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Regulacija produkcije labdanskih diterpena u kulturi in vitro Cistus creticus L. i

analiza njihove bioloSke aktivnosti

REZIME

Cistus creticus L. je viSegodiSnja, zbunasta biljka koja nastanjuje suva i topla
podrucja Mediterana. Smolu ove vrste lokalno stanovnistvo Krita sakuplja od davnina
zbog izrazenih aromati¢nih i lekovitih svojstava. Dominantna bioloski aktivna
komponenta smole i izdanaka ove biljke su labdanski diterpeni, dok je koren biljke jos§
uvek nepoznatog sastava. U cilju iznalaZenja optimalnih uslova za produkciju
labdanskih diterpena predmet istrazivanja ove disertacije bio je ispitivanje regulacije
produkcije labdanskih diterpena u biljkama C. creticus gajenim in vitro pod uticajem
razlicitih abiotickih faktora i hranljivih podloga sa variraju¢im sadrzajem razli¢itih
Secera. Uspesno je uspostavljena in vitro kultura biljaka C. creticus na MS medijumu
bez fitohormona, pri ¢emu parametri rastenja i razviéa eksplantata nisu pokazali
znacajne razlike izmedu ispitivanih klonova. Optimalne koncentracije ugljenih hidrata
za rastenje 1 razvice biljaka C. creticus u uslovima in vitro su od 0,03 M do 0,1 M
saharoze i1 glukoze. Histohemijskim analizama listova izdanaka gajenih in vitro je
utvrdeno da kapitatne glandularne trihome tipa Il C. creticus predstavljaju mesto
akumulacije labdanskih diterpena 1 fenolnih jedinjenja. Geneti¢ka transformacija C.
creticus je izvrSena pomocu Agrobacterium rhizogenes A4MT0GUS, pri ¢emu je
uspostavljena kultura transformisanih korenova.

Fitohemijska karakterizacija biljaka C. creticus gajenih in vitro, omogucila je
identifikaciju 1 kvantifikaciju glavnih grupa sekundarnih metabolita (terpena i fenolnih
jedinjenja) koji se u ovim uslovima produkuju. Labdanski diterpeni su dominantna
jedinjenja u izdancima biljaka C. creticus gajenim in vitro, a medu njima su
najzastupljeniji labd-7,13-dien-15-0l 1 labd-7,13-dien-15-0l acetat. Od isparljivih
sekundarnih metabolita najzastupljeniji su monoterpeni 1 seskviterpeni. U
dihlormetanskim ekstraktima eksudata kapitatnih trihoma tipa II najzastupljenije
jedinjenje je labd-7,13-dien-15-0l acetat. U korenovima C. creticus potvrdeno je
prisustvo fenolnih jedinjenja i masnih kiselina, dok labdanski diterpeni nisu detektovani.

Analiza sadrzaja fenolnih jedinjenja ukazala je da su u etanolnim ekstraktima izadanaka



1 korenova prisutna fenolna jedinjenja kao Sto su hininska kiselina, galokatehin 1
katehin.

Nivo ekspresije odabranih gena koji ucestvuju u MEP i MVA biosintetskom
putu se povecavao nakon povrede biljaka gajenih in vitro, ali u ovom periodu nije
zabelezena promena u relativnoj koli¢ini labdanskih diterpena. Tokom procesa
dehidratacije uoceno je znacajno smanjenje nivoa ekspresije gena koji su ukljuceni u
MEP i MVA biosintetski put, dok se u procesu rehidratacije nivo ekspresije vratio na
kontrolni nivo. Tokom procesa dehidratacije/rehidratacije u uslovima in vitro nisu
uocene promene u relativnoj koli€ini labdanskih diterpena. Trend povecanja relativnog
sadrzaja labdanskih diterpena je uocen u izdancima gajenim na medijumu sa 0,1 M
saharozom ili 0,1 M glukozom. Uzimajuéi u obzir i parametre rastenja i razvica
optimalna podloga u smislu najbolje produkcije labadnskih diterpena je MS podloga sa
dodatkom 0,1 M glukoze.

Analizirana je bioloska aktivnost etanolnih ekstrakata izdanaka, transformisanih
i netransformisanih korenova dobijenih u kulturi in vitro. Antioksidativni potencijal
ekstrakata izdanaka i korenova je bio zadovoljavajuéi i u skladu sa koli¢inom ukupnih
fenola 1 flavonoida u njima. Etanolni ekstrakti izdanaka i korenova C. creticus su
pokazali znaCajnu antimikrobnu aktivnost prema osam vrsta bakterija i sedam vrsta
gljiva, a aktivnost potice od labdanskih diterpena 1 fenolnih jedinjenja. Etanolni
ekstrakti izdanaka C. creticus su pokazali citotoksi¢nu aktivnost prema Hela ¢elijama
kancera cerviksa, kao i prema celijama kancera dojke (MDA-MB-453) i melanoma
(FemX). Pokazana citotoksi¢na aktivnost moZe se pripisati labdanskim diterpenima

prisutnim u ekstraktu izdanaka.

Kljuéne reéi: Cistus creticus L., labdanski diterpeni, in vitro kultura, fenolna jedinjenja,
MVA i MEP biosintetski put, antioksidativna aktivnost, antimikrobna aktivnost,

citotoksi¢na aktivnost
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UDK broj: 581.1:582.6(043.3)



Regulation of labdane diterpenes production in Cistus creticus L. in vitro culture

and analysis of their biological activity

ABSTRACT

Cistus creticus L. is a perennial, bushy plant that inhabits mainly dry and warm
areas of the Mediterranean. The resin of this species has been actively collected by the
local inhabitants of Crete since ancient times due to its aromatic and medicinal
properties. The predominant bioactive component of the resin and the shoots of this
plant are labdane diterpenes, while the chemical composition of the roots is still
unknown. In order to find the optimal conditions for the labdane diterpenes production,
the subject of this thesis was to investigate the regulation of labdane-type diterpenes
production in in vitro grown plants of C. creticus, as influenced by various abiotic
factors and growth media with varying content of different carbohydrates. In vitro
culture of C. creticus was successfully established on hormone-free MS medium, and
the parameters of growth and development of explants showed no significant
differences among analyzed clones. Optimal concentrations of carbohydrates for in vitro
growth and development of C. creticus ranged from 0.03 M to 0.1 M sucrose or
glucose. Genetic transformation of C. creticus was performed with Agrobacterium
rhizogenes A4M70GUS and the culture of transformed roots was established.
Regeneration of transformed plants was unsuccessful. Histochemical analysis of the
leaves from in vitro cultured C. creticus shoots showed that labdane diterpenes and
phenolic compounds accumulate in the type II capitate glandular trichomes.

Phytochemical characterization of in vitro grown C. creticus has enabled the
identification and quantification of two major groups of secondary metabolites (terpenes
and phenols), which are produced under these conditions. Predominant compounds
accumulating in shoots of C. creticus grown in vitro were labdane diterpenes, the most
abundant among them being labd-7,13-diene-15-o0l and labd-7,13-dien-15-0l acetate.
Amongst the volatile secondary metabolites, the most abundant were monoterpenes and
sesquiterpenes. Labd-7,13-dien-15-ol acetate was the most abundant compound in
dichloromethane extracts of type II capitate trichomes exudates. In the roots of C.

creticus, the presence of the phenolic compounds and fatty acids was determined,



whereas labdane diterpenes were not detected. Analysis of the phenolic compounds
content in the ethanol extracts of shoots and roots indicated presence of compounds
such as quinic acid, gallocatechin, and catechin.

Expression levels of selected genes involved in the MEP and MVA biosynthetic
pathway increased after wounding of in vitro grown plants, but there was no change in
the relative amount of labdane diterpenes. During the dehydration process, a significant
reduction in the expression levels of genes involved in the MEP and MV A biosynthetic
pathway was observed, whereas in the process of rehydration their expression returned
to control levels. During in vitro process of dehydration/rehydration, no change in the
relative amount of labdane diterpene was observed. An increasing trend of labdane-type
diterpenes relative content was observed in shoots cultured on medium containing 0.1
M sucrose or 0.1 M glucose. Considering the optimal growth parameters, the best
medium for labdane diterpene production was MS medium supplemented with 0.1 M
glucose.

Biological activity of ethanol extracts of shoots, transformed and non-
transformed roots obtained from in vitro culture was analyzed. Antioxidant potential of
shoot and root extracts was satisfactory and in accordance with the amount of phenolics
and flavonoids. Ethanol extracts of shoots and roots of C creticus exhibited significant
antimicrobial activity against eight bacterial species and seven fungal species, and this
activity originated from labdane diterpenes and phenolics. Ethanol extracts of C.
creticus shoots also exhibited cytotoxic activity against HeLa (cervix), MDA-MB-453
(breast) and FemX (melanoma) cancer cells. Demonstrated cytotoxic activity can be

attributed to the labdane diterpenes present in the shoot extract.

Keywords: Cistus creticus L., labdane diterpenes, in vitro culture, phenolic compounds,
MVA and MEP biosynthetic pathway, antioxidant activity, antimicrobial activity,

cytotoxic activity

Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant physiology
UDC number: 581.1:582.6(043.3)
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1. UVOD

1.1.  Sekundarni metaboliti biljaka

Biljke produkuju primarne i sekundarne metabolite koji imaju Sirok spektar
funkcija. U primarne metabolite spadaju jedinjenja kao S§to su Seceri, nukleotidi,
aminokiseline, masne kiseline i1 polimeri koji nastaju iz pomenutih molekula, a deo su
primarnog metabolizma (Neskovi¢ i sar., 2003). Procesi primarnog metabolizma se
odvijaju istim mehanizmima u svim biljkama 1 njima nastaju, transformiSu se i
razgraduju osnovna gradivna jedinjenja koja ujedno obezbeduju energiju za rastenje,
razvice, funkcionisanje 1 reprodukciju Zivog organizma. Procesi sekundarnog
metabolizma se samo delom mogu generalizovati; odnosno, samo se delimi¢no odvijaju
istim mehanizmima u razli¢itim biljkama. Srodna jedinjenja samo do jedne odredene
faze nastaju ujednacenim biosintetskim putevima, a svaka pojedinacna biljna vrsta (ili
tkivo) unosi specifi¢nosti u metabolicke procese (Kovacevi¢, 2000). Ove specifi¢nosti
se ogledaju u postojanju i/ili aktivnosti enzima u nekom odredenom tkivu, ili u
razli¢itom supstratu, S§to doprinosi promenama osnovnog biosintetskog puta ili
njegovom racvanju, a rezultira sintezom razli¢itih sekundarnih metabolita (Kovacevi¢,
2000). Primarni i1 sekundarni metabolizam su medusobno povezani, a granica izmedu
primarnog i sekundarnog metabolizma se ¢esto ne moze jasno postaviti (Fridman i
Pichersky, 2005; Bottcher 1 sar., 2008). lako se dugo smatralo da sekundarni metaboliti
nemaju veliki znacaj za biljke, danas je poznato da sekundarni metaboliti predstavljaju
sastavne delove nekih enzimskih sistema, imaju zaStitnu ulogu u biljkama koje su
izlozene stresu i patogenima, ucestvuju u uspostavljanju ekoloske meduzavisnosti
izmedu biljaka, Zivotinja i mikroorganizama, imaju hormonsku aktivnost (Chappell,
2002; Keeling i Bohlmann, 2006; Taizz 1 Zeiger, 2010). Razli¢iti sekundarni metaboliti
biljaka imaju 1 veoma vaznu primenu u farmaceutskoj industriji, idustriji hrane (kao
dodaci ishrani, zacini i arome), u agrohemijskoj industriji, industriji boja i biopesticida.

Preko 80% od oko 30.000 poznatih prirodnih produkata je biljnog porekla (Phillipson,



1990; Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002). U zapadnim zemljama, gde je hemija
osnova farmaceutske industrije, 25% molekula koji se koriste poreklom su od biljaka iz
prirode (Payne i sar., 1991; Bourgaud i sar., 2001). Iako je tokom poslednjih osamdeset
godina dobar deo ovih jedinjenja zamenjen sintetskim jedinjenjima, biljno carstvo je
ostalo znaCajan izvor mnogih komponenata, koje je suvise teSko i/ili neekonomi¢no

dobiti na neki drugi nacin.

Sekundarni metaboliti biljaka se mogu podeliti na tri hemijski razli¢ite grupe:
terpene (oko 25.000), fenolna jedinjenja (oko 8.000) i alkaloide (jedinjenja koja sadrze
azot- ~ 12.000) (Zwenger i Basu, 2008; Taiz 1 Zeiger, 2010).

1.1.1. Terpeni

Terpeni (sin. terpenoidi, izoprenoidi) predstavljaju najbrojniju grupu sekundarnih
metabolita biljaka (Kovacevi¢, 2000; Zwenger i Basu, 2008). Nastaju izoprenskim
biosintetskim putem (Ruzicka, 1953) od aktivnih C5-jedinica, tj. od aktivnog izoprena,
izopentenil difosfata (izopentil pirofosfat - IPP) i njegovog izomera dimetilalil difosfata
(dimetilalil pirofosfat - DMAPP), zbog ¢ega se Cesto nazivaju i izoprenoidi (Taiz i
Zeiger, 2010). Na osnovu broja ugljenikovih atoma, odnosno broja izoprenskih jedinica
od kojih su izgradeni, terpeni se mogu podeliti na monoterpene (10 C atoma, dve
izoprenske jedinice), seskviterpene (15 C atoma, tri izoprenske jedinice), diterpene (20
C atoma, Cetiri izoprenske jedinice), triterpene (30 C atoma, Sest izoprenskih jedinica),
tetraterpene (40 C atoma, osam izoprenskih jedinica) i politerpene (>40C atoma, >8
izoprenskih jedinica; Taiz 1 Zeiger, 2010). Naknadnim reakcijama ciklizacije,
uvodenjem razli¢itih funkcionalnih grupa 1 reorganizacijom molekula, dolazi do
stvaranja ogromnog broja razlicitih jedinjenja u okviru svake navedene klase. Pojedini
autori ovako modifikovane terpene nazivaju terpenoidima, dok drugi autori pod
terminom trepen obuhvataju sve terpenoide 1 smatraju ih sinonimima (Zwenger 1 Basu,

2008; Taiz i1 Zeiger, 2010).

Strukturna raznovrsnost monoterpena je rezultat razli¢itog nacina povezivanja
osnovnih gradivnih jedinica, intramolekulskog premesStanja i sekundarne ciklizacije.
Monoterpeni mogu biti isparljivi sastojci etarskih ulja (pineni), kao i1 neisparljivi
(iridoidi 1 sekoiridoidi). Prema najjednostavnijem sistemu klasifikacije monoterpeni se

mogu podeliti na acikli¢ne i1 ciklicne, a po veli€ini prstena mogu biti monocikli¢ni,

2



bicikli¢ni 1 tricikliéni (Taiz 1 Zeiger, 2010). Monoterpeni se upotrebljavaju u
farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji, u industriji hrane i1 za¢ina (Mahmoud i Croteau,
2002). U prirodi ova jedinjenja predstavljaju deo integralnog odbrambenog mehanizma
biljke od patogena, imaju ulogu u privlacenju oprasivaca, a ucestvuju i u medusobnoj

komunikaciji izmedu biljaka (Croteau i sar., 2000; Marin, 2003).

Seskviterpeni predstavljaju veoma raznoliku grupu jedinjenja koja imaju ulogu u
sprecavanju napada herbivornih insekta, toksi¢ni su za razne biljne patogene i
predstavljaju znacajne alelopatske agense u interakcijama biljka-biljka (Keeling i
Bohlmann, 2012). Po strukturi mogu biti acikli¢ni, monocikli¢ni 1 bicikli¢ni (Graffmann,
2005; Aharoni i sar., 2005; Keeling i Bohlmann, 2012). Isparljivi seskviterpeni ulaze u
sastav etarskih ulja, dok neisparljivi seskviterpeni (seskviterpenski y —laktoni) imaju
izrazito znacajnu farmakolosku aktivnost (Taiz i Zeiger, 2010; Keeling i Bohlmann,

2012).

Triterpeni se sastoje iz dve farnezanske jedinice povezane po principu glava-rep 1
nisu uobicajeni sastojci etarskih ulja. Javljaju se kao slobodna lipofilna jedinjenja
(ugljovodonici, alkoholi, kiseline), heterozidi, saponozidi i sastojci smola (Sawai i

Saito, 2011; Keeling i Bohlmann, 2012).

Diterpeni (C20) pripadaju Sirokoj grupi jedinjenja koja nastaje iz 2E,6E,10E-
geranil-geranil-difosfata (geranilgeranil pirofosfat - GGPP). Diterpeni u biljkama imaju
vazne ekoloske i fizioloSke funkcije i smatra se da medu svim familijama prirodnih
produkata diterpeni imaju najSiri opseg bioloskih aktivnosti (Chinou, 2005). Tako je
diterpen fitol strukturni segment molekula hlorofila, giberelini predstavljaju hormone
biljaka, dok fitoaleksini ucestvuju u odbrani i =zastiti biljaka od patogenih
mikroorganizama (Dewick, 2002). Osim uloge u regulatornim procesima, ova grupa
jedinjenja je interesantna i sa stanoviSta hemotaksonomije (Harborne 1 Turner, 1984).
lako mogu biti i aciklicni (npr. fitol), diterpeni su najc¢esce cikli¢ni, pri cemu se

razlikuju bicikli¢ni, tricikli¢ni i tetracikli¢ni diterpeni.



1.1.1.1. Labdanski diterpeni

Labdanski diterpeni (LD) predstavljaju veliku i raznovrsnu grupu pri ¢emu je
preko 500 jedinjenja ovog tipa poreklom iz prirode, uglavnom iz visih biljaka. U osnovi
strukture diterpena labdanskog tipa je dekalinski sistem i C-6 prsten, koji moze biti
otvoren ili zatvoren sa atomom kiseonika, kao kod manoil oksida i njegovih derivata
(Chinou, 2005; Demetzos 1 Dimas, 2001; Slika 1). Labdanski diterpeni imaju 5 hiralnih
C atoma 1 mogu se javljati u prirodi u dve enantiomerne serije. UoCeno je da se u jednoj
biljnoj vrsti mogu javiti oba enetiomerna labdana (Zdero i sar., 1990; 1991). LD su
detektovani kao sekundarni metaboliti u tkivima gljiva, insekata, morskih organizama,
kao 1 u etarskim uljima, smoli 1 tkivima visih biljaka (John i sar., 1999; Toki i sar.,
1999; Demetzos i Dimas, 2001; Chinou, 2005). Labdani su izolovani iz nekoliko biljnih
familija poput Asteraceae, Labiateae, Cistaceae, Pinaceae, Cupressaceae,
Taxodiaceae, Acanthaceae, Annonaceae, Caprifoliaceae, Solenaceae, Apocynaceae,
Verbenaceae 1 Zingiberaceae. Medu njima glavni izvori LD su golosemenice, kao i
familije Asteraceae, Lamiaceae 1 Zingiberaceae (Chinou, 2005). Uzimajuc¢i u obzir da
se labdani nalaze u svim Cetinarima mogu se koristiti kao hemotaksonomski markeri
(Otto 1 Wilde, 2001), ali i kao znacajni molekularni markeri u sistematici i filogeniji

Cetinara (Otto 1 sar., 2003).

A

manoil oksid 13-epi-manoil oksid labd-13-en-8a,15 diol

Slika 1. A) Osnovna hemijska struktura labdanskih diterpena B) Struktura maniol
oksida, 13-epi-manoil oksida, labd-13-en-8a,15 diola (Falara 1 sar., 2010)



1.1.2. Biosinteza terpena

Svi terpeni nastaju kombinacijom iz dva univerzalna prekursora IPP i njegovog
izomera DMAPP, koji su poreklom iz dva alternativna biosinteticka puta: citosolnog
mevalonatnog (MVA) puta 1 plastidnog metileritritol fosfatnog puta (MEP, Slika 2).
Iako subcelularna lokalizacija omogucava da ova dva biosintetska puta funkcioniSu
nezavisno, metabolicka komunikacija izmedu njih ipak postoji (Schuhr i sar., 2003),
posebno iz smera plastida ka citosolu (Hemmerlin 1 sar., 2003; Laule i sar., 2003). MVA
biosintetski put se sastoji iz Sest enzimatskih koraka koji dovode do formiranja IPP i
obezbeduje prekursore za biosintezu seskviterpena, sterola i ubihinona u biljkama
(Newman 1 Chappell, 1999; Disch i sar., 1998; Gutensohn i sar., 2013). MEP
biosintetski put ukljucuje sedam enzima koji kontroliSu formiranje IPP i DMAPP iz
piruvata i D-gliceraldehid 3-fosfata. Ovim putem se stvaraju prekursori za nastanak
monoterpena, diterpena, karotenoida, tokoferola i prenilnih jedinica hlorofila
(Gutensohn 1 sar., 2013). Lokalizacija ovih enzima u plastidima je eksperimentalno
dokumentovana od strane viSe autora (Querol i sar., 2002; Hsieh i sar., 2008). Iz
molekula IPP i DMAPP, poreklom iz MEP ili MV A biosintetskog puta, nastaju geranil
difosfat (GPP), farnezil difosfat (FPP) i geranilgeranil difosfat (GGPP) delovanjem
enzima geranil difosfat sintaze (GPPS), farnezil difosfat sintaze (FPPS) i geranilgeranil
difosfat sintaze (GGPPS). Ovi intermedijeri predstavljaju kljucne tacke grananja
izoprenoidnog metabolizma, odakle delovanjem razli¢itih terpenskih sintaza (TPS),
nastaju monoterpeni, diterpeni, seskviterpeni itd. (Vranova i sar., 2013; Gutensohn i

sar., 2013).

Regulacija ekspresije gena MVA 1 MEP biosintetskog puta u biljkama se odigrava
prvenstveno na transkripcionom nivou, mada se posttranslaciona regulacija ne moze
iskljuciti (Korth 1 sar., 2000; Guevara-Garcia 1 sar., 2005; Tholl i Lee, 2011; Vranova 1
sar., 2013). Transkripcioni nivo regulacije zavisi kako od stadijuma razvica, tako i od
faktora spoljasnje sredine, a transkripcija gena unutar MEV 1 MVA puta nije tesno
koordinisana, kao Sto bi se ocekivalo za sintezu intermedijera u okviru istog puta

(Vranovai sar., 2013).
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Slika 2. Biosintetski put terpena u viSim biljkama: MVA (mevalonatni) biosintetski put
ogranien na citoplazmu i MEP (metileritritol fosfatni) put ograniCen na plastide.
Skracenice enzima: AACT (acetil-CoA C-acetil transferaza); HMGS (HMG-CoA
sintaza); HMGR (HMG-CoA reduktaza); MK (mevalonat kinaza); PMK
(fosfomevalonat kinaza); MPDC (difosfomevalonat dekarboksilaza); DXS (1-deoksi-D-
ksiluloza 5-fosfat sintaza); DXR (1-deoksi-D-ksiluloza 5-fosfat reduktoizomeraza);
MCT (2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat citidililtransferaza); CMK (4-(citidin 5°- difosfo)-2-
C-metil-D-eritritol kinaza); MDS (2-C-metil-D-eritrol-2,4-ciklodifosfat sintaza); HDS
(4-hidroksi-3-metilbut-2-enil-difosfat sintaza); HDR (4-hidroksi-3-metilbut-2-enil-
difosfat reduktaza); IPPI (izopentil difosfat izomeraza), FPPS (farnezil difosfat sintaza);
GPPS (geranil difosfat sintaza); GGPPS (geranilgeranil difosfat sintaza), TPS
(terpenske sintaze). Predstavljena shema je modifikovana prema Vranova i sar., (2013) 1
Gutensohn i sar., (2013).



U MVA biosintetskom putu HMGR predstavlja glavni ogranic¢avaju¢i korak
(Tholl 1 Lee, 2011; Vranova i sar., 2013). U prilog ovome govori smanjenje nivoa
sterola i triterpena u ~Amg mutantima Arabidospisa, kao i povecanje produkcije sterola u
transgenim biljkama A. thaliana sa povecanom (eng. overexpression) ekspresijom
HMGR gena (Manzano i sar., 2004). Pozitivna korelacija izmedu ekspresije HMGR
gena 1 aktivnosti enzima sa povec¢anom produkcijom fitoaleksina je uo¢ena u mnogim
biljkama (Tholl i Lee, 2011). Istrazivanja su pokazala da u MEP biosintetskom putu
DXS funkcioniSe kao vazan regulatorna tacka (Chahed i sar., 2000; Lois i sar., 2000;
Vranova 1 sar., 2013), dok je uloga DXR u smislu ogranicavaju¢eg koraka u ovom

biosintetskom putu nesto manje jasna (Tholl 1 Lee, 2011).

1.1.2.1. Biosinteza labdanskih diterpena

Svi diterpeni nastaju kondenzacijom DMAPP i 3 molekula IPP (Koepp 1 sar.,
1995; Liang i sar., 2002; Chinou, 2005) pri ¢emu nastaje aciklicni molekul GGPP
(C20). Geranilgeranil difosfat sintaza (GGPPS) je trans-preniltransferaza odgovorna za
sintezu GGPP 1 prisutna je u biljkama, zivotinjama i bakterijama (Ogura 1 Koyama,
1998). GGPP zatim podleze brojnim ciklizacijama koje katalizuju diterpen sintaze
(diTPS), a zatim slede razne modifikacije skeleta pri ¢emu nastaje nekoliko hiljada
diterpena biljnog porekla (Bohlmann 1 sar.,1998; Trapp i Croteau, 2001a). U ovim
modifikacijama skeleta vaznu ulogu imaju citohrom P450 monooksigenaze (CYP450s)
(Ro 1 sar., 2005; Wang i sar., 2011; Hamberger i Bak, 2013). U biosintezi labdanskih
diterpena inicijalna ciklizacija GGPP dovodi do formiranja stereoizomera kopalil
difosfata (CPP) pri ¢emu ovu inicijalnu ciklizaciju katalizuju diterpen sintaze tipa II
(diTPSII) (Peters, 2010), koje se nazivaju i kopalil difosfat sintaze (CPS). U prirodi
postoje 4 razliita stereoizomera CPP: normal, ent, syn i syn-ent (Peters, 2010; Chen i
sar., 2011). Najucestaliji je ent-CPP, koji produkuju sve vise biljke buduéi da je
nephodan prekursor u biosintezi giberelina (Peters, 2010). Cetinari produkuju samo ent i
normal CPP, pirina¢ produkuje i syn-CPP. Syn-ent-CPP sterohemiju dokazano poseduju
samo jedinjenja iz biljaka roda Calceolaria (Garbarino i sar., 2001). Naknadnom
reakcijom ciklizacije koju katalizuju diterpen sintaze tipa I (diTPSI), formira se

labdanski olefin. Pirina¢ poseduje 8 ¢lanova familije sintaza tipa I koji produkuju Sirok



spektar diterpena poput momilaktona, orizoleksina i fitokazana (Nemoto i sar., 2004;

Kanno i sar., 2006).

Istrazivanja biosinteze labdanskih diterpena su uglavnom bila fokusirana na
metabolicki put koji vodi do ent-kaurena, prekursora giberelina, 1 slicnih labdanskih
ditrepena koji ne sadrze kiseonik u svom skeletu (Falara i sar., 2010). Otkriveno je da
postoje dva razli¢ita enzima kod golosemenica i skrivenosemenica koji dovode do
formiranja ent—kaurena: CPS (diTPSII) koji dovodi do formiranja ent—CPP i kauren
sintaza (diTPSI) koja dovodi do formiranja ent-kaurena iz ent-CPP (Sakamoto 1 sar.,
2004; Keeling i sar., 2010). Kod golosemenica diterpene labdanskog tipa bez kiseonika
u svom skeletu pored monfunkcionalnih diterpen sintaza (tipa I i II) produkuju i
bifunkcionalne tip II/I sintaza, kao npr abietadien sintaza iz Abies grandis (Stofer Vogel
1 sar., 1996) ili levopimardien sintaza iz Ginco biloba (Schepmann i sar., 2001). Ovi
bifunkcionalni enzimi kataliziraju obe reakcije: prvo ciklizaciju GGPP u CPP, a zatim
konverziju CPP u finalne skelete koji mogu kasnije podle¢i oksidaciji (Ro 1 sar., 2005;
Hamberger i Bohlmann, 2006).

Biosinteza labdanskih diterpena sa kiseonikom u svom skeletu je bila nedovoljno
razjasnjena (Falara i sar., 2010). Guo i saradnici (1994) i Guo iWagner (1995) su prvi
postavili hipotezu da je kopal-8-difosfat inetrmedijer u biosintezi diterpena abienola,
labdendiola 1 sklareola u trthomama Nicotiana glutinosa 1 Nicotina tabacum. Medutim,
do skoro nije bio poznat enzim koji bi mogao da katalizuje nastanak ovog intermedijera.
Falara i saradnici su 2010. godine pokazali da kopal-8-ol difosfat sintaza (CLS),
diterpen sintaza klase II, dovodi do formiranja kopal-8-ol difosfata iz GGPP. Uloga
diterpen sintaza klase Il u ovom procesu nedavno je potvrdena i od strane Sallaud 1 sar.
(2012) 1 Pateraki 1 sar. (2014).

Po predlozenom modelu Falara i saradnika (2010) druga ciklizacija kopal-8-ol
difosfata dovodi do formiranja izomera manoil oksida ili labd-13-en-8a,15-diola
pomocu ditrepen sintaza tipa [ (Slika 3). Nedavno je ovaj hipoteticki model 1i
eksperimentalno potvrden, posto su Patereki i saradnici (2014) izolovali i potvrdili
ulogu diterpen sintaza klase I u biosintezi manoil oksida iz kopal-8-ol difosfata u

biljkama Coleus forskohlii.
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Slika 3. Pretpostavljeni model sinteze diterpena labdanskog tipa u biljnoj vrsti C.
creticus. Enzim kopal-8-ol difosfat sintaza (CLS) konvertuje GGPP u stabilan
intermedijer kopal-8-ol difosfat. Sledeca ciklizacija kopal-8-ol difosfata dovodi do
formiranja karakteristi¢nih labdanskih diterpena poput izomera manoil oksida i labd-13-
en-8a-15 diola. Pretpostavlja se da je su u ove procese ukljuceni enzimi diterpen sintaze
tipa [ (Falara i sar., 2010)

1.1.3. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja u svom sastavu imaju jedan ili viSe aromati¢nih prstenova sa
jednom ili vise hidroksilnih grupa (Dai i Mumper, 2010). Siroko su rasprostranjeni u
biljkma 1 mogu biti jednostavni molekuli kao Sto su fenolne kiseline, ali i visoko
polomerizovane supstance kao npr. tanini (Crozier i sar., 2006). Postoje razlicite
klasifikacije fenola. Na osnovu broja konstitutivnih ugljenikovih atoma osnovnog
skeleta, fenolna jedinjenja se mogu svrstati u nekoliko grupa 1 obi¢no su konjugovana

sa Sec¢erima 1 organskim kiselinama (Crozier 1 sar., 2006).

Fenoli se generalno dele na dve grupe: flavonoide i neflavonoide (Crozier 1 sar.,
2006). Flavonoidi sadrze fenilbenzopironsku strukturu (15 C atoma aranziranih u dva
aromati¢na prstena povezana sa mostom od 3 C atoma (C6-C3-C6; Ren 1 sar., 2003;
Crozier i sar., 2006; Dai i Mumper 2010) i mogu se, na osnovu oksidacionog stanja
centralnog C prstena, podeliti na 6 grupa: flavone, flavonole, flavanole, flavanone,
izoflavone 1 antocijanine (Ren 1 sar., 2003; Dai i Mumper, 2010). Najpoznatiji

flavonoidi su kvercetin, katehin, daidzein itd. Najznacajnija neflavonoidna jedninjenja



su fenolne kiseline (C6-C1 1 C6-C3) i polifenolni stilbeni (C6-C2-C6; Crozier 1 sar.,
2006; Martins i sar., 2011). Fenolne kiseline sadrze najmanje jednu karboksilnu i jednu
fenolnu hidroksilnu grupu. Fenolkarbonske kiseline obuhvataju dve vrste metabolita:
derivate benzoeve kiseline (C6-C1, npr. galna, vanilinska, elaginska kiselina) i derivate
cimetne kiseline (C6-C3, kumarinska, kafeinska, ferulinska kiselina; Robbins, 2003;
Crozier i sar., 2006; Boros i sar., 2010).

Fenolna jedinjenja su klasa sekundarnih metabolita sa velikim ekoloskim
znacajem (Croteau 1 sar., 2000). Naime, oko 40% organskog ugljenika cirkuliSe u
biosferi, a vecina ovog fotoasimilovanog ugljenika je u formi lignina, suberina i slicnih
strukturnih polimera koji imaju ulogu u mehanickoj potpori i vaskularnom transportu
biljnih tkiva (Smirnoff, 2005). Pojedina fenolna jedinjenja poput salicilne kiseline imaju
signalnu ulogu, a smatra se da imaju ulogu i u razliCitim esencijalnim fizioloSkim
funkcijama koje su povezane sa stresnim uslovima. Tako fenolna jedinjenja ucestvuju u
zastitt od UV zracenja, odbrani od herbivora i patogena, i generalno zastiti od
oksidativnog stresa (Smirnoff, 2005). Osim uticaja na interakcije izmedu biljaka i
zivotinja, postoje podaci da fenolna jedinjenja posreduju i u interakcijama izmedu
biljaka i mikroorganizama (Shirley, 1996), kao i izmedu biljaka medusobno (Bais i sar.,

2003).

1.1.4. Biosinteza fenolnih jedinjenja

Najvazniji put biosinteze fenolnih jedinjenja kod visih biljaka je ciklus Sikimske
kiseline (Taizz i Zeiger, 2010, Maeda i Dudareva, 2012). Kondenzacijom eritroza-4-
fosfata 1 fosfoenolpiruvata (PEP), preko niza meduproizvoda, nastaje Sikimat, klju¢ni
intermedijer po kome je ovaj biosintetski put i dobio ime. Iz Sikimata, preko horizmata
nastaju aromaticne amino kiseline fenilalanin, tirozin i triptofan, ¢ijim se daljim
transformacijama dobijaju razli¢ite klase sekundarnih metabolita. Tako se fenilalanin
prevodi u cimetnu kiselinu, odnosno p- hidroksicimetnu kiselinu, koja je kljucni
intermedijer u biosintezi fenilpropanskih struktura, fenilpropena, kumarina, lignana i
lignina. S druge strane, u reakciji p-hidroksicimetne kiseline sa tri malonatne jedinice
nastaju flavonoidi, odnosno izoflavonoidi, ksantoni, stilbeni, proantocijanidini, tanini.
Od triptofana nastaju auksini, indolni fitoaleksini i glukozinolati (Neskovi¢ 1 sar., 2003;

Maeda i Dudareva, 2012).
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1.2. Produkcija sekundarnih metabolita u kontrolisanim uslovima

Cesto se visoko vredni sekundarni metaboliti u prirodi nalaze u maloj koli¢ini
(Oksman-Caldentey i Inzé, 2004; Chandra i Chandra, 2011). Usled kompleksne
strukture izolacija ovakvih biljnih jedinjenja iz njihovih prirodnih izvora tj. biljaka Cesto
predstavlja jedinu moguénost, uprkos naporima farmaceutske industrije da se razvije
delimi¢na ili potpuna hemijska sinteza. Cak i u slu¢ajevima kada je sinteza razvijena,
ona je viSe od naucnog znacaja nego od ekonomske i1 proizvodne vaznosti
(Karuppusamy, 2009). Proizvodnja sekundarnih metabolita se dugo postizala poutem
plantaznog gajenja odgovarajucih vrsta lekovitih biljka. Medutim, neke biljne vrste koje
rastu na specificnom zivotnom stanistu teSko mogu da se gaje van lokalnog ekosistema
(Gomez-Galera 1 sar., 2007). Plantazno gajenje je Cesto otezano i usled osetljivosti na
patogene (npr. antraknoza na Hypericum perforatum ili Arnica montana; Bougaud i sar.,
2001). Iako kultivacija lekovitog bilja ima konzervacione prednosti, troSkovi mogu biti
previsoki usled sporog rasta ili ¢injenice da se mnoge tropske biljke teSko mogu gajiti u
komercijalnim uslovima (Gémez-Galera i sar., 2007).

U proslosti, potrebne koli¢ine biljnog materijala su bile male, ali je porast
komercijalnih potreba brzo nadmasio ponudu. U buduénosti se o¢ekuje porast upotrebe
lekovitog bilja kako u alternativnoj, tako i1 u tradicionalnoj medicini. Ovakav rastuci
trend se predvida ne samo zbog porasta brojnosti ljudske populacije, ve¢ i zbog
povecene popularnosti prirodno baziranih ekoloskih proizvoda, Sto predstavlja pritisak
na prirodne izvore i stoga potreba za ozbiljnim konzervacionim naporima ukljucujuéi i
kultivacione tehnike nikad nije bila veca. GodiSnje se trguje sa oko 400.000 tona
lekovitog bilja, a preko 70% biljnih vrsta koje se koriste u medicini, kozmetici i drugim
industrijama se sakupljaju iz prirode (Leaman, 2008). Usled ogromne degradacije
staniSta u mnogim regionima, danas je Cetvrtina ovih vrsta ugrozeno. Po Evropskoj
Biljnoj Konzervacionoj Strategiji (eng. The European Plant Conservation Strategy -
EPCS) 90% lekovitih i aromati¢nih biljka koje su poreklom iz Evrope se jo§ uvek
sakupljaju iz prirode. Oko Cetvrtini biljnih vrsta koje se koriste za leCenje, kozmetiku ili
kao dodaci ishrani preti izumiranje (Marshall, 2011). Stoga su biotehnoloski pristupi,

poput in vitro kulture biljaka, od vitalnog znacaja u istrazivanju alternativa za
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proizvodnju zeljenih lekovitih jedinjenja iz biljaka (Ramachandra Rao i1 Ravishankar,

2002).

1.2.1. In vitro kultura biljaka

Kapacitet biljnih celija, tkiva i organa da produkuju i akumuliraju identi¢na
hemijska jedinjenja kao i biljke iz prirode uo€en je jo§ na samom pocetku razvica in
vitro tehnologije (Verpoorte 1 sar., 2002; Karuppusamy, 2009). Snazan i rastuci zahtev
trziSta danaSnjice za prirodnim, obnovljivim proizvodima je preusmerio paznju na in
vitro biljni materijal kao potencijalnu ,,fabriku“ sekundarnih metabolita i obezbedio put
za nova istrazivanja koja proucavaju produkciju sekundarnih metabolita in vitro
(Neumann i sar., 2009, Karuppusamy, 2009). Smatra se da in vitro kultura moze dovesti
do profitabilne proizvodnje nekih od ovih jedinjenja, pri ¢emu uspeh proizvodnje zavisi
ili od visoke produktivnosti (npr. Sikonin iz Lithospernum erythrorhizon), ili od visoke
vrednosti na trziStu (npr. paklitaksel iz Taxus spp.) (Weathers i sar., 2010). Medutim,
nije samo komercijalni znacaj taj koji dovodi do inicijative u istrazivanjima in vitro
kultura biljaka. Stimulacija produkcije odredenih jedinjenja pod strogo kontrolosanim
uslovima u kulturi in vitro predstavlja odli¢an model sistem za detaljnije istrazivanje
biohemijskih 1 metabolickih puteva (Bourgaud i sar., 2001; Verpoorte i sar., 2002;
Karuppusamy, 2009, Gaosheng i Jingming, 2012).

Vazno je ista¢i da postoji nekoliko razli¢itih prednosti proizvodnje sekundarnih
metabolita u uslovima in vitro. Na ovaj na¢in sekundarni metaboliti se mogu proizvoditi
tokom cele godine bez sezonskih ograni¢enja. Ova tehnika eliminiSe potencijalne
politi¢ke granice 1 geografske barijere u proizvodnji, kao Sto su npr. ogranicenje
prirodne proizvodnje gume u tropima ili proizvodnja antocijanina u klimatskim
podrucjima sa visokim svetlosnim intenzitetom (Karuppusamy, 2009). Prilikom in vitro
gajenja biljka ne postoje variranja u klimatskim uslovima, ne koriste se insekticidi 1
herbicidi, a sekundarni metabolizam se moze regulisati u cilju maksimalne prozvodnje
zeljenog jedinjenja. Proizvodnja moze biti pouzdanija, jednostavnija i predvidljivija,
izolacija sekundarnih metabolita moze biti brza i efikasnija, a prinos po gramu sveze

mase moze prevazici prinos iz prirode. Veoma vazna prednost in vitro kultura je i
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mogucnost njene upotrebe kao modela za testiranje elicitacije razliitim abiotickim 1
biotickim faktorima.

Postoje tri glavna tipa in vitro biljnog materijala koji se mogu Kkoristiti za
proizvodnju jedinjenja od znacaja: Celijska suspenzija, kultura transgenih korenova
(eng. hairy roots) 1 kultura izdanaka (Weathers 1 sar., 2010). Iako postoji uspesna
proizvodnja sekundarnih metabolita u suspenziji celija, geneticka nestabilnost kultura
koja tokom vremena moze da nastane, slab prinos biomase, spor rast itd. uticali su da se
suspenzija ¢elija sve rede koristi (Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002; Weathers i
sar., 2010). Tokom poslednjih nekoliko godina diferencirane kulture izdanaka privlace
sve vecu paznju istrazivaca. Danas se in vitro kultura izdanaka ne uspostavlja samo kao
efektivna tehnika za mikropropagaciju ili produkciju biomase in vitro biljaka, ve¢ i kao
moc¢na tehnika za produkciju znacajnih bioaktivnih jedinjenja (Steingroewer i sar.,
2013). Ove in vitro kulture su veoma atraktivni sistemi, pogotovo za produkciju veoma
kompleksnih 1 skupih jedinjenja poput hipericina (Coste 1 sar., 2011), vindolina
(Vazquez-Flota i sar., 2009), galantamina (Georgiev i sar., 2012) ili kao bioloski modeli
za ekspresiju rekombinantnih proteina (Michoux i sar., 2011). Za popuno iskori§éenje
potencijala kulture izdanaka kao proizvodaca bioaktivnih jedinjenja, neophodno je
optimizovati uslove i tehnike gajenja (Steingroewer i sar., 2013). U tom cilju vrsi se
pregled 1 selekcija odabranih genotipova, optimizacija medijuma na kojem se biljke
gaje, uspostavljaju se kulture diferenciranih organa, ispituje se regulacija produkcije
sekundarnih metabolita analizom enzima odgovornih za biosintezu odabranih
jedinjenja, utvrduje se uticaj abiotickih 1 bioti¢kih faktora na produkciju sekundarnih

metabolita, vrsi se geneticka transformacija biljka, itd.

1.2.2. Regulatorna uloga ugljenih hidrata

Biljke koje rastu in vitro su delimi¢no autotrofne (Hazarika, 2003) i imaju
ogranic¢enu dostupnost ugljen dioksida unutar posuda za gajenje kultura (Vinterhalter 1
Vinterhalter 1996; Hazrika, 2003). Dodavanjem saharoze u medijum zadovoljavaju se
energetske potrebe neophodne za rast i fizioloske funkcije biljke (Hazarika, 2003).
Saharoza obezbeduje prekursore ugljenika neophodne za strukturne i funkcionalne
komponente (Marino i sar., 1993; Jo i sar., 2009). Glukoza i fruktoza u kulturi in vitro

takode mogu sluziti kao izvori ugljenika 1 energije. U nekim slucajevima su se glukoza

13



(Yu 1 Reed, 1993; Misi¢ i sar., 2005b), rede fruktoza (Welander 1 sar., 1989) pokazale
efikasnijim od saharoze. Dodavanje Se¢era u medijum doprinosi i odrZzanju osmotskog
potencijala Celije i ouvanju vode (Hazarika, 2003), a moze da favorizuje i ex vitro
aklimatizaciju i1 ubrza fiziolosku adaptaciju (Pospisilova i sar., 1999). Medutim, ugljeni
hidrati (UH) pri viS§im koncentracijama mogu imati i negativan uticaj na rast (Kwa i sar.,
1995; Jo 1 sar., 2009), fotosintezu (Hdider i Desjardins, 1994) i ekspresiju enzima

ukljucenih u put asimilacije ugljenika (Kilb 1 sar., 1996; Hanson i Smeekens, 2009).

Ugljeni hidrati pored nutritivne poseduju i signalnu ulogu pomoc¢u koje mogu da
utiCu na ekspesiju gena i1 na razvojne procese kod biljaka (Rolland i sar., 2006;
Smeekens 1 sar, 2010). Geni na ¢iju ekspresiju utiCu Seceri obi¢no su direktno ili
indirektno ukljuceni u kontrolu metabolizma i distribucije ugljenih hidrata, ali i u
odbrambene mehanizme biljaka, kao i u puteve biosinteze sekundarnih metabolita i
rezervnih proteina, u procese fotosinteze i asimilacije azota (Koch, 1996; Rolland i sar.,
2006). Seéeri regulidu ekspresiju gena na razli¢itim nivoima: transkripcionom,
posttranskripcionom (utiCu na stabilnost i procesiranje transkripta), translacionom,
posttranslacionom (uticu na stabilnost, funkcionalnost i aktivnost proteina; Rolland i
sar., 2006; Smeekens i sar, 2010). Povezanost izmedu procesa fotosinteze 1 akumulacije
metabolita su strogo koordinisani, pri ¢emu ova koordinacija ukljucuje kako
metaboli¢ku (supstratnu i alosteri¢nu) regulaciju, tako i specificne signalne mehanizme
(Rolland i sar., 2006). Iako je saharoza glavni fotosintetski produkt i transportni Secer u
biljkama, mnogi efekti ugljenih hidrata rastenje 1 metabolizam mogu se pripisati
delovanju njenih heksoznih produkata tj. glukozi i fruktozi (ili njihovim nizvodnim
metaboli¢kim intermedijerima; Rolland i sar., 2006). Medutim, postoje podaci da i
saharoza i trehaloza (ili T6P, trehalozo-6- fosfat) reguliSu specifiéne odgovore na koje
ne uti¢u heksoze (Rolland i sar., 2006). Seceri kao signalni molekuli imaju efekta u
svim fazama zivotnog ciklusa biljaka pocev od klijanja semena i vegetativnog rasta,
preko reproduktivnog razvoja i obrazovanja semena, sve do senescencije (Todorovié i
sar., 2006; Gupta i Kaur, 2005; Yaseen i sar., 2013). Percepcija i signalni putevi UH su
visoko kompleksni procesi koji dovode do mnogih promena u fiziologiji i razvicu i
integrisani su sa drugim signalnim putevima u biljkama kao §to su oni vezani za
neorganske nutritijente, hormone 1 razliCite stresne faktore (Rolland 1 sar., 2006;

Smeekens i sar, 2010). Poslednjih godina znacajan progres je napravljen u identifikaciji
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kontrolnih regulatornih sistema rastenja biljaka koji primaju informacije od Secera i
derivata njihovog metabolizma (Smeekens 1 sar, 2010). Medu njima je i protein kinaza
srodna SNF-1 (SnRK1 eng. SNFI-related Protein Kinase 1). SnRK za koju se smatra da
je ukljucena u odgovor na nedostatak Secera kao i u regulaciju metabolizma, je
aktivirana saharozom (Halford i sar., 2003). Istovremeno SnRK inaktivira nekoliko
enzima kao $to je HMGR 1 saharozno fosfatna sintaza putem fosforilacije (Sugden i sar.,
1999). Regulacija HMGR je posebno znacajna buduc¢i da je ovo jedan od ranih klju¢nih
enzima u MVA biosinteskom putu terpena (Chappell i sar., 1995). Saharoza utice i na
akumulaciju transkripata nekoliko gena MEP puta u biljkama gajenim u mraku poput
DXR 1 DXS (Hsieh i Goodman, 2005). Uticaj na povecanje ekspresije ova dva gena, kao
1 jo§ Cetiri gena ukljuCenih u biosintezu seskviterpena artemizina zabeleZeno je i u
klijancima Artemisia annua koji su gajeni na 3% glukozi, dok u klijancima gajenim na
fruktozi nije dolazilo do ovakvih promena (Arsenault i sar., 2010). Generalno uticuéi na
ekspresiju gena 1 enzimatske aktivnosti, Seceri utiCu i na produkciju sekundarnih
metabolita, pa tako i terpena (Wang i Weathers, 2007; Arsenault i sar., 2010). Kod ve¢
pomenutog efekta glukoze na ekspresiju gena u MEP putu zabeleZeno je povecanje
koli¢ine seskviterpena artemizina u klijancima Artemisia annua gajenim na medijumu
sa dodatkom ove heksoze (Wang i Weathers, 2007). Sa povecanjem glukoze u
medijumu rasla je i koli¢ina monoterpena nepetalaktona u izdancima Nepeta rtanjensis
(Misi¢ 1 sar., 2005b). Povecéanje koncentracije kako glukoze, tako i saharoze i fruktoze u
podlozi za gajenje dovodilo je do povecanja koli¢ine neisparljivih monoterpena
sekoiridoida u izdancima Centaurium pulchellum (Krsti¢ 1 sar., 2003). Dodavanje
sahroze u medijum indukovalo je povecanje produkcije i diterpena paklitaksela u kulturi

¢elija Taxus chinensis (Kim i sar., 2001).

1.2.3. Geneti¢ka transformacija pomoéu Agrobacterim rhizogenes

Pod genetickom transformacijom biljaka podrazumeva se stabilna integracija
stranih gena u biljni genom (Slater i sar., 2004; Simonovi¢, 2011). Transfer gena se
moze ostvariti direktnim ili indirektnim putem (posredstvom bioloskih vektora npr.
bakterija iz roda Agrobacterium). Velika uloga u razvoju oblasti genetickog inZinjeringa
biljaka pripisuje se otkrivanju mehanizma delovanja Stapicastih gram—negativnih

bakterija A. tumefaciens i A. rhizogenes (Binns 1 Campbell, 2001; Ono i Tian, 2011).
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Na mestu infekcije biljke sa A. rhizogenes pojavljuju se adventivni korenovi. Ove
korenove odlikuje veoma brz rast, razgranatost 1 odsustvo geotropizma (NeSkovi¢ i sar.,
2003; Veena i Taylor, 2007; Ono i Tian, 2011). 4. rhizogenes sadrzi Ri (eng. root
inducing) plazmid, pri ¢emu se u biljnu ¢eliju prenosi fragment DNK ovog plazmida
koja se naziva T-DNK (eng. transferred DNK). Transfer T-DNK u biljnu celiju i
integracija u genom biljke domac¢ina omogucava bakteriji da eksprimira svoje gene u
biljnom organizmu (Neskovi¢ i sar., 2003). Tumorske celije sintetiSu posebnu klasu
jedinjenja - opine. Na osnovu opina koje proizvode sojevi A. rhizogenes se mogu
podeliti na nekoliko osnovnih grupa: agropinski, manopinski, mikimopinski 1
kukumopinski (Veena 1 Taylor, 2007, Simonovi¢, 2011). T-DNK Ri—plazmida
agropinskih sojeva 4. rhizogenes sadrzi dva odvojena regiona, oba ograni¢ena direktnim
ponovcima. Desni segment (TR) obuhvata onkogene znacajne za produkciju agropina,
manopina 1 auksina, dok levi segment (TL) obuhvata ro/ gene (eng. root locus gene:
rold, rolB, rolC 1 rolD) znaCajne za proces indukcije korenova (Simonovi¢, 2011).
Ukljucivanjem trankripcije odbrambenih gena putem jo§ neobjasnjenog mehanizma ro/
geni utiu na rastenje i razvice transformanata, kao i na produkciju sekundarnih
metabolita (Meyer i sar., 2000; Bulgakov, 2008).

Transformacija date biljne vrste pomocu prirodnog vektor sistema A. rhizogenes
predstavlja jedan od novijih pravaca istrazivanja u cilju povecanja produkcije
sekundarnih metabolita (Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002; Karuppusamy, 2009;
Steingroewer 1 sar., 2013; MiSi¢ i sar., 2013). Naime, ve¢ina napora u istrazivanjima
koja umesto celijske suspenzije koriste diferencirane kulture se fokusirala na
transformisane korenove. Ovi korenovi mogu da sintetiSu znacajne sekundarne
metabolite obezbeduju¢i komercijalnu proizvodnju (Chandra i Chandra, 2011). Takode,
poznato je da neki geni koji ucestvuju u odredenim biosintetskim putevima nisu
eksprimirani u korenovima nego u nadzemnim delovima biljke kao Sto su izdanci 1
listovi. Medutim, Cesto i kulture transformisanih korenova mogu da akumuliraju ove
metabolite (Weathers i sar., 1994; Giri i sar., 2000). S druge strane poznati su i slucajevi
da transformisani korenovi mogu da produkuju sekundarne metabolite koji primarno
nisu prisutni u majci biljci (Veerasham, 2004; Srivastava i Srivastava 2007). Cinjenica
da transformisani korenovi, za razliku od netransformisanih, intenzivno rastu, gube

gravitropsku reakciju i granaju se produkujuci veliku biomasu u kontrolisanim uslovima
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na medijumu bez regulatora rastenja (Tepfer, 1983; Tepfer 1 Casse—Delbart, 1987,
Bourgaud 1 sar., 2001; Mom¢ilovi¢ 1 sar., 2001; Nikoli¢ i sar., 2003/2004), predstavlja
veliku prednost u tehnologiji produkcije sekundarnih metabolita. Pored znacajnog
kapaciteta rasta, glavna karakteristika transformisanih korenova je da mogu da
produkuju sekundarne metabolite istovremeno sa brzim rastom (Bourgaud i sar., 2001).
Stoga je moguce dobiti stalan izvor sekundarnih metabolita iz brzorastuc¢ih kultura
transformisanih korenova.

Transformisani korenovi mogu cesto da regenerisu celu biljku i da zadrze svoju
geneticku stabilnost tokom kontinualne subkultivacije 1 regeneracije. Takode,
predstavljaju izvarednu moguénost za uvodenje dodatnih gena zajedno sa Ri plazmidom
1 kao takvi imaju veliki znacaj u molekularnom oplemenjivanju (Giri i Narasu, 2000;
Casanova 1 sar., 2005; Christensen 1 Miiller, 2009) i metabolickom inZenjerstvu (Hu i
Du, 2006; Mehrotra 1 sar., 2010), pored upotrebe u proucavanju fiziologije korena i
molekularnih interakcija u rizosferi, fitoremedijaciji (Doran, 2009) 1 produkciji

rekombinantnih proteina (Ono i Tian, 2011).

1.2.4. Abioticki stres — fizioloSki znacaj i uticaj na produkciju sekundarnih

metabolita

Sam termin stres podrazumeva pritisak ili tenziju, koju biljci namecu nepovoljni
spoljasnji uticaji (abioticki faktori), ili nepovoljni uticaji nekog drugog zivog organizma
(bioticki faktori, NeSkovic 1 sar., 2003). Medutim, odredeni uslovi sredine koji izazivaju
stres kod jedne biljne vrste mogu da predstavljaju optimalne uslove za rastenje i razvice
drugih vrsta (Slater i sar., 2008). Cassells i Curry (2001) su pod pojmom stresa
definisali svako variranje biotickih i abiotickih faktora van optimalnog opsega vrednosti
koje dovodi do osSte¢enja 1 oboljenja biljaka, kao i do brojnih nepovoljnih fizioloskih
promena. Nepovoljni svetlosni uslovi, ograni¢ena koli¢ina i/ili dostupnost vode,
temperaturni Sokovi, smanjena koli¢ina ili otezano usvajanje hranljivih materija,

mehanicki stres, povecan salinitet u podlozi su samo neki od primera abiotickog stresa.

Sustinu stresa zapravo predstavljaju promene osnovnog fizioloskog stanja biljaka,
koje ugrozavaju normalno odvijanje Zivotnih procesa (Gaspar i sar., 2002). Reakcija na

stres zapoc€inje percepcijom signala Sto potom aktivira kaskadu intracelularnih signalnih
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reakcija koje prenose informaciju o stresu kroz c¢eliju. Ova transdukcija signala u
biljkama izlozenim stresu se moze odvijati na tri na¢ina: 1) osmotski/oksidativnim
signalnim putem preko mitogenin aktiviranih proteinskih kinaza (MAPK), 2) Ca*'-
zavisnim signalnim putem koji dovodi do aktivacije LEA (eng. late embriogenesis
ambundant)-slicnih gena (klase DRE/CRT gena —eng. dehydration responsive
elements/cold responsive sensitive transcription factors), 3) Ca* -zavisnim SOS (eng.
salt overlay sensitive) signalnim putem koji dovodi do jonske homeostaze (Kaur i
Gupta, 2005). Nakon transdukcije signala indukuje se ekspresija odredenih gena i
sinteza stresogenih proteina, ¢elija reaguje u okviru specificnog metabolickog odgovora
1, zatim kao rezultat nastaje odredena fizioloska reakcija. Dejstvo stresogenih faktora na
biljke moze biti primarno, ali i sekundarno, nastalo kao rezultat indukcije sekundarnih
stresogenih faktora pod dejstvom primarnih faktora, kao $to je naprimer oksidativni
stres, koga mogu da indukuju mnogi primarni faktori poput suSe, ekstremnih
temperatura itd. (Vuji¢i¢ i sar., 2014). Kompleksnost odgovora biljaka na abioticki stres,
koji ukljucuje brojne gene i biohemijske-molekularne mehanizme je Sematski prikazan

na Slici 4 (Wang i sar., 2003).

Mehanizmi koji omogucavaju biljci da prezivi stres nazivaju se opStim imenom
rezistencija ili otpornost (Vuji¢i¢ i sar., 2014). Fizioloski odgovor biljaka na neki
stres se moze ispoljiti u formi adaptacije (obuhvata konstitutivne, preformirane,
genotipski  determinisane, morfoloske 1i/ili fizioloske karakteristike vrste) 1
aklimatizacije (podrazumeva prilagodavanje jedinke na izmenjene uslove sredine;
Vujic¢i¢ i sar., 2014). Tokom ispitivanja gena povezanih sa adaptacijom na stres tehnike
poput DNK c¢ipova su bile neprocenjive u otkrivanju citavih lista gena indukovanih
stresom. Ovi geni se mogu svrstati u tri glavne grupe: 1) geni koji su ukljuceni u
signalnu kaskadu 1 kontrolu transkripcije poput MAP kinaza, SOS kinaza, MyC (Zhu,
2001; Wang i sar., 2003); 2) geni koji direktno ucestvuju u zastiti membrana 1 proteina
kao S$to su proteini toplotnog Soka tj. HSP proteini (eng. heat shock protein), Saperoni,
LEA proteini, osmoprotektanti i ,,hvataci* slobodnih radikala (Bray i sar., 2000; Wang 1

sar., 2003); 3) geni koji kontroliSu usvajanje 1 transport vode i jona poput akvaporina i

jonskih transportera (Blumwald, 2000; Wang 1 sar., 2003).
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Slika 4. Kompleksnost biljnog odgovora na abioticki stres. Primarni stresovi, poput
susSe, saliniteta, hladnoce, toplote i hemijskog zagadenja su Cesto isprepletani i dovode
do ostecenja celija i sekundarnih stresova poput osmotskog i oksidativnog stresa.
Inicijalni stresni signali (npr. osmotski 1 jonski efekti, temperatura, promena fluidnosti
membrane) pokreéu nizvodne signalne procese i kontrolu transkripcije koji aktiviraju
popravili osteceni proteini membrane, lipidi, itd. Istovremeno dolazi i do promena u
sekundarnom metabolizmu biljaka. Neadekvatan odgovor na jednom ili vise koraka u
signalnom putu i aktivaciji gena moze dovesti do ireverzibilnih promena celijske
homeostaze i1 do destrukcije funkcionalnih i strukturnih proteina i membrane, dovodeci
do ¢elijske smrti. Skracenice: SOD-superoksid dismutaza; PX- peroksidaze; HSP-
proteini toplotnog Soka (eng. heat shock protein); LEA- LEA proteini (eng. late
embriogenesis ambundant protein). Shema je modifikovana po Wang 1 sar., 2003.
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Veliki broj ovih gena su indukovani u uslovima biotickog kao 1 abiotickog stresa,
Sto ukazuje na izrazitu kompleksnost kako odgovora, tako 1 adaptacije biljaka na stres
(Mantri 1 sar., 2012; de Oliveira i sar., 2013). Novi nivo kompleksnosti u razumevanju
odgovora biljaka na abioticki stres dodat je nakon otkrica da mikroRNK (miRNK)
reguliSu ekspresiju gena i da je nekoliko miRNK pozitivno ili negativno regulisano pod
dejstvom abiotiCkog stresa ukazujuci da su uklju¢ene u ekspresiju gena i adptaciju na
stres tako Sto uti¢u na razlicite ¢elijske i fizioloske procese (Sunkar i Zhu, 2004; Patade

i Suprasanna, 2010; Mantri i sar., 2012).

Visok nivo produkcije sekundarnih metabolita u biljkama se obi¢no javlja pod
uslovima znacajnog fizioloskog ili biohemijskog stresa. Upotreba stresogenih faktora u
cilju povecanja produkcije ili indukcije de novo sinteze sekundarnih metabolita se
Siroko koristi u in vitro kulturama biljnih ¢elija, tkiva i organa (Karuppusamy, 2009;

Ramakrishna i Ravishankar, 2011).

1.2.4.1. Povreda

Povreda je uobiCajeno oSte¢enje biljaka koje nastaje kao rezultat abiotiCkih
faktora stresa kao Sto su vetar, kiSa, grad ili biotickih faktora, tokom napada herbivora
(Cheong i sar., 2002). Povredivanje predstavlja konstantnu pretnju za opstanak biljaka
jer tada ne dolazi samo do fizickog uniSatavanja biljnog tkiva, ve¢ se otvara i put za
invaziju patogena (Delessert 1 sar., 2004). Po Delessert 1 saradnicima (2004), u cilju
zaStite od povreda, biljke su razvile slozene prirodne odbrambene mehanizme kao §to su
formiranje fiziCke barijere putem lignifikacije, formiranje kutikule, trnja i trihoma
(Wagner 1 sar., 2004; Freeman 1 Beattie, 2008), proizvodnja toksi¢nih komponenti poput
alkaloida (Baldwin 1 sar., 1998) i tanina (Scalbert, 1991). Odgovor biljaka na
povredivanje ukljucuje oporavak oSte¢enog tkiva, produkciju jedinjenja koja
ograniCavaju hranjenje herbivora (Pefia-Cortés 1 sar., 1991), zastitu od naknadne
infekcije oportunistickih patogena, kao i uskladivanje metabolizma biljaka kako bi se

nosila sa svim nastalim promenama (Delessert i sar., 2004).

U odgovoru biljke na povredu ucestvuju mobilni signali, koji mogu biti elektricne
hidrauli¢ne ili hemijske prirode (Wildon i sar., 1992; Malone i Alarcon, 1995; Herde i

sar., 1999; Ryan, 2000). Pored jasmonske kiseline, za koju se smatra da ima centralnu

20



ulogu u biljnom odgovoru na povredivanje, 1 druga jedinjenja (oligopeptid sistemin,
oligosaharidi i1 fitohormoni poput abscisinske kiseline 1 etilena) imaju ulogu u
signalizaciji nakon povrede (Leon i sar., 2001). Razli¢iti putevi signalne transdukcije
(zavisni 1 nezavisni od jasmonske kiseline) su identifikovani i delimi¢no okarakterisani
(Ledn i sar., 2001; Arimura 1 sar., 2011). Komponente ovih signalnih puteva uglavnom
su slicne onima iz drugih signalnih kaskadnih puteva eukariota, i ukljucuju korake
reverzibilne proteinske fosforilacije, Ca®'/kalmodulin — regulisane korake kao i
produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS; eng. reactive oxygen species; Leon 1 sar.,
2001; Arimura i sar., 2011; Slika 4). Dalja indukcija odbrambenih odgovora uglavnom
zavisi od transkripcione aktivacije odredenih gena (Reymond i sar., 2000; Leon i sar.,
2001), a proteini koji su kodirani ovim genima imaju jednu od slede¢ih funkcija: 1)
ucestvuju u popravci oStecenog biljnog tkiva, 2) ucestvuju u proizvodnji supstanci koje
inhibiraju rast predatorskih insekata, 3) aktiviraju signalne puteve odbrane, ili 4)
ucestvuju u uskladivanju metabolizma biljke sa nametnutim novonastalim promenama
(Leon i sar., 2001). Svi ovi procesi dovode do ozdravljenje oste¢enog tkiva i aktivacije
obrambenih mehanizama koji treba da sprece dalja oSte¢enja (Ledn i sar., 2001).
Odgovori biljaka na mehanicke povrede mogu biti kratkorocni i1 dugoroc¢ni.
Kratkorocni odgovor pocinje u minutima nakon povredivanja, dok se dugoro¢ni
odgovor javlja 6 i viSe sati nakon mehanicke povrede (Reymond i sar., 2000).
Kratkoro¢ni odgovor se javlja i u nepovredenim delovima biljke i ukljucuje rano-
indukovane gene (rane odbrambene gene) koji uglavnom kodiraju faktore signalne
transdukcije 1 regulacije (Cheong i sar., 2002; Delessert i1 sar., 2004). Nasuprot tome,
dugoro¢ni odgovor nastaje na povredenom mestu i karakteriSe ga ekspresija gena koji
kodiraju proteine sa metabolickom funkcijom, tj. onih koji su povezani sa fotosintezom,
metabolizmom Secera, masti 1 ugljenika (Cheong 1 sar., 2002; Delessert i sar., 2004).
Ovi geni se nazivaju kasni odbrambeni geni. Medu njima su jasno izdvojeni i geni

odgovorni za produkciju sekundarnih metabolita.

U radu sa in vitro kulturama do povreda biljaka dolazi tokom manipulacije biljnim
materijalom kako u okviru subkultivacije, tako 1 tokom same postavke eksperimenata.
Stoga je definisanje promena koje nastaju povredom biljaka u kulturi in vitro veoma
vazno zbog pravilnih postavki svih eksperimenata i tumacenja rezultata, ali 1 moguce

upotrebe u cilju poveéanja produkcije sekundarnih metabolita od znacaja.
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1.2.4.2. Vodni stres

Negativno dejstvo razlicitih abiotickih faktora (susa, povecan salinitet zemljista,
ekstremno visoke temperature, itd.) dovodi do poremec¢aja u vodnom statusu biljke tj.
do pojave vodnog stresa (Verslues i sar., 2006; Taiz 1 Zeiger, 2010). SuSa se u Sirem
smislu moze definisati kao dugotrajni nedostatak vode u spoljasnjoj sredini. Medutim,
postoje uslovi u kojima biljka ne moze da usvaja vodu iz podloge iako je ona prisutna u
zemljiStu, 1 ovakvo stanje se naziva fizioloska susa (Neskovi¢ i sar., 2003). Smanjena
dostupnost vode moze se kvantitativno predstaviti kroz snizavanje vodnog potencijala
(yw) (Kramer i Boyer, 1995; Verslues i sar., 2006). Snizavanje yw podloge otezava
biljkama proces usvajanja vode, §to dovodi do dehidratacije biljaka, a u uslovima
dugotrajnog vodnog stresa ¢ak i do njihove smrti. U uslovima vodnog stresa dolazi do
pokretanja brojnih odbrambenih mehanizama u biljci koji obuhvataju promene kako na
¢elijskom nivou, tako i na nivou cele biljke (Verslues i sar., 2006) i mogu se podeliti na
fizioloske, biohemijske, kao i odgovore na molekularnom nivou (de Oliveira i sar.,
2013). Aktiviranje ovih mehanizama obezbeduje biljci da izbegne gubitak vode, tako
Sto ¢e omoguciti dalje usvajanje vode iz podloge ili da toleriSe snizen relativni sadrzaj
vode u tkivu (Verslues i sar., 2006). Medutim, kada stres postane intenzivan i kada
biljka viSe ne moze da odrzava balans izmedu uzimanja i odavanja vode, za njeno
funkcionisanje postaju veoma vazni dodatni mehanizmi: izbegavanje i tolerancija na
dehidrataciju (Verslues 1 sar., 2006). Izbegavanje dehidratacije obuhvata proces
akumulacije odredenih metabolita u biljnoj ¢eliji (poput prolina ili glicin betaina), kao i
proces o¢vrsc¢avanja Celijskog zida (Verslues i sar., 2006). U slu¢aju da biljke ne mogu
da izbegnu dehidrataciju tkiva dolazi do aktiviranja mehanizama koji ¢e biljkama
obezbediti toleranciju na sniZeni sadrzaj vode u ¢eliji, koji se prvenstveno zasnivaju na
zastiti ¢elijskih struktura od efekata dehidratacije (Verslues i sar., 2006). U tom procesu
najznacajnija uloga pripada proteinima, kao Sto su LEA proteini (Verslues i sar., 2006),
a medu njima dehidrinima. Dehidrini se akumuliraju u embrionima tokom kasnih
stadijuma embriogeneze (sazrevanje i desikacija embriona). Njihovo prisustvo je
ograni¢eno na mlade biljne organe i one u kojima se odigravaju brze ¢elijske deobe ili
elongacija (npr. vrhovi korenova, izduzena stabla, petiole; Rorat i sar., 2004; Hanin i
sar., 2011). Akumulacija dehidrina je pozitivno korelisana sa tolerancijom na

dehidrataciju (Close 1 sar., 1993; Mohammadkhani 1 Heidari, 2008) i cesto su
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konstantno eksprimirani u linijama koje su tolerantne na dehidrataciju (Chen 1 sar.,
2013). Ovi proteini ucestvuju u zastiti drugih makromolekula ili ¢elijskih struktura i
pomazu u odrzavanju integriteta ¢elijskih membrana (Close i sar., 1993; Bray, 1997;

Beck i sar., 2007).

U odgovoru na vodni stres dolazi i do izmenjene ekspresije velikog broja gena
koji ucestvuju u odgovorima na stres (Wang i sar., 2003).U datim uslovima povecana je
ekspresija velikog broja gena koji kodiraju enzime i proteine koji kod tolerantnih biljaka
obezbeduju otpornost na vodni deficit (npr. akvaporini, LEA proteini, osmotin, enzimi
koji u€estvuju u sintezi raznih osmoprotektanata), kao i gena koji ucestvuju u biosintezi
ABA (Slika 4) koja ima vaznu ulogu u indukovanju regulatornih proteina, kao i u
regulaciji ekspresije funkcionalnih proteina kao Sto su ve¢ pomenuti LEA proteini
(Piatkowski 1 sar., 1990; Ingram 1 Bartels, 1996; Bartels 1 Salamini, 2001). Drugi aspekt
tolerancije na dehidrataciju (kao i na druge abioticke faktore) je kontrola nivoa
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i ograni¢avanje oste¢enja prouzrokovanih ROS (Verslues i
sar., 2000).

Proces rehidratacije dovodi do posebnih procesa u biljkama i predstavlja period
kada dolazi do popravke fizickih oStecenja i obnavljanja metabolickih aktivnosti. Stoga
u okviru proucavanja fenomena tolerancije na dehidrataciju/desikaciju, poseban znacaj
ima 1 ispitivanje procesa do kojih dolazi tokom rehidratacije (Sherwin i Farrant, 1996).
Na osnovu paralelnih ispitivanja indukcije zaStitnih sistema tokom odgovora na
dehidrataciju/rehidrataciju uocene promene su vidljive u nivou membranskih lipida
(Quartacci i sar., 2002,), sadrzaju askorbata i glutationa (Sgherri i sar., 2004,), aktivnosti
antioksidativnih enzima (Veljovi¢-Jovanovi¢ 1 sar., 2006; Veljovi¢-Jovanovi¢ 1 sar.,

2008, Jovanovi¢ i sar., 2011).

1.2.4.3. Produkcija sekundarnih metabolita i abioticki stres

Poznato je da akumulacija sekundarnih metabolita zavisi od abioti¢kih faktora
poput temperature, svetlosnog rezima i dostupnosti hranljivih materija (Gleadow i
Woodrow, 2002; Demetzos i sar., 2002; Falk i sar., 2007; Ballhorn et al, 2011).
Nepovoljniji uticaji spoljasnje sredine u velikoj meri uticu na metabolicke puteve

odgovorne za produkciju i akumulaciju sekundarnih metabolita (Bohnert i sar., 1995;
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Ramakrishna 1 Ravishankar, 2011; Selmar i1 Kleinwéchter, 2013a,b). Promene (najcesce
povecanje) u produkeiji sekundarnih metabolita pod uticajem stresogenih faktora su i
o¢ekivane imajuéi u vidu da ova grupa jedinjenja ima vaznu zastitnu ulogu u odgovoru
na bioticki 1 abioticki stres (Selmar, 2008; Ramakrishna i Ravishankar, 2011; Liu i sar.,
2011; Selmar i Kleinwachter 2013a, b).

U brojnim istrazivanjima detektovano je povecanje sinteze 1 akumulacije razlicitih
vrsta sekundarnih metabolita pod uticajem razli€itih stresogenih faktora. Susa dovodi do
povecanja sadrzaja epikatehina u vrsti Camellia sinensis (Hernandez i sar, 2006),
antocijanina kod Vitis vinifera (Castellarin i sar., 2007), ruzmarinske kiseline kod Salvia
miltiorrhiza (Liu 1 sar., 2011), karotenoida kod Helianthus annuus (Ghobadi 1 sar.,
2013). Povreda indukuje povecanje sadrzaja monoterpena i sesviterpena u biljci
Gossypium hirsutu (Opitz 1 sar., 2008), a kod Quercus ilex je usled povisene
temperature povecana akumulacija monoterpena (Loreto 1 sar., 1998). Medutim,
stresogeni faktori mogu dovesti i do smanjenja sinteze i1 akumulacije sekundarnih
metabolita. Tako npr. u uslovima suse dolazi do smanjenja sadrzaja saponina u biljci
Chenopodium quinoa, (Soliz-Guerrero i sar., 2002), kao i odredenih terpena kod
Melissa officinalis 1 Salvia officinalis (Manukyan, 2011). Zapravo stresogeni faktori
mogu dovesti do inaktivacije ili pojacane aktivnosti razliitih metabolickih puteva Sto
rezultuje u kvalitativnim 1/ili kvantitativnim promenama u produkciji biljnih metabolita.
Ove promene su specificne i1 zavise od prirode abiotickog ili bioti¢kog stimulusa koji
moze da specificno aktivira ili suprimira ekspresiju gena i indukuje ili blokira tacno
odredena mesta u metabolickim putevima, ili ¢ak da dovede do katabolizma
odbrambenih jedinjenja (Jahangir i sar., 2009). Pojedina istraZzivanja metabolicku
osnovu promene u produkciji sekundarnih metabolita indukovanu stresom objaSnjavaju
na slede¢i naCin: zbog zatvaranja stoma usled pocetnog npr. vodnog deficita, unos CO,
znadajno opada. Kao rezultat, potro$nja redukcionih ekvivalenata (NADPH+H")
neophodnog za fiksaciju CO, putem Kalvinovog ciklusa znac¢ajno opada, dovode¢i do
ogromne prezasiéenosti sa NADPH+H". Veliko poveéanje u redukcionom potencijalu
(odnos NADPH+H" prema NADP"), po zakonu o dejstvu masa (Guldberg-Vageov
zakon), dovodi do pojaCane sinteze visoko redukovanih jedinjenja poput izoprenoida

fenola ili alkaloida (Selmar i Kleinwéchter 2013a, b).
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Funkecija terpenskih jedinjenja u odbrani biljaka od nepovoljnih uslova spoljasnje
sredine je raznovrsna. Karotenoidi iz familije ksantofila, kao 1 neki drugi terpenoidi
poput izoprena ili a-tokoferola u uslovima stresa izazvanog suSom i visokom
temperaturom, stabilizuju i fotozasti¢uju lipidnu fazu tilakoidnih membrana (Havaux,
1998; Sharkey, 2005, Velikova 1 sar., 2005). Ksantofili imaju ulogu i u detoksifikaciji
¢elije od slobodnih radikala i ROS ¢iji je nastanak uzrokovan visokim intenzitetom
svetlosti (Demming-Adams i Adams, 1996; Niyogi i sar., 1997; Munné-Bosch i Alegre
2000). a- tokoferol je takode vazan antioksidans (Foyer i Noctor, 2005; Abbasi i sar.,
2007), dok izopren i a-pinen omogucavaju biljkama da prevazidu stres izazvan viskom
temperaturom (Pefiuelas 1 sar., 2005). Pretpostavlja se da endogena produkcija izoprena
Stiti bioloske membrane od ostecenja tako Sto ovo jedinjenje direktno reaguje sa singlet
kiseonikom putem izopren-konjugat dvostruke veze (Velikova i sar., 2005). Loyola i
saradnici (2012) su ukazali da terpenska jedinjenja sintetisana u plastidima celija
paradajza imaju ulogu u odgovoru na vodni stres.

Znacajan uticaj na ekspresiju gena MEP i MVA puta imaju faktori iz spoljasnje
sredine poput osmotskog stresa, dehidratacije, visoke i niske temperature, povreda,
patogena, elicitora gljiva (Phillips i sar., 2007; Vranova 1 sar., 2013). Izlaganje svetlosti
indukovalo je ekspresiju svih gena MEP puta (Hsieh i sar., 2008), dok je neznatno
povecanje ekspresije HMGR, DXR, CMK, IPP, FPPS, GGPPS i DXS gena, ¢iji produkti
predstavljaju vazne enzime MVA 1 MEP puta biosinteze terpena, uoceno kada su biljke
izlagane povisenoj temperaturi (Sasaki i sar., 2007; Pateraki 1 Kanellis, 2010). Druge
studije su pokazale da se ekspresija gena HMGR, IPPI, SOS (skvalen sintaza), NCED
(9-cisepoksikarotenoid dioksigenaza) i GGPPS menja kada su biljke izloZene razlicitim
stresnim uslovima (Qin i Zeevaart, 1999; Iuchi i sar., 2001; Nakamura i sar., 2001;
Pateraki 1 Kanellis, 2010; Falara i sar., 2010; Loyola i sar., 2012).

Vazno je istaci da su enzimi kako MVA, tako 1 MEP biosintetskog puta kodirani
genskim familijama pri ¢emu razli¢iti geni iste familije imaju razliCitu ekspresiju u
tkivima 1 organima, kao i1 pod uticajem razlic¢itih faktora spoljasnje sredine. Smatra se da
postojanje multigenskih familija ima vazan uticaj na regulaciju ova dva biosintetska
puta jer svaki gen c¢lan ovih familija moze biti ukljuen u biosintezu odredenog
produkta 1 moze podle¢i nezavisnoj regulaciji pod uticajem razliCitih faktora stresa

(Cordoba 1 sar., 2009; Vranova i sar., 2013). Deo razlika izmedu srodnih biljnih vrsta
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koje se javljaju pri toleranciji na stres moze nastati na nivou regulacije gena koji
kodiraju regulatorne enzime oba sintetska puta terpena (Loyola i sar., 2012). Biljne
vrste, pa i genotipovi unutar iste vrste mogu da se razlikuju u sposobnosti prevazilazenja
stresnih uslova (Wahid 1 sar., 2007; Pavarini i sar., 2012). Shodno tome i specifi¢na
uloga sekundarnih metabolita u povecanju tolerancije na stres se takode razlikuje. Dalja
razjasnjenja su neophodna kako u cilju produkcije tolerantnih biljaka, tako i u cilju

povecanja prinosa i produkcije sekundarnih metabolita od znacaja.

1.3. Biolo$ka aktivnost sekundarnih metabolita

Zahvaljuju¢i znacajnim bioloskim aktivnostima biljni sekundarni metaboliti se
koriste vekovima u tradicionalnoj medicini. Analgetici (npr. morfin), antitusici (npr.
kodein), antihipertenzivi (reserpin), kardiotonici (digoksin), antineoplastici (vinblastin i
paklitaksel), antimalarici (artemisin) su samo neka jedinjenja od nekoliko nezamenljivih

medicinskih produkata biljnog porekla (Nessler, 1994).

1.3.1. Antimikrobna aktivnost

Razvoj antibiotika tokom XX veka je znaCajno smanjio opasnost od infektivnih
bolesti koje izazivaju bakterije. Medutim, tokom godina intezivnog koriS¢enja doslo je
do smanjenja osetljivosti mikroorganizama na postojece antimikrobne agense, kao i do
razvica 1 Sirenja razli¢itth mehanizama rezistencije bakterija na konvencionalne
antibiotike (Bandow i sar., 2003; Westh 1 sar., 2004; Wright, 2010). U cilju poboljsanja
efikasnosti antibiotika glavna istrazivanja u okviru farmaceutske industrije su
fokusirana na izmene molekulske strukture ve¢ postojeCih antibiotika. Prirodna
jedinjenja predstavljaju vazan izvor novih lekova u terapijama mnogih bolesti, medu
kojima su i bolesti izazvane patogenim mikroorganizmima (Nascimento i sar., 2000;
Sakagami i Kajimura, 2002; Clardy i Walsh, 2004). Zahvaljuju¢i svojoj dostupnosti,
razli¢itosti vrsta, kao 1 izboru koji se moze izvrsiti na osnovu etnomedicinske upotrebe,
lekovite 1 aromati¢ne biljke trenutno privla¢e najveéu paznju farmaceutske i1 naucne
zajednice (Hoet i sar., 2004; Ginsburg i Deharo, 2011; Savoia, 2012). Antimikrobni
efekat etarskih ulja i ekstrakata biljaka omogucio je njihovu viSestruku primenu

ukljucujuci upotrebu u alternativnoj medicini 1 prirodnom lecenju, kao i u konzerviranju
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hrane, pored ve¢ pomenute upotrebe u farmaceutskoj industriji (Savoia, 2012). U
brojnim istrazivanjima koja su sprovedena tokom poslednjih decenija definisani su

najvazniji sastojci biljaka koji poseduju antimikrobnu aktivnost (Tabela 1).

Tabela 1. Primeri klasa biljnih jedinjenja sa antimikrobnim delovanjem (Cowan, 1999)

Klasa Podklasa Primer Mehanizam delovanja
Jednostavni Katehol LiSavanje supstrata
fenoli Epikatehin Ostec¢enje membrane
Fenolne Cimetna kiselina ~ Vezivanje za adhezin,
kiseline Hipericin vezivanje za Celijski zid,
Hinoni inaktivacija enzima
Flavonoidi Hrizin Vezivanje za adhezin,
Flavoni vezivanje za Celijski zid
Fenolna Abisinon Inaktivacija enzima, inhibicija
jedinjenja HIV reverzne transkriptaze
Tanini Elagitanin Vezivanje za adhezin,
vezivanje za Celijski zid,
inhibicija enzima, liSavanje
supstrata, oStec¢enje
membrane, kompleksiranje sa
jonima metala
Kumarini Varfarin Interakcija sa eukariotskom
DNK
Terpeni, Kapsaicin Ostec¢enje membrane
etarska
ulja
. 1s Berberin U
Alkaloidi . Ugradivanje u ¢.zid i/ili DNK
Piperin
Manoza- Blokiranje fuzije i adsorpcije
Lekeini speciﬁ(?an virusa
aglutinin
Fabatini Formira disulfidne mostove

Iako su antibakterijska svojstva etarskih ulja i1 ekstrakata biljaka, kao i njihovih
pojedinacnih sastojaka ispitana (Shelef, 1983; Nychas, 1995; Burt, 2004), jo§ uvek ne
postoji potpuno i zadovoljavajuée objasnjenje mehanizma antimikrobnog delovanja
(Lambert 1 sar., 2001; Burt, 2004). Uzimajuéi u obzir veliki broj razli¢itih grupa
hemijskih jedinjenja prisutnih u biljnim ekstraktima i1 etarskim uljima, njihova

antibakterijska aktivnost cesto se ne moze pripisti samo jednom specificnom
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mehanizmu. Ove supstance obi¢no ispoljavaju svoju aktivnost na vise razlicitih nacina
(Skandamis 1 sar., 2001; Carson 1 sar., 2002). Mehanizam delovanja jedinjenja iz biljnih
ekstrakata i etarskih ulja se generalno povezuje sa destabilizacijom citoplazmati¢ne
membrane, narusavanjem elektrohemijskog gradijenta, destabilizacijom prenosa
protona, protoka elektrona, aktivnog transporta i koagulacijom citoplazme (Slika 5)
(Burt, 2004, Savoia, 2012). Vazna karakteristika etarskih ulja i njihovih komponenti je
da su hidrofobni i da kao takvi naruSavaju strukturu lipida koji ulaze u sastav
citoplazmaticne membrane bakterija, Cine¢i je na taj nacin poroznom i lako

propustljivom za razli¢ite molekule (Sikkema 1 sar., 1994; Alviano 1 Alviano, 2009).

koagulacija
\ = v kretanje protona
"/ izlivanje 22\ \
sastojaka
citoplazme .
P citoplazma
P —
celijski zid ATITIWTTTOTTT, | citoplazmaticna
AU A L membrane
proteini =
membrane ~

Slika 5. Mesta i mehanizmi delovanja etarskih ulja i njihovih komponenti na bakterijsku
¢eliju: degradacija cCelijskog zida, oSteCenje citoplazmaticne membrane, oStecenje
proteina membrane; izlivanje celijskog sadrzaja, koagulacija citoplazme i
onemogucavanje kretanja protona (modifikovano po Burt i sar., 2004)

Povecan broj infekcija izazvanih gljivama kod ljudi, posebno kod
imunokompromitovanih pacijenata (inficirani HIV-om, oboleli od kancera, pacijenti sa
transplantiranim organima), kao i odredeni nedostaci konvencionalnih mikotika
(toksicnost, rezistenost pojedinih gljiva, efikasnost, cena) uticali su na povecano
interesovanje za nove terapeutske pristupe, prvenstveno za koriS¢enje biljnih jedinjenja
(Savoia, 2012). Mehanizam antifungalnog dejstva jedinjenja iz biljnih ekstrakata i
etarskih ulja nije dovoljno razjasnjen i pretezno se pripisuje njihovoj sposobnosti da

poremete permeabilnost plazma membrane (Arif i sar., 2009; Savoia, 2012).

28



Antifungalna aktivnost odredenih biljnih jedinjenja pored uticaja na plazma
membranu, moZze se pripisati 1 izmenjenoj akumulaciji ROS u mitohondrijama (Tian 1
sar., 2012), kao i poremecaju homeostaze masnih kiselina usled interefrencije sa
putevima njihove biosinteze i degradacije (Xu i sar., 2012).

Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata ili etarskih ulja generalno zavisi od
njihovog sastava koji varira usled uslova spoljasnje sredine (Burt, 2004; Savoia, 2012).
Na antimikrobnu aktivnost uti¢u i medusobne inetrakcije komponenti (Dorman i Deans,
2000; Marino i sar., 2001; Delaquis 1 sar., 2002), koje mogu imati aditivni,
antagonisticki ili sinergisticki efekat (Burt, 2004). Etarska ulja ili biljni ekstrakti
ponekad imaju vecu antimikrobnu aktivnost od smeSe glavnih sastojaka (Gill 1 sar.,
2002; Mourey i Canillac, 2002), sto navodi na zakljucak da i komponente prisutne u

maloj koli¢ini mogu imati sinergisticki i stimulativni uticaj (Burt, 2004).

1.3.2. Antioksidativna aktivnost

Po osnovnoj definiciji, slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji imaju
jedan ili viSe nesparenih elektrona u svojoj strukturi, $to dovodi do njihove izrazene
reaktivnosti (Cadenas i Davies, 2000; Gill i Tuteja, 2010). Radikali koji imaju nesparen
elektron na kiseonikovom atomu pripadaju grupi reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Halliwell,
2006). U ovu grupu se ubrajaju: superoksid radikali (O, "), perhidroksi radikal (HO;"),
hidroksil radikal (OH-) i alkoksi radikali (RO-). Ovoj grupi jedinjenja pripadaju i neke
neradikalske vrste koje sadrze kiseonik poput vodonik peroksida (H»O,) i singlet
kiseonika (‘0,) (Halliwell, 2006, Gill i Tuteja, 2010). Pored ROS znadajne grupe
slobodnoradikalskih jedinjenja predstavljaju i1 reaktivne vrste hlora (eng. reactive
chlorine species, RCS), broma (eng. reactive bromine species, RBS) 1 azota (eng.

reactive nitrogen species, RNS; Halliwell, 2006).

Slobodni radikali neprekidno nastaju kao rezultat brojnih metabolickih procesa u
zivim ¢elijama. U normalnim uslovima, homeostaza slobodnih radikala regulisana je
antioksidansima prisutnim u organizmu. Neravnoteza izmedu nastalih slobodnih
radikala 1 antioksidanasa dovodi do oksidativnog oSte¢enja makromolekula celije kao
Sto su membranski lipidi, nukleinske kiseline, ugljeni hidrati i proteini (Aruoma, 1998,

Lefer 1 Granger, 2000; Bhatia i sar., 2003). Ova oSteenja nastala kao posledica
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oksidativnog stresa mogu biti uzrok brojnih oboljenja poput kancera,
neurodegenerativnih i1 imunih bolesti, dermatitisa, degenerativnih bolesti oka, odredenih
oblika dijabetesa, degenerativnih bolesti lokomotornog i kardiovaskularnog sistema
(Gerber 1 sar., 2002, Di Matteo i Espossito, 2003, Halliwell i Gutteridge, 2007).

Halliwell 1 Gutteridge (2007) pod antioksidansima u Sirem smislu podrazumevaju
agense koji onemogucavaju, specavaju ili uklanjanju oksidativna oStecenja ciljanog
molekula. Antioksidansi su jedinjenja ili sistemi koji ispoljavaju svoju aktivnost tako Sto
inhibiraju formiranje slobodnih radikala ili prekidaju propagaciju slobodnih radikala i to
putem nekoliko mehanizama: spreavanjem formiranja peroksida, prekidanjem lancane
reakcije oksidacije, smanjem lokalne koncentaracije kiseonika, heliranjem metalnih jona
itd.(Nawar, 1996; Brewer, 2011).

Antioksidansi koji se u organizam unose putem hrane ili lekova predstavljaju
egzogene antioksidanse koji mogu biti sinteticki ili prirodni. U prehrambenoj industriji
se upotrebljava veliki broj sintetiCkih antioksidanasa kao S§to su butilovani
hidroksitoluen, butilovani hidroksianisolen, askorbil-palmitat i propil-galat (Brewer,
2011). Ova jedinjenja mogu imati negativne i/ili toksicne efekte (Grice, 1988, Wichi,
1986; Brewer i1 Prestat, 2002; Rojas 1 Brewer, 2008), pa se stoga sve veca paznja
poklanja prirodnim antioksidansima, prvenstveno poreklom iz biljaka, a medu njima se,
kao jedinjenja koja imaju veliki antioksidativni potencijal, posebno isti¢u vitamin C i E,
fenolne kiseline (galna, kafeinska, hlorogena, ruzmarinska kiselina), flavonoidi
(kvercetin, katehin), karotenoidi (likopen), kao 1 konstituenti etarskih ulja i rezina (Shan
i sar., 2005; Brewer, 2011).

Efikasnost antioksidanasa poreklom iz biljaka povezana je sa oksido/redukcionim
potencijalom, rastvorljivoséu i stabilno§¢éu samog antioksidansa (Nawar, 1996).
Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina zavisi od broja i pozicije hidroksilnih grupa
u odnosu na karboksilne grupe (Balasundram 1 sar., 2006), dok antioksidativno
delovanje flavonoida zavisi od prirode supstituenata na prstenovima, pogotovo B
prstena (Balasundram i sar., 2006; Wojdylo i sar., 2007; Lupea i sar., 2008). Izoprenoidi
(medu njima najvecu antioksodativnu aktivnost imaju karotenoidi 1 abietanski diterpeni)
su generalno lipofilniji od vecine fenilpropanoidnih polifenola, pa se stoga njima pridaje

veci znacaj u zastiti membranskih lipida (Matkowsky, 2008). Fenolna jedinjenja su se
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pokazala kao bolji antioksidansi prilikom uporedivanja antioksidativnog potencijala
fenolnih jedinjenja i terpena (Bramley i sar., 2000, Pietta, 2000, Kim i Lee, 2004, Asard
i sar., 2004). Postojanje antagonistickog efekta izmedu fenolnih jedinjenja i terpena
pokazano je od strane nekoliko autora. (Azza i sar., 2011, Perry i sar., 2003).

Biljni ekstrakti s izrazitom antioksidativnom aktivnos¢u u testovima in vitro
pokazuju aktivnost 1 u in vivo uslovima (Alam i sar., 2013), pa se in vitro metode sve
viSe koriste kao prvi korak u ispitivanju potencijalne antioksidativne aktivnosti nekog

biljnog ekstrakta ili jedinjenja.

1.3.3. Antikancerogena aktivnost

Kancer je bolest u kojoj dolazi do nekontrolisanog rasta i Sirenja u organizmu
abnormalnih formi celija nastalih u telu obolelog (Karp, 1999; Rang i sar., 2007).
Kancer je jedan od glavnih uzroka smrti u razvijenim zemljama i prema predvidanjma
2020. godine bi¢e evidentirano 15 miliona novih sluc¢ajeva (Brayand i Moller, 2006;

Zinov'eva i Spasov, 2011).

Maligne ¢elije poseduju, vise ili manje, Cetiri karakteristike koje ih odvajaju od
normalnih celija: nekontrolisanu proliferaciju, dediferencijaciju 1 gubitak funkcije,
invazivnost 1 metastaziranje. Abnormalne karakteristike malignih ¢elija posledica su
izmenjene genske ekspresije nastale usled razli¢itih genskih mutacija koje mogu biti
stedene , ili nasledne (Rang i sar., 2007). Razvoj kancera je sloZen, viSestepeni proces,
koji ne ukljucuje samo jednu genetsku promenu ve¢ obi¢no viSe njih, kao 1 ucesce
epigenetskih faktora (delovanje hormona, ko-karcinogena, promotera i dr.) koji sami po
sebi ne predstavljaju uzrok kancera, ali povecavaju verovatnocu da genske mutacije
rezultiraju kancerom (Rang i sar., 2007). Dve osnovne kategorije genskih promena
(alteracija) dovode do kancera, a to su aktivacija proto-onkogena u onkogene i
inaktivacija tumor supresornih gena (Talib, 2011). Ove promene su posledica tackastih
mutacija, amplifikacije gena ili translokacija hromozoma, i ¢esto nastaju kao posledica

delovanja odredenih virusa ili hemijskih karcinogena (Rang i sar., 2007).

" Ne nasleduje se kancer sam po sebi, ve¢ mutirani gen i predispozicija za kancer. Primeri su tumor
supresivni geni BRCAI i BRCA2: zene koje naslede mutaciju samo jednog gena imaju znacajno ve¢i rizik
za oboljevanje od karcinoma dojke.

31



Visoka stopa smrtnosti medu obolelima od kancera ukazuje na ograni¢enu
efikasnost sadaSnjih terapija (Xu 1 sar., 2009). Ve¢ dugi niz godina, naucnici pokusavaju
da pronadu lek za kancer i u te svrhe koriste hemijski sintetisane ili prirodna Cista
jedinjenja (Talib, 2011). Vecina antikancerskih lekova deluju antiproliferativno (dovode
do ostecenja DNK time iniciraju¢i apoptozu). Medutim, oni na isti nacin deluju i na
normalne ¢elije koje se brzo dele i tako oSte¢uju kosnu srz, usporavaju zarastanje rana,
usporavaju rast, uzrokuju sterilitet, alopeciju, mogu biti i teratogeni, a ve¢ina uzrokuje
mucninu i povrac¢anje (Rang i sar., 2007). Zbog teskih nuspojava citostatika, istrazivanja
u poslednjih nekoliko decenija su usmerena ka koris¢enju prirodnih proizvoda kao Sto
su sirovi biljni ekstrakti ili upotreba kombinacije razlicitih biljnih jedinjenja u cilju
lecenja kancera (Talib, 2011). Ovaj trend je baziran na osnovu sinergistickih efekata
razli¢itih biljnih metabolita u sirovim ekstraktima, kao i na postojanju viSe taCaka
delovanja takvih ekstrakata (Neergheen, 2009; Talib, 2011). U okviru ispitivanja
ukupno 187 biljnih vrsta (klasifikovane u 102 roda i 61 familiju) koje su identifikovane
kao aktivni ili obecavajuéi izvori fitohemikalija za leCenje kancera, dokumentovano je
trinaest razli¢itih grupa prirodnih jedinjenja sa antitumorskim svojstvima (Kintzios,
2006). Medu njima su najrasprostranjeniji i sa najbolje dokumentovanom aktivnoscu
fenilpropanoidi (18 familija), terpenoidi (14 familija) i alkaloidi (13 familija; Facchini,
2001; Trapp i1 Croteu, 2001b; Kintzios, 2006; Talib, 2011). Zahvaljujuéi visestrukom
nacinu delovanja, biljni ekstrakti i jedinjenja biljnog porekla ucestvuju kako u prevenciji
1 sprecavanju, tako 1 u leCenju kancera. Antitumorska aktivnost ovih jedinjenja primarno
je bazirana na njihovoj citotoksi¢nosti i mogu se izdvojiti dve glavne grupe biljnih
jedinjenja: ona koja se vezuju za tubulin (destabilizuju¢i ili stabilizujuéi mikrotubule) 1
ona koja inhibiraju enzime DNK topoizomeraze (Nobili i sar., 2009). Tako npr. alkalodi
izolovani iz Catharanthus roseus (npr. vinkristin 1 vinblastin) spreCavaju stvaranje
deobnog vretena 1 zaustavljaju ¢elije u metafazi, vezuju¢i se za tubulin 1 inhibirajci
njegovu polimerazaciju u mikrotubule (Nobili i sar., 2009), dok taksani, koji su
inicijalno izolovani iz Taxus brevifolia, a danas se dobijaju i semisintetickim putem iz
10-deacetilbakatil III izolovanog Taxus baccata, deluju na mikrotubule tako §to ih
stabilizuju u polimerozovanom stanju (Horwitz i sar., 1993). U drugu grupu biljnih
produkata sa antikancerogenim delovanjem se ubrajaju kamptotecini iz Camptotheca

acuminata koji inhibiraju topoizomerazu I, kao i podofilotoksini (npr. etopozid)
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izolovani iz korena mandragore (Podophyllum peltatum) koji inhibiraju topoizomerazu
IT (Nobili 1 sar., 2009). Za podofilotoksine se smatra da inhibiraju funkciju mitohondrija
i transport nukleotida (Rang i sar., 2007). Medutim, neki biljni produkti deluju i na
druge nacine. Tako npr. flavonoidi iz Scutellaria biacalensis deluju na ciklin zavisne
kinaze (Dai i1 Grant, 2003; Chang i sar., 2004), ali u ve¢im koncentracijama pokazuju i
citotoksic¢nu estrogen-sli¢nu aktivnost (Nair 1 sar., 2004; Oh i Chung, 2004; Woo i sar.,
2005). Homoharingtonin, alkaloid izolovan iz Cephalotaxus harringtonia, inhibira
proteinsku sintezu blokiraju¢i progresiju ¢elijskog ciklusa (Nobili i sar., 2009). Stilben
kombretstatin A4, izolovan iz Combretum caffrum, inhibira rast krvnih sudova tumora,
dovodec¢i do smrti 1 nekroze tumorskih ¢elija (Banerjee i sar., 2008). Imaju¢i u vidu da
rezistencija na brojne lekove jo§s uvek predstavlja jedan od najvecih problema u
hemoterapiji, delovanje na proces angiogeneze prestavlja jedan od novih atraktivnih
pravaca u razvoju antitumorskih lekova (Xu i sar., 2009).

Vazno je napomenuti da jedinjenja poreklom iz biljaka pruzaju veliku moguénost
ne samo u pronalaZenju novih klasa antikancerogenih lekova, ve¢ i u otkrivanju novih i

potecijalno znacajnih mehanizama delovanja.

1.3.4. BioloSka aktivnost labdanskih diterpena

Diterpeni labdanskog tipa pokazuju Sirok spektar bioloSkih aktivnosti poput
antimikrobne, antiinflamatorne, antikancerogene, antiproliferativne, ukljucujuéi 1
hepatoprotektivne, antihipertenzivne i1 bronhodilatatorne efekte, kao i1 efekte na
enzimske sisteme sisara (inhibitori B-glukoronidaze, fosfolipaze A2 aktivatori adenilat

ciklaza; Chinou, 2005).

Antimikrobna aktivnost LD obuhvata kako antibakterijsku tako i antifungalnu
aktivnost. Epigomeri¢na i gomeri¢na kiselina, labdanski diterpeni izolovani iz nekoliko
vrsta Lamiaceae (Sideritis sp.), pokazale su izvanrednu antibakterijsku aktivnost
pogotovo prema Gram (+) bakterijama (Darias i sar., 1990). Sklareol, labdanski diterpen
izolovan iz Salvia palestina je imao snaznu izraZenu antimikrobnu aktivnost (Ulubelen i
sar., 1985), kao 1 labdanski diterpeni iz Salvia linearifolia 1 Premna olgotricha (Habibi 1
sar., 2000; Habtemariam i sar., 1992). Sklareol, manool, kao 1 joS dva labdanska

diterpena izolovana iz Salvia sclarea inhibirala su rast Staphylococcus aureus (Ulubelen
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1 sar., 1994). Juniperus procera predstavlja izvor nekoliko labdanskih diterpena koji
imaju snaznu aktivnost na Mycobacterium sp. (Muhammad 1 sar., 1996). Jedinjenja
labdanskog tipa prisutna u etarskom ulju i rezinu C. creticus subsp. creticus 1 C. creticus
subsp.eriocephalus poseduju znafajnu antimikrobnu aktivnost kako na Gram (+)
bakterije, tako 1 na nekoliko gljiva humanih patogena (Candida albicans) (Chinou i sar.,
1994; Demetzos 1 sar., 1994; Anastasaki i sar., 1999). Takode, metanolni ekstrakti
Cistus incanus 1 Cistus monospeliensis u uslovima in vitro su pokazali snaznu
inhibitornu aktivnost prema 5 vrsta bakterija i pet vrsta gljiva (Bouamama i sar., 1998).
Smatra se da su upravo izomeri manoil oksida odgovorni za antimikrobnu aktivnost
datih ekstrakata, pogotovo prema Gram (+) bakterijama (Demetzos i Dimas, 2001).
Tokom istrazivanja efekta etarskih ulja Stachys chrysantha 1 Helichrysum rupestre na
rast Gram (+) i Gram (-) bakterija potvrdeno je da je visok sadrzaj manoil oksida u ovim
etarskim uljima povezan sa detektovanom antibakterijskom aktivnoS¢u (Roussis i sar.,
1998; Skaltsa i sar., 1999).

Veliki broj testiranih LD poseduje izuzetnu antiproliferativnu i citotoksi¢nu
aktivnost. Tako rotundifuran izolovan iz ploda Vitex rotundifolia inhibira proliferaciju
HL-60 celija (¢elije humane mijeloidne leukemije; Ko i sar., 2001). Epigomeric¢na i
gomeric¢na kiselina, pored ve¢ pomenute antimikrobne, poseduje i citotoksi¢nu aktivnost
u kulturi HeLa 229 ¢elija (¢elije humanog kancera cerviksa) (Darias i sar., 1990).
Citotoksicni labdanski diterpeni izolovani iz Baccharis gaudichaudiana (Fullas 1 sar.,
1994) inhibiraju rast celijske linije mi§je leukemije (P-388) 1 rast KB celija kancera
rezistentnih na vinblastin (KB-V1). Ovu veoma vaznu citotoksi¢nu aktivnost u kulturi
multirezistentnh ¢elija karcinoma (Celijske linije humane leukemije) pokazalo je jo$
nekoliko vrsta labdanskih diterpena izolovanih iz heksanskog ekstrakta Cistus creticus
subsp. eriocephalus (Viv.) Greuter & Burdet 1 C. monspeliensis (Demetzos 1 sar., 2001).
Labdanski diterpeni izolovani iz srodnih vrsta C. creticus i C. incanus, takode su
pokazali citotoksi¢nu aktivnost prema velikom broju humanih ¢éelijam leukemije, ¢elija
karcinoma dojke (MCF7), CNS (SF268), NSCL (NCI-H460), SLC (DMS114), prostate
(PC-3), jajnika (OVCARYS), i kolona (HCT116) (Dimas 1 sar., 1999; Hatziantoniou 1
sar., 2006; Matsingou 1 sar., 2006). Medu izolovanim labdanskim diterpenima sklareol 1
labd-13(E)-en- 8a,15-diol su imali najvecu citotoksicnu aktivnost (Demetzos 1 sar.,

2001; Hatziantoniou i sar., 2006). Smatra se da ovi diterpeni ostvaruju svoje dejstvo
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aktiviranjem apoptoze i to verovatno zaustavljenjem celija u GO/1 fazi ¢elijskog ciklusa
(Demetzos 1 Dimas, 2001). Takode, veoma znaCajnu antikancerogenu aktivnost ima
forskolin, labdanski ditrepena iz Coleus forskholii. Chen i saradnici (1998) su pokazali
da forskolin indukuje apoptozu u A-172 ¢elijama humanog glioblastioma. Zahvaljujuci
veoma jakom kombinovanom efektu forskolina sa lekovima mitomicinom C i/ili cis-
diamindihlorplatinumom (DDP) ovaj labdanski diterpen je predloZen i za kombinovanu

antitumorsku hemoterapiju (Miyamoto i sar., 1987; Mann i sar., 1991).

1.4. Opste odlike vrste Cistus creticus L.

Rod Cistus (Cistaceae) salinjava tridesetak vrsta karakteristicnih za podrucje
Mediterana, a vrste C. monspelliensis, C. ladaniferus, C. salviifolius, C. laurifolius 1 C.
albidus su najc¢esce (Gaussen 1 sar., 1982). Ovaj rod pokazuje znacajnu morfolosSku
raznolikost (Greuter i sar., 1984), a zabelezene su 1 brojne hibridizacije izmedu srodnih
vrsta (Ellul 1 sar., 2002).

Cistus creticus L. (Slika 6) je viSegodiSnja Zbunasta biljka koja dostize visinu do
100 cm. Listovi su prosti, naspramno rasporedeni, jajolikog ili elipsastog oblika. Listovi
i stabla poseduju glandularne trihome koje izlu¢uju smolu (rezin) uglavnom tokom
letnjih meseci. Cveta tokom aprila i maja, a cvetovi su roze boje, veli¢ine oko 4 cm i
imaju 5 ¢asicnih listi¢a (Sfikas, 1987). Plod je kapsula, a semena su sitna, braon boje
(Warburg, 1968). Prema Flori Evrope sinonim za C. creticus L. je Cistus incanus L.
subsp. creticus (L.) Heywood ili Cistus villosus (incanus = prosed, srebrnkast; villosus =
dlakav). Indumentum listova C. creticus L. se sastoji od dva tipa trihoma: mehanickih
(neglandularnih) 1 glandularnih. Mehanicke trihome mogu biti viSecelijske (stelatne),
dok su glandularne kapitatnog tipa i dele se u dve vrste (Giilz i sar., 1996). Hemijska
analiza ukupnog sadrzaja svih trihoma C. creticus L. je ukazala da su glavna jedinjenja
labdanski diterpeni. Hemijska analiza pojedina¢nih trihoma do sada nije uradena.

Nedavno je konstruisana ¢cDNK biblioteka specificna za trihome C. creticus L.
(Falara 1 sar., 2008), a uradena je i izolacija, kloniranje i funkcionalna karakterizacija
nekoliko ¢cDNK koje kodiraju enzime ukljucene u biosintezu terpena (Pateraki i
Kanellis, 2008, 2010; Falara i sar.,2008; 2010).

Smolu wvrste C. creticus L., poznatiju pod nazivom ,Ladano®, lokalno

stanovnis$tvo Krita sakuplja odavnina zbog izraZzenih aromati¢nih i lekovitih svojstava
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(Hegnauer, 1964). Analizama hemijskog sastava smole, kao 1 listova i stabla C. creticus
je pokazno da diterpeni labdanskog tipa predstavljaju dominantna jedinjenja (Demetzos
isar., 1994, 1999, 2002; Anastasaki i sar., 1999), a prisutni su i drugi trepeni, polifenoli
i flavonoidi. Izolovani labdanski diterpeni poput (13E)-labd-13-en-8a,15-diol, (13E)-
labd-7,13-dien-15-0l, (13E)-labd-7,13-diene-15-i1 acetat, (13E)-labd-7,13-dienol,
sklareol [(13R)-labd-14-en-8,13-diol], kao 1 derivati manoil oksida poseduju, u
slobodnoj formi ili inkorporirani u lipozome, antimikrobnu, kao i citotoksi¢nu aktivnost
(Demetzos i sar., 1994; Dimas i sar., 1998; 1999; 2001; Matsingou i sar., 2006; Chinou i
sar., 1994).

Slika 6. Cistus creticus L. A) izgled biljke (autor slike Barra A.) stabla i listovi gusto
prekriveni trihomama S$to daje biljci srebrnkast, dlakav izgled, (slika pruzeta sa
http://luirig.altervista.org/flora/taxa/) C) cvet karakteristicne ruziCaste boje (slika
preuzeta sa https://sbwildflowers.wordpress.com/wildflowers/cistaceae/cistus)

Zbog svega do sada navedenog, istrazivanja biosintetskih puteva i mehanizama
regulacije produkcije ovih jedinjenja, kao 1 dalja proucavanja njihove bioloske
aktivnosti sve je aktuelnija (Pateraki i Kannelis, 2008; 2010; Munné-Bosch i sar., 2009;
Falara i sar., 2010; Skori¢ i sar., 2012; Skori¢ i sar., 2013a).
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2. CILJ

Predmet istrazivanja ove disertacije bio je ispitivanje regulacije produkcije
labdanskih diterpena u biljkama Cistus creticus L. gajenim in vitro pod uticajem
razli¢itih abioti¢kih faktora i hranljivih podloga sa variraju¢im sadrzajem razliitih
ugljenih hidrata, a u cilju nalaZenja optimalnih uslova za njihovu produkciju.
Istovremeno, analizirana je 1 potencijalna bioloSka aktivnost dobijenih ekstrakata

izdanaka 1 korena biljaka iz in vitro kulture i moguénost njihove dalje primene.

Realizacija ovog cilja izvrSena je kroz nekoliko zadataka:
. Uspostavljanje in vitro kulture izdanaka C. creticus L. kao model sistema i
analiza nekoliko razli¢itih klonova u cilju utvrdivanja postojanja razlika u parametrima
rastenja i razvica, kao i u produkciji sekundarnih metabolita.
. Histohemijska analiza Zlezdanih dlaka i odredivanje akumulacije razli¢itih
jedinjenja u njima.
. Odredivanje kvalitativnog 1 kvantitativnog sadrzaja labdanskih diterpena i
fenolnih jedinjenja u biljkama iz in vitro kulture.
. Analiza efekata odredenih abiotiCkih faktora i ugljenih hidrata kako na
ekspresiju odabranih gena uklju¢enih u MEP 1 MV A biosintetski put terpena, tako i na
nivo produkcije 1 akumulacije labdanskih diterpena.
. Transformacija C. creticus L. sa Agrobacterium rhizogenes A4AMT0GUS, kao 1
analiza hemijskog sastava transformanata i ekspresije odabranih gena uklju¢enih u MEP
1 MV A biosintetski put terpena
. Utvrdivanje bioloske aktivnosti (citotoksi¢ne, antimikrobne i antioksidativne)

biljnih ekstrakata C. creticus nakon hemijske analize njihovog sadrzaja.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Biljni materijal

Semena Cistus creticus L. subsp. creticus dobijena su od prof. dr Angelosa K.
Kanellisa sa Aristotelovog Univerziteta u Solunu (Grcka). Uzorci semena se cuvaju na
Odeljenju za biljnu fiziologiju Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢* u

Beogradu.

3.2. In vitro kultura Cistus creticus

Imbibovana semena tretirana su visokom temperaturom (95 °C) tokom 10 minuta,
nakon ¢ega su povrSinski sterilsana pomocu 20% rastvora komercijalnog preparata
natrijum hipohlorita (,,SneZnik*, Panonija, Panfevo, Srbija), sa 4% aktivnog hlora,
tokom 15 minuta. Semena su potom isprana tri puta sterilnom dejonizovanom vodom i
prebacena na 1/2 MS hranljivu podlogu (Murashige i Skoog, 1962) koja je sadrzala
100 mg/l myo-inozitola, 3% saharoze 1 0,7% agara (Torlak, Beograd, Srbija). Pre
sterilizacije na 114°C tokom 25 minuta, pH vrednost hranljive podloge je podeSena na

5.8.

Nakon 15 dana formirani klijanci su prebacivani na MS hranljivu podlogu. Biljke
su rasle u staklenim teglama zapremine 760 ml, sa polikarbonatnim zatvaraima i
gajene u sobi za rast kultura na temperaturi od 25 + 2 °C, u uslovima dugog dana (16/8
sati svetlo/mrak). Kao izvor svetlosti koris¢ene su bele fluorescentne lampe (,,Tesla®,

Pancevo,) snage 60 W 1 gustine fotonskog fluksa 50 umol/m?s.

Kulture izdanaka su obnavljane prenoSenjem eksplantata (odsecaka izdanka sa po
jednim nodusom i parom listova) na svezu MS podlogu, u akseni¢nim uslovima.
Podloge, instrumenti za rad i laboratorijsko posude sterilisani su prema standardnim
procedurama kulture biljaka in vitro, a rad sa biljnim materijalom obavljan je u

akseni¢nim uslovima u laminarnoj komori (,,Termovent®, UzZice).
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3.3. Eksperimentalni dizajn
Uticaj razlicitih vrsta ugljenih hidrata

Eksplantati stari 4 nedelje su gajeni na ¢vrstoj MS hranljivoj podlozi u koju je
dodavana saharoza, glukoza ili fruktoza u razli¢itim ekvimolarnim koncentracijama
(0,3 M; 0,1 M; 0,06 M; 0,03 M 10,01 M). Sest nedelja od postavke eksperimenta mereni
su slede¢i parametri: broj nodusa i broj aksilarnih pupoljaka po eksplantatu, duzina
nadzemnog dela izdanka, duzina korena, prosecan broj i duzina korenova i procenat
oziljavanja. Uzorci su sakupljani i ¢uvani na - 80 °C do upotrebe. Svi eksperimenti su

ponovljeni tri puta, sa 18 biljaka po ponavljanju.
Uticaj procesa dehidratacije i rehidratacije

Eksplantati iste starosti su prebacivani na tecnu 1/2 MS hranljivu podlogu bez
saharoze u koju je dodavana razlicita koli¢ina PEG 8000 (polietilen glikol 8000, Sigma-
Aldrich, Nemacka) kako bi se postigao vodni potencijal podloge od v =-2 MPa i y =-

5 MPa. Nakon pet dana dehidratacije eksplantati su prebacivani na te¢nu 1/2 MS
hranljivu podlogu bez saharoze i dodatka PEG 8000 i gajeni narednih pet dana (proces
rehidratacije). Svi eksplantati su gajeni su u Magenta kutijama zapremine 300 ml, sa po

50 ml podloge. (Slika 7).

Slika 7. Prikaz postavke eksperimenta dehidratacije/rehidratacije: eksplantati se nalaze
u otvorima celi¢nih nosa¢a u Magenta kutijama i naliven je odgovaraju¢i medijum: levo
je dodat medijum sa dodatkom PEG 8000 (y= -2 MPa), desno medijum bez dodatka
PEG 8000
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Biljni materijal je sakupljan u pravilnim vremenskim intervalima (6 h, 12 h, 24 h,
48 h, 5 dana) tokom procesa dehidratacije 1 rehidratacije i cuvan na - 80 °C do upotrebe.
Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta, sa 18 biljaka po ponavljanju. Prilikom
izratunavanja vodnog potencijala rastvora upotrebljavan je softverski paket (Giba Z.,

IBISS, Beograd) baziran na jednac¢ini Michel (1983):

Y= 1.29 [PEG]* T — 140 [PEG]* — 4.0 [PEG],

[PEG] = g PEG/ g H,O; T =+25°C.

Za izraCunavanje relativnog sadrzaja vode (RWC) u uzorcima koriS¢ena je formula:

[(FW-DW )/ ( TW - DW )] * 100

FW - sveza masa uzorka posle tretmana rastvorom PEG 8000,
DW - suva masa uzorka,

TW — sveza masa hidratisanih uzoraka (posle inkubacije u dd H>O tokom 24 h).

Uticaj povrede

Eksplantati stari 4 nedelje su preneSeni na MS ¢vrst medijum, a nakon 4 nedelje

pristupilo se eksperimentima.

U eksperimentima uticaja povrede listovi formiranih izdanaka su povredivani
zasecanjem makazama u pravilnim razmacima (5 mm) i zatim vracani na medijum.
Uzorci su sakupljani u odredenim vremenskim intervalima, tj. nakon 30 minuta, 1 h,
3h, 6 hi24 h. Kontrolne biljke nisu povredivane, a biljni materijal je prikupljan

neposredno nakon tretmana i cuvan na — 80 °C do upotrebe.

3.4. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Skeniraju¢a elektronska mikroskopija (SEM) omogucava izuzetno precizno

istrazivanje povrSinske strukture uzoraka. SEM nudi moguénost uveli¢anja od 10 do ¢ak
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500 000 puta, a dobijena slika je trodimenzionalna. SEM skenira povrSinu preparata, a
sliku oblikuje pomocu elektrona koji se odbijaju od spoljasnje povrSine preparata.
Prilokom analize prisustva i strukture zlezdanih dlaka posmatrano je lice i nali¢je listova
izdanaka C. creticus koji su gajeni u uslovima in vitro. Uzorci su bez prethodne
fiksacije pripremljeni uobi¢ajenom tehnikom nanosenja nanometarskog sloja provodnog
materijala (Au), a zatim posmatrani na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu (JEOL

JSM-6390, SAD).

3.5. Histoloske analize
3.5.1. Histoanatomska analiza korenova

Uzorci transformisanih korenova fiksirani su tokom 24 h u FAA fiksativu
(formaldehid : siréetna kiselina : alkohol, 10:5:85). Po zavrSenoj fiksaciji, nakon
ispiranja pod mlazom tekuce vode, materijal je postupno dehidriran sprovodenjem kroz
seriju alkohola rastu¢ih koncentracija. Radi prosvetljavanja tkiva, materijal je postupno
sprovoden kroz meSavinu 100%-nog alkohola i ksilola, sa rastu¢im udelom ksilola sve
do cistog ksilola. Nakon toga je ksilol potpuno zamenjen paraplastom, na temperaturi od
59 °C. Materijal je ukalupljen u paraplastu i seCen na rotacionom mikrotomu
(Reinhardt, Nemacka) na preseke debljine 10 um. Preseci su, nakon deparafinacije i
rehidratacije inkluzirani u kanada balsam i snimani na svetlosnom mikroskopu Leitz

DMBR (Leica, Wetzlar, Nemacka).
3.5.2. Histohemijska karakterizacija trihoma

Histohemijska karakterizacija trihoma je uradena na ru¢no seCenim presecima
svezih listova duZzine 1,5 cm do 2 cm kori§¢enjem sledecih testova: Sudan IV za totalne
lipide (Jensen, 1962); Nadi reagens za terpene (David i Carde, 1964) i fluoroscentna
mikroskopija pod UV svetlom za detekciju fenolnih jedinjenja (Mabry i sar., 1970).
Uporedo su uradene standardne kontrole. Nakon inkluzije u glicerin, preparati su
posmatrani i snimani na svetlosnom mikroskopu Axio Vert (Carl Zeiss GmbH,

Gottingen, Nemacka).
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3.6. Geneticka transformacija C. creticus

Klijanci C. creticus stari 10 dana prebacivani su na 1/2 MS medijum. Po
obrazovanju nekoliko pari listova izvrSena je transformacija biljaka. Za transformaciju
je koris¢en soj Agrobacterium rhizogenes A4AMT0GUS koji pripada agropinskom soju
sa GUS konstruktom integrisanim u Ty regionu (izmedu rolC 1 rolD gena) Ri A4
plazmida (Tepfer i Casse—Delbart, 1987). GUS konstrukt sadrzi uidA sekvencu, 70S
promotor (dupliran 35S CaMV (cauliflower mosaic virus) promotor) i NOS (nopalin

sintetaza) poliadenilacionu sekvencu.

A. rhizogenes A4AM70GUS je gajen na ¢vrstoj YEB podlozi (Vervliet i sar., 1975)
u koju je dodat antibiotik neomicin (ICN Galenika, Srbija) u koncentraciji od 100
pg/ml. Nakon zasejavanja, kulture su gajene 24 h na temperaturi od 28 °C, a zatim na
4 °C. Bakterijske suspenzije, koriS¢ene za inokulaciju biljaka, dobijene su zasejavanjem

bakterijske kolonije u 5 ml tecnog YEB medijuma i inkubiranjem 48 h na temperaturi

od 28 °C.

3.6.1. Transformacija i uspostavljanje kultura transformisanih korenova

Izdanci C. creticus su inokulisani ubodom hipodermalne igle, natopljene
bakterijskom suspenzijom, u nivou internodija. Potencijalno transformisani korenovi su
po dostizanju duzine od 10-15 mm odsecani sa eksplantata i prenoSeni na osnovnu MS
podlogu sa dodatkom 150 mg/l cefotaksima (Tolycar®, cefotaksim—Na, Jugoremedija,
Zrenjanin, Srbija). Antibiotik je dodavan u sledeca tri pasaza radi potpune eliminacije
bakterija. Ovako dobijeni individualni klonovi dalje su pasazirani i gajeni u tecnom MS

medijumu.
3.6.2. Histohemijski test za odredivanje aktivnosti enzima pB-glukuronidaze

B-glukuronidaza (GUS) nije uobicajeni deo enzimskog komplementa visih biljaka.
Zato se gen koji kodira ovaj enzim (uidA) uspesno koristi kao reporter gen (Jefferson 1
sar., 1987). Supstrat za -glukuronidazu je 5-bromo-4-hloro-3-indolil-B-D-glukuronska
kiselina (X-Gluc). Produkat reakcije je dihloro-dibromo-indigo, nestabilno jedinjenje

koje oksidativnom dimerizacijom daje CIBr-indigo, jedinjenje intenzivno plave boje
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nerastvorljivo u vodi. Ovo jedinjenje precipitira odmah po formiranju, Sto omogucava

preciznu lokalizaciju enzimske aktivnosti.

Histohemijsko bojenje potencijalno transformisanih i netransformisanih korenova
je uradeno prema protokolu opisanom u radu Jefferson i saradnika (1987). Tri do pet
vrhova korenova (5—10 mm duZzine) svakog klona je inkubirano u 50 pl X-Gluc (Sigma,
USA) rastvora (Tabela 2), pH 7 na 37 °C preko noci. Pojava plave boje, koja ukazuje

na GUS ekspresiju, pracena je pod svetlosnim mikroskopom.

Tabela 2. Sastav reakcionog pufera za dokaz enzimske aktivnosti B-glukuronidaze

0,1 M
10,0 mM
0,5 mM
0,5 mM
2,0 mM

3.6.3. Karakterizacija rasta transformisanih korenova

U cilju odredivanja brzine rasta korenova uspostavljene su te¢ne kulture za svaki
pojedinacni klon. U tu svrhu 500 mg sveze mase korenova (vrSnih delova) iz Cetiri
nedelje starih kultura preneto je u 50 ml te¢nog MS (po Sest Erlenmajera za svaki klon) i
gajeno na Sejkeru (70 rpm) na temperaturi od 25 °C. Nakon 4 nedelje korenovi su
ocedeni na filter papiru i izmerena je njihova sveza masa. Indeks prirastaja tezine
netransformisanih i transformisanih korenova u MS te¢nom medijumu bez regulatora

rastenja je izracunat po formuli:

(t - to)

to

to — pocetna tezina korenova,

t — tezina korenova posle 4 nedelje
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3.6.4. Indukcija regeneracije pupoljaka na transformisanim korenovima

U cilju regeneracije izdanaka na tranformisanim korenovima, vrhovi korenova
(duzine 1 cm), odsecani su sa 4 nedelje starih kultura transformisanih korenova i

prenosSeni na ¢vrsti 1 tecni MS medijum sa dodatkom regulatora rastenja:

citokinina BAP (benzilaminopurin), TDZ (tidiaziron — 1-fenil-3-tidiazol-5-

urea), KIN (kinetin — 6-furfuril-aminopurin), u koncentraciji 5, 10, 20 1 30 uM.

auksina IAA (indol-3-siréetna kiselina), NAA (a-naftalen siréetna

kiselina), 2,4-D (2,4-dihlorofenoksisiréetna kiselina) u koncentraciji 5, 10, 20 1 30 pM.

citokinina/auksina  BAP/NAA, BAP/IAA, TDZ/IAA 1 TDZ/NAA u

odgovaraju¢im kombinacijama koncentracija od 5, 10, 20 1 30 uM.

Uticaj regulatora rastenja na indukciju regeneracije je testiran na klonovima 1/2 1

17/1, a morfogenetske promene su pracene nedeljno.
3.6.5. Molekularna karakterizacija transformisanih korenova

Prisustvo T -DNK iz Ri plazmida u transformisanim korenovima C. creticus

odredeno je PCR amplifikacijom uidA4 gena.
Izolacija DNK

Izolacija ukupne genomske DNK iz potencijalno transformisanih korenova koji su
pokazali pozitivnu GUS reakciju 1 iz jednog netransformisanog korena, uradena je
pomoc¢u modifikovane CTAB (heksadecil-trimetil-amonijum bromid) metode (Zhou i

sar., 1994).

Izolacija je vrSena tako $to je 150 mg biljnog materijala samleveno u avanu u
teCnom azotu. Sprasen biljni materijal je prenet u sterilne ependorf tubice i1 ekstrahovan
u 0,6 ml CTAB ekstrakcionog pufera (20 mM Na-EDTA, 100 mM Tris-HCI, 1,4 M
NaCl i 2% (w/v) CTAB) sa 0,5% p-merkaptoetanola). Nakon inkubacije uzoraka u
vodenom kupatilu na 56 °C tokom 20 min, u svaku ependorf tubicu dodato je po 0,6 ml
smese hloroform : izoamilalkohol (24:1, v:v). Sadrzaj je izmeSan laganim okretanjem
tubica gore-dole oko 40 puta. Uzorci su centrifugirani na 13000 g na sobnoj temperaturi
tokom 10 min, a supernatant koji se odvajao u vidu gornje, bezbojne faze, prenosen je u

nove ependorf tubice. Postupak hloroformske ekstrakcije je ponovljen jos jednom, a

44



zatim je, radi precipitacije DNK, dodato po 0,25 ml 4 M NaCl 1 0,75 ml hladnog
izopropanola. Nakon inkubacije na +4 °C tokom narednih 30 minuta uzorci su
centrifugirani 5 min na 8000 g na sobnoj temperaturi. Supernatant je odstranjen, a talog
ispran dodavanjem 1 ml hladnog 70% etanola. Sadrzaj je ponovo centrifugiran pod
istim uslovima. Supernatant je odliven, a talog susen u laminarnoj komori dok nije
postao sasvim proziran. Resuspendovan je dodavanjem 0,2 ml TE pufera (1 mM EDTA,
10 mM TRIS, pH 8) i inkubiran na +4 °C tokom no¢i do potpunog rastvaranja.
Uklanjanje RNK izvrSeno je tretiranjem uzoraka sa po 0,5 pul RNK-aze (tip A, Termo
Scientific, Litvanija) 1 inkubacijom tokom 45 min u vodenom kupatilu na 37 °C, nakon

¢ega je ponovljeno preciS¢avanje smeSom hloroform-izoamil alkohol.

Kvantifikacija izolovane DNK je odredena spektrofotometrijski (spektrofotometar
HP Agilent 8453, Waldbronn, Nemacka), posle razblazenja 1:100 u sterilnoj
destilovanoj vodi. Na osnovu apsorbance (A) uzoraka na 260 nm, koncentracija DNK je

izraCunavana prema formuli:

DNK koncentracija [pug/ul] = Az x 50 pg/ul x faktor razblazenja

Kvalitet izolovne DNK analiziran je elektroforezom na 1% agaroznom gelu
(Sigma, St. Louis, Missouri, SAD), u 1 x TBE puferu (0,04 M Tris—borat; 0,001 M
EDTA; 0,5 pg/ml etidijum—bromida), pri konstantnoj voltazi od 100 V u aparatu za
horizontalnu elektroforezu BlueMarine™ 100 (SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Nemacka). Kao izvor napajanja koriS¢en je Standard Power Pack P25
(Biometra®, Géttingen, Nemacka). DNK je vizuelizovana na UV transiluminatorima:
Quantum ST4 3026-WL/26M (Vilber Lourmat, Torcy, France) i gel-Doc™ EQ System
(Life Science Research, Bio—Rad Co., SAD).

Uzorci DNA ¢uvani su na -80 °C do dalje upotrebe.

PCR analiza

Za PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) analizu i potvrdu prisustva transgena u
biljnom tkivu koriS¢eni su oligonukleotidni prajmeri prikazani u Tabeli 3, koji

amplifikuju fragment od 366 bp uidA kodirajuceg regiona.
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Tabela 3. Sekvence prajmera uidA gena koji su koris¢eni za PCR analizu

GUS22 CCTGTAGAAACCCCAACCCGTG 366
GUS392  CCCGGCAATAACATACGGCGTG 22

Svaka PCR reakcija se odvijala u reakcionoj smesi zapremine 30 pl (Tabela 4) u

PCR masini (Techne Genius Thermocycler, Cambridge, UK) pod slede¢im uslovima:
e 5min95°C,
e 35 ciklusa: 1 min 95 °C, 1 min 62 °C, 2 min 72 °C i

e 10 min 72 °C.

Tabela 4. Sastav reakcione smese pojedinac¢ne PCR reakcije.

3,0

1,8
0,6
3,0
3,0
0,5
2,5
15,6
ukupno 30,0

DNK izolovana iz netransformisanih korenova i listova in vitro biljaka C. creticus

koriS¢ena je kao negativna kontrola, a bakterijska DNK kao pozitivna kontrola.

Amplifikovani fragmenti su razdvojeni elektroforezom na 2% agaroznom gelu
kao §to je ve¢ opisano u odeljku 3.6.5, a vizuelizacija PCR produkata je vrSena na
transluminatoru (gel-Doc™ EQ System). Za utvrdivanje veli¢ine fragmenta koridéen je

DNK marker O'GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (TermoScientific, Litvanija).
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3.7. Analiza ekspresije gena koji u€estvuju u biosinteteskom putu terpena

Biljni materijal je zamrzavan u te¢nom azotu u sterilnim flakon tubama (Sarsted,
Nemacka) i ¢uvan na - 80 °C do upotrebe. Izdanci su pre zamrzavanja odvajani od

korenova.
3.7.1. Izolacija RNK

Izolacija ukupne RNK je izvrena uz koris¢enje Spectrum™ Plant Total RNA Kit-
a (Sigma—Aldrich®, Nemacka) po uputstvu proizvodaca. Oko 100 mg biljnog materijala
samleveno je u avanu u te¢nom azotu i prebateno u RNAse—free sterilne ependorfice
zapremine 2 ml koje su prethodno ohladene na ledu. U svaki uzorak je dodato po 500 pl
rastvora za liziranje (eng. lysis solution) sa dodatkom B—merkaptoetanola. Ependorf tube
su vorteksovane 30 s, a zatim su inkubirane 5 minuta na 56 °C. Potom su uzorci
centrifugirani 3 min na 15000 g, kako bi se omogucilo taloZenje nerastvornih ¢elijskih
fragmenata. Dobijeni supernatanti su profiltrirani kroz filtracione kolone (eng. filtration
column) centrifugiranjem 1 min na 15000 g. U ove filtrirane lizate je dodato 500 pnl
vezujuceg rastvora (eng. binding solution), a zatim je dobijeni rastvor sipan u vezujuce
kolone (eng. binding column) i centrifugiran 1 min na 15000 g. Posto je RNK zadrzana
na membrani, filtrati su prosuti, a zatim je u kolonice dodato 500 ul rastvora za ispiranje
1 (eng. wash solution I). Nakon centrifugiranja od 1 min na maksimalnom broju
obrtaja, filtrati su odbaceni, a kolone su dva puta isprane rastvorom za ispiranje 2 (eng.
wash solution 2 concentrate) koji prethodno razblazen sa Cetiri zapremine apsolutnog
etanola. Dodavano je po 500 pl rastvora, a centrifugiranje je vrSeno na 15000 g 30
sekundi. Centrifugiranjem na maksimalnom broju obrtaja u trajanju od 1 min izvrSeno
je suSenje uzoraka. Filtrati su prosuti, kolone su prenete u Ciste RNA-se free ependorf

tubice, u koje je RNK eluirana sa 50 pl rastvora za eluciju (eng. elution solution).

Kvalitet izolovane RNK verifikovan je elektoforezom u agaroznom gelu (vrSena
je kao 1 elektroforeza DNK opisana u odeljku 3.6.5) a odredena je i spektrofotometrijski
prema odnosu kolicnika Ajs/Azz0 (za Cistu RNK  Ajg/Azgy iznosi 1,9-2,1).
Kvantifikovanje RNK vrSeno je na spektrofotometru (HP Agilent 8453, Waldbronn,

Nemacka) i izracunavano je prema formuli:
RNK koncentracija [ug/pl] = Azeo x 40 x faktor razblazenja
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Izolovana ukupna RNK je ¢uvana na -80 °C do trenutka koriS¢enja.

3.7.2. Tretman dezoksiribonukleazom

U cilju uklanjanja ostataka genomske DNK totalna RNK iz svakog uzorka je
tretirana DNK-azom (TermoScientific, Litvanija). Ovaj tretman je vrSen u reakcionoj
smesi zapremine 10 pl (Tabela 5). Nakon tretmana u trajanju od 30 min na 37 °C,
dodato je 1 pl 25mM EDTA (TermoScientific, Litvanija) i reakciona smeSa je
inkubirana na 65 °C 10 min.

Tabela 5. Sastav reakcione smeSe za tretman DNK-azom.

Kommaraionemse
O,
pwagu
NG bl OUN) 03

ukupno 10,0

3.7.3 Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija RNK u jednolan¢anu DNK (cDNK) je vrSena u PCR
masini (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler, SAD) pomoc¢u RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kita (TermoScientific, Litvanija) i odvijala se na 42 °C u
trajanju od 60 minuta. Reakcija je okoncana zagrevanjem na 70 °C (5 min). Reakciona

smeSa zapremine 20 ul sastojala se od komponenti prikazanih u Tabeli 6.
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Tabela 6. Sastav reakcione smese pojedinacne RT reakcije.

oo [12200

3.7.4. PCR amplifikacija

PCR amplifikacija je radena uz koriS¢enje rekombinantne Tag polimeraze
(TermoScientific, Litvanija), a reakciona smesa se satojala od komponente prikazanih u
Tabeli 7.

Uslovi PCR reakcije su bili sledeci:
e 5min95°C,
e 40 ciklusa: 15s95°C,30s55°C,30s72°C1
e 10 min 72°C.

Tabela 7. Sastav reakcione smese pojedinacne PCR reakcije

14,3

g
o
s G5
eSO
o [0
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Prajmeri su dizajnirani pomoc¢u internet aplikacije Primer BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Specificnost svih koriS¢enih prajmera potvrdena je
BLAST analizom, gel elektroforezom RT-PCR produkata (kao u odeljku 3.6.5. -PCR
analiza) 1 analizom krive topljenja posle qPCR reakcije. Sekvence kori§¢enih prajmera

prikazane su u Tabeli 8.

3.7.5. Pripremanje standarda za apsolutnu kvantifikaciju preciS¢avanjem PCR
produkata sa gela

Standardi za qPCR su pripremljeni pre¢is¢avanjem razdvojenih PCR produkata sa

T™ Gel Extraction Kit—om

gela nakon eletroforeze. Ekstrakcija je radena sa Gene JE
(TermoScientific, Litvanija) prema uputstvu proizvodaca. Trake na gelu, koje su se
uocavale pri UV osvetljenju, odsecane su sterilnim skalpelom, a zatim ubacivane u
sterilne ohladene ependorf tube, u koje je potom dodat vezujuéi pufer (eng. binding
buffer) u odnosu 1:1 (100 pl vezujuceg pufera : 100 mg agaroznog gela). Zatim je
izvr§ena inkubacija u vodenom kupatilu na 56 °C do potpunog rastvaranja gela (oko 10
min). U uzorke je potom dodato 100 ul 100% izopropanola, vorteksovani su 5 s i naneti
na kolone za preciS¢avanje (eng. purification column). Nakon centrifugiranja na 13000
rpm u trajanju od 1 min, filtrat je odbacen, a kolone su vracene u iste ependorf tube.
Potom je dodato 700 pl pufera za ispiranje (eng. wash buffer), nakon cega je izvrSeno
centrifugiranje 1 min na 13000 rpm. Filtrati su baceni, a kolone su vracene u iste
ependorf tube. Prazne kolone su centrifugirane 1 min na 13000 rpm da bi se u
potpunosti odstranili ostaci pufera za ispiranje. PCR produkti su eluirani sa kolone
dodatkom 50 pl elucionog pufera (eng. elution buffer) i centrifugiranjem na 13000 rpm
u trajanju od 1 min. Koncentracija preciS§¢enih PCR produkata je odredena

spektrofotometrijski (odeljak 3.5.3).

Za svaki gen je napravljena serija razblaZenja od 10° do 10* kopija po pl, koji su

potom koris¢eni kao standardi u qPCR analizama.
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3.7.6. Kvantitativni PCR (qPCR)

gPCR analiza je radena pomo¢u Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master
Mixa 2x (TermoScientific, Litvanija) po uputstvima proizvodaca. Sastav reakcione

smese je prikazan u Tabeli 9.

Tabela 9. Sastav reakcione smeSe pojedinacne qPCR reakcije.

12,5

Rpmeigoa
S 09

ukupno 25,0

SYBR Green I Master Mix predstavlja smeSu 7ag polimeraze, dNTP-ova,
fluorescentno zelene boje SYBR Green I i referentne boje ROX u odgovaraju¢em
puferu. Detekciju, a samim tim 1 analizu DNK obezbeduje boja SYBR Green I, dok
ROX boja, koja se zapravo ne vezuje za DNK i ima konstantnu fluorescenciju,

omogucava normalizaciju varijacija izmedu reakcija.
Sve qPCR reakcije uradene su u tri bioloska ponavljanja u masini ABI PRISM
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, SAD). Uslovi amplifikacije su
bili slede¢i:
e 10 min 95 °C,
e 40 ciklusa: 15s95°C,30s55°C,30s72°C1

e 10 min 72°C.

U cilju provere ujednacenosti koli¢ine ukupne cDNK u svim uzorcima paralelno
sa amplifikacijom gena od interesa amplifikovan je i referentni gen za 18S rRNK.

Prajmeri koriS¢eni za amplifikaciju ovog gena prikazani su u Tabeli 10.
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Tabela 10. Sekvence prajmera za gen /8S rRNK

Duzina Duzina
Gen Prajmer Sekvenca prajmera (5'—3") prajmera amplikona
(b) (bp)
188 18SB-F TGACGGAGAATTAGGGTTCG 20 o
"RNK 1353 R CAATGGATCCTCGTTAAGGG 20

Ciklus u kome se dostize prag (eng. threshold cycle, Ct) zavisi od pocetne

koncentracije i razlikuje se izmedu uzoraka (Simonovi¢, 2011).

Za izracunavanje broja kopija transkripata (odnosno cDNK) u nepoznatom uzorku
koriS¢ene su standardne krive, koje pokazuju zavisnost Ct vrednosti od logaritamskog

broja kopija matrice u standardnim razblazenjima na pocetku qPCR reakcije.

3.8. Ekstrakcija i imunodetekcija proteina

Biljni materijal iz eksperimenata dehidratacije 1 rehidratacije je u pravilnim
vremenskim razmacima sakupljan, ispiran sa H,O, zamrzavan u teCnom azotu i ¢uvan

na — 80 °C do upotrebe.
3.8.1. Ekstrakcija proteina

Uzorci biljnog materijala su spraseni u te€nom azotu, a zatim homogenizovani u
izolacionom puferu (1:4 w/v) koji se sastojao od 100 mM kalijum fosfatnog pufera (pH
6,5) sa dodatkom 20ul/ml koktela inhibitora proteaza (Protease Inhibitor Coctail for
Plant Tissue, Sigma-Aldrich, USA) i 10% (w/v) nerastvornog polivinilpolipirolidona
(PVPP, Sigma-Aldrich, USA). Zatim su ovako homogenizovani uzorci centrifugirani na
temperaturi od +4 °C, u trajanju od 20 min na 15000 g.. Koncentracija ukupnih proteina
u supernatantu odredivana je spektrofotometrijski na 595 nm (Bradford, 1976), pri cemu

je kao proteinski standard koris¢en BSA (eng. Bowine Serum Albumin).
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3.8.2. SDS-PAGE elektroforeza i imunodetekcija proteina

Priprema uzoraka je podrazumevala meSanje ekstrakata ukupnih proteina sa
puferom za uzorke u odnosu 1:1 (v/v) (Laemmli, 1970). Pufer za uzorke se sastojao od
62 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% Na-dodecil sulfata (SDS), 10% glicerola, 2.5% BPB (eng.
bromophenol blue) 1 0,5% B-merkaptoetanola. Ovako pripremljeni uzorci zagreveni na
95 °C tokom 3 min, potom su brzo ohladeni do 4 °C, a zatim centrifugirani 3 min na

12000 g.

DenaturiSu¢a SDS-PAGE elektroforeza koriS¢ena je za razdvajanje proteina uz
upotrebu Mini-Protean Tetra Cell sistema (Bio-Rad, CA, USA). Proteini su razdvajani
na 200 V tokom 120 min. U razdvajaju¢em gelu finalna koncentracija akrilamida
iznosila je 10% (w/v), a u gelu za koncentrovanje 5% (w/v). Jednake zapremine uzoraka
sa 10 pg ukupnih proteina nanoSene su na gelove, pri ¢emu su za odredivanje
molekulske mase proteina koriS¢eni obojeni markeri (SpectraTM Multicolor Broad
Range Protein Ladder, TermoScientific, Litvanija). Samo razdvajanje proteina je vr$eno
na dva gela. Jedan gel je koriS¢en za bojenje ukupnih proteina, tako §to je gel inkubiran
u rastvoru boje (eng. Coomassie Blue) na sobnoj temperaturi tokom 40 min, a zatim je
obezbojavan u PDS rastvoru (eng. Protein Destaining Solution), koji se sastojao od
ddH,0, 15% metanola (v/v) 1 7% glacijalne siréetne kiseline (v/v). Drugi gel koriS¢en je
za Immuno blotting analizu, pri ¢emu su proteini su sa poliakrilamidnog gela prenoSeni
na PVDF membranu (Bio-Rad, CA, SAD) putem elektrotransfera (Mini Trans-Blot
Module, Biorad, CA, SAD). Uz koriS¢enje odgovaraju¢ih antitela, po metodi
Momcilovi¢ 1 Ristic (2007) ispitivano je prisustvo specificnih proteina Za
imunodetekciju dehidrina koriS¢ena su poliklonalna komercijalna primarna antitela
(dehydrin, AS07 206, Agrisera Antibodies, Svedska) rastvorena u odnosu 1:1000 (v:v).
U eksperimentima su upotrebljavana komercijalna sekundarna antitela (IgG-HRP,
product No. A0545; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD), koja su rastvorena u odnosu
1:20000 (v:v). Za detekciju antigenih proteina koriS¢ena je metoda pojacane
hemiluminiscencije (ECL, eng. Enhanced Chemiluminescence). Nivo ekspresije
dehidrina utvrden je koriS¢enjem ImageQuant software (Molecular Dinamics, CA,

SAD).
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3.9. Fitohemijske analize
3.9.1. Analiza isparljivih jedinjenja u kulturi in vitro C. creticus

3.9.1.1. GC-MS analiza (gasna hromatografija sa masenom spektrometijom)
analiza koriS¢enjem headspace tehnike

Biljke C. creticus gajene u kulturi in vitro su usitnjene, prenete u staklenu bocicu
sa gumenim septumima i nalivene sa H,O do polovine ukupne zapremine. Uzorci su
termostatirani 60 minuta na 80 °C, a zatim je pomoc¢u hermetickog Sprica za headspace
manuelno uzimanje uzorka (Agilent technologies, Australija) uzeto 0,5 ml iz parne faze
1 injektirano u aparat Hewlett-Packard HP-G1800C Series Il GCD analitickog sistema.
Koris¢ena je HP-5MS kolona (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), nose¢i gas je bio helijum, a
temperatura transfer linije iznosila je 260 °C. Maseni spektri snimani su u EI rezimu (70
eV), u opsegu m/z 40-400. Identifikacija pojedina¢nih komponenata vrSena je
masenospektrometrijski 1 preko Kovacevih indeksa, uz koriS¢enje razliCitih baza
masenih spektara (NIST/Wiley), razli¢itih nacina pretrage (PBM/NIST/AMDIS) i
raspolozivih literaturnih podataka (Adams, 2007). Radi lakSe interpretacije dobijenih
rezultata uveden je i koncentracioni indeks (CI), parametar koji predstavlja merilo
relativne zastupljenosti komponenata Koncentracioni parameter se izaCunava tako $to se
najzastupljenijoj komponenti dodeli CI 1000, a onda se za ostale odreduje prema

formuli:
CI=1000 x (% m/m) / (% m/m najzastupljenije komponente)

Takode je uveden i parametar RRT koji predstavlja relativno retenciono vreme (FID)

odgovarajuc¢e komponente u odnosu na odabranu referentnu (zajednicku) komponentu.
3.9.1.2. PTR-MS (eng. Proton Transfer Reaction-Mass Spectrometry) analiza

Detekcija isparljivih jedinjenja u atmosferi posuda za in vitro gajenje biljaka C.
creticus uradena je na standardnom PTR-MS uredaju (Ionicon, Analytik, Innsbruck,
Austria) na osnovu njihovih masa, a na osnovu jacine signala uradena je i relativna
kvantifikacija. PTR-MS wuredaj koji je koriS¢en omogucava detekciju isparljivih
jedinjenja u veoma niskim koncentracijama (prag detekcije je 30 pptv = 30 x 1072
mol/mol), bez pripreme uzoraka i hromatografije. Uzimaju¢i u obzir da su isparljiva
jedinjenja jonizovana protonom iz H3;O', maseni spektrometar detektuje molekulsku

masu u pozitivnom modu [M+1]".
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Analiza koncentracije odabranih jedinjenja (m/z 135, m/z 137, m/z 153, m/z 205) u
atmosferi posuda u kojima su gajeni razliciti klonovi Cistus creticus izvrSeno je tokom
20 ciklusa, na svakih 5 sekundi. Pritisak u reakcionoj komori je podeSen na 2,04 mbar, a
u detekcionoj komori na 4,3 x 10” mbar. Zagrevanje inleta i drift cevi vr§eno je na

60 °C, dok je odbrojavanje H3O™ jona bilo 5,5 x 10° cps.

3.9.2. Analiza etanolnih i dihlormetanskih ekstrakata C. creticus iz in vitro kulture

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza uzoraka etanolnih ckstrakata izdanaka,
korenova (transformisanih i netransformisanih) i transformisanih kalusa iz in vitro

kulture Cistus creticus vrSena je gasnohromatografski uz koris¢enje dva tipa detektora.
3.9.2.1. Priprema uzoraka

Biljni materijal (izdanci, korenovi ili kalusi) je ispran tri puta sa ddH,O, zamrznut
i spragen u te¢nom azotu. Dodavan je 97% (v/v) etanol (Zorka, Sabac, Srbija) u odnosu
1:2 (w/v) za sveze uzorke ili 1:5 (w/v) za liofilizovane uzorke. Sonifikacija uzoraka je
vrSena na 35 kHz u trajanju od 10 minuta koriS¢enjem aparata Sonorex (tip RK-100,
Sonorex Bandelin Electronic, Berlin, Nemacka). Ekstrakti su potom centrifugirani na
7000 g 10 minuta. Supernatanti su pre analize profiltrirani kroz 0,2 pm celulozne filtere

(Agilent Technologies, Nemacka).

Eksudati kapitatnih trihoma su uz pomo¢ istanjenih vrhova pasterovih pipeta
prikupljani sa listova C. creticus gajenih in vitro. Radi lak§e manipulacije koriS¢ena je
lupa (Carl Zeiss, Jena, Nemacka) sa uvecanjem 25x. Kapi eksudata su prikupljane sa

listova duzine 1,5 do 2 cm 1 rastvarane u dihlormetanu (HPLC Cistoce).

3.9.2.2. GC-MS i GC-FID analiza (gasna hromatografija sa masenom

spektrometijom i gasna hromatografija sa plameno jonizuju¢im detektorom)

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza uzoraka vrSena je gasnohromatografski uz
koris¢enje dva tipa detektora. GC-FID analiza etanolnih ekstrakata uradena je na HP-
5890 Series II gasnom hromatografu (Hewlett-Packard, SAD), koji je opremljen ,,split-
splitless* injektorom povezanim sa HP-5 kolonom (30 m x 0,32 mm, debljine filma 0,25
um) i plameno jonizuju¢i detektorom. U odredenim slucajevima koriS¢en je Agilent

Technologies gasni hromatograf model 7890 koji je takode bio povezan sa HP-5
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kolonom. Kao nose¢i gas koris¢en je vodonik (1 ml/min). Temperatura injektora
iznosila je 250 °C, detektora 300 °C, dok je temperatura kolone rasla u linearnom
rezimu temperaturnog programiranja od 40-260 °C (4 °C/min), a zatim odrZavana
izotermski tokom narednih 10 minuta. Isti analiti¢ki uslovi koris¢eni su i za potrebe GC-
MS analize radene na Hewlett-Packard HP-G1800C Series II GCD analitickom sistemu
(Hewlett-Packard, CA,USA), s tim Sto je koriS¢ena HP-5MS kolona (30 m x 0,25 mm x
0,25 um), a kao nose¢i gas helijum. Temperatura transfer linije iznosila je 260 °C.
Maseni spektri snimani su u EI rezimu (70 eV), u opsegu m/z 40-450. U svim
sluajevima etanolni rastvori (1 ul) injektirani su u splitless rezimu rada inleta.
Identifikacija pojedinacnih komponenti vrSena je masenospektrometrijski 1 preko
Kovacevih indeksa, uz koriS¢enje razliCitih baza masenih spektara (NIST/Wiley),
razli¢itih nacina pretrage (PBM/NIST/AMDIS) i raspolozivih literaturnih podataka
(Adams, 2007). Procenti povrSina pikova dobijeni integracijom sa odgovarajucih
hromatograma (GC-FID) uzeti su kao osnova za kvantifikaciju podataka. Relativna
kvantifikacija labdanskih diterpena odredena je na osnovu GC-MS i GC-FID analiza uz

koriS¢enje manuelne integracije pikova odabranih diterpena labdanskog tipa.

3.9.3. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida u etanolnim ekstraktima

C. creticus

Za analizu su koriS¢eni etanolni ekstrakti dobijeni procedurom opisanom u
odeljku 3.9.2.1. Ovi ekstrakti su zatim koncentrovani na 30 °C u vakuum uparivacu
(Eppendorf Concentrator 5301, Hamburg, Nemacka) do suve mase i1 rastvoreni u

metanolu (HPLC c¢istoce) (2:1 w/v).

3.9.3.1. Spektrofotometrijsko odredivanje koli¢ine ukupnih fenola

Koli¢ina ukupnih slobodnih fenola u ekstraktima Cistus creticus je odredena
spektrofotometrijski korisS¢enjem Folin-Ciocalteu metode (Singleton i Rossi,1965) sa
manjim modifikacijama. Koli¢ina od 50 pl uzorka je pomeSana sa 475 pul 5% rastvora

natrijum karbonata (Na,COs3) 1 475 ul Folin-Ciocalteu reagensa (Sigma Aldrich, SAD).
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Ovako pripremljena smeSa je inkubirana 1 sat u mraku, na sobnoj temperaturi.
Apsorbanca uzoraka je ocitavana na 724 nm (HP Agilent 8453 Spectrophotometer,
Agilent Technologies, Santa Clara, SAD), sa po tri ponavljanja po uzorku. Galna
kiselina (Sigma Aldrich, Nemacka) koriS¢ena je kao standard. Koli¢ina ukupnih
slobodnih fenola izrazena je u mM ekvivalenata galne kiseline (GAE) po miligramu

suve mase ekstrakta (mM GAE / mg).

3.9.3.2. Spektrofotometrijsko odredivanje koli¢ine ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi u ekstraktima Cistus su odredeni spektrofotometrijski, po
metodi koju su opisali Karadeniz i sar., (2005), sa malim izmenama. PomeSano je
100 pl biljnog ekstrakta i 550 pul ddH,0 sa 40 ul 5% kalijum nitrita (KNO;), nakon ¢ega
je smesa inkubirana 6 minuta na sobnoj temperaturi. Potom je dodato 70 ul 10% AlCls x
10 H,0O), a posle 5 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi dodato je 240 pl 1 M
rastvora natrijum hidroksida (NaOH). Apsorbanca uzorka je oCitavana na 510 nm, sa po
tri ponavljanja. Rezultati su izrazeni u mM ekvivalenata rutina (RE) po miligramu suve

mase ekstrakta uzorka (mM RE/mg).

3.9.3.3. UHPLC / LTQ - OrbiTrap MS analiza (Te¢na hromatografija pod ultra

visokim pritiskom sa hibridnim masenim spektrometrom LTQ Orbitrap XL)

Kwvalitativna  analiza uzoraka ekstrakta izdanaka, transformisanth 1
netransformisanih korenova je uradena koris¢enjem UHPLC (Thermo Fisher Scientific,
SAD) hromatografskog sistema u ¢ijem sklopu se nalazi Acela 600 pumpa i Accela
autosempler (ThermoFisher Scientific, Bremen, Nemacka) koji su povezani sa
linearnom jonskom zamkom-Orbitrap hibridnim masenim spektrometrom (LTQ
OrbiTrap XL, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Nemacka) sa elektron sprej

jonizacijom (HESI-II, eng. heated electro spray ionization).

Hromatografsko razdvajanje je uradeno na Hypersil gold C18 koloni dimenzija 50
x 2,1 mm, sa Cesticama veli¢ine 1,9 um (Thermo Fisher Scientific, SAD). Mobilna faza
se sastojala od (A) vode + 0,1% mravlje kiseline i (B) acetonitrila + 0,1% mravlje

kiseline. Uzorci su eluirani prema slede¢em gradijentu: 0-5 min 5% - 95% (B), 5-6 min
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95% (B), a zatim 5% (B) u trajanju od 3 minuta. Protok je podeSen na 0,4 ml/min, dok
je injekciona zapremina bila 5 ul. HESI parametri su iznosili: napon izvora 4kV; napon
kapilare - 47V, napon jonskih so¢iva 0V, temperatura kapilare 275 °C, protok gasa (N»)
u omotacu 25 AU (arbitrarne jedinice; eng. arbitrary units), protok aksilarnog gasa
8 AU. Podaci su praceni u negativnom modu u opsegu akvizicije m/z od 100-900. Za
ispitivanje fragmentacije, skeniranje je uradeno primenom koliziono-indukovane
disocijacije molekula (CID, eng. collision-induced dissociation) pri ¢emu je energija

kolizione ¢elije podeSena na 35 eV.

Za kontrolu instrumenta, kao 1 za prikupljanje 1 analizu podataka koris¢en je
Xcalibur softver (verzija 2.1). Mehanizam fragmentacije 1 karakterizacija fragmenata je
potvrdena koriS¢enjem Mass Frontier softvera (verzija 6.0). Za identifikaciju jedinjenja

koriS¢ene su referentne internet baze i ChemSpider.

3. 10. Ispitivanje bioloske aktivnosti etanolnih ekstrakta C. creticus
3.10.1. Priprema uzoraka

Etanolni ekstrakti Cistus creticus pripremljeni su na isti nacin kao i za potrebe
hemijskih analiza opisanim u odeljku 3.9.2.1 (koris¢en je svez biljni materijal). Etanolni
uzorci su zatim koncentrovani na 30 °C u vakuum uparivacu (Eppendorf Concentrator

5301, Hamburg, Nemacka) do suvog ostatka i cuvani na + 4 °C do dalje upotrebe.

3.10.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost je odredivana DPPH metodom koju su opisali Brand-
Williams 1 saradnici (1995). Metoda se zasniva na Cinjenici da se reakcijom
antioksidansa stabilni DPPH" (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali transformisu u 1,1-
difenil-2-(2,4,6-trinitrofenil)-hidrazin. Zapravo, antioksidanti u reakciji sa DPPH
radikalima vrSe njihovu redukciju do zuto obojenog difenil-pikrilhidrazina, Sto dovodi
do smanjenja apsorbance na 517 nm. Na osnovu nivoa obezbojenosti rastvora DPPH’
radikala moze se odrediti potencijal antioksidativnih jedinjenja da redukuju DPPH.
Pomesano je 500 ul 200 uM 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila (Sigma Aldrich, Nemacka)

rastvorenog u metanolu, 30 pl uzorka 1 470 ul metanola. Ova smesa je inkubirana 30
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minuta na sobnoj temperaturi, u mraku, da bi se odigrala reakcija redukcije DPPH
radikala. Stepen redukcije DPPH radikala je odreden merenjem apsorbance na 517 nm,

pri ¢emu su izvrSena tri ponavljanja za svaki uzorak.

Antioksidativna aktivnost je predstavljena kao vrednost ICsy, koja predstavlja

koncentraciju suvog ekstrakta koja je potrebna za neutralizaciju 50% DPPH radikala.

3.10.3. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Za in vitro ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata, koriS¢ena je
mikrodiluciona metoda, 96-sistem (Hénel 1 Raether, 1988; Espinel-Ingroff, 2001).

Odabrano je 8 vrsta bakterija 1 7 vrsta gljiva za testiranje.
3.10.3.1. Testirani organizmi

U eksperimentalnom radu koriS¢eni su mikroorganizmi deponovani u laboratoriji
za Mikologiju, Odeljenja za biljnu fiziologiju, Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa
Stankovi¢*“, Beograd. Testirane su slede¢e vrste Gram - negativnih bakterija:
Escherichia coli (ATCC 35210), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella
typhimurium (ATCC 13311) i1 Enterobacter cloacae (klini¢ki izolat), kao i sledece vrste
Gram -pozitivnih bakterija: Bacillus cereus (klinicki izolat), Listeria monocytogenes
(NCTC 7973), Micrococcus flavus (ATCC 10240), i Staphylococcus aureus (ATCC
6538). U ispitivanjima antifungalne aktivnosti koris¢ene su sledece gljive: Aspergillus
versicolor (ATCC 11730), A. flavus (ATCC 9643), A. fumigatus (ATCC 1022),
Fusarium verticillioides (biljni izolat), Penicillium funiculosum (ATCC 36839), P.
ochrochloron (ATCC 9112) i Trichoderma viride (IAM 5061). Kao pozitivna kontrola
koriS¢eni su odgovarajuci antibiotici 1 mikotici (1-3500 pg/ml), a 5% DMSO kao

negativna kontrola (Tabela 11). Testovi su uradeni u duplikatu i ponovljeni tri puta.

60



Tabela 11. Antibiotici 1 mikotici koriS¢eni kao pozitivna kontrola u eksperimentima

odredivanja antimikrobne aktivnosti

Naziv Proizvodac

Sigma Aldrich, Nemacka (P7794)

Panfarma, Beograd, Srbija
Srbolek, Beograd, Srbija

Zorkafarma, Sabac, Srbija

3.10.3.2. Priprema kultura testiranih mikroorganizama

Bakterijski sojevi, €iji su stokovi Cuvani u glicerolu, sterilnom Spatulom su
zasejani u 2 ml TSB hranljive podloge (Tryptic Soy Broth, Biolife, Italija), sa 30 g /I
triptik soje, koje su pre upotrebe sterilisane u trajanju od 15 minuta na 121 °C. Ovako
zasejane kulture u duplikatu, zajedno sa kontrolnim TSB epruvetama, su inkubirane na
37 °C tokom 24 h u termostatu. 1z prekonoc¢nih kultura koje su sadrzavale priblizno 1.0
x 10° éelija po ml, preneto je po 100 pl u mikrotube sa po 900 pl hranjive podloge, pri
Gemu je dobijena koncentracija od 1.0 x 10® éelija po ml. Zeljene koncentracije su
dobijane daljim serijskim razredenjima, pri ¢emu je za mikrodilucionu metodu

kori§¢ena koncentracija 1 x 10° ¢elija po ml.

Mikromicete su gajene u periodu od 21 dan na temperaturi od 26 °C na MA
hranljivoj podlozi (Malt-Agar, Torlak, Srbija). Cuvane su na + 4 °C do trenutka
upotrebe (Booth, 1971). MA hranljiva podloga je sadrzala 15 g/l agara i 50 g/l ekstrakta
slada i njena pH vrednost je podeSavana na 7 pre sterilizacije autoklaviranjem, na 121
°C tokom 25 minuta. Priprema inokuluma je podrazumevala spiranje spora sa povrine
medijuma, u kulturama starosti 21 dan, uz koriS€enje sterilnog 0,85% fizioloskog
rastvora sa dodatkom 0,1% Tween 80 (v/v). Suspenzija spora je sterilnim fizioloSkim
rastvorom dovedena do konaéne koncentracije od 1.0 x 10° éelija u finalnoj zapremini
od 100 pl. Pripremljen inokulum cuvan je na +4 °C do upotrebe. U cilju provere
validnosti inokuluma, kao i odsustva kontaminacije, vrSena je inokulacija na ¢vrstu MA

podlogu.
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3.10.3.3. Metoda mikrodilucije

U cilju odredivanja minimalnih inhibitornih koncentracija (MIC), minimalnih
baktericidnih koncentracija (MBC) i minimalnih fungicidnih koncentracija (MFC)
serijski razredeni ekstrakti rastvoreni u 5% DMSO dodavani su u te¢ni medijum sa

inokulumom

Mikroploce sa bakterijama 1 testiranim ekstraktima su inkubirane na 37 °C tokom
48 sati, dok su ploc¢e sa.inokuliranim gljivama i testiranim ekstraktima inkubirane 72
sata na 28 °C (Slika 8). Minimalna inhibitorna koncentracija je predstavljala najmanju
koncentraciju na kojoj nije bilo vidljivog rasta mikroorganizama. U cilju potvrdivanja
bakteristaticne 1 baktericidne aktivnosti ekstrakata u mikrotitar plo¢e dodato je 40 ul
boje p-jodonitrotetrazolijum violet (Sigma Aldrich, Nemacka) u koncentraciji 2 mg/ml
H,0. Zatim su mikrotitar plo¢e inkubirane tokom 2 sata na 37 °C. Mesta koja se nisu
obojila predstavljala su rezultat baktericidnog dejstva, dok su mesta sa slabijom bojom u
odnosu na ljubiastu boju kontrole ukazivala na bakteristaticko dejstvo. Rast

mikrogljiva je pracen pod lupom (Carl Zeiss, Jena, Nemacka).

x.-(( 0"*000
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Slika 8. Odredivanje antifungalne aktivnosti ekstrakata izdanaka i korenova iz in vitro

kulture C. creticus mikrodilucionom metodom.
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Minimalne baktericidne koncentracije (MBC) 1 minimalne fungicidne
koncentracije (MFC) utvrdivane su reinokulisanjem po 2 pl u 100 pl svezeg te¢nog
medijuma i inkubacijom sledec¢ih 24 sata na 37 °C (za bakterije) i 72 sata na 28 °C (za
gljive). Vrednosti koncentracija ekstrakata koje ubijaju 99.5% bakterija/gljiva od
pocetnog inokuluma, predstavljale su MBC ili MFC (CSLI, 2006, Tsukatani i sar.,
2012).

3.10.4. Ispitivanje citotoksicne aktivnosti
3.10.4.1. Celijska kultura

Celije humanog karcinoma grli¢a materice (HeLa), dva tipa karcinoma dojke
(MDA-MB-361 i MDA-MB-453), humanog karcinoma debelog creva (LS-174) i
humanog melanoma (FemX) su odrzavane kao jednoslojne kulture na RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) 1640 hranljivom medijumu (Sigma Chemicals Co, SAD).
RPMI 1640 hranljivi medijum je pripreman sa sterilnom dejonizovanom vodom, sa
dodatkom penicilina (192 U/ml), streptomicina (200 pg/ml), 25 mM HEPES (4-(2-
hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid), 3 mM L-glutamina 1 10% fetalnim
govedim serumom (pH 7,2). Celije su rasle na 37 °C u atmosferi zasi¢enoj vlagom i sa

5% COa.
3.10.4.2. Ispitivanje citotoksi¢nosti

Ispitivanje citotoksi¢nosti etanolnih ekstrakata izdanaka i1 korenova C. creticus iz
in vitro kulture uraden je koris¢enjem SRB (sulforodamin B — eng. sulforhodamine B)
testa po proceduri opisanoj od strane Skehan i saradnika (1990). Celije HeLa
(2000 c/w), MDA-MB-361 (7000 c/w), MDA-MB-453 (3000 c/w), LS-174 (7000 c/w) i
FemX (3000 c/w) su pre testiranja rasle tokom 24 h na medijumu u plejtovima od 96
mesta (NUNC). Suvi ostatak biljnih ekstrakata je rastvoren u DMSO, filtriran kroz
nepirogene sterilne filter promera 0,2 pum (Sarstedt, Nemacka) i dalje razblazivan u
hranjlivom medijumu do Zeljene koncentracije (od 20 pg/ml do 100 pg/ml). Finalna
koncentracija DMSO u medijumu nije nikada prelazila 1%. Rastvori razli¢itih
koncentracija ispitivanih ekstrakata su dodavani u bunarice, osim u kontrolne bunarice
gde je dodavan samo hranljivi medijum. Svi testovi su radeni tri pta. Hranljivi medijum

sa rastvorom odgovarajuée koncentracije ali bez ispitivanih ¢elija je kori§¢en kao blank
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kontrola. Nakon inkubacionog perioda u trajanju od 72 h ¢elije su fiksirane sa 10% v/v
hladnom trihlorsir¢etnom kiselinom na +4 °C u trajanju od 60 min. Nakon fiksacije
trihlorsiréetna kiselina je odbacena, a bunari¢i su isprani destilovanom vodom i osuSeni
na vazduhu. SRB rastvor (0.4% w/v, u 1% siréetnoj kiselini) je dodat u bunari¢e, nakon
¢ega su ploce drzane 30 min na sobnoj temperaturi. Ploe su potom isprane tri puta sa
1% siréetnom kiselinom, osuSene, a zatim je vezana boja rastvorena sa nepuferisanom
10 mM Tris bazom (tris-hydroxymethyl-aminomethane na pH 10,5. Apsorbanca je
merena na ELISA ¢itacu (Thermo Labsystems Multiscan EX (200 - 240 V), Ascent
Software Version 2.6) na talasnoj duzini od 570 nm. Koncentracija ICsy je definisana
kao koncentracija ekstarkta koja dovodi do 50% inhibicije Celijskog prezivljavanja.

Cisplatina je kori$¢ena za poredenje kao standardni citotoksi¢ni agens.
3.10.4.3 MorfoloSka analiza tretiranih éelija

Morfoloska analiza HeLa 1 MDA-MB-453 ¢elija je prac¢ena koriS¢enjem invertnog
mikroskopa (Carl Zeiss, Jena, Nemacka) sa dodatkom digitalne kamere (Olimpus,
SAD). Promene u ¢elijskoj morfologiji odabranih ¢elijskih linija belezene su nakon 72 h

tretmana sa ekstraktima ili kontrolom (hranljivi medijum).

3.11. Statisticka analiza podataka

Statisticke analize su uradene koriS¢enjem softvera STATGRAPHICS, Version
4.2 (STSC, Inc. and Statistical Graphics Corporation, Orem, UT). Numericki podaci su
podvrgnuti analizi varijanse (ANOVA), a odredivanje statisticke znaCajnosti razlika
izmedu srednjih vrednosti vrSeno je Fisher’s LSD (least significant difference) testom
pri nivou znacajnosti od p < 0,05. Razli¢ita slova koja prate numericke vrednosti
ukazuju na statisticki znacajne razlike. Tokom analize podataka ekspresije gena u
eksperimentima dehidratacije 1 rehidratacije, kada su poredena dva skupa podataka, za
kontrolu 1 tretman, znacajnost razlika je utvrdena Studentovim t-testom sa nivoima
znacajnosti p<0,05 (*) i p<0,01 (**). Pre analize procentualnih podataka vrednosti su

prvo normalizovane kori§¢enjem arc-sin transformacije.
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4. REZULTATI

4.1. In vitro kultura Cistus creticus L.

4.1.1. Morfoloski parametri

Sterilisana semena C. creticus nakon tretmana povisenom temperaturom su klijala
oko 95%. Klijanci su rasli na MS medijumu bez dodataka biljnih regulatora rasta (Slika
9). Za dalje umnozavanje nasumi¢no odabrana 4 klona (oznake 4, 5, 8 1 12) koris¢eni su
segmenti stabla sa po jednim nodusom i vr$ni delovi izdanaka. Ovako dobijen materijal

je kori$¢en u daljim eksperimentima pocetne mikropropagacije i hemijske analize.

J

Slika 9. In vitro kultura Cistus creticus. A) klijanci C. creticus na MS hranljivoj podlozi
sa 30 g/l saharoze; B) izdanci; C) i D) dobro formirani i1 oziljeni izdanci C. creticus na
MS hranljivoj podlozi sa 30 g/l saharoze.

Formiranje aksilarnih pupoljaka u pazuhu listova eksplantata, kao i spontano
oziljavanje primeceno je na podlozi bez regulatora rasta (Slika 9C). ProseCan broj
aksilarnih pupoljaka po eksplantatu je bio 2,5 (Tabela 12) Morfoloski parametri Cetiri
razli¢ita klona koji su belezeni 4 nedelje od postavke eksperimenta predstavljeni su u

Tabeli 12, kao 1 na Slici 10.
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Slika 10. Karakteristike rasta bo¢nih pupoljaka C. creticus u kulturi in vitro na MS
hranljivoj podlozi sa 30 g/l saharoze: A) prosecan broj nodusa bo¢nih pupoljaka i B)
duzina bocnih pupoljaka. Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna
eksperimenta + standardna greska. Vrednosti oznacene istim slovima za svaku grupu
(iste boje) ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) prema Fisher’s LSD testu.
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Tabela 12. Parametri rasta i razvica C. creticus u kulturi in vitro na MS hranljivoj
podlozi sa 30 g/l saharoze. Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna
eksperimenta + standardna greska. Vrednosti oznafene istim slovima u istoj koloni ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) prema Fisher’s LSD testu.

Prosecan broj

Prosecan broj Duzina
Oznaka aksilarnih
| Oziljavanje (%) korenova po najduzeg
klona popoljaka po B
- eksplantatu korena (cm)
eksplantatu S S —
4 2,81+0,26 a 60,76 £ 8,13 b 977+1,55a 1,37+0,10a
5 2,50+0,32a 23,76 +7.91 a 2,80+325a 1,88+0,22b
8 2,23+0,26 a 73,54 +£20,49 b 7,12+ 146a 1,74+0,10b
12 2,81+0,33 a 72,46 £8,06 b 9,54+2,02a 1,65+0,13 ab

Procenat oziljavanja nakon 4 nedelje je iznosio oko 70% kod klonova 4, 8 1 12,
dok je kod klona 5 bio znacajno nizi 1 iznosio je oko 30% (Tabela 12). Prosecan broj
nodusa prvog bo¢nog pupoljaka je iznosio 2,5, dok je duzina prvog bo¢nog nodusa bila
oko lem. ProseCan broj nodusa bo¢nih pupoljaka, kao i njihova duzina nije statisticki

znacajno varirala izmedu klonova (Slika 10).

4.2. Fitohemijske analize C. creticus gajenih in vitro

U cilju karakterizacije hemijskog profila in vitro kulture C. creticus uradene su
hemijske analize isparljivih jedinjenja u atmosferi posuda gde su gajene ove kulture,

kao 1 hemijske analize samih biljaka.
4.2.1. Analiza isparljivih jedinjenja u atmosferi in vitro kultura C. creticus

Gasnomasena analiza uz koriS¢enje headspace tehnike je pokazala da je a-pinen
dominantno detektovano jedinjenje u parnoj fazi (Slika 11, Tabela 13), koji se na GC-

MS hromatogramu uoc¢ava na Rt = 6,86 minuta.
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Tabela 13. Detektovana jedinjenja u kulturi in vitro C. creticus analizom uz koriS¢enje

headspace tehnike.
Br. Jedinjenje KIE KIL % m/m RRT CI
1 (3E)-2,3-Dimetil-1,3-heptadien 861,0 868 0,09 0,708 2
2 Triciklen 9140 921 2,89 0,944 50
3 a-Pinen 926,7 932 57,84 1,000 1000
4  Kamfen 9404 946 17,53 1,060 303
5 B-Pinen 969,2 974 11,52 1,188 199
6  Mircen 987,6 988 1,20 1,271 21
7  p-Menta-1(7),8-dien 999,0 1003 0,39 1,322 7
8  o-Terpinen 1012,2 1014 0,11 1,387 2
9  p-Cimen 1020,4 1020 0,08 1,428 1
10  Silvestren 1023,7 1025 2,00 1,445 35
11 y-Terpinen 1054,5 1054 0,28 1,599 5
12 Terpinolen 1084,2 1086 0,16 1,747 3
13 cis-Limonen oksid 1127,7 1132 0,05 1,966 1
14  o-Kubeben 1345,3 1345 0,14 3,036 2
15 oa-Kopaen 1371,0 1374 1,64 3,156 28
16 B-Kariofilen 1413,9 1417 0,21 3,355 4
17 vy -Elemen 1429,4 1434 0,08 3,424 1
18  4,5-di-epi-Aristolohen 1464,5 1471 2,22 3,581 38
19 Dauka-5,8-dien 1472,3 1471 0,08 3,614 1
20 o-Amorfen 1475,9 1475 0,03 3,632 1
21  B-Selinen 1480,9 1489 0,99 3,654 17
22 a-Selinen 1490,0 1498 0,24 3,696 4
23 9-Kadinen 1519,3 1522 0,18 3,822 3
24 ni* 1693,9 0,03 4,545 0

KIE — eksperimentalno odreden Kovacov indeks

KIL — Kovacov indeks iz literature

% m/m —procenat komponente u ekstraktu (masa na masu)

*n. i. — neidentifikovano jedinjenje
C.I. — koncentracioni indeks
RRT - relativno retenciono vreme (FID) odgovaraju¢e komponente

68



Pored a-pinena, ovom analizom in vitro kulture C. creticus identifikovani su i
drugi monoterpeni (kamfen, B-pinen, triciklen, silvestren, mircen, limonen (p-mentha-
1,8-diene)), 1 seskviterpeni (a-kopaen, 4,5-di-epi-aristolohen, a i B-selinen, d-kadinen,
B-kariofilen) (Tabela 13, Slika 11 i 12). Diterpeni labdanskog tipa karakteristicni za C.
creticus nisu detektovani.

Rezultati su normalizovani u odnosu na najzastupljeniju komponentu i prikazani
kao koncentracioni indeks (CI), radi lakSe interpretacije. Prikazane su i vrednosti za
parametar RRT koji predstavlja relativno retenciono vreme (FID) odgovarajuce
komponente u odnosu na odabranu referentnu (zajednicku) komponentu. Uzimajuéi a-
pinen kao najzastupljenije jedinjenje za referentnu komponentnu dobijen je
normalizovan hromatogram (Slika 12), a vrednosti CI i RRT za sve komponente su

prikazane u Tabeli 13.

Slika 11. GC-MS hromatogram dobijen analizom uz koriSéenje headspace tehnike
prilikom analiziranja in vitro kulture C. creticus. Strelicom je oznacen pik koji odgovara
a-pinenu (Rt = 6,86)
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Corcertration index [ Cl)

Slika 12. Normalizovan GC-MS hromatogram koji je dobijen uz koris¢enje headspace
tehnike prilikom analize in vitro kulture C. creticus. Normalizacija je vrSena u odnosu
na a-pinen kao referentno jedinjenje.

PTR-MS analizom je wuradena relativna kvantifikacija monoterpena i
seskviterpena u atmosferi posuda u kojoj su gajena Cetiri klona C. creticus. Pracena je
koncentracija jedinjenja na protonovanoj masi m/z [M+1]" od 135, 137, 153 i 205, pri
¢emu nije bilo moguce njihovo pojedinacno razdvajanje. Izmerene vrednosti izrazene su
u ppbV 1 ukazuju na koli¢inu odgovaraju¢ih jedinjenja u bilionitom delu atmosfere.
Monoterpeni su bili najzastupljenji u atmosferi posuda za gajenje kod sva cetiri klona C.

creticus (Tabela 14).
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Tabela 14. PTR-MS analiza sadrZaja odabranih jedinjenja u atmosferi posuda za in vitro
gajenje izdanaka C. creticus nakon 4 nedelje. Analiza je uradena na protonovanim
masama m/z [M+1]" od 135, 137, 153 i 205. Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri
nezavisna merenja + standardna greska. Vrednosti u kolonama oznacene istim slovima
ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) prema Fisher’s LSD testu.

9,19+0,56a  458,38+51,69 a 2,23+0,34a 10,90+ 0,56 ab

S 822+1,70a 536,39 £86,53 a 3,79+ 1,28 a 823+2,11a
8 7,23+0,62a 340,51 +112,84a 1,79+0,23 a 8,70+ 0,35 a

12 7,63+024a 49531+4372a 221+0,14a 14,52+ 0,13 b

4.2.2. Analiza hemijskog sastava biljaka C. creticus gajenih u kulturi in vitro

Analiza hemijskog sastava biljka gajenih in vitro je uradena nakon etanolne
ekstrakcije. Kvalitativna i1 kvantitativna analiza uzoraka etanolnih ekstrakata 4 razliCita
klona C. creticus iz in vitro kulture vrSena je gasnohromatografski uz koris¢enje dva
tipa detektora: GC-MS 1 GC-FID. Rezultati hemijske analize etanolnih ekstrakata
izdanaka starih 4 nedelje su prikazani u Tabeli 15. Identifikovane su dvadeset Cetiri
komponente koje predstavljaju oko 65% isparljive frakcije etanolnih ekstrakata.
Labdanski diterpeni su najdominantnije zastupljena jedinjenja, a medu njima su
najzastupljeniji labd-7,13-dien-15-ol i labd-7,13-dien-15-ol acetat sa oko 30% (Slika
13, Tabela 15). Labd-13E-8,15-diol je prisutan od oko 4% do 6,5%, dok je izomera
manoil oksida detektovano oko 4%. Sklareol, sklareolid 1 sklareol-oksid su prisutni u

veoma malim koli¢inama i ne prelaze 1%.
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Slika 13. Gasnohromatografska analiza etanolnih ekstrakata C. creticus. A) GC-FID i
B) GC-MS hromatogram etanolnog ekstrakta izdanaka iz in vitro kulture C. creticus.
Pikovi koji odgovaraju diterpenima labdanskog tipa su zaokrzeni na hromatogramima.
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4.3. Analiza trihoma biljaka C. creticus gajenih in vitro

4.3.1. Morfoloska analiza trihoma

Listovi C. creticus su gusto pokriveni mehanickim i glandularnim trihomama sa
obe strane lista. Mogu se jasno razlikovati visecelijske, stelatne trihome sa 6 do 12
krakova (Slika 14A i 14B). Glandularne trihome su kapitatnog tipa i mogu se na osnovu
morfologije i tipa sekrecije podeliti na dva tipa. Glandularne trihome tipa I se sastoje od
male sekretorne glavice i1 kratke drske koja se sastoji od bazalne celije, jednocelijske
drske i dve ili tri ¢elije na vrhu (Slika 14A, 14C). Ovaj tip zlezdanih dlaka je pokriven
kutikulom (Slika 14D). Tip II se sastoji od bazalne celije, viSecelijske drske sa
cilindri¢nim ¢elijama u osnovi, a sa izduzenim c¢elijama u apikalnom regionu. Ovaj tip
se zavrSava sa malom, sfericnom jednocelijskom sekretornom glavicom koja je
pokrivena debelom kutikulom (Slika 14E). Uocljivo je i da indumentum lica i nali¢ja
lista izdanaka Cistus creticus, koji su rasli u uslovima in vitro, saCinjava veliki broj

glandularnih 1 mehanickih trihoma (Slika 14B).

Slika 14. Svetlosna mikrografija listova izdanaka iz in vitro kulture C. creticus A) i B)
mehanicke trihome stelatnog tipa i1 kapitatne glandularne trihome C) kapitatne
gladularne trihome tipa I D) kapitatna gladularna trihoma tipa I sa jasno izrazenom
kutikulom E) kapitatna glandularna trihoma tipa II sa multicelularnom drskom i
sfericnom glandularnom glavicom. Skrac¢enice: KPGTI- kapitatne glandularne trihome
tipa I; KGTII- kapitatne glandularne trihome tipa II; MTS- mehanicke trihome stelatnog
tipa.

74



Na semi-elektronskoj mikrografiji C. creticus uocene su kapitatne glandularne
trihome sa dugom i kratkom drS§kom, kao 1 neglandularne trihome stelatnog tipa (Slika
15). Na vrhovima kapitatnih glandularnih trihoma tipa II uocljive su karakteristi¢ne

sferi¢ne sekretorne glavice (Slika 15C).

15kV X330 50pm 10kV X180  100pm

15kV 12,005& 10pum

Slika 15. Elektronska mikrografija lista izdanaka iz in vitro kulture C. creticus. A)
kapitatne gladularne trihome tipa II na adaksijalnoj strani lista B) mehanicke trihome
stelatnog tipa C) kapitatne glandularne trihome tipa II i mehanicke trihome stalatnog tipa
D) kapitatne glandularne trihome tipa 1. Skracenice: KPGTI- kapitatne glandularne
trihome tipa I; KGTII- kapitatne glandularne trihome tipa II; MTS- mehanicke trihome
stelatnog tipa.

4.3.2. Histohemijska analiza trihoma

Glandularne trihome sa kratkom drSkom (tip I) se nisu bojile sa Sudan IV u

testovima za detekciju lipofilnog sekreta, kao ni mehanicke trihome. Kapitatne trihome
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sa dugom drskom (tip II) su pokazivale pozitivnu reakciju prilikom bojenja sa Sudanom
IV (Slika 16). Nadi reakcija je dovela do ljubicaste ili plavo-ljubicaste boje sekreta kod
ovog tipa trihoma. Karakteristicna boja se javljala u subkutikularnom prostoru kao i u
glandularnoj ¢eliji (Slika 17). Prisustvo fenolnih jedinjenja potvrdeno je plavom
autofluorescencijom pod UV svetlom, pri ¢emu najsvetlije fluoresciraju bocni zidovi 1
sama glandularna glavica (Slika 16D). Rezultati ovih istrazivanja pokazuju in vivo da

tip II glandularnih trihoma kao sekretorni materijal sadrzi terpene i fenolna jedinjenja.

Slika 16. Histohemijska karakterizacija sekreta glandularnih trihoma C. creticus iz in
vitro kulture. A) kapitatna glandularna trihoma tipa I bojena sa Sudanom IV; B) zuto
obojena sekretorna glavica kapitatne glandularne trihome tipa II bojena sa Sudanom IV
C) narandasto obojena kapitatna glandularna trihoma tipa II (Sudan IV); D)
autofluorescencija pod UV svetlom kapitatane glandularne trihome tipa I1

Prilikom histohemijskih analiza takode je uoceno da kapitatne trihome sa dugom
drskom produkuju znacajne koliCine sekretornog materijala koji se izlucuje kroz
sekretornu glavicu, preko spoljasnjeg dela drske, a zatim pada preko neglandularnih

trihoma i povrsine lista (Slika 18).
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Slika 17. Histohemijska karakterizacija terpena u trihomama C. creticus iz in vitro
kulture — rezultati bojenja Nadi reakcijom. A) neobojene mehanicke stelatne trihome 1
kapitatne glandularne trihome tipa I; B) obojena glavica kapitatne glandularne trihome
tipa II; C) obojenje subkutikularnog dela kapitatne glandularne trihome tipa II D)
karakteristi¢no obojena kapitatna glandularna trihoma tipa II

(N

./

Slika 18. Sekretorni materijal KGTII se A) izluCuje kroz sekretornu glavicu, B) sliva se
niz dugacku drsku i C) pada preko stelatnih trihoma i na povrsinu lista.
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4.3.3. GC-MS i GC-FID analiza kapitatnih trihoma tipa II

Rezultati hemijske analize dihlormetanskih ekstrakata kapitatnih trihoma
uzorkovanih sa listova biljka C. creticus gajenih in vitro prikazani su u Tabeli 16.
Identifikovano je dvadeset komponenata koje predstavljaju oko 90% ukupno
detektovanih jedinjenja. Labdanski diterpeni su najdominantnije zastupljena jedinjenja,
a medu njima su najzastupljeniji labd-7,13-dien-15-0l i labd-7,13-dien-15-0l acetat sa
oko 50% (Tabela 16). Labd-13E-8,15-diol je prisutan od oko 0,6%, dok je izomera
manoil oksida detektovano oko 14%. Labd-7,13,14-trien je prisutan sa oko 12%.
Monoterpeni i seskviterpeni su detektovani u znac¢ajno manjoj koli¢ini u odnosu na

labdanske diterpene.

Tabela 16. Hemijski sastav dihlormetanskog ekstrakta kaptitanih trihoma tipa II
uzorkovanih sa listova izdanaka iz in vitro kulture C. creticus.

Jedinjenje Rt %

1  o-Tujen 5,423 0,29 £0,29
2 o-Pinen 5,840 1,17 £0,61

3 Kamfen 6,252 0,28 £0,14
4  B-Pinen 7,052 0,26 +0,10
5 oa-Kopaen 23,325 0,32 £ 0,00
6 a-Bergamoten 25,206 0,43 £ 0,02
7  4,5-di-epi-Aristolohen 27,426 1,65+0,20
8 B -Selinen 28,128 0,73 £ 0,09
9  o-Selinen 28,645  0,30+0,01

10 o-Kadinen 29,642 0,38 +0,00
11  Pogostol 34,978 0,40 £0,13

12  Sklareoloksid 43315  0,22+0,06
13 Cembren 45,204 0,32 £ 0,05
14 Manoil oksid 47,006 5,61 0,50
15 13-epi-Manoil oksid 47,853 5,08 +0,39
16  Tunbergol 50,683 3,12+0,13

17 Labd-7,13-dien-15-o0l 56,062  4,34+1,54
18 3- a-acetoksi-f-Manoil 58,793 2,77+ 0,25
19 Labd-7,13-dien-15-0l, acetat 59,055 46,78 1,19
20 Labd-13E-8,15-diol 59,749 0,60 £ 0,00

Rt — retenciono vreme
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4.4. Efekat razlicitih vrsta ugljenih hidrata na rastenje i razvice biljaka C. creticus
u kulturi in vitro

Ispitivan je efekat razli¢itih koncentracija saharoze, glukoze i fruktoze na rastenje
i razvice C. creticus u kulturi in vitro. Ovi Seceri su dodavani u podlogu u opsegu
koncentracija od 0,01 M do 0,3 M, a nodusi sa po jednim parom listova su postavljani
kao inicijalni eksplantati.

Najvisa koncentracija Se¢era u podlozi od 0,3 M dovodila je do nekroze tkiva, kao
I do znacajnog smanjenja broja formiranih aksilarnih pupoljka (Slika 20), Sto je
posebno bilo izrazeno pri dodavanju saharoze i fruktoze u medijum (Slika 19). Prosecan
broj aksilarnih pupoljaka po eksplantatu je bio najvisi na medijumu u koji je dodavana
saharoza u opsegu od 0,03 M (prosecno 6,21) do 0,1 M (prosecno 4,53). Dodatak 0,1 M
glukoze ili fruktoze u podlogu takode je uslovio formiranje veceg broja aksilarnih

pupoljaka - 4,5 do 5 pupoljka u proseku (Slika 20).

0,03 M

e’

Slika 19. Efekat razli¢itih koncentracija Secera na rastenje i razvice C. creticus u kulturi
in vitro. Parametri su belezeni nakon 6 nedelja rasta na MS podlozi sa dodatkom A)
saharoze, B) fruktoze i C) glukoze.
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Rezultati parametara rastenja i1 razvica izdanaka C. creticus u kulturi in vitro
pokazuju da je optimum koncentarcija Secera od 0,03 M do 0,1 M (Slika 19 1 20). U
okviru ovih koncentracija prose€an broj aksilarnih pupoljaka je bio i preko 6, prose¢an
broj nodusa po eksplantatu je iznosio preko 5, pri ¢emu je naduZzi izdanak imao duzinu
oko 3 cm. Na najvisim primenjenim koncentracijama Secera (0,3 M) izdanci su dostizali
namanju duzinu (0,7 cm), a prosecan broj nodusa po eksplantatu je iznosio 3. Iako nesto
bolji, parametri rasta na podlozi sa dodatkom 0,01 M Secera nisu bili zadovoljavajuéi.
Uopsteno govoreéi izdanci su dostizali najvecu duzinu na podlozi sa dodatkom saharoze
(u koncentracijama od 0,1 M do 0,03 M) i glukoze (u koncentracijama od 0,1 M 1
0,06 M) (Slika 19 i 20).

Koncentracije se¢era od 0,3M u hranljivoj podlozi dovodile su do oziljavanja kod
oko 30% eksplantata. Sa smanjenjem koncentracije svih Secera u hranljivoj podlozi broj
oziljenih izdanaka se povecavao (Slika 21). Procenat oziljavanja je u proseku iznosio
oko 70%, a u nekim sluc¢ajevima 1 oko 80%. Istovremeno na ovim podlogama su
obrazovani 1 najduzi korenovi (od 2 do 4 cm, Slika 21). Najveéi broj korenova i to
preko 3 korena po eksplantatu, formiran je na podlogama sa 0,1 M saharozom, odnosno

fruktozom (Slika 21).
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Slika 20. Parametri rastenja i razviéa C. creticus u kulturi in vitro na podlogama sa
razli¢itim koncentracijama Secera. Parametri su belezeni nakon 6 nedelja. Rezultati
predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska.
Vrednosti oznaCene istim slovima u okviru grupe (ista boja) ne pokazuju statisticki
znacajnu razliku (p < 0,05) prema Fisher’s LSD testu.
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Slika 21. Parametri oziljavanja C. creticus u kulturi in vitro na podlogama sa razli¢itim
koncentracijama Secera. Parametri su belezeni nakon 6 nedelja. Rezultati predstavljaju
srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska. Vrednosti oznacene
istim slovima u okviru grupe (iste boje) ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p <
0,05) prema Fisher’s LSD testu.
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4.5. Uticaj dehidratacije i rehidratacije na kulture C. creticus gajene in vitro

Nodusi sa po jednim parom dobro razvijenih listova koris¢eni su kao eksplantati
za uspostavljanje in vitro sistema za pracenje procesa dehidratacije i1 rehidratacije.
Morfoloske i fizioloSke promene su pradene i evidentirane tokom razliCitih faza

dehidratacije, kao i tokom oporavka od vodnog stresa.

4.5.1. Promene u morfologiji i relativnom sadrzaju vode u listovima C. creticus

tokom ciklusa dehidratacije/rehidratacije

Promene u relativnom sadrzaju vode (RWC) u listovima C. creticus su
evidentirane u odredenim vremenskim intervalima tokom 10 dana. Smanjenje relativnog
sadrzaja vode je uoceno ve¢ nakon jednog dana izlaganja vodnom deficitu: RWC u
biljkama gajenim na —2 MPa je iznosio oko 60%, a u biljkama gajenim na -5 MPa je
iznosio oko 30% (Slika 22). Produzena dehidratacija u trajanju od 5 dana nije dovela do
vec¢eg smanjenja RWC (Slika 22). Jedan dan rehidratacije dovodio je do potpunog
oporavka RWC na oko 90% kod biljaka gajenih na -2 MPa, i delimi¢nog oporavka
RWC kod onih koje su gajene na -5 MPa na oko 70% (Slika 22).
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Slika 22. Promene u relativnom sadrzaju vode u listovima C. creticus tokom procesa
dehidratacije 1 rehidratacije. Tokom dehidratacije biljke su gajene 1 ili 5 dana na podlozi
sa snizenim vodnim potencijalom (y= -2 MPa i y= -5 MPa). Rezultati predstavljaju
srednju vrednost dva nezavisna eksperimenta + standardna greska.
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Tokom procesa dehidratacije uocena je pojava uvenuca listova, kao 1
karakteristicna uvijena forma (Slika 23A). Na listovima izdanaka koji su gajeni na -
5 MPa zabelezena je pojava braon boje listova, naroCito izrazena nakon pet dana
kontinuirane dehidratacije (uvecan detalj na Slici 23A). Tokom procesa rehidratacije
uspostavlja se normalna forma listova izdanaka koji su gajeni na -2 MPa (Slika 23B),
Sto je karakteristicno za prolazno uvenuce. Ova pojava je zapaZzena u manjem obimu i
kod listova izdanaka gajenih na — 5 MPa, ali su oni u veéini slu¢ajeva zadrzavali braon

boju, a ¢esto su se uocavale i nekroticne promene (Slika 23B).

-2MPa -5MPa kontrola -2 MPa -5MPa
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Slika 23. Promene u fenotipu izdanaka C. creticus tokom procesa dehidratacije
/rehidratacije. A) Izgled izdanaka tokom dehidratacije u trajanju od 5 dana; uveéan
detalj pokazuje braon, nekrozno tkivo lista sa izdanka gajenog 5 dana na y= -5 MPa; B)
Izgled izdanaka tokom procesa rehidratacije (izdanci su nakon 5 dana dehidratacije,
preneSeni na medijum bez dodatka PEG 1 rehidratacija je pracena tokom sledec¢ih 5
dana)
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4.5.2. Promene u ekspresiji dehidrina na proteinskom nivou tokom ciklusa

dehidratacije/rehidratacije

Dehidrini predstavljaju karakteristicnu grupu proteina (familija LEA proteina)
koji se eksprimiraju u biljkama izlozenima vodnom stresu i dehidrataciji. Shodno tome
proucavana je i promena ekspresije ovih proteina u listovima tretiranih izdanaka, kao
potvrda postojanja stresa izazvanog dehidratacijom. Zastupljenost ovih proteina tokom
ciklusa dehidratacije/rehidratacije u izdancima C. creticus je analizirana koriS¢enjem
SDS-PAGE i imunoblot analize. Rezultati ukazuju na postojanje dve forme dehidrina,
molekulske mase od 63 kDa i od 66 kDa (Slika 24), koje su se akumulirale tokom
procesa dehidratacije u trajanju od 1 dana koje su jasno oznafene na pocetnom

imunoblotu (Slika 24).

95kDa s kontrola -2MPa -5 MPa

66 kDa
63kDa

72kDa m—

52kDa ee—

42kDa  e—

26 kDa  n—

Slika 24. Akumulacija dehidrina nakon jednog dana u listovima izdanaka C. creticus
gajenim in vitro na podlozi sa snizenim vodnim potencijalom (y=-2 MPa i y= -5 MPa).

Uzimaju¢i u obzir ¢injenicu da je tretman od -5 MPa dovodio do naglog gubitka
vode kao 1 do nekroti¢nih promena u tkivima, za dalja ispitivanja koris¢en je tretman od
-2 MPa, posto je vidljiva akumulacija dehidrina u listovima izdanaka uocena i u
izdancima gajenim na ovom tretmanu. Dobijeni rezultati ukazuju na brzu i snaznu
ekspresiju 1 akumulaciju ovih proteina tokom procesa dehidratacije (Slika 25A).
Akumulacija je bila uocljiva ve¢ nakon 6 sati od pocetka dehidratacije, a najvisu
relativna zastupljenost je detektovana nakon 5 dana (Slika 25A). Akumulacija dehidrina
nije detektovana u kontrolnim izdancima. Visok nivo akumulacije dehidrina u
izdancima C. creticus zadrzao se tokom dva dana rehidratacije, a zatim je opao

(Slika 25B).
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Slika 25. Relativna zastupljenost dve izoforme dehidrina u listovima izdanaka C.
creticus tokom procesa dehidratacije (A) /rehidratacije (B) u sistemu in vitro.
Imunodetekcija proteina uradena je pomocu poliklonalnih anti dehidrin antitela. Gustina
traka dobijenih nakon imunoblot analize kvantifikovana je densiometrijski 1
normalizovana u odnosu na odabranu vrednost (vrednost gustine trake izoforme od 66
kDa nakon 24h dehidratacije). Stubi¢i predstavljaju relativnu koli¢inu izoformi
dehidrina dobijenu u jednom od dva nezavisno sprovedena eksperimenta.
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4.6. Produkcija labdanskih diterpena u izdancima C. creticus gajenih in vitro

Analiza produkcije labdanskih diterpena obuhvatala je analizu ekspresije
odabranih gena koji ucestvuju u biosintetskom putu terpena (ukljucuju¢i i labdanske
diterpene) u izdancima koji su izloZeni razli¢itim abiotickim faktorima. Takode, po
zavrSetku analize ekspresije odabranih gena u ovim izdancima je hemijskom analizom

nakon etanolne ekstrakcije odreden 1 ukupan sadrzaj diterpena labdanskog tipa.

4.6.1. Ekspresija gena koji ucestvuju u biosintezi terpena u izdancima C. creticus

Ekspresija gena koji ucestvuju u biosinezi terpenoida kod C. creticus pracena je
promenom ekspresije HMGR gena iz MVA puta i pet gena iz MEP biosintetskog puta:
DXS, DXR, GGPPS1, GGPPS2 i CLS. MEP put je lokalizovan u plastidima i odgovoran
za biosintezu labdanskih diterpena, pa je poseban akcentat stavljen na ispitivanje
ekspresije gena koji uc¢estvuju u njemu.

Iz biljnog materijala je najpre izolovna ukupna RNK. Kvalitet izolovanih RNK je
proveren na agaroznom gelu. Utvrdeno je da su izolovane RNK bile zadovoljavajuceg
kvaliteta i koncentracije. Jedino je RNK izolovana iz izdanaka gajenih na najviSim
koncentracijama Secera (0,3 M) bila loSeg kvaliteta Ajg/Azs0(< 1,7) 1 koncentracije

(< 0,35 png/ul) pri cemu se na gelu nije mogla ni vizuelizovati (Slika 26).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

28S
18S

Slika 26. RNK izolovane iz izdanaka 1 korenova Cistus creticus vizuelizovane sa EtBr
na 2% agaroznom gelu. Elektroforeza se odvijala na 100 V sa po 2 pg RNK u bunaricu.
RNK izolovana iz izdanaka gajenim na razli¢itim podlogama i pri razli¢itim tretmanima
1) 0,03M fruktoza; 2) 0,01M saharoza; 3) 0,3M saharoza; 4) 0,3M glukoza; 5) 0,06M
saharoza; 6) 0,03 M glukoza; 7) nakon 1 h povrede; 8) nakon 3 h od povrede; 9) nakon
6 h od povrede; 10) kontrolna grupa za rehidrataciju nakon 48 h.
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Izolovana RNK je reverzno transkribovana i potom je amplifikovana prajmerima
specificnim za svih Sest gena, pri ¢emu su duzine amplikona odgovarale oc¢ekivanim
duzinama (Slika 27). Dobijeni amplikoni su preciS¢eni agaroznom elektroforezom
ekstrahovani su iz gela, spektrofotometrijski su kvantifikovani i napravljena je serija
razblazenja od 10° do 10* kopija po pl, koji su potom koris¢eni kao standardi za

apsolutnu kvantifikaciju u qPCR analizi.

GGPPSI1 CLS DXS HMGR DAXR

100 bp

Slika 27. PCR produkti odabranih 6 gena koji ucestvuju u biosintetskom putu
labdanskih diterpena kod C. creticus; L — DNK marker, 1-6 amplikoni odgovarajuc¢ih
gena sa odgovaraju¢im duzinama

Specifi¢nost amplifikacije pet gena potvrdena je analizom temperatura topljenja
(Tm) amplikona nakon qPCR eksperimenata, koja je kod svih analiziranih uzoraka
imala jasan jedinstven maksimum u temperaturnom opsegu od 79 °C - 80 °C (Slika 28).
Analiza temeperature topljenja za gen GPPS2 pokazala je variraju¢i temperaturni opseg
amplikona, pa su vrednosti za ovaj gen izostavljene iz dalje analize.

Standardne krive su bile oblika y=ax+b. Nagib krive (a) je dobar pokazatelj
efikasnosti qPCR reakcije. Idealan nagib je oko -3,3, jer je tada efikasnost reakcije oko
100%, prema jednacini E = 107 _1. Efikasnost gqPCR reakcije za svih pet gena je bila
u opsegu preporucenih vrednosti od 90% do 110%, tj. nagib krive je iznosio od -3,1 do -

3,6 (Slika 29). Vrednost R? za standardne krive je iznosila preko 0,985 (Slika 29).
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Ujednacena koli¢ina ukupne cDNK svih uzoraka potvrdena je paralelnom
amplifikacijom referentnog gena za /8S rRNK. ProsecCan broj ciklusa posle kojih se
dostizao prag detekcije (Ct) referentnog gena za /8S rRNK bio je ujednacen, Sto je
potvrdilo 1 odsustvo statisticki znacajne razlike posmatranih uzoraka (rezultati nisu

prikazani).
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Slika 28. Zbirne krive topljenja produkata qPCR amplifikacije ¢cDNK izdanaka i
korenova C. creticus gajenih in vitro, pomocu prajmera specificnih za DXR. Ujednacen
oblik krive i polozaj maksimuma potvrduju specificnost amplifikacije.
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Slika 29. Primer dobro oblikovane standardne krive poznate koncentracije
amplifikovanih PCR produkata DXR gena. Nagib iznosi -3,3, a vrednost R? je 0,99.

4.6.1.1. Efekat ugljenih hidrata na ekspresiju gena koji ucestvuju u MVA i MEP

biosintetskom putu

Izolacija RNK iz izdanaka koji su gajeni na 0,3 M koncentraciji sva tri Secera je
bila neuspes$na usled izuzetno loSeg fizioloSkog stanja biljaka, te se nisu mogle sprovesti
dalje analize. Stoga su prikazani rezultati ekspresije odgovaraju¢ih gena u izdancima
gajenim na 4 razli¢ite koncentracije Secera: opsega od 0,01 M do 0,1 M.

Rezultati ukazuju da nakon 6 nedelja gajenja izdanaka na hranljivoj podlozi sa
dodatkom razli¢itih koncentracija Secera nije doSlo do promene ekspresije DXR i
GGPPSI gena (Slika 30B i 30C). Ekspresija CLS gena je statisticki znacajno veca u
izdancima koji su rasli u prisustvu visih koncentracija fruktoze (Slika 30D). Glukoza 1
saharoza nisu znacajno menjali ekspresiju ovog gena, izuzev 0,06 M saharoze u Cijem
prisustvu je doSlo do statisticki znacajnog smanjenja ekspresije CLS gena. Sa
povecanjem koncentracije fruktoze u podlozi rasla je i ekspresija DXS gena u
izdancima. Promena u ekspresiji datog gena nije registrovana u izdancima gajenim na

hranljivim podlogama sa dodatkom saharoze ili glukoze (Slika 30A).
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Prilikom ispitivanja ekspresije HMGR gena iz MVA puta uoCeno je blago
smanjenje ekspresije ovog gena u izdancima gajenim na 0,06 M saharozi, dok se
ekspresija ovog gena nije statisticki znacajno menjala u izdancima gajenim na

podlogama koje su sadrzavale glukozu i fruktozu (Slika 30E).
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Slika 30. Ekspresija odabranih gena MVA i MEP biosintetskog puta u izdancima C.
creticus gajenih u kulturi in vitro na hranljivim podlogama sa dodatkom razli¢itih
Secera. Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna bioloska ponavljanja, a
vrednosti oznacene istim slovima okviru grupe (iste boje) ne pokazuju statisticki
znacajnu razliku (p < 0,05) prema Fisher’s LSD testu.
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4.6.1.2. Efekat povrede na ekspresiju gena koji u¢estvuju u MVA i MEP

biosintetskom putu

Uzimaju¢i u obzir da svi eksperimenti, pa i samo odrzavanje in vitro kultura

zahteva odsecanje eksplantata sa izdanaka, proucavano je da li povreda biljaka moze

dovesti do promene ekspresije gena koji ucestvuju u biosintetskom putu terpenoida, i

naravno, kakvog tipa su te promene. Promena ekspresije posmatranih gena pracena je u

pravilnim vremenskim intervalima nakon povredivanja 4 nedelje starih izdanaka raslih u

kulturi in vitro. Listovi su povredivani zasecanjem, a rezultati su prikazani na Slici 31.
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Slika 31. Efekat povrede na ekspresiju odabranih gena MVA i MEP biosintetskog puta
u izdancima C. creticus gajenih u kulturi in vitro. Rezultati predstavljaju srednju
vrednost tri nezavisna bioloska ponavljanja, a vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) prema Fisher’s LSD testu.
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Znacajno povecanje ekspresije CLS i GGPPSI gena iz MEP puta, kao 1 ekspresije
HMGR gena iz MVA puta uoceno je 30 minuta od povredivanja (Slika 31C, 31D i
31E). Nivo ekspresije CLS gena se ve¢ nakon 1 h vra¢ao na nivo kontrole (Slika 31D),
dok se kod GGPPSI gena ovo desavalo tek nakon 6h, a kod HMGR gena nakon 1h,
odnosno 3h (Slika 31C i1 31E). Nakon 1 h od povrede dolazilo je do naglog i velikog
povecanja ekspresije DXS gena, da bi se ve¢ nakon 3 h ekspresija ovog gena smanjila na
nivo ekspresije u netretiranim kontrolnim uzorcima (Slika 31A). Povecanje ekspresije
DXR gena uoceno je tek nakon 6h, sa statisticki znacajnim smanjenjem nakon 24 h

(Slika 31B).

4.6.1.3. Efekat procesa dehidratacije/rehidratacije na ekspresiju gena Kkoji

ucestvuju u MVA i MEP biosintetskom putu

Da bi se izbegla variranja u ekspresiji gena koja nastaju usled odsecanja
eksplantata, tj. nakon povrede, u eksperimentu gde je pracen efekat
dehidratacije/rehidratacije za svaku posmatranu tacku postavljena je i kontrolna grupa
izdanaka. Dobijene vrednosti nivoa ekspresije tretiranih izdanaka su normalizovane u
odnosu na vrednost ekspresije odgovaraju¢ih gena u kontrolnim izdancima kojima je
pripisivana vrednost 1. Ovo je bilo neophodno posto su se u datim eksperimentima prve
proucavane tacke nalazile u okviru opsega povecanja ekspresije odabranih gena
nastalog usled same povrede biljke.

Na onovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da tokom procesa dehidratacije
dolazi do znacajnog smanjenja ekspresije svih gena MEP puta i to ve¢ nakon 6 h ako se
posmatra ekspresija DXR, GGPPSI i CLS gena (Slika 32). Statisticki znacajno
smanjenje ekspresije DXS gena uocCava se neSto kasnije, tj. nakon 48 h od pocetka
dehidratacije (Slika 32A). Smanjenje ekspresije HMGR gena MV A puta tokom procesa
dehidratacije zabeleZeno je takode tek nakon 48h (Slika 32E). Toliko vremena je bilo
potrebno 1 da se tokom procesa rehidratacije izdanaka nivoi ekspresije datog gena, kao
DXR 1 GGPPSI gena vrate na kontrolni nivo (Slika 32B, 32C i 32E). Medutim,
smanjena ekspresija CLS i DXS gena uslovljena procesom dehidratacije se zadrzava i

nakon 5 dana od pocetka rehidratacije (Slika 32A i 32D).
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Slika 32. Relativna ekspresija odabranih gena MV A i MEP biosintetskog puta u in vitro
izdancima C. creticus tokom procesa dehidratacije/rehidratacije. Rezultati predstavljaju
relativnu ekspresiju gena u tretiranim izdancima u odnosu na ekspresiju gena u
kontrolnim netretiranim izdancima za svaku vremensku tacku. Znacajnost razlika je
utvrdena Studentovim t-testom: p<0,05 (*) i p<0,01 (**).
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4.6.2. Sadrzaj labdanskih diterpena u izdancima C. creticus gajenih in vitro

Sadrzaj diterpena labdanskog tipa u izdancima C. creticus koji su gajeni in vitro
pod uticajem razli¢itih abiotickih faktora je odreden na osnovu GC-MS i GC-FID
analiza uz koriS¢enje manuelne integracije pikova odabranih diterpena labdanskog tipa

(11 identifikovanih i 1 neidentifikovan) prikazanih na Slici 33.
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Slika 33. GC-FID 1 GC-MS analiza ctanolnih ekstrakata C. creticus. A) GC-FID i B)
GC-MS hromatogrami etanolnog ekstrakta izdanka C. creticus. Diterpeni labdanskog
tipa ¢ija se ukupna relativna zastupljenost merila su oznaceni brojevima od 1 do 12.

Sa porastom koncentracije saharoze i glukoze u podlozi uocava se porast relativne
zastupljenosti LD (Slika 34). Optimalna koncentracija Secera za njihovu produkciju
iznosila je 0,1 M. Dalje povecanje koncentracije Secera u podlozi dovodi do smanjenja

relativnog sadrzaja LD.
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Slika 34. Relativna zastupljenost diterpena labdanskog tipa u izdancima C. creticus
gajenim in vitro na podlogama sa razliCitim koncentracijama SeCera: A) saharoze, B)
glukoze, C) fruktoze. Stubiéi predstavljaju relativnu zastupljenost LD u izdancima
gajenim na razli¢itim koncentracijama odredenog Secera u odnosu na relativou
zastupljenost LD u izdancima gajenim na 0.01M datog Secera. Vrednosti oznacene istim
slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) prema Fisher’s LSD testu.
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Relativna zastupljenost diterpena labdanskog tipa u izdancima C. creticus gajenim
6 nedelja na hranljivoj podlozi sa dodatkom 0,1 M saharoze 1 0,1 M glukoze je bila
statisticki znacajno povecana u odnosu na sadrzaj ovih jedinjenja u ostalim izdancima
(Slika 34A i Slika 34B). Razli¢ita koncentracija fruktoze nije dovodila do promene
ukupnog sadrzaja LD u izdancima C. creticus gajenim in vitro (Slika 34C), a relativna
koli¢ina labdanskih diterpena u izdancima gajenim na 0,01 M fruktozi je bila manja
nego u onim gajenim na ekvimolarnim koncentracijama druga dva Secera.

Relativni sadrzaj diterpena labdanskog tipa se nije znacajno menjao u izdancima
C. creticus gajenim in vitro koji su bili povredivani zasecanjem listova. Naime,
relativni nivo LD je bio u granicama kontrolnih izdanaka, bez obzira koji je vremenski
period prosao od same povrede (0,5 h, 1 h, 3 h, 6 h ili 24 h). Rezultati su prikazani na
Slici 35.
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Slika 35. Relativna zastupljenost diterpena labdanskog tipa u in vitro izdancima C.
creticus nakon povredivanja. Stubi¢i predstavljaju normalizovanu relativnu
zastupljenost LD u izdancima nakon 0,5h, 1h, 3h, 6h i 24h od povredivanja u odnosu na
relativnu zastupljenost LD u kontrolnim izdancima (k). Vrednosti oznaCene istim
slovima ne pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0,05) prema Fisher’s LSD testu.

Relativna zastupljenost diterpena labdanskog tipa u in vitro izdancima C. creticus
tokom procesa dehidratacije/rehidratacije prikazana je kao normalizovana vrednost u
odnosu na relativhu zastupljenost LD u kontrolnim izdancima. Nije detektovana

statisticki znacajna promena sadrzaja ovih jedinjenja tokom ovog procesa (Slika 36).
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Slika 36. Relativna zastupljenost LD u izdancima C. creticus gajenim in vitro tokom
procesa dehidratacije/rehidratacije. Stubi¢i predstavljaju normalizovanu relativnu
zastupljenost LD u tretiranim izdancima u odnosu na relativnu zastupljenost LD u
kontrolnim netretiranim izdancima za svaku vremensku tacku (k). Prema Studentovim t-
testu nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika.

4.7. Geneticka transformacija C. creticus pomocu Agrobacterium rhizogenes

Nakon 10 dana od momenta inokulacije sa A. rhizogenes na mestu infekcije
pojavili su se transformisani korenovi (Slika 37). Efikasnost transformacije je
definisana kao procenat inokulisanih mesta u nivou internodija na kojima je doslo do
formiranja potencijalno transformisanih korenova i iznosila je 95%. Dvadeset tri
potencijalno transformisana korena su po dostizanju duzine od oko 10-15 mm
izolovana, i nakon tri pasaza na podlozi sa antibiotikom, kultivisana su u te¢noj MS
podlozi bez dodatka antibiotika. Sve potencijalno transformisane kulture (linije)
korenova C. creticus su pokazivale tipiCan hairy root fenotip: ubrzan rast na medijumu
bez regulatora rastenja, izraZeno bo¢no granjanje i gubitak gravitropskog odgovora
(Slika 38A i 38B). Kulture transformisanih korenova su se razlikovale po morfoloskim
karakteristikama od kulture netransformisanih korenova (Slika 38C), ali za razliku od
transformisanih korenova drugih biljnih vrsta nije ih odlikovao veliki broj korenskih

dlacica (Slika 38B).
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Slika 37. Pojava i rast transformisanih korenova Cistus creticus na mestima inokulacije
sa sojem A4M70GUS A. rhizogenes.

\ J

Slika 38. Izgled in vitro kultura korenova C. creticus. A) izgled kultura transformisanih
korenova gajenih u tecnoj MS podlozi B) uvecan detalj izgleda kulture transformisanih
korenova C) izgled kulture netransformisanih korenova gajenih u tecnoj MS podlozi
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4.7.1. Histohemijska i PCR analiza transformisanih korenova

GUS testom je potvrdena aktivnost [-glukuronidaze kod 20 potencijalno
transformisanih (od ukupno 23) korenova C. creticus. Intezitet 1 distribucija boje su
varirali od klona do klona (Slika 39A), a u najveéem broju slucajeva se bojio apeks
korena 1 /ili vaskularni cilindar (Slika 39B i 39C). Analizirani netransformisani
korenovi nisu posedovali endogenu tzv. ,,GUS-like* aktivnost (Slika 39A).

Cetiri klona transformisanih korenova (17/1, 1/2, 13/1 i 8/11), koji su pokazali
jasnu GUS ekspresiju 1 koji su intenzivno rasli na ¢vrstom i te€nom MS medijumu bez
hormona, izdvojena su za dalja istrazivanja. Prisustvo ocekivanog fragmenta od 366 bp
uidA sekvence potvrdeno je PCR reakcijom kod svih transformisanih klonova, kao i u
pozitivnoj kontroli. U negativnoj kontroli, odnosno u DNK izolovanoj iz

netransformisanih korenova i izdanaka, nije potvrdeno prisustvo uid4 gena (Slika 39D).
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Slika 39. Histohemijska i PCR analiza transformisanih korenova C. creticus A) GUS
reakcija: a) netransformisani korenovi b-h) transformisani korenovi, B) detalj plavo
obojenog transformisanog korena klona 1/2 koji ukazuje na pozitivhu GUS reakciju, C)
vaskularni cilindar transformisanih korenova se intenzivno bojio u plavo, D) PCR
analiza genomske DNK izolovane iz izdanaka (C), netransformisanih korenova (1) i
razli¢itih klonova transformisanih korenova (2-6) C. creticus B — marker, 7 — A.
rhizogenes A4M70GUS (pozitivna kontrola). KoriS¢eni su prajmeri koji su specifi¢ni za
sekvencu uid4A pomocu kojih je umnozen fragment veli¢ine 366 bp.
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4.7.2. Rast transformisanih korenova u kulturi in vitro

Rast netransformisanih i transformisanih korenova C. creticus je opisan indeksom
priraStaja teZine korenova utvrdenog nakon 4 nedelje rasta u tecnom MS medijumu bez
regulatora rastenja. Korenovi svih transformisanih linija su povecali tezinu 10-12 puta u
toku 4 nedelje, dok su kontrolni netransformisani korenovi povecali tezinu samo 3 puta
(Slika 40). Kulture korenova transformisanih linija 17/1, 1/2, 8/11 1 13/1 ve¢ vise od 3

godine odrzavaju visok kapacitet rasta u te¢noj kulturi (Slika 38A).

Indeks prirastaja teZine korenova

Q /

Slika 40. Indeks prirasta tezine korenova nakon 4 nedelje gajenja u kulturi in vitro na
te¢noj MS hranljivoj polozi. Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna
bioloSka ponavljanja + standardna greSka, a vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) prema Fisher’s LSD testu.

4.7.3. Indukcija regeneracije

U pokusaju dobijanja izdanaka transformisani korenovi klonova 1/2 i 17/1 su
gajeni u tecnom i ¢vstom MS ili 1/2MS medijumu koji je sadrZzao jedan od citokinina
i/ili auksina u koncentraciji 5, 10, 20 i 30 uM. Tretman citokininima dovodio je do
slicnih promena kod transformisanih korenova, nezavisno od vrste citokinina koji je
koriS¢en. Naime, na medijumu koji je sadrzao citokinin (ili je citokinin bio dodat u
vecoj koncentraciji od auksina), na korenovima su se formirale kalusne strukture
razli¢ite boje 1 stepena rastresitosti, dok su rast i bo¢no grananje transformisanih

korenova su bili inhibirani (Slika 41B, 41D, 41E, 41H). Tretman auksinima (ili tretman

101



gde su auksini prisutni u ve¢oj koncentraciji od citokinina) dovodio je do formiranja
kalusa manje veli€ine, ali i do izrazenog rasta i bo¢nog grananja korenova (Slika 41A i
41G). Do formiranja regeneranata nije doslo ni posle 3 godine gajenja transformisanih

korenova na razli¢itim medijumima (sa i bez dodataka regulatora rastenja).

S

Slika 41. Uticaj razlic¢itih biljnih hormona na rast i regeneraciju transformisanih
korenova istog klona (1/2). Podloge su sadrzavale slede¢e koncentracije biljnih
hormona: A) 30 uM NAA + BAP 5uM; B) 30 uM TDZ C) KIN 10 puM; D) 30 uM
BAP + 10 uyM NAA; E) 5 uM TDZ; F) BAP 30 uM +NAA 30 uM; G) 5 uM BAP +30
uM NAA; H) 20 uM BAP

4.7.4. Ekspresija gena i sadrzaj diterpena labdanskog tipa u transformisanim

korenovima i kalusima

Analiza ekspresije gena koji ucestvuju u biosintezi labdanskih diterpena pracena

je u netransformisanim korenovima, transformisanim korenovima 1/2 i 17/1 i u
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kalusima 1/2 1 17/1. Dobijeni rezultati su uporedivani sa vrednostima ekspresije gena u
referentnoj kontroli, tj. izdancima iz in vitro kulture. UoCava se da geni koji ucestvuju u

MEP putu, tj. geni koji su ucestvuju u biosintezi labdanskih diterpena, imaju znacajno

nizu ekspresiju u korenovima i kalusima u poredenju sa izdancima (Slika 42).
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Slika 42. Ekspresija odabranih gena MVA 1 MEP biosintetskog puta u transformisanim
korenovima (1/2 1 17/1), netransformisanim korenovima (nt), kalusima (1/2 i 17/1) C.
creticus gajenim in vitro. Kao kontrolni uzorak (kon) je upotrebljen izdanak iz in vitro
kulture. Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna bioloska ponavljanja, a
vrednosti oznacene istim slovima ne pokazuju statisti¢ki zna¢ajnu razliku (p < 0,05)
prema Fisher’s LSD testu.

Interesantni rezultati su dobijeni za ekspresiju HMGR gena koji ucestvuje u MVA

putu i ne ucestvuje direktno u biosintetskom putu labdanskih diterpena. Ekspresija ovog

103



gena je bila povecana u kalusu klona 17/1, a takode veoma visoka u netransformisanim
korenovima 1 u kontrolnim izdancima. Znacajno niza ekspresija HMGR gena je
zabelezena u transformisanim korenovima 1/2 1 17/1, kao 1 u kalusu 1/2.

Nakon analize ekspresije datih gena, uradena je i gasnomasena analiza korenova i
kalusa gajenih u kulturi in vitro. GC-MS 1 GC-FID analizom nisu detektovani diterpeni
labdanskog tipa koji su karakteristicni za nadzemni deo biljke C. creticus u ispitivanim

korenovima i kalusima.

4.8. Analiza bioloSke aktivnosti etanolnih ekstrakata C. creticus

Za analizu bioloske aktivnosti koriS¢eni su suvi ostaci etanolnih ekstrakata
izdanaka i korenova iz in vitro kulture koji su u daljem postupku rastvarani u
odgovaraju¢em rastvara¢u pogodnom za analizu bioloske aktivnosti.

Radi pravilne inetrpretacije rezultata uradena je potpuna proSirena hemijska
analiza ekstrakata koja je obuhvatala gasnohromatografsku analizu koriS¢enjem dva

detektora, spektrofotometrijsku analizu i kvalitativnu LTQ OrbiTrap MS analizu.

4.8.1. GC-MS i GC-FID analiza etanolnih ekstrakata

Kvalitativna i kvantitativna analiza uzoraka koris¢enih za testove bioloske
aktivnosti vrSena je gasnohromatografski uz koriS¢enje dva tipa detektora. Za pocetni
biljni material su koriS¢eni 6 - 8 nedelja stari izdanci i1 korenovi C. creticus gajeni in
vitro. Rezultati koji prikazuju zastupljenost karakteristicnih LD u ekstrakatima izdanaka

klonova 4, 5 8 1 12 su prikazani u Tabeli 17.

104



Tabela 17. Hemijski sastav etanolnog ekstrakta izdanaka iz in vitro kulture C. creticus
— prikazana je zastupljenost identifikovanih labdanskih ditrepena u razli¢itim klonovima
(%0).
Jedinjenje _______ Klon4 Kion5 Kion8 Kion12_
“Sklarcoloksid | 065 052 064 052
1,82 1,26 1,41 1,38
1,68 2,09 1,64 2,16
1,40 1,23 0,89 1,86
0,52 0,30 0,37 0,42
0,36 0,24 0,46 0,24
0,54 0,90 1,17 0,59
0,35 0,26
7,32 5,99 5,92 4,79
0,37 0,44 0,49 0,22
37,08 34,35 34,86
2,99 3,15 2,53
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Na osnovu gasnomasenih hromatograma etanolnih ekstrakata korenova (Slika 43) ¢ija
je bioloska aktivnost ispitivana, moze se zakljuciti da se ovi ekstrakti sastoje od

neisparljive i isparljive frakcije.
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Slika 43. GC-MS hromatogram etanolnog ekstrakta netransformisanog korena C.
creticus nakon 6 nedelja gajenja u kulturi in vitro
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Glavni konstituenti neisparljive komponente pripadaju grupi ugljenih hidrata ¢iji
su degradacioni produkti identifikovani (npr. 3,5-dihidroksi-6-metil-2,3-dihidro-4H-
piran-4-on) ili nisu mogli sa sigurnoS¢u da se identifikuju. U isparljivoj frakciji
slobodne masne kiseline su bile najzastupljenije, kao 1 manje koli¢ine metil linoleata i -
sitosterola (Tabela 18). Ni u jednom od analiziranih ekstrakata nisu detektovani
diterpeni labdanskog tipa, koji su karakteristi¢ni za nadzemni deo biljke C. creticus. Na
osnovu veoma sli¢nih hromatograma ekstrakata svih testiranih klonova korena moze se

zakljuciti da su ekstrakti kvalitativno i kvantitativno veoma slicni.

Tabela 18. Hemijski sastav etanolnog ekstrakta netransformisanog korena iz in vitro
kulture C. creticus — prikazano je 6 identifikovanih komponenti u isparljivoj frakciji

Jedinjenje KIE KIL % m/m
2,6-Dimetoksi-fenol (siringol) 1352,9 1346 1,37
Heksadekanska kiselina (palmitinska) 1962,8 1959 5,89
Metil linoleat 2086,3 2095 2,87
Linoleinska kiselina 2135,2 2132 11,76
Linoleinska kiselina (izomer) 2139,8 4,37
B-Sitosterol 3411,0 3408 1,16

KIE — eksperimentalno odredenKovacov indeks, KIL — Kovacov indeks iz literature, % m/m —procenat komponente u
ekstraktu (masa na masu)

4.8.2. Odredivanje ukupnih fenola i flavonoida

Koli¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima izdanaka i korenova
(transformisanih i1 netransformisanih) C. creticus koji su gajeni u uslovima in vitro
odredena je spektrofotometrijskom metodom koris¢enjem Folin-Ciocalteu reagensa
(Slika 44). Rezultati pokazuju da ekstrakti izdanaka sadrze ujednacenu koli¢inu

fenolnih jedinjenja.
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Slika 44. Koli¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida u ekstraktima izdanaka
(klonovi 4, 5, 8 1 12) 1 korenova (nt — netransformisani korenovi, 1/2, 8/11, 13/1, 17/1 —
transformisani korenovi) C. creticus gajenih in vitro. Rezultati su izrazeni kao
ekvivalenti galne kiseline odnosno rutina po gramu suve mase ekstrakta 1 predstavljaju
srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta. Vrednosti oznacene istim slovima u okviru
pojedinacne grupe ekstrakata (izdanci ili korenovi) ne pokazuju statisticki znacajnu
razliku (p < 0,05) prema FiSerovom LSD testu.

Medu uzorcima korenova najmanje fenola sadzi ekstrakt netransformisanih
korenova, pa zatim ekstrakt transformisanog korena klon 1/2, dok najvecu koli¢inu
sadrze ekstrakti transformisanih korenova 8/11, 13/1 1 17/1 (Slika 44).

U ekstraktima C. creticus spektrofotometrijski je odredena 1 koli¢ina ukupnih
flavonoida. Rezultati pokazuju da najvecu koli¢inu flavonoida sadrze ekstrakti
transformisanih korenova 8/11, 13/1 i 17/1, neSto manju ekstrakt transformisanog
korena 1/2, a najmanju ekstrakt netransformisanog korena. Medu ekstraktima razli¢itih
klonova izdanaka C. creticus, nije postojala statistiCki znacajna razlika u koli¢ini

ukupnih flavonoida (Slika 44).
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Kvalitativna analiza fenola i1 flavonoida je uradena UHPLC/LTQ - OrbiTrap MS
analizom. Jedinjenja su identifikovana na osnovu odgovaraju¢ih spektralnih
karakteristika: masenog spektra, ta¢ne mase, karakteristi¢nih retencionih vremena i

karakteristi¢ne fragmentacije. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 45 i u Tabeli 19.
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Slika 45. UHPLC/LTQ - OrbiTrap MS analiza ekstrakata. UHPLC/LTQ - OrbiTrap MS

hromatogram ekstrakta A) izdanka, B) transformisanog korena, C) netransformisanog

korena. Identifikovana karakteristicna jedinjenja su ozna¢ena na hromatogramu
brojevima od 1-19 i prikazana u Tabeli 19.
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Tabela 19. Detektovana jedinjenja u etanolnim ekstraktima C. creticus UHPLC/LTQ -
OrbiTrap MS analizom.

Br.
pika®

10

11
12
13
14

15
16

17
18

19

Jedinjenje

Hininska
kiselina
Jabucna
kiselina
Heksozid
galne
kiseline
Galna
kiselina®
Dimer
galokatehina

Galokatehin®

Dimer
katehina

Katehin®

Derivat
hidroksicime
tne kiseline
Kvercetin
rutinozid®
Miricetin
ramnozid
Elagi¢na
kiselina®
Kvercetin
ramnozid
Ruzmarinska
kiselina®
Galokatehin-
katehin

Kvercetin®
Apigenin®
Neidentifik.

Hesperetin®

Molek.

formula min

C71-11206

C4H605

C13H16010

C;He05

C30H26014

Ci5sH1407

C301_126012

Ci5sH140¢

C16H20010

C271_130016

CZIHZOOIZ

C4HgOg

CZIHZOOII

C18H1608

C30H26013

C15H10C)7

C15H1005

Cl 8H3405

C161_11406

tRa

0,90

0,97

1,41

1,82

2,20

311

5,12

5,29

6,09

6,22

6,32

6,41

6,75

6,98

7,59
7,84

8,41

8,72

9,08

Tacna
masa,
[M-H]

191,05649

133,01436

331,06744

169,01453

609,12567

305,06711

577,13586

289,07227

371,09906

609,14712

463,08859

300,99957

447,09421

359,07819

593,13092
301,03620

269,04626
329,23376

301,07248

Izacunata

masa,
[M-H]

191,05556

133,01370

331,06652

169,01370

609,12443

305,06613

577,13460

289,07121

371,09782

609,14556

463,08765

300,99844

447,09274

359,07669

593,12952
301,03483

269,04500
329,23280

301,07121

A

MS/MS

ppm Fragmenti, (%)

4,87

4,96

2,78

4,91

2,04

321

2,18

3,67

3,34

2,56

2,03

3,75

3,29

4,18

2,36

4,55

4,68

2,92

4,22

191(100), 173(70),
171(30), 127(100)

133(70), 115(100)

271(70), 211(20),
193(10), 169(100),
151(5), 125(10)

151(5), 125(100)

591(10), 483(10),
441(100), 423(50),
305(25)

287(10), 261(40),
247(20), 221(90),
219(80), 179(100)

559(10), 451(25),
425(100), 407(50),
289(20)

245(100), 205(40),
179(15)

353(5), 249(100),
231(10)

343(5), 301(100),
300(30), 271(5), 255(5)

317(50), 316(100),
300(10)

301(50), 284(30),
257(100), 229(70),
185(40)

301(100), 300(50)

223(15), 197(15),
179(15), 161(100),
133(5)

447(10), 307(5),
285(100), 284(10)

273(20), 267(20),
179(100), 151(30)

255(100), 201(30),
151(25)

329(30), 311(25),
293(20), 229(100),
211(85)

286(100), 283(45),
257(40), 242(60)

* Broj pika na Slici 45; ° Potvrdeno koris¢enjem standarda; t, srednje o&ekivano retenciono
vreme; A ppm — srednje odstupanje od taéne mase
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Hininska kiselina, galokatehin, katehin predstavljaju neka od karakteristi¢nih
fenolnih jedinjenja koja su identifikovana u ekstraktima izdanaka i korenova. Za razliku
od izdanaka, u korenovima nisu identifikovani heksozid galne kiseline (pik 3), apigenin
(pik 17), ruzmarinska kiselina (pik 14) i hesperetin (pik 19). Takode, u transformisanim
korenovima je relativna zastupljenost svih jedinjenja bila vea nego u

netransformisanim.

4.8.3. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost ekstrakata izdanaka i korenova C. creticus gajenih u
kulturi in vitro odredena je primenom metode neutralizacije DPPH' radikala. U Tabeli
20 i 21 su prikazane ICsy vrednosti (koncentracije suvog ekstrakta koje su potrebne za
neutralizaciju 50% DPPH radikala), kao i antioksidativni kapacitet galne kiseline, kao

referentnog jedinjenja.

Tabela 20. Antioksidativna aktivnost etanolnih ekstrakata izdanaka C. creticus gajenih
in vitro. Rezultati su izrazeni kao ICsy 1 predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna
eksperimenta. Vrednosti oznacene istim slovima ne pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu razliku
(p<0,05) prema FiSerovom LSD testu. (ICs galne kiseline = 62,99 + 1,41)

26,56+ 6,02 a
28,40+0,34 a
1697+1,39 a
27,16+ 1,20 a

Ekstrakti izdanaka razlicitih klonova C. creticus gajenih in vitro su posedovali
sli¢nu antioksidativnu aktivnost koja je bila bolja u odnosu na antioksidativnu aktivnost
galne kiseline (Tabela 20). Ekstrakt netransformisanog korena C. creticus je pokazao
slabiji antioksidativni potencijal u odnosu na ekstrakt transformisanog korena klona

8/11, koji je pokazao nabolju antioksidativnu aktivnost medu korenovima (Tabela 21).
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Tabela 21. Antioksidativna aktivnost etanolnih ekstrakata korenova C. creticus gajenih
in vitro. Rezultati su izrazeni kao ICsy 1 predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna
eksperimenta. Vrednosti oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku
(p<0,05) prema FiSerovom LSD testu. (/Cs galne kiseline = 62,99 + 1,41)

28,33+2,23 ab
23,11 +£3,23 ab
14,49 +£0,89 a

23,08 £2,04 ab
41,21 +£10,65 b

Antioksidativni potencijal ekstrakata transformisanih korenova bio je bolji u
poredenju sa antioksidativnom aktivno$¢u galne kiseline. Dobijeni rezultati
antioksidativnog potencijala razli¢itih ekstrakata su u skladu sa koli¢inom ukupnih
fenola i flavonoida u njima: ekstrakti sa ve¢om koli¢inom fenolnih jedinjenja su imali

bolji antioksidativni potencijal (Slika 44, Tabela 20 i 21).

4.8.4. Antimikrobna aktivnost

Antimikrobno dejstvo etanolnih ekstrakta izdanaka i korenova C. creticus na
Gram pozitivne 1 Gram negativne vrste bakterija 1 mikrogljive ispitivano je primenom
mikrodilucione metode sa ciljem odredivanja minimalne inhibitorne koncentracije
ekstrakta koja inhibira rast mikroorganizama (MIC). Ukoliko nije bilo rasta, te
koncentracije uzimane su kao minimalna baktericidna (MBC) 1 minimalna fungicidna
koncentracija (MFC). Aktivnost ekstrakata je uporedivana sa referentnim antibioticima
streptomicinom i ampicilinom, odnosno sa komercijalnim fungicidima bifonazolom i
ketokonazolom.

Rezultati antibakterijske aktivnosti su prikazani u Tabeli 22. Svi ekstrakti su
pokazali jaku antibakterijsku aktivnost na sve testirane organizme. MIC vrednosti
ekstrakta izdanaka C. creticus su bili u opsegu od 0,005 do 0,1 mg/ml, a MBC u opsegu
od 0,04 — 0,14 mg/ml. Antibakterijski aktivnost ekstrakta izdanaka se nije mnogo
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razlikovala izmedu klonova. Najsenzitivnija bakterija je bila B. cereus, dok je E.
cloacae bila najrezistentnija. Svi ekstrakti klonova izdanaka C. creticus gajenih in vitro
su pokazali bolju antibakterijsku aktivnost u odnosu na sterptomicin (MIC 0,04 -
0,26mg/ml; MBC 0,09 - 0,52 mg/ml) i mnogo bolju u odnosu na ampicillin (MIC 0,25
- 0,74 mg/ml; MBC 0,37 - 1,24 mg/ml). Zapravo testirani antibiotici su pokazali manju
antibakterijsku aktivnost u odnosu na klonove izdanaka, ¢ak 3 do 30 puta manju.

Antibakterijska aktivnost ekstrakata transformisanih korenova C. creticus su
prikazane u Tabeli 22. MIC je bila u opsegu od 0,01 — 0,1 mg/ml, a MBC u opsegu od
0,02 — 0,16 mg/ml. Najvisu aktivnost je imao klon 13/1 a najslabiju klon 1/2. Najvecu
senzitivnost na ove ekstrakte je pokazala vrsta P. aeruginosa, dok su vrste S. aureus i E.
coli bile najrezistentnije. Ekstrakt netransformisanog korena je pokazao antibakterijsku
aktivnost slede¢ih karakteristika: MIC u rangu 0,03 — 0,06 mg/ml i MBC u opsegu 0,03
— 0,18 mg/ml. Uopsteno ekstrakt netransformisanog korena je pokazao blago slabiju
aktivnost od ekstrakta transformisanih korenova, izuzev u slucaju vrste E. coli, gde je
inhibitorna aktivnost bila 2 puta, a baktericidna oko 5 puta jaca. Svi testirani ekstrakti
korenova su imali jacu aktivnost u odnosu na testirane antibiotike, izuzev u slucaju
kultura S. aurues (Tabela 22). Antibakterijska aktivnost ekstrakata izdanaka je bila
bolja u odnosu na antibakterijsku aktivnost transformisanih korenova sa izuzetkom E.
cloacae.

Rezultati antifungalne aktivnosti testiranih ekstrakata su prikazani u Tabeli 23.
MIC vrednosti ekstrakata izdanaka C. creticus kretale su se u opsegu od 0,05 — 0,14
mg/ml, a MFC od 0,10 — 0,20 mg/ml. Ekstrakt izdanaka klona 12 posedovao je najvisu,
a ekstrakt izdanaka klona 4 najnizu antifungalnu aktivnost. A. versicolor je bila
najsenzitivnija vrsta, dok je P. funiculosum bila najrezistentnija vrsta. Svi ekstrakti
izdanaka su pokazali sli¢nu ili neSto bolju antifungalnu aktivnost od komercijalnog
jedinjenja bifonazola (MIC: 0,10 — 0,20 mg/ml i MFC: 0,20 — 0,25 mg/ml), ali mnogo
bolju u odnosu na ketonazol (MIC: 0,20 — 2,50 mg/ml i MFC: 0,30 — 3,50 mg/ml.), u

pojedinim slucajevima cak 17 puta vecu (Tabela 23).
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Ekstrakti transformisanih korenova su pokazivali antifungalnu aktivnost u opsegu
od MIC 0,05 — 0,14 mg/ml i MFC 0,14 — 0,24 mg/ml (Tabela 23), pri ¢emu je 4.
fumigatus je bila najrezistentnija vrsta, a F. verticilioides najsenzitivnija. Ekstrakt
netransformisanog korena je pokazao sli¢nu aktivnost kao i ekstrakti transformisanih
korenova (MIC 0,06 - 0,14 mg/ml i MFC 0,14 - 0,20 mg/ml). Kao i ekstrakti izdanaka,
ekstrakti korenova su pokazali sli¢nu antifungalnu aktivnost kao bifonazol, ali znacajno
bolju od ketokonazola.
Sazeto receno svi ekstrakti su imali bolju antibakterijsku nego antifungalnu aktivnost,
pri ¢emu je njihova antimikrobna aktivnost bila slicna ili bolja od streptomicina i

bifonazola, a znacajno veca od ampicilina 1 ketonazola.

4.8.5. Citotoksi¢na aktivnost

Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata izdanaka i1 korenova je ispitivana na pet
tumorskih c¢elijskih linija koriS¢enjem SRB eseja. Na Slici 46 prikazani su
reprezentativni  rezultati sa ekstraktima izdanaka klona 12 i ekstraktima
netransformisanog korena. Ekstrakt korena, u celom opsegu ispitivanih koncentracija,
nije uticao na rast testiranih tumorskih c¢elija, kao §to ni ekstrakt izdanaka nije imao
citotoksi¢nu aktivnost na kulture LS-174 1 MDA-MB-361 ¢elija. Medutim, ekstrakti
izdanaka su pokazali citotoksi¢nu aktivnost na HeLa, MDA-MB-453 i FemX ¢elijama.
ICsg ekstrakta izdanka je iznosio 80,83 pg/ml za HeLa ¢elije (Slika 46A), 76,18 pg/ml
za MDA-MB-453 (Slika 46D) i 87,52 ug/ml za FemX (Slika 46C) celijske kulture.
Cisplatina je koriS¢ena kao standardni citotoksi¢ni agens, a njena ICsy vrednost za
navedene Celije je iznosila < 2.2 pg/ml. Slicne vrednosti su dobijene i kada su u
eksperimentu testirani i ekstrakti izdanaka ostala tri klona (4, 5 i1 8). Ekstrakti
transformisanih korenova, isto kao i ekstrakt netransformisanog korena, nisu pokazali

citotoksi¢nu aktivnost.
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Slika 46. Reprezentativni dijagram celijskog prezivljavanja nakon 72 h kontinualnog
delovanja ekstrakta A) HeLa (¢elije humanog karcinoma cerviksa), B) MDA-MB-361
(¢elije karcinoma dojke), C) FemX (¢elije humanog melanoma) D) MDA-MB-453
(¢elije karcinoma dojke) E) LS-174 (¢elije humanog karcinoma kolona).

Analiza morfologije HeLa 1 MDA-MB-453 c¢elija koriS¢enjem invertnog
mikroskopa prikazana je na Slici 47. Uoceno je da su se nakon 72 h od dodavanja 100
pg/ml ekstrakta izdanaka C. creticus tretirane Celije smanjile i zaoblile (Slika 47B i
47E), tj. pojavile su se morfoloSke karakteristike tipi¢ne za apotozu. Kod netretiranih,
kontrolnih celija (Slika 47A 1 47D), kao 1 kod ¢elija tretiranih ekstraktom korena C.

creticus (Slika 47C 1 47F), nije doslo do promene u morfologiji.
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Slika 47. Ispitivanje morfologije HeLa i MDA-MB-453 ¢elija tretiranih ekstraktima
izdanaka i korena C. creticus iz in vitro culture. A) netretirane HeLa ¢elije (kontrola) B)
HeLa ¢elijje tretirane ekstraktom izdanka nakon 72 h C) HeLa ¢elije tretirane ekstraktom
korena nakon 72 h D) netretirane MDA-MB-453 ¢elije (kontrola) E) MDA-MB-453
¢elije tretirane ekstraktom izdanka nakon 72 h F) MDA-MB-453 ¢elije tretirane
ekstraktom korena nakon 72 h.
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5. DISKUSIJA

Sekundarni metaboliti omogucavaju biljkama da se adaptiraju na razlicite
ekoloske faktore i smatra se da su upravo oni omogucili opstanak vrsta (Kovacevic,
2000). Zahvaljujuéi znacajnim bioloSkim aktivnostima sekundarni metaboliti biljaka se
koriste vekovima u tradicionalnoj medicini. Mnogi od tih lekova su u upotrebi i danas, a
za neke jo§ uvek nije pronadena nijedna sinteticka substitucija koja poseduje istu
delotvornost i farmakolosku specificnost. U poslednjih 30 godina preko 25% novih
lekova koji su farmaceutski odobreni je bazirano na jedinjenjima poreklom iz biljaka, a
oko 50% najprodavanijih je nastalo na osnovu poznavanja biljnog sekundarnog

metabolizma (Terryn i sar., 2006).

Biotehnoloska proizvodnja vaznih sekundarnih metabolita koriS¢enjem in vitro
kultura predstavlja atraktivnu alternativu za proizvodnju ovih jedinjenja. U prvim
eksperimentima usled empirijskog odabira visoko-produktivnih stabilnih kultura i
nedostatku razumevanja nacina sinteze sekundarnih metabolita 1 regulacije njihove
produkcije, upotreba kultura biljnih celija ili organa je imala samo ogranicen
komercijalni uspeh (Verpoorte i sar., 2002). Medutim, sa razvojem molekularne
biologije i dubljim razumevanjem biosintetskih puteva prirodnih jedinjenja, in vitro
kultura biljnih ¢elija i organa se brzo razvijala u okviru oblasti regulacije produkcije
sekundarnih metabolita (Gaosheng 1 Jingming, 2012). Ova biotehnoloska metoda danas
ne predstavlja samo nacin produkcije odredenih jedinjenja, ve¢ i moc¢no orude za

istrazivanje funkcije gena u post-genomskoj eri (Gaosheng i Jingming, 2012).

5.1. In vitro kultura C. creticus — uspostavljanje, hemijska karakterizacija i znacaj

Mikropropagacija ima znacajnu ulogu u proizvodnji biljaka koje se koriste za
ekstrakciju znacajnih hemijskih jedinjenja (Nguyen i sar., 2001; Neumann i sar., 2009;

Singh 1 Tiwari 2010; Zuzarte i sar., 2010). Uspesno uspostavljanje in vitro kulture
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obi¢no zahteva upotrebu regulatora rastenja najcesce fitohormona iz grupe auksina i
citokinina (Vinterhalter 1 Vinterhalter, 1996). Vrsta i koncentracija primenjenih auksina
ili citokinina, tj. odnos auksina/citokinina moze dramati¢no da uti¢e ne samo na rastenje
i razvice biljaka (Neumann i sar., 2009), ve¢ i na produkciju sekundarnih metabolita u
in vitro kulturi biljaka (Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002; Karuppusamy, 2009).
Primena regulatora rastenja u zavisnosti od koncentracije 1 vremena aplikacije moze
dovesti do poveéane proizvodnje sekundarnih metabolita, ali ¢esto i do smanjenja

produkcije ovih jedinjenja (Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002).

U literaturi je prikazano svega nekoliko istrazivanja in vitro propagacije biljka iz
roda Cistus. Iriondo 1 saradnici (1995) su u kulturi Cistus salvifolius nakon 4 nedelje
primenom 0,88 uM BAP dobijali 4,8 pupoljka po eksplantatu, a u kulturi C.albidus, C.
laurifolius, C. clusii, C. ladanifer oko 2,5 pupoljaka po eksplantatu. Dodatak KIN u
podlogu (0,93 uM) doveo je do smanjenja broja obrazovanih pupoljka u kulturi in vitro
C. clusii 1 C. ladanifer. Pela i saradnici (2000) su nakon aplikacije BAP (2,72 mg/l)
dobijali oko 3 izdanka C. creticus po eksplanatu nakon 5 nedelja. U okviru ove
doktorske disertacije uspesno je uspostavljena in vitro kultura C. creticus na osnovnom
MS medijumu bez upotrebe fitohormona. Parametri rastenja i razvi¢a (Tabela 12 i Slika
10) su bili veoma dobri sagledavajuc¢i rezultate drugih autora (Pela i sar., 2000;
Zygomala 1 sar., 2003). Oziljavanje je takode bilo uspesno, iako u medijum nisu
dodavani auksini, §to su pokazali i drugi autori (Pela i sar., 2000; Madesis i sar., 2011).
Za uspesnu in vitro propagaciju C. creticus koriS¢ena je tehnika propagacije aksilarnih
pupoljaka iz segmenata stabla sa po jednim nodusom koja se pokazala uspesnom i za
neke druge vrste (Misi¢ i sar., 2005a). Nedavno su Madesis i saradnici (2011) putem
organogeneze iz kalusa uz primenu kombinacije TDZ 1 NAA dobijali visok procenat
novoobrazovanih izdanaka (33%). Medutim, postojanje faze dezorganizovanog rasta u
in vitro kulturi kalusa veoma ¢esto dovodi do pojave somaklonalnog variranja (Rani i
Raina, 2000; Bairu 1 sar., 2011). Iako somaklonalno variranje moze da sluzi kao izvor
novih klonova/varijanti sa Zeljenim boljim osobinama ili za proucavanje evolutivnih
procesa (Unai i sar., 2004; Wang i sar., 2007), ova pojava je nepozeljna u kulturi in
vitro kada se za cilj ima klonsko razmnozavanje biljaka i dobijanje uniformnog biljnog
materijala (Bairu i sar., 2011). Upotreba razli¢itih vrsta i koncentracija bilnjih regulatora

rastenja, posebno citokinina, moze dovesti do pojave somaklonalnog variranja kod
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razli¢itih biljnih vrsta (Martin i sar., 2006; Jin i sar., 2008; Bairu i sar., 2011). U okviru
ove disertacije upotrebom MS medijuma bez dodataka fitohormona dobijen je zdrav i
uniforman biljni materijal u kratkom vremenskom roku, ¢ime je omoguéena hemijska
karakterizacija in vitro kultura C. creticus u cilju ispitivanja njihove potencijalne dalje

upotrebe.

5.1.1. Efekat ugljenih hidrata na rastenje i razvic¢e C. creticus u uslovima in vitro

Parametri rastenja i razvi¢a ukazuju da je rastenje i oZziljavanje izdanaka C.
creticus bez obzira na primenjenu vrstu Secera dostizalo svoj optimum na
koncentracijama Secera visim od 0,01 M (Slika 20 1 Slika 21), Sto je pokazano i kod
nekih drugih biljnih vrsta (Misi¢ 1 sar., 2005b; Jo 1 sar., 2009; Peri¢ i sar., 2012). Ovaj
rezultat ukazuje da je biljkama C. creficus gajenim na nizim koncentracijama Secera
smanjena dostupnost izvora ugljenika koji je neophodan za postizanje punog potencijala
za rastenje 1 razvice. Rastenje i razvice, ukljucujuci i oziljavanje izdanaka C. creticus
koji su gajeni na najviSim koncentracijama Secera bilo je inhibirano. U ovim uslovima
povecana koncentracija Secera doprinosila je povecanoj dostupnosti ugljenika, ali je
dovodila i do povecanja osmotskog potencijala medijuma, koji kao stresogeni faktor
moze da dovede do inhibicije rastenja biljaka (Jo i sar., 2009). Naime, poznato je da
Seceri kao osmotski agensi uticu na usvajanje ostalih komponenti medijuma 1 tako uticu
na in vitro kultivaciju (Neto i Otoni, 2003; Nowak i sar., 2004). Pored toga, pri visokim
koncentracijama UH u medijumu Cesto dolazi i do usvajanja i nagomilavanja visokih
koncentracija samih Secera u biljnim tkivima putem procesa nalik difuziji (Stanzel i sar.,
1988; Oliveira 1 sar., 2002, i tada biljke troSe znacajnu koli¢inu energije za procese
detoksikacije, pa je shodno tome rastenje i razvi¢e usporeno. Parametri rastenja i razvica
su bili nizi kada su izdanci C. creticus gajeni na fruktozi (Slika 20, Slika 21), kao i kod
nekih drugih biljnih vrsta (MiSi¢ i sar., 2005b; Peri¢ 1 sar., 2012), mada postoje podaci
da je kod nekih vrsta upravo fruktoza predstavljala najbolji izvor ugljenika (Welander i
sar., 1989, Bijelovi¢ i sar., 2003). U kulturi in vitro nekih drugih biljnih vrsta poput
Alnus cremastogyne (Tang i sar., 1996), Prunus mume (Harada i Murai, 1996) i Nepeta
rtanjensis (Misi¢ 1 sar., 2005b) glukoza je bila bolji izvor ugljenika. Vazno je

napomenuti i da su procesi usvajanja i fosforilacije glukoze i fruktoze u biljnim ¢elijama
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razli¢ito regulisani, kao 1 da biljne ¢elije na drugaciji nacin reguju na razlicite vrste
Secera (Krook 1 sar., 2000; Kretzschmar i sar., 2007). Osim toga, smatra se da fruktoza
dovodi do sniZzenja pH medijuma nakon autoklaviranja u mnogo veéem stepenu od
drugih Secera, pri ¢emu se u medijumu mogu detektovati i toksi¢na jedinjenja poput
furfurala 1 hidroksimetilfurfurala (Ribaux 1 sar., 1995; Uosukainen i Vasara, 1995), ¢ime
se moze objasniti slabije rastenje 1 razvice izdanaka C. creticus na medijumu sa

dodatkom ove heksoze.

5.1.2. Hemijska karakterizacija in vitro kulture C. creticus

Teorijski, svaka in vitro kultura bi trebalo da produkuje iste sastojke kao 1 biljka iz
koje potice. Prakti¢no se ovo ne deSava uvek, najces¢e zato Sto je produkcija pojedinih
sekundarnih metabolita vezana za specijalizovane c¢elije ili ¢elije u odredenoj fazi
razvoja (Kovacevi¢, 2000), pri cemu komunikacija izmedu organa (ukljucujuci transport
perekursora ili regulatora rastenja iz korena u list 1 obratno) takode ima veoma vaznu
ulogu. Dediferencirane kulture (kulture kalusa i ¢elijska suspenzija) najces¢e produkuju
znatno manje sekundarnih metabolita u odnosu na organizovane kulture koje
predstavljaju i1 znatno stabilnije produkcione sisteme. Tako kultura izdanaka i korenova,
kao 1 kultura transformisanih korenova predstavljaju ponekad produkciono sposobnije

sisteme u odnosu na materijal iz kog su dobijene (Kovacevi¢, 2000).

Iako postoje, doduse veoma oskudni, podaci o in vitro kulturi biljaka iz roda
Cistus (Iriondo 1 sar., 1995; Pela i sar., 2000; Zygomala i sar., 2003; Madesis i sar.,
2011) do sada nema literaturnih podataka o fitohemijskoj analizi biljaka dobijenih ovom
metodom. Prve analize hemijskog sastava in vitro biljka C. creticus su objavljene kao
rezultat rada na ovoj tezi (Skori¢ i sar., 2012). Biljke gajene in vitro su fitohemijski
okarakterisane koriS¢enjem serije razlicitih analiti€¢kih metoda kao $to su GC-MS, CG-
FID, PTR-MS, Headspace-GC-MS 1 UHPLC/LTQ OrbiTrap MS analiza. GC-MS
analiza Cetiri klona C. creticus je pokazala da biljke iz in vitro kulture karakterise visok
sadrzaj diterpena, pretezno labdanskog tipa (Tabela 15 i Slika 13), Sto je karakteristi¢no
1 za etarska ulja i smolu ovih biljaka iz prirode (Demetzos i sar., 1999; 2002). Hemijska
analiza ukupnih trihoma sa listova C. creticus prikupljenih u razli¢itim fazama razvoja

listova je pokazala da mladi listovi (1-2 cm duzine) imaju najve¢i sadrzaj LD, koji se

121



smanjuje u starijum listovima (Falara i1 sar., 2008). Glavna komponenta etanolnog
ekstrakta izdanaka C. certicus gajenih in vitro je labd-7,13-dien-15-0ol acetat. Uzimajuci
u obzir ¢injenicu da su listovi iz in vitro kulture bili iz iste razvojne faze, nasi rezultati
su u saglasnosti sa rezultatima koji pokazuju da je ovo jedinjenje najzastupljenije
upravo u mladim listovima biljaka iz prirode (Falara i1 sar., 2010). Procentualna
zastupljenost LD je slabo varirala medu testiranim klonovima. Medutim, prema
interpopulacionom istrazivanju etarskih ulja C. creticus (Demetzos i sar., 2002) sadrzaj
ovih jedinjenja je veoma varirao izmedu 25 populacija. Pored uticaja razvojne faze
listova na sadrzaj LD (Falara 1 sar., 2008; 2010), do varijacija u sadrzaju dovode i
promene parametara zivotne sredine poput osvetljenosti, klime, nutritijenata,
dostupnosti vode, i dr. (Robles i Garzino, 2000; Demetzos i sar., 2002), koji su u kulturi

in vitro bili konstantni.

Prisustvo ostalih klasa terpena (monoterpena i seskviterpena) u izdancima vrste C.
creticus gajenim in vitro je bilo znacajno manje u odnosu na diterpene (labdanskog
tipa). Medutim, rezultati GC-MS analize uz koriS¢enje headspace tehnike ukazali su da
su monoterpeni i1 seskviterpeni bili najzastupljeniji (Tabela 13, Tabela 14, Slika 11).
Ove grupe jedinjenja spadaju u grupu isparljivih organskih jedinjenja (VOC, eng.
volatile organic compounds). Uzimaju¢i u obzir da su VOC vazne komponente
hemijskog fenotipa biljaka (Maffei 1 sar., 2011), odredivanje emisije VOC iz razli¢itih
biljnih vrsta moze imati veliki znacaj i u potencijalnoj produkciji bioloski aktivnih
jedinjenja za farmaceutsku industriju (Maes i sar., 2001). Danas je sve vise dokaza da
VOC poseduju niz bioloskih aktivnosti, te da predstavljaju znacajan, a jo§ uvek u
velikoj meri neiskoris¢en izvor novih lekova i1 prekusora lekova (Maffei i sar., 2011).
Medu razvijenim sistemima za prikupljanje 1 pracenje VOC, headspace tehnike
prikupljanja se izvode u kombinaciji sa GC-MS analizom §to je omogucilo i dovelo do
dobijanja mnogo tacnijih i pouzdanijih profila biljnih VOC (Rapparini i sar., 2001;
Tholl 1 sar., 2006). Relativno novije metodologije poput PTR-MS, omogucavaju
istovremenu analizu VOC u realnom vremenu sa veoma visokom osetljivos¢u
(Lindinger 1 sar., 1998; Warneke et al 2003, Steeghs i sar., 2004). Smatra se da ce
buduca upotreba PTR-MS za dobijanje detaljnijih profila VOC tokom razvoja biljke
obezbediti veliku korist u tehnologiji in vitro kulture (Predieri i Rapparini, 2007). U

okviru ove disertacije po prvi put je okarakterisan VOC profil Cistus creticus u
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posudama za in vitro gajenje, pri ¢emu je detektovan visok sadrzaj monoterpena poput

a-pinena (Skori¢ 1 sar., 2013b).

Odsustvo trihoma kod in vitro gajenih kultura ¢elija i tkiva (npr. kalus, suspenzija
¢elija) predstavlja jedan od razloga za izostanak vidljive akumulacije odredenih
sekundarnih metabolita u kulturi in vitro, mada uticaj imaju i procesi degradacije ovih
jedinjenja (Falk i sar., 1990). Generalno biosinteza i akumulacija brojnih sekundarnih
metabolita se odigrava u trthomama. Tako se sinteza karakteristicnih monoterpena
odigrava u trihomama biljke Mentha piperita (Lange i sar., 2000), dok se u trthomama
nekoliko vrsta Solanaceae produkuju jedinjenja poput seskviterpena, metil-ketona i
diterpena (Antonious i Kochhar, 2003). U peltatnim trihomama biljke Salvia divinorum
akumuliraju se karakteristicni diterpeni, u peltatnim trihomama bosiljka akumuliraju se
fenipropanoidi, dok npr. kapitatne glandularne trihome lucerke produkuju flavonoide i

njihove derivate (Gang i sar., 2001; Aziz i sar., 2005; Siebert, 2004).

Trihome su od znacaja u taksonomskim istrazivanjima roda Cistus. Pored toga,
prema dosadasnjim istrazivanjima, glandularne trihome su pretpostavljeno mesto
biosinteze i akumulacije LD kod C. creticus (Falara i sar., 2008; 2010). Do sada ne
postoje literaturni podaci o postojanju Zzlezdanih struktura kod vrsta roda Cistus u
uslovima in vitro. Na listovima in vitro gajenih klonova C. creticus skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom ustanovljeno je prisustvo velikog broja trihoma kako
glandularnih, tako i neglandularnih (Slika 15). Stelatne trihome C. creticus su imale 6 -
12 krakova, kao S§to je detektovano 1 u istrazivanjima Giilz 1 sar. (1996) i1 Falara 1 sar.
(2008). Giilz 1 saradnici su ovaj podatak iskoristili 1 za jasno razdvajanje C. creticus
(sin. C. incanus subsp. creticus) od nekih drugih podvrsta Cistus incanus. DosadaSnje
hemijske analize smole i ekstrakta listova C. creticus su ukazale na prisustvo terpena i
polifenolnih jedinjenja (Demetzos 1 sar., 1999; 2002), §to zajedno sa podatkom o
sadrzaju istih sekundarnih metabolita i u izolatu svih trihoma (Falara i sar., 2008)
ukazuje da su ove zlezdane dlake mesta biosinteze odgovaraju¢ih jedinjenja. Do sada
nije pokazano u kojem tipu trihoma se ova jedinjenja produkuju i/ili luce.
Histohemijskom analizom trihoma C. creticus koja je uradena u okviru ove disertacije,
jasno je utvrdeno da je sekretorni materijal tipa II glandularnih trihoma smola koja sadrzi

terpene 1 fenolna jedinjenja (Slika 16 - 18). Listovi ostalih vrsta roda Cistus kao $to su C.
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symphytifolius , C. monspeliensis , C. laurifolius , C. ladonifer , C. palhinhae takode luce
smolu u vecoj ili manjoj koli¢ini, pri cemu se sastav ove smole razlikuje medu vrstama
(Giilz 1 sar., 1996; Paolini i sar., 2009; Barrajon-Catalan i sar., 2010). Ovaj smolasti sloj
koji pokriva povrSinu epidermisa moze imati ulogu u refleksiji svetlosti i na taj nacin u
prevenciji prekomernog gubitka vode. Takode, pokazano je da ovakav smolasti lepljivi sloj
moze da predstavlja i1 fizicku zamku za insekte 1 na taj nacCin Stiti biljku od herbivora
(Siebert, 2004). Generalno, terpeni i fenolna jedinjenja su cesto uklju¢eni u hemijsku
odbranu biljaka, jer je poznata njihova antifungalna, antibakterijska i antifidantna aktivnost
(Harborne, 1997; Nishida, 2002). Uoceno prelivanje sekretornog materijala u vidu
kapljica kroz kutikulu iz kapitatnih trihoma tipa II je ve¢ opisano kod kapitatnih trihoma
tipa Il vrste Salvia aurea (Serrato-Valenti i sar., 1997), trihoma sa dugackom drSkom
kod Salvia blepharophylla (Bisio i sar., 1999) i trihoma tipa Cx kod Sideritis italica
(Giuliani i sar., 2011).

Hemijska analiza samih kapljica eksudata kapitatnih trihoma tipa II biljaka C.
creticus je prvi put uradena u okviru ove disertacije. Pokazano je da su labdanski
diterpeni najdominantnija prisutna jedinjenja (Tabela 16). Monoterpeni 1 seskviterpeni
su prisutni u manjoj koli¢ini, koji se kada trthome puknu oslobadaju i brzo isparavaju sa
povrsine listova (Vivanco i Baluska, 2012). Za razliku od njih odredene vrste diterpena,
poput labdanskih diterpena C. creticus 1 neoklerodan diterpena Salvia divinorum, nisu
isparljivi 1 ostaju na povrSini listova (Vivanco i1 Baluska, 2012). U prilog ovom
objasnjenju idu i ve¢ pomenuti rezultati hemijske analize atmosfere posuda iz kulture in

vitro gde su monoterpeni i seskviterpeni bili najzastupljeniji (Tabela 14).

Druga velika grupa sekundarnih metabolita koja je detektovana u etanolnim
ekstraktima izdanaka C. creticus gejenih in vitro su fenolna jedinjenja i flavonoidi.
Analiza polifenolnih jedinjenja u okviru vrsta roda Cistus ukazala je na prisustvo galne
kiseline (Santagati i sar., 2008; Barrajon-Catalan 1 sar., 2010), katehina, galokatehina 1
njihovih derivata (Barrajon-Catalan i sar., 2010; Tomds-Menor i sar., 2013), apigenina i
kamferol derivata (Chaves i sar., 1997; Ramalho i sar., 1999; Saracini i sar., 2005), kao 1
kvercetina, miricetina i njihovih glikozida (Saracini i1 sar., 2005) itd. Vrsta 1 broj
fenolnih jedinjenja su se razlikovali ne samo medu vrstama roda Cistus, ve¢ 1 u

zavisnosti od primenjenih rastvaraca za ekstrakciju, 1 analitickih metoda, a istrazivanja
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polifenolnih jedinjenja su koriS¢ena 1 za potrebe sistematike (Barrajon-Catalan i sar.,
2011). Spektrofotometrijski odreden ukupan sadrzaj fenola i flavonoida u izdancima C.
creticus gajenim in vitro nije ukazao na razlike medu klonovima (Slika 44), a
UHPLC/LTQ - OrbiTrap MS analizom su identifikovana karakteristicna fenolna
jedinjenja kao Sto su hininska kiselina, galokatehin i katehin (Slika 45 i1 Tabela 19).
Hininska kiselina je detektovana u svega nekoliko vrsta roda Cistus, pri ¢emu je
znaajno zastupljena kod C. albidus i1 C.salviifolius (Tomés-Menor i sar., 2013).
Galokatehin je prisutan kod vrsta roda Cistus (Santagati i sar., 2008; Barrajon-Catalan i
sar., 2011), medu kojima 1 C. incanus subsp. incanus (Santagati i sar., 2008; Barrajon-
Catalan 1 sar., 2011), kod kog je detektovano i prisustvo katehina. Prisustvo kvercetina i
miricitina, kao i njihovih glikolizovanih derivata je takode cesto detektovano i kod
drugih vrsta roda Cistus (Saracini i sar., 2005; Barrajon-Catalan i sar., 2011; Tomads-

Menor i sar., 2013).

U korenovima C. creticus gajenim in vitro medu polifenolnim jedinjenjima
identifikovani su jedinjenja kao §to su npr. hininska kiselina, katehin 1 njegov dimer, pri
¢emu nisu detektovana odredena jedinjenja prisutna u izdanku. Prema nasim saznanjima
ovo je prvi put da je uradena hemijska analiza korena Cistus creticus (Skori¢ i sar.,
2012). Pored UHPLC/LTQ - OrbiTrap MS analize uradene su i GC-FID i GC-MS analize
etanolnog ekstrakta korena iz in vitro kulture, pri ¢emu nije detektovano prisustvo
labdanskih diterpena karakteristicnih za nadzemni deo biljke. Ovo je u saglasnosti sa
nalazima da organi bez trihoma poput korenova i semena, imaju smanjenu ekspresiju gena
biosintetskog puta terpena (Pateraki i Kanellis, 2008; Falara i sar., 2010). Analiza
ekspresije nekoliko gena biosintetskog puta ovih jedinjenja u samim in vitro kulturama

korenova takode je ukazala na smanjenje njihove ekspresije (Slika 42).

Hininska kiselina je detektovana i u biljkama poput Vaccinium macrocarpon, V.
oxycoccos, V. vitis-idaea, Uncaria tomentosa, Aster spp, kao i u hrani biljnog porekla
(Van Gorsel i sar., 1992; Beveridge i sar., 1999; Akesson i sar., 2005). Ponekad je kao u
ekstraktu macje Sape (Uncaria tomentosa) detekcija hininske kiseline uspesno izvrSena
tek sa napretkom analiti¢ih metoda (Akesson i sar., 2005). Pero i saradnici (2009) su
nedavno pokazali izuzetnu in vivo delotvornost hininske kiseline kao antioksidansa kada

se koristi u ishrani ljudi. Takode hininska kiselina predstavlja odli¢an pocetni materijal
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za sintezu novih farmaceutskih jedinjenja (Gonzéalez 1 sar., 2003). Uzimajuéi sve
navedeno u obzir, in vitro kultura izdanaka 1 korenova moze predstavljati adekvatan

ovog jedinjenja.

5.1.3. Geneticka transformacija C. creticus

Jedan od pristupa za povecanje produkcije sekundarnih metabolita u kulturi tkiva i
organa je transformacija Zeljene biljne vrste pomocu prirodnog vektorskog sitema
Agrobacterium rhizogenes (Srivastava i Srivastava, 2007). Brojne biljne vrste su
genetiCki transformisane sa A. rhizogenes 1 uspeSno je uspostavljena kultura
transformisanih korenova (Bulgakov, 2008; Ono i Tian 2011). Kulture transformisanih
korenova ¢esto produkuju i akumuliraju znacajne sekundarne metabolite karakteristi¢ne
za koren iz prirode (Kim i sar., 2002), za nadzemni deo biljke (Weathers i sar., 1994;
Bakkali 1 sar., 1997), pa ¢ak i jedinjenja koja nisu prisutna u datoj biljci (Veerasham,
2004). Jedna od glavnih prednosti kulture transformisanih korenova je §to oni Cesto
pokazuju isti ili ve¢i kapacitet biosinteze sekundarnih metabolita kao 1 majka biljka
(Kim i sar., 2002; Srivastava i Srivastava, 2007), a karakteriSe ih 1 geneticka stabilnost i
veliki prirast biomase (Ono i Tian, 2011). Smatra se da razliciti nivoi ekspresije ro/ gena
mogu promeniti odnos endogenih regulatora rastenja (auksina i citokinina) Sto se
odrazava na rastenje i razvice transformisanih korenova (Shen i sar., 1988; Ono i Thian,
2011). Takode insercija rol gena moze do¢i i do povecane produkcije sekundarnih
metabolita (Bulgakov, 2008). Transformisani korenovi su ¢esto sposobni da regeneriSu
vijabilnu biljku ¢ija se geneticka stabilnost odrzava kroz subkulture (Srivastava i
Srivastava, 2007), a koja takode moze produkovati zeljene sekundarne metabolite u

vecoj koli¢ini (Giri i Narasu, 2000; Kim i sar., 2002; Ono i Thian, 2011).

U zavisnosti od primenjenog bakterijskog soja A. rhizogenes varira i odgovor
same biljke, pri ¢emu uticaj ima i interakcija samog bakterijskog soja sa biljnim tkivom
(Sinkar 1 sar., 1988; Christey, 2001; Veena i Taylor, 2007). U literaturi ne postoje
podaci o transformaciji C. creticus, ali se moze naci nekoliko citata vezana za
transformaciju C. incanus (Wenkart 1 sar., 2001; Coughlan i Piché, 2005; Zaretsky 1

sar., 2006) koji se prvenstveno bave proucavanjem mikorize. U okviru ove doktorske
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disertacije upotrebljen je bakterijski soj agropinskog tipa 4. rhizogenes A4M70GUS,
koji se je u okviru nase laboratorije ve¢ uspesSno koris¢en za transformaciju Blackstonia
perfoliata (Bijelovi¢ 1 sar., 2004), Aesculus hippocastanum (Zdravkovi¢-Korac€ i sar.,
2004), Hypericum perforatum (Vinterhalter i sar., 2006), Centaurium erythrea (Suboti¢
1 sar., 2003), Chenopodium rubrum (Dmitrovi¢ i sar., 2010), Centaurium maritimum

(Misi¢ i sar., 2013), kao 1 nekoliko vrsta roda Gentiana (Momcilovi¢ 1 sar., 1997).

Inokulacija sa 4. rhizogenes A4M70GUS je kod C. creticus dovela do pojave
transformisanih korenova sa veoma visokom efikasnoS¢u transformacije (Slika 37). U
ovom radu je prvobitna selekcija transformisanih korenova uradena na osnovu brzog
rasta adventivnih korenova na na ¢vrstom MS medijumu bez prisustva biljnih hormona
(Tepfer 1 Casse—Delbart, 1987), a zatim su potencijalno transformisani korenovi
podvrgnuti GUS histohemijskom bojenju. Intenzitet i distribucija plave boje su varirali
izmedu razlic¢itih klonova C. creticus (Slika 39A). Variranje intenziteta i distribucije
boje izmedu razli€itih transformisanih klonova, pa ¢ak i u okviru istog klona uoceno je
od strane nekoliko autora (Momcilovi¢ 1 sar., 1997; Zdravkovi¢ Kora¢ i sar., 2004;
Tiwari 1 sar., 2007). Faktori koji mogu da uti¢u na ekspresiju reporter gena su mesto
integracije, broj kopija, kao i proces utiSavanja gena (van Leeuwen i sar., 2001), Sto
ukazuje da postoji mogucnost da transformisano tkivo ne reaguje sa X—Gluc—om. Tako
utiSavanje uid4 gena na transkripcionom nivou metilacijom de novo (Park i sar., 1996)
ili post—transkripcionom nivou degradacijom specificne iRNK (Agrawal i sar., 2003)
dovodi do izostanka sinteze B-glukuronidaze, a samim tim i negativne X-Gluc reakcije.
U okviru ove disertacije svi neobojeni klonovi su smatrani netransformisanim i nisu
dalje testirani. U odabranim klonovima koji su pokazali pozitivnu reakciju sa X—Gluc—
om kao pouzdan dokaz transformisanosti tkiva uradena je i PCR analiza Cime je

potvrdeno je prisustvo uid4 gena u njima (Slika 39D).

Geneticka transformacija pomocu A. rhizogenes dovodi do formiranja hairy root
fenotipa korena pri ¢emu je karakteristican veliki broj korenskih dlacica. Korenske
dlacice pojedini autori klasifikuju kao trihome na korenovima (Werker, 2000) i smatraju
da je njihov razvoj pod istom genetskom kontrolom kao i1 trihoma na listovima
(Kellogg, 2001). Zapravo, procesi nastanka trihoma (dlacice na listovima) 1 korenskih

dlac¢ica ukljuCuju slican skup gena, medutim mehanizam nastanka se razlikuje
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(Schellmann 1 sar., 2002). Korenske dlacice nastaju od ¢elija epidermisa i strukturno su
manje raznolike od pravih trihoma (Grierson i Schiefelbein, 2002). Funkcije korenskih
dlacica su obi¢no povezane sa povecanjem povrSine korena, pa time i unosa vode i
nutritijenata (Gilroy i Jones , 2000). Pojedine biljne vrste su razvile specijalizovane
korenske dladice koje produkuju i izluCuju bioloski aktivne sekundarne metabolite.
Tako npr. korenske dlacice Sorghum spp. luCe velike koli¢ine uljanog eksudata (Hess 1
sar., 1992; Nimbal i sar., 1996; Czarnota i sar., 2003). Zapravo pokazano je da korenske
dlacice vrsta Sorghum imaju enzime neophodne za biosintezu rezorkinola i
benzokvinona, pri ¢emu su autori pokazali da ove korenske dlac¢ice mogu funkcionisati
kao specijalizovane cCelije za proizvodnju sekundarnih metabolita (Dayan i sar., 2007).
Na osnovu ovih literaturnih podataka uradena je hemijska analiza sastava etanolnih
ekstrakata transformisanih korenova C. creticus, kao i analiza ekspresije odgovarajucih
gena ukljucenih u biosintezu terpena. Rezultati su ukazali na veoma nizak nivo
ekspresije gena MVA 1 MEP biosintetskog puta u transformisanim korenovima u
poredenju sa ekspresijom istih u izdancima (Slika 42). Nivoi ekspresije ovih gena su bili
sliéni nivoima ekspresije u netransformisanim korenovima, ili u nekim drugim
organima koji ne poseduju trihome (Pateraki i Kanellis, 2008; Falara i sar., 2010). U
skladu sa ovim rezultatima prisustvo LD nije detektovano u transformisanim
korenovima. Sadrzaj fenolnih jednjenja 1 flavonoida u odredenim klonovima
transformisanih korenova je bio povecan (Slika 44). Vazno je ista¢i da transformisani
korenovi najceS¢e imaju veoma veliki prirast biomase (Tiwari i sar., 2007, Ono 1 Tian,
2011), kojyi ponekad moze iznositi i 90 puta viSe u odnosu na prirast kulture
netransformisanih korenova (Dmitrovi¢ i sar., 2010). Intenzitet rasta kontrolnih,
netransformisanih korenova C. creticus je bio veoma slab, dok je uvecanje sveze mase
transformisanih korenova u odnosu na pocetnu masu iznosio 10 do 12 puta (Slika 40).
Stoga su kulture transformisanih korenova, posmatrano kao produkcioni sistemi, mnogo

znacajniji od kulture netransformisanih korenova.

Gajenje transformisanih korenova na medijumu sa odgovaraju¢im regulatorima
rastenja ili u odredenim uslovima naj¢eS¢e dovodi do regeneracije izdanaka i formiranja
transformisanih biljaka sa izmenjenom, pozeljno povecanom produkcijom odredenih
sekundarnih metabolita (Saito i sar., 1992; Bourgaud i sar., 2001). Regeneracija

transformisanih biljaka kod nekih vrsta se moze javiti spontano (Vinterhalter 1 sar.,
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1999; Suboti¢ 1 sar., 2003), ali kod nekih biljnih vrsta postoje problemi i teSkoce u
dobijanju transformisanih biljaka iz hairy root kultura (Dmitrovi¢ i sar., 2010). U okviru
eksperimenata sa transformisanim korenovima C. creticus regeneracija transformisanih
biljaka je bila neuspeSna iako je primenjen veliki broj razli¢itth i preporucenih
protokola. Ipak, iako nije bilo moguce dobiti transformisane biljke, uspesno je
uspostavljena kultura kalusa poreklom iz transformisanih korenova C. creticus. U
literaturi postoje podaci da kulture kalusa ili ¢elijskih suspenzija odredenih biljnih vrsta
iako dediferencirane produkuju sekundarne metabolite karakteristicne za nadzemne
delove biljke (Zenk, 1991). Uzimaju¢i ove podatke u obzir uradena je analiza hemijskog
sastava etanolnog ekstrakta kalusa, kao 1 analiza ekspresije gena koji ucestvuju u
biosintetskom putu labdanskih diterpena. Rezultati su medutim ukazali da se labdanski
diterpeni ne produkuju u kalusima C. creticus, pri ¢emu je i1 ekspresija specificnih gena

ukljucenih u MEP biosintetski put bila na niskom nivou (Slika 42).

Uzevsi u obzir da je uspesnost transformacije C. creticus pomocu A4M70GUS 4.
rhizogenes veoma visoka (95%), a sam protokol transformacije brz i jednostavan,
rezultati ove disertacije mogu imati i dalju primenu u cilju produkcije zeljenih
sekundarnih metabolita poput fenolnih jedinjenja, ali i labdanskih diterpena. Napredak i
razvijanje tehnika molekularne biologije koje danas omogucavaju insercije Zeljenih
gena u vektor sisteme A. rhizogenes omogucile su, u okviru rada ove laboratorije,
uspesno ugradivanje gena koji ucestvuju u biosintezi seskviterpena u binarni vektorski
konstrukt 4. rhizogenes koji je upotrebljen za uspesnu transformaciju Cichorium intybus
(Bogdanovi¢ i sar., 2013). Slican scenario razvoja vektorskih sistema koji nose gene
odgovorne za biosintezu labdanskih diterpena 1 njihova potencijalna povecana
ekspresija u transformisanim brzorastu¢im korenovima C. creticus, mogao bi otvoriti

Citav spektar daljih istrazivanja u cilju dobijanja labdanskih diterpena u kulturi in vitro.

5.2. Regulacija produkcije labdanskih diterpena u uslovima in vitro
Svaki tip in vitro kulture biljnog tkiva predstavlja slozeni sistem u kome se

neprestano odvijaju procesi ¢elijske deobe, diferencijacija ¢elija, kao i razvojni (organo-

1 morfogenetski) procesi (Gaspar 1 sar., 2002). Biljke, ili eksplantati biljaka, gajene u

129



kulturi in vitro su pri tome kontinuirano izloZzene specificnim uslovima koji se veoma
razlikuju u odnosu na uslove u prirodnoj sredini (Gaspar 1 sar., 2002). Ovi specificni
uslovi uklju¢uju mehanicke povrede i oStecenje tkiva tokom same manipulacije,
povecan osmolaritet hranljivog medijuma wusled prisustva saharoze u podlozi,
neoubiCajene hormonske tretmane, kao i visoku relativnhu vlaznost u posudama za
gajenje biljaka (Gaspar i sar., 2002). Medutim, moguénost precizne kontrole brojnih
parametra (poput temperature, intenziteta svetlosti i vlaZnosti, sadrzaja hranljive
podloge), kao i njihovo odrzavanje na konstantnom nivou tokom trajanja i ponavljanja
eksperimenata, predstavlja veliku 1 znacajnu prednost koriS¢enja metoda in vitro

kulture.

Biljke kao deo odbrambenog mehanizma sintetiSu i koriste terpene pored ostalih
sekundarnih metabolita kako bi zastitili biljne ¢elije od razliitih vrsta stresa (Munné
Bosh i Alegre, 2003). Byun-McKay 1 saradnici (2006) su tako pokazali da dolazi do
akumulacije terpena nakon povredivanja usled povecane transkripcije gena koji
ucestvuju u biosintetskim putevima ovih metabolita. Upotreba stersogenih faktora u
cilju povecanja ili indukcije de novo sinteze sekundarnih metabolita se Siroko koristi u
in vitro kulturama biljnih ¢elija, tkiva i1 organa (Sudha i Ravishankar, 2003;
Karuppusamy, 2009; Ramakrishna i Ravishankar, 2011). Stoga analiza regulacije
ekspresije gena koji ucestvuju u biosintetskom putu LD, kao i produkcije ovih
jedinjenja u uslovima abiotskog stresa moze doprineti iznalazenju nac¢ina za njihovu

kontrolisanu povecanu produkciju.

5.2.1. Efekat procesa dehidratacije /rehidratacije na regulaciju produkcije

labdanskih diterpena u izdancima C. creticus gajenih in vitro

U eksperimentalnom radu tokom ispitivanja procesa dehidratacije i1 rehidratacije u
uslovima in vitro upotrebljene su specijalno adaptirane posude sa celiénim nosacima
(Slika 7). Ovako modifikovani sistem olakSao je manipulaciju sa biljnim eksplantatima,
pri ¢emu je na minimum svedena mogucénost oStecenja biljnog materijala tokom rada.
Takode,upotrebom specificnih hranljivih podloga koje nisu sadrzale saharozu, izbegnuta

je mogucnost da poviSen osmotski pritisak uti¢e na eksperimentalne uslove i1 rezultate
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(van der Weele 1 sar., 2000; Verslues i sar.,, 2006). Na ovaj nacin je izbegnut i
potencijalni efekat saharoze na pracenje efekta procesa dehidratacije/rehidratacije

(Finkelstein i sar., 2002; Verslues i sar., 2006).

Za regulisanje vodnog potencijala podloge prilikom ispitivanja efekta vodnog
deficita u uslovima in vitro koriste se osmotski aktivna jedinjenja. Na ovaj nacin moze
se precizno kontrolisati vrednost yw podloge, obezbedene su moguénosti za pouzdano
ponavljanje eksperimentalnih uslova, kao i izvodenja velikog broja eksperimenata u
kratkom vremenskom roku (Verslues i sar., 2006). U datim eksperimentima izbor
osmotski aktivnih jedinjenja je veoma vazan. Naime, tokom procesa dehidratacije in
vivo, sa snizavanjem yw zemljiSta dolazi do smanjivanja sadrzaja vode u Celijskim
zidovima 1 protoplastu biljnih ¢elija 1 njihovog postepenog skupljanja (Oertly, 1985;
Verslues 1 sar., 2006; Taiz i Zeiger, 2010). Medutim, rastvori osmotski aktivnih
jedinjenja male molekulske mase koji se Cesto koriste za snizavanje yw podloge u
uslovima in vitro, dovode do drugacijih efekata na biljne ¢elije. Zapravo ova osmotski
aktivna jedinjenja male molekulske mase, poput manitola, slobodno prolaze kroz pore
¢elijskog zida i dovode do plazmolize, odnosno do gubitka vode iz protoplasta ¢elija i
smanjenje njegove zapremine, dok zapremina Ccelijskog zida ostaje neizmenjena
(Verslues 1 sar., 2006). Uzimaju¢i u obzir da plazmoliza moze dovesti do oSteéenja
¢elija i ne predstavlja deo tipicnog odgovora biljaka na vodni stres preporucuje se njeno
izbegavanje tokom ispitivanja (Munns, 2002; Verslues 1 sar., 2006). Takode, biljne
¢elije mogu da usvajaju manitol, pri ¢emu ovo jedinjenje izaziva specificne nepovoljne
efekte na proces rastenja biljaka (Hohl i Schopfer, 1991; Verslues i sar. 2006). Osmotski
aktivna jedinjenja velike molekulske mase, kao §to je PEG molekulske mase 6000 ili
vise, ne mogu da produ kroz pore ¢elijskog zida (Carpita 1 sar., 1979; Oertly, 1985).
Stoga se PEG preporucuje kao najbolji izbor za snizavanje Y prilikom ispitivanje
efekta vodnog stresa na biljke (van der Weele i sar., 2000; Verslues i Bray, 2004;
Verslues i sar. 2006). Dodatak PEG-a u medijum za in vitro gajenje C. creticus doveo je
do smanjenja relativnog sadrzaja vode u listovima ve¢ nakon jednog dana (Slika 22).
Smatra se da u trenutku kada relativni sadrzaj vode u tkivu iznosi 30 - 40%, a kod
biljaka osetljivih na isuSivanje padne ispod 70%, dolazi do znacajnog poremecaja u
fotosintetskoj aktivnosti najverovatnije zbog procesa koji dovode do kristalizacije

enzima (Kaiser, 1987), pri ¢emu je za ponovno uspostavljanje fotosintetske aktivnosti
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nakon rehidratacije potrebno nekoliko sati (Bewley i Krochko, 1982; Augusti i sar.,
2001). Relativni sadrzaj vode u izdancima C. creticus koji su nakon procesa
dehidratacije ukljuceni u proces rehidratacije se vratio na normalnu vrednost ve¢ nakon
jednog dana (Slika 22). Kada je vodni potencijal iznosio -2 MPa tokom procesa
rehidratacije se uspostavljala i normalna morfologija listova tj. nekroti¢ne promene nisu
bile uocljive, kao 1 uvenuce koje predstavlja karakteristi¢cnu manifestacija dehidratisanih
listova (Slika 23). Stoga je eksperimentalna postavka koris¢enjem ovih uslova

omogucila dalja istrazivanja.

Vecina proucenih mehanizama tolerancije na uslove vodnog deficita primarno
funkcioniSu kako bi zastitili ¢elijske strukture od efekata dehidratacije (Verslues i sar.,
2006). Nekoliko tipova zastitnih proteina od kojih su najznacajniji dehidrini (grupa LEA
proteina) se akumuliraju tokom odgovora na dehidrataciju (Close, 1997; Rorat, 2006).
Dehidrini imaju Sirok opseg molekulskih masa od 9 - 200 kDa (Hanin i sar., 2011), pri
¢emu dehidrini iste veli¢ine u razli€itim vrstama biljaka mogu imati razlicite funkcije
(Rorat, 2006). Tokom delovanja razli¢itih faktora stresa koji dovode do dehidratacije
¢elija (susa, salinitet, osmotski stres, hladnoc¢a, i sl.), dehidrini se akumuliraju u visokim
koli¢inama u svim vegetativnim tkivima (Skiver i Mundy, 1990, Bray, 1997), pri ¢emu
razliciti faktori dovode do akumulacije dehidrina razli¢itih veli¢ina (Rorat, 2006).
Dehidrine, iako imunoloski veoma raznovrsnu familiju, karakteriSe ,,K* segment tj.
aminokiselinska sekvenca (EKKGIMDKIKELPG) blizu karboksi terminusa (Close i
sar., 1993). Pomocu antitela pripremljenih prema ovoj K sekvenci dehidrini su
identifikovani u velikom broju razli¢itih biljka (Close 1 sar., 1993; Campbell i Close,
1997). U okviru rada na ovoj disertaciji po prvi put su detektovani dehidrini u biljkama
C. creticus (Devi¢ i sar., 2009). Sa porastom vodnog stresa u izdancima gajenim in vitro
dolazilo je do akumulacije dve forme dehidrina od 63 kDa i 66 kDa. Sa procesom
rehidratacije akumulacija dehidrina se smanjivala, dok u kontrolnim uzorcima dehidrini
nisu detektovani (Slika 25). Slican obrazac akumulacije dehidrina tokom procesa
dehidratacije/rehidratacije uocen je kod mnogih biljaka poput kukuruza i Cynodon spp.
(Close 1 sar.,1993; Lopez i sar., 2003; Mohammadkhani and Heidari, 2008; Hu 1 sar.,
2010, Hassan i sar., 2013). Ovakav obrazac akumulacije dehidrina je iskoriS¢en kao
pokazatelj vodnog stresa u biljkama C. creticus koje su ispitivane u okviru ove

disertacije.
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OgraniCena dostupnost vode najcesce utice negativno na rastenje i razvice biljaka,
dok umereni vodni deficit moze imati povoljan efekat na akumulaciju bioloski aktivnih
jedinjenja u lekovitim i aromati¢nim biljkama (Gershenzon, 1984; Palevitch, 1987;
Marchese i sar., 2010). Biosintetski putevi terpenskih jedinjenja spadaju u metabolicke
puteve na koje uti¢e nedostatak vode u biljkama (Liu 1 sar., 2005; Munné-Bosch i sar.,
2009; Pateraki 1 Kanelis 2010). Prema Gershenzon (1984) u zeljastim 1 Zbunastim
biljkama pri umerenom vodnom deficitu raste sadrzaj terpena. Znaclajan porast u
sadrzaju artemizina pri umerenom vodnom deficitu moze se pripisati Cinjenici da je
rastenje smanjeno, dok se fotosinteza jo§S uvek obavlja (Marchese i sar., 2010).
Medutim, smanjenje produkcije seskviterpena artemizina je uoceno u listovima
Artemisia annua koji su bili izlozeni susi duzi period (Yadav i sar., 2014). Nizi nivoi
sinteze diterpena su uoceni u listovima biljke Abies grande koja je bila izloZzena susi
(Levinsohn 1 sar., 1993). U biljkama Salvia officinalis produkcija ditrepena abietanskog
tipa (karnozi¢na kiselina) je smanjena tokom suSe, dok se povecava produkcija
oksidativnih produkata ovih jedinjenja (Munné-Bosch i sar., 2001). Sli¢ni rezultati su
dobijeni i u eksperimentima sa Rosmarinus officinalis (Munné-Bosch i Alegra, 2000).
Nivo a-tokoferola se u uslovima suSe progresivno smanjuje u biljkama S. officinalis
(Munné-Bosch 1 sar., 2001), dok se sinteza ovog jedinjenja povecava u nekim drugim
biljkama medu kojima je i C. creticus (Munné-Bosch i sar., 2009). Za sada u literaturi
ne postoje podaci o promeni koli¢ine diterpena labdanskog tipa u uslovima vodnog
deficita. Naime, dosadas$nja ispitivanja ekspresije gena koji ucestvuju u biosintezi LD C.
creticus koje su uradena od strane Kanellisa i saradnika (Falara 1 sar., 2008; Pateraki i
Kanellis, 2010) pratila su promene odredenih gena pomoc¢u RT-PCR metode tokom 5
dana suSe bez analize koli¢ine LD u ovim biljkama. Iako su autori nakon 1 dana
detektovali veoma blago povecanje ekspresije HMGR i DXS gena, nakon 3 dana i1
kasnije nakon 5 dana doslo je do smanjenja njihove ekspresije (Pateraki i Kanellis,
2010). Ekspresija gena GGPPSI se nije menjala tokom eksperimenta, dok je ekspresija
gena DXR, iako u pocetku nepromenjena, opala nakon tri dana. Na osnovu nasih
rezultata jasno se uocava da je do statisticki znacajnog smanjenja ekspresije HMGR 1
DXS gena dolazilo tek nakon dva dana, dok je izrazito smanjenje ekspresije ostalih gena
(DXR, GGPPSI i CLS) detektovano ve¢ nakon 6h (Slika 32). Smanjenje ekspresije gena

biosintetskog puta terpena je nedavno uoceno i za DXS i IPI gen kod Solanum chilense i
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S. lycopersicum (Loyola 1 sar., 2012). Medutim, ekspresija ostalih gena koji se nalaze
nizvodno u biosintetskom putu trepena kod ove dve vrste se povecavala tokom suse 1 to
posebno kod S. chilense, vrste koja se smatra otpornom na susu. Yadav i saradnici
(2014) su u biljci A. annua tokom perioda suse uocili izrazito smanjenje ekspresije
DXR, DXS, HMGR 1 jo$ nekoliko gena koji ucestvuju u biosintezi seskviterpena
artemizina. Ispitivanja ekspresije gena koji ucestvuju u biosintetskom putu LD tokom
procesa rehidratacije do sada nisu zabeleZena u literaturi. Rezultati koje smo dobili
qPCR analizom jasno ukazuju da je potrebno najmanje dva dana (48 h) rehidratacije da
bi se ekspresija gena HMGR, GGPPSI i DXR vratila na nivo kontrole, dok se ekspresija
CLS 1 DXS gena ni nakon 5 dana nije vratila na kontrolni nivo (Slika 32). Podaci u
literaturi ukazuju da na ekspresiju odredenih gena tokom procesa rehidratacije moze
uticati predtretman suSom (dehidratacija), pri ¢emu jacina i trajanje ovog predtretmana

ima izuzetan znacaj (Xu 1 sar., 2010).

Bez obzira na vrlo izrazene promene u ekspresiji gena koji ucestvuju u
biosintetskom putu LD, relativna koli¢ina ovih jedinjenja se nije znaCajno menjala
tokom procesa dehidratacije/rehidratacije eksplantata C. creticus u kulturi in vitro (Slika
36). Prilikom istrazivanja drugih autora utvrdeno je da se tokom vodnog deficita emisija
monoterpena iz Pinus helepensis ne menja, dok emisija seskviterpena znacajno raste
(Ormeno 1 sar., 2007). Isti autori su pokazali da je kof Quercus coccifera zapravo
obrnuto, tj. koli¢ina monoterpena raste, a seskviterpena se ne menja. Primetna je bila 1
razlika u emisiji razli€itih monoterpena kao §to su a-pinen i B pinen (Ormeno i sar.,
2007). U eksperimentima Yadav i saradnika (2014) u kojima je zabeleZeno znacajno
smanjenje ekspresije kljucnih gena biosintetskog puta terpena (DXR, DXS 1 HMGR),
detektovana je 1 smanjena produkcija seskviterpena artemizina, mada je ¢injenica da je
analiza ukupne koli¢ine ovog jedinjenja merena nakon par meseci izlaganja vodnom
deficitu. Medutim, Marchese i saradnici (2010) su nakon kratkotrajnog izlaganja biljaka
A. annua vodnom deficitu utvrdili da nakon 38 h dolazi do znacajnog povecanja
koliCine artemizina, da bi se nakon 86 h koli¢ina ovog jedinjenja smanjila. Opsti
zakljucak je da promene u ekspresiji gena MEP puta ne dovode uvek do promena u
produkciji terpenskih metabolita, ukazujuéi da dodatni posttranskripcioni mehanizmi
uspostavljaju drugi nivo kontrole u regulaciji aktivnosti enzima MEP biosintetskog puta

(Ghassemian 1 sar., 2006). Takode regulacija ova dva biosintetska puta terpena moze

134



biti 1 na posttranslacionom nivou, ukljucujuéi fosforilaciju, defosforilaciju, formiranje

nekovalentnih veza sa molekulima efektorima itd. (Hemmerlin i sar., 2012).

Na osnovu prikazanih rezultata u okviru ove disertacije uocljivo je da
dehidratacija ne dovodi do pozitivne regulacije produkcije LD u listovima C. creticus
gajenim in vitro. U literaturi postoje podaci da se npr. ukupna koli¢ina abietanskih
diterpena ne menja tokom vodnog deficita, ali da se njihov kvalitativni sadrzaj menja.
Naime smanjuje se sadrzaj karnozi¢ne kiseline, dok se sadrzaj njenih oksidovanih
produkata povecava (Munné-Bosch 1 sar., 2001). Stoga je moguce da bi detaljnija
istrazivanja tacne promene koli¢ine pojedinacnih diterpena labdanskog tipa ukazala na

sli¢an obrazac akumulacije kod C. creticus.

5.2.2. Efekat povrede na regulaciju produkcije labdanskih diterpena u izdancima

C. creticus gajenih in vitro

Znacajan abioticki stresogeni faktor koji takode moze da utiCe na biosintezu
terpena je povreda. U mnogim biljnim vrstama uoceno je da dolazi do povecane
produkcije terpena nakon mehanicke povrede (Funk i sar, 1994; Langenheim, 1994;
Steele 1 sar, 1998). Lafever i saradnici (1994) su pokazali da povreda indukuje i 400
puta vecu aktivnost diterpen sintaza (prvenstveno abietadienskih sintaza), dok su Funk i
saradnici (1994) utvrdili znac¢ajan porast citohrom P-450 oksigenaza. Steele i saradnici
(1998) su ukazali da nakon povredivanja dolazi do naglog povecanja ekspresije
monoterpen sintaza i nesto slabijeg povecanja seskviterepen i diterpen sintaza. Byun-
McKay i saradnici (2006) su pokazali da je akumulacija terpena nakon povredivanja
uslovljena povecanom transkripcijom gena koji ucestvuju u biosintetskim putevima
ovih metabolita. Dalja istrazivanja su ukazala da povredivanje utice na povecanje

ekspresije odredenih DXS, DXR i HDR gena (Phillips i sar., 2007, Kim i sar., 2009).

Rezultati analize ekspresije razlicitih gena biosintetskog puta LD u biljkama C.
creticus gajenih in vitro ukazuju da povreda indukuje naglo povecanje ekspresije
HMGR gena iz MVA puta, kao i DXS, DXR, GGPPSI i CLS gena iz MEP puta (Slika

31). Nakon relativno kratkog vremenskog perioda ekspresija posmatranih gena se vraca
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na kontrolni nivo. Ovi rezultati ukazuju na neophodan oprez pri radu sa biljkama u
kulturi in vitro s obzirom da svaka subkultivacija ili postavka eksperimenta ukljucuje i
mehanicko poverdivanje biljaka koje moze dovesti do loSeg tumacenja efekata
odredenih faktora ili supstanci na biosintetske puteve terpena. U ranijim
eksperimentima analiza ekspresije nekih od ovih gena je odredena nakon povredivanja
biljaka C. creticus iz prirode i utvrdeno je da sli¢an odgovor u datim uslovima pokazuju
HMGR 1 DXS geni, ¢ija je ekspresija nakon naglog povecanja opala na kontrolni nivo,
dok se ekspresija DXR, GGPPSI 1 GGPPS2 gena tokom vremena nije menjala (Pateraki
1 Kanellis, 2010). Povec¢anje HMGR gena indukovano povredom uoceno je i u biljkama
Solanum tuberosum (Yang 1 sar., 1991). Generalno, povecanje ekspresije HMGR gena
moze se objasniti potrebom biljke za fitosterolima, glavnim komponentama celijskih
membrana koji mogu pomocéu u popravci ostecenja nakon mehanickih povreda ili
napada insekta (Pateraki i Kanellis, 2010). Pateraki i Kanellis (2010) ukazuju da brzo
povecanje ekspresije ovog gena moze dovesti 1 do povecanja produkcije
seskviterpenskih fitoaleksina, koji takode ucestvuju u zastiti povredenog tkiva (Threlfall
1 Whitehead, 1991), a da generalno povecanje ekspresije gena MEP puta moze ukazati
na potrebu biljke 1 za povecanom produkcijom mono 1 diterpena kako bi zalecila i/ili
izolovala povredeno podrucje od invazije patogena (Steele i sar., 1998). Poznato je da se
diterpeni smole poput abietanske kiseline koja se formira oksidacijom produkata
terpenskih ciklaza, lue kao oleorezin zajedno sa isparljivim jedinjenjima nakon
povredivanja, a njthovom polimerizacijom (nekon evaporacije monoterpena) se formira
¢vrst zastitni sloj preko povredenog podrucja (Trapp i1 Croteau, 2001b; Martin 1 sar.,
2003). Falara i saradnici (2010) su ukazali da LD mogu imati ulogu i u direktnoj i u
indirektnoj odbrani od herbivora, dok su Seo i saradnici (2003) pokazali da labd-11,13-
diene-8a,15-diol predstavlja endogeni signal odgovoran za aktivaciju odbrambenog
odgovora biljke. U povredenim izdancima C. creticus gajenim in vitro nije uoceno
statistiCki znacajno povecanje relativne koli¢ine ukupnih LD ni nakon 24h od povrede
(Slika 35). Stoga se moze pretpostaviti da je povecana ekspresija gena biosintetskog
puta terpena eventualno dovela do povecane produkcije mono 1 seskviterpena, ali da bi

se to potvrdilo neophodna su detaljnija ispitivanja.
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5.2.3. Efekat ugljenih hidrata na regulaciju produkcije labdanskih diterpena u

izdancima C. creticus gajenih in vitro

UH ne predstavljaju samo izvor energije za rast biljaka, ve¢ imaju i ulogu
regulatornih 1 signalnih molekula koji mogu da kontroliSu razvi¢e biljaka od klijanja,
preko vegetativnog i reproduktivnog razvoja do formiranja semena (Smeekens, 2000;
Rolland i sar., 2006; Todorovi¢ i sar., 2006; Mohamed i Alsadon 2010). Kao regulatorni
molekuli Seceri dovode do izmene ekspresije gena i enzimatskih aktivnosti (Smeekens,
2000,) i omogucavaju adaptaciju metabolizma biljaka na promenljive uslove spoljasnje
sredine 1 dostupnosti nutritijenata (Rolland 1 sar., 2002) uti¢u¢i i na produkciju
sekundarnih metabolita. Tako je npr. povecenje koncentarcije Secera (glukoze, saharoze
i fruktoze) u medijumu indukovalo povecanja produkcije sekoiridoida i ksantona u
izdancima, ali istovremeno 1 do smanjenja sadrzaja ksantonskih jedinjenja u korenovima
Centaurium pulchellum gajenim in vitro (Krsti¢ 1 sar., 2003). NajviSe koncentracije
SeCera su dovodile do smanjenja produkcije ovih metabolita (Krsti¢ i sar., 2003).
Povecanje sadrzaja saharoze dovelo je do povecanja produkcije ruzmarinske kiseline u
kulturi suspenzija ¢elija Lavandula vera (Ilieva i Pavlov, 1997), kao i1 ksantona u kulturi
izdanaka C. erythraea (Jankovi¢ 1 sar., 2000) 1 kulturi korenova Gentiana dinarica
(Krstic-Milosevi¢ i sar., 2013). Dodatak 0,175 M saharoze u medijum uslovilo je
najvecu produkciju feniletanoidnih glikozida u kulturi ¢elija Cistanche deserticola (Liu
1 Cheng, 2008), dok je na medijumu sa 7% saharoze izmerena najve¢a akumulacija

karotenoida u kulturi kalusa Calendula officinalis (Legha 1 sar., 2012).

Imaju¢i u vidu da dva prekursora MEP biosintetskog puta (D-gliceraldehid 3
fosfat i1 piruvat) nastaju direktno u procesima fotosinteze ili glikolize, ne iznenaduje
¢injenica da nivoi ugljenih hidrata mogu da reguliSu MEP biosintetski put menjajuci
ekspresiju odredenih enzima (Cordoba i sar, 2009). Dostupnost ugljenih hidrata kao i
prisustvo specificnih Secera (npr. saharoze) uti€u na povecanu ekspresiju brojnih gena,
ukljucujuci 1 gene koji ucestvuju u biosintezi fenolnih jedinjenja (Hara i sar., 2003;
Solfanelli 1 sar. 2006). Dosadasnji literaturni podaci o uticaju razli¢itih Secera na
promenu ekspresije gena koji ucestvuju u biosintezi terpena su veoma oskudni.
Pokazano je da saharoza uti¢e na akumulaciju transkripata nekoliko gena MEP puta u

biljkama Arabidopsis thaliana gajenim u mraku medu kojima su bili DXR 1 DXS geni
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(Hsieh 1 Goodman, 2005). Povecanje ekspresije ova dva gena, kao i1 jo§ Cetiri gena
ukljucena u biosintezu seskviterpena artemizina, zabelezeno je 1 u klijancima Artemisia
annua koji su gajeni na 3% glukozi (Arsenault i sar., 2010). Gajenje A. annua na
medijumu sa glukozom indukovalo je povecanje koli¢ine artemizina u biljkama u
odnosu na one koje su gajene na saharozi (Wang 1 Weathers, 2007), dok fruktuza nije
imala efekat kako na promenu ekspresije ispitivanih gena, tako i na koli¢inu artemizina
(Arsenault i sar., 2010; Nguyen i sar., 2011). lako promena ekspresije ispitivanih gena
pri gajenju klijanaca na glukozi nije bila u korelaciji sa pove¢anjem koli¢ine aretmizina
1 njegovih metabolita, autori su zakljucili da Seceri imaju, pored nutritivne, veoma
vaznu signalnu ulogu 1 da mogu uticati na regulaciju produkcije artemizina (Arsenault i

sar., 2010; Nguyen i sar., 2011).

U eksperimentima sa izdancima C. creticus gajenim in vitro na medijumu sa
razli¢itim Secerima promena ekspresije ispitivanih gena takode nije bila u korelaciji sa
detektovanom relativnom koli¢inom LD (Slika 30 i Slika 34). Naime, ekspresija svih 5
gena u izdancima C. creticus gajenim na medijumu sa dodatkom razli¢itih koncentracija
saharoze 1 glukoze se nije znac¢ajno menjala u zavisnosti od koncentracije ovih Secera.
Nasuprot tome, zabeleZzeno je znafajno povecanje relativne koli¢ine LD u izdancima
koji su gajeni na podlozi sa saharozom ili glukozom u koncentraciji od 0,06 M ili 0,1 M
(Slika 34). U izdancima C. creticus koji su gajeni na medijumu sa 0,1 M fruktozom
detektovano je statisticki znacajno povecanje ekspresije DXS i CLS gena, u odnosu na
izdanke koji su gajeni na medijumu sa nizim koncentracijama fruktoze, ali nije uoCena
promena relativne koli¢ine LD. NajviSa koncentracije svih Secera od 0,3 M dovela je do

smanjenja relativne koli¢ine LD u izdancima C. creticus.

Generalno nabolji parametri rastenja i razvi¢a, prac¢eni najviSom akumulacijom
LD u izdancima C. creticus gajenim in vitro bili su na medijumu sa 0,1 M glukozom
(Slika 20, Slika 21 1 Slika 34). Slican efekat glukoze pokazan je i u kulturi in vitro
Nepeta rtanjensis (Misi¢ 1 sar., 2005b), gde je pracena akumulacija monoterpena
nepetalaktona. Dosadasnji rezultati o efektu UH na rastenje, razviée, ali i na
akumulaciju sekundarnih metabolita u izdancima C. creticus prezentovani po prvi put u
okviru ove disertacije mogu biti od velike koristi za eventualnu masovnu in vitro

kultivaciju C. creticus u cilju povecane produkcije LD. Dalja analiza dinamike
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ekspresije gena koji ucestvuju u biosintezi LD u buduénosti bi mogla da ukazu da li i na

koji nacin saharoza ili glukoza indukuju akumulaciju LD u biljkama C. creticus.

5.3. Analiza bioloske aktivnosti etanolnih ekstrakata C. creticus sa osvrtom na

znacaj labdanskih diterpena

5.3.1. Antioksidativna aktivnost

Poslednjih decenija velika paznja se posvecuje preventivnoj medicini koja
propagira upotrebu antioksidanasa biljnog porekla u ishrani i terapiji. Zahvaljujuci
prisustvu antioksidanasa poput vitamina C, vitamina E, karotena, ksantofila i tanina,
lekovite 1 zacinske biljke se smatraju mo¢nim antioksidanasima. U okviru prirodnih
jedinjenja biljnog porekla koja imaju veliki antioksidativni potencijal posebno se isticu
fenolne kiseline (galna, kafeinska, ruzmarinska kiselina) i flavonoidi (kvercetin,
katehin) (Wright i sar., 2001; Shan i sar., 2005). Pokazano je da i izoprenoidna
jedinjenja kao konstituenti etarskih ulja ili ekstrakata imaju antioksidativnu aktivnost,
pri ¢emu su medu njima najjaci antioksidansi karotenoidi i diterpeni abietanskog tipa, a
neki od njih imaju fenolnu strukturu u molekulu (karnozol i karnozi¢na kiselina)

(Grassmann i sar., 2002; Matkowski, 2008).

Uzimaju¢i u obzir da vrste roda Cistus sadrze znacajnu koli¢inu polifenolnih
jedinjenja ispitivana je njihova antioksidativna aktivnost (Attaguile i sar., 2000;
Barrajon-Cataldni sar., 2010; 2011). Alsabri i sar. (2012) su pokazali da ekstrakti C.
incanus imaju vecu antioksidativnu aktivnost od ekstrakata C. parviflorus. Autori su
pripisali detektovanu antioksidativnu aktivnost fenolnim jedinjenjima (Alsabri 1 sar.,
2012). Vodeni ekstrakti C. monspeliensis 1 C. incanus su imali protektivni efekat na
razdvajanje DNK (,,cepanje” eng. DNA cleavage) istovremeno pokazujuéi dozno-
zavisni (koncentracijsko-zavisni) kapacitet u ,,hvatanju* slobodnih radikala (Attaguile 1
sar., 2000). Ekstrakt C. monspeliensis je bio mnogo aktivniji od ekstrakta C. incanus.
Antioksidativna aktivnost etanolnog ekstrakta C. ladanifer takode je objaSnjena
prisustvom fenolnih jedinjenja (Andrade i sar., 2009; Amensour i sar., 2010). Nedavno

je u okviru ispitivanja pokazana DPPH aktivnost etarskog ulja C. creticus (Loizzo 1 sar.,
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2013) u kome su kao najzastupljenija jedinjenja detektovani norizoprenoidi i diterpeni, a
ne labdanski diterpeni. Farjam i saradnici (2013) su u okviru istrazivanja bioloSkih
aktivnosti biljke Salvia sharifii pokazali da fenolna jedinjenja imaju vecéu
antioksidativnu aktivnost u odnosu na labdanske diterpene (konkretno 13-epi-manoil
oksid). Medutim, antioksidativna aktivnost Salvia officinalis je pripisana abietanskim
diterpenima pre nego fenolima (Matkowski, 2008). Papageorgiou i saradnici (2008) su
takode antioksidativnu aktivnost ekstrakata Zzalfije (Salvia officinalis) povezali sa
koncentracijom  oksidovanih  diterpena 1  seskviterpena. U poredenju sa
fenilpropanoidnim polifenolima, terpeni (izoprenoidi) su generalno viSe lipofilni, pa se

stoga smatra da prvenstveno ucestvuju u zastiti membranskih lipida (Matkowski, 2008).

Etanolni ekstrakti izdanaka, netransformisanih i transformisanih korenova C.
creticus su pokazali dobru antioksidativnu aktivnost (Tabela 20 1 Tabela 21). S obzirom
da u ekstraktu korenova nisu detektovani LD, a da je najmanji antioksidativni potencijal
imao ekstrakt netransformisanih korenova sa najmanjim ukupnim sadrzajem fenola i
flavonoida (Slika 44), antioksidativni potencijal C. creticus se prvenstveno moze
pripisati detektovanim fenolnim jedinjenjima. Naime ova grupa jedinjenja ucestvuje u
deaktivaciji slobodnih radikala (Tepe i sar., 2004; Capecka i sar., 2005; Cetkovié i sar.,
2007), pri ¢emu postoje razlike u pogledu antioksidantivne aktivnosti izmedu glavnih
grupa fenolnih jedinjenja. Derivati cimetne kiseline (kafeinska, ruzmarinska, ferulinska,
hlorogena kiselina) imaju bolju antioksidativnu aktivnost od derivata benzoeve kiseline
(vanilinska, galna, elaginska kiselina), dok flavonoidi u odnosu na flavonole pokazuju
veci antioksidativni potencijal (Soobratte i sar., 2005). Fenolna jedinjenja generalno
deluju kao ,,hvataci* slobodnih radikala, a flavonoidi mogu i da heliraju metale (Brewer,
2011). Jedna od karakteristi¢nih fenolnih jedinjenja identifikovana u svim ispitivanim
ekstraktima C. creticus su hininska kiselina, katehin, galokatehin i njihovi dimeri
(Tabela 19) ¢iji je antioksidativan potencijal dobro poznat (Shan i sar., 2005; Iacopini i
sar., 2008; Brewer, 2011). Nedavna klinicka in vivo istrazivanja delotvornosti hininske
kiseline kao antioksidansa su pokazala da je ovo jedinjenje zapravo pro - metabolit koji
kod ljudi nakon konzumiranja dovodi do indukcije aktivnih nivoa nikotinamida i

triptofana kao antioksidanasa (Pero i sar., 2009).
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U pojedinim istrazivanjima ispitivan je odnos izmedu antioksidativne aktivnosti
biljaka 1 sadrzaja polifenolnih jedinjenja u njima, pri ¢emu su pojedini autori pokazali
da postoji povezanost izmedu ova dva parametra (Zheng i Wang 2001; Shan i sar.,
2005), dok drugi nisu mogli da je utvrde (Kahkonen i sar., 1999). Kratchanova i sar.
(2010) ukazuju da kolic¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja nije uvek u saglasnosti sa
antioksidativnom aktivno$¢u nekog ekstrakta, jer veoma cesto dolazi do sinergistickih
ili antagonistickih interakcija izmedu pojedinanih komponenti uzorka, u zavisnosti od
njihove strukture i medusobne interakcije. Iacopini i saradnici (2008) su pokazali da se
antioksidativni potencijal pojedina¢nih fenola razlikuje u slucaju kada se primenjuju kao
posebna jedinjenja i u slucaju kada se upotrebljavaju kao smeSe, dok su Benavente-
Garciaa 1 saradnici (2000) pokazali sinergisticki efekat fenolnih jedinjenja u ekstraktu

Olea europaea.

Na osnovu svega izloZzenog, pokazan antioksidativni potencijal ekstrakata C.
creticus se moze prvenstveno pripisati kompleksnoj smesi fenolnih jedinjenja i njihovim
medusobnim interakcijama. Ovim upotreba in vitro kulture organa i/ili biljaka C.
creticus dobija na jo§ vecem znacaju, jer se u strogo kontrolisanim uslovima moze
dobiti biljni materijal uniformnog, konstantnog sastava nezavisno od klime, sezone, i
drugih faktora spoljasnje sredine koji u velikoj meri mogu da utiCu na variranje
hemijskog sastava etarskih ulja i1 ekstrakata biljaka iz prirode ili plantazno gajenih

(Robles 1 Garzino, 2000; Sangwan i sar., 2001; Demetzos i sar., 2002).

5.3.2. Antimikrobna aktivnost

Etarska ulja i jedinjenja izolovana iz biljaka predstavljaju jedan od glavnih izvora
medikamenata za leCenje bolesti koje izazivaju patogeni mikroorganizmi (Sakagami 1
sar., 2002; Rios 1 Recio, 2005; Reichling 1 sar, 2009; Silva i Fernandes Junior, 2010).
Pored farmaceutske, i u prehrambenoj industriji postoji tendencija da se smanji upotreba
antibiotika i sintetickih hemikalija tokom procesa oCuvanja hrane (Gallucci 1 sar., 2009;
Savoia, 2012). Pokazano je da primena etarskih ulja ili njihovih komponenti, bilo
pojedinacno ili u kombinaciji s drugim konzervansima, moze kontrolisati rast bakterija 1

drugih patogenih mikroorganizama hrane (Brehm-Stecher 1 Johnson, 2003;
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Santiesteban-Lopez i1 sar, 2007; Gallucci 1 sar., 2009), pri ¢emu upotreba prirodnih
supstanci biljnog porekla indukuje minimalnu Stetu nutritivnim 1 organoleptickim
svojstvima nekih vrsta prehrambenih proizvoda (Gallucci 1 sar., 2009). Na ovaj nacin,
kvalitet tretiranih proizvoda moze biti znacajno bolji od konvencionalno preradenih
proizvoda i stoga se mogu ispuniti potrebe 1 zahtevi kako proizvodaca hrane, tako i
samih potrosaca (Gallucci 1 sar., 2009). U poslednje vreme intenzivne studije su
usmerene ka ispitivanju moguénosti upotrebe biljnih ekstrakata i etarskih ulja
aromati¢nih biljnih vrsta u tretmanima protiv patogenih bakterija i gljiva (Silva i

Fernandes Junior, 2010; Savoia, 2012).

Antimikrobna aktivnost etarskog ulja i smole vrste C. creticus su pokazana od
strane nekoliko autora (Chinou 1 sar., 1994, Demetzos 1 sar., 1997, Chinou, 2005).
Glavni antimikrobni efekat je pripisan labdanskim diterpenima prvenstveno izomerima
manoil oksida (Demetzos i Dimas, 2001). Pokazano je da je ve¢ina LD imala znacajnu
antibakterijsku aktivnost na Staphylococcus aureus (Gram-pozitivna), Pseudomonas
aeruginosae 1 Klebsiella pneumoniae (Gram-negativna) (Demetzos 1 sar., 1994; Chinou
1 sar., 1994), dok je labd-13-en-8a,15-diol jedini pokazao antifungalnu aktivnost na
gljivu Candida albicans (Chinou i sar., 1994). Labd -7,13(E)-dien-15-0l jedini nije imao
antimikrobnu aktivnost §to su Chinou i sar. (1994) pripisali postojanju dvogube veze na
C7-C8 atomu. Demetzos 1 saradnici (1997) su ukazali da je antibakterijska aktivnost
etarskog ulja C. creticus subsp. eriocephalus bila slabija prema Gram-negativnim
bakterijama (E. coli, P. aeruginosa ) nego prema Gram-pozitivnim bakterijama (B.
cereus , S. faecalis , S. aureus , S. epidermidis 1 B. subtilis ) 1 gljivi C. albicans. Na
osnovu komparativnih rezultata antistafilokokne aktivnosti razli¢itih LD pokazano je da
je za ovu aktivnost odgovoran diterpen sklareol koji je imao bolju aktivnost za razliku
od svog acetil derivata koji je bio neaktivan (Demetzos i sar., 1999). Sli¢ni rezultati su
dobijeni i u ispitivanjima antifungalne aktivnosti etarskih ulja razli¢itih vrsta Salvia (S.
officinalis, S. desoleana, S. sclarea ), koja su pokazala da je najvecu aktivnost
posedovalo etarsko ulje S. sclarea, u kome je sklareol bio najdominantnije jedinjenje
(Sokovi¢ 2001, neobjavljeni podaci). Ulubelen i saradnici (1994) su pokazali da je
sklareol imao antimikrobnu aktivnost prema S. aureus, ali je bio potpuno neaktivan u

sluc¢aju C. albicans 1 Proteus mirabilis.
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Antimikrobna aktivnost je potvrdena i1 za etarska ulja nekih drugih vrsta roda
Cistus. Tako etarsko ulje C. monospeliensis u kome su LD bili dominantni je imalo
znacajno izrazeniju antimikrobnu aktivnost od ulja C. parviflorus (Demetzos i sar.,
1990). Poznato je da razli€iti terpeni kombinovani u smesi mogu ili da smanjuju ili da
povecavaju antimikrobnu aktivnost, u zavisnosti od svojih relativnih koncentracija i
ukupne osetljivosti ciljnog mikroorganizma (Cox 1 sar., 2001; Gallucci 1 sar., 2009).
Nekoliko istrazivanja je ukazalo da su glavne terpenske komponente odgovorne za
biolosku aktivnost etarskih ulja razli¢itih biljaka (Deans i sar., 1995; Demetzos 1 sar.,
1997). Medutim, postoje dokazi i da komponente prisutne u manjoj koncentraciji imaju
klju¢nu ulogu u antimikrobnoj aktivnosti etarskih ulja 1 ekstrakata biljka, verovatno
delujuéi sinergisticki sa ostalim komponentama (Gallucci 1 sar., 2009). Sa ovog
stanoviSta vazno je ukazati na istrazivanja antimikrobne aktivnosti Cistus ladanifer i C.
populifolius, u kojima je njihova antimikrobna aktivnost pripisana prisutnim fenolnim
jedinjenjima (Barrajon-Catalan i1 sar., 2010). Interesantno je ista¢i da je ekstrakt C.
populifolius koji je imao veéi sadrzaj fenolnih jedinjenja imao vecu antibakterijsku
aktivnost prema E. coli, i pri tome veoma slicnu aktivnost kao i neomicin (Barrajon-
Catalan 1 sar., 2010), dok je kao Sto je ve¢ pomenuto E. coli bila rezistentna kada je
tretirana samo labdanskim diterpenima (Chinou i sar., 1994 | Demetzos 1 sar., 1997).
Uzimajuéi u obzir rezultate ove disertacije jasno se uocava velika senzitivnost E. coli
kako na ekstrakte izdanaka, tako i na ekstrakte korenova C. creticus, koja je bila mnogo
veca nego osteljivost na streptomicin 1 ampicilin. Razmatraju¢i hemijski sastav ovih
ekstrakata (Tabela 17, Tabela 18, Tabela 19, Slika 44), kao i prethodne literaturne
nalaze, fenolnim jedinjenjima se moze pripisati glavna antimikrobna aktivnost prema E.
coli. Vazno je ipak napomenuti da se na osnovu razli¢itih MBC vrednosti koje su bile
nize za ekstrakte izdanaka ne moze iskljuciti sinergisticko delovanje prisutnih diterpena

labdanskog tipa i1 fenolnih jedinjenja.

U ovoj disertaciji je po prvi put ispitano antimikrobno dejstvo etanolnih ekstrakata
1 1izdanaka 1 korenova C. creticus na osam vrsta bakterija i sedam vrsta gljiva (Tabela 22
1 Tabela 23). Generalno vecina bakterija koje su koriS¢ene u ispitivanjima antimikrobne
aktivnosti u ovoj disertaciji mogu dovesti do veoma ozbiljnih infekcija i bolesti kod
ljudi 1 zivotinja. Staphylococcus aureus je glavni ljudski patogen koji uzrokuje Sirok

spektar infekcija, u rasponu od povrSinskih infekcija rana do sepse i toksi¢nog Sok
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sindroma koji su opasni po zivot (Bore i sar., 2007). Ve¢ pomenuta Escherichia coli
predstavlja normalni deo mikroflore crevnog trakta Coveka gde ucestvuje u varenju
hrane 1 sintezi nekih jedinjenja poput vitamina B12. Kod ljudi sa oslabljenim imunim
sistemom moze dovesti do zdravstevnih poremecaja. E. coli moze izazvati kako
intestinalne infekcije, tako i1 infekcije urinarnog trakta i1 meningitis (Levine, 1984).
Pored ovih veoma znacajnih bakterijskih sojeva koji su ve¢ ranije testirani sa etarskim
uljima C. creticus, u okviru ove disertacije, testirani su i neki novi sojevi iz roda
Lysteria, Salmonella, Micrococcus i Bacillus. Listeria monocytogenes je patogena, gram
pozitivna bakterija koji ¢esto moze nac¢i u hrani (Ramaswamy 1 sar., 2007). Izazivac je
listerioze, veoma opasne bolesti, pogotovo kod trudnica, starijih ljudi i ljudi sa
oslabljenim imunim sistemom (Ramaswamy 1 sar., 2007). Lysteria moze da Zivi na
temeperaturama u opsegu od -18 °C do + 10 °C, pa se moZe naci i u namirnicama koje
su zamrzavane (Ramaswamy 1 sar., 2007). Sve vrste roda Salmonella su patogene za
ljude 1 izazivaju razna oboljenja poznata kao salmoneloze, pa tako i1 Salmonella
typhimurium (Olsen i sar., 2001). Bacillus cereus proizvodi termolabilne i termostabilne
toksine koji uzrokuju dijareju ili povracanje (Jay i sar., 2005) i Cest je uzro¢nik kvarenja
sireva 1 pasterizovanog mleka. Micrococcus najcesce naseljava kozu sisara, ali se moze
naci i u mesu i mleku (Smith 1 sar., 1999). Spada u organizme sa slabom 1 ograni¢enom

patogenosc¢u (Smith i sar., 1999).

Mikotoksini predstavljaju sekundarne metabolite gljiva koji mogu da dovedu do
nastanka mnogih akutnih i hroni¢nih o$te¢enja zdravlja ljudi (Kavanagh i sar., 2005;
Bath 1 sar.,, 2010; Reddy i sar., 2010). Pojedini mikotoksini su mutageni i/ili
kancerogeni, dok neki pokazuju toksi¢nost prema specificnim organima (Jay i sar.,
2005). Odredeni rodovi mikromiceta kao Sto su Penicillium, Fusarium, Cladosporium,
Alternaria, Trichothecium, Byssochlamys 1 Sclerotinia mogu imati Stetno dejstvo i u
prehrambenoj industriji (Kavanagh i sar., 2005). Naime ove mikrogljive se mogu
pojaviti na biljkama u samom polju, neke tokom Zzetve, a neke prilikom neprimerenog
skladiStenja, a zatim mogu dovesti do kontaminacije namirnica koje koriste kako
zivotinje, tako 1 ljudi (Jay i sar., 2005; Kavanagh i sar., 2005). Za ispitivanje
antifungalne aktivnosti u okviru ove disertacije koriS¢ene su gljive koje produkuju
razli¢ite mikotoksine: Aspergillus flavus (produkuje aflatoksine, ciklopiazoni¢nu

kiselinu), A. fumigatus (gliotoksin), A. versicolor (geostomin, sterigmatocistin),
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Trichoderma viride (trikodermin, trihotoksin A), Penicillium (griseofulvin, ohratoksin
A, B 1 C, rokuefortin C, ketoglobosin B, verukulogen, penitrem A, patulin, citrinin),
Fusarium verticillioides (fumonizini) (Gravsen i sar., 1994; Harris i Mantle, 2001;

Madheswaran i sar., 2004; Sokolovi¢ i Simpraga, 2006; Hedayati i sar., 2007)

Svi etanolni ekstrakti izdanaka i korenova (transformisanih i1 netransformisanih)
C. creticus su pokazali odli¢nu antibakterijsku aktivnost, koja je u slucaju gotovo svih
testiranih bakterija bila viSa od aktivnosti referentnih antibiotika streptomicina i
ampicilina (Tabela 22). Osim toga svi ekstrakti su pokazali sli¢nu antifungalnu
aktivnost kao komercijani fungicid bifonazol, ali zna¢ajno bolju od drugog referentnog
fungicida — ketokonazola. U nekim slucajevima aktivnost je bila i 17 puta veca od
aktivnosti referentnog fungicida (Tabela 23). Specificno antimikrobno dejstvo moze se
objasniti razli¢itom kvantitativnom 1 kvalitativnom sastavu ispitivanih ekstrakata,
uzimajuci u obzir da se etanolni ekstrakti izdanaka i korenova C. creticus razlikuju u

pogledu prisustva i koli¢ine glavnih grupa terpena i fenolnih jedinjenja.

Na osnovu rezultata ove disertacije koji opisuju znacajnu 1 specificnu
antimikrobnu aktivnost, etanolni ekstrakti ne samo izdanaka, ve¢ i1 korenova C. creticus
gajenih u kulturi in vitro se mogu preporuciti kako za prevenciju, tako i1 za leCenje
razli¢itih bolesti izazvanih ispitivanim patogenim mikroorganizmima, ali 1 kao

konzervans u prehrambenoj industriji.

5.3.3. Citotoksi¢na aktivnost

Poznato je da diterpeni labdanskog tipa predstavljaju vazna jedinjenja iz prirode
koja poseduju razliCite bioloSke aktivnosti (Chinou, 2005). Nekoliko LD biljke C.
creticus je pokazalo citotoksi¢nu aktivnost prema ¢elijama kancera, pri ¢emu je sklareol
medu njima najvise ispitivan (Demetzos 1 Dimas, 2001; Chinou, 2005). U okviru ove
disertacije citotoksi¢na aktivnost etanolnog ekstrakta izdanaka C. creticus gajenih in
vitro pokazana je prema HelLa, MDA-MB-453 1 FemX c¢elijama kancera (Slika 46;

Skori¢ i sar., 2012). Kao $to je ranije prikazano u ovom ekstraktu dominatno jedinjenje
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bilo je labd-7,13-dien-15-0l acetatat. U literaturi postoje podaci o efektu ovog jedinjenja
samo prema MOLT3, RAJI 1 H9 ¢elijskim linijjama kancera (Demetzos i sar., 1994).

Nesto opSirnija istrazivanja su uradena sa sklareolom, labd-7,13-dien-15-olom,
labd-13(E)-ene-8a,15-diolom, manoil oksidom i njegovim izomerima, pri ¢emu su
citotoksi¢ni 1 citostaticki efekti ovih jedinjenja prvenstveno potvrdeni na celijama
humane leukemije (Chinou i sar., 1994, 2005; Dimas i sar., 1998, 1999, 2001). Sklareol
1 labd-7,13-dien-15-0l su imali citotoksi¢nu aktivnost i prema ¢elijama kancera dojke
(MCF7), CNS (SF268), NSCL (NCI-H460), SLC (DMS114) i kolona (HCT116)
(Dimas i sar., 1999; Hatziantoniou i sar., 2006; Matsingou i sar., 2006 ), dok je prema
¢elijama kancera prostate (PC-3), melanoma (UACC62), jajnika (OVCARS) i1 bubrega

(SN12K1) pokazana aktivnost samo sklareola (Hatziantoniou i sar., 2006).

Citotoksicna aktivnost karakteristinih diterpena labdanskog tipa C. creticus
prema HeLla celijama kancera cerviksa je prvi put zabelezena nedavno (Skori¢ i sar.,
2012) i predstavlja deo rezultata ove doktorske disertacije (Slika 46). Veliki znac¢aj ima i
pokazana citotoksi¢na aktivnost prema do sada neispitanim linijjama Celija kancera
dojke (MDA-MB-453) i melanoma (FemX). Dalja istrazivanja uz koris¢enje kultura
normalnih ¢elija omogucila bi razgrani¢enje antitumorskog od opSteg citotoksi¢nog

dejstva.

U literaturi nema podataka o analizi citotoksi¢ne aktivnosti korenova C. creticus.
JIako u etanolnom ekstraktu korenova nisu detektovani LD, detektovane su masne
kiselina, fenoli i flavonoidi (Tabela 18, Slika 44). Nedavna istrazivanja su ukazala da
masne kiseline promoviSu apoptozu i nekrozu Raji ¢elija 1 pokazuju toksi¢ne efekte na
¢elije melanoma (SK-Mel 23) (Cury-Boaventura 1 sar., 2005; de Sousa Andrade 1 sar.,
2005). Takode, poznato je da fenolna jedinjenja imaju i citotoksi¢nu aktivnost (Daayf 1
Lattanzio, 2008; Dai i Mumper, 2010). Nekoliko istrazivanja je ukazalo da etanolni,
aceton/etanolni, ili vodeni ekstrakti nekih vrsta roda Cistus pokazuju citotosi¢nu
aktivnost (Andrade 1 sar., 2009; Barrajon-Catalan 1 sar., 2010). Hemijska analiza ovih
ekstrakata je ukazala da su dominantna jedinjenja bili polifenoli, flavonoidi 1 tanini, ali
usled kompleksnosti ekstrakata nije bilo moguce pripisati ovaj citotosican efekat tacno
odredenoj grupi (Andrade i sar., 2009; Barrajon-Catalan i sar., 2010). Prema naSim

rezultatima prisustvo fenola i flavonoida je detektovano i u ekstraktima korena i
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ekstraktima izdanaka (Slika 44), a zapravo jedina bitna razlika izmedu ova dva ekstrakta
je bilo prisustvo labdanskih diterpena u izdancima, tj. masnih kisellina u korenima.
Stoga se, citotoksican efekat dobijen samo pri tretmanima sa ekstraktima izdanaka moze
prvenstveno pripisati prisustvu LD (Skori¢ i sar., 2012), iako treba imati u vidu da
terapeutski citotoksicni efekti biljnih ekstrakata mogu biti pod uticajem sinergistickog
delovanja nekoliko komponenti kompleksnog ekstrakta biljaka (Ulrich-Merzenich i sar.,
2010) ili metabolicke aktivacije biljnih jedinjenja u neouobic¢ajenim biohemijskom

okruzenju (Chen i sar., 2011).

Razli¢ita jedinjenja sa antitumorskom aktivno$¢u su izolovana iz visih biljka, ali
koncentracija ovih jedinjenja u biljkama je generalno mala (Neumann i sar., 2009), pri
¢emu akumulacija ovih jedinjenja zavisi od geografskih i uslova Zivotne sredine. Stoga
proizvodnja aktivnih citotoksicnih jedinjenja putem mikropropacije biljaka predstavlja
tehniku sa sve ve¢im znacCajem (Nguyen i sar., 2001; Neumann i sar., 2009; Singh i

Tiwari, 2010; Zuzarte i sar., 2010).

Rezulati koji ukazuju da su glavne komponente izolovane iz biljaka C. creticus
gajenih in vitro labdanski diterpeni karakteristi¢ni 1 za etarska ulja i smolu ove biljke
imaju veliki potencijal 1 pruzaju moguénost za dalju komercijalnu upotrebu in vitro
kulture C. creticus. Sprovedena ispitivanja u strogo kontrolisanim i ponovljivim
uslovima in vitro, otvaraju dalja istraZivanja produkcije kako ove tako i ostalih grupa
sekundarnih metabolita poput fenola i1 flavonoida, a u cilju povecanja njihove
produkcije. Sa tim u vezi posebnu vaznost imaju rezultati uspesne mikropropagacije 1
povecane akumulacije labdanskih diterpena na odredenim koncentracijama Secera.
Kultura transformisanih korenova takode predstavlja potencijalni izvor znacajnih
sekundarnih metabolita, ali i dobro okarakterisan model sistem za dalja istrazivanja
biosintetskih puteva ovih jedinjenja. Poseban znacaj imaju i rezultati koji su ukazali da

ekstrakti izdanaka i1 korenova gajenih u uslovima in vitro poseduju izuzetnu bioloSku

147



aktivnost kako zahvaljuju¢i prisustvu labdanskih diterpena, tako 1 prisustvu fenolnih
jedinjenja. Upotreba in vitro kulture izdanaka i korenova C. creticus okarakterisane u
ovoj disertaciji omogucava produkciju ekstrakata bez nezeljenog variranja u sadrzaju
bioloski aktivnih jedinjenja tokom cele godine, pri ¢emu se ovi ekstrakti mogu

preporuciti za antibakterijsku, antifungalnu i citotoksi¢nu upotrebu.
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ZAKLJUCCI

. Uspesno je uspostavljena in vitro kultura biljaka Cistus creticus L. Parametri

rastenja i razvica eksplantata na MS medijumu bez fitohormona nisu pokazali
znacCajne razlike izmedu analiziranih klonova. Klonovi su se jedino statisticki

znacajno razlikovali u procentu oziljavanja.

. Labdanski diterpeni su dominantna jedinjenja u izdancima biljaka C. creticus

gajenim in vitro, a medu njima su sa oko 30% najzastupljeniji labd-7,13-dien-
15-0l 1 labd-7,13-dien-15-o0l acetat. Od isparljivih sekundarnih metabolita
najzastupljeniji su monoterpeni i seskvitrepeni. Hemijskom analizom korenova
C. creticus potvrdeno je prisustvo fenolnih jedinjenja i masnih kiselina, dok

labdanski diterpeni nisu detektovani.

. Kapitatne glandularne trihome tipa II C. creticus predstavljaju mesto

akumulacije labdanskih diterpena i fenolnih jedinjenja. Labd-7,13-dien-15-ol
acetat je sa oko 46% najzastupljenije jedinjenje u dihlormetanskim ekstraktima

eksudata trihoma ovog tipa.

. Uspesno je uspostavljena kultura transformisanih korenova C. creticus. Kulture

transformisanih korenova je odlikovao karakteristi¢an fenotip, kao i visok prirast
mase (10 -12 puta u odnosu na pocetnu). Regeneracija transformisanih biljka je
bila neuspeSna, mada su se formirale kalusne strukture. Labdanski ditrepeni nisu
detektovani ni u transformisanim korenovima, ni u kalusima. Ekspresija gena
koji u€estvuju u MEP biosintetskom putu labdanskih diterpena je bila izuzetno

niska.

. Nivo ekspresije gena koji u€estvuju u MEP i MVA biosintetskom putu se

povecava nakon indukovane povrede biljaka C. creticus gajenih in vitro.

Ekspresija ovih gena vra¢a se na kontrolni nivo u okviru 24h od nastanka
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povrede. U ovom periodu nije zabelezena promena u relativnoj koli¢ini

labdanskih diterpena.

. Proces dehidratacije indukuje znacajno smanjenje nivoa ekspresije gena koji su
uklju¢eni u MEP i MVA biosintetski put. Tokom rehidratacije ekspresija se
vrac¢a na nivo kontrole, izuzev u slu¢aju DXS 1 CLS gena kod kojih je ekspresija
niza od kontrole i nakon 5 dana rehidratacije. Promene u relativnoj koli¢ini
labdanskih diterpena u odnosu na kontrolne izdanke nisu bile statisticki

znacajne.

. U biljci C. creticus po prvi put je detektovano prisustvo dehidrina od 63 kDa i1 66
kDa sa karakteristicnom akumulacijom u procesu dehidratacije/rehidratacije $to
se u daljim ispitivanjima moze koristiti kao dobar pokazatelj stresa izazvanog

susom.

. Rastenje, razvice, ekspresija gena ukljucenih u MEP 1 MV A biosintetski put, kao
1 relativna kolucina ukupnih labdanskih diterpena u biljkama zavisi od vrste 1
koncentracije primenjenog Secera. Optimalne koncentracije SeCera za rastenje i
razvice biljaka C. creticus u uslovima in vitro su od 0,03 M do 0,1 M. Uocen je
trend povecanja relativnog sadrzaja labdanskih diterpena na medijumu sa 0,1 M
saharozom ili 0,1 M glukozom. Uzimajuéi u obzir rezultate rastenja i razvica
biljaka C. creticus u kulturi in vitro 1 rezultate regulacije produkcije labdanskih
diterpena optimalna podloga u smislu najbolje produkcije ovih jedinjenja je MS

podloga sa dodatkom 0,1 M glukoze.

. Analiza sadrzaja fenolnih jedinjenja ukazala je da su ova jedinjenja prisutna u
izdancima, ali 1 u transformisanim 1 u netransformisanim korenovima C.
creticus. U 1zdancima Cetiri klona sadrzaj ukupnih fenola i1 flavonoida se nije
razlikovao, a identifikovana su i karakteristicna jedinjenja iz ove grupe
sekundarnih metabolita kao Sto su hininska kiselina, galokatehin i katehin. U
transformisanim korenovima sadrzaj fenolnih jedinjenja je bio veéi u odnosu na

netransformisane korenove.
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10. Antioksidativni potencijal ekstrakata izdanaka i1 korenova je bio u skladu sa
koli¢inom ukupnih fenola i flavonoida u njima: ekstrakti sa veCom koli¢inom

fenolnih jedinjenja su imali bolji antioksidativni potencijal.

I11. Svi etanolni  ekstrakti izdanaka 1 korenova (transformisanih i
netransformisanih) C. creticus poseduju antibakterijsku aktivnost, koja je u
slucaju gotovo svih testiranih bakterija bila visa od aktivnosti referentnih
antibiotika streptomicina 1 ampicilina. Dati ekstrakti su pokazali sli¢nu
antifungalnu aktivnost kao 1 komercijani fungicid bifonazol, ali znacajno bolju

od drugog referentnog fungicida — ketonazola.

12. Etanolni ekstrakti izdanaka C. creticus su imali citotoksi¢nu aktivnost prema
HeLa c¢elijama kancera cerviksa, kao i1 na ¢elije kancera dojke (MDA-MB-453) i
melanoma (FemX), dok etanolni ekstrakti korenova nisu imali citotoksi¢nu
aktivnost. Pokazana citotoksi¢na aktivnost etanolnih ekstrakata izdanaka moze

se pripisati prisutnim diterpenima labdanskog tipa.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MoTnucaHu-a mp Mapujana B. Ckopuh

6poj ynuca

UsjaBrbyjem
[a je pokTopcka gucepTaumja nog Hacrnosom

Perynauuja npogykumje nabgaHckux gutepneHa y kyntypwm in vitro Cistus creticus L.

1 aHanusa wurxoBe BUONOLLKE akTUBHOCTU

e pe3ynTtart CoONnCTBEHOr UCTpaXkupadkor paaa,

e [a npegnoXeHa gucepTtauuja y LenuHu H1 y Aenosuma Huje 6una npegnoxeHa
3a pobuvjarbe 6uno koje AunnoMme npema CTYAUCKUM nporpamuma apyrux
BUCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBA,

e [JaCy pe3yntatu KOPeKTHO HaBedeHU U

e [a HUCaM KpluMo/na ayTopcka Npaea W KOPUCTUO WHTENEKTyamnHy CBOjUHY
Apyrvx nuua.

MoTnuc nokTropaHaa

Y Beorpaay, 23.05.2014.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTMU WITaMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paga

Mme u npesume ayTtopa Mp MapujaHa B. Ckopuh

Bpoj ynuca

CTtyaujcku nporpam

Hacnoe paga __ Perynauuja npoaykuuie nabgaHckux AuTepneHa y KynTypw in vitro
Cistus creticus L. n aHanu3a buxoBe 61MONoLLKE aKTUBHOCTU

MeHTop _ap Cnahana Togoposuh 1 ap AHeTta CaboBrbeBuh

MoTnucanu Mp Mapujana Ckopuh

u3jaBrbyjem aa je wramnaHa Bep3uja Mor AOKTOPCKOr paga UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBakbe Ha noptany JAururanHor
peno3utopujyma YHusep3uteta y Beorpaay.

[losBorbaBaM ga ce objaBe Moju NUYHM nojauu Be3aHW 3a Jobujare akagemckor
3Barba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U Npe3uMe, roaMHa U MecTo pofhemwa u aatym
oabpaHe paga.

OBM nu4yHM nogauu mory ce o06jaBUTU Ha MpPEexXHUM cTpaHuuama Aaurutanqe
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u 'y nybnukauujama Yuusepsuteta y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy, __23.05.2014.
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Mpwunor 3.
UsjaBa o kopuwhemy
Osnawhyjem YHuBepauTeTcky 6uGnuoteky ,CseTtozap Mapkosuh® aa y [AurutanHu

penosutopujym YHusepauTeTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HaCcnoBOM:

Perynauuja npoaykuuje nabaaHckux gutepneHa y kyntypw in vitro Cistus creticus L.

1 aHanusa wuxose BUONOLLKE aKTUBHOCTU

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[JucepTauujy ca cBuM npusiosumMa npegao/na cam y enekrpoHcKom popmMarty norogHom
3a TpajHO apxusupame.

Mojy AOKTOpCKY AucepTauujy noxpaweHy y [urutanHu penosutopujyMm YHuUBepsuteTa
y Beorpagy mory na kopucte CBU Koju NowwTyjy oapeabe caapxaHe y ogabpaHomM Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBO
@:}AYTOpCTBO - HexomepLMjarnHo
3. AytopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AenuTy NoA UCTUM ycrnoBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEenuTu noj UCTUM ycnosumMa

(Monumo fpa 3aokpyxuTe caMo jefHy Of LWecT noHyfeHux nuueHuu, Kpatak onuc
nUUEeHUM gart je Ha nonefuHn nucra).

MoTtnuc pokTtopaHaa

Y Beorpaay, __23.05.2014.
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1. AyTopcTBo - [Jo3Borbaeate yMHOXaBawe, AUCTPUOyLnjy W jaBHO caonwitasate
[ena, U Npepaje, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH oA cTpaHe ayTopa
Unu gaBaoua NuueHLe, Yak 1 y komepuujanHe cspxe. OBo je HajcnoboaHuja of ceux
nuueHun.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lossorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUOBYLMjY U jaBHO
caonwTaBarwe Aena, U npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH oa
cTpaHe ayTtopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03Borbasa KoMepLmjanHy
yrnoTpeby gena.

3. AyTopcTBOo - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [losBorbaBaTe yMHOXaBarbe,
oMCTpubyumjy 1 jaBHO caonwTasawe Aena, 6e3 npomexa, npeobnukosarmwa wunu
yrotpe6e fena y CBOM Aerly, ako Ce HaBede uMme ayTopa Ha HauuH oapehed oA
cTpaHe ayTopa wunu aasaoua nuueHue. OBa NULEHLA He A03BOrbaBa KomepuujanHy
ynoTpeby Aena. Y ofHocy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM MULIEHLIOM Ce orpaHi4asa
Hajsehn obum npasa kopulihewa gena.

4. AyTOPCTBO - HeKkoMepuujanHo — AEnUTW noj ucTum ycrosuma. [lossorbasare
yMHOXaBare, AnucTpubyLujy 1 jaBHO caoniiTasake Aena, U npepaje, ako ce HaBeae
VMe ayTopa Ha HauuH ofpefieH of CTpaHe ayTopa Wiu Aasaoua nuueHue 1 ako ce
npepaga AucTpubympa NOA WCTOM WAW CIMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOrbasa komepuujanHy ynotpeby aAena v npepasa.

5. AytopcteBo — 6e3 npepane. [losBorbaBare ymHOXaBae, AUCTPUOYLIMjYy U jaBHO
caonwTaBame gena, 6e3 npomena, npeobnukosara unu ynotpebe genay cBom aeny,
aKko ce Hasede vMMme ayTopa Ha HauuH ogpefeH o cTpaHe aytopa wnn gasaoua
nuueHue. OBa nuueHUa A03Bosbasa koMepuujandy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - [HenuTW noj WcTUM ycriosuma. [lo3Borbasarte yMHOXaBarbe,
AUCTPUBYLMY 1 jaBHO caoniwiTaBawe [ena, U npepage, ako ce HaBeae nme aytopa Ha
HaunH oapeheH o cTpaHe ayTopa WM faBaoua nuueHue 1 ako ce npepaaa
avucTpubyupa noa MCTOM MNM CNMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua [o3Borbasa
komepumjanHy ynotpeby aena v npepaga. CrimdHa je COMTBEPCKUM nunueHuama,
OAHOCHO fMLEHLIama OTBOPEHOT Kofa.
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