSkim rastvorom.
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6.2.3. Vrednost glukoze u Kkrvi

Vrednosti glikemije su prikazane u tabeli 5, na poc¢etku ogleda, 72 sata nakon primene
streptozotocina, 7., 14., 21. i 28. dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja, i dijabeti¢nih
zivotinja kod kojih je dijabetes indukovan streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno
fizioloski rastvor 1 ml/kg, metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i
kombinaciju metformina 100 mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

Tabela 5. Vrednosti glikemije u krvi ((mmol/L), x + SD), u grupi Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su
dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metformina i

ekstrakta rtanjskog caja.

Glikemija | ConS ConDiab MetDiab Rt¢Diab MetRtéDiab
(mmol/L)

TO 5,22+0,51 | 23,13+1,97" 22,50+1,41" | 22,27+2,88" | 21,62+1,58"
T7 4,68+0,39 | 28,18+1,09" 19,17+2,03%* | 19,07+1,35"% | 18,62+1,05"
T14 4,37+0,36 | 27,60+1,38™Y:% | 23,42+2,67" | 23,52+2,84" | 25,40+0,65
T21 4,65+0,44 | 26,98+1,73"'% | 23,93+1,84" | 23,42+2,02° | 26,07+1,84"Y:2
T28 4,37+0,36 | 27,83+1,42"Y'% | 22,22+3,39" | 20,20+2,27" | 25,48+1,11"*

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
Zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

“p<0,05 u odnosu na Cons,

*p<0,05 u odnosu na ConDiab,

¥p<0,05 u odnosu na MetDiab,

?p<0,05 u odnosu na Rt¢Diab.

Na pocetku ogleda, 72. sata nakon primene streptozotocina, vrednosti glikemije su
bile statisticki zna€ajno viSe u grupi dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor,
metformin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju ekstrakta rtanjskog ¢aja i metformina, u
odnosu na kontrolnu grupu.

Sedmog dana ogleda, vrednosti glikemije su bile statisticki znacajno vise u grupi
dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloSki rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i

kombinaciju ekstrakta rtanjskog ¢aja i metformina, u odnosu na kontrolnu grupu. Grupa
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zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su dobijale fizioloski rastvor je pokazala
statisti¢ki znacajno vise vrednosti glikemije u donosu na grupu koja je dobijala metformin,
grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja i grupu koja je dobijala metformin i ekstrakt
rtanjskog ¢aja U kombinaciji.

Nakon 14. dana, u grupama dijabeti¢nih zivotinja tretiranih metforminom, ekstraktom
rtanjskog caja i kombinacijom metformina i ekstrakta caja, koncentracija glukoze je
statisticki zna¢ajno niza u odnosu na dijabeti¢ne Zivotinje tretirane fizioloSkim rastvorom.
Grupa dijabeti¢nih zivotinja koja je primala fizioloSki rastvor je pokazala statisticki znac¢ajno
viSe vrednosti glikemije u donosu na grupu koja je dobijala metformin i grupu koja je
dobijala ekstrakt rtanjskog Caja.

Dvadeset prvog dana ogleda, vrednosti glikemije su bile statisti¢ki znacajno vise u
grupama dijabeti¢nih zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt
rtanjskog ¢aja, kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja, u odnosu na kontrolnu
grupu. Grupa dijabeti¢nih zivotinja koja je primala fizioloski rastvor i grupa koja je dobijala
kombinaciju ekstrakta rtanjskog ¢aja i metformina je pokazala statistiCki znacajno viSe
vrednosti glikemije u donosu na grupu koja je dobijala metformin i grupu koja je dobijala
ekstrakt rtanjskog Caja.

Na kraju ogleda, 28. dana, vrednosti glikemije su bile statisticki znacajno vise u grupi
dijabeti¢nih zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja,
kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja. U
grupi zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor zabeleZzene su viSe vrednosti glukoze u
odnosu na grupu koja je dobijala metformin i grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja.
Vrednosti glikemije u grupi koja je dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog

Caja, su statisti¢ki znacajno vise u odnosu na grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja.

6.2.4. Lipidni status

Vrednosti ukupnog holesterola su prikazane u tabeli 6, na pocetku, 14. i 28. dana
ogleda, kod kontrolne grupe Zivotinja i dijabeti¢nih grupa kod kojih je dijabetes indukovan
streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, metformin 100
mg/kg, ekstrakt rtanjskog caja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100 mg/kg i ekstrakta
rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 6. Vrednosti ukupnog holesterola u serumu ((mmol/L), x = SD), u grupi zZivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim dijabetesom

koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju

metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

Ukupni ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRt¢Diab
holesterol

(mmol/L)

TO 2,19+0,36 | 2,27+0,10 2,15+0,15 2,16+0,20 2,14+0,20
T14 2,19+0,13¢ | 1,86+0,07 2,05+0,28 2,06+0,18 2,1940,12%
T28 2,29+0,14 | 2,62+0,03" 2,59+0,36 2,68+0,27 2,47+0,23

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloSki rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog Caja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na ConDiab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa streptozotocinom, ne postoji
statistiCcki znacajna razlika u vrednostima ukupnog holesterola, izmedu ispitivanih grupa
Zivotinja.

Cetrnaestog dana ogleda vrednosti ukupnog holesterola u serumu su bile statisticki
znacajno Vise u kontrolnoj grupi i grupi dijabeti¢nih Zivotinja koja je dobijala kombinaciju
ekstrakta rtanjskog ¢aja i metformina u odnosu na grupu dijabeti¢nih Zivotinja koja je
dobijala fizioloski rastvor.

Nakon 28. dana ogleda, vrednosti ukupnog holesterola su bile statisti¢ki znacajno vise
u grupi dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor u odnosu na kontrolnu grupu

Zivotinja.

Vrednosti triglicerida su prikazane u tabeli 7, na pocetku, 14. i 28. dana ogleda, kod
kontrolne grupe zivotinja, i dijabeticnih grupa kod kojih je dijabetes indukovan
streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, metformin 100
mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100 mg/kg i ekstrakta

rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

48



Maja Steinbach Doktorska disertacija

Tabela 7. Vrednosti triglicerida u serumu (mmol/L), .x + SD), u grupi Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su
dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metformina i

ekstrakta rtanjskog caja.

TG ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
(mmol/L)

TO 0,71+0,14 0,79+0,14 0,83+0,10 0,83+0,20 0,73+0,14
T14 0,58+0,24 0,70+0,22* | 0,59+0,30 0,30+0,11 0,41+0,15
T28 0,36+0,06 0,77+0,07"* | 0,75+0,12"* | 0,61%0,09" 0,69+0,04"

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloSki rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog Caja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na Rt¢Diab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa, nije zabelezena statisticki
znacajna razlika u vrednostima triglicerida izmedu ispitivanih grupa Zivotinja.

Cetrnaestog dana ogleda, vrednosti triglicerida u dijabeti¢noj grupi koja je dobijala
fizioloski rastvor su bile viSe u odnosu na sve ispitivane grupe, ali je statisticki znacaj
dokazan samo u odnosu na grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja.

Dvadeset osmog dana ogleda, vrednosti triglicerida su bile statisti¢ki zna¢ajno vise u
grupama dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloSki ratsvor, metformin, ekstrakt
rtanjskog ¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu
grupu zivotinja. Takode grupe dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor i
metformin imale su vise vrednosti triglicerida u odnosu na grupu koja je dobijala ekstrakt

rtanjskog ¢aja.

Vrednosti LDL holesterola u serumu su prikazane u tabeli 8, na pocetku, 14. i 28.
dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja, i dijabeti¢nih grupa kod kojih je dijabetes
indukovan streptozotocinom, a koja je dobijala peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 8. Vrednosti LDL holesterola u serumu ((mmol/L), x + SD), u grupi Zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja sa indukovanim dijabetesom

Koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja 1 kombinaciju

metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

LDL ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRt¢Diab
(mmol/l)

TO 0,60+0,17 0,58+0,07 0,52+0,11 0,40+0,18" | 0,53+0,09
T14 0,53+0,08 0,31+0,10 0,41+0,17 0,71+0,30" | 0,57+0,32
T28 0,67+0,09 0,66+0,02 0,60+0,10 0,61+0,15 0,55+0,15

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloSki rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog Caja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConS.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa, vrednosti LDL holesterola su
bile statisticki vise u kontrolnoj grupi zivotinja u odnosu na grupu dijabeti¢nih Zivotinja koja
je dobijala ekstrakt rtanjskog caja.

Cetrnaestog dana ogleda, vrednosti LDL holesterola su bile statisticki znacajno vise u
grupi dijabeti¢nih Zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja u odnosu na grupu koja je
dobijala fizioloski rastvor.

Nakon 28. dana ogleda, nisu zabelezene statisticki zanacajne razlike u vrednostima

triglicerida izmedu ispitivanih grupa zZivotinja.

Vrednosti HDL holesterola u serumu, su prikazane u tabeli 9, na pocetku, 14. i 28.
dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja, i dijabeti¢nih grupa kod kojih je dijabetes
indukovan streptozotocinom, a koja je dobijala peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 9. Vrednosti HDL holesterola u serumu, ((mmol/L), x + SD), u grupi zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja sa indukovanim dijabetesom
koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju

metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

HDL ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtcéDiab
(mmol/L)

TO 1,32+0,17 1,33+0,07 1,26+0,15 1,38+0,15 1,27+0,14
T14 1,36%0,06 1,23+0,06 1,60+0,31% 1,22+0,34 1,44+0,31
T28 1,45+0,11 1,61+0,05 1,65%0,24 1,79+0,20" 1,61+0,18

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloSki rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog Caja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na ConS,

*p<0,05 u odnosu na Rt¢Diab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa streptozotocinom, nije
zabelezZena razlika u vrednostima HDL holesterola izmedu ispitivanih grupa.

Cetrnaestog dana ogleda, vrednosti HDL holesterola su bile statisti¢ki znacajno vise u
grupi dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale metformin u odnosu na grupu dijabeti¢nih
zivotinja koje su dobijale ekstrakt rtanjskog ¢aja.

Na kraju ogleda, vrednosti HDL holesterola su bile statisticki zna¢ajno vise u grupi

zivotinja koje su dobijale ekstrakt rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

Vrednosti non HDL holesterola u serumu su prikazane u tabeli 10, na pocetku, 14. i
28. dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja, i dijabeti¢nih grupa kod kojih je dijabetes
indukovan streptozotocinom, a koja je dobijala peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 10. Vrednosti non HDL holesterola u serumu ((mmol/L), .x = SD) u grupi zZivotinja
tretiranii fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja sa indukovanim dijabetesom
koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju

metformina i ekstrakza rtanjskog caja.

non HDL ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
(mmol/L)

TO 0,88+0,24 0,94+0,04 0,89+0,09 0,78+0,13* | 0,87+0,15
T14 0,83+0,12 0,63+0,06 0,55+0,24 0,85+0,29 0,75+0,30
T28 0,84+0,07 1,01+0,02 " | 0,94+0,12 0,89+0,14 0,86+0,14

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloSki rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na ConsS.

*p<0,05 u odnosu na ConDiab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa streptozotocinom, vrednosti
non HDL holesterola su bile statisticki znacajno vise u grupi dijabeti¢nih Zivotinja koja je
dobijala fizioloski rastvor u odnosu sa grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja.

Cetrnaestog dana ogleda nisu zabelezene znacajne razlike u vrednostima non HDL
holesterola medu ispitivanim grupama.

Vrednosti non HDL holesterola, 28. dana ogleda, su statisti¢ki zna¢ajno vece u grupi
dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloSki rastvor u odnosu na kontrolnu grupu
zivotinja caja. Grupa dijabeti¢nih Zivotinja, koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja ima niZe
vrednosti non HDL holesterola u odnosu na grupu koja je dobijala fizioloski rastvor, ali ova

razlika nema statisticki znaca;.

Vrednosti indeksa ateroskleroze u serumu su prikazane u tabeli 11, na pocetku, 14. i
28 dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja i dijabeti¢nih grupa kod kojih je dijabetes
indukovan streptozotocinom, a koja je dobijala peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 11. Vrednosti indeksa ateroskleroze u grupi Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom
(kontrola) i grupama zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su dobijale fizioloski rastvor,

metformin, ekstrakt rtanjskog c¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakza rtanjskog caja.

Indeks ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
ateroskleroze

TO 0,46+0,13 0,43+0,05 | 0,42+0,13 0,30+0,13" | 0,43%0,10
T14 0,39+0,06 0,25+0,09 0,2610,11 0,46+0,12 0,46+0,42
T28 0,47+0,07 0,41+0,05 0,36+0,02 0,34+0,07" | 0,35+0,10"

ConS - kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog Caja.

*p<0,05 u odnosu na ConS.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa streptozotocinom, vrednosti
indeksa ateroskleroze su bile statisticki znacajno vise u kontrolnoj grupi Zivotinja u odnosu
na grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja.

Cetrnaestog dana ogleda nisu zabeleZene statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima
indeksa ateroskleroze izmedu ispitivanih grupa.

Dvadeset osmog dana ogleda indeks atreroskleroze je bio visi kod kontrolne grupe
zivotinja u odnosu na dijabeti¢ne grupe koje su dobijale ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju

metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

6.2.5. Parametri funkcije jetre

Vrednosti aspartat aminotransferaze (AST) u serumu su prikazane u tabeli 12, na
pocetku, 14. i 28 dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja i dijabeti¢nih grupa kod kojih je
dijabetes indukovan streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 12. Vrednosti aspartat aminotransferaze (AST), (U/lx SD), u serumu, u grupi
Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim
dijabetesom koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i
kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

AST ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab

un

TO 112,20+2,40 | 238,00+10,20" | 153,00+17,72" | 135,40+17,07 | 128,25+20,10
X, Y,z

T14 109,00£13,24 | 150,50420,92" | 171,50+24,20" | 146,17+17,59" | 141,20+17,12"

T28 148,00+14,67 | 223,00+16,91" | 218,40+10,40" | 195,50+8,09" | 201,25+15,74"

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog Caja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na MetDiab,

Yp<0,05 u odnosu na RtéDiab,

?p<0,05 u odnosu na MetRtéDiab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa streptozotocinom, grupa
dijabeti¢nih Zivotinja kojoj je davan fizioloSki rastvor, imala je statisticki znacajno vise
vrednosti aspartat aminotransferaze (AST) u odnosu na kontrolnu grupu i grupe koje su
dobijale metformin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog
Caja. Aktivnost AST je bila statisti¢ki znacajno visa, u grupi dijabeti¢nih Zivotinja koja je
dobijala metformin, u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.

Aktivnost aspartat aminotransferaze (AST), 14. dana ogleda, u serumu dijabeti¢nih
zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju
metformina i ekstrakta rtanjskog Caja, je statisticki znacajno visa u odnosu na kontrolnu
grupu Zivotinja.

Dvadeset osmog dana ogleda, aktivnost aspartat aminotransferaze (AST), je bila
znacajno visa u serumu dijabeti¢nih zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin,
ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja, je u odnosu na

kontrolnu grupu Zivotinja.
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Vrednosti alanin aminotransferaze (ALT) u serumu, su prikazane u tabeli 13, na
pocetku, 14. i 28 dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja i dijabeti¢nih grupa kod kojih je
dijabetes indukovan streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog caja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

Tabela 13. Vrednosti alanin aminotransferaze (ALT), (U/I+ SD), u serumu, u grupi Zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja sa indukovanim dijabetesom
koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju

metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

ALT ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
un
TO 48,75+3,60 | 49,67+6,50 55,33+11,54 47,50+5,21 55,00+9,01

T14 47,00+5,90 | 63,25+11,55" | 82,40+28,29" 59,17+12,75 | 79,20+16,40

T28 44,40+2,06 | 61,83+4,36 82,17+11,43"% | 72,33+14,19" | 62,80+5,04"
y

ConS - kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
Zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na ConDiab.

Yp<0,05 u odnosu na MetRt¢Diab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa streptozotocinom, nije
zabelezena statisticki znaCajna razlika u vrednostima ALT, u serumu ispitivanih grupa
Zivotinja.

Cetrnaestog dana, u grupama dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor,
metformin i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja, alanin aminotransferaza
(ALT) pokazuje statisticki znacajno visu aktivnost u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.

Dvadeset osmog dana ogleda, aktivnost alanin aminotransferaze (ALT), u serumu
zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju
metformina i ekstrakta rtanjskog caja, je bila statisticki znacajno ve¢a u odnosu na kontrolnu

grupu zivotinja. Grupa dijabeti¢nih Zivotinja koja je dobijala metformin, imala je znacajno
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vise vrednosti ALT u serumu od ispitivanih grupa koje su dobijale fizioloski rastvor i

kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

Vrednosti alkalne fosfataze (ALP) u serumu, su prikazane u tabeli 14, na pocetku, 14.
i 28 dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja i dijabeti¢nih grupa kod kojih je dijabetes
indukovan streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog caja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/Kkg.

Tabela 14. Vrednosti alkalne fosfataze (ALP), (U/I£ SD), u serumu, u grupi zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja sa indukovanim dijabetesom
koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju

metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

ALP | ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
un

T0 380,40+41,74 | 968,00+91,13" | 922,50+160,02 | 978,00+101,4" | 1073,33+92,5

T14 | 332,40+33,93 | 1432,50+275,8 | 1238,25+194,2 | 1111,00+128,53 | 1267,75+106,11
2*yy 6* * *

T28 | 263,44+15,79 | 471,40+96,43" | 744,67+193,77 | 668,25+132,92" | 908,25+38,75"

* X X X,y

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, Rt¢Diab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na ConDiab,

¥p<0,05 u odnosu na Rt¢Diab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa streptozotocinom, aktivnost
alkalne fosfataze (ALP), je bila znaajno veéa u serumu dijabeti¢nih Zivotinja koje su
dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metformina i
ekstrakta rtanjskog Caja, je u poredenju sa kontrolnom grupom Zzivotinja.

Cetrnaestog dana, u serumu dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor,
metformin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja,

alkalna fosfataza (ALP) pokazuje aktivnost koja je statisticki znacajno visa U poredenju sa
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kontrolnom grupom zivotinja. U serumu dijabeti¢nih zivotinja koje su dobijale fizioloski
rastvor, alkalna fosfataza (ALP) pokazuje statisticki znacajno visu aktivnost u odnosu na
grupu dijabeti¢nih zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog Caja.

Na kraju ogleda, aktivnost alkalne fosfataze (ALP), u serumu je bila statisticki
znacajno veca u grupama dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin,
ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog Caja, je u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja. Grupe dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobijale metformin, ekstrakt
rtanjskog ¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja imale su vise vrednosti
ALP od dijabeti¢éne grupe koja je dobijala samo fizioloski rastvor. Pored toga grupa
dijabeti¢nih zivotinja koja je dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja,
imala je znacajno vise vrednosti ALP u serumu od grupe koja je dobijala ekstrakt rtanjskog

caja.

Vrednosti ukupnog bilirubina u serumu, su prikazane u tabeli 15, na pocetku, 14.1 28
dana ogleda, kod kontrolne grupe Zivotinja i dijabeti¢énih grupa kod kojih je dijabetes
indukovan streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

Tabela 15. Vrednosti ukupnog bilirubina (umol/L), u serumu, u grupi Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su
dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metforimina i

ekstrakta rtanjskog caja.

Ukupni ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
bilirubin

(umol/L)

TO 2,08+0,13 2,33+0,07" 2,58+0,17" | 2,53+0,16" | 2,60+0,26"
T14 1,70+0,38 1,98+0,19 1,92+0,26 2,08+0,23" | 1,98+0,24
T28 2,05+0,04 2,52+0,19™Y | 2,50+0,17"Y | 2,20+0,17 2,44+0,14"

ConS - kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala metformin, RtéDiab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na ConDiab,

Yp<0,05 u odnosu na Rt¢Diab.
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Na pocetku ogleda, 72 sata nakon indukcije dijabetesa streptozotocinom, vrednosti
ukupnog bilirubina su bile znacajno vise u serumu dijabeti¢nih zivotinja koje su dobijale
fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog Caja i kombinaciju metformina i ekstrakta
rtanjskog ¢aja, je u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.

Cetrnaestog dana ogleda vrednosti ukupnog bilirubina su bile znagajno vise kod grupe
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.

Nakon 28. dana ogleda doslo je do statisticki znac¢ajnog povecanja ukupnog bilirubina
u serumu dijabeti¢nih zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin i kombinaciju
metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

U grupama koje su dobijale fizioloski rastvor i metformin zabelezen je znacajno visi

nivo ukupnog bilirubina u odnosu na grupu Zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja.

Vrednosti direktnog bilirubina u serumu, su prikazane u tabeli 16, na pocetku, 14. i
28. dana ogleda, kod kontrolne grupe Zivotinja i dijabeti¢nih grupa kod kojih je dijabetes
indukovan streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

Tabela 16. Vrednosti direktnog bilirubina (umol/L), u serumu, u grupi Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su
dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metformina i

ekstrakta rtanjskog caja.

Direktni ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
bilrubin

(umol/L)

TO 0,38+0,15 0,32+0,04 0,38+0,04 0,37+0,05 0,50+0,11x
T14 0,18+0,10 0,12+0,04 0,50+0,06™*Y | 0,37+0,05™* | 0,50+0,09™ %Y
T28 0,37+0,15 0,60+0,06" | 0,46+0,14 0,50+0,13 0,44+0,12

ConS - kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja Koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala metformin, RtéDiab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

*p<0,05 u odnosu na Cons,

*p<0,05 u odnosu na ConDiab,

Yp<0,05 u odnosu na Rt¢Diab.
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Na pocetku ogleda, 72 sata nakon primene streptozotocina, vrednosti direktnog
bilirubina su bile statisticki znacajno vise u grupami dijabeti¢nih zivotinja koja je dobila
kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u odnosu na grupu dijabeti¢nih Zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom.

Cetrnaestog dana ogleda vrednosti direktnog bilirubina su bile znadajno vise u
grupama dijabeti¢nih zivotinja koje su dobile metformin, ekstrakt rtanjskog c¢aja i
kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu. Pored toga
grupe koje su dobijale metformin, ekstrat rtanjskog ¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakta
rtanjskog ¢aja u odnosu na grupu koja je dobijala fizioloski rastvor. Grupe koje su dobijale
metformin i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja imale su znacajno viSe
vrednosti direktnog bilirubina u odnosu na grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja.

Na kraju ogleda, 28. dana, koncentracija direktnog bilirubina u serumu dijabeti¢nih

zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom je statisticki znacajno veca u odnosu na kontrolnu

grupu.

6.2.6. Parametri bubrezne funkcije

Vrednosti uree u serumu, su prikazane u tabeli 17, na pocetku, 14. i 28. dana ogleda,
kod kontrolne grupe zivotinja i dijabetiénih grupa kod kojih je dijabetes indukovan
streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, metformin 100
mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100 mg/kg i ekstrakta
rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 17. Vrednosti uree (mmol/L), u serum, u grupi zivotinja tretiranih fizioloskim
rastvorom (kontrola) i grupama Zzivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su dobijale
fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metformina i ekstrakta

rtanjskog caja.

Urea ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab
(mmol/L)

TO 6,65+0,35 | 9,94+0,75%9 | 9,10+1,04"4 9,48+0,37"9 | 7,42+0,67

T14 7,18+035 | 12,68+1,39" | 16,27+1,29"% | 13,02+1,65" | 15,03+0,67"* 2
T28 7,57+0,26 | 11,40+1,15" 11,78+0,79" 11,43+0,29" 14,131 55" %Y

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, RtéDiab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRtéDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na ConDiab,

Yp<0,05 u odnosu na MetDiab,

?p<0,05 u odnosu na Rt¢Diab,

9p<0,05 u odnosu na MetRt¢Diab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon primene streptozotocina, koncentracija uree u
serumu, je bila statisticki znacajno visa u grupama dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobile
fizioloski rastvor, metformin i ekstrakt rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
Takode, grupe koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin i ekstrakt rtanjskog ¢aja, imale
su znacajno vise vrednosti uree u odnosu na grupu koja je dobijala kombinaciju metformina i
ekstrakta rtanjskog caja.

Cetrnaestog dana ogleda, kod dijabetiénih grupa Zivotinja koje su dobijale fiziologki
rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog
¢aja, koncentracija uree je bila statisticki znacajno Vvisa u odnosu na kontrolnu grupu. Takode,
koncentracija uree kod dijabeti¢nih grupa zivotinja koje su dobijale metformin i kombinaciju
metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja bila je znacajno visa u odnosu na grupe koje su dobijale
fizioloski rastvor i ekstrakt rtanjskog ¢aja.

Na kraju ogleda, vrednosti uree u serumu su bile statisticki znacajno vise U grupama

dijabeti¢nih grupa zivotinja koje su dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog
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Caja 1 kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja, u odnosu na kontrolnu grupu
zivotinja. Takode, grupa dijabeti¢nih zivotinja koja je dobijala kombinaciju metformina i
ekstrakta rtanjskog ¢aja, imala je statisticki znacajno vise vrednosti uree u poredenju sa

grupom koja je dobijala fizioloski rastvor, metformin i ekstrakt rtanjskog ¢aja.

Vrednosti kreatinina, u serumu, su prikazane u tabeli 18, na pocetku, 14. i 28. dana
ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja i dijabeti¢nih grupa kod kojih je dijabetes indukovan
streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, metformin 100
mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100 mg/kg i ekstrakta
rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

Tabela 18. Vrednosti kreatininina (umol/L), u serumu, u grupi zZivotinja tretiranih fizioloskim
rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su dobijale

fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metformina i ekstrakta

rtanjskog caja.
Kreatinin | ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRt¢Diab
(umol/L)
TO 40,40+1,62 | 48,33+2,50" 46,50+4,04" 44,67+3,01 | 45,33+2,66
T14 44,50+0,45 | 47,00+2,83 46,17+5,04 49,50+4,14 | 48,00+3,58
T28 37,20+1,47 | 45,17+2,32"%Y | 44,00+1,90™*Y | 34,00+1,10" | 35,83+1,60

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je dobijala metformin, RtéDiab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na Rt¢Diab,

Y¥p<0,05 u odnosu na MetRt¢Diab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon primene streptozotocina, koncentracija kreatinina u
serumu, je bila statisticki znacajno veca u grupi dijabeti¢nih Zivotinja koja je dobila fizioloski
rastvor, metformin i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja.

Cetrnaestog dana ogleda, nije bilo razlika u koncentracijai kreatinina izme]u

ispitivanih grupa.
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Na kraju ogleda, kontrolna grupa dijabeti¢nih zivotinja i grupa koja je dobijala
metformin imale su statisticki znacajno vise vrednosti kreatinina u odnosu na kontrolnu
grupu, grupu dijabeti¢nih zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog Caja i grupu koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja. Takode, grupa dijabeti¢nih
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja imala je znacajno nize vrednosti kreatinina u

odnosu na kontrolnu grupu.

Vrednosti mokraé¢ne kiseline u serumu, prikazane su u tabeli 19, na pocetku, 14. i 28.
dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja i dijabeti¢nih grupa kod kojih je dijabetes
indukovan streptozotocinom, a koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
metformin 100 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju metformina 100
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

Tabela 19. Vrednosti mokracne kiseline (umol/L), u serumu, U grupi zZivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja sa indukovanim dijabetesom koje su
dobijale fizioloski rastvor, metformin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju metformina i

ekstrakta rtanjskog caja.

Mokraéna | ConS ConDiab MetDiab RtéDiab MetRtéDiab

kiselina

(umol/L)

TO 66,00+1,10 | 138,50+11,53" | 80,25+8,49 |79,50+5,98 | 95,83+28,69"
X, Y,z

T14 65,00+2,45 | 106,75+18,54™7 | 86,50+19,00 | 83,67+11,04 | 73,50+15,60

T28 72,00+15,49 | 98,80+8,38" 94,25+6,46" | 91,00+8,60" | 103,17+13,76"

ConS — kontrolna grupa, ConDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala fizioloski rastvor,
MetDiab — dijabeti¢na grupa Zivotinja koja je dobijala metformin, RtéDiab — dijabeti¢na grupa
zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog Caja, MetRt¢Diab — dijabeti¢na grupa zivotinja koja je
dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog caja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na MetDiab,

¥p<0,05 u odnosu na Rt¢Diab,

?p<0,05 u odnosu na MetRtéDiab.

Na pocetku ogleda, 72 sata nakon primene streptozotocina, vrednosti mokraéne
kiseline u serumu, su bile statisticki znacajno vise u grupi dijabeticnih zivotinja koje su

dobile kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu
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zivotinja. Pored toga, grupa dijabeti¢nih zivotinja koja je dobijala fizioloSki rastvor je imala
znacajno vise vrednosti mokraéne kiseline u odnosu na kontrolnu grupu i grupe koje su
dobijale metformin, ekstrakt rtanjskog caja, kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog
caja.

Cetrnaestog dana ogleda, grupa dijabetiénih grupa Zivotinja koja je dobijale fiziologki
rastvor, imala je statisticki znacajno visu koncentraciju mokraéne kiseline, u odnosu na
kontrolnu grupu zivotinja i grupu koja je dobijala kombinaciju metformina i ekstrakta
rtanjskog caja.

Na kraju ogleda, 28. dana, vrednosti mokrac¢ne kiseline u serumu, su bile statisticki
znacajno Vise u grupama dijabeti¢nih Zivotinja koje su dobile fizioloski rastvor, metformin,
ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju metformina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u poredenju sa

kontrolnom grupom Zivotinja.

6.3. Invivo ispitivanja Zivotinja koje su dobijale hranu obogaéenu lipidima
6.3.1. Vrednost telesne mase

Vrednosti telesnih masa zivotinja, su prikazane u tabeli 20 i to na pocetku, 7., 14., 21.
i 28. dana ogleda, kod kontrolne grupe Zivotinja, i grupa koje su dobijale hranu oboga¢enu
lipidima, a koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg,
ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog
¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 20. Vrednosti telesne mase (9, + + SD) u grupi zivotinja tretiranih fizioloskim
rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje

su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju simvastatina

i ekstrakta rtanjskog caja.

Telesna | ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol

masa g,

x +SD

TO 211,00+10,24 | 216,83+7,39" | 220,17+9,50" | 243,67+9,65™ | 231,67+8,87"

X,y

T7 229,33+13,11 | 232,33+9,93 | 230,50+8,53 | 248,00+11,66 | 245,67+11,66

T14 261,17+18,37 | 277,33+11,54 | 271,50+6,63 | 302,83+15,21 | 289,83+20,30

T21 272,83+19,21 | 288,67+12,50 | 291,83+7,05 | 320,50+16,75 | 300,33+24,84

T28 282,67+18,67 | 311,17+14,13 | 309,17+7,68" | 336,00+14,35 | 337,00+17,41"
* Yy X,y

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, SimRt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na ConChol,
Yp<0,05 u odnosu na SimChol.

Na pocetku ogleda, grupe zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su
dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju simvastatina i
ekstrakta rtanjskog Caja su imale znacajno vecu telesnu masu u odnosu na kontrolnu grupu
zivotinja. Grupe zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale
ekstrakt rtanjskog ¢aja imale su znacajno vecu telesnu masu u odnosu na grupu koja je bila na
ishrani obogacenoj lipidima i dobijala fizioloski rastvor i simvastatin.

Dvadeset prvog dana, telesna masa u grupi zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu
lipidima, i koje su dobijale ekstrakt rtanjskog Caja je bila statisti¢ki znacajno veéa u odnosu
na kontrolnu grupu Zzivotinja i grupu koja je bila na ishrani obogacenoj lipidima i dobijala

fiziolo$ki rastvor.

64



Maja Steinbach Doktorska disertacija

Na kraju ogleda, 28. dana, grupe Zivotinja koje su dobijale hranu obogacéenu lipidima, i
koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog c¢aja i kombinaciju
simvastatina i ekstrakta rtanjskog €aja su imale znacajno vecu telesnu masu u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja. Grupa zivotinja koja je bila na ishrani obogacenoj lipidima, a koja
je dobijala ekstrakt rtanjskog caja imala je znacajno vecu telesnu masu u odnosu na grupu
koja je dobijala simvastatin. Grupa zivotinja koja je dobijala hranu obogaéenu lipidima, i koja
je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja imale su znacajno vecu telesnu masu u odnosu na grupu

koja je dobijala fizioloski rastvor i grupu koja je dobijala simvastatin.

6.3.2. Masa jetre

U tabeli 21 su prikazane mase jetre, na kraju ogleda, nakon zrtvovanja, kod kontrolne
grupe zivotinja i grupa koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, a koje su uz to peroralno
fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg, ekstrakt rtanjskog caja 500 mg/kg i
kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

Tabela 21. Vrednosti mase jetre (g, .x + SD) u grupi Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom
(kontrola) i grupama Zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale
fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta

rtanjskog caja.

Masa ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol
jetre

g,x+SD |9,84+1,23 11,51+0,99" | 12,02+0,82" | 13,65+0,71" 13,00+2,10"

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogac¢enu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja, SimRt¢Chol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na ConS.

U grupi zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i uz to tretirane
fizioloskim rastvorom, simvastatinom, ekstraktom rtanjskog ¢aja, kombinacijom simvastatina

i ekstrakta rtanjskog ¢aja, masa jetre je statisti¢ki znacajno vi$a u odnosu na kontrolnu grupu.
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6.3.3. Vrednost glukoze u Kkrvi

Vrednosti glikemije su prikazane u tabeli 22, na pocetku, 7., 14., 21. i 28. dana ogleda,
kod kontrolne grupe Zivotinja, i Zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, a koje
su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg, ekstrakt
rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500
mg/kg.

Tabela 22. Vrednosti glikemije ((mmol/L), .+ + SD), u krvi, 7., 14., 21., i 28. dana, u grupi
Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) | grupama Zivotinja koje su dobijale
hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt

rtanjskog caja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Glikemija | ConS ConChol SimChol Rt¢Chol SimRt¢Chol
(mmol/L)

TO 5,22+0,51 4,52+0,28 4,70+0,85 5,10+0,49 5,07+0,45
T7 4,68+0,39 4,88+0,35 4,77+0,50 5,43+0,36" 5,50+0,53™Y
T14 4,37+0,36 5,27+0,27" | 4,73+0,51 5,60+0,38™Y | 5,35+0,49"
T21 4,65+0,44 5,22+0,60 5,05+0,34 5,82+0,59" 6,03+0,49™Y
T28 4,37+0,36 5,05+0,57 6,68+1,01"%% | 537+0,48" 6,10+0,13™ %

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja, SimRt¢Chol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na ConS,

*p<0,05 u odnosu na ConChol,

¥p<0,05 u odnosu na SimChol,

?p<0,05 u odnosu na Rt¢Chol.

Na pocetku ogleda, vrednosti glikemije su nisu statisticki znacajno razlikovale medu
ispitivanim grupama.

Vrednosti glikemije, merene 7. dana ogleda, su statisticki zna¢ajno vise u grupama
zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale ekstrakt rtanjskog
Caja, kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja, u odnosu na kontrolnu grupu.

Grupa zivotinja koja je dobijala hranu obogacenu lipidima i uz to dobijala kombinaciju
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simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja imala je vise vrednoti glikemije u odnosu na grupu
koja je dobijala simvastatin.

Nakon 14. dana ogleda, grupe zivotinja koje su dobijale hranu obogaéenu lipidima, i
koje su dobijale fizioloski rastvor, ekstrakt rtanjskog ¢aja, kombinaciju ekstrakta rtanjskog
Caja 1 simvastatina imaju satisticki znacajno vise vrednosti glikemije u odnosu na kontrolnu
grupu zivotinja. Grupa zivotinja koja je dobijala hranu obogacenu lipidima i uz to dobijala
ekstrakt rtanjskog ¢aja imala je vece vrednosti glikemije u odnosu na grupu koja je dobijala
simvastatin.

Vrednosti glikemije merene 21. dana ogleda su statisticki znacajno vise kod grupe
zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su ekstrakt rtanjskog caja i
kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.
Takode, vrednosti glikemije su statisticki zna¢ajno viSe u grupi Zivotinja koje su dobijale
kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u odnosu na grupu koja je dobijala
simvastatin.

Nakon 28. dana ogleda, grupe zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, a
koja je simvastatin, ekstrakt rtanjskog Caja, kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog
Caja su imale statisticki znacajno viSe vrednosti glikemije u odnosu na kontrolnu grupu
zivotinja. Vrednosti glikemije su bile statisticki znacajno viSe u grupi Zivotinja koje su
dobijale hranu obogac¢enu lipidima, i koje su dobijale simvastatin u odnosu na grupu koja je
dobijala fizioloski rastvor i grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja. Grupa koja je
dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog Caja je takode imala vise vrednosti

glikemije u odnosu na koja je dobijala samo ekstrakt rtanjskog caja.

6.3.4. Lipidni status

Vrednosti ukupnog holesterola su prikazane u tabeli 23 na pocetku, 14. i 28. dana
ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja, i zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i
koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg, ekstrakt
rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500
mg/kg.
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Tabela 23. Vrednosti ukupnog holesterola ((mmol/L), . = SD), u serumu, u grupi zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja kKoje su dobijale hranu
obogacenu lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Ukupni ConS ConChol SimChol Rt¢Chol SimRt¢Chol
holesterol

(mmol/L)

TO 2,19+0,36 2,19+0,13 2,24+0,07 | 2,16+0,31 2,22+0,21
T14 2,19+0,13 2,23+0,09 2,06£0,10 | 1,91+0,10"* | 1,98+0,13"*
T28 2,29+0,14 2,63+0,23" 2,36+£0,18 | 2,44+0,12 2,34+0,26

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog €aja, SimRt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na grupu ConChol.

Na pocetku ogleda, nisu zabeleZene statisticki znacajne razlike u vrednostima
ukupnog holesterola kod kontrolne grupe zivotinja i grupa koje su dobijale hranu obogaéenu
lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, ekstrakt rtanjskog ¢aja, kombinaciju
simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Cetrnaestog dana ogleda, vrednosti ukupnog holesterola u serumu su bile statisticki
znacajno nize u grupama koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale
ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja, u odnosu na
kontrolnu grupu i grupu zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su
dobijale fizioloski rastvor.

Na kraju ogleda grupe zivotinja koje su dobijale hranu obogacéenu lipidima, i koje su
dobijale fizioloski rastvor su imale statisti¢ki znacajno vise vrednosti ukupnog holesterola u

odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

Vrednosti triglicerida su prikazane u tabeli 24, na pocetku, 14. i 28. dana ogleda, kod
kontrolne grupe Zivotinja i zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su uz
to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg, ekstrakt rtanjskog caja

500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 24. Koncentracija triglicerida (mmol/L, x+SD), u serumu, u grupi Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zzivotinja koje su dobijale hranu obogacenu
lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Trigliceridi | ConS ConChol SimChol Rt¢Chol SimRt¢Chol
(mmol/L)

TO 0,71+0,14 | 0,84+0,12 0,82+0,22 | 0,78+0,15 0,82+0,29
T14 0,58+0,24 | 0,86+0,02™* |0,78+0,10 | 0,72+0,10 0,53+0,19
T28 0,36+0,06 | 0,62+0,11™Y |0,45+0,08 | 0,81+0,09"*Y: | 0,55+0,15"

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogac¢enu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, SimRtéChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na ConChol,

Yp<0,05 u odnosu na SimChol,

?p<0,05 u odnosu na SimRt&¢Chol.

Na pocetku ogleda, vrednosti triglicerida se nisu statisticki razlikovale medu
ispitivanim grupama.

Cetrnaestog dana ogleda, vrednosti triglicerida u serumu su bili statisticki znacajno
vise u grupi koja je dobijala hranu obogacéenu lipidima, i koja je dobijala fiziolo$ki rastvor, u
odnosu na kontrolnu grupu i grupu zivotinja koje su bile na israni obogacenoj lipidima, a koje
su dobijale kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

Koncentracija triglicerida u krvi kontrolne grupe Zivotinja koje su tretirane
fizioloskim rastvorom, nakon 28. dana, statisti¢ki je znacajno niza u poredenju sa grupama
koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, ekstrakt
rtanjskog Caja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja. Grupa zivotinja koja je
dobijala hranu obogacéenu lipidima, i koja je dobijala fizioloski rastvor, imala je statisticki
znacajno vece vrednosti triglicerida od grupe koja je dobijala simvastatin. Takode grupa
zivotinja koja je dobijala hranu obogacenu lipidima, i koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja
imala je statisticki znacajno veée vrednosti triglicerida od grupa koje su dobijale fizioloski

rastvor, simvastatin i kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.
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Vrednosti LDL holesterola u serumu su prikazane u tabeli 25, na pocetku, 14. i 28.
dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja, i zivotinja koje su dobijale hranu obogaéenu
lipidima, i koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg,
ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog
¢aja 500 mg/kg.

Tabela 25. Koncentracija LDL holesterola (mmol/L, .x £SD), u Serumu, u grupi Zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

LDL ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol
(mmol/L)

T0 0,60+0,17 0,59+0,06 0,61+0,12 0,58+0,18 0,63+0,08
T14 0,53+0,08 0,62+0,05 0,48+0,12 0,41+0,10¢ | 0,49+0,17
T28 0,67+0,09 1,04+0,15" 0,83+0,14* | 0,70+0,07* 0,75+0,12*

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogac¢enu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, SimRt¢Chol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na ConChol.

Na pocetku ogleda, nisu zabeleZene znacajne razlike u vrednostima LDL holesterola
izmedu ispitivanih grupa zivotinja.

Cetrnaestog dana ogleda, vrednosti LDL holesterola su bile statisticki zna¢ajno nize u
grupi zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale ekstrakt
rtanjskog ¢aja u u odnosu na grupu zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, a
koje su dobijale fizioloski rastvor.

Nakon 28. dana ogleda, grupa kontrolnih zivotinja pokazala je znacajno nizu
koncentraciju LDL frakcije holesterola u poredenju sa grupom koja je dobijala hranu
obogaéenu lipidima i koja je 28 dana tretirana fiziologkim rastvorom. Zivotinje koje su
dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su tretirane simvastatinom, ekstraktom rtanjskog

¢aja, kombinacijom simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja, imale su statisticki znacajno nizu

70



Maja Steinbach Doktorska disertacija

vrednost LDL holesterola u krvi u poredenju sa grupom koja je dobijala hranu obogacenu

lipidima i koja je tretirana samo fizioloskim rastvorom.

Vrednosti HDL holesterola u serumu su prikazane u tabeli 26, na pocetku, 14. i 28.
dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja, i zivotinja koje su dobijale hranu obogaéenu
lipidima, i koje su dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/Kkg,
ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog
¢aja 500 mg/kg.

Tabela 26. Koncentracija HDL holesterola (mmol/L, x +SD), u serumu, u grupi Zivotinja
tretiranis fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

HDL ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol
(mmol/L)

TO 1,32+0,17 1,21+0,03 1,29+0,10 1,22+0,11 1,23+0,13
T14 1,36+0,06 1,27+0,08 1,23+0,05" | 1,17+0,05™* | 1,25+0,02"
T28 1,45+0,11 1,39+0,12 1,33+0,06 1,37+0,09 1,34+0,14

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogac¢enu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogac¢enu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja, SimRt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na Cons,

*p<0,05 u odnosu na ConChol.

Na pocetku ogleda, nisu zabelezene znacajne razlike u vrednostima HDL holesterola
izmedu ispitivanih grupa zivotinja.

Cetrnaestog dana, vrednosti HDL holesterola kod Zivotinja koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima, i koje su dobijale simvastatin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju
simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja, su bile statisticki znac¢ajno nize u odnosu na kontrolnu
grupu zivotinja. Tretman ekstraktom rtanjskog ¢aja kod zivotinja koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima doveo je do statisti¢ki znacajno snizene koncentracije HDL holesterola u

odnosu na zivotinje koje su dobijale fizioloski rastvor.
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Vrednosti non HDL holesterola u serumu, su prikazane u tabeli 27, na pocetku, 14. i
28. dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja i Zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu
lipidima, i koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg,
ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog

¢aja 500 mg/kg.

Tabela 27. Koncentracija non HDL holesterola (mmol/L, ¥ +SD), u serumu, u grupi Zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zzivotinja koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Non HDL | ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol
(mmol/L)

TO 0,88+0,24 0,98+0,10 0,95+0,08 0,94+0,23 1,0040,11
T14 0,83+0,12 0,96+0,09*Y | 0,84+0,12 0,74+0,08 0,73+0,13
T28 0,84+0,07 1,24+0,21™Y | 1,03+0,13 1,07+0,05" 1,00+0,14

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i koja
je dobijala fiziolo§ki rastvor, SimChol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, SimRt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na Cons,

*p<0,05 u odnosu na Rt¢Chol,

Yp<0,05 u odnosu na SimRt¢Chol.

Na pocetku ogleda, nisu zabelezene znacajne razlike u vrednostima non HDL
holesterola izmedu ispitivanih grupa Zivotinja.

Cetrnaestog dana ogleda, vrednosti non HDL holesterola u serumu su statisticki
znacajno vise U grupi zivotinja Koja je dobijala hranu obogacéenu lipidima, i koja je dobijala
fizioloski rastvor, u odnosu na grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja i grupu koja je
dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Na kraju ogleda, grupa Zivotinje koja je bila na ishrani obogacenoj lipidima i dobijala
fizioloski rastvor imala je statisticki znacajno visSu koncentraciju non HDL holesterola u
odnosu na kontrolnu grupu i grupu koje su dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta

rtanjskog Caja. Grupa zivotinje koja je dobijala hranu obogacenu lipidima i uz to dobijala
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ekstrakt rtanjskog ¢aja imala je statisticki znacajno visu koncentraciju non HDL holesterola u

odnosu na kontrolnu grupu.

Vrednosti indeksa ateroskleroze u serumu su prikazane u tabeli 28, na pocetku, 14. i
28. dana ogleda, kod kontrolne grupe Zivotinja i Zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu
lipidima, i koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg,
ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog

caja 500 mg/kg.

Tabela 28. Vrednosti indeksa ateroskleroze u grupi Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom
(kontrola) i grupama Zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale

fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta

rtanjskog caja.
Indeks ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol
ateroskleroze
TO 0,46+0,13 0,49+0,04 0,48+0,10 0,47+0,11 0,51+0,05
T14 0,39+0,06 0,49+0,07 0,40+0,11 0,35+0,09 0,39+0,14
T28 0,47+0,07 0,75+0,15° | 0,62+0,08" | 0,51+0,03* | 0,56+0,07*

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogac¢enu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SiImChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja, SimRt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na Cons,

*p<0,05 u odnosu na ConChol.

Na pocetku ogleda, nisu zabeleZene znacajne razlike u vrednostima indeksa
ateroskleroze izmedu ispitivanih grupa zivotinja.

Zivotinje koje su dobijale hranu obogacenu lipidima i koje su dobijale fizioloski
rastvor i simvastatin, 28. dana ogleda imale su znacajno vise vrednosti indeksa ateroskleroze
u odnosu na kontrolu. Grupe Zivotinja sa koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su
tretirane ekstraktom rtanjskog ¢aja i kombinacijom simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja
pokazale su statisticki znacajno nize vrednosti indeksa ateroskleroze u odnosu na grupu

zivotinja koja je bila na ishrani obogaéenoj lipidima, a koja je dobijala fizioloski rastvor.
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6.3.5. Parametri funkcije jetre

Vrednosti aspartat aminotransferaze u serumu (AST), su prikazane u tabeli 29, na
pocetku, 14. i 28. dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja i zivotinja koje su dobijale
hranu obogacenu lipidima, i koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
simvastatin 10 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10
mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

Tabela 29. Vrednosti aspartat aminotransferaze (AST), (U/I) u grupi Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu
lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

AST | ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol
un

T0 112,20+2,40 | 192,20+16,94" | 140,25+10,70"* | 139,00+3,85™* | 117,7545,71*
q q

T14 | 109,00+13,24 | 112,00+14,44 | 118,75+10,24¢ 104,25+5,84 95,50+4,27

T28 | 148,00+14,67 | 193,50+19,65" | 159,753,129 | 131,00+11,05 | 118,00+5,51"
Y. 2,9

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja, SimRt¢Chol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na Cons,

*p<0,05 u odnosu na ConChol,

¥p<0,05 u odnosu na SimChol,

?p<0,05 u odnosu na Rt¢Chol,

9p<0,05 u odnosu na SimRt¢Chol.

Na pocetku ogleda, zivotinje koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su uz
to dobijale fizioloski rastvor, simvastatin i ekstrakt rtanjskog ¢aja, imale su statisticki
znacajno viSe vrednosti asparatat aminotransferaze (AST) u odnosu na kontrolnu grupu.
Grupe Zzivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale simvastatin i
ekstrakt rtanjskog caja, imale su statisticki znacajno nize vrednosti AST u odnosu na grupu

koja je dobijala fizioloski rastvor. Takode, u grupama koje su dobijale simvastatin i ekstrakt
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rtanjskog Caja, zabelezena je znacajno veca aktivnost AST u odnosu na grupu zivotinja koja
je dobijala hranu obogacenu lipidima, i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta
rtanjskog caja.

Cetrnaestog dana, aspartat aminotransferaza (AST) u serumu zivotinja koje su
dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale kombinaciju simvastatina i ekstrakta
rtanjskog ¢aja pokazuje statisti¢ki znac¢ajno manju aktivnost u odnosu na simvasatatin.

Zivotinje iz grupe koje su dobijale hranu obogaéenu lipidima, i koje su tretirane
fizioloskim rastvorom, 28. dana su imale znacajno viSe vrednosti aspartat aminotransferaze
(AST) u odnosu na kontrolu i grupe koje su dobijale simvastatin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i
kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja. Grupe zivotinja koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima, i koje su tretirane simvastatinom, pokazale su statisticki zna¢ajno visu
aktivnost aspartat aminotransferaze (AST) u odnosu na grupe zivotinja koje su dobijale
ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja. Grupa zivotinja
koja je dobijala hranu obogacenu lipidima i uz to tretirana kombinacijom simvastatina i
ekstrakta rtanjskog ¢aja, 28. dana ogleda imala je statisti¢ki znacajno niZze vrednosti AST u

odnosu na kontrolnu grupu.

Vrednosti alanin aminotransferaze u serumu (ALT), prikazane su u tabeli 30, na
pocetku, 14. i 28. dana ogleda, kod kontrolne grupe Zzivotinja i zivotinja koje su dobijale
hranu obogacéenu lipidima, i koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg,
simvastatin 10 mg/kg, ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10

mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.
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Tabela 30. Vrednosti alanin aminotransferaze (ALT), (U/I) u grupi Zzivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu
lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

ALT ConS ConChol SimChol RtéChol SimRt¢Chol
un
TO 48,75+3,60Y | 46,75+0,97 | 53,50+3,00%Y:2 | 42,00+1,10 46,50+4,22

T14 47,00+£5,90¢ | 35,75+1,32 | 53,25+£3,87*¥:? | 40,25+3,54 43,40+6,53

T28 44,40+2,06 45,50+4,58 | 56,40+2,06™ Y% | 49,40+2,87 47,40+4,50

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogac¢enu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, SimRt¢Chol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na ConChol,

Yp<0,05 u odnosu na Rt¢Chol,

?p<0,05 u odnosu na SimRt&¢Chol.

Na pocetku ogleda, kontrolna grupa zivotinja je imala statisticki znacajno vise
vrednosti alanin aminotransferaze (ALT) u odnosu na grupu zivotinja koja je dobijala hranu
obogacenu lipidima, i koja je tretirana ekstraktom rtanjskog ¢aja. Kontrolna grupa zivotinja i
grupa zivotinja koja je dobijala hranu obogacenu lipidima, i koja je tretirana sa simvastatinom
imala je statisticki zna¢ajno vise vrednosti alanin aminotransferaze (ALT) u odnosu na grupu
koja je dobijala fiziolski rastvor, ekstrakt ratnjskog c¢aja i kombinaciju simvastatina i
ekstrakta rtanjskog caja.

Cetrnaestog dana ogleda, aktivnost alanin aminotransferaze (ALT) u serumu
kontrolnih zivotinja je bila statisticki znacajno ve¢a u odnoSu na grupe Zivotinja koje su
dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su tretirane fizioloskim rastvoromGrupa Zivotinja
koja je dobijala hranu obogacéenu lipidima, i koja je dobijala simvastatin, ima statisticki
znacajno vecu aktivnost alanin aminotransferaze (ALT) serumu u odnosu na grupe koje su
dobijale, fizioloski rastvor, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta
rtanjskog ¢aja.

Grupa zivotinja koja je dobijala hranu obogaéenu lipidima, a koja je tretirana

simvastatinom, na kraju ogleda, pokazala je statisticki znacajno visu aktivnost alanin
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aminotransferaze (ALT) u odnosu na kontrolnu grupu i grupe zivotinja koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima, i koje su uz to dobijale fizioloski rastvor, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Vrednosti alkalne fosfataze u serumu (ALP), su prikazane u tabeli 31, na pocetku, 14.
I 28 dana ogleda, kod kontrolne grupe Zivotinja i zivotinja koje su dobijale hranu obogaéenu
lipidima, i koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg,
ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog
¢aja 500 mg/kg.

Tabela 31. Vrednosti alkalne fosfataze (ALP), (U/l), u serumu, u grupi Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama Zzivotinja koje su dobijale hranu obogacenu
lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

ALP | ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol
un

TO | 380,40+41,74 | 399,40+47,51 | 388,50+20,65 | 466,00+55,70"Y | 361,25+17,92
q

T14 | 332,40+33,93 | 267,25+17,97 | 364,00+21,68* | 328,25+64,22 298,75+55,00

T28 | 263,40+15,79 | 355,25+48,75" | 350,75+10,24" | 410,25+40,63™* | 316,25+27,64
Y. q

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogac¢enu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog c¢aja, SimRt¢Chol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

“p<0,05 u odnosu na Cons,

*p<0,05 u odnosu na ConChol,

¥p<0,05 u odnosu na SimChol,

?p<0,05 u odnosu na Rt¢Chol,

9p<0,05 u odnosu na SimRt¢Chol.

Na pocetku ogleda, vrednosti alkalne fosfataze (ALP) su bile statisti¢ki znacajno vise
u grupi zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima i koje su dobijale ekstrakt
rtanjskog ¢aja u odnosu na kontrolnu grupu i grupe koje su dobijale simvastatin i kombinaciju

simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.
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Grupa zivotinja koja je dobijala hranu obogacenu lipidima, i koja je dobijala
simvastatin, 14. dana ogleda, ima statisti¢i znacajno vecu aktivnost alkalne fosfataze (ALP) u
serumu, u odnosu na grupu koja je dobijala fizioloski rastvor.

Grupe zivotinja koje su dobijale hranu obogaéenu lipidima, i koje su tretirane
fizioloskim rastvorom, simvastatinom i ekstraktom rtanjskog ¢aja, nakon 28. dana tretmana
imale su znacajno viSe vrednosti ALP u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. Grupa zivotinja
sa indukovanom hiperlipidemijom koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja, imala je statisticki
znacajno vise vrednosti ALP u poredenju sa zivotinjama koje su dobijale hranu obogacenu
lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin i kombinaciju simvastatina i

ekstrakta rtanjskog caja.

Vrednosti ukupnog bilirubina u serumu su prikazane u tabeli 32, na pocetku, 14. i 28.
dana ogleda, kod kontrolne grupe zivotinja i zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu
lipidima, i koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg,
ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog
¢aja 500 mg/kg.

Tabela 32. Vrednosti ukupnog bilirubina u serumu, (umol/L), u grupi Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacéenu
lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Ukupni ConS ConChol SimChol RtéChol SimRté¢Chol
bilirubin

(umol/L)

TO 2,08+0,13 2,17+0,12% 2,28+0,15* | 1,78+0,52 1,55+0,42
T14 1,70+0,38 1,10+0,19"*¥:2 | 2,03+0,12 2,08+0,16 1,934+0,51
T28 2,05+0,04 2,10+0,30 1,82+0,26 2,12+0,18 2,26+0,05*

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja, SimRt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na SimChol,

Yp<0,05 u odnosu na Rt¢Chol,

?p<0,05 u odnosu na SimRt&¢Chol.
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Na pocetku ogleda, vrednosti ukupnog bilirubina u serumu su bile statsiti¢ki znacajno
viSe u grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su uz to dobijale
simvastatin i ekstrakt rtanjskog ¢aja u odnosu na grupu koja je dobijala kombinaciju
simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Vrednosti ukupnog bilirubina u serumu, nakon ¢etrnaestodnevnog tretmana su bile
statsiticki znacajno viSe U grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i
koje su dobijale simvastatin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta
rtanjskog ¢aja u odnosu na grupu zivotinja koja je dobijala hranu obogacenu lipidima i
fizioloski rastvor.

Na kraju ogleda, grupa zivotinja koja je dobijala hranu obogacenu lipidima, i koja je
dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja imala je znacajno viSe vrednosti

ukupnog bilirubina u odnosu na grupu zivotinja koja je dobijala simvastatin.

Vrednosti direktnog bilirubina u serumu su prikazane u tabeli 33, na pocetku, 14. i 28.
dana ogleda, kod kontrolne grupe Zivotinja i zivotinja koje su dobijale hranu obogaéenu
lipidima, i koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg,
ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog
¢aja 500 mg/kg.

Tabela 33. Vrednosti direktnog bilirubina u serumu, (umol/L), u grupi Zivotinja tretiranih
fizioloskim rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacéenu
lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Direktni ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol
bilrubin

(umol/L)

TO 0,38+0,15 0,35+0,05 0,33+0,05 0,35+0,05 0,38+0,08
T14 0,18+0,10 0,35+0,05" 0,30+0,06 0,28+0,08 0,35+0,08"
T28 0,37+0,15 0,40+0,06 0,38+0,07 0,30+0,06 0,40+0,13

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja, SimRt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

*p<0,05 u odnosu na ConS.
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Na pocetku ogleda, nisu zabeleZene znaCajne razlike u vrednostima direktnog
bilirubina izmedu ispitivanih grupa zivotinja.

Vrednosti direktnog bilirubina u serumu, nakon cetrnaestodnevnog tretmana su bile
statsiticki znacajno viSe U grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i
koje su dobijale fizioloski rastvor i kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u
poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja.

Na kraju ogleda, nisu zabeleZene znacajne razlike u vrednostima direktnog bilirubina

izmedu ispitivanih grupa Zivotinja.

6.3.6. Parametri bubrezne funkcije

Vrednosti uree u serumu su prikazane u tabeli 34, na pocetku, 14. i 28. dana ogleda,
kod kontrolne grupe Zivotinja i zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su
dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg, ekstrakt rtanjskog caja
500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500 mg/kg.

Tabela 34. Vrednosti uree u serumu, (mmol/L), u grupi zivotinja tretiranih fizioloskim
rastvorom (kontrola) i grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacéenu lipidima, i koje
su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju simvastatina

i ekstrakta rtanjskog caja.

Urea ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol
(mmol/L)

TO 6,65+0,35 | 9,02+0,54"*¥:2 | 8,02+0,49™Y 6,73+0,24 7,36+0,48
T14 7,05+0,47 | 10,050,621 | 9,10+0,24" 8,78+0,32" 9,07+1,24"
T28 7,57+0,26 |9,18+0,25"*Y:2 | 8,26+0,20" 8,10+0,57 8,03+0,29

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog c¢aja, SimRt¢Chol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na SimChol,

¥p<0,05 u odnosu na Rt¢Chol,

?p<0,05 u odnosu na SimRt¢Chol.
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Na pocetku ogleda, koncentracija uree u serumu, je bila statisticki znacajno veca u
grupi zivotinja koje su dobijale hranu obogacéenu lipidima i dobijale fizioloski rastvor u
odnosu na kontrolnu grupu i grupe koje su dobijale simvastatin, ekstrakt rtanjskog Caja i
kombinaciju simvastaina i ekstrakta rtanjskog ¢aja. Grupa Zivotinja sa koja je dobijala hranu
obogacenu lipidima, i koja je dobijala simvastatin imala je statisticki znaajno visu
koncentraciju uree u odnosu na kontrolnu grupu i grupu koja je dobijala ekstrakt rtanjskog
¢aja.

Cetrnaestog dana, koncentracija uree je bila statisticki zna¢ajno veéa U grupama
zivotinja sa koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje su dobijale fizioloski rastvor,
simvastatin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja u
odnosu na kontrolnu grupu. Grupa zivotinja koja je dobijala hranu obogacéenu lipidima, i koja
je dobijala fizioloSki rastvor imala je statistiCki znafajno viSe vrednosti uree U odnosu na
grupu zivotinja koje su dobijale ekstrakt rtanjskog ¢aja.

Na kraju ogleda, koncentracija uree u serumu, je bila statisticki znacajno veéa u
grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, a koje su dobijale fizioloski
rastvor i simvastatin u odnosu na kontrolnu grupu. U grupi zivotinja koja je dobijala hranu
obogacenu lipidima, i koja je dobijala fizioloski rastvor zabeleZena je statisticki znacajno visa
koncentracija uree u odnosu na grupe koje su dobijale simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

Vrednosti kreatinina u serumu predstavljene su u tabeli 35, na pocetku, 14. i 28. dana
ogleda, kod kontrolne grupe Zivotinja i zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i
koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 ml/kg, simvastatin 10 mg/kg, ekstrakt
rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog ¢aja 500
mg/kg.
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Tabela 35. Vrednosti kreatininina, (umol/L), u grupi Zivotinja tretiranih fizioloskim
rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje
su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju simvastatina

I ekstrakta rtanjskog caja.

Kreatinin | ConS ConChol SimChol RtéChol SimRté¢Chol
(umol/L)

TO 40,40£1,62 | 42,50+1,487 40,33+2,07 41,20+1,47 39,50£2,07
T14 44,50+0,45 | 49,75+1,32" 49,50+2,24" 47,00£2,76 47,33+2,07
T28 37,20+1,47 | 47,80+0,98"*Y? | 42,17+0,98" 42,20+1,94" | 44,33+1,21"

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogacenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, SimRt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na SimChol,

Yp<0,05 u odnosu na Rt¢Chol,

?p<0,05 u odnosu na SimRt&¢Chol.

Koncentracija kreatinina u serumu, 14. dana ogleda, je bila statisti¢ki znacajno veéa u
u grupama koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koja je dobijala fizioloski rastvor i
simvastatin, u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja.

Na kraju ogleda, koncentracija kreatinina u serumu, je bila statisti¢ki znacajno veca u
grupama zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipdima, a koje su dobijale fizioloski
rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog
¢aja u odnosu na kontrolnu grupu. U grupi zivotinja koja je dobijala hranu obogacenu
lipidima, i koja je dobijala fizioloski rastvor zabelezena je statisticki znacajno veca
koncentracija uree u odnosu na grupe koje su dobijale simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

Vrednosti mokracne kiseline u serumu su prikazane u tabeli 36, na pocetku, 14. i 28.
dana ogleda, kod kontrolne grupe Zivotinja i zivotinja koje su dobijale hranu obogaéenu
lipidima, i koje su uz to dobijale peroralno fizioloski rastvor 1 mil/kg, simvastatin 10 mg/kg,
ekstrakt rtanjskog ¢aja 500 mg/kg i kombinaciju simvastatina 10 mg/kg i ekstrakta rtanjskog
¢aja 500 mg/kg.

82



Maja Steinbach Doktorska disertacija

Tabela 36. Vrednosti mokracne kiseline (Umol/L) u grupi Zivotinja tretiranih fizioloskim
rastvorom (kontrola) i grupama Zivotinja koje su dobijale hranu obogacéenu lipidima, i koje
su dobijale fizioloski rastvor, simvastatin, ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju simvastatina

I ekstrakta rtanjskog caja.

Mokraéna | ConS ConChol SimChol RtéChol SimRtéChol

kiselina

(umol/L)

TO 66,00+1,10 | 128,50+23,17" | 117,40+7,68™Y: | 94,50+2,86" | 71,75+6,58
Y,z z Z

T14 65,00+2,45 | 74,75+7,00%Y:% | 69,758,232 | 59,25+4,31 | 58,17+4,02

T28 72,00+15,49 | 126,25+7,33"% | 72,67+1,97 66,00+5,55 | 64,80+5,42
Y,z

ConS — kontrolna grupa, ConChol — grupa Zivotinja koja ja dobijala hranu obogaéenu lipidima i koja
je dobijala fizioloski rastvor, SimChol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu obogacéenu lipidima i
koja je dobijala simvastatin, Rt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu oboga¢enu lipidima i
koja je dobijala ekstrakt rtanjskog Caja, SimRt¢Chol — grupa zivotinja koja ja dobijala hranu
obogacenu lipidima i koja je dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja.

*p<0,05 u odnosu na ConsS,

*p<0,05 u odnosu na SimChol,

Yp<0,05 u odnosu na Rt¢Chol,

?p<0,05 u odnosu na SimRt¢Chol.

Na pocetku ogleda, grupe zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima, i koje
su uz to dobijale fizioloski rastvor i simvastatin imale su znacajno vise vrednosti mokraéne
kiseline u odnosu na kontrolnu grupu i hiperlipidemi¢ne zivotinje koje su dobijale ekstrakt
rtanjskog ¢aja i kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja. Grupa zivotinja koja je
dobijala hranu obogaéenu lipidima, a koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja, imala je
znacajno vise vrednosti mokraéne kiseline u odnosu na kontrolnu grupu i grupu koja je
dobijala kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog Caja.

Vrednosti mokraéne kiseline u serumu, 14. dana ogleda, su bile statisticki znacajno
vise u grupama koje su dobijale hranu obogacenu mastima, i koje su dobijale fizioloski
rastvor u odnosu na kontrolnu grupu i grupe koje su dobijale ekstrakt rtanjskog caja i
kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog ¢aja. Grupa Zivotinja koja je dobijala hranu
obogacenu lipidima, a koja je dobijala simvastatin, imala je znacajno vise vrednosti mokrac¢ne
kiseline u odnosu na koje su dobijala ekstrakt rtanjskog caja i kombinaciju simvastatina i

ekstrakta rtanjskog caja.
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Na kraju ogleda, vrednosti mokra¢ne kiseline u serumu, su bile znacajno vise u grupi
zivotinja koja dobijala hranu obogacenu lipidima, i koja je uz to dobijala fizioloski rastvor u
odnosu na kontrolnu grupu i grupe koje su dobijale simvastatin, ekstrakt rtanjskog ¢aja i

kombinaciju simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja.

6.4. Histoloska analiza tkiva aorte, pankreasa i jetre kod Zivetinja sa indukovanim
dijabetesom i zZivotinja koje su dobijale hranu obogaéenu lipidima

6.4.1. Histoloske karakteristike ise¢aka aorte kod Zivotinja koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima

Histoloska analiza iseaka ushodnog dela aorte uzorkovanog kod jedinki iz svih
ispitivanih grupa nije ukazala na svetlosnom mikroskopijom vidljive promene. Prost plocast
epitel koji je gradio tunicu intimu bio je pravilan be vidljivin degenerativnih promena.
Sredi$nji deo zida aorte, tunicu mediu cinilo je elasticno vezivno tkivo, pravilnih lamela bez
vidljivih penusavih makrofaga. Spoljasnja, tunica adventitia je bila uobic¢ajenih karakteristika
i saCinjena od rastresitog vezivnog tkiva. Na osnovu svega gore iznetog mozemo reéi da
tretman zivotinja ishranom obogac¢enom lipidima nije doprineo, u ovom vremenskom roku,

do mikroskopskih promena vidljivih svetlosnom mikroskopijom (slika 8 a-e).

6.4.2. Histoloske karakteristike ise¢aka jetrenog tkiva kod Zivotinja koje su dobijale
hranu obogacenu lipidima

Histoloskom analizom isecaka tkiva jetre kontrolne grupe jedinki potvrdena je
ofuvanost pravilne citoarhitektonske grade i rasporeda hepatocita kao i njihovih
citoplazmatskih karakteristika. U svim eksperimentalnim grupama koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima urpkos ocuvanosti citoarhitektonske grade ipak su uocene promene u
citoplazmi hepatocita. One su se karakterisale balonizacijom citoplazme i pojavom
naglasenog crteZa bazofilnog karaktera koji odgovara depoima glikogena. Najveéi intenzitet
promena je uocen U grupi koja je bila na ishrani obogaéenoj lipidima i dobijala fizioloski
rastvor ali promene sli¢nog intenziteta mogle su se uociti i u grupama masni/simvastatin kao i
u grupi koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja. Nesto manji stepen balonizacije sa ve¢im

akcentom na povecanje intracitoplazmatskih depoa glikogena mogao se wuociti U
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eksperimentalnoj grupi koja je bila na ishrani obogacenoj lipidima i dobijala kombinaciju
simvastatina i ekstrakta rtanjskog caja (slika 8 a-e)

kontrola ) masni/fiziolo3ki rastvor masni/simvastatin masni/rtanjski ¢aj masni/rtanjski ¢aj/ simvastatin
¥, g ¥ e >

jetra (I_’AS)

=
S
¥
=
s
S,
g
o
T

jetra (anti-CYP450)

Slika 8. Histoloske karakteristike isecaka aorte i jetre
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6.4.3. Histoloske karakteristike ise¢aka iz pankreasa kod Zivotinja sa indukovanim
dijabetesom

Histoloskom analizom pankreati¢nog tkiva kontrolne grupe potvrdena je pravilnost u
gradi i broju Langerhansovih ostrvaca. Kod svih ostrvaca, koja su u proseku bila pre¢nika
oko 250 um mogao se jasno uociti venac periferno organizovanih alfa éelija kao i centralno
lokalizovane beta celije. Sa druge strane u grupi jedinki kojoj je indukovan samo dijabetes
melitus bez ikakvog tretmana, ostrvca su bila vidno narusene strukture i grade. Naime,
najveci broj ostrvaca je bio pre¢nika oko 100-150 um sa ¢elijskom strukturom koju su €inile
dominantno samo alfa celije. U eksperimentalnim grupama gde je dijabetes indukovan
streptozotocinom, a primenjen metformin, ekstrakt rtanjskog caja ili zajedno ekstrakt
rtanjskog ¢aja i metformin uoCavaju se regeneratorne promene unutar Langerhansovog
ostrvca. Naime, sama ostrvca su vidno veceg dijametra a pored rubno orijentisanih alfa ¢elija
centralno se uocavaju celije nesto svetlije citoplazme, velikog euhromati¢nog jedra i
prominentnog nukleolusa. Ove ¢elije odgovaraju trensdiferenciranim alfa ¢elijama u pravcu

beta celija sa naglasenom Sintetskom aktivnoscu (slika 9 a-e).

6.4.4. Histoloske karakteristike ise¢aka jetrenog tkiva kod Zivotinja sa indukovanim
dijabetesom

Histoloska analiza iseCaka jetre kod kontrolnih i jedinki sa dijabetesom indukovanim
streptozotocinom ukazala je na odsustvo promena unutar jetrenog parenhima. Kod svih
jedinki uocena je ocuvanost pravilne citoarhitektonske grade i rasporeda hepatocita.
Citoplazmatske karakteristike hepatocita su bile uobicajenih karakteristika bez vidljivih

odstupanja od pravilne grade (slika 9 a-e).
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kontrola dijabetes/fizioloski rastvor dijabetes/metformin dijabetes/rtanjski ¢aj dijab rtanjski ¢aj/metformin

jetra (H&E)

pankreas (anti-insulin)

pankreas (anti_—glukagon)

Slika 9. Histoloske karakteristike isecaka pankreasa i jetre
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6.5. Ex vivo antioksidativna aktivnost dejstva ekstrakta rtanjskog ¢aja posle primene
toksi¢ne doze paracetamola

6.5.1. Rezultati biohemijskih ispitivanja

Rezultati aktivnosti alkalne fosfataze aspartat i alanin aminotransferaze u serumu

ispitivanih zivotinja su prikazani u tabeli 37, izrazeni u jedinicama po litru (U/L).

Tabela 37. Aktivnost alkalne fosfataze, aspartat i alanin transaminaze (ALP, AST, ALT,

U/l, x£SD) u serumu pacova tretiranih fizioloskim rastvorom, fizioloskim rastvorom i

toksicnom dozom paracetamola, ekstraktom rtanjskog caja i kombinacijom ekstrakta

Itanjskog caja i toksicne doze paracetamola.

Fiziolo3ki Fizioloski + N Rtanjski ¢aj +
Rtanjski ¢aj
rastvor paracetamol paracetamol
(K) (K+P) (R) (R+P)
ALP (U/l) 293,50+27,83 373,17+42,14" 293,67+49,77Y | 337,17422,84"*Y
ALT (UN) 33,83+2,04 39,67+0,82" 34,6715,47 39,17+1,83"*%
AST (U/) 97,0018,22 105,83+6,65" 100,17+5,08 109,17+2,79"%

*p<0,05 u odnosu na kontrolu,
*p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu ekstaktom rtanjskog ¢aja,
Yp<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fizioloSkim rastvorom i toksi¢nom dozom paracetamola.

Primena toksi¢ne doze paracetamola u grupi pretretiranoj fizioloskim rastvorom dovela

je do statisticki znaajnog povecanja aktivnosti alkalne fosfataze (ALP), alanin
aminotransferaze (ALT) i aspartat aminotransferaze (AST) u serumu pacova u poredenju sa
kontrolom.

Aktivnosti alkalne fosfataze (ALP), alanin aminotransferaze (ALT) i aspartat
aminotransferaze (AST) u serumu pacova kojima je pre toksi¢ne doze paracetamola dat
ekstrakt rtanjskog ¢aja, statisti¢ki je znacajno visa u odnosu na kontrolnu grupu i grupu koja
je tretirana samo ekstraktom rtanjskog ¢aja.

Aktivnost aktivnosti alkalne fosfataze (ALP) u serumu pacova koji su pre toksi¢ne doze
paracetamola dobijali ekstrakt rtanjskog caja, statisticki je znacajno niza u odnosu na grupu

koja je tretirana fizioloskim rastvorom i toksi¢nom dozom paracetamola.
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Rezultati aktivnosti gamaglutamil transaminaze i direktnog bilirubina u serumu

ispitivanih zivotinja su prikazani u tabeli 38.

Tabela 38. Koncentracija gamaglutamil transferaze i direktnog (konjugovanog) bilirubina, u
serumu pacova tretiranih fizioloskim rastvorom, fizioloskim rastvorom i toksicnom dozom

paracetamola, ekstraktom rtanjskog caja i kombinacijom ekstrakta rtanjskog caja i toksicne

doze paracetamola.

Fizioloski Fiziolo$ki + v Rtanjski ¢aj +
Rtanjski Caj
rastvor paracetamol paracetamol
(K) (K+P) R) (R+P)
Gamaglutamil 0,83+0,41 1,83+0,41° 1,08+0,49Y 1.67+0,52 "%
transferaza
(ufn

Direktni 0,17+0,05 0,37+0,05* 0,27+0,05™Y 0,28+0,04 Y
bilirubin
(umol/L)

*p<0,01 u odnosu na grupu tretiranu fiziolo§kim rastvorom,

*p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu ekstraktom rtanjskog ¢aja,

Yp<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fizioloskim rastvorom i toksi¢nom dozom paracetamola,
?p<0,01 u odnosu na grupu tretiranu fizioloSkim rastvorom.

Primena toksi¢ne doze paracetamola dovela je do statisticki znacajnog povecanja
gamaglutamil transferase i direktnog bilirubina u serumu pacova tretiranih fizioloskim
rastvorom i toksi¢nom dozom paracetamola u poredenju sa kontrolom.

Koncentracija gamaglutamil transferaze u serumu pacova tretiranih kombinacijom
toksicne doze paracetamola i ekstraktom rtanjskog caja statisticki je znacajno visa U
poredenju sa koncentracijom kod grupe tretirane fizioloskim rastvorom i grupe tretirane
ekstraktom rtanjskog caja. lako je koncentracija gamaglutamil transferaze u serumu pacova
tretiranih kombinacijom toksi¢ne doze paracetamola i fizioloskog rastvora visa u odnosu na
grupu koja je pre paracetamola dobijala ekstrakt rtanjskog c¢aja, razlika nije statisticki
znacajna.

Aktivnost direktnog bilirubina u grupi zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog
¢aja i grupe koja je pre toksi¢ne doze paracetamola tretirana ekstraktom rtanjskog caja
statisticki je znacajno niza U odnosu na kontrolnu grupu i grupu Kkoja je pre paracetamola

dobijala fizioloski rastvor.
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lako je koncentracija direktnog bilirubina u serumu pacova tretiranin kombinacijom
toksicne doze paracetamola i fizioloskog rastvora visa u odnosu na grupu koja je pre

paracetamola dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja, razlika nije statisticki znacajna.

U tabeli 39 su prikazani rezultati koncentracije uree (mmol/L), kreatinina (umol/L) i

mokracne kiseline (umol/L) u serumu ispitivanih zivotinja.

Tabela 39. Koncentracija uree (mmol/L), kreatinina (umol/L) i mokracne kiseline (umol/L) u
serumu pacova tretiranih fizioloskim rastvorom, fizioloskim rastvorom i toksicnom dozom
paracetamola, ekstraktom rtanjskog caja i kombinacijom ekstrakta rtanjskog caja i toksicne

doze paracetamola.

Fizioloski Fizioloski + Rtanjski ¢aj Rtanjski ¢aj +
paracetamol paracetamol
(K) (K+P) (R) (R+P)
Urea (mmol/L) 7,20+0,15 7,42+0,33" 7,25%0,29 7,35+0,59
Kreatinin 38,17+1,17 39,67+0,82" 36,50+0,55™Y 36,00+2,10 Y
(umol/L)
Mokraéna 67,00+4,94 80,00+3,52" 79,00+2,61" 79,33+10,33"
kiselina
(umol/L)

*p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fiziologkim rastvorom,
Yp<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fizioloskim rastvorom i toksi¢cnom dozom paracetamola.

Koncentracija uree, bila je statisticki znacajno visa kod grupa zivotinja koje su
tretirane fizioloSkim rastvorom i toksi¢cnom dozom paracetamola u odnosu na kontrolu.

Koncentracija kreatinina bila je statisticki znacajno visa kod grupa zivotinja koje su
tretirane fizioloSkim rastvorom i toksi¢nom dozom paracetamola u odnosu na kontrolu.
Koncentracija kretainina bila je statisti¢ki znacajno niza kod grupa koje su dobijale ekstrakt
rtanjskog ¢aja i kombinaciju ekstrakta rtanjskog ¢aja i toksi¢éne doze paracetamola u odnosu
na grupu zivotinja koje su tretirane fizioloskim rastvorom i toksi¢nom dozom paracetamola.

Koncentracija mokraéne kiseline je bila statisticki znacajno visa kod grupa tretiranih
fizioloskim rastvorom i toksiénom dozom paracetamola, ekstraktom rtankskog caja i
kombinacijom ekstrakta rtanjskog ¢aja i toksi¢ne doze paracetamola u odnosu na kontrolnu

grupu koja je dobijala samo fizioloski rastvor.
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6.5.2. Rezultati odredivaja pokazatelja oksidativnog stresa u homogenatima tkiva

6.5.2.1. Intenzitet lipidne peroksidacije

Intenzitet lipidne peroksidacije u grubom homogenatu jetre, Zzivotinja ispitivanih
zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom, fizioloskim rastvorom i toksi¢nom dozom
paracetamola, ekstraktom rtanjskog caja i kombinacijom ekstrakta rtanjskog Caja i toksi¢ne

doze paracetamola su prikazani u tabeli 40.

Tabela 40. Odredivanje aktivnosti lipidne peroksidacije (nmol malondialdehida/mg proteina,
prikazani kao aritmeticka sredina £ SD) u grubom homogenate jetre, ispitivanih Zivotinja
tretiranih fizioloskim rastvorom, fizioloskim rastvorom i toksicnom dozom paracetamola,
ekstraktom rtanjskog caja i kombinacijom ekstrakta rtanjskog caja i toksicne doze

paracetamola.

Fizioloski FizioloSki + Rtanjski ¢aj Rtanjski ¢aj +
rastvor paracetamol (R) paracetamol
(K) (F+P) (R+P)
Aktivnost
lipidne
peroksidacije 0,24+0,020 0,45+0,060" 0,27+0,020% 0,27+0,020%
(nmolMDA/mg

proteina)

*p<0,05 u odnosu na kontrolu,
*p<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fizioloSkim rastvorom pre toksi¢ne doze paracetamola.

Grupa zivotinja koja je pre toksi¢ne doze paracetamola tretirana fizioloSkim
rastvorom pokazala je statisticki znacajno visu aktivnost lipidne peroksidacije u odnosu na
kontrolnu grupu.

Aktivnost lipidne peroksidacije kod grupe zivotinja koja je pre toksi¢ne doze
paracetamola tretirana ekstraktom rtanjskog caja je statisticki znacajno niza u odnosu na

grupu zivotinja koja je pre toksi¢ne doze paracetamola dobijala fizioloski rastvor.

6.5.2.2. Aktivnost enzima katalaze (CAT)

Rezultati odredivanja aktivnosti katalaze (CAT) u grubom homogenatu jetre, zivotinja

tretiranih fizioloskim rastvorom, fizioloskim rastvorom i toksi¢nom dozom paracetamola,
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ekstraktom rtanjskog c¢aja i kombinacijom ekstrakta rtanjskog caja 1 toksicne doze

paracetamola su prikazani u tabeli 41.

Tabela 41. Odredivanje aktivnosti katalaze (nmol/mg proteina, prikazani kao
aritmeticka sredina = SD) u grubom homogenatu zZivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom,
fizioloskim rastvorom i toksicnom dozom paracetamola, ekstraktom rtanjskog caja i

kombinacijom rtanjskog caja i toksicne doze paracetamola.

Fizioloski Fizioloski + Rtanjski ¢aj Rtanjski ¢aj +
rastvor paracetamol (R) paracetamol
(K) (F+P) (R+P)

Koncentracija
CAT (nmol/mg | 152,11+£30,71 97.65+41,26 133,50+67,49 125,45+44,21
proteina)

Izmedu ispitivanih grupa nije zabeleZzena statisticki znacajna razlika u

koncentracijama katalaze.

6.5.2.3 Aktivnost enzima glutation reduktaze (GR)

Rezultati odredivanja glutation reduktaze (GR) u grubom homogenatu jetre, zivotinja
tretiranih fizioloSkim rastvorom, fizioloSkim rastvorom i toksi¢nom dozom paracetamola,
ekstraktom rtanjskog c¢aja i kombinacijom ekstrakta rtanjskog caja i toksi¢ne doze

paracetamola, su prikazani u tabeli 42.

Tabela 42. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze (nmol/mg proteina, prikazani kao
aritmericka sredina = SD) u grubom homogenate jetre, Zivotinja tretiranih fizioloskim
rastvorom, fizioloskim rastvorom i toksicnom dozom paracetamola, ekstraktom rtanjskog

¢aja i kombinacijom ekstrakta rtanjskog caja i toksicne doze paracetamola.

Fizioloski FizioloSki + Rtanjski ¢aj Rtanjski ¢aj +
rastvor paracetamol (R) paracetamol
(K) (F+P) (R+P)
Koncentracija
GR (nmol/mg | 0,16+0,019 0,10+0,013" 0,13+0,012Y 0,10+0,033
proteina)

*p<0,05 u odnosu na kontrolu,
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Yp<0,05 u odnosu na grupu tretiranu fizioloskim rastvorom pre toksi¢ne doze paracetamola.

Koncentracija glutation reduktaze u grupi koja je tretirana fizioloskim rastvorom i
toksicnom dozom paracetamola pokazuje statisticki zna¢ajno nizu vrednost u odnosu na
kontrolnu grupu.

U grupi zivotinja koja je dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja aktivnost glutation reduktaze
je statisticki znaajno niza u poredenju sa grupom zivotinja koja je tretirana fizioloskim

rastvorom i toksi¢nom dozom paracetamola.

6.5.2.4. Aktvnost enzima superoksid dismutaze (SOD)

Rezultati odredivanja aktivnosti superoksid dismutase (SOD) u grubom homogenatu
jetre, zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom, fizioloSkim rastvorom i toksiénom dozom
paracetamola, ekstraktom rtanjskog caja i kombinacijom ekstrakta rtanjskog Caja i toksi¢ne

doze paracetamola, su prikazani u tabeli 43.

Tabela 43. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze (U/mL, prikazani kao aritmeticka
sredina = SD) u grubom homogenate jetre, Zivotinja tretiranih fizioloskim rastvorom,
fizioloskim rastvorom i toksicnom dozom paracetamola, ekstraktom rtanjskog caja i

kombinacijom ekstrakta rtanjskog caja i toksicne doze paracetamola.

FizioloSki FizioloSki + Rtanjski ¢aj Rtanjski ¢aj +
rastvor paracetamol (R) paracetamol
(K) (F+P) (R+P)
Koncentracija
70,68+3.56 64,85+4,76 68,91+3,03 66,68+5,10
SOD (U/mL)

Izmedu ispitivanin grupa nije zabeleZena statistiCki znaCajna razlika u

koncentracijama superoksid dismutaze.
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6.5.2.5. Histologija

Histoloskim bojenjem na PAS u kontrolnoj grupi i grupi koja je primila samo ekstrakt
rtanjskog caja uocena je kompletna ocuvanost citoarhitektonike jetrenog tkiva. Hepatociti su
bili pravilno aranzirani u vidu Remakovih trabekula koji se radijalno pruzaju od vene
centralis dok su sinusoidalni prostori pravilnog izgleda, neprosireni. Portalni prostori su
korektno pozicionirani bez vidljivih inflamatornih elemenata. Citoplazma hepatocita ovih
grupa bila je uglavnom svetlije boje sa manjom koli¢inom PAS pozitivnih glikogenih granula
u njoj (slika 10 a i slika 10 c). U grupi koja je dobila samo toksi¢nu dozu paracetamola, uz
ocuvanu citoarhitektoniku uocena je naglasena zapaljenska reakcija dominantno prisutna u
portnim prostorima, verovatno nastala kao posledica hepatotoksi¢nog dejstva paracetamola.
U hepatocita centralne zone uocila se nesto veca pozitvnost na glikogene granule (slika 10 b).
U grupi sa pretretmanom ekstraktom rtanjskog ¢aja i potom primenom paracetamola uoc¢ena
je razlika pre svega u pogledu smanjenja broja inflamatornih ¢elija. I u ovoj grupi uocena je
nesto veca akumulacija PAS + glikogena unutar hepatocita (slika 10 d). Primenom anti-lbal
imunohistohemijskog markera koji boji makrofage jetre, tzv. Kupferove ¢elije u kontrolnoj i
grupi koja je dobijala ekstrakt rtanjskog caja mozemo uociti umerenu citoplazmatsku
pozitivnost pomenutih ¢elija lociranih u sinusoidalnim prostorima (slika 10 a i slika 10 c). Sa
druge strane, u grupi koja je dobila samo paracetamol uocava se naglasen periportni i portni
mesSoviti zapaljenski infiltrat limfocita, plazmocita ali i jasno vidljivin Iba pozitivnih
Kupferovih c¢elija (slika 10 b). U grupi koja je dobila paracetamol sa pretretmanom
ekstraktom rtanjskog ¢aja uocen je povecan broj Kupferovih ¢elija u odnosu na kontrolnu
grupu jedinki ali u znatno manjem broju u odnosu na grupu gde je primenjen sam
paracetamol (slika 10 d). Metaboli¢ka aktivnost citohroma P450 koja je identifikovana
antitelom CYP2EL1 bila je o¢ekivano najoskudnija u kontrolnoj grupi jedinki (slika 10 a) a
nes$to naglasenija u grupi koja je primila ekstrakt rtanjskog ¢aja (slika 10 c). Primena
paracetamola dovela je do difuzne aktivnosti ovog enzima u vidu citoplazmatske pozitivnosti
pri imunohistohemijskom bojenju (slika 10 b) dok je sa druge strane u grupi koja je dobila
paracetamol i ekstrakt rtanjskog ¢aja ta pozitivnost bila dominantno vidljiva kod dominantno

pericentralnih hepatocita (slika 10 d).
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kontrolna grupa paracetamol rtanjski ¢aj  rtanjski ¢aj/paracetamol

jetra (PAS)

jetra (anti-Ibal)
&

jetra (anti-CYP450)

Slika 10. Histoloske karakteristike tkiva jetre, skala=100um

95



Maja Steinbach Doktorska disertacija

6.6. Invitro ispitivanja antioksidativne aktivnosti

6.6.1. Sadrzaj ukupnih fenola

Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima rtanjskog caja, izrazeni
kao kao miligrami ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog ekstrakta rtanjskog ¢aja (mg
GAE/g SE) su prikazani u tabeli 44.

Tabela 44. Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih fenola (mg GAE/ g SE u ekstraktima

rtanjskog caja.

Rastvaraci/ Voda Me 50% Me 90% Et 50% Et 90%
Metode

Sadrzaj ukupnih
fenola (mg GAE/ | 1312,23 | 14184 1664,78 “*¥:2 | 1485,57" | 1403,03
g SE)

Me 50%: metanol 50%; Me 90%: metanol 90%; Et 50%: etanol 50%; Et 90%; etanol 90%
“p<0,05 u odnosu na vodu,

*p<0,05 u odnosu na metanol 50%,

Yp<0,05 u odnosu na etanol 50%,

?p<0,05 u odnosu na etanol 90%.

Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima rtanjskog caja Su
izrazeni kao miligrami ekvivalenata galne kiseline po gramu suvog ekstrakta rtanjskog ¢aja
(mg GAE/g SE).

Sadrzaj ukupnih fenolnih komponenata u ispitivanim ekstraktima se kretao u
opsegu 1312,13- 1664,78 mg GAE/g SE. Najmanja vrednost sadrzaja ukupnih fenola
dobijena je u vodenom ekstraktu, a najveca u 90 % metanolnom ekstraktu rtanjskog caja
Sadrzaj ukupnih fenola je statisticki znac¢ajno ve¢i u 90% metanolnom ekstraktu u odnosu
na sve ostale ekstrakte rtanjskog ¢aja (tabela 44), dok je u 50% etanolom ekstraktu veci u

odnosu na vodeni ekstrakt.
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Grafikon 1. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima rtanjskog c¢aja

6.6.2. Sadrzaj ukupnih flavonoida

Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida u ekstraktima rtanjskog caja,
izrazeni kao miligrami ekvivalenata kvercetina po gramu suvog ekstrakta (mg KE/g SE) su

prikazani u tabeli 45.

Tabela 45. Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida (mg KE/g SE), u ekstraktima

rtanjskog caja.

Rastvaraéi/Metode | VVoda Me 50% Me 90% Et 50% Et 90%

Sadrzaj ukupnih
flavonoida (mg | 122,85 224,02 181,07 205,38 167,15
KE/ g SE)

Me 50%: metanol 50%; Me 90%: metanol 90%:; Et 50%: etanol 50%; Et 90%:; etanol 90%
“p<0,05 u odnosu na vodeni ekstrakt.

Sadrzaj flavonoida se kretao se u opsegu od 122,85 do 224,02 mg KE/g suvog
ekstrakta. Najmanja vrednost sadrzaja ukupnih flavonoida dobijena je u vodenom ekstraktu, a
najveca u 50 % metanolnom ekstraktu rtanjskog caja. Sadrzaj ukupnih flavonoida je
statisti¢ki zna¢ajno ve¢i u 50% metanolnom ekstraktu u odnosu na vodeni ekstrakt rtanjskog
Caja (tabela 45).
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Grafikon 2. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima rtanjskog caja

6.6.3. Neutralizacija DPPHe radikala (Radical scavenger capacity- RSC)

Rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti DPPH metodom u ekstraktima

rtanjskog caja su prikazani u tabeli 46.

Tabela 46. Inhibicija DPPH radikala (%) u ekstraktima rtanjskog caja.

Rastvaraéi/Metode | VVoda Me 50% Me 90% Et 50% Et 90%

DPPH (%) 53,64 73,95" 73,54 80,66 70,71

Me 50%: metanol 50%; Me 90%: metanol 90%:; Et 50%: etanol 50%; Et 90%:; etanol 90%
“p<0,05 u odnosu na vodu.

Vrednosti DPPH testa u ispitivanim ekstraktima su se kretale u opsegu 53,64 — 80,66
%. Najmanja vrednost DPPH testa dobijena je u vodenom ekstraktu, a najve¢a u 90%
etanolnom ekstraktu rtanjskog ¢aja. Procenat inhibicije DPPH radikala je statisti¢ki zna¢ajno
vec¢i u 50% metanolnom ekstraktu i 50% etanolnom ekstraktu u odnosu na vodeni ekstrakt

rtanjskog ¢aja (tabela 46).
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Grafikon 3. Vrednost DPPH testa u u ekstraktima rtanjskog caja

6.6.4. Odredivanje sposobnosti neutralizacije NOe radikala

Rezultati odredivanja sposobnosti neutralizacije NO- radikala u ekstraktima rtanjskog
Caja, zasnovanog na spektrofotometrijskom merenju koncentracije generisanih nitritnih jona
su prikazani u tabeli 47.

Tabela 47. Odredivanje sposobnosti neutralizacije NO- radikala (%) u ekstraktima rtanjskog

caja.
Rastvaraci/Metode | Voda Me 50% Me 90% Et 50% Et 90%
Sposobnost
neutralizacije NO- | 58,99 ¥:4 60,37 Y- 54,81 Y4 37,66 44,33Y
radikala (%0)

Me 50%: metanol 50%; Me 90%: metanol 90%:; Et 50%: etanol 50%; Et 90%:; etanol 90%
Yp<0,05 u odnosu na etanol 50%,
9p<0,05 u odnosu na etanol 90%.

Vrednosti neutralizacije NO- radikala u ispitivanim ekstraktima su se kretale u opsegu
37,66 — 60,37 %. Najmanja vrednost neutralizacije NOe- radikala dobijena je u 50%
etanolnom ekstraktu, a najveta u 50% metanolnom ekstraktu rtanjskog ¢aja. Procenat
neutralizacije NO- radikala je statisti¢ki znacajno veé¢i u vodenom, 50% metanolnom i 90%

metanolnom ekstraktu u odnosu na 50% etanolni i 90% etanolni ekstrakt rtanjskog caja
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(tabela 47). Takode, 90% etanolni ekstrakt pokazao veé¢i procenat neutralizacije NO- radikala
u odnosu na 50% etanolni ekstrakt.
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Grafikon 5. Procenat neutralizacije NO+ radikala u ekstraktima rtanjskog caja

6.6.5. Odredivanje redukcione sposobnosti ekstrakta rtanjskog ¢aja FRAP testom
(Ferric Reducing Antioxidant Power)

rezultati odredivanja redukcione sposobnosti ekstrakta rtanjskog ¢aja FRAP testom su
prikazani u tabeli 48.

Tabela 48. Odredivanje redukcione sposobnosti ekstrakta rtanjskog caja FRAP testom

Rastvaracéi/Metode | Voda Me 50% Me 90% Et 50% Et 90%

FRAP 40,77 43,12% 29,59 39,3 217,75

Me 50%: metanol 50%; Me 90%: metanol 90%:; Et 50%: etanol 50%:; Et 90%:; etanol 90%
?p<0,05 u odnosu na metanol 90%,
9p<0,05 u odnosu na etanol 90%.

Redukcioni kapacitet se izrazava brojem FRAP jedinica, gde jedna FRAP jedinica
predstavlja onu koncentraciju ekstrakta koja je dovoljna za redukciju 100 uM Fe3+.

Vrednosti redukcione sposobnosti ekstrakata rtanjskog ¢aja FRAP testom su prikazane
u tabeli 48 i nalazile su se u opsegu 29.59 - 43.12 FRAP jedinica. Najmanji redukcioni
kapacitet pokazao je 90% etanolni ekstrakti, a najveci 50% metanolnom ekstrakt rtanjskog

caja. 50 % metanolni ekstrakt rtanjskog caja je pokazao ve¢e FRAP vrednosti u odnosu na
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Grafikon 6. Vrednost FRAP testa u ekstraktima rtanjskog caja

6.6.6. Odredivanje sposobnosti neutralizacije *OH radikala

Sposobnost neutralizacije *OH radikala (%) u ekstraktima rtanjskog caja je

prikazana u tabeli 49.

Tabela 49. Odredivanje sposobnosti neutralizacije *OH radikala (%) u ekstraktima

rtanjskog caja.
Rastvaraci/Metode | Voda Me 50% Me 90% Et 50% Et 90%
Sposobnost
neutralizacije <OH | 52,739 | 90,4 Y29 | 55611 7,73 7,25
radikala (%0)

Me 50%: metanol 50%; Me 90%: metanol 90%:; Et 50%: etanol 50%:; Et 90%:; etanol 90%
“p < 0.05 u odnosu na vodeni ekstrakt,

Yp < 0.05 u odnosu na etanol 50%,

“p <0.05 u odnosu na metanol 90%,

9p < 0.05 u odnosu na etanol 90%.

Vrednosti neutralizacije *OH radikala su prikazane u tabeli 49 i nalazile su se u
opsegu 7,25 — 90,4 %. Najmanju vrednost neutralizacije *OH radikala pokazao je 50%

etanolni ekstrakti, a najvecu 50% metanolni ekstrakt rtanjskog ¢aja. Vrednosti neutralizacije
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*OH radikala 50% metanolnom ekstraktu su statisticki znacajno veée, nego u svim ostalim
ekstraktima, takode, vrednosti neutralizacije «OH radikala vodenog i 90% metanolnog
ekstrakta su statisticki znacajno vece od 50 % etanolnog i 90% etanolnog ekstrakta rtanjskog

caja.
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Grafikon 7. Vrednosti neutralizacije *OH radikala u ekstraktima rtanjskog caja

6.6.7. Analiza glavnih komponenata (PCA- Principal Component Analysis)
Dobijene sopstvene vrednosti su ukazivale na znacaj prve tri glavne komponente u

grupisanju podataka (slika 11). Posto su njihove vrednosti bile 1.0, fokusirali smo se na

interpretaciju multivarijantnog skupa podataka kroz interakciju izmedu sve tri komponente.
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Slika 11. Multivarijantna analiza odabranih tipova rastvarac¢a. (A) Sopstvene vrednosti
odgovaraju kolic¢ini varijanse koju zadrzava svaka komponenta. (B) PCA grafikon zasnovan
na tipu rastvaraca Koji se Kkoristi za pripremu ekstrakata. (C, D) PCA grafikoni rastvaraca
razli¢itih koncentracija Koris¢enih za ekstrakciju. PCA je uraden na korelacionoj matrici.
Centroidi grupe su predstavljeni ve¢im tackama; elipsa oznacava interval poverenja oko
teziSta grupe. Dim 1, 2, 3, i 4 su zadrzane glavne komponente. cos2 pokazuje doprinos
varijabli u odredivanju date glavne komponente.

Prva i druga glavna komponenta (PC) ¢ine 70,2% ukupne varijacije u skupu podataka
(slika 11 B). Sve testirane grupe su bile razdvojene preko biplota, bilo prvom ili drugom
dimenzijom. Znacajni vektori za razdvajanje grupa u prvoj dimenziji bili su testovi
neutralizacije radikala DPPH, NO, i OH. Posto neki od vektora ocigledno nisu zna¢ajno
doprineli razdvajanju grupa, odlucili smo da iscrtamo tre¢u i Cetvrtu glavnu komponentu
(slika 11 D). Dakle, moze se jasno videti da se najveci doprinos flavonoida pripisuje drugoj
glavnoj komponenti, koja odvaja rastvarate poput etanola i vode od metanola obe
koncentracije (slika 11 C). Kada je u pitanju tre¢a glavna komponeta, FRAP vrednost je
najdominantniji vektor u razdvajanju grupa sirom biplota, zajedno sa ukupnim sadrzajem
fenola (slika 11 D).
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7. DISKUSIJA

Ispitivani ekstrakt biljke Satureja montana L. predstavlja bogat izvor polifenolnih
komponenti, medu kojima je najzastupljenija rozmarinska kiselina (52,1 + 1,04 pg/mg),
pracena manjim sarzajem hlorogenske, p-kumarinske i kafeinske kiseline. Takode su prisutne
I znacajne flavonoidne komponente hiperozid i rutin.

U predasnjim ispitivanjima ekstrakata vrste Satureja, takode je dokazano pisustvo
fenolnih komponenti medu kojima je najzastupljenija rozmarisnka kiselina.

Kremer i saradnici su u svom istrazivanju sastava biljaka Satureja montana L. i
Satureja subspicata, uzgajanih na teritoriji Hrvatske potvrdili da je rozmarinska kiselina
najzastupljenija komponenta obe vrste sa sadrzajem (w/w suve materije) koji se kretao od
1,11% do 3,31% respektivno (40). Pored toga, rozmarinska kiselina je identifikovana medu
Cetiri glavne komponente biljke Satureja montana L. uzgajane u Portugalu sa sadrzajem od
21,19% (80). Etanolni ekstrakt nadzemnih delove biljke Satureja kitaibelii uzgajane na
teritoriji Srbije je takode bogat fenolnim i flavonoidnim komponentama, sa rozmarinskom
kiselenom kao najzastupljenijom (18,30-29,52 mg/g) (81).

Fitohemijska istrazivanja etil acetatnog i n-butanolnog ekstrakta biljke rtanjski ¢aj,
sakupljene u regionu planine Zlatibor, Srbija, pokazala su prisustvo slede¢ih fenolnih
kiselina: hidroksibenzoeve (protokatehinska, siringinska i vanilinska), hidroksicinaminske
(kafeinska, p-kumarinska i ferulinska), njihovih derivata i flavanola ((+) katehin i 2-
epikatehin) (16).

Sposobnost fenolnih jedinjenja da vr$e redukciju skoro svih reaktivnih Kiseonic¢nih i
azotovih vrsta pripisuje se njihovoj hemijskoj strukturi, velikom broju elektron-donorskih
hidroksilnih grupa i sposobnosti rezonancije elektrona u fenolnom jezgru (37, 82). Smatra se
da je sposobnost neutralizacije slobodnih radikala fenolnih jedinjenja i do cetiri puta
efikasnija od askorbinske kiseline ili a-tokoferola (83-85).

Dijabetes melitus je hroni¢ni metabolicki poremecéaj uzrokovan hroni¢nom
hiperglikemijom nastalom usled nedostatka sekrecije i/ili dejstva insulina.. Visoki nivoi
glukoze u krvi koji karakteriSu ovo stanje dovode do mnogobrojnih dijabetesnih
komplikacija. Antioksidativne supstance koje imaju sposobnost neutralizacije slobodnih
radikala, mogu prevenirati nastanak dijabetesne neuropatije i mikrovaskularnih komplikacija

prisutnih kod dijabetesa, inhibicijom reakcije proteinske glikolizacije.
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Supstance koje poseduju antioksidativne osobine ili imaju uklanjanja slobodnih
radikala, mogu dovesti do inhibicije reakcija oksidacije koje su povezane sa proteinskom
glikolizacijom, a koja predstavlja klju¢ni momenat u razvoju dijabetesne neuropatije i
mikrovaskularnih komplikacija prisutnih kod dijabetesa.

U sprovedenom istrazivanju, za indukciju hiperglikemije kod laboratorijskih Zivotinja
koristen je streptozotocin ¢ijom primenom je izazvano zapaljenje i nekroza endokrinog
pankreasa. Streptozotocin je N-nitrozo derivat D-glukozamina koji se Siroko Koristi za
indukovanje eksperimentalnog dijabetesa kod razli¢itih laboratorijskih zivotinja. Prvobitno je
izolovan iz strukture Streptomyces Achromogenes 1960. godine. Vezuje se za GLUT 2
glukozne transportere koji se nalaze na povrSini beta Celija pankreasa i ulazi u iste, gde
stvaranjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta dovodi do osSteCenja celije. Sam streptozotocin
uzrokuje fragmentaciju DNK u ¢elijama Langerhansovih ostrvaca §to dovodi do smanjenja
¢elijskog nivoa nukleotida i povezanih jedinjenja, posebno NAD+. Na ovaj na¢in uzrokovana
je brza nekroza beta ¢elija pankreasa (86).

Interakcija lekova i biljnih preparata jos uvek nije dovoljno ispitana. Njihova
istovremena upotreba moze dovesti do ispoljavanja bilo pozitivnih bilo negativnih fizioloSkih
efekata. U studiji koju su sproveli Gupta i saradnici, a na osnovu dostupnih literaturnih
podataka, o interakcijama biljnih lekova i antidijabetika, zakljuéeno je da biljni lekovi mogu
promeniti faramkokinetiku i farmakodinamiku antidijabetesnih lekova (87). Interakcije
biljnih preparata i hemiskih lekova su veome sloZene i ukljucuju razli¢ite mehanizme
delovanja. Uprkos potencijalu za ispoljavanje nezeljenih efekata, ¢eS¢e se pokazalo da
kombinacije biljaka i antidijabetesnih lekova imaju pozitivne klinicke implikacije jer mogu
dovesti do pojacanih antidijabeti¢kih efekata, potencijalno omogucavajuc¢i smanjenje doze
antidijabesnih lekova, ¢ime se minimiziraju njihovi nezeljeni efekti.

Metformin je jedan od najcesce koris¢enih oralnih antihiperglikemika koji ima vise
mehanizama delovanja. Ovaj lek izmedu ostalog smanjuje resorpciju glukoze iz tankog creva
pa zbog toga ne dovodi do povecanja telesne mase, a takode moze smanjiti i koli¢inu masnog
tkiva u organizmu (88).

Metformin stimuli$e intracelularnu sintezu glikogena delujuci na glikogen sintazu i
povecéava prenosni kapacitet specifi¢nih tipova membranskih transportera za glukozu (GLUT-
1 i GLUT-4). Takode, ima korisne uticaje na metabolizam lipida kod ljudi, nezavisno od

dejstva na glikemiju. To je dokazano pri primeni terapijske doze u kontrolisanim klinickim
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ispitivanjima srednjeg i dugog trajanja: metformin smanjuje koncentraciju ukupnog
holesterola, LDL holesterola i triglicerida u serumu (89).

Nasi rezultati u velikoj meri potvrduju ovu ¢injenicu. Telesne mase dijabetesnih
zivotinja iz grupa koje su tretirane metforminom ili kombinacijom rtanjskog c¢aja i
metformina nisu pokazale porast telesne mase u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja,
odnosno zdrave zivotinje. Dijabeti¢ne zivotinje koje su tretirane samo rtanjskim c¢ajem
pokazale su sa druge strane porast telesne mase u odnosu na zdrave zivotinje koje su tretirane
samo fizioloskim rastvorom, pri ¢emu je ova razlika nakon 7. dana bila statisticki znacajna.
Ovo nas navodi na zakljucak da rtanjski ¢aj ne utiCe na resorpciju glukoze iz tankog creva
sli¢éno metforminu.

Masa jetri u svim grupama Zivotinja koje su imale dijabetes, bez obzira na tretman,
bile su statisticki znacajno vece u odnosu na zdrave zivotinje. Ovakav nalaz je o¢ekivan zbog
odlaganja viska glukoze u masnom tkivu i u jetri.

Rezultati prethodnih ispitivanja ekstrakta rtanjskog caja (Satureja montana L.) na
glikemijski status pacova variraju u zavisnosti od eksperimentalnih uslova izvodenja analize,
kao i od porijekla biljnog materijala.

U nasem istrazivanju, metformin je kod eksperimentalnih zivotinja tokom celokupnog
perioda posmatranja doveo do statisticki znac¢ajnog smanjenje glukoze u krvi u odnosu na
dijabeti¢ne zivotinje koje su primale fizioloski rastvor. Ve¢ smo rekli da metformin ima vise
mehanizama delovanja i upravo smanjenjem resorpcije glukoze iz GIT-a sa jedne strane i
povecanjem osetljivosti perifernih tkiva odnosno povec¢anjem osetljivosti receptora na ciljnim
¢elijama na glukozu sa druge strane moZe da se objasne ovako dobijeni rezultati (88, 89).
Sli¢na situacija se nalazi i kod dijabetesnih Zivotinja Koje su tretirane rtanjskim cajem.
Vrednosti glikemije kod dijabetesnih Zivotinja koje su tretirane samo metforminom i samo
rtanjskim ¢ajem su skoro identi¢ne. To ukazuje da i ekstrakt rtanjskog ¢aja znacajno utie na
smanjenje glikemije. 1z prethodnog smo videli da tretman rtanjskim ¢ajem ne uti¢e na telesnu
masu zivotinja ali da uti¢e na smanjenje glikemije sli¢cno kao i metformin. Zbog toga
mozemo pretpostaviti da rtanjski ¢aj ne uti¢e na smanjenje resorpcije glukoze na nivou GIT-a
pa zbog toga imamo porast telesne mase Zivotinja koje su tretirane ovim ekstraktom, ali da
efekat ispoljava na periferiji povecavaju¢i iskoristljivost glukoze. Takode, moguéi
mehanizam delovanja ekstrakta rtanjskog caja jeste i delovanje na sam pankreas. U prilog
ovoj tezi govori i studija sprovedena od strane Mirazi i saradnika, a koja govori u prilog tome

da stepen sekrecije insulina kod zivotinja kod kojih je dijabetes izazvan streptozotocinom i
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koje su tretirane hidroetanolnim ekstraktom listova biljke Satureja montana L. u dozi od 200
mg/kg znacajno raste u odnosu na dijabeti¢nu grupu zivotinja koja nije primala ovaj ekstrakt
(64). Uzimajuci u obzir da je primena streptozotocina uzrokovala uniStenje  ¢elija pankreasa
oporavku oStecenog tkiva pankreasa od upale i nekroze izazvane dejstvom streptozotocina,
povecavajuci aktivnost superoksid dismutaze i glution peroksidaze, pa je stoga poboljsana
¢elijska stimulacija i obnovljeno tkivo pankreasa (64).

Takode, u studiji na pacovima koju su sproveli Abdolahi i sradnici, zabelezene su
znacajno nize vrednosti glukoze u krvi i triglicerida, kod grupe koja je dobijala etarsko ulje
biljke Satureja Khuzestanica u odnosu na kotrolnu grupu kod koje je dijabetes izazvan
streptozotocinom, a uticaj na snizavanje vrednosti glukoze je pripisan supresiji oksidativnog
stresa (30). Rezultati u okviru naseg istrazivanja pokazali su da su statisicki znacajno nize
vrednosti triglicerida zabelezene u grupi koja je 14. i 28. dana dobijala ekstrakt rtanjskog ¢aja
u odnosu na dijabeti¢cnu grupu koja je dobijala fizioloski rastvor. Takode, nalazimo statisticki
znacajno vise vrednosti triglicerida i u grupi dijabeti¢nih Zivotinja koje su 28. dana tretirane
metforminom u odnosu na zivotinje koje su tretirane ekstraktom rtanjskog ¢aja.
vrednosti triglicerida i LDL holesterola i smanjenja HDL vrednosti, povecavajuéi rizik od
nastanka prevremene ateroskleroze (90). Zabelezeno je da dijabetes melitus povecava i
indekse oksidativnog stresa. Mnogi istraziva¢i su objavili da oksidativni stres, narocito
Kiseoni¢ni slobodni radikali igraju klju¢nu ulogu u razvoju rezistencije na insulin. Zbog toga
mogu da indukuju i stimuli$u druge mehanizme oste¢enja kod dijabetes melitusa. S obzirom
na porast markera oksidativnog stresa u dijabetes melitusu, upotreba antioksidanasa je
korisna u lecenju i smanjenju klini¢kih simptoma dijabetes melitusa i mogu¢noséu njihove
kontrole (91).

Postoji veoma mali broj objavljenih studija u kojima je ispitivan uticaj biljaka iz roda
Satureja na lipidni status. U dosada objavljenim studijama u kojima je ispitivan uticaj biljke
Satureja Khuzestanica postoji nedoslednost u rezultatima koji se odnose na uticaj ove biljke
na lipidni status kod humanih i zivotinjskih modela. Vosough-Ghanbari i saradnici su objavili
rezultate in vivo studije koja je ispitivala uticaj suplementa (tablete) koji je sadrzao 250 mg
suvog lis¢a biljke Satureja Khuzestanica na lipidni status hiperlipidemi¢nih pacijenata koji su
imali dijabetes mellitus tip 2 (92). Nakon 60 dana tretmana preparat biljke Satureja

Khuzestanica doveo je do znacajnog Snizavanja vrednosti ukupnog holesterola, LDL
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holesterola kao i povecanja vrednosti HDL holesterola i ukupne antoksidativne aktivnosti,
dok na vrednosti TG i glikemije nije bilo uticaja (92).

Hafezi i saradnici su ispitivali uticaj vodenoetanolnog ekstrakta biljke Satureja
Khuzestanica na lipidni status pacova sa indukovanim dijabetesom (93). Ekstrakt je
primenjivan u dozi 100 mg/kg u periodu od 30 dana a rezultati su pokazali znacajno
snizavanje vrednosti triglicerida, LDL i VLDL holesterola (93). U istrazivanju sprovedenom
od strane Abdollahi i saradnika potvrden je uticaj S. khuzestanica na snizavanje nivoa
glukoze i triglicerida diabeti¢nih i hiperlipidemi¢nih pacova, uz poboljsanje lipidne
peroksidacije i ukupne antoksidativne aktivnosti, dok na ukupne vrednosti holesterola nije
pokazan efekat (30).

Kada su u pitanju pokazatelji funkcije jetre i bubrega kod Zivotinja kod kojih smo
indukovali dijabetes streptozotocinom nismo uocili znacajnu razliku u aktivnosti ovih
pokazatelja izmedu razlicitih eksperimentalnih grupa.

Hiperlipoproteinemija je metabolicki poremecaj kod koga dolazi do poveéanja nivoa
lipoproteina u krvi, koji je jedan od znacajnih faktora rizika za nastanak ateroskleroze,
mozdanog udara, koronarne bolesti srca i infarkta miokarda. Naj¢esc¢e kori¢ena grupa lekova
za leCenje hiperlipoproteinemije su statini koji inhibiraju HMG-CoA reduktazu, enzim Kkoji
pretvara HMG-CoA u mevalonsku kiselinu, prekursor holesterola, ¢ime dolazi do smanjenja
sinteze holesterola u jetri.

Momtaz i saradnici ukazuju na c¢injenicu da pojedine vrste iz roda Satureja osim
svojih  analgetickih,  antiseptickih,  antibakterijskih,  antivirusnih,  antigljivi¢nih,
antiinflamatornih, antiproliferativnih i mnogih drugih pozeljnih efekata pokazuju i
antihiperlipidemijska svojstva (94). Upotreba flavonoida izolovanih iz biljke Satureja
hortensis kod hiperlipidemi¢nih zec¢eva imala je za rezultat znacajno smanjenje koncentracije
serumskog holesterola u odnosu na grupu koja je dobijala samo holesterol (95). Primenom
etericnih ulja biljke Satureja khuzestanica na pacovima znacajno se smanjila aktivnost
lipidne peroksidacije i time poboljsala ukupna antioksidativna snaga, ¢ime se objasnjava i
efekat snizavanja triglicerida (30). Pored toga, osnovni sastojci pomenute biljne vrste su
izopropranoidi ¢ija aktivnost moze znacajno smanjiti serumske nivoe holesterola. Autori
navode da flavonoidi kojih ima u izobilju u biljkama ovog roda takode potenciraju njihova
antihiperlipidemijska svojstva (4).

Rezultati ove studije su pokazali da koncentracija LDL frakcije holesterola ima

znacajno nize vrednosti u grupama zivotinja kojima je indukovana hiperlipidemija, a koje su
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tretirane ekstraktom biljke Satureja montana u odnosu na hiperlipidemi¢ne zivotinje tretirane
samo fizioloskim rastvorom. EKkstrakt rtanjskog caja nije pokazao pozitivne efekte na
vrednosti HDL frakcije holesterola u poredenju sa ostalim ispitivanim grupama.

Na kraju ogleda, vrednosti indeksa ateroskleroze u grupi Zivotinja koje su dobijale
ekstrakt rtanjskog ¢aja su znacajno nize, U poredenju sa hiperlipidimecnim zivotinjama,
tretiranim fizioloski rastvorom, §to govori u prilog smanjenju ukupnog kardiovaskularnog
rizika kod tih Zivotinja.

Vrednosti parametara pokazatelja funkcije bubrega i jetre: AST, urea, kreatinin i
mokrac¢na kiselina bile su znacajno nize u grupi tretiranoj ekstraktom rtanjskog ¢aja u odnosu
na kontrolnu grupu koja je bila na ishrani obogacenoj mastima, p<0,05.

Druge studije takode govore u prilog antidijabetesnom i antihiperlipidemijskom
dejstvu ove biljke, a autori to najve¢im delom objaSnjavaju sposobno$¢u njenih aktivnih
sastojaka, pre svega katehina, fenolnih kiselina i flavonoida da se suprotstave poremecajima
izazvanim reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (9).

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakta Satureja montana L. sprovedeno je na
pacovima, koris¢enjem paracetamola kao hepatotoksi¢énog sredstva. Toksi¢ne doze
paracetamola proizvode visoke koncentracije N-acetil-p-beznohinon imina, §to rezultira
znac¢ajnom redukcijom redukovanog glutationa u jetri, glavnog endogenog peptida znacajnog
za prevenciju oStecenja tkiva reaktivnim, prooksidativnim jedinjenjima. U ovakvim stanjima
nastaju teski oblici centrilobularne nekroze jetre, prvenstveno zbog ireverzibilnog,
kovalentnog vezivanja prooksidantnog N-acetil-p-beznohinon imina za proteinsku strukturu
hepatocita (96). Rezultati koje smo dobili nisu u korelaciji sa prethodnim istrazivanjem gde je
pretretman metanolnim ekstraktom Satureja macrostema, Lamiaceae (200, 400 i 600 mg/kg),
pre toksi¢na doza CCIl4 smanjio poviSene vrednosti AST, ALT, ALP i povec¢ao nivo HDL
(97). Takode, u jednoj studiji pretretman ekstraktom Satureja montana L. pre toksi¢ne doze
CCL4 pokazuje znacajno nize nivoe AST, ALT i bilirubina (98).

U nasem istrazivanju pretretman ekstraktom Satureja montana L. pokazao je
smanjenje koncentracije ALP u odnosu na grupu koja je dobila paracetamol, medutim ALT,
AST i GGT nisu izmenjeni i statisti¢ki su povecani u poredenju sa kontrolnom grupom
(fizioloski rastvor), §to ukazuje na curenje celija. lako je citoarhitektonizam u histoloskim
uzorcima bio netaknut u svim grupama, u grupama koje su dobijale toksicnu dozu
paracetamola primecena je povisena akumulacija PAS i glikogena, sto ukazuje na oStecenje

¢elijske membrane. Ovaj rezultat je u korelaciji sa propustom povisenog nivoa jetrenih
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enzima koji je nastao usled ostecenja celijskih membrana hepatocita. Pored toga, povecan je
nivo LPk i smanjen GR u grupi koja je dobijala paracetamol, $to ukazuje na smanjeni
antioksidativni kapacitet tkiva jetre, ali je pretretman sa ekstraktom Satureja montana L.
sprecio ovaj efekat toksi¢ne doze paracetamola, vrac¢ajuci nivo antioksidativnih enzima na
nivo kao u grupi tretiranoj samo fizioloskim rastvorom. S obzirom da ekstrakt Satureja
montana L. znac¢ajno smanjuje intenzitet lipidne peroksidacije i potencira aktivnost enzima
antioksidativne zastite, moze se zakljuciti da upotreba ovog ekstrakta Stiti zivotinje od
reaktivnih kiseonic¢nih vrsta i smanjuje efekte izlozenosti oksidativnom stresu.

Uticaj na oksidativno oste¢enje lipida, odnosno intenzitet peroksidacije lipida
procenjen je indirektno kroz koncentraciju malondialdehida, koji je sekundarni proizvod u
ovom procesu. Malondialdehid je glavni reaktivni aldehid koji nastaje kao rezultat
peroksidacije bioloskih membrana koje sadrze polinezasicene masne Kkiseline (94, 99).
Katalaza, kao jedan od najvaznijih enzima u zaStiti organizma od oksidativnog stresa,
pretezno se nalazi u eritrocitima i u jetri. Funkcija CAT je zastita c¢elijskih organela, posebno
mitohondrija, koje su najugrozenije organele usled ¢elijske respiracije (99, 100). U nasim
rezultatima koncentracija katalaze u grupi zivotinja tretiranih ekstraktom Satureja montana
L. pre toksi¢ne doze paracetamola je veca u poredenju sa grupom Kkoja je tretirana fizioloskim
rastvorom pre toksi¢ne doze paracetamola, ali nije bilo statistickih znac¢ajnih razlika izmedu
grupa. Ovaj rezultat se moze objasniti kratkim trajanjem ogleda u periodu od 7 dana.

Superoksid dismutaza je takode pokazala svoju antioksidativnu aktivnost, jer je
znacajno vecu aktivnost ovog enzima pokazala grupa koja je bila tretirana fizioloskim
rastvorom pre toksi¢ne doze paracetamola u poredenju sa grupom koja je primala ekstrakt
Satureja montana L. pre toksi¢ne doze paracetamola. Mehanizam ovih efekata se objasnjava
¢injenicom da aktivni principi ekstrakta Satureja montana L. spreavaju razvoj svih Stetnih
efekata oksidativnog stresa, na razli¢ite nacine i u razli¢itim tkivima. Uzimaju¢i u obzir da je
ekstrakt Satureja montana L. bogat fenolnim jedinjenjima i flavonoidima, koji su visoko
efikasni hvataci slobodnih radikala, njima mozemo pripisati opS$tu antioksidativnu aktivnost
(101). Medutim, ova ¢injenica ne oObjasnjava U potpunosti rezultate naseg istrazivanja jer
nismo dobili statisti¢ki znacajne rezultate u pogledu aktivnosti katalaze.

Direktni bilirubin u serumu je bio statisticki povisen u grupama tretiranim toksi¢nom
dozom paracetamola u poredenju sa kontrolnom grupom, medutim nivo direktnog bilirubina
je bio statisticki nizi u grupi prethodno tretiranoj ekstraktom Satureja montana L. Ovaj nalaz

doprinosi antioksidativnom potencijalu ekstrakta. U nasoj studiji ispitivana je koncentracija
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uree, kreatinina i mokra¢ne kiseline u serumu kao biomarkera funkcije bubrega. Ovi
biohemijski parametri su povecani u grupi koja je primala paracetamol, ali je ponovljena
upotreba ekstrakta Satureja montana L. sprecila povecanje njihove koncentracije.

Ovo je u korelaciji sa visokim nivoom rozmarinske kiseline koji je izmeren u nasim
ekstraktima koji su pokazali hepatoprotektivne efekte protiv ostecenja jetre izazvanih ugljen-
tetrahloridom kod pacova (102).

Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima ispitivanim u ovoj studiji kretao se u opsegu od
1312,1378 mg GA/g do 1664,78 mg GA/g, dok je sadrzaj ukupnih flavonoida varirao od
122,85 do 224,02 mg QE/g.

Dobijene vrednosti ukupnih fenola u nasem istrazivanju bile su vise od dobijenih
vrednosti iz studija koje su sproveli Lopez-Cobo i saradnici za Satureja montana subsp.
Kitaibelii, (25,82 mg GAE/g) (103), Hajdari i saradnici za metanolni ekstrakt Satureja
montana L. (68,1-102,6 mg CAE/g) (104), Cavar Zeljkovié i saradnici za metanolni ekstrakt
Satureja montana L. (614,7 mg GAE/g) (105), i Serrano i saradnici za etanolni ekstrakt biljke
Satureja montana (111,18 mg GAE/g) (56) i vise od vrednosti koje su objavili Hudz i
saradnici navodeci da se koncentracija TPC za tinkturu Satureja montana kretala od 13,0 -
22,7 mg GAE/g i 26,16 - 45,63 mg rutina/g (106).

Cetkovi¢ i saradnici su prijavili da je ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u etil
acetatnom (969,43 pg CAE/g) i n-butanolnom (1358,14 pg CAE/g) ekstraktu Satureja
montana subsp. Kitaibelii bio zna¢ajno veci nego u vodenom ekstraktu (96,36 ug/g), takode
Gopcevi¢ i saradnici su ispitivanjem biljke Satureja Kitaibelii prijavili vrednosti ukupnih
fenola u opsegu 105.06-195.95 GAE/g (81, 107).

Sadrzaj flavonoida u ekstraktu rtanjskog ¢aja koji je ispitivan u okviru ove studije, bio
je veci od sadrzaja flavonoida u metanolnom ekstraktu biljke S. montana L. (38,3-67,0 mg
CA/g) i veci od sadrzaja flavonoida u etanolnom ekstraktu biljke Satureja kitaibelii 29,18-
44,0 mg Qu/g (81, 104).

DPPH vrednosti koje su bile u opsegu 53,64-80,66% ukazuju da nas$ ekstrakt pokazuje
znacajan antioksidativni potencijal. Najve¢a vrednost DPPH zabelezena je u 50% etanolnom
extraktu. Studija koju su sproveli Cetojevié-Simin i saradnici pokazuje da su n-butanolni,
metanolni i vodeni ekstrakt Saturaja montana L. pokazali odli¢an antioksidativni efekat
prema DPPH metodi, (u koncentracijama 0.20 i 0.30 mg/ml, antioksidatina aktivnost=100%)

(63). Takode, 1 druge studije potvrduju antioksidativni efekat etanolnog ekstrakta Satureja
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montana L. sa DPPH aktivnos¢u od 108,79 ug/ml i Satureja Kitaibelii 71,20 — 125,65 pug/mL
(56, 81).

Polarnost rastvarata ima znacajan uticaj na antioksidativnu aktivnost. Veca
sposobnost inhibicije DPPH radikala u ekstraktu dobijenom nakon maceracije sa alkoholnim
rastvara¢ima U odnosu na vodu moze biti objasnjena ¢injenicom da etanolni rastvaraci lakse
razaraju Celijski zid usitnjene droge, u poredenju sa vodom.

FRAP vrednosti ispitivanog ekstrakta bile su u rasponu od 27,75-43,12 FRAP
jedinica, a najveca vrednost je detektovana u 50% metanolnom ekstrakatu. FRAP vrednosti
Satureja montana L. koje su dobili Serrano i saradnici iznosile su 221,74 i 271,88 mmol Fe/g
za hladne i vruée vodene ekstrakte, respektivno, a za ekstrakt etanola 93,60 mmol Fe/g (56).
U studiji koju su sproveli Gopcevié¢ i saradnici za Satureja Kitaibelii FRAP vrednosti za
etanolni ekstrakt bile su u opsegu 0,74-1,94 mmol Fe/mg, sa najve¢om aktivnoscu za ekstrakt
dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom (81).

Sposobnost neutralizacije hidroksil radikala (OH-) (%) ispitivanog ekstrakta bila je u
opsegu 7,25-90,4 %, a najveca aktivnost je pokazana u ekstraktu pripremljenom sa rastvorom
50% metanola. Nasi rezultati se mogu uporediti sa rezultatima Cetkovi¢ i saradnici za
Satureja montana L. subsp. Kitaibelii ekstrakt sa prijavljenim vrednostima od 42,67 do
100%, pokazali su da se sposobnosti ispitivanih uzoraka da uklone hidroksilne radikale
opadaju slede¢im redosledom: n-butanol>etil acetat>voda>hloroform (107).

Posto su nasi rezultati prvi koji se odnose na odredivanje sposobnost neutralizacije
azot-oksida (NO) (%) u ovoj biljci, dostupnih literaturnih podataka za poredenje nema.

Multivarijantna analiza je pokazala razli¢ita svojstva ispitivanih rastvaraca.
Ocigledno, koncentracija rastvaraa je pokazala da se razli¢iti metaboliti i kapacitet
neutralizacije radikala takode menjaju u zavisnosti od toga da li je za ekstrakciju koris¢eno
50% ili 90% alkohol. Sve u svemu, vodeni ekstrakti su pokazali najmanji antioksidativni
kapacitet. Na osnovu tipa rastvaraca u analizi PCA plota, izbor rastvaraca koji se koristi za
medijum za ekstrakciju ima veliki uticaj na antioksidativni potencijal. Zanimljivo je da 90%
metanolni ekstrakti pokazuju neku sli¢nost sa 50% etanolnim ekstraktima, i oni imaju
tendenciju da se grupisu blizu kao §to se vidi na slici 11 C. Kada je re¢ o 50% metanolnim
ekstrakatima, oni imaju potpuno drugacija svojstva u poredenju sa ostalima. Ovu
koncentraciju karakterise visok kapacitet neutralizacije slobodnih radikala, posebno NO- i
OH' radikala, a takode je karakterise i visok sadrzaj ukupnih fenola. To moze znaciti da bi

prag za efikasnu ekstrakciju antioksidativnih jedinjenja mogao biti nizi nego $to se obi¢no
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misli. Da bi se dodatno potvrdila ova tvrdnja, mozda ¢e biti potrebni dodatni eksperimenti, sa
ciljem da se precizno odredi najefikasniji rastvarac i koncentracija. Bolji antioksidativni
efekat se odnosi na bolju rastvorljivost rozmarinske kiseline u metanolu i etanolu nego u vodi
(108). Pokazalo se da metanolni ekstrakti Satureja hortensis L. imaju farmakoloski vazna
fenolna jedinjenja, posebno rozmarinsku kiselinu istu kao i Satureja montana L. u naSoj
studiji, te je stoga dragocena za farmaceutske i funkcionalne formulacije hrane u cilju
odrzavanja normalnog zdravstvenog stanja ili kao lek kod raznih bolesti izazvanih
oksidativnim stresom (109).

Sama upotreba ekstrakta Satureja montana L. ne utic¢e na aktivnost glikogena niti na
broj tkivnih makrofaga, odnosno Kupferovih celija. S druge strane, sam ekstrakt Satureja
montana L. u manjoj meri izaziva aktivaciju CIP2E1. Uz upotrebu paracetamola i ekstrakta
Satureja montana L., hepatociti su sa znafajno oCuvanom citoarhitektonikom i sa nesto
izrazenom akumulacijom glikogena, Sto je uoceno i u kontrolnoj grupi paracetamola.
Upotreba ekstrakta Satureja montana L. ukazuje na antiinflamatorno dejstvo sa smanjenjem
broja Kupferovih ¢elija u odnosu na grupu koja je dobila toksi¢énu dozu paracetamola. Takode
u poredenju sa grupom koja je dobila paracetamol, ekstrakt Satureja montana L. je izazvao
manji induktivni efekat u smislu CIP2E1. Ovi rezultati sugerisu da ekstrakt Satureja montana
L. ima antiinflamatorno dejstvo, s obzirom na to da smanjuje aktivaciju CIP2E1 i sprecava

indukciju stanja oksidativnog stresa.
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8. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezulta istrazivanja doneli smo Sledece zakljucke:

1. Ispitivani ekstrakt biljke Satureja montana L. predstavlja bogat izvor fenolnih
jedinjenja za koje je dokazana antioksidativna aktivnost. Medu ovim jedinjenjima
najzastupljenija je rozmarinska kiselina. Pored nje u znacajnoj meri prisutne su jo§ i

hlorogena, p-kumarinska i kafeinska kiselina.

2. Ekstrakt biljke Satureja montana L. sli¢no kao i metformin uzrokovao je smanjenje
glikemije kod dijabeti¢nih pacova. Takode, kod dijabeti¢nih pacova, primeceno je statisticki
znacajno smanjenje vrednosti triglicerida u serumu kod zivotinja koje su 28 dana tretirane
ekstraktom biljke Satureja montana L. dok na ostale lipidne frakcije ovaj ekstrakt nije
ispoljio znacajniji uticaj. Kada je u pitanju funkcija jetre, dugotrajni tretman dijabeti¢nih
zivotinja ispitivanim ekstraktom uzrokovao je statisticki znacajano smanjenje vrednosti
ukupnog bilirubina i smanjenje vrednosti AST i direktnog bilirubina koje nije bilo statistic¢ki
znacajno. Na vrednosti ALT i ALP ovaj ekstrakt nije ispoljio nikakav uticaj. Dugotrajni
tretman dijabeti¢nih Zivotinja ekstraktom biljke Satureja montana L. doveo je do statisticki
znacajnog smanjenja vrednosti kreatinina dok na vrednosti uree i mokra¢ne kiseline nije

ispoljio nikakav uticaj.

3. Dvonedeljni tretman ekstraktom biljke Satureja montana L. zivotinja koje su
dobijale hranu obogacenu lipidima statisticki znacajno je smanjio vrednosti ukupnog
holesterola. Vrednosti ukupnog holesterola su i posle 28 dana bile nize kod ovih zivotinja ali
nisu bile statisti¢ki znacajne. Vrednosti LDL holesterola su takode bile statisti¢ki zna¢ajno
manje kao posle kratkotrajnog tako i posle dugotrajnog tretmana zivotinja ovim ekstraktom.
Vrednosti HDL holesterola bile su statisticki znacajno smanjene posle 14 dana tretmana ali
neznatno nize U odnosu na kontrolu grupu zivotinja nakon 28 dana. Uopsteno, indeks
ateroskleroze je bio nizi kod Zivotinja tretiranih ekstraktom biljke Satureja montana L. pri
¢emu je ova razlika tokom dugotrajnog tretmana postala statisti¢ki znacajna. Dugotrajni
tretman zivotinja koje su dobijale hranu obogacenu lipidima ekstraktom biljke Satureja
montana L. uzrokovao je statisticki znacajano smanjenja vrednosti AST dok na ostale

pokazatelje funkcije jetre ovaj ekstrakt nije ispoljio bitnije efekte. Ekstrakt biljke Satureja
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montana L. pozitivno je uticao na funkciju bubrega kod zivotinja koje su dobijale hranu
obogacenu lipidima i doveo je do statisticki zna¢ajnog smanjenja vrednosti uree, kreatinina i

mokracne Kiseline u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

4. Kod primene toksi¢ne doze paracetamola ekstrakt biljke Satureja montana L. ispoljio
je hepato-protektivni, antiinflamatorni i antioksidativni potencijal. Ovaj ekstrakt uzrokovao je
kod zivotinja kod kojih je primenjena toksi¢na doza paracetamola statisticki znacajno
smanjenje vrednosti ALP i direktnog bilirubina kao i smanjenje vrednosti AST, ALT i GGT
koje nije bilo statisti¢ki znacajno. Takode, pokazatelji funkcije bubrega bili su nizi kod
zivotinja koje su prethodno tretirane ekstraktom biljke Satureja montana L., sa vrednostima
kreatinina koje su bile statisticki znac¢ajno nize u odnosu na kontrolu. Enzimi pokazatelji
oksidativnog stresa pokazali su in vivo antioksidativnu aktivnost, odnosno aktivnost lipidne
peroksidaze bila je statisticki znacajno smanjena, dok je aktivnost CAT, GR i SOD bila
povecana ali bez statisticke znacajnosti. Pored toga, pretretman ekstraktom biljke Satureja
montana L. uzrokovao je smanjenje broja inflamatornih celija zajedno sa aktivno$éu enzima
CIP2EL.

5. Koriste¢i analizu glavnih komponenti uoceno je da selekcija rastvaraca ima veliki
uticaj na antioksidativni efekat suvog ekstrakta rtanjskog ¢aja. Trenutni rezultati pokazuju da
suvi ekstrakt rtanjskog ¢aja ima potencijal za suplementaciju antioksidansima sa smanjenjem
efekta na oksidativno oSteenje jetre na zivotinjskom modelu, §to sugeriSe potencijalnu
upotrebu u prirodnim proizvodima bogatim antioksidansima. Potrebno je sprovesti dalja
istrazivanja uzimajuci u obzir izbor medijuma za formulaciju ili novog nosac¢a (poput ¢vrstih

nanocestica lipida) za suvi ekstrakt Satureja montana L..
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Osaj Obpazay uwunu cacmaguu 0eo0 OOKMOpcKe oducepmayuje, 0OOHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEemHUYKo2 npojekma Koju ce opanu na Yuueepsumemy y Hoeom
Caoy. Illonywen Obpazay yxopuuumu uza mekcma OOKMopcKe oucepmayuje,
O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

[Lman Tpermana nojgaraka

Ha3us npojexTa/mcrpaxuBama

YTULLAJ EKCTPAKTA PTAHCKOT YAJA (SATUREJA MONTANA L. (LAMIACEAE)) HA XUNEPT/IMKEMWIY U
XUNEPIUNUAEMWUIY KOA NALLOBA COJA WISTAR

Ha3uB nHCTUTYMje/MHCTUTYIMja Y OKBHPY KOjHX ce CIIPOBOIU HCTPAKMBaH€

a) 3aBoj 3a (apMaKoJIOTHjy, TOKCHKOJOTH]Y M KIMHHYKY (papMakojorujy, MemunuHcKu (akyiTer,
Yuusepsuter y HoBom Cany

6)
B)
Ha3uB nporpama y oKBHPY KOT Ce peajiu3yje HCTPaKHBaH€

JIOKTOpCKe aKa/ieMcKe CTyAnje, MOJIEKyJICKa MeJUIINHA
MemurnHckr QakynreT, Yausep3ureT y Hosom Cany

1. Onuc nmogaraka

1.1 Bpcra cryamje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npukynsajy

CripoBe/ieHO UCTPaXKUBame je 00yXBaTHIIO MPETKIMHIIKO UCTTUTHBAKE edekata

eKCTpaKara pTajbCcKoT Yaja Ha Mojieny naroBa coja WISTAR— yTuiiaj Ha rimkeMujy, Tumnme,
Oroxemujcke apamerape rnmokasareiba QyHKIUje jeTpe u OyOpera Ko 3IpaBUX U )KUBOTHIbA Ca
eKCIepUMEHTAITHO M3a3BaHNM JjabeTecoM, YTHIlaj Ha TIIMKEMU]Y, JUMHIE, ONOXEMH]CKE mapamMmeTape
nokasaresba QyHKIHM]je jerpe U OyOpera Koa 34paBUX M XKUBOTHIbA KOje Cy OMiie Ha UCXPaHU
oboraheHoj TUMUIMMa; aHTHOKCUIATUBHU edekaT — iNn Vitro, eX Vivo; XMCTOoJIOIIKa eBayaluja
edekara.

1.2 Bpcre nonaraka
a) KBAHTUTATUBHH

0) KBJINTAaTUBHU

1.3. Haunn npukynbama nojaraka

a) AHKETEe, YIUTHUIIH, TCCTOBH
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6) KIIMHUYKE IPOLCHE, MCANITUHCKHU 3allUCHU, CJIICKTPOHCKHN 3APAaBCTBCHU 3allMCU

B) TCHOTUIIOBU: HABCCTU BPCTY

F) AIMHUHUCTPATUBHU MMOAAlIN: HABECTU BPCTY

) y30pIIM TKHBA: HAaBECTH BPCTY MAaHKpeac, jerpa, TpOyIIHa aopTa
) cammim, hotorpaduje: HaBecTu BpcTy ¢oTorpaduje XMCTOJOUIKUX Mpenapara

€) TEeKCT, HABECTH BPCTY

) Marla, HaBeCTH BPCTY

3) OCTaJIO: OMHCATU

1.3 ®opmar nopataka, ynorpedsbeHe CKajle, KOJIMYHHA [T0/1aTaKa

1.3.1 YnorpeGsberu copTBep U PopMar AaTOTEKE:
a) Excel ¢ajn, marorexa .XIXs

b) SPSS ajn, garoreka .sav

¢) PDF ¢ajn, naroreka .pdf

d) Tekcr dajn, marorexa .doc

e) JPG ¢ajn, maroreka .jpeg

f) Ocrano, naroreka

1.3.2. bpoj 3ammca (ko KBaHTUTATUBHUX TIOJaTaKa)

a) Opoj Bapujabnu BeJaukH 0poj Bapujadau

0) Opoj Mepema (HCITUTaHUKa, MPOIIeHa, CHUMAaKa 1 CJ1.) BeJIMKH Opoj MepeHja Ha 78
eKCNepUMEHTAJHHUX KUBOTUHja

1.3.3. IlonoBJbEHA MEpEHA
a) n1a

0) He

YKOJIHKO je 0roBOp /1a, OJIrTOBOPUTH Ha ciieaeha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak u3Mel)y MOHOBJBEHUX Mepa je 7 1aHa
0) Bapujabie Koje ce BHIIE ITyTa Mepe OJHOCE CE Ha
B) HOBe Bep3uje (ajlioBa KOju caJpsKe MOHOBJbEHA MEpPEma Cy HMEHOBAHE Kao
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Hanowmene:

Jla au popmamu u cogpmeep omoeyhasajy oemerve u 0y20poyHy 8AIUOHOCH NOOamaxa?
a) Ma
6) He

Axo je 0020680p He, 0Opaznodxcumu

2. [Ipukynibame nmogaTaka

2.1 MeTtopoioruja 3a IpUKyTJbamkhe/TeHEPHCAhE M0/IaTaKa

2.1.1. Y okBHpY KOT UCTPAKUBAYKOT HAIPTA CY MOJAIH MPUKYTIJHEHN ?
a) EKCIIEPUMEHT, HABECTH TUTI  M3Pajia IOKTOPCKe AUcepTaIuje

0) KOpenanroHO HCTPAKHUBALE, HABECTH THIT

I_I) aHaJIM3a TCKCTa, HaBCCTHU THUII

) OCTAJIO, HABECTH ITITa

2.1.2 Hagecmu @pcme MEPHUX UHCIMPYMEHAMA uiu cmanoapoe nooamaxa cneyu@uunux 3a oopelheny
HayuHy oucyuniuny (axo nocmoje).

2.2 KBanuTer nmojiaTaka v CTaHIapIud

2.2.1. Tperman HenocTajyhux momataxka

a) [la iu matpuna cagpxu Hegoctajyhe nogarke? Jla He

AKo je oIroBop 11a, 0AroBOpUTH Ha cieneha nurama:

a) Konuku je 6poj Hemocrajyhux nogaraka?

0) Ja 1 ce KOpUCHHUKY MaTpule Mpernopyyyje 3aMmeHa Henocrajyhux noxataka? Jla He
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B) AKO je 0roBOp Ja, HABECTH CYTeCTHje 3a TPETMaH 3aMeHe HeJOCTajyhnux mogaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIMCaH KBaJUTeT nojaraka? Onucaru

KpaauTer moaaTaka je KOHTPOJHUCAaH NPUMEHOM PASJIUYUTHUX CTATUCTHYKHUX TE€CTOBA,
o0anuBamb-eM eKcTpeMa nopeljermeM ca JIMTepaTypHUM NOAALUMA.

2.2.3. Ha xoju Ha4uH je u3BpIleHa KOHTPOJIA YHOCA MO/IaTaka y MaTpUIly?

KoHnTpona yHoca nogaraka y MaTpuily je u3Beaena nopehemem 1o0ujeHnx nogaraka ca
JINTEPATYPHUM.

3. Tperman nmogaraka u npareha gjokymeHTanuja

3.1. TperMaH u yyBame MojaTaKa

3.1.1. llooauu he dumu denonosanu y Penozumopujymy 00Kmopckux oucepmauuja Ha
Yuueepzumemy y Hoeom Caoy.

3.1.2. URL aopeca https//cris.uns.ac.rs/searchDissertation.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla nu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) Aa
0) a, anu nocne embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axo je 002080p He, Hagecmu paznoe

3.1.5. llooayu Hehie bumu OenoHosanu y peno3umopujym, aiu fie oumu yyearu.

Obpasnooicerve
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3.2 Mertanojanuy 1 JOKyMEHTalWja mojaTaka

3.2.1. Koju crangapa 3a meranoaatke he OuT npumermeH?

3.2.1. HaBectu MeTanomaTke Ha OCHOBY KOjHX CYy ITOJAIH JCTIOHOBAHU Y PEIIO3UTOPH]jYM.

Ako je nompebHo, Hasecmu memooe Koje ce KOpucme 3a npey3umarbe nooamaxd, AHaiumuyKe u
npoyedypanne uHpopmayuje, huUxo80 KOOuparse, 0emdssHe Onuce eapujadau, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja v CTaHAap.IU 32 YyBambe MoJ[araka

3.3.1. 1o xor mepuoza he momanm Outw 9yBaHW y pernozutopujymy? TpajHo

3.3.2. 1a u he momanu 6utn aenonoBanu nox mudpom? Jla He

3.3.3. Jla 1 he mmdpa Outu noctymHa oapehenom kpyry ucrpaxkuada? Jla He

3.3.4. Jla mu ce mogaiy MOpajy YKJIOHATH U3 OTBOPEHOT TPUCTYIIA IIOCJIE U3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

Ob6paznoxuTu

4. be30eHOCT MOJAaTaKa U 3alITHTA MOBeP/bUBUX HHGOpPMAaLHja

Ogaj oxesrak MOPA OuTH nonymeH ako Bally HOJalu YKIbYUyjy JIMYHE OJAaTKE KOjU Ce OJTHOCE Ha
YYECHHMKE y UCTPaXKUBamY. 3a Apyra HCTpaXkrBama Tpeda Takohe pa3MOTPUTH 3AIUTHTY U CUTYPHOCT
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MoJIaTaka.
4.1 dopmaiHu cTaHAApIU 3a CUTYPHOCT HH(pOpMaIIHja/moaTaKa

HctpakuBaun Koju CIpoOBOJIE HCITUTHBAA C JbYANMA MOpajy Aa ce MpUAPKaBajy 3akoHa O 3alITUTH
nonaraka o smu”octu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) u
0)1FOBapajyher I/IHCTI/ITyI_II/IOHaJ'IHOF KOJCKCa 0 aKaIEMCKOM I/IHTel"pI/ITeTy.

4.1.2. ]la nm je ucTpaxkuBame 0100peHo on1 cTpaHe eTuuke komucuje? Ja He
Axo je oaroBop [la, HaBeCcTH JaTyM M Ha3WB €THYKE KOMHCH]jE KOja je 0J00prIIa HCTPaKHBabE

[Iporokon oryena ogodpua je ETnyka komMucHja 3a 3alTUTy J0OPOOUTH OTJICTHUX
KUBOTHIbA YHUBep3uTeTa y HoBom Cany, ogo6peme 6poj 01-90/17-1, 02.10.2015.

4.1.2. la 1 ojiaIy yKJby4yjy JUYHE TIOJaTKe yuecHuKa y uctpaxupamy? Jla He

AKO je 0JIrOBOp J1a, HABEIUTE Ha KOjU HAYMH CTE OCUTYPAIIH MTOBEPJHUBOCT U CUTYPHOCT HH(OpMaIirja
BE3aHUX 3a HUCIIUTAHHUKE:

a) IMoganu HECY Y OTBOPEHOM TIPUCTYITY
0) [Monaru cy aHOHUMHU3HUPAHU
1) Ocrao, HaBeCTH IMTa

5. locTynHOCT moJaTraka

5.1. Ilooayu he 6umu
a) jagno oocmynnu
0) docmynHu camo ycKkom Kpyey ucmpasxcusava y oopehenoj nayunoj ooracmu

y) 3ameopenu

Axo ¢y nooayu 0ocmynHu camo yCKOM Kpyey UCIMpadicueaid, Hagecmu noo KOjum ycioguma Moy 0a ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 00Cmynuu camo YyCKoM Kpyay UCHpaxicuead, Hagecmu Ha KOju HA4uH Mo2y
NPUCIYRUMU NO0AYUMA.
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5.4. Hasecmu nuyenyy noo Kkojom he npuxynmsenu nooayu bumu apxusuparu.

AVTOPCTBO — HEKOMEPIHjAJTHO — J€JIUTH O] HCTHM YCJI0BHMA

6. YJiore u oArOBOPHOCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 81achuka (aymopa) nooamaxa

Maja Hlraju6ax, stajnbah@yahoo.com

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn adpecy ocobe Koja o0paicasa Mmampuyy ¢ nooayuma

Maja Hlraju6ax, stajnbah@yahoo.com

6.3. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje mpucmyn nodayuma opyeum
ucmpasicusawuma

Maja IlITajudax, stajnbah@yahoo.com
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