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Stavelj (Rumex crispus, Polygonaceae) je
viSegodiSnja zeljasta biljka, koja predstavlja bogat
izvor fenolnih  komponenti. lako se smatra
invazivnim korovom, mlado liS¢e Stavelja je jestivo
1 Cesto se koristi kao salata. Dalje, upotreba plodova
Stavelja opisana je u srpskoj i turskoj narodnoj
medicini u le€enju gastrointestinalnih tegoba.

Cilj ovog rada bio je procena in vitro i in
vivo antioksidantne/prooksidantne i citotoksi¢ne
aktivnosti, 1 odredivanje eventualnog in Vvitro
antiinflamatornog efekta vodenog ekstrakta ploda
Rumex crispus.

Ukupan sadrzaj flavonoida odreden je
spektrofotometrijskom metodom. Kvalifikacija i
kvantifikacija flavonoida potvrdena je
visokoefikasnom tecnom hromatografijom (HPLC).
Antioksidantna aktivnost vodenog ekstrakta ploda
Stavelja procenjena je na 0snovu in vitro testova:
Ferric-reducing antioxidant power (FRAP),
sposobnosti  ekstrakta da neutraliSe slobodne
radikale NOe, OHe i DPPHe- i uticaja na lipidnu
peroksidaciju u lipozomima. Citotoksi¢nost
ispitivanog ekstrakta je odredena in vitro na
tumorskim ¢elijskim linijjama: humani karcinom
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cerviksa (HelLa), adenokarcinom (HT-29) i
adenokarcinom dojke (MCF7). Takode, moguca in
vivo hepatoprotektivna i1 antioksidantna svojstva
ekstrakta odredena su kod oksidativnog stresa
izazvanog CCl; kod eksperimentalnih Zivotinja.
Pored toga, proverena je hipoteza u kojoj testiran
ekstrakt pokazuje in vivo antiproliferativnu
aktivnost kod Ehrlich-ovih (EAC) i Hepatoma
AS30D c¢elija, merenjem zapremine ascitesa,
procenta vijabilnith ¢elija 1 nivoa nekoliko
antioksidantnih enzima. Optimizovan in vitro test
za odredivanje potencijala inhibicije
ciklooksigenaze-1 (COX-1) i 12-lipooksigenaze
(12-LOX)  preduzet je u svrhu procene
antiinflamatornog efekta vodenog ekstrakta ploda
R. crispus.

HPLC analiza otkrila je da je mikvelianin
najdominantniji flavonoidni konstituent ekstrakta.
Testirani  ekstrakt pokazao je potencijalnu
antioksidantnu aktivnost rezultujué¢i velikom moci
u neutralizaciji slobodnih radikala, i sposobnosc¢u
da smanji lipidnu peroksidaciju u lipozomima.
Rezultati su ukazali na tkivno-selektivnu
citotoksi¢nost ekstrakta ploda R. crispus in vitro.
NajizraZenija antitumorska aktivnost primecena je
prema HeLa i MCF7 C¢elijskim linijjama. Podaci
sugeriSu da bi se ispitivani ekstrakt mogao smatrati
potencijalnim in vivo hepatoprotektivnim i
antioksidantnim agensom, sprecavajuc¢i oksidativna
oStecenja jetre. S druge strane, pomenuti ekstrakt
moze pokazati in vivo prooksidantna svojstva,
uzrokujuéi  oksidativni  stres u  maligno
transformisanim EAC i AS30D c¢elijama i
smanjujuéi zapreminu ascitesa i udeo vijabilnih
¢elija, u poredenju sa kontrolnom grupom. Promene
u aktivnosti antioksidantnih enzima su verovatno
posledica indukovanog oksidativnog stresa u EAC i
AS30D c¢elijama, naro¢ito kod pretretiranih
zivotinja. Vodeni ekstrakt ploda Stavelja pokazao je
COX-1, kao i 12-LOX inhibitornu aktivnost,

v
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navode¢i da bi ispitivani ekstrakt mogao biti
antiinflamatorni agens.

Vodeni ekstrakt ploda R. crispus ima
potencijalnu  antioksidantnu,  citotoksi¢nu i
antiinflamatornu aktivnost. Ispoljavanje
prooksidantnih  svojstava predstavlja mogucdi
mehanizam antiproliferativnog efekta ekstrakta.
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Abstract: Curly dock (Rumex crispus, Polygonaceae) is

AB a wild perennial herbaceous plant, which products

are described as a rich source of phenolic
compounds. Apart from being considered a
seriously invasive weed, young leaves of curly
dock are edible and often used as salad.
Furthermore, the use of its fruits has been described
in Serbian and Turkish traditional medicine against
stomach complaints.

The objectives of this study were to
evaluate in vitro and in vivo antioxidant/prooxidant
and cytotoxic activities, and to determine an
eventual in vitro anti-inflammatory effect of the
aqueous extract of Rumex crispus fruits.

Total flavonoid content was determined by
spectrophotometric method. Qualification and
quantification of flavonoids were confirmed using
High performance liquid chromatography (HPLC).
The aqueous extract of curly dock fruits was
evaluated for its antioxidant activity by in vitro
assays for Ferric-reducing antioxidant power
(FRAP), NOe, OHe and DPPHe--free radical
scavenging activities and the influence on lipid
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peroxidation in liposomes. The cytotoxicity of
tested extract was examined in vitro in human
cervix carcinoma (HeLa), colon adenocarcinoma
(HT-29) and breast adenocarcinoma (MCF7). Also,
the potential in vivo hepatoprotective and
antioxidant properties of investigated extract were
determined on CCl,-induced oxidative stress in
experimental animals. Furthermore, the hypothesis
that the examined extract might show in vivo
antiproliferative activity in Ehrlich carcinoma
(EAC) and Hepatoma AS30D cells was tested by
measuring volume of ascites, percentage of viable
cells and level of several antioxidant enzymes. The
optimized in vitro test for determination of
cyclooxygenase-1 (COX-1) and 12-lipoxygenase
(12-LOX) inhibition potency was undertaken in
order to estimate an anti-inflammatory effect of
aqueous extract of R. crispus fruits.

HPLC analysis revealed miquelianin as the
most abundant flavonoid constituent of the extract.
The tested extract might have an antioxidant
activity resulting in scavenging of free radicals and
ability to decrease lipid peroxidation in liposomes.
The results could indicate tissue-selective
cytotoxicity of R. crispus fruit extract in vitro. The
most prominent antitumor activity was observed
towards HeLa and MCF7 cell lines. The data
suggested that investigated extract may be
considered as potential in vivo hepatoprotective and
antioxidant agent due to prevention of the liver
injuries induced by oxidative damage. On the other
hand, mentioned extract could exhibit in vivo
prooxidant property, causing the oxidative stress in
malignant transformed EAC and AS30D cells and
reducing volume of ascites and percentage of viable
cells, in comparison with control group. Changes in
activities of antioxidant enzymes might be the
results of induced oxidative stress in EAC and
AS30D cells, especially in the pretreated animals.
The aqueous extract of curly dock fruits showed

Vil




Dunja Jakovljevié

Doktorska disertacija

COX-1, as well as 12-LOX inhibitory activity,
suggesting that tested extract might be an anti-
inflammatory agent.

It could be concluded that aqueous fruit
extract of R. crispus might have antioxidant,
cytotoxic and anti-inflammatory activities. The
prooxidant properties of examined extract could be
the mechanism of potential antiproliferative effect
of extract.
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1. Uvod

Stavelj (Rumex crispus L., Polygonaceae) pripada rodu Rumex, koji broji oko 200 vrsta
(1). Kao korovska biljka, raste uglavhom po livadama, poljima, pored jarkova i puteva, po
zapuStenim podruéjima, i njivama, gde predstavlja ozbiljan problem po useve (2-4). Medutim,
ilako se smatra invazivnim korovom, podaci o upotrebi Stavelja u narodnoj medicini datiraju
mnogo pre nego S$to je nauka pocela da potvrduje lekovita svojstva ekstrakata Stavelja. Koren
Stavelja Siroko je prisutan u tradicionalnoj medicini kao tonik i laksativ, a poznato je i
blagotvorno delovanje kod bilijarnih poremecaja i gljivicnih infekcija (5, 6). Poznat je i kao
,,cista¢ krvi” u turskoj narodnoj medicini (5, 7, 8). Mladi listovi i izdanci su jestivi, kiselkastog
ukusa i od davnina koriste se kao salata (5, 8, 9).

Fitohemijska ispitivanja pokazala su da ekstrakti Stavelja sadrze polifenolna jedinjenja,
naroCito flavonoide, od kojih poticu neka lekovita dejstva ove biljke: antioksidantno,
antitumorsko i antiinflamatorno delovanje (7, 8, 10).

Razli¢ite studije su pokazale da je povecan unos namirnica bogatih flavonoidima usko
povezan sa niskom incidencom mnogih bolesti: kardiovaskularnih, dijabetesa, malignih bolesti, i
sa usporavanjem starenja (11, 12). Daljim istraZivanjima utvrdeno je da su ove bolesti i starenje,
izmedu ostalog, uzrokovane pove¢anom produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (reactive
oxygen species — ROS), koja prevazilazi kapacitet antioksidantnog sistema (13, 14). Takode,
brojni literaturni podaci pokazuju da flavonoidi, 1 uopSte polifenolna jedinjenja, deluju
antioksidantno, jer imaju sposobnost neutralisanja, odnosno ,,hvatanja” ROS, s obzirom da imaju
jednu ili viSe hidroksilnih grupa koje deluju kao donori protona, ¢cime ROS prevode u stabilnije
vrste (7, 8, 15). Mnoge studije su pokazale da razli¢iti ekstrakti lista, korena i semena, kao i
metanolni ekstrakt ploda R. crispus imaju antioksidantnu aktivnost, smanjujuc¢i koncentraciju
ROS razli¢itim mehanizmima (7, 8, 10, 16, 17). Medutim, nema dostupnih podataka o
antioksidantnom delovanju vodenog ekstrakta ploda stavelja. Dosadasnja istrazivanja sugerisu da
metanolni ekstrakti R. crispus mogu imati i antitumorsko delovanje, indukujuéi oksidativni stres
u tumorskim ¢éelijama, odnosno apoptozu ili nekrozu (18-20).

Flavonoidi imaju i antiinflamatornu aktivnost, inhibiraju¢i odredene enzime koji su

ukljuceni u metabolizam arahidonske kiseline i nastajanje medijatora inflamacije (11, 15, 21). U
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literaturi su opisani i drugi mehanizmi kojima flavonoidi smanjuju inflamacijski odgovor (15).
Stoga, od interesa je i ispitivanje potencijalne antiinflamatorne aktivnosti ekstrakta Stavelja.
Komponente koje sadrzi R. crispus deluju antiinflamatorno, uti¢u¢i na nivo kalcijuma i

oslobadanje histamina, pa predstavljaju i antialergijske agense (22).
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2. Opsti deo

Antioksidantna i antiinflamatorna aktivnost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.,

Polygonaceae, kao i njegov uticaj na maligno transformisane celije, pripisuju se flavonoidima.
2.1. Rumex crispus L., Polygonaceae

Sinonimi: Rumex crispus.

Narodna imena: Stavelj, Stavalj, konjstak, Stavljika, S¢éav, $Cav, Scav, kiselica, ljutika, Savije,

konjsko zelje, poljsko zelje (1, 9).

Srodne vrste: Rumex obtusifolius — konjski Stavalj, tupolisni Stavelj, Stavelj, Stavolj, konjstak;
Rumex acetosella — kiselica, mala kiselica, sitan kiseljak; Rumex acetosa — kiseli Stavelj,
kiseljak, velika kiselica; Rumex aquaticus — vodeni $tavelj, $tavolj, konjstak, $¢avlika; Rumex
thyrsiflorus — perasti Stavelj; Rumex palustris; Rumex patientia; Rumex pulcher — poljsko zelje,
zelje, livadsko zelje; Rumex tenuifolius; Rumex stenophyllus; Rumex hydrolapathum — vodeni
konjstak (1, 9).

Taksonomija biljke Stavelj (Rumex crispus L.) prikazana je u Tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Taksonomija biljke Rumex crispus L.

Regnum (carstvo): Plantae
Divisio (razdeo): Magnoliophyta
Clasis (klasa): Magnoliopsida
Ordo (red): Caryophyllales
Familia (porodica) Polygonaceae
Genus (rod) Rumex
Species (vrsta): R. crispus
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2.1.1. Izgled Stavelja

Stavelj (Rumex crispus L. (1959.), Polygonaceae) pripada porodici kiseljaka
(Polygonaceae), odnosno rodu Rumex, koji broji oko 200 vrsta (1). Stavelj je visegodisnja
zeljasta dvodoma biljka sa kratkim, granatim rizomom 1 ¢lankovitim stablom, visine izmedu 40
cmi 120 cm (3, 6, 9, 10, 23, 24) (Slika 2.1.). Koren moze da dostigne $irinu od 4 cm, i dubinu u

zemljistu od oko 150 cm, pri ¢emu opstaje godinama (10).

Slika 2.1. Stavelj (25).

Listovi su naizmeni¢no rasporedeni, po obodu talasasti, po ¢emu je biljka i dobila ime
(latinski rumex- talasast, kovrdzav; engl. curly dock) (10, 24, 26, 27) (Slika 2.2., Slika 2.3.).
Listovi u donjem delu biljke formiraju rozetu (24). Donji listovi su na drsci (Slika 2.4.),
kopljastog oblika, listovi na srediSnjem delu stabljike postepeno se suzavaju i prelaze u drsku, a
gornji listovi su sede¢i. Ohree Stavelja su po obodu nazubljene, retko sa koncastim resama

(preuzeto iz 28).
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W O WA
Slika 2.2. Stavelj — Slika 2.4. Stavelj —
talasasti listovi (29). raspored listova (30). drska listova (31).

Sitni crvenkasto-smedi cvetovi su jednopolni, grupisani na vrhovima stabljika u izduZene,
cimozne cvasti (u obliku metle) (10, 27). Cveta od maja do avgusta (26). Biljka obi¢no ne cveta
u godini kada je iznikla, i ima nizak mortalitet preko zime (3, 32, 33, 34) (Slika 2.5., Slika 2.6.,
Slika 2.7.).

Slika 2.5. Stavelj (35). Slika 2.6. Stavelj — cvetovi Slika 2.7. Stavelj — valve
(36). (37).
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Plod je trostrana oraSica. Seme je dikotiledono, bogato endospermom i vlaknima (27).
Jedna biljka godiSnje moze da proizvede i do 25 000 semena (3, 38), koja mogu dugo da
perzistiraju u zemljistu (39). Seme klija uglavnom u proleée, a sazreva u leto (8, 17).

Po zivotnoj formi Stavelj je hemikriptofita: zeljasti delovi biljke preko zime izumiru, dok
pupoljci ostaju na samoj povrSini zemljista, 1 iz njih naredne godine nastaju novi izdanci (2,

preuzeto iz 28).

2.1.2. Rasprostranjenost Stavelja

Stavelj se smatra jednom od najrasprostranjenijih nekultivisanih biljnih vrsta, rasirenih po
svim kontinentima (2, 40). Autohtona je vrsta u Evropi, severnoj Africi i zapadnoj Aziji, a u
ostale delove sveta preneta je, uglavnom, ljudskim faktorom (2, 4, 24, 40). U flori Evrope
zastupljeno je 50 vrsta, od Cega je u Srbiji identifikovano 23 vrste (u Vojvodini raste 17 vrsta)
(1).

Najvise mu pogoduju topla i vlazna stani$ta i kisela i lakSa zemljiSta nize plodnosti (2,
10, 28). Raste na pasnjacima, livadama, poljima, njivama, uz jarke i puteve, pod travom
obraslim, zapuStenim podru¢jima (2, 3, 4, 17, 28) i predstavlja invazivhu korovsku vrstu,
ugrozavaju¢i brojne useve (2, 3, 10, 41). Oznacen je kao ,,Stetan korov” u Velikoj Britaniji,
aktom iz 1959. (42). Siri se semenima, koja se raznose vetrom ili prijanjaju¢i za krzno Zivotinja, i
na taj naCin zarazava semena useva, pa predstavlja ozbiljnu pretnju po poljoprivredu (2, 3).

Paralelno sa brojnim istraZivanjima potencijalno lekovitih svojstava Stavelja, vrSe se
ispitivanja u cilju pronalaZenja selektivnog 1 visoko efikasnog hemijskog sredstva za suzbijanje

korova, ukljucujuci i $tavelja, u oblastima bez useva (43, 44).

2.1.3. Fitohemijski sastav

Listovi Stavelja su izuzetan izvor vitamina A i C, proteina, gvozda, cinka i kalijuma (2,
27). U semenu su prisutne masti i proteini u niskom procentu. Od aminokiselina u veéem
procentu prisutan je jedino lizin (27). Vrste roda Rumex sadrze kristale kalcijum-oksalata (9, 27,
45). Koren ove biljke sadrzi derivate antrahinona, i to 1,5-dihidroksi-3-metil antrahinon, 1,3,5-

trihidroksi-6-hidroksimetil antrahinon i 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metil antrahinon, od kojih i
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potice gorak ukus i zuta boja korena, i naziv na engleskom jeziku ,,yellow dock” (5, 9, 26, 46).
Identifikovane su tri supstance kojima se pripisuje antifungalna i antimalari¢na aktivnost korena
Stavelja: nepodin, parietin i krizofanol (41, 47). Biljka sadrzi veée koli¢ine tanina, Sto joj daje
opor ukus, narocito kad dugo stoji (9). Ekstrakti gotovo svih delova $tavelja sadrze polifenolna
jedinjenja, kao $to su flavonoidi, fenolne kiseline i procijanidini (7, 8, 10, 17, 24, 48).

Zbog potencijalno znacajne uloge flavonoida, koje sadrze vrste roda Rumex, dalje je

detaljnije izlozena klasifikacija i mogu¢i mehanizmi delovanja flavonoida.

2.1.3.1. Flavonoidi

Flavonoidi, kao sekundarni metaboliti biljnih vrsta, predstavljaju najvecu grupu biljnih
polifenola. U prirodi se javljaju kao slobodni, ili ¢esc¢e u obliku glikozida (11, deo preuzet iz 49).
U flavonoidnim heterozidima, aglikonsku komponentu ¢ini molekul flavonoida, koji je hemijski
vezan za Secernu komponentu (11, 21, 49). Tako na primer, kvercetin se ¢eSce javlja u obliku
glikozida, dok se katehin gotovo uvek javlja slobodan (15). Flavonoidi predstavljaju biljne
pigmente i odgovorni su za boju cvetova, plodova i listova biljaka (preuzeto iz 49).

Flavonoidi nastaju preko halkona, pri ¢emu se prsten A formira iz tri aktivirana acetata, a
prsten B od derivata cimetne kiseline. Na taj nac¢in se stvara osnovni skelet koji se sastoji od 15
ugljenikovih atoma, medusobno povezanih u tri prstena (Cg-C3-Cg). U sledecoj fazi dolazi do
ciklizacije piranovog prstena i nastajanja molekule flavanona, a daljim transformacijama
formiraju se razliciti tipovi flavonoida. Osnovu strukture flavonoida ¢ini flavon, odnosno 2-
fenilhromon (2-fenil-benzo-y-piron) (Slika 2.8.) (11, 49).
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Slika 2.8. Osnovna struktura flavonoida - 2-fenilhromon (11).

Na osnovu hemijske strukture, odnosno rasporeda supstituenata, stepena oksidacije
piranovog prstena i polozaja fenil grupe, odnosno prstena B, moguce je izvrsiti klasifikaciju
flavonoida na:

1) flavone,

2) flavonole,

3) flavanone,

4) flavan-3-ole,

5) izoflavone, i

6) antocijanidine (Slika 2.9.) (12, 21).

Flavoni 1 flavonoli, u koje spada veliki broj jedinjenja, predstavljaju flavonoide u uzem
smislu. Kvercetin, jedan od cesto ispitivanih flavonoida, pripada flavonolskoj grupi. Flavanoni i
flavanonoli imaju zasi¢enu dvostruku vezu izmedu C, i C3 atoma, a u biljkama se obi¢no javljaju
zajedno sa flavonima i flavonolima. 1zoflavoni su derivati 3-fenilhromona. U neke klasifikacije
flavonoida uvrsceni su i halkoni i auroni. Halkoni imaju otvoren piranski prsten (prsten C), i
prekursori su u biosintezi flavonoida. Aurone karakteriSe nedostatak tipi¢ne flavonoidne
strukture. Kod ove grupe molekula postoji peto¢lani prsten C, §to ih ¢ini derivatima benzofurana.
Antocijanidini su karakteristi¢ni biljni pigmenti ¢ija boja, u zavisnosti od pH vrednosti, varira od

crvene, preko ljubicaste, do plave. U biljkama su najcesce prisutni u obliku jona (11).
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Slika 2.9. Hemijske strukture i klasifikacija flavonoida (11).

Do sada je otkriveno preko 9000 razli¢itih flavonoida (11), koji se javljaju u vocu,
povréu, cvecu, ali 1 u napicima poput ¢aja i crvenog vina (21). Dnevni unos, koji varira izmedu
20 mg i 500 mg, potice od konzumacije namirnica biljnog porekla koje obiluju flavonoidima
(11). Brojne epidemioloske studije pokazale su da postoji negativna korelacija izmedu
povecanog unosa flavonoida i razvoja pojedinih bolesti, poput malignih i kardiovaskularnih
bolesti. Povecan wunos flavonoida deluje antibakterijski, antivirusno, antiinflamatorno,
antioksidantno, antikancerogeno i kardioprotektivno. Pored toga, i mnogi drugi povoljni

zdravstveni efekti se pripisuju njihovom delovanju (11, 12, 21).
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Najbolje opisana karakteristika gotovo svih grupa flavonoida je njihov antioksidantni
kapacitet. Flavonoli i katehini su medu najpotentnijim flavonoidima koji imaju sposobnost
zaStite Celija od dejstva reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, koje mogu procesom lipidne peroksidacije
da izvrSe destrukciju ¢elijske membrane i dovedu do ¢elijske smrti. Flavonoidi mogu da pospese
aktivnost endogenih antioksidanata, povecavajuci tako celokupan antioksidantni kapacitet (11,
15). Flavonoidi mogu da sprece oStecenja biomolekula slede¢im mehanizmima: direktnim
»hvatanjem” slobodnih radikala; smanjivanjem nitrozativnog stresa uzrokovanog azot(ll)-
oksidom; inhibicijom odredenih enzima; heliranjem metala (11).

Direktno ,,hvatanje” slobodnih radikala odigrava se tako $to visoko reaktivna hidroksilna
grupa flavonoida moze da stupi u reakciju sa slobodnim radikalom (R), pri ¢emu se flavonoid

oksiduje, odnosno donira atom vodonika.

Flavonoid (OH) + R* — Flavonoid (O°) + RH

Rezultat ove reakcije je stvaranje znatno stabilnijeg, a time i manje reaktivnog radikala (11, 15).
Pomenutim mehanizmom flavonoidi mogu da preveniraju mnoge bolesti, koje nastaju kao
posledica Stetnog dejstva reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (11, 50). Flavonoidi, takode, mogu da
inhibiraju oksidaciju lipoproteinskih ¢estica male gustine (LDL) in vitro i time teoretski
preveniraju o$tec¢enje endotelnih ¢elija i razvoj ateroskleroze. Redovan unos flavonoida dovodi
se u vezu sa smanjenom incidencom koronarne bolesti i demencije, a povoljno utiCe i na
koncentraciju ukupnog holesterola u krvi (15).

Azot(I1)-oksid, koji se normalno stvara u razli¢itim celijama, moze da reaguje sa
slobodnim radikalima, ¢ime nastaju peroksinitriti. Pored toga, i sam azot(ll)-oksid moze se
posmatrati kao radikal. Flavonoidi igraju znafajnu ulogu u smanjivanju nitrozativnog stresa
uzrokovanog azot(l1)-oksidom na dva nacina:

1) direktnim ,,hvatanjem” azot(I1)-oksida, i
2) ,,hvatanjem” slobodnih radikala.
Neutralisanjem slobodnih radikala, flavonoidi sprecavaju reagovanje radikala sa azot(ll)-

oksidom i formiranje peroksinitrita (15).
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Povecéana koncentracija inducibilne azot(I1)-oksid sintaze dovodi do hiperprodukcije NO
i oksidativnog oStecenja bioaktivnih jedinjenja. Povoljan uticaj flavonoida na ¢elije ogleda se u
njihovoj sposobnosti da inaktiviraju inducibilnu azot(I1)-oksid sintazu (15).

Redovan unos flavonoida i njihova konjugacija u intestinalnim ¢elijama i hepatocitima
dovodi do smanjenja incidence kardiovaskularnih bolesti. Poluzivot flavonoida u organizmu
produzava se konjugacijom, ¢ime se obezbeduje akumulacija i dovoljna koncentracija aktivnog,
slobodnog flavonoida (15).

Ksantin oksidaza je enzim odgovoran za nastajanje superoksid anjon radikala, i moze biti
inhibiran delovanjem flavonoida. Kvercetin i silibin mogu suzbiti aktivnost enzima ksantin
oksidaze, sto dalje dovodi do smanjenja oksidativnog oStecenja. Konjugovana forma kvercetina
je jaci inhibitor ksantin oksidaze u poredenju sa aglikonskom formom (slobodan kvercetin) (15).
Flavonoid luteolin oznacen je kao najpotentniji inaktivator ksantin oksidaze (15, 51). Sposobnost
rutina da ,,hvata” radikale potice od njegovog inhibitornog delovanja prema enzimu ksantin
oksidazi (15).

U prisustvu jona gvozda, reaktivne kiseoni¢ne vrste uzrokuju lipidnu peroksidaciju, sa
sledstvenom destrukcijom ¢éelije. Flavonoidi, a medu njima najvise kvercetin, imaju sposobnost
da heliraju i stabiliSu jone gvozda, ¢ime se smanjuje mogucnost nastanka oksidativnog oStecenja
(15).

Antiinflamatornu i antitrombogenu aktivnost flavonoidi ostvaruju inhibicijom enzima
koji posreduju u metabolizmu arahidonske kiseline, Cime se smanjuje generisanje eikozanoida:
prostaglandina, tromboksana 1 leukotriena. Brojne studije su pokazale da flavonoidi, a narocito
kvercetin, mogu da suzbijaju aktivnost enzima ciklooksigenaze i 5-lipooksigenaze, smanjujuci
inflamacijski odgovor (11, 15). Flavonoidi iz Caja (epigalokatehin galat i apigenin) imaju
sposobnost zaustavljanja metabolizma arahidonske kiseline na odredenim stupnjevima. Apigenin
ima sposobnost da inhibira COX-2 enzim. Flavonoidi mogu i da blokiraju proinflamatorne
proteine, i da na taj nacin deluju kao prirodni inhibitori inflamacije (21). Uz to, flavonoidi mogu
da inhibiraju aktivaciju komplementa, 1 na taj nacin smanje adheziju inflamatornih ¢elija na
endotel. Dalje, flavonoidi mogu da smanje oslobadanje peroksidaze, i time ograniCe generisanje
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u neutrofilima, a pored toga, imaju i sposobnost da sprece

degranulaciju neutrofila (15).
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S obzirom da agregacija trombocita doprinosi razvoju ateroskleroze i pojavi
trombocitnog tromba, vazna je uloga flavonoida kao antitrombogenog agensa. Pojedini
flavonoidi, a najvise kvercetin, kemferol i miricetin, inhibiraju agregaciju trombocita na sledece
nacine:

1) direktno ,hvataju” reaktivne kiseoni¢ne vrste, i odrzavaju koncentracije endotelnog
prostaciklina i azot(11)-oksida unutar referentnih vrednosti, i

2) inhibiraju ciklooksigenazni i lipooksigenazni put metabolizma arahidonske Kkiseline, i
ogranic¢avaju produkciju tromboksana A; koji je zaduzen za agregaciju trombocita (15).

Flavonoidi se, kao ksenobiotici, metabolisu putem citohrom P-450 enzima u jetri.
Flavonoidi mogu da indukuju aktivnost protektivnih enzima, te igraju vaznu ulogu u zastitnoj,
metaboli¢koj barijeri intestinalne mukoze (21).

Flavonoidi mogu da inaktiviraju i citosolnu i membransku tirozin kinazu i na taj nacin
smanje nekontrolisani ¢elijski rast i proliferaciju. Tako se, na primer, fisetin, apigenin i luteolin
smatraju potentnim inhibitorima celijske proliferacije. S obzirom da deluju kao antioksidanti,
odnosno ,,hvataci” reaktivnih kiseoni¢nih vrsta koje uzrokuju ostecenja naslednog materijala,
flavonoidi uestvuju u prevenciji karcinogeneze (15). Flavonoidi mogu da indukuju apoptozu,
inhibiraju proteaze, utiCu na interakciju sa receptorima ili sa karcinogenim enzimima, a ovi
procesi jo$ viSe ukazuju i isti¢u znacajnost flavonoida u profilaksi malignih bolesti (11). Pored
ovoga, ove bioaktivne molekule imaju sposobnost da inhibiraju angiogenezu, koja kod maligno
transformisanog tkiva nije kontrolisana. Jedan od mehanizama inhibicije angiogeneze je
inaktivacija protein kinaza, odnosno enzima koji, pored uloge u prenosu meducelijskih
informacija, predstavljaju vazan faktor u procesu angiogeneze. Brojne studije su pokazale
inverznu korelaciju izmedu unosa flavonoida i stope nastanka malignih bolesti. Kvercetin i
apigenin sprecavaju rast melanoma (15).

Flavonoidi, a narocito kvercetin, imaju i antivirusno delovanje. Postoje dokazi da su
flavonoidi vezani u obliku heterozida potentniji u inhibiciji infekcije izazvane rotavirusom u
poredenju sa aglikonskim formama flavonoida (15). Pokazano je antivirusno i antibakterijsko
dejstvo flavonoida prema virusima influence, virusu hepatitisa C i Escherichiae coli, pri ¢emu se

ova delovanja dovode u vezu sa hemijskom strukturom flavonoida (11).

12
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2.1.4. Stavelj u tradicionalnoj medicini i gastronomiji

lako je re¢ o korovskoj biljci, Stavelj se koristi u narodnoj medicini. Na primer, koren
Stavelja se primenjuje kao tonik i laksativ, a poznato je i blagotvorno delovanje kod bilijarnih
poremecaja (5, 6). Takode, Stavelj se upotrebljava za leCenje koznih i polnih bolesti, gljivi¢nih
infekcija, 1 kod ublazavanja reumatskih bolova. Poznat je i1 kao ,,¢ista¢ krvi” u turskoj narodnoj
medicini (5, 7, 8).

Plod se koristi protiv dijareje, dok su listovi delotvorni kod anemije jer sadrze vitamine A
1 C, a od minerala dosta gvozda 1 fosfora. Zbog vecih koli¢ina tanina i oksalne kiseline, listovi se
koriste za bolje varenje i protiv hemoroida. Koren deluje kao laksativ, dok semenke imaju
suprotno dejstvo i mogu da izazovu zatvor (5, 7, 9, 41).

Mladi listovi i izdanci su jestivi, kiselkastog ukusa i od davnina koriste se kao salata, kao
i za pripremu variva, pita i ¢orbi (5, 8, 9, 52). Preterana upotreba Stavelja nije preporucljiva zbog
velikog sadrzaja oksalne kiseline i njenih soli (5, 9). Naime, konzumacija mladih listova u vecoj
koli¢ini moze izazvati slabija ili jaca trovanja, koja su posledica toksi¢nog delovanja oksalne
kiseline i njenih soli na organizam. Medu patoloskim efektima oksalne kiseline izdvajaju se
hepati¢na nekroza i pojava Kristala oksalata u jetri i bubrezima (9, 53). Oksalati uestvuju u

formiranju renalnih kalkulusa, i deluju citotoksi¢no na renalni epitel (54, 55).

2.1.5. Lekovita svojstva Stavelja

Dosadasnja ispitivanja pokazala su da ekstrakti lista, korena i semena Rumex crispus
imaju znaCajne farmakoloSko-bioloske aktivnosti. Ekstrakti lista Stavelja pokazali su:
antioksidantnu, antimikrobnu i citotoksi¢nu aktivnost (17, 20). Ekstrakti korena pokazali su:
antimalari¢nu, antimikoti¢nu, antioksidantnu i citotoksi¢nu aktivnost (19, 20, 41, 46, 47).
Ekstrakt Stavelja snizava glikemiju kod dijabetesa pacova izazvanog aloksanom (56). Ekstrakti
semena Stavelja pokazali su: antioksidantnu, antimikrobnu i antiinflamatornu aktivnost (8, 17,
57). Pregledom dostupne literature utvrdeno je da ekstrakt semena Stavelja moze da neutraliSe

reaktivne kiseonicne vrste, koje oksidativnim stresom izazivaju pojavu mnogih bolesti (8, 58, 59,
60).
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Zahvaljuju¢i svom adstrigentnom svojstvu, koristi se u leCenju hemoroida, krvarenja i
dizenterije. Koren ove biljke koristi se kao laksativ, jer sadrzi derivate antrahinona: 1,5-
dihidroksi-3-metil antrahinon, 1,3,5-trihidroksi-6-hidroksimetil antrahinon i 1,5-dihidroksi-3-
metoksi-7-metil antrahinon (5, 26, 41). Flavonoidi koje sadrzi R. crispus predstavljaju jedinjenja
od interesa za dalje istrazivanje potencijalnog hepatoprotektivnog i antikancerogenog dejstva ove
biljke (20).

Ekstrakt korena R. crispus pokazuje snaznu in vivo antifungalnu aktivnost protiv gljivica
na drugim biljnim vrstama, smanjujuci razvoj bolesti, istom efikasnos¢u kao 1 sintetski fungicidi
(46). Identifikovane su tri supstance kojima se pripisuje antifungalna aktivnost ekstrakta korena
Stavelja: nepodin, parietin i hrizofanol (47). Nepodin pokazuje snaznu antimalari¢nu i
antioksidantnu aktivnost, ali veoma slabo antitumorsko dejstvo prema humanim tumorskim
¢elijskim linijama. Hrizofanol 1 parietin ispoljavaju 1 antitumorsku, antioksidantnu,
antimutagenu, topomeraza Il inhibitornu aktivnost, kao i in vitro antivirusno dejstvo protiv
poliovirusa (41, 47).

Antimalari¢na aktivnost Stavelja potice od izolovane aktivne komponente nepodin.
Nepodin je visoko efikasan protiv Plasmodium falciparum (i grupe P. falciparum koji je osetljiv
na hlorokin i grupe P. falciparum koji je rezistentan na hlorokin). Nepodin pokazuje visoku
selektivnost prema zdravom tkivu, uniStavajuéi u znacajno vecem procentu P. falciparum. U
istrazivanju je pokazano da nakon tretmana ekstraktom R. crispus, dolazi do produzavanja
vremena prezivljavanja kod Zivotinja obolelih od malarije i do inhibicije parazitemije (41).

Antibakterijska svojstva Stavelja dobro su poznata i1 dokumentovana su brojnim
istrazivanjima. Potvrdeno je da etarski ekstrakt lista i semena $tavelja, kao i etanolni ekstrakt
lista Stavelja, imaju antimikrobnu aktivnost na Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis, dok
vodeni ekstrakt nije pokazao antimikrobno dejstvo na ispitivane mikroorganizme (17).

Shiwani i saradnici (19) su u svojoj studiji ispitivali inhibiciju karbohidraze i protektivno
dejstvo metanolnog ekstrakta korena Stavelja na DNK i proteine. Metanolni ekstrakt korena
Stavelja pokazao je znacajno visoku stopu inhibicije ¢elijskog rasta tumora HT-29. Pored toga,
pomenuti ekstrakt je znacajno inhibirao a-glukozidazu i amilazu (19). Metanolni ekstrakt herbe i
korena stavelja ispoljava visok stepen inhibicije ksantin oksidaze (16).

Etanolni ekstrakt korena, lista i ploda Stavelja pokazao je dozno zavisnu citotoksi¢nu

aktivnost prema Celijskim linijama 1301, EOL-1 i H-9 putem apoptoze (20). Hidrosolubilne
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komponente ekstrahovane iz korena $tavelja ispoljile su aktivnost kod humanog kolorektalnog

adenokarcinoma, pri ¢emu je mehanizam celijske smrti apoptoza (61).

2.2. Antioksidantno delovanje

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) dovode do oksidativnih oSteéenja bioaktivnih
molekula, odnosno do oksidativnog stresa. Oksidativni stres je oznafen kao etioloski faktor
mnogih bolesti. S druge strane, antioksidanti imaju sposobnost da neutraliSu ROS i sprece ili
umanje Stetna dejstva nastala u procesu oksidativnog stresa. Na ovaj nacin antioksidantni sistem
doprinosi prevenciji malignih i kardiovaskularnih bolesti, ali i mnogih drugih patoloskih stanja, u

kojima ROS igra klju¢nu ulogu.

2.2.1. Reaktivne Kiseoniéne vrste

Respiratorni lanac predstavlja niz reakcija u kojima se kiseonik, kao krajnji akceptor
elektrona, najve¢im delom potpuno redukuje do vode. Ovim procesom aerobni organizmi
obezbeduju energiju potrebnu za metabolizam (62, 63). Medutim, zbog nedovoljne bioloske
savrSenosti, metabolicki procesi, koji se kontinuirano odvijaju u celijama, odnosno u
mitohondrijama i peroksizomima, praceni su stvaranjem nusprodukata - proizvoda delimicne
redukcije molekulskog kiseonika koji su veoma Stetni za celije (62). U elektron transportnom
lancu mitohondrija, svega 2-3% molekulskog kiseonika ne redukuje se u potpunosti, pa nastali
meduproizvodi: superoksid anjon radikal (O,"), vodonik-peroksid (H,O), hidroksil radikal
(OH"), i drugi, predstavljaju reaktivne kiseoni¢ne vrste (Reactive Oxygen Species - ROS).
Superoksid anjon radikal (O,") i hidroksil radikal (OH") su istovremeno i slobodni radikali,
budu¢i da imaju nesparene elektrone, pa su veoma nestabilni i reaktivni (62, 63). Slobodni
radikali mogu biti donori ili akceptori elektrona drugih biomolekula, ¢ime narusavaju integritet i
funkcije vaznih makromolekula (lipida, proteina i nukleinskih kiselina). Na taj nain ove
reaktivne vrste postaju uzro¢nici oksidativnog stresa koji, protokom vremena, doprinosi starenju
organizma i javlja se kao etioloski faktor mnogih bolesti (62, 64).

Postojanje dva nesparena elektrona sa paralelnim spinom 1 moguénost vezivanja samo za

strukture koje imaju elektrone sa antiparalelnim spinom, §to je veoma retka pojava, ¢ini molekul
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kiseonika (O;) slabo reaktivnim, a njegova toksi¢nost potice od prooksidantnog delovanja ROS.
Postepenom redukcijom kiseonika nastaju reaktivniji oblici, ¢ime se povecava verovatnoca
njegovog stupanja u reakcije sa bioloskim molekulima (62, 63).

Superoksid anjon radikal, O,", nastaje na dva nacina:
1. jednoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika,
2. jednoelektronskom oksidacijom vodonik-peroksida.

Superoksid anjon radikal O," ima visoku oksidativnu aktivnost, indukujué¢i lipidnu
peroksidaciju i time oStecujuéi ¢elijske membrane. U fizioloskim uslovima, enzim superoksid-
dismutaza (SOD) ogranicava Stetno dejstvo superoksid anjon radikala, prevode¢i ga u manje
reaktivan vodonik-peroksid (65, 66).

Vodonik-peroksid se svrstava u reaktivne vrste kiseonika, ali nije radikal, obzirom da
nema nesparenih elektrona. lako je najstabilniji i najmanje reaktivan intermedijer u procesu
redukcije kiseonika, H,O, ima sposobnost da oksidise intracelularne makromolekule, jer mu
¢elijska membrana ne predstavlja barijeru, a takode moze i da inaktivira enzime oksiduju¢i tiolne
grupe (62, 66, 67). Vodonik-peroksid ima relativno dug vek trajanja (oko 1 ms), za razliku od
ostalih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, ¢ije trajanje iznosi nekoliko mikrosekundi (2-4 ps) (62).
Nastaje dvoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika uz prisustvo protona,
jednoelektronskom redukcijom superoksid anjon radikala ili njegovom enzimskom
dismutacijom, dejstvom superoksid-dismutaze. Proces stvaranja vodonik-peroksida odvija se u
peroksizomima, mitohondrijama, mikrozomima i ¢elijskoj membrani, u razli¢itim biohemijskim
procesima. Vodonik-peroksid lako stupa u reakciju sa metalima, npr. Fe?*, pri &emu nastaju
najreaktivnije toksi¢ne kiseonic¢ne vrste — hidroksil radikali Fenton-ovom reakcijom (66, 68).

Hidroksil radikal je najreaktivniji oblik delimi¢no redukovanog kiseonika, koji nastaje
jednoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika u toku celijskog metabolizma, 1
najodgovorniji je za toksi¢ne efekte kiseonika prema ¢elijama. Takode, hidroksil radikal moZze da

nastane homoliti¢kim raskidanjem kovalentne veze izmedu kiseonika.
HO-OH — 2OH

Pored toga, y-zracenjem dolazi do raskidanja jedne kovalentne veze vodonik-kiseonik u

molekulu vode i formiranja dva radikala: vodonik radikala (He) i hidroksil radikala (*OH).
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H-O-H— He++OH

Hidroksil radikal lako stupa u reakcije sa biomolekulima kao $to su nukleinske kiseline,

proteini, lipidi, ili bilo kojim drugim konstituentom ¢elija, uzrokujuci smrt Celije (62, 66).

2.2.2. Oksidativni stres

Reaktivni metaboliti kiseonika se stvaraju kao sporedni proizvodi metabolizma celija
(69). Pokazano je da vece koncentracije molekulskog kiseonika mogu delovati Stetno na éelije.
Potencijalno toksi¢no dejstvo molekulskog kiseonika poti¢e od nastalih kiseoni¢nih radikala
(70). Utvrdeno je da u ¢elijama postoji vise izvora reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), medu
kojima su elektron transportni lanac i enzimi NADPH oksidaze najodgovorniji za njihov
nastanak (14, 71, 72). Mitohondrije predstavljaju ¢elijske organele u kojima je metabolizam
najintenzivniji, pa je, stoga, u njima i produkcija ROS znacajna (13, 73).

Brojne studije su pokazale da reaktivne kiseoni¢ne vrste, kada su prisutne u niskim
koncentracijama, ucestvuju u fizioloskim procesima: ¢elijskoj proliferaciji, migraciji i apoptozi
(14, 71). Slobodni radikali imaju vaznu ulogu u mehanizmu enzimske katalize, fagocitoze i
biosinteze prostaglandina (65, 74). Pored toga, ROS su neophodne i za adekvatan odgovor
imunskog sistema, odrzavanje vaskularnog tonusa i u meducelijskoj komunikaciji (13).

Prekomerna produkcija reaktivnih metabolita kiseonika dovodi do oksidativnih ostecenja
biomolekula (ugljeni hidrati, nukleinske kiseline, proteini 1 lipidi) i narusavanja njihove funkcije
(14, 71, 73, 75). S druge strane, razvijen je antioksidantni sistem, koji ima zadatak da neutralise,
odnosno ,,hvata” reaktivne kiseoni¢ne vrste, 1 na taj nacin spreci, odlozi ili umanji oksidativna
ostecenja bioaktivnih jedinjenja i odrZi koncentraciju ROS unutar uskih, fizioloskih granica (13,
71).

Narusavanje ravnoteze izmedu antioksidanata i oksidanata, dovodi do oksidativnog
stresa. Oksidativni stres se definiSe kao stanje u kome produkcija 1 nagomilavanje reaktivnih
metabolita kiseonika prevazilazi kapacitet antioksidantnog sistema celija (71, 73, 76, 77).
Razli¢iti endogeni (proces respiracije, aktivnost fagocita, inflamacija, autooksidacija

biomolekula) i egzogeni (jonizujuée i UV-zracenje, kontaminirani vazduh, dim cigareta, alkohol,
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pojedini lekovi 1 toksini, prekomerna fizicka aktivnost, stres) faktori mogu indukovati
hiperprodukciju reaktivnih kiseoni¢nih/azotnih vrsta ili smanjenje antioksidantne zastite
organizma (64, 78). Oksidativna oStecenja komponenata ¢elije i njenog genetskog materijala
nastaju kod prekomernog stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta ili kod nedovoljno efikasne
antioksidantne odbrane tkiva (75).

Ispituju¢i uloge oksida azota kao neurotransmitera 1 glasnika u ¢eliji, otkriveno je

postojanje nitrozativnog stresa, kao vrste oksidativnog stresa (79).

2.2.3. Azot-monoksid (NO), reaktivne azotne vrste i nitrozativni stres

Nekoliko razli¢itih tipova Celija, ukljucuju¢i makrofage i endotelne celije, sintetiSu
azot(I1)-oksid (azot-monoksid, NO) (15).

L-arginin predstavlja najvazniji prekursor za sintezu azot(I1)-oksida pod dejstvom enzima
azot(11)-oksid sintaze. Za produkciju NO iz L-arginina potrebno je prisustvo razli¢itih kofaktora:
tetrahidrobiopterina (BH4), flavin adenin dinukleotida (FAD), flavin mononukleotida (FMN),
kalmodulina i gvozde protoporfirina IX (hem).

Enzim azot(l1)-oksid sintaza se javlja u tri izoforme:

e neuronska NOS (nNOS ili NOS-1),
e inducibilna NOS (iNOS ili NOS-2), i
e endotelna NOS (eNOS ili NOS-3) (80, 81).

lako sve pomenute izoforme enzima NOS katalizuju istu reakciju, medusobno se
razlikuju u strukturi, distribuciji, regulaciji i kapacitetu za sintezu NO. Tako, inducibilna
izoforma enzima NOS svoje dejstvo ispoljava u makrofagima, hepatocitima i pluénom epitelu,
dok je endotelna NOS karakteristi¢na za Celije endotela krvnih sudova. Neuronska NO-sintaza
fizioloski je prisutna u centralnom i perifernom nervnom sistemu (80, 81).

Neuronska i endotelna NOS predstavljaju konstitutivne kalcijum-zavisne enzime.
Nasuprot njima, aktivnost inducibilne izoforme enzima azot(ll)-oksid sintaze kontrolisana je
drugim bioaktivnim molekulama (81).

Pod uticajem neuronske NOS produkuje se azot(ll)-oksid u nervnom sistemu. Na taj
nacin stvoren NO igra kljuénu ulogu u meducelijskoj komunikaciji kao sekundarni glasnik.

Pored toga, NO ucestvuje u fizioloSkom procesu regulacije ekscitabilnosti neurona, kao i u
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procesima vezanim za ucenje i paméenje. Azot(Il)-oksid sintetisan od strane nNOS odgovoran je
i za kontrolisanje oslobadanja neurotransmitera: acetil-holina, serotonina i histamina (80).

Azot-monoksid se generiSe u Celijama endotela krvnih sudova posredstvom enzima
eNOS. Aktivacija endotelne NOS vrsi se vezivanjem acetilholina, histamina i bradikinina za
odgovaraju¢e receptore na membranama endotelnih c¢elija. Medutim, NO moze nastati i
mehanizmima koji su nezavisni od enzima eNOS: iz S-nitrozotiola ili iz nitrita i nitrata.
Osloboden iz endotela, NO ima fiziolosku ulogu u regulaciji dijametra krvnih sudova i
predstavlja potentni vazodilatator (80).

Uticaj na tonus vaskularnog zida, NO ostvaruje putem sledeca tri mehanizma:

1. Azot-monoksid stimulise solubilnu guanilil ciklazu (sGC), koja tada dovodi do
produkcije ciklicnog guanozin monofosfata (¢cGMP). Cikli¢ni GMP dalje aktivira protein
kinazu G (PKG). Rezultat celokupnog procesa je smanjenje intracelularne koncentracije
jona kalcijuma (Ca?") i sledstvena relaksacija glatke muskulature krvnih sudova.

2. U uslovima hipoksije, solubilna guanilil ciklaza proizvodi cikli¢ni inozin 3°,5’-
monofosfat (CIMP) umesto cGMP. Na kraju ovog procesa dolazi do vazokonstrikcije.

3. Azot-monoksid moze reagovati sa tiolnim grupama cisteina i na taj na¢in formirati S-
nitrozilovane proteine. S-nitrozilacijom proteina povecava se aktivnost kalcijum-ATPaze
sarkoplazmatskog retikuluma i smanjuje se intracelularna koncentracija Ca®". Ovaj
mehanizam je nezavisan od aktivacije solubilne GC i dovodi do vazodilatacije usled
relaksacije miSi¢a krvnih sudova (80).

Stanja smanjene sinteze ili bioraspolozivosti azot-monoksida, poveéane razgradnje NO,
ili odsustva fizioloskog regulatornog mehanizma azot-monoksida karakteristicna su za bolesti
kardiovaskularnog sistema: hipertenziju, aterosklerozu i poremecaje angiogeneze (80).

Ekspresija gena za iINOS minimalna je u fizioloSkim uslovima. Medutim, tokom
infekcije, hroni¢ne inflamacije i malignih bolesti dolazi do stimulacije ove izoforme enzima
NOS. Produkcija iNOS u endotelnim celijama tokom inflamacije rezultuje vaskularnom
disfunkcijom. Ovim se objasnjava pojava hipotenzije, kardiodepresije 1 vaskularne
hiporeaktivnosti u septickom Soku (80).

Azot-monoksid je klju¢na signalna molekula, koja ima vaznu ulogu u inflamaciji i

regulaciji aktivnosti neutrofila. Neutrofili imaju fagocitnu aktivnost. Molekule NO svoju zastitnu
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funkciju ispoljavaju spre¢avanjem oStecenja endotelnih celija od strane aktiviranih neutrofila
(82).

U makrofagima se metabolizam arginina odvija posredstvom dva enzima: inducibilne
azot(ll)-oksid sintaze (iNOS) i arginaze. L-arginin predstavlja supstrat za oba pomenuta enzima
(81).

Kao sporedni proizvod metabolizma arginina pod uticajem enzima iNOS javlja se
molekula citrulina. S druge strane, enzim arginaza katalizuje metabolisanje arginina u pravcu
nastajanja ornitina i uree. Metabolicki put u kome posreduje enzim arginaza ograniCava
raspolozivost arginina za enzim NOS. Iz ovoga proizilazi da su nedovoljna koli¢ina dostupnog
arginina i usmeravanje metabolizma arginina ka sintezi ornitina i uree limitiraju¢i faktori za
nastanak NO (81).

Bioaktivna jedinjenja oznacena kao lipopolisaharid (LPS) i interferon y (IFN-y) vrse
stimulaciju makrofaga. Aktivirani makrofagi sintetiSu nitrite i nitrate, iz zajedni¢ke prekursorske
molekule arginina. Pokazano je da azot(ll)-oksid predstavlja meduproizvod u procesu oksidacije
arginina, dok su krajnji proizvodi ovih reakcija nitriti i nitrati. Enzim NOS katalizuje konverziju
arginina u NO, 1 NOg3, i neophodan je za ispoljavanje citotoksi¢ne aktivnosti makrofaga u
infekcijama i malignim bolestima (81).

Mnogi proinflamatorni citokini (na primer interleukin 1f - IL-1p, interferon y - IFN-y i
faktor nekroze tumora o - TNF-a), produkti mikroorganizama i hipoksija mogu indukovati iNOS
u makrofagima. S druge strane, citokini interleukin 4 - IL-4, interleukin 10 - IL-10 i faktor rasta
tumora B - TGF-p vrSe supresiju gena za sintezu iNOS (81). S tim u vezi, sinteza NO je
uslovljena kako raspolozivosti arginina, tako i ekspresijom gena za iNOS (81, 83).

Izoforme enzima NOS nastaju kao monomerske jedinice. Za ispoljavanje njihove
enzimske aktivnosti pri generisanju NO i vezivanje sa BH,, potrebno je da se formiraju dimeri
ovog enzima. U odsustvu arginina, sve izoforme enzima NOS u obliku monomera dovode do
sinteze superoksid anjon radikala umesto azot-monoksida (80, 81). Generisan superoksid anjon

radikal moze dalje stupiti u reakciju sa NO i nagraditi peroksinitrite:

0;" + 'NO — '0O-0-N=0

(15, 80, 81, 84). Ova reakcija se odvija brzo, a konstanta brzine iznosi k=7 x 10° M*s™ (84).
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Azot-monoksid ostvaruje svoje bioloSke aktivnosti ne samo preko cGMP-zavisnih
mehanizama, ve¢ i preko svojih sekundarnih redoks derivata: peroksinitrita (ONOQOY) i S-
nitrozoglutationa (GSNO) (85). Peroksinitriti su endogene reaktivne vrste, koje imaju znacajnu
ulogu u fizioloskim i patoloskim procesima (86). Peroksinitriti mogu uzrokovati oksidativna
oStecenja razli¢itih biomolekula i dovesti do patoloskih posledica (84). Novija istrazivanja
sugeriSu da peroksinitriti, stupajuci u reakciju sa nukleinskim kiselinama, proteinima i lipidima,
ucestvuju u patogenezi reumatoidnog artritisa, septickog Soka, multiple skleroze, ateroskleroze,
Alchajmerove bolesti, kardiovaskularnih bolesti, inflamacije i osteoporoze (86). Peroksinitriti
imaju sposobnost da oStete lipoproteinske ¢estice male gustine (LDL) (15, 81).

Peroksinitriti su potentni oksidativni i nitrozni agensi. Procesom ireverzibilne
modifikacije tirozina (3-nitrotirozin), ONOO" su ukljuceni u razli¢ite patoloske puteve. S druge
strane, reverzibilnim promenama tiolnih grupa proteina - S-nitrozilacijom, GSNO ucestvuje u
fizioloSkom metabolizmu celije. S-nitrozoglutation je oznaCen kao inhibitor aktivacije
trombocita i modulator inflamacije (85). Imajuci u vidu dve vrste metabolita azot-monoksida,
smatra se da NO ima dvojaku ulogu u regulaciji endotelne barijere: kao protektivni i kao Stetni
agens. Stoga je odrzavanje ravnoteze izmedu metabolita azot-monoksida od izuzetne vaznosti
(85).

Povecane koncentracije superoksid anjon radikala i azot-monoksida smanjuju toksi¢nost

peroksinitrita (63).

ONOO + NO — NO; + NOy
ONOO + Og._ — NOs + O, + NOy»

Stepen produkcije superoksid anjon radikala utice na efekte azot-monoksida, i obrnuto.
Superoksid anjon radikali mogu smanjiti efekte azot(ll)-oksida, formiraju¢i toksi¢ne
peroksinitrite. S tim u vezi, ,,hvataci* superoksid anjon radikala kao $to su SOD i tioli mogu
pojacati bioloSku aktivnost ‘NO i spreéiti nastajanje toksi¢nih peroksinitrita. Sli¢no, 'NO moze
imati ulogu antioksidanta, ograni¢avajuci efekte superoksid anjon radikala (84).

Peroksinitritna kiselina (ONOOH) predstavlja protonovanu formu peroksinitrita (Slika

2.10.) (87). Peroksinitriti se nalaze u stalnoj ravnotezi sa peroksinitritnom kiselinom (84).
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‘0-0-N=0 + H" & H-0-0-N=0

Pomenuta kiselina je izvor bioloski aktivnih hidroksil radikala (84). Naime, ova kiselina
ima sposobnost penetracije u fosfolipidni dvosloj ¢elijske membrane, gde podleze homolitickom
razlaganju. Homolitickim raskidanjem veze nastaju azot-dioksid (NOy) i hidroksil radikal (OH").
Dalje, hidroksil radikali mogu uzrokovati oksidativna ostecenja bioaktivnih jedinjenja (87).

Azot(I1)-oksid se nalazi u visokoj koncentraciji u duvanskom dimu. Pored toga, duvanski
dim moze inicirati proces lipidne peroksidacije i stvaranje lipid peroksi radikala. Lipid peroksi

radikali mogu reagovati sa NO pri ¢emu se inhibira propagacija lipidne peroksidacije (84).

NO ) - : | NO,

methemogdobus

Slika 2.10. Reakcije azot-monoksida (84).

Medutim, i sam NO predstavlja slobodan radikal, sa veoma kratkim poluzivotom (3-5 s)
(15, 80, 81). Azot-monoksid moze reagovati sa drugim molekulama. Ukoliko NO izreaguje sa
kiseonikom ili nekom od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta stvaraju se reaktivne azotne vrste (reactive
nitrogen species, RNS):
e azot(lll)-oksid (N,O3),
e peroksinitriti (ONOQO),
e nitronijum jon (NO,") (81).
Pored toga, neregulisana produkcija azot(ll)-oksida moze uzrokovati nitrozni stres,

dovodeci do oksidativnih o$tecenja proteina, lipida i nukleinskih kiselina (81, 88).
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2.2.4, Oksidativna oStecenja osnovnih biomolekula

Ukoliko reaktivni metaboliti kiseonika nastanu u vecoj koli¢ini od one koja moze da se
kontrolise, oni tada oStecuju celijske komponente stupajuéi u reakcije sa molekulama DNK,

proteina 1 nezasicenih lipida. Ukoliko su nastala oStecenja letalna, dolazi do apoptoze ili nekroze

(63, 65).

2.2.4.1. Oksidativno oSteéenje proteina

Oksidativno oSte¢enje proteina predstavlja stvaranje kovalentne modifikacije proteina
uzrokovanog interakcijom sa reaktivnim kiseoni¢nim vrstama ili sporednim produktima
oksidativnog stresa. Promene na aminokiselinskim ostacima, koje tom prilikom nastaju, u vecini
slucajeva su ireverzibilne, i dovode do trajnog narusavanja ili gubljenja fizioloSkih funkcija
proteina (62).

Na post-translacionom nivou, ROS mogu oksidovati razli¢ite aminokiseline. Ova
oksidativna o$tecenja vode strukturnim i konformacionim promenama tercijarne strukture
proteina, koje mogu uzrokovati i degradaciju proteina (71).

Aminokiseline kao Sto su arginin, histidin, lizin, prolin, triptofan, najpodloznije su
napadu slobodnih radikala. Cistein je takode Cesta meta hidroksil radikala, pri ¢emu se formira
disulfidni most izmedu dva molekula ove aminokiseline. Dejstvom ROS na metionin gradi se
metionin sulfoksidni derivat (62). Direktna karbonilacija aminokiselina, nastala oksidativnim
napadom ROS, moze indukovati inaktivaciju enzima (71).

Proteini mogu biti oSteceni 1 u reakciji sa proizvodima lipidne peroksidacije, kao $to su 4-
hidroksi-2-nonenal (HNE) i malonildialdehid (MDA). U fizioloskim uslovima malonildialdehid
(MDA), kao razgradni proizvod lipidne peroksidacije, nalazi se u obliku enolatnog jona, Kkoji
interreaguje sa proteinima, narocito pokazujuci afinitet prema lizinskom aminokiselinskom
ostatku. Malonatna kiselina, kao metabolit MDA, kompetitivni je inhibitor mitohondrijske
sukcinat dehidrogenaze (62).
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2.2.4.2. Oksidativno oStecenje lipida — lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija predstavlja oksidativno ostecenje razli¢itih biomolekula koji sadrze
lipide i jedan je od najstetnijih efekata oksidativnog stresa, odnosno slobodno-radikalskih
oStecenja (62). Lipidi ¢elijskih i unutarcelijskih membrana (fosfolipidi, glikolipidi i holesterol),
ali i lipoproteini, predstavljaju ciljne molekule za oksidativni napad, uzrokujuci narusavanje
membranske strukture ¢ime se smanjuje fluidnost ¢elijske membrane. Kako se peroksidacijom
lipida menja afinitet i interakcija proteina sa lipidima, dolazi do remecenja velikog broja funkcija
membranskih proteina (transporteri, enzimi, receptori) (62).

Zasicene masne kiseline i1 nezasi¢ene masne kiseline sa jednom ili dve dvostruke veze,
koje ulaze u sastav membranskih lipida, otpornije su na oksidativno oSteéenje, od viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina. Tako je arahidonska kiselina, sa najveé¢im brojem dvostrukih veza,
najpodloznija lipidnoj peroksidaciji (62).

Proces lipidne peroksidacije iniciran je reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, najceSce
hidroksil radikalom, iako su i superoksid anjon radikal i vodonik-peroksid takode sposobni da
otpoc¢nu lipidnu destrukciju. Lipidna peroksidacija zapocinje oduzimanjem atoma vodonika iz
alilne veze polinezasi¢ene masne kiseline iz membranskog fosfolipidnog dvosloja. Na taj nacin
lipidna molekula postaje alkil radikal, i budu¢i da je veoma nestabilna i visoko reaktivna,
nastavlja reakciju (62).

Jednom zapocetu reakciju inicijacije

LH+'OH - L+ H,0
lipid lipid alkil radikal

prati niz lan¢anih reakcija propagacije, tokom koje alkil radikal stupa u reakciju sa molekulskim

kiseonikom gradeci lipid peroksil radikal (LOO¢).

L'+ 0O, —» LOO’
lipid peroksi radikal

24



Dunja Jakovljevié¢ Doktorska disertacija

Lipid peroksil radikal dalje reaguje:
1. sa susednim lipidnim molekulom rezultuju¢i formiranjem lipidnog hidroperoksida (LOOH) i

novog alkil radikala, koji nastavlja propagaciju peroksidacije lipida, ili

LOO"+LH — LOOH + L’
lipidni hidroperoksid

2. transformiSe se u ciklicne perokside i cikliéne endoperokside, i dalje u izrazito toksi¢na
jedinjenja. Tokom propagacije nastali lipidni hidroperoksid LOOH u prisustvu Fe?* disosuje na
LO™ i LOO’, koji reiniciraju peroksidaciju i dovode do nakupljanja kratkolan¢anih razgradnih
produkata peroksidacije (lipidnih alkoksil radikala, malonildialdehida (MDA), ugljovodonika,
lipidnih epoksida) (62).

Malonildialdehid (MDA), koji se stvara u malim koli¢inama kao rezultat lipidne
destrukcije usled interakcije sa ROS, pokazatelj je peroksidacije, odnosno predstavlja biomarker
prilikom procene stepena oksidativnog stresa (62).

Lancane reakcije lipidne peroksidacije mogu biti prekinute ako se ugljeni¢ni ili peroksi

radikali medusobno povezu i nagrade konjugovane proizvode koji nisu radikali (dimeri) (66).

L'+ L—->L-L
L'+ LOO — LOOL
LOO" + LOO" — LOOL + O,

2.2.4.3. Oksidativno oSte¢enje DNK

Koncentracija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta moze se toliko povecati da se prevazide
kapacitet antioksidantnih zastitnih mehanizama, te dolazi do oksidativnih oSteCenja vecine
biomolekula, uklju¢uju¢i DNK. Promene strukture molekula DNK dovode do mutacija, koje
mogu da rezultuju malignom transformacijom c¢elije ukoliko zahvate specifi¢ne protoonkogene
(63).

U vecini slucajeva hidroksil radikal je najodgovorniji za oStecenja strukture DNK, pri

¢emu dolazi do prekida lanca DNK, izmena, gubitka ili modifikacije baza, stvaranja pirimidin
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dimera ili oksidativnog o$tec¢enja deoksiriboze (62). Mutacije uzrokovane hidroksil radikalom
uglavnom su povezane sa modifikacijom GC baznog para, dok AT bazni par rede vodi mutaciji
(89). Guanin u DNK je, takode, ciljno mesto napada i malonildialdehida, krajnjeg produkta
lipidne peroksidacije, §to moze dovesti do mutagenih oste¢enja (62). Medutim, pored velikog
broja oste¢enja koja se pod dejstvom slobodnih radikala mogu deSavati na DNK, zahvaljujuci
reparacionim mehanizmima, kojima se smanjuje Stetan efekat, ¢elija u vecini slucajeva uspeva da
opstane i odrzi svoje funkcije. 1zmene na molekuli DNK moguce je ukloniti isecanjem baza ili

drugim mehanizmima popravke (63, 90).

2.3. Maligna transformacija Celije

Oksidativni stres uzrokuje pojavu mnogih patoloskih stanja (13, 75, 91, 92). Veliki broj
studija dovodi oksidativni stres u vezu sa nastankom malignih bolesti. Pokazano je da reaktivne
kiseoni¢ne vrste predstavljaju etioloski faktor karcinogeneze.

Sa molekularnog aspekta, karcinogeneza predstavlja proces nastanka malignih bolesti.
Osnova malignih bolesti je postojanje maligno transformisane ¢elije (93). Smatra se da maligno
tkivo potice od jedinstvenog klona kancerske stem c¢elije, odnosno genetski izmenjene ¢elije sa
visokom proliferativnom moc¢i (94, 95). Maligne bolesti karakterise neravnoteza izmedu
proliferacije ¢elija i apoptoze (96, 97).

Za malignu transformaciju ¢elija 1 posledi¢ni razvoj neoplazmi, odgovorne su Cetiri vrste
gena:

1. onkogeni — neadekvatno aktivirani normalni celularni geni (protoonkogeni), koji su

ukljuceni u kontrolu procesa ¢elijske deobe, rasta i diferencijacije celije;

2. tumor supresorni geni — zaustavljaju rast neoplasti¢ne ¢elije ili podsticu éelijsku smrt;

3. geni koji kontroliSu apoptozu — poremecaj ravnoteze izmedu gena inhibitora i gena

stimulatora apoptoze dovodi do izostanka programirane celijske smrti, ¢ime je

omoguceno prezivljavanje 1 proliferacija maligno transformisanih ¢elija;

4. geni koji imaju sposobnost reparacije oStecenja nastalih na nivou molekula DNK

(93).

Morfoloski, maligno transformisane celije se karakteriSu velikim jedrom, nepravilnim

oblikom 1 veli¢inom, prominentnim jedarcima, oskudnom citoplazmom koja se razli¢ito boji.
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Povecan je broj atipi¢nih mitoza, koje rezultuju nastankom asimetri¢nih struktura i abnormalnih
formi hromozoma. Jedan od najvaznijih pokazatelja malignosti ¢elija je gubitak diferencijacije.
Odlucuju¢i faktor u ovom procesu predstavlja redukcija Celijskih organela, posebno
endoplazmatskog retikuluma i Goldzijevog aparata. Prisutan je gubitak polariteta celijskih
organela kao i izmenjena svojstva Celijske membrane (98). S obzirom na to da su fosfolipidi
sastavni deo celijske membrane koji determiniSu njenu strukturu, razliita bioloSka stanja
udruzena sa izmenama na fosfolipidnim komponentama ucestvuju u malignoj transformaciji
¢elija (99). Maligne celije morfoloski i funkcionalno poprimaju odlike fetalnih celija (98).
Regulacija oksido-redukcionog stanja je kriti¢cna tac¢ka za opstanak celije, aktivaciju, proliferaciju
i funkciju organa (92). Maligno izmenjene celije razvijaju izvestan stepen autonomije u procesu
pokretanja proliferacije i apoptoze (100).

Razvoj maligne bolesti obuhvata tri stadijuma: inicijacija, promocija i progresija, i ROS
mogu ucestvovati u svim ovim fazama karcinogeneze (101-103). Reaktivne kiseoni¢ne vrste
nastale aktivno$¢u enzima NADPH oksidaze predstavljaju glavni izvor oksidativnog stresa, koji

uzrokuje inicijaciju i progresiju malignih bolesti (71).

ROS kao inicijatori karcinogeneze

Karcinogeneza je kompleksan, viSestepeni proces u kojem zdrave celije bivaju
transformisane u abnormalne kao rezultat serije mutacija i promena u obrascima genske
ekspresije (101-103). Progresivna akumulacija genetskih oStecenja, nastalih kao posledica
delovanja razli¢itih endogenih i egzogenih faktora, odgovorna je za razvoj malignih bolesti (93).
Predisponiraju¢i faktori maligniteta uklju¢uju naslede, faktore iz spoljasnje sredine, ishranu i
starost (101, 103).

Kancerogeni agensi uzrokuju nekontrolisanu ¢elijsku deobu, koja vodi nastanku malignih
bolesti (104). Smith i saradnici (91) su izlozili kljuéne karakteristike kancerogenih agenasa.
Reaktivne kiseoni¢ne vrste, kao potencijalni uzro¢nici maligne alteracije, imaju nekoliko osobina
kancerogenih agenasa:

1. genotoksi¢nost;
2. uzroc¢nici su epigenetskih alteracija, nestabilnosti genetskog materijala, ili sprecavaju

popravke molekule DNK;
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3. induktori su oksidativnog stresa i hroni¢ne inflamacije;
4. blokatori su apoptoze i stimulatori ¢elijske proliferacije (91).

Dejstvo reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta uzrokuje vise od 100 razlicitih tipova
oksidativnih oste¢enja molekula DNK, pri ¢emu genetski materijal postaje nestabilan.
Oksidativna oSte¢enja molekule DNK mogu dovesti do tackastih mutacija, delecija, insercija, ili
hromozomskih translokacija koje mogu aktivirati onkogene ili inhibirati tumor supresorne gene.
Ove promene mogu inicirati ili promovisati karcinogenezu (14, 91). Vodonik-peroksid ima
najmanji afinitet prema molekuli DNK. Najveci broj oste¢enja DNK poti¢e od dejstva hidroksil
radikala (90).

Utvrdeno je da slobodni radikali interreaguju sa molekulima DNK ostec¢ujuci azotne baze
i ugljeno-hidratne komponente, stvaraju¢i mutacije na klju¢nim genima koji dovode do pojave
maligniteta (14, 101, 105). Permanentna modifikacija genetskog materijala, nastala dejstvom
slobodnih radikala, predstavlja prvi korak u mutagenezi, karcinogenezi i starenju. OSteCenja
DNK rezultuju u sprecavanju ili indukciji transkripcije, greSkama u replikaciji 1 genomskoj
nestabilnosti (101, 106).

Medutim, razvijeni su mehanizmi popravki molekula DNK unutar ¢elija (97). Lezije na
DNK koje ¢elija ne moze popraviti, indukuju apoptozu, ¢ime ¢elija obezbeduje da nec¢e doc¢i do
prenosa mutacije na sledec¢u generaciju celija. S druge strane, neke skrivene mutacije na DNK
uspesno izbegavaju apoptozu i na taj nacin povecavaju Sansu za nastanak maligno transformisane
¢elije (90). Kada intenzitet oSte¢enja prevazide reparacioni kapacitet ¢elija, nastala promena na
genomu bude dovoljna da se pokrene maligna transformacija celije (97). ROS verovatno
doprinose ireverzibilnosti karcinogeneze koja se karakterise akumulacijom dodatnih genetskih
oStecenja, dovode¢i do transformacije u maligne celije (101).

Reakcija izmedu metabolita kiseonika 1 polinezasi¢enih masnih kiselina moZe inicirati
proces lipidne peroksidacije. Proizvodi lipidne peroksidacije (malonildialdehid, 2-alkenali i 4-
hidroksi-2-alkenali) predstavljaju genotoksi¢ne agense. Pomenuta jedinjenja se mogu Koristiti
kao tumor markeri za odredivanje prisustva i stepena malignih bolesti. Na primer, kod pacijenata
sa kolorektalnom malignom bolesti u serumu se moze detektovati poviSen nivo reaktivnih
supstanci nastalih od tiobarbiturne kiseline. Ovaj nalaz ukazuje na intenzivnu lipidnu

peroksidaciju (90).
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ROS kao promoteri karcinogeneze

Maligno transformisane Celije karakteriSe intenzivniji metabolizam, povecana aktivnost
enzima ksantin oksidaze, ciklooksigenaza i lipooksigenaza, kao i mitohondrijalna disfunkcija.
Ove promene dovode do povecane produkcije reaktivnih kiseoni¢nih metabolita u malignim
¢elijama. Pored toga, faktori rasta i citokini stimuliSu stvaranje ROS u maligno izmenjenim
¢elijama. Detektovana je poviSena koncentracija vodonik-peroksida i azot-monoksida kao
odgovor na delovanje interferona y i faktora nekroze tumora a (TNF a) (90). Faktor rasta
tumora B1 (TGF-B1) predstavlja jedan od najpotentnijih citokina, koji doprinosi supresiji ¢elija
imunskog sistema i promovise angiogenezu i elektron transportni lanac u mitohondrijama
maligno izmenjenih ¢elija. Potvrdeno je da TGF-B1 stimuliSe intracelularnu produkciju ROS
aktivacijom enzima NADPH oksidaze-4 (NOX-4) (71). Dalje, trombocitni faktor rasta (PDGF),
epidermalni faktor rasta (EGF), insulin, interleukin-1, faktor nekroze tumora o (TNF a) i
angiotenzin indukuju formiranje superoksid anjon radikala (90).

Povisene koncentracije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u maligno transformisanim ¢elijama
su od velikog znacaja za odrzavanje maligne bolesti. U malignim ¢elijama vecine neoplasti¢nih
tkiva detektovan je visok nivo reaktivnih kiseoni¢nih metabolita, koji impliciraju malignu
progresiju (71). Povisen nivo ROS u maligno izmenjenim ¢elijama odrzava onkogenetski fenotip
i vodi ka progresiji maligne bolesti (90). Reaktivne kiseoni¢ne vrste su oznacene kao promoteri
maligniteta (13). Dejstvo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta omogucuje maligno izmenjenim ¢elijama:

1. nekontrolisani rast i proliferaciju,
angiogenezu,

intenzivan metabolizam,

2
3
4. metabolicke adaptacije na nove uslove,
5. izbegavanje citotoksi¢nog delovanja maktrofaga i drugih ¢elija imunog sistema,
6. spreCavanje apoptoze i ¢elijsko prezivljavanje, i
7. stvaranje metastaza (90, 107).

Stoga, reaktivne kiseoni¢ne vrste imaju krucijalnu ulogu u razli¢itim signalnim putevima
koje se odnose na proliferaciju malignih Celija, rezistenciju na apoptozu, neovaskularizaciju,

invaziju, migraciju i rast ¢elija na udaljenim metastatskim mestima (71).

29



Dunja Jakovljevié¢ Doktorska disertacija

Reaktivne kiseoni¢ne vrste imaju sposobnost modifikacije brojnih celijskih signalnih
puteva. Ovo postizu izmenama molekule DNK na mestima za vezivanje redoks-osetljivih
transkripcionih faktora ili oksidacijom cisteinskih rezidua ovih molekula. U transkripcione
faktore se ubrajaju:

e hipoksijom inducibilni faktor-1 alfa — HIF-1a,
e NFkB,

e aktivator protein-1 — AP-1, i

e p53(71).

Redoks-osetljivi transkripcioni faktor protein p53 ukljucen je u brojne Celijske procese,
kao Sto su starenje i apoptoza. Pri povisenoj koncentraciji ROS, p53 ima vaznu ulogu u
spreCavanju propagacije oStecenja molekule DNK. U maligno izmenjenim c¢elijama Su Ceste
mutacije na genu TP53, koji kodira protein p53 (71).

Maligno tkivo ima povecane potrebe za nutritijentima i kiseonikom, usled intenzivnog
rasta. Medutim, desava se da maligno transformisano tkivo bude izloZeno hipoksiji zbog
nedovoljnog priliva kiseonika. Da bi se odrzao proliferativni trend u hipoksi¢nim uslovima,
maligno transformisane celije su razvile adaptacione mehanizme: mutacija pomenutog gena
TP53 i aktivacija hipoksijom inducibilnog faktora-1 (HIF-1). Dalje, ovi mehanizmi, kojim se
¢elije prilagodavaju na uslove snizenog priliva kiseonika I glukoze, vode ka angiogenezi i
izmenama u transportu glukoze 1 glikolizi. Pored toga, hipoksi¢ni uslovi doprinose formiranju
ROS. Naime, dolazi do oslobadanja superoksid anjon radikala, vodonik-peroksida i hidroksil
radikala iz elektron transportnog lanca mitohondrija. Dodatno, ROS ima sposobnost da stabiliSe
hipoksijom inducibilni faktor-1, ¢ime se dalje vrsi proces neovaskularizacije malignog tkiva
(14, 71, 90).

U hipoksi¢nim uslovima metabolizam maligne ¢elije uglavnom je usmeren ka glikolizi
(\Varburgov fenomen). 1z tog razloga, u malignom tkivu se stvaraju velike koli¢ine laktata, koji
mogu da indukuju enzim arginazu |. Preusmeravanjem metabolizma L-arginina ka enzimu
arginazi, smanjuje se produkcija azot-monoksida. S obzirom da je sinteza dovoljne koli¢ine NO
odgovorna za citotoksi¢no delovanje makrofaga, stimulacija enzima arginaze dovodi do
favorizovanja rasta malignog tkiva (81, 90).

Neovaskularizacijom malignog tkiva olakSava se diseminacija maligno izmenjenih ¢elija

i stvaranje metastaza. Reaktivne kiseoni¢ne vrste mogu aktivirati nekoliko puteva koji su
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ukljuceni u proces metastaziranja. Na primer, ROS moze stimulisati metaloproteinaze matriksa,
te dolazi do degradacije bazalne membrane. Prelaskom bazalne membrane, maligne ¢elije lako

migriraju u krvne sudove i formiraju metastaze na udaljenim mestima (71) (Slika 2.11.).

INFLAMACUA
HEMOTERAPUA

HIPOKSUA \ ZRACENE
METASTAZA N
GENOMSKA NESTABILNOST / mﬁ’];‘;(’;‘\ffﬁ-ﬁﬂ
REZISTENCLIA NA APOPTOZU - .

PROLIFERACUA
ANGIOGENEZA

St
~ ULAZAK MALIGNE IZLAZAK MALIGNE
CELUE U KRVNI SUD CELUE 1ZKRVNOG

KRVNI SUD
- - - -

Slika 2.11. Izvori reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, efekti ROS i posledi¢no formiranje metastaza

(72).

Vodonik-peroksid se moze posmatrati kao sekundarni glasnik i1 ucestvovati u
meducelijskoj komunikaciji u malignom tkivu. Pored toga, H,O; reguliSe aktivnost sledecih
proteina: tirozin fosfataza, tirozin kinaza, receptora tirozin kinaza i faktora transkripcije. Takode,
niske doze vodonik-peroksida i superoksid anjon radikala stimuliSu proliferaciju ¢elija u

razli¢itim malignim bolestima (90).
Tretman malignih bolesti

Za opstanak maligno izmenjene ¢elije neophodno je odrzavanje koncentracije ROS na
odredenom nivou. U ovom procesu ucestvuju brojni antioksidantni enzimi. Imajuéi u vidu
pojac¢anu produkciju ROS, u malignim ¢elijama je poviSen nivo antioksidantnog sistema (107,
108).

Povecéanje intracelularne koncentracije ROS iznad potrebnih vrednosti za maligno

izmenjenu celiju moze indukovati apoptozu maligne ¢elije (Slika 2.12.). Povisen nivo ROS, koji
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je toksican za maligno izmenjene ¢elije, postize Se hemoterapijom, potroSnjom antioksidantnih
enzima, ili produkcijom ROS od strane c¢elija imunskog sistema (90, 107). Subletalne
koncentracije ROS, postignute hemoterapijom i zracenjem, deluju kao promoteri invazije i
metastaziranja malignih bolesti. Ovo je razlog zasto se ROS smatraju jednim od medijatora
pojave rezistencije na lekove i stvaranja metastaza malignog tkiva (71).

S tim u vezi, visok stepen oksidativnog stresa moze indukovati apoptozu ili ¢ak nekrozu,
dok nizi stepen oksidativnog stresa moze stimulisati ¢elijsku deobu i promovisati tumorski rast
(101). Pojacan oksidativni stres u mitohondrijama dovodi do oslobadanja citohroma C i smrti
maligne celije (90). Naime, dolazi do pojacane produkcije superoksid anjon radikala u
mitohondrijama, oSteenja mitondrijalne membrane i1 prelaska citohroma C u citosol. Zatim,
citohrom C formira kompleks sa apoptoti¢nim aktivacionim faktorom 1 (Apaf-1), te dolazi do
sledstvene apoptoze. Znacajno smanjenje citohroma C uzrokuje povecanu produkciju ROS
(107).

ZDRAVACELIJA MALIGNA CELIJA

Slika 2.12. Koncentracija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) u zdravoj ¢eliji, malignoj éeliji i pri

¢elijskoj smrti (107).

Nuklearni faktor Nrf2 je transkripcioni faktor koji indukuje ekspresiju nekoliko
antioksidantnih enzima. Somatske mutacije u genu za Nrf2 dovode do aktivacije transkripcionog
faktora Nrf2 i ekspresije Nrf2-ciljnih gena. Mutacije izolovane u maligno izmenjenim céelijama
pluca sugeriSu da Nrf2 ima protumorogenu aktivnost. Otkriveno je nekoliko onkogena koji
indukuju Nrf2 ekspresiju. Na taj nacin promoviSe se neutralizacija ROS dejstvom

antioksidantnih enzima, stvarajuci povoljnu mikro sredinu za inicijaciju i razvoj maligne bolesti.
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Sve ovo ukazuje da su geni za ekspresiju antioksidantnih enzima regulisani reaktivnim
kiseoni¢nim vrstama (13).

Ve¢ je reCeno da ROS imaju sposobnost da indukuju oStecenja molekule DNK i
potencijalno dovedu do razvoja maligne bolesti. Sledstveno, antioksidanti sprecavaju
napredovanje maligne bolesti tako $to neutralisu ROS (13, 71). Mnogobrojni literaturni podaci
pokazuju pozitivnu korelaciju izmedu konzumacije hrane bogate antioksidantima i incidence
pojave maligniteta (109, 110). Brojne studije su pokazale da suplementacija antioksidantima u
profilakticke svrhe smanjuje incidencu malignih bolesti (110).

Tretman antioksidantima kod pacijenata sa visokim rizikom od pojave maligne bolesti
usled deficita tumor supresornog gena za protein p53 moze imati efekta u odlaganju ili
spre¢avanju razvoja maligniteta (90).

Pored toga, povecana ekspresija mitohondrijalne SOD (MnSOD) suprimira odredene
maligne bolesti (71). Tako, vise koncentracije ektopi¢no nastale MnSOD redukuju rast maligno
transformisanih Celija pankreasa (90). TroSenje MnSOD dovodi do intenzivnije celijske
proliferacije in vitro, dok u in vivo uslovima doprinosi agresivnosti malignih bolesti. Povisen
nivo citosolne SOD (Cu-Zn SOD) smanjuje rast neoplasti¢nog tkiva ve¢ine malignih bolesti (71,
90). Intenzivnija ekspresija ekstracelularne SOD (SOD3) redukuje pojavu metastaza maligniteta
dojki in vivo (107).

Medutim, sprovedene su brojne studije koje su imale za cilj proveru delotvornosti
suplementacije antioksidantima (14, 71). Vecina rezultata dobijena u pomenutim studijama nije
bila o¢ekivana, §to je pokrenulo ideju o dvostrukoj ulozi antioksidanata kod mnogih bolesti.
Pokazano je da pojedini antioksidanti dovode do pogorSavanja zdravlja, povecanja rizika od
pojave malignih bolesti i smrtnosti (14, 107). Postavljeno je nekoliko pretpostavki kojima bi
moglo da se objasni potencijalno Stetno delovanje antioksidanata:

e Dostizanje nedovoljne koncentracije antioksidanata na mestima povec¢anog nivoa ROS;

e Antioksidanti mogu imati i prooksidantu aktivnost pod odredenim uslovima (vitamin C);

e Antioksidanti nemaju sposobnost sprecavanja oksidacije molekula koji imaju i suvise
visok afinitet prema ROS (NO ekstremno brzo stupa u reakciju sa superoksid anjon
radikalom);

e Antioksidanti mogu biti efikasni u niskim koncentracijama ROS, medutim, imaju

ograni¢en kapacitet u smanjivanju visokih nivoa ROS;

33



Dunja Jakovljevié¢ Doktorska disertacija

e Razli¢itost u hemijskoj strukturi izmedu antioksidanata dobijenih sintetskim putem 1i iz
prirodnih izvora;
e Neki antioksidanti su delotvorniji od drugih kod odredenih bolesti (14, 71).

Oralna suplementacija antioksidantima ima ograniCen apsorpcioni profil 1 nisku
bioraspolozivost. U cilju prevazilazenja niske iskoristljivosti oralno unetih antioksidanata,
istrazivanja su usmerena ka razvijanju nanopartikula ovih molekula (71).

Antioksidanti mogu pokazati Stetan efekat i smanjiti delovanje terapije ukoliko se koriste
uz lekove ¢€iji je mehanizam dejstva povecavanje intracelularne produkcije reaktivnih kiseoni¢nih
metabolita. Pomenuti nepovoljan uticaj antioksidanti bi ostarili neutralizacijom nastalih ROS.
Nasuprot ovome, kombinovana terapija antioksidantima i lekovima koji dovode do apoptoze
nezavisno od oksidativnog stresa bi bila efikasnija, jer se na taj nacin smanjuje nivo ROS u
malignim ¢elijama (90).

Povecavanje celokupnog antioksidantnog kapaciteta ¢elija u terapiji maligniteta moze
predstavljati promotera maligne bolesti (110). Razlog ovome lezi u ¢injenici da maligno
transformisane celije troSe antioksidante da bi sprecile porast koncentracije reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta, koje bi za njih bile letalne. U tom slu¢aju pristup malignim bolestima sastoji se
u suplementaciji prooksidantima ili snizavanju antioksidantnog statusa ¢elija. Kombinacijom
prooksidanata sa inhibitorima antioksidantnog sistema postiZze se povecanje koncentracije ROS,
koja tada postaje dovoljna da pokrene proces ¢elijske smrti (90).

Dok antioksidanti povecavaju degradaciju ve¢ prisutnih ROS, inhibitori enzima koji
dovode do nastanka ROS, smanjili bi stepen produkcije ovih reaktivnih vrsta. Medutim,
stvaranje ROS se ne sme u potpunosti zaustaviti, s obzirom na mnogobrojne fizioloske uloge
koje reaktivne kiseoni¢ne vrste ostvaruju u organizmu. Enzimi NADPH oksidaze su potencijalno
ciljni molekuli za delovanje ovih agenasa (14). Nekoliko studija je pokazalo da inhibicija enzima
NOX rezultuje smanjenjem rizika od razvoja pojedinih malignih bolesti. Suzbijanje dejstva

enzima NOX-4 dovodi do apoptoze malignih ¢elija pankreasa (107).
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2.4. Antiinflamatorno delovanje

Povecana produkcija metabolita arahidonske kiseline jedna je od glavnih karakteristika
inflamacije. Lekovi koji inhibiraju klju¢ne enzime na putu nastanka medijatora inflamacije
predstavljaju vaznu grupu poznatu kod nazivom nesteroidni antiinflamatorni lekovi. Istrazivanja
su, takode, usmerena i ka ispitivanju biljnih resursa sa potencijalnim antiinflamatornim

delovanjem.

2.4.1. Arahidonska kiselina i eikozanoidi

Arahidonska kiselina (cis-5,8,11,14-eikosatetraen-kiselina) je polinezasi¢ena masna
kiselina sa 20 ugljenikovih atoma i cetiri cis dvostruke veze (111, 112). Pomenuta kiselina se
nalazi u esterifikovanom obliku inkorporirana u fosfolipidni dvosloj ¢elijske membrane (111,
113). Razli¢iti stimulusi mogu da aktiviraju jednu od specificnih fosfolipaza, uglavnom
fosfolipazu A, (PLA;) (112, 114). Otkriveno je da citosolna fosfolipaza A, (CPLA;) vrsi
oslobadanje arahidonske kiseline iz glicerofosfoetanolamina i glicerofosfoholina (114). Pored
PLA,, postoje jo§ dva izoenzima fosfolipaze: fosfolipaza C (PLC) i fosfolipaza D (PLD). Ovi
enzimi su aktivni u citosolu, a oslobadanje arahidonske kiseline ostvaruju u dva koraka (111).

Eikozanoidi predstavljaju vaznu grupu bioaktivnih jedinjenja nastalih metabolizmom
arahidonske kiseline. U eikozanoide se ubrajaju: prostaglandini, tromboksani, prostaciklini i
leukotrieni (114). S obzirom da metaboliti arahidonske kiseline imaju odredene fizioloske uloge,
neprestano se odvija oslobadanje i metabolisanje male koli¢ine arahidonske kiseline, Sto je
strogo kontrolisano od strane celije (114, 115). Eikozanoidi, kao lipidni medijatori, uéestvuju u
procesima prenosa informacije izmedu celija. Takode, eikozanoidi imaju nezamenljivu ulogu i u
imunskom odgovoru organizma. Pod uticajem odredenih stimulusa, dolazi do intenzivnijeg
delovanja fosfolipaza 1 do sledstvenog nagomilavanja eikozanoida, koji tada ucestvuju u
patoloskim procesima (114).

Oslobodena arahidonska kiselina, kao zajednicki prekursor svih eikozanoida, dalje se
metaboliSe alternativnim kaskadnim putevima, nazvanim po glavnim enzimima koji kataliSu

odgovarajuce reakcije: ciklooksigenazni, lipooksigenazni i epoksigenazni put.
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2.4.2. Ciklooksigenazni metabolizam

Ciklooksigenazni put predstavlja metabolizam arahidonske kiseline koji vodi sintezi
prostanoida: prostaglandina, tromboksana i prostaciklina, i posredovan je, u prvom koraku,
enzimom prostaglandin H -sintetazom (PGH sintetaza). Drugi naziv za ovaj enzim je
ciklooksigenaza (COX) i ¢esce se upotrebljava u literaturi. Enzim ciklooksigenaza se javlja u dve
izoforme: COX-1 (PGHS-1) i COX-2 (PGHS-2) (111, 114). Uvidom u trodimenzionu strukturu
ovih enzima, otkriveno je da se nalaze u obliku dimera, vezani za membranu, a lokalizovani na
endoplazmatskom retikulumu (114, 116).

Enzim COX-1 je konstitutivan i nalazi se u razliCitim tkivima, monocitima i
trombocitima, i transformise arahidonsku kiselinu u prostanoide, koji su ukljuceni u normalno
¢elijsko funkcionisanje. S druge strane, proinflamacijski agensi indukuju aktivaciju inducibilnog
enzima COX-2, koji u¢estvuje u procesu inflamacije i pojavi bola (111, 117).

Intermedijarni  proizvod nastao iz arahidonske kiseline posredstvom enzima
ciklooksigenaze (PGH sintetaze) predstavlja prostaglandin H;, hemijski veoma reaktivno
jedinjenje, koje se dalje transformise u prostaglandine D,, E;, F,,, tromboksan A, (TXA;) i
prostaciklin (PGI,). Ovi sekundarni produkti prostaglandina H, predstavljaju bioloski aktivne
prostanoide, koji su manje reaktivni (izuzev TXA; i PGl,) i rezultat su delovanja pomo¢nih

citosolnih enzima koji prevode PGH; u odgovarajuci prostanoid (Slika 2.13.) (111, 114).
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Slika 2.13. Ciklooksigenazni put (114).

2.4.3. Lipooksigenazni metabolizam

Lipooksigenazni put predstavlja metabolizam arahidonske Kiseline u pravcu nastajanja
leukotriena, 1 naziva se jo$ 1 leukotrienski put. Leukotrieni su otkriveni tokom ispitivanja
meSavine jedinjenja nazvanih spororeagujuca supstanca anafilakse, s obzirom da dovode do
konstrikcije glatkih miSica sporije od histamina (114).

Prva reakcija u sintezi leukotriena je oksidacija u polozajima Cs, Cip ili Cys, UZ
posredstvo enzima lipooksigenaze, pri ¢emu se generiSe hidroperoksieikosatetranoi¢na kiselina
(HPETE). Razlikuju se tri vrste lipooksigenaza (5-LOX, 12-LOX i 15-LOX) ukljuéenih u
lipooksigenazni put. Razli¢iti tipovi Celija sadrze specifi¢ne lipooksigenaze, a koji ¢e se tip
enzima aktivirati zavisi od vrste stimulusa. U trombocitima dejstvom enzima 12-lipooksigenaza
nastaje glavni eikozanoid: 12-HPETE (114).
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Enzim 5-lipooksigenaza (5-LOX) je prvi regulatorni enzim uklju¢en u oksidaciju
arahidonske  kiseline i  stvaranje  leukotriena, i to najpre  formiranjem
hidroperoksieikosatetranoi¢ne kiseline (5-HPETE) (114). Dejstvom enzima LTA sintetaze vrsi se
eliminacija molekula vode iz 5-HPETE i nastaje nestabilni konjugovani epoksid leukotriena A4
(LTA,). Leukotrien A4 se zatim konvertuje ili u LTBy, dejstvom enzima LTB, sintetaze (LTA,4
hidrolaze), ili u LTC4, koji nastaje u prisustvu molekula redukovanog glutationa, tako §to enzim
glutation-S-transferaza (LTC, sintetaza) prenosi —SH grupu na LTA,. Uklanjanje glutaminske
kiseline iz LTC, i formiranje LTD, vrsi se posredstvom enzima y-glutamil transferaze, dok se
dejstvom dipeptidaze uklanja glicin te nastaje LTE,. Leukotrien E4 se ili ekskretuje urinom ili se
konvertuje u LTF,, ili druge manje aktivne metabolite (Slika 2.14.) (118).
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Slika 2.14. Lipooksigenazni put (114).
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U humanim trombocitima, enzimi COX-1 i 12-LOX odgovorni su za metabolisanje
arahidonske Kkiseline i nastajanje bioloSki aktivnog tromboksana A, (TXA.), koji se brzo
transformise u TXB,, 12-hidroksi-5, 8, 10-heptadekatrienske kiseline (12-HHT) i 12-HETE, kao
i manje koli¢ine prostaglandina F,,, E; 1 D,. Odredivanje antiinflamatornog potencijala
standardnih supstanci i biljnih ekstrakata, odnosno njihov inhibitorni efekat na klju¢ne enzime u
metabolisanju arahidonske kiseline, mozZe se vrsiti kvantifikacijom metabolita nastalih dejstvom
enzima COX-1 i 12-LOX (12-HHT, 12-HETE, TXB; i PGE;), sto je opisano u nekoliko
razlicitih testova (117).

2.4.4. Epooksigenazni metabolizam

Metabolizam arahidonske kiseline, predstavljen kao epooksigenazni put, ukljucuje seriju
specificnih citohrom P-450 enzima oznacenih kao CYP1A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2G,
CYP2J, CYP2N 1 CYP4A, koji kataliSu nastajanje izomera epoksieikozatrienske kiseline (EET)
(114).
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3. Ciljevi i radne hipoteze

Na pocetku izrade doktorske disertacije postavljeni su ciljevi i radne hipoteze, koje su

proverene na kraju eksperimentalnog rada.
3.1. Ciljevi

1. Ispitati hemijski sastav vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus.

2. Ispitati antioksidantnu aktivnost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus in vitro.

3. Ispitati efekat vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus na rast tumorskih ¢elija in vitro.

4. Ispitati citotoksi¢nost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus na rast Celija poreklom od
zdravog tkiva in vitro.

5. Ispitati antioksidantnu aktivnost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus in vivo.

6. Ispitati hepatoprotektivno ili hepatotoksi¢no delovanje vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus
in vivo.

7. Ispitati antitumorsko delovanje vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus in vivo prema ¢éelijama
Ehrlich-ovog ascitnog tumora (EAC) i Hepatom-a AS30D.

8. Ispitati antiinflamatorno delovanje vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus in vitro.

3.2. Radne hipoteze

1. Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus sadrzi komponente koje pokazuju antioksidantnu,
hepatoprotektivnu, antitumorsku i antiinflamatornu aktivnost.

2. Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus pokazuje statisticki zna¢ajno smanjenje oksidativnog
stresa in vitro.

3. Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus pokazuje statisticki znacajnu citotoksicnu aktivnost
prema tumorskim ¢elijama in vitro.

4. Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus pokazuje statisti¢ki znac¢ajno manju citotoksi¢nost prema

zdravim ¢elijama nego prema tumorskim ¢elijama in vitro odnosno vodeni ekstrakt ploda Rumex
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crispus ne pokazuje statisticki znacajnu citotoksi¢nost prema celijama poreklom od zdravog
tkiva in vitro.

5. Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus pokazuje statisticki znac¢ajno smanjenje oksidativnog
stresa in vivo.

6. Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus pokazuje statisticki znacajno hepatoprotektivno, a ne
pokazuje statisticki zna¢ajno hepatotoksi¢no delovanje in vivo.

7. Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus pokazuje statisticki znacajno antitumorsko delovanje
prema celijama Ehrlich-ovog ascitnog tumora (EAC) i Hepatom AS30D in vivo.

8. Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus pokazuje statisticki zna¢ajnu antiinflamatornu aktivnost

in vitro.
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4. Materijal i metode

Eksperimentalni deo doktorske disertacije sastojao se iz:
1. Fitohemijskog ispitivanja vodenog ekstrakta ploda Stavelja (Rumex crispus), koje je izvedeno
na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, na Katedri za Farmakognoziju;
2. In vitro ispitivanja antitumorskog i citotoksi¢nog delovanja vodenog ekstrakta ploda Stavelja
(R. crispus), koje je izvrSeno na Institutu za onkologiju Vojvodine, u Sremskoj Kamenici;
3. In vitro i in vivo ispitivanja antioksidantne aktivnosti, kao i in vivo ispitivanja
hepatoprotektivnog i antitumorskog delovanja vodenog ekstrakta ploda stavelja (R. crispus), koje
je izvedeno u Klinickom centru Vojvodine, na Samostalnom odseku za biohemiju, u Novom
Sadu;
4. In vitro ispitivanja antiinflamatornog delovanja vodenog ekstrakta ploda Stavelja (R. crispus),
koje je uradeno na Prirodno-matematickom fakultetu u Novom Sadu, na Katedri za Biohemiju 1
hemiju prirodnih proizvoda.

U nastavku ovog poglavlja date su detaljne smernice procedura koje su koris¢ene tokom

istrazivanja.
4.1. Fitohemijsko ispitivanje vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

4.1.1. Biljni materijal

Biljni materijal, ¢iji je bioloski potencijal bio predmet ispitivanja u ovoj doktorskoj
disertaciji, predstavljaju zreli plodovi Stavelja (Rumex crispus L., Polygonaceae) sakupljeni u
leto, tokom avgusta, u samoniklom livadskom pojasu u Kumodrazu (Beograd, Republika Srbija).
Biljni materijal je pregledan i deponovan u kolekciji primeraka jemstva (eng. Voucher
collection) Herbarijuma Farmaceutskog fakulteta, u Beogradu. Determinaciju je izvrsio prof. dr

Radisa Janci¢, Farmaceutski fakultet u Beogradu. Dodeljen vaucer broj je 3874.
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4.1.2. Priprema biljnog ekstrakta

Zreli plodovi Stavelja, osuseni na vazduhu (5 g), usitnjeni do praha, koriS¢eni su za
pripremu vodenog ekstrakta R. crispus. Aktivne komponente su ekstrahovane vodom tri sata na
50°C, nakon cCega je rastvaraC uparen pomoc¢u vakuum uparivaca. Tako dobijen suvi ostatak
sirovog vodenog ekstrakta zatim je rastvoren u toploj destilovanoj vodi (1 mL dH,0 po g suvog
ostatka) kako bi se dobio Cisti 5% vodeni ekstrakt plodova R. crispus. Pripremljen vodeni
ekstrakt plodova Stavelja koris¢en je u iIn vitro ispitivanjima, dok je eksperimentalnim
zivotinjama tokom in vivo eksperimenata davan oralno (per 0s). Suvi ostatak je, takode,
rastvoren i u dimetil-sulfoksidu (DMSO), i tako koris¢en prilikom ispitivanja in vitro

antitumorskog i antiinflamatornog delovanja.

4.1.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Za odredivanje flavonoidnih heterozida kori$¢ena je metoda koja je detaljno opisana u
literaturi Petrovi¢ i saradnici (119), i predstavlja spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida u
listu breze, Betulae folium (Ph. Eur. 6.0).

Prelije se u erlenmajeru 0,60 g droge u prasku (355) sa 20 mL acetona, doda 1 mL
rastvora urotropina (5 g/L) 1 2 mL hlrovodonicne kiseline (25 %) 1 zagreva do klju€anja 30 min
uz povratni hladnjak. Posle hladenja, smeSa se procedi preko malo vate u odmernu tikvicu od
100 mL. Ostatak droge i vata se zagrevaju jo§ dva puta po 10 min sa po 20 mL acetona uz
povratni hladnjak. Ohladeni ekstrakti se zatim procede preko malo vate natopljene acetonom u
istu odmernu tikvicu 1 sadrzaj dopuni acetonom do 100 mL.

20 mL ovog rastvora se u levku za odvajanje pomesa sa 20 mL vode 1 izmucka jednom sa
15 mL i tri puta sa po 10 mL etilacetata (etilacetat je gornji sloj). Spojeni etilacetatni ekstrakti se
u levku za odvajanje isperu dva puta sa po 50 mL vode, prebace u odmernu tikvicu od 50 mL i
sadrzaj dopuni do oznake etilacetatom. 10 mL ovog rastvora se prebaci u odmernu tikvicu od 25
mL, doda 1 mL aluminijumhlorid-reagensa i dopuni do oznake rastvorom siréetne kiseline (5 %)
u metanolu (ispitivani rastvor). Istovremeno se 10 mL ovog rastvora razblazi do 25 mL
rastvorom sir¢etne kiseline (5 %) u metanolu (slepa proba). Apsorbanca ispitivanog rastvora

meri se posle 30 min na 425 nm u odnosu na slepu probu.
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Sadrzaj flavonoida se izracunava u odnosu na specificni apsorpcioni koeficijent
hiperozida, Ajy/1cm = 500, prema izrazu:
Ax 1725
% flavonoida =
m
A - apsorbanca ispitivanog rastvora,

m - masa droge u gramima.
4.1.4. HPLC-MS analiza ispitivanog ekstrakta

Za hemijsku karakterizaciju vodenog ekstrakta ploda Stavelja primenjena je metoda
visokoefikasne te¢ne hromatografije (eng. High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
na uredaju Agilent 1260 HPLC kuplovanim sa G4212B PDA detektorom i autosemplerom
(Agilent, Waldbronn, Nemacka). Za hromatografsko razdvajanje koris¢ena je Zorbax SB-C18
kolona (4,6 mm x 250 mm, 5 pm) (Agilent Technologies) pri temperaturi od 25°C. Binarna
mobilna faza sastojala se od rastvora A (0,1% HCOOH) i rastvora B (acetonitril). Primenjen je
izokratski mod elucije (mobilna faza: 25% B, protok 0,8 mL/min). Uzorci su pripremljeni
razblazivanjem ispitivanog ekstrakta vodom 1 filtriranjem kroz 0,45 pm membranu. Injektovana
zapremina uzoraka iznosila je 10 uL. Retenciona vremena i UV spektri izolovanih komponenti
uporedivali su se sa odgovaraju¢im podacima standarda iz baze, a sve u svrhu identifikacije
komponenti. UV detekcija za hiperozid i mikvelianin bila je na 350 nm, a za (+)-katehin i galnu
kiselinu na 210 nm. Kalibracione krive standarda koriS¢ene za kvantifikaciju fenolnih
komponenti prethodno su pripremljene i iznosile su: za hiperozid (y = 5395,8 x + 88,94, R* = 1,
opseg koncentracija: 0,06-1,73 mg/mL), za mikvelianin (y = 4354,6 x + 23,927, R* = 0,99,
opseg koncentracija: 0,10-1,00 mg/mL), za (+)-katehin (y = 40258,0 x + 1715,2, R? = 0,9974,
opseg koncentracija: 0,00003-0,52 mg/mL), i za galnu kiselinu (y = 8501,8 x + 90,745, R*=1,
opseg koncentracija: 0,09-0,30 mg/mL). Uzorci su injektovani tri puta, a sadrzaj analiziranih

komponenti izrazen je u mikrogramima (pug) po gramu (g) suvog biljnog materijala.
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4.2. In vitro ispitivanje antioksidantnih svojstava vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L.

Prilikom ispitivanja in vitro antioksidantnih svojstava vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus L., kori§éene su modifikovane metode preuzete iz Cebovié (63).

4.2.1. Merenje intenziteta lipidne peroksidacije

Intenzitet lipidne peroksidacije odreden je merenjem koli¢ine malonildialdehida (MDA),
nastalog u procesu peroksidacije membranskih lipida, modifikovanom metodom po Buege-Aust-
u (120). TBA test (TBA-tiobarbiturna kiselina) je jedna od najces¢e koris¢enih metoda za
odredivanje intenziteta peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina koje ulaze u sastav ¢elijskih
membrana. Metoda se zasniva na formiranju obojenog kompleksa, koji nastaje u reakciji
malonildialdehida kao produkta peroksidacije lipida, i tiobarbiturne kiseline (Slika 4.1.).

Kompleks pokazuje maksimum apsorpcije na 532 nm.

H

5 OH
g
HS N OH 0 H N,
T |
N _z + H —_— OH
OH 0 HO OH
TBA MDA Obojeni kompleks
(4 p=532 nm) SH

Slika 4.1. TBA — test, reakcija formiranja obojenog kompleksa TBA sa MDA (63).

Kao model sistema bioloske membrane koriS¢en je komercijalni preparat prolipozoma
"PRO-LIPO S" (Lucas Meyer GmbH & Co., Hamburg, Nemacka) sa 30% fosfatidilholina soje,
pH=5-7. Preparat lipozoma je dobijen tako Sto su "PRO-LIPO S" prolipozomi razblaZeni sa

demineralizovanom vodom (1:10). Rastvaranje se odvijalo u ultrazvuénom kupatilu, 20-30
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minuta na sobnoj temperaturi. Dobijeni lipozomi su bili dijametra 225-250 nm sa udelom

fosfolipida od 3% i kori$c¢eni su za in vitro odredivanje intenziteta peroksidacije lipida.

* Kontrola: suspenzija lipozoma
rastvor FeSQ,, ¢=7,50 x 10 mol/L
rastvor askorbinske kiseline, c=3,50 x 10" mol/L
fosfatni pufer, pH 7,4
50%-ni rastvor etanola (EtOH)
* Proba: suspenzija lipozoma
rastvor FeSQ,, ¢=7,50 x 10”2 mol/L
rastvor askorbinske kiseline, c=3,50 x 10”° mol/L
fosfatni pufer, pH 7,4
biljni ekstrakt

Reakciona smeSa je inkubirana na sobnoj temperaturi 60 minuta. Po isteku vremena,
reakcionoj smesi je dodat rastvor EDTA, ¢=0,1 mol/L, kao i TBA reagens. Epruvete su zatim
stajale 20 minuta na klju¢alom vodenom kupatilu (stopiranje reakcije). Nakon hladenja,
reakciona smesa je centrifugirana na 3000 o/min tokom 10 minuta. Apsorbanca je merena na 532

nm. Svaki uzorak je raden u pet ponavljanja.

4.2.1.1. Merenje intenziteta lipidne peroksidacije lipozoma u kombinaciji sa rastvorom
ugljentetrahlorida

* Kontrola: suspenzija lipozoma
rastvor FeSQ,, ¢=7,50 x 10”2 mol/L
rastvor askorbinske kiseline, c=3,50 x 10”° mol/L
fosfatni pufer, pH 7,4
50%-ni rastvor etanola (EtOH)
rastvor CCl, u 50% etanolu

* Proba: suspenzija lipozoma
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rastvor FeSOy, ¢=7,50 x 10" mol/L

rastvor askorbinske kiseline, c=3,50 x 10 mol/L
fosfatni pufer, pH 7,4

biljni ekstrakt:

rastvor CCl, u 50% etanolu

Dalji tok eksperimenta je bio isti kao i u prethodnom slucaju.
4.2.2. Merenje intenziteta produkcije hidroksil radikala (OH")

Intenzitet produkcije hidroksil radikala (OH") je odreden pracenjem hemijske reakcije
degradacije deoksiriboze. U Fentonovoj reakciji Fe?* joni reaguju sa vodonik peroksidom (H.0O,)
generiSuci hidroksil radikal, koji je glavni pokreta¢ razgradnje 2-deoksiriboze pri ¢emu nastaju
proizvodi koji reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA-test). Nastali proizvodi, medu kojima
je najvazniji malonildialdehid, odreduju se spektrofotometrijskom metodom po Buege-Aust-u
(Slika 4.2.) (120).

Fe’* + H,0;, — Fe** + OH' + OH’

HO—CH, HO—CH, HO—CH,
o HO' 0 o, 0
—'\—-‘ u —_— = A —_— =
OH 0—0
OH OH
HO L0 HO HO
HO—CH, HO— HO—CH,
° [o L o
- ;_,J [ — = CH.} + |
o) o CH.,OH
OH OH
OH HO

DA

Slika 4.2. Degradacija 2-deoksi-D-riboze do MDA (63).
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* Kontrola: suspenzija lipozoma
rastvor vodonik peroksida, c=9,00 x 10”° mol/L
rastvor FeSQ,, ¢=1,00 -102 mol/L
rastvor 2-deoksi-D-riboze, ¢=5,00 x 10 mol/L
50% rastvor etanola (EtOH)

* Proba: suspenzija lipozoma
rastvor vodonik peroksida, c=9,00 x 10°° mol/L
rastvor FeSQ,, ¢=1,00 -10 mol/L
rastvor 2-deoksi-D-riboze, ¢=5,00 x 10” mol/L
biljni ekstrakt.

Dalji postupak je isti kao 1 kod odredivanja intenziteta lipidne peroksidacije.

4.2.2.1. Merenje intenziteta produkcije hidroksil radikala (OH®) u kombinaciji sa

rastvorom ugljentetrahlorida

* Kontrola: suspenzija lipozoma
rastvor vodonik peroksida, c=9,00 x 10”° mol/L
rastvor FeSQ,, ¢=1,00 -10 mol/L
rastvor 2-deoksi-D-riboze, ¢=5,00 x 10 mol/L
50% rastvor etanola (EtOH)
rastvor CCl, u 50% etanolu

* Proba: suspenzija lipozoma
rastvor vodonik peroksida, c=9,00 x 10”° mol/L
rastvor FeSQ,, ¢=1,00 -10 mol/L
rastvor 2-deoksi-D-riboze, ¢=5,00 x 10 mol/L
biljni ekstrakt
rastvor CCl, u 50% etanolu

Dalji postupak je isti kao i kod odredivanja intenziteta lipidne peroksidacije.
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4.2.3. Odredivanje stepena inhibicije DPPH’ radikala

Odredivanje sposobnosti inhibicije DPPH" radikala — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala
je jedna od pogodnih metoda za odredivanje antioksidantnog potencijala biljnih ekstrakata u in
vitro sistemima. Metoda se zasniva na pracenju promene ljubicaste boje stabilnog azot-
centriranog DPPH’ radikala u Zutu boju kada je on inhibiran, odnosno ,,uhvacen” od strane
antioksidanata iz ispitivanog ekstrakta. Pojava Zute boje potic¢e od sposobnosti antioksidanata da
deluju kao donori vodonika ili elektrona, pri ¢emu DPPH" prelazi u redukovanu formu DPPH-H
(Slika 4.3.).

S S
O,N \ / O,N
SR S
N—N—, —NO 5 N—N S—NO,
/ W /;/ / \ b,
=\ . SN ||4
W O,N & p  OeN
\ / N/
DPPH- radikal (ljubicast) DPPH-H (#ut)

Slika 4.3. DPPH’ radikal (63).

U 1 mL 100%-og rastvora ispitivanog ekstrakta dodaje se 1 mL 90 pmol/L rastvora
DPPH’ radikala. Rastvor se oboji ljubicasto. Intenzivno se mucka 5 minuta. Ukoliko rastvor
pozuti, inhibicija je 100% 1 pravi se razblaZeniji rastvor. Razblazenje se pravi sve dok boja
rastvora, tokom muckanja ne ostane svetlo ljubicasta. Radi se sa rastvorom tako odredene

koncentracije 1 jo§ pet razblazenija rastvora ($to sa osnovnim (100%) Cini Sest rastvora).

* Slepa proba: 4 mL metanola
* Korekcija: 10 pL ispitivanog ekstrakta Rumex crispus
* Kontrola: 1 mL 90 umol/L rastvora DPPH- radikala
3 mL metanola
* Proba: 1 mL 90 umol/L rastvora DPPH- radikala
3 mL metanola
50, 20, 10 pL ispitivanog ekstrakta Rumex crispus.
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Ovako pripremljene epruvete se ostave da odstoje 1h, a zatim se stepen inhibicije

odreduje spektrofotometrijski, na 515 nm. Svaki uzorak je raden u pet ponavljanja.
4.2.4. Odredivanje ukupnog antioksidantnog potencijala FRAP metodom

U cilju dobijanja potpunije informacije o antioksidantnim svojstvima ispitivanog
ekstrakta Rumex crispus, testirana je i ukupna antioksidantna aktivnost metodom FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power Assay) (121). Ovo je spektrofotometrijska metoda zasnovana na
redukciji Fe** u Fe?*, pod uticajem biljnog ekstrakta. FRAP reagens (2,4,6-tris(2-piridil)-1,3,5-
triazin) je dobijen meSanjem tri rastvora, A, B i C u odnosu 10:1:1. Rastvor A je predstavljao 300
mmol/L acetatni pufer pH=3,6; rastvor B — 10 mmol/L TPTZ u 40 mmol/L HCI i rastvor C — 20
mmol/L FeCls;. U FRAP reagens je dodato 100 pl uzorka. Svi antioksidanti prisutni u ekstraktu
koji imaju dovoljno nizak redoks potencijal redukuju jone Fe**. Fero-joni (Fe?*), nastali na ovaj
nacin, grade sa prisutnim ligandom plavo obojeni kompleks, Fe?*-TPTZ (gvozde-tripiridiltriazin)
(Slika 4.4.).

Razvijanje plave boje, prati se 4 min na 593 nm u odnosu na destilovanu vodu. Rezultat
se izrazava kao koncentracija Fe?* jona, u pmol/L, nastalih u reakcionom sistemu pri opisanim
uslovima ili u FRAP jedinicama (1 FRAP jedinica odgovara 100 umol/L FeCly).

Kontrolni rastvor predstavlja 100 umol/L rastvor Fe?* jona.

Svaki uzorak je raden u pet ponavljanja.

“-TPTZ + redukcioni agens —_— Fe’*_TPTZ (intenzivno obojem)

Slika 4.4. Reakcija primenjena u FRAP testu (63).
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4.2.5. Odredivanje stepena inhibicije stvaranja azot monoksida (NO)

Inhibicija azot monoksida je odredena spektrofotometrijskim merenjem stvaranja nitritnih
jona (122). Azot monoksid, nastao iz natrijum nitroprusida (SNP) u vodenom rastvoru pri
fizioloSkim pH, reaguje sa kiseonikom daju¢i nitritne jone koji se odreduju pomocu Griess-ove
reakcije.

Izvor azot monoksida bio je SNP (SNP rastvoren u fosfathom puferu pH=7). Griess-ov
reagens predstavlja smeSu 1% SA (sulfanilamida) i1 0,1% NEDA (N-(1-naftil)-
etilendiamindihidrohlorid).

Radna proba je pripremljena meSanjem SNP-a (natrijum nitroprusid), rastvora uzorka
(ispitivani ekstrakt Rumex crispus u fosfatnom puferu) i fosfatnog pufera pH=7.

Slepa proba je dobijena mesanjem SNP-a i fosfatnog pufera pH=7.

Radna i slepa proba su zatim inkubirane 60 minuta na svetlosti istog intenziteta. Nakon
inkubacije dodat je Griess-ov reagens, u slepu i u radnu probu. Oba rastvora su razblazena sa
destilovanom vodom.

Apsorbance radne i slepe probe su merene u odnosu na destilovanu vodu na 546 nm.
Inhibicija NO se izrazava procentualno u odnosu na slepu probu. Svaki uzorak je raden u pet

ponavljanja.
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4.3. In vitro ispitivanje antitumorske aktivnosti vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L.

4.3.1. Kulture ¢elijskih linija

Suvi ostatak vodenog ekstrakta ploda Stavelja rastvoren je u dimetil-sulfoksidu (DMSO),
pri ¢emu je napravljen osnovni rastvor koncentracije 200 mg/mL i Cetiri dodatna dvostruka
razblazenja koja su koriS¢ena za ispitivanje antiproliferativne aktivnosti. Osnovni rastvor je
sterilisan filtracijom, upotrebom 0,22 um $pric mikrofiltera (Sartorius, Nemacka).

U cilju odredivanja uticaja vodenog ekstrakta ploda $tavelja na rast tumorskih c¢elija in
vitro koris¢ene su humane tumorske celijske linije HeLa (epitelni karcinom cerviksa, ECACC
93021013), MCF7 (adenokarcinom dojke, ECACC 86012803) i HT-29 (adenokarcinom debelog
creva, ECACC 91072201). Efekat na rast celija zdravog tkiva ispitan je upotrebom humane
éelijske linije MRC-5 (fetalni fibroblasti pluéa, ECACC 84101801). Celije su gajene u DMEM
(Dullbeco’s Modified Essential Medium) medijumu uz dodatak 100 pL/mL fetalnog teleceg
seruma (FCS; NIVNS, Novi Sad, Srbija), 100 pg/mL streptomicina i 100 IU mL penicilina
(Galenika, Beograd, Srbija), u flaskovima od 25 mL (Corning, Njujork, SAD), na 37°C, u
atmosferi od 5% CO; i pri visokoj relativnoj vlaznosti. Celije su presadivane dva puta nedeljno
upotrebom 1 mg/mL tripsina (Serva, UK) sa 0,4 mg/mL EDTA i tretirane u logaritamskoj fazi
rasta.

Suspenzije ¢elija gustine 3-5 x 10° ¢elija po otvoru mikrotitar ploce sa 96 otvora,
(Sarstedt, Newton, SAD) dodate su u zapremini od 180 pL. 1 preinkubirane 24 h na 37°C. Nakon
toga, u svaki otvor dodato je po 1 pL ekstrakta (serija dvostrukih razblazenja u DMSO) do
postizanja zeljenih finalnih koncentracija (0,0039-1 mg/mL). U kontrolne otvore umesto uzorka
dodata je ista zapremina rastvaraca. Koncentracija DMSO u ¢elijskoj kulturi je < 5 pL/mL.
Nakon dodavanja uzoraka, ploce su inkubirane 48 h na 37°C, $§to je adekvatno vremenu od 2—3

generacije ¢elija u kontroli. Svi tretmani su ispitani u osam ponavljanja (n=8).
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4.3.2. Odredivanje intenziteta ¢elijskog rasta

Intenzitet Celijskog rasta odreden je merenjem ukupne koli¢ine proteina kolorimetrijskim
sulforhodamin B (SRB) testom (123). Sulforodamin B je fluorescentna anjonska boja koja se u
blago kiseloj sredini elektrostaticki vezuje za pozitivno naelektrisane aminokiselinske ostatke
¢elijskih proteina dajuci izrazito stabilne konjugate, jarko crvene boje. Nakon vezivanja proteina
i ispiranja viska boje, dodatkom slabe baze (TRIS), SRB se kvantitativno ekstrahuje iz ¢elije i
meri apsorbanca na specifi¢noj talasnoj duzini (540 nm) na osnovu ¢ega se odreduje ¢elijski rast.

Fiksiranje celija u mikrotitar plo¢ama odvija se 0,5 g/mL trihlorsir¢etnom kiselinom
(TCA), u toku 1h na 4°C, a potom ploce su isprane automatski Cetiri puta (Wellwash 4, Lab
systems, Helsinki, Finska) destilovanom vodom i osuSene. Zatim su bojene 4 mg/mL SRB u 10
mL/L siréetnoj kiselini (75 pL/otvoru) u toku 30 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga ploce su
isprane automatski éetiri puta 10 mL/L sir¢etnom kiselinom da bi se uklonio visak boje. SRB
boja je ekstrahovana iz ¢elija dodatkom 10 mmol/L tris [hidroksimetil] amino metanom (TRIS)
(200 pL po otvoru). Apsorbanca dobijenog rastvora merena je na 540 nm, kao specifi¢noj
talasnoj duzini za SRB, i na 620 nm, kao referentnoj talasnoj duzini za uklanjanje apsorbance
pozadine, koristec¢i fotometar (Multiscan Ascent, Labsystems, Helsinki, Finska).

Antiproliferativna aktivnost ekstrakta in vitro izrazena je kao srednja vrednost Cetiri
odredene ICsg vrednosti (koncentracija ekstrakta pri kojoj je inhibicija Celijskog rasta 50%) =+
standardna devijacija (ug/mL). Ova vrednost o€itana je iz krivih zavisnosti Celijskog rasta od
finalne koncentracije ekstrakta ili standarda dobijenih polinomskom regresionom analizom
(upotrebom ORIGIN 8.0, OriginLab, SAD softvera).

Za ispitivani ekstrakt izracunat je i ne-tumor/tumor odnos koris¢enjem ICsy vrednosti
dobijenih za ne-tumorsku i tumorsku ¢elijsku liniju prema formuli NT/T = ICsy ne-tumorske
¢elijske linije / ICsq tumorske celijske linije. Dobijene vrednosti NT/T iznad 1 odgovaraju vecoj

inhibiciji rasta tumorske ¢elijske linije u odnosu na ¢éelijsku liniju poreklom od zdravog tkiva.
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4.3.3. Odredivanje mehanizma celijske smrti

Tip celijske smrti (mehanizam delovanja) odreden je in vitro detekcijom apoptoze i
nekroze ELISA tehnikom, upotrebom Cell Death Detection ELISA™-YS kompleta (Roche,
Svajcarska), u &etiri ponavljanja (n=4). Ovaj spektrofotometrijski test se koristi za specifi¢no in
vitro kvalitativno i kvantitativno odredivanje mono- i oligonukleozoma (DNK fragmenata
vezanih za histone) u citoplazmatskoj frakciji pre i posle liziranja ¢elija. Zasnovan je na
enzimskoj sendvi¢-imunoadsorpcionoj metodi, u kojoj se koriste monoklonalna antitela miSa —
anti-DNK i anti-histon, koja vezuju DNK i histone, respektivno. Za anti-histon antitelo vezan je
biotin koji moZe da reaguje sa streptavidinom, proteinom koji ima izrazito visok afinitet za
biotin, a kojim su oblozene mikroplo¢e. Anti-DNK antitelo sadrzi enzim peroksidazu (POD),
koja katalizuje oksidaciju 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonata) (ABTS radikala) i
prevodi ga u zeleni ABTS™, &iji je apsorpcioni maksimum na 405 nm. Tokom perioda
inkubacije, anti-histon antitelo vezuje se za histonsku komponentu nukleozoma i simultano gradi
imunokompleks sa streptavidinom putem biotinizacije. Pored toga, anti-DNK-POD antitelo
reaguje sa DNK komponentom nukleozoma. Koli¢ina nukleozoma ekvivalentna je koli¢ini
peroksidaze iz imunokompleksa, a ona se odreduje spektrofotometrijski bojenom reakcijom sa
ABTS supstratom. Anti-histonska antitela misa vezuju se za histone HI, H2A, H2B, H3 i H4
razli¢itih organizama, dok anti-DNK-POD antitelo reaguje i sa jednostrukim i sa dvostrukim
lancem DNK.

Stepen apoptoze ili nekroze izrazen je kao faktor povecanja koncentracije mono- i
oligonukleozoma, koji je izracunat kao AT/AC, gde je AT apsorbanca probe tretirane
ekstraktom, a AC apsorbanca negativne kontrole. Takode, izraunat je odnos apoptoza/nekroza i

porast apoptoze.
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4.4. In vivo ispitivanja antioksidantnih/prooksidantnih i citotoksi¢nih efekata

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Prilikom ispitivanja in vivo antioksidantnih/prooksidantnih i citotoksi¢nih efekata
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L., koris¢ene su dopunjene i modifikovane metode

opisane u Cebovié (63).

4.4.1. Eksperimentalne Zivotinje

Postupak rada sa zivotinjama i svi eksperimentalni protokoli su sprovedeni u skladu sa
,,Pravilnikom o uslovima za upis u registar za oglede na Zivotinjama i sadrzini i na¢inu vodenja
tog Registra, programu obuke o dobrobiti oglednih Zzivotinja, obrascu zahteva za odobrenje
sprovodenja ogleda na Zivotinjama, nacinu nege, postupanja i liSavanju Zivota oglednih zivotinja,
kao i sadrzini i na¢inu vodenja evidencije o drzanju, reprodukciji, prometu, odnosno sprovodenju
ogleda na Zzivotinjama” (”Sluzbeni glasnik RS”, br. 39/10) Uprava za veterinu Ministarstva
poljoprivede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije. Eticka komisija Univerziteta u Novom
Sadu je dala pozitivno Misljenje (broj: 01-131/3-2 od 05.05.2014. godine, broj dokumenta EK: I-
2014-03), na osnovu kog je Uprava za veterinu Ministarstva poljoprivede, Sumarstva i
vodoprivrede Republike Srbije dala ReSenje o odobrenju sprovodenja ogleda na Zivotinjama
broj: 323-07-00550/2015-05 od 02.02.2015. godine.

In vivo ispitivanja antioksidantnih/prooksidantnih i citotoksi¢nih efekata vodenog
ekstrakta ploda Stavelja vrSila su se na eksperimentalnim Zivotinjama: muZjacima i Zenkama
miseva soja Hannover National Medical Institute (Hann:NMRI) i muZjacima i Zenkama pacova
soja Sprague Dawley. Sve zivotinje su dobijene iz laboratorije Samostalnog odseka za biohemiju
Centra za laboratorijsku medicinu, Klinickog centra Vojvodine (Novi Sad, Srbija). Sve
eksperimentalne Zivotinje su Cuvane u odgovaraju¢im kavezima, u strogo kontrolisanim
uslovima temperature (25°C) i vlaznosti vazduha (30-50%), pri rezimu svetlo-12h/tama-12h.
Eksperimentalne Zivotinje su imale slobodan pristup odgovarajucoj standardnoj hrani za miSeve
(LM, sa 19% proteina, Veterinarski zavod Subotica, Srbija), odnosno pacove (PA sa 20%

proteina, Veterinarski zavod Subotica, Srbija), i vodi. Eksperimenti in vivo radeni su sa
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Hann:NMRI misevima oba pola, starosti 6-8 nedelja, telesne mase 25 g £ 10%, i pacovima

Sprague Dawley oba pola, starosti 7-8 nedelja, telesne mase 200 — 250 g.

44.2. In vivo ispitivanja antioksidantnih / prooksidantnih i hepatoprotektivnih /

hepatotoksi¢nih efekata vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

In vivo ispitivanja antioksidantnih/prooksidantnih i hepatoprotektivnih/hepatotoksi¢nih
efekata vodenog ekstrakta ploda Stavelja vrSila su se na eksperimentalnim Zivotinjama:
muzjacima i zenkama miSeva soja Hannover National Medical Institute (Hann:NMRI).
Eksperimenti su bili radeni sa pripremljenim vodenim ekstraktom ploda Stavelja. Sve Zivotinje su
jednokratno primale oralno (per 0s) odgovarajuci ekstrakt, odnosno fizioloski rastvor (kontrolna
grupa). Ogled je trajao 7 dana.

Postupak in vivo ispitivanja na miSevima soja Hannover National Medical Institute
(Hann:NMRI): miSevi su slucajnim izborom podeljeni u grupe po Sest (6) jedinki u svakoj (n=6),
i to:

e Grupa CTRL — kontrolna grupa; Zivotinje koje su primale fizioloski rastvor, 1 mL/kg
telesne mase (per os) tokom 7 dana,

e Grupa CTRL + CCl, — negativna kontrolna grupa; zivotinje koje su primale fizioloski
rastvor, 1 mL/kg telesne mase (per os) tokom 7 dana i rastvor ugljentetrahlorida (CCly), 2
mL/kg telesne mase (i.p.), sedmog dana, 24h pre Zrtvovanja,

e Grupa A — F — zivotinje koje su bile tretirane ispitivanim vodenim ekstraktom ploda
Stavelja, koncentracije 1%, 2%, 3%, 4%, 5% ili 10% (per os) tokom 7 dana,

e Grupa A CCl, — F CCly4 — zivotinje koje su bile tretirane ispitivanim vodenim ekstraktom
ploda Stavelja, koncentracije 1%, 2%, 3%, 4%, 5% ili 10% (per os) tokom 7 dana, i 2

mL/kg telesne mase (i.p.) CCl, sedmog dana, 24h pre Zrtvovanja.

Na kraju eksperimenta, zivotinje su bile izmerene, anestezirane izofluoranom i
dekapitovane. Sakupljeni su uzorci krvi i jetre za biohemijske analize. Masa jetre je izmerena
nakon uklanjanja zuéne kese. Uzorci mase 1g su homogenizovani u TRIS-HCI/ saharoznom
medijumu (50 mM, 0,25 M, pH 7,40), 1:3, 4°C, pomocu Potter-Elvehjem-ovog seta za

homogenizaciju. Zatim je dobijeni homogenat centrifugovan na 3000 o/min tokom 10 min, a
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koncentracija proteina je odredena biuretskom metodom primenom bovinog serum albumina kao

standarda (63, 124).

4.4.3. In vivo ispitivanja antitumorske aktivnosti vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Postupak in vivo ispitivanja antitumorske aktivnosti vodenog ekstrakta ploda Stavelja
radio se na: misevima soja Hannover National Medical Institute (Hann:NMRI) (model Ehrlich-
ovog ascitnog karcinoma (EAC)), i na pacovima Sprague Dawley (model Hepatom AS30D).
Eksperimentalni miSevi 1 pacovi su slu¢ajnim izborom podeljeni u grupe po Sest (6) jedinki i
ogled je trajao 14 dana.

Prethodnim pilot eksperimentom proverena je zavisnost uticaja vodenog ekstrakta ploda
Stavelja na Celije EAC/AS30D od primenjene doze. Provereno je Sest doza (2 mL/kg t.m., 1,5
mL/kg tm., 1 mL/kg t.m., 0,5 mL/kg t.m., 0,2 mL/kg t.m., 0,1 mL/kg t.m.) i na osnovu toga su
odredene doze koje su primenjivane u eksperimentima: 1 mL/kg t.m., 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m.

Misevi (pacovi) su podeljeni u grupe po Sest (6) jedinki u svakoj (n=6), i to:

e Grupa kontrolna CTRL EAC/AS30D — miSevi (pacovi) sa implantiranim celijama
EAC/AS30D, tretirane su fizioloskim rastvorom (per 0s), tokom 14 dana,

e Grupa A — F PRETRETMAN — miSevi (pacovi) Su pretretirane ispitivanim vodenim
ekstraktom ploda Stavelja, odnosno NALC, odgovaraju¢e doze 1 mL/kg telesne mase
(t.m.), 2 mL/kg t.m. ili 5 mL/kg t.m. (per 0s), tokom 7 dana, a ¢elije EAC/AS30D su
implantirane 7. dana,

e Grupa A — F TRETMAN — miSevi (pacovi) su tretirane ispitivanim vodenim ekstraktom
ploda stavelja, odnosno NALC, odgovaraju¢e doze 1 mL/kg t.m., 2 mL/kg tm. ili 5
mL/kg t.m. (per 0s), 7 dana, a ¢elije EAC/AS30D su implantirane 1. dana,

e Grupa A — F POSTTRETMAN — misevi (pacovi) su posttretirane ispitivanim vodenim
ekstraktom ploda Stavelja, odnosno NALC, odgovarajuc¢e doze 1 mL/kg t.m., 2 mL/kg
t.m. ili 5 mL/kg t.m. (per os), tokom 7 dana, sa pocetkom 7 dana nakon implantacije
Celija EAC/AS30D.
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Po zavrSetku 14-og dana, sve Zivotinje (i miSevi 1 pacovi) su zrtvovane i sakupljen je
ascites EAC i AS30D za dalje biohemijske analize. Da bi se proverila hipoteza da se uticaj
vodenog ekstrakta ploda Stavelja na rast i razvoj tumora zasniva na promeni antioksidantnog
statusa u ¢elijama EAC/AS30D, isti postupak je ponovljen i sa jednim antioksidantom, N-acetil-

L-cisteinom (Sigma, 5mM), u istim dozama kao ispitivani ekstrakt.

4.4.4. Eksperimentalne metode u in vivo ispitivanjima

In vivo ispitivanje antioksidantnih svojstava vodenog ekstrakta ploda Stavelja
podrazumevalo je prac¢enje biohemijskih parametara (iz homogenata jetre i hemolizata krvi)
oksidativnog stresa, kao i ispitivanje potencijalnog hepatoprotektivnog efekta vodenog ekstrakta
ploda Stavelja nakon intoksikacije sa ugljentetrahloridom (CCly).

Biohemijski testovi su ukljucivali odredivanje aktivnosti nekoliko antioksidantnih
enzima: superoksid dismutaze, SOD (125), ksantin oksidaze, XOD (126), katalaze, CAT (127),
glutation peroksidaze, GSHPx (128), glutation reduktaze, GR (129), kao i sadrzaja redukovanog
glutationa, GSH (130), i intenziteta lipidne peroksidacije, LPx (120). U cilju dobijanja podataka
0 potencijalnom hepatoprotektivnom dejstvu ispitivanog vodenog ekstrakta ploda Stavelja
odredivani su slede¢i parametri: telesna masa, masa jetre, sadrzaj ukupnih proteina, AST, ALT i
bilirubina, kao 1 sadrzaj hidroksiprolina 1 DNK iz hepatocita.

Biohemijsko-histoloski testovi u toku in vivo ispitivanja antitumorske aktivnosti vodenog
ekstrakta ploda Stavelja obuhvatali su: 1) praCenje rasta tumora (volumen ascitesa), 2)
odredivanje broja tumorskih celija, 3) odredivanje Celijske vijabilnosti, 1 4) odredivanje
aktivnosti nekoliko antioksidantnih enzima (SOD, XOD, CAT, GSHPx, GR), koli¢ine
redukovanog GSH i intenziteta lipidne peroksidacije (LPx) u EAC/AS30D ¢elijama.

Superoksid dismutaza (SOD)

Sadrzaj superoksid dismutaze (SOD) je odreden spektrofotometrijski na osnovu promene
apsorbance na 560 nm, prema proceduri koja je detaljno opisana u radu Weydert i Cullen (125).
Za generisanje superoksid anjon radikala kori$¢en je sistem ksantin-ksantin oksidaza. Redukcija

nitroplavog tetrazolijuma je bila indikator produkcije superoksid anjon radikala. Metoda se
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zasniva na kompeticiji nitroplavog tetrazolijuma i enzima SOD za superoksid anjon radikal, i

merenju stepena inhibicije redukcije nitroplavog tetrazolijuma kao mere aktivnosti enzima SOD.

Ksantin oksidaza (XOD)

Sadrzaj ksantin oksidaze (XOD) je odreden spektrofotometrijski na osnovu promene
apsorbance na 293 nm, pri prelazu ksantina u mokra¢nu kiselinu.

Na uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 pL, dodato je 3 mL fosfatnog
pufera, pH 7,5 (optimalna pH za XOD), u kome se nalazio rastvor EDTA i ksantin u
koncentraciji od 1 mol/L. Nakon odredenog vremena, reakcija je stopirana, a reakciona smesa
centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta. Merena je apsorbanca reakcionog produkta na
293 nm, a rezultati su izraZeni u nmol/mg proteina (¢=1,2 x 10* L/molxcm).

Aktivnost enzima ksantin oksidaze se odreduje i primenom komercijalnog kita Abcam
(ab102522). Metoda se zasniva na prevodenju ksantina u vodonik-peroksid dejstvom enzima
XOD. Nastali H,O, dalje reaguje gradeci obojeni kompleks. Izmerena apsorbanca na 570 nm

direktno je proporcionalna aktivnosti enzima XOD (131).

Katalaza (CAT)

Sadrzaj katalaze (CAT) je odreden primenom vodonik-peroksida (H,0,) kao supstrata.

Uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 uL, dodat je u 3 mL rastvora fosfatnog
pufera (KP;), pH 7, koncentracije 0,05 mol/L, (u koji je dodato 0,075 mL 30%-nog rastvora H,0O,
na 50 mL KP;). Nakon odredenog vremena, reakcija je stopirana, a reakciona smesa
centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta. Merena je apsorbanca na 240 nm, a rezultati su
izrazeni u nmol/mg proteina (e=4,36 x 10* L/molxcm).

Aktivnost enzima katalaze se odreduje i primenom komercijalnog kolorimetrijskog kita
Abcam (ab83464). Metoda se zasniva na prevodenju vodonik-peroksida u vodu i kiseonik,
dejstvom enzima katalaze iz uzorka. Koli¢ina H,O, koja nije konvertovana gradi obojeni
kompleks. Aktivnost enzima CAT je obrnuto proporcionalna izmerenoj apsorbanci na 570 nm
(132).
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Glutation peroksidaza (GSHPx)

Sadrzaj glutation peroksidaze (GSHPx) je odreden pomoc¢u kumol hidroperoksida (o-
dimetil-benzilhidroperoksid) kao supstrata.

Uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 pL, pomesan je sa 0,75 mL TRIS/HCI
pufera (pH 7,6), c=5 x 10 mol/L (pufer 1) i termostatiran 10 minuta na 37 °C. U reakcionu
smeSu je zatim dodat 0,1 mL rastvora GSH, c=2,1 x 10° mol/L i 0,1 mL rastvora
kumolhidroperoksida u metanolu, (1:200) i ponovo termostatirano 5 minuta na 37 °C. Potom je
dodato 1 ml 20%-nog rastvora TCA, da bi se reakcija stopirala. Reakciona smeSa je
centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta. Zatim je u 2 mL TRIS/HCI pufera, pH 8,9 (pufer
I1), ¢=0,4 mol/L, dodat 1 mL supernatanta i 0,1 mL rastvora DTNB (0,02 g u 5 mL pufera II).
Merena je apsorbanca na 412 nm. Rezultati su izrazeni u nmol/mg proteina (e=1,36 x 10*
L/molxcm).

Aktivnost enzima glutation peroksidaze se odreduje i1 primenom komercijalnog
kolorimetrijskog kita BioVision. U ovoj metodi, dejstvom enzima GSHPx kumen hidroperoksid
se redukuje, a GSH oksiduje u GSSG. Zatim se posredstvom enzima GR vrsi redukcija GSSG u
GSH, uz trosenje NADPH. Merenjem apsorbance na 340 nm uoceno je snizenje koncentracije
NADPH, kao mere aktivnosti enzima GSHPx (133).

Glutation reduktaza (GR)

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

Na uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 uL, dodato je 0,2 mL 2%-nog
rastvora GSSG, 0,3 mL rastvora NADPH, c=1 x 10° mol/L, a optimalna pH vrednost je
podesena dodavanjem 2 mL fosfatnog pufera (KP;), pH 7,6. Nakon odredenog vremena, reakcija
je stopirana, a reakciona smesa centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta. Zatim je merena
apsorbanca nastalog produkta na 340 nm. Rezultati su izrazeni u nmol/mg proteina (= 6,22 x
10° L/molxcm).

Aktivnost enzima glutation reduktaze se odreduje 1 primenom komercijalnog
kolorimetrijskog kita BioVision. Metoda se zasniva na konvertovanju GSSG u GSH dejstvom
enzima GR. Nastali GSH dalje reaguje sa 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzojevom kiselinom) i formira

zuto obojeni kompleks, sa maksimumom apsorpcije na 405 nm (134).
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Redukovani glutation (GSH)

Sadrzaj redukovanog glutationa (GSH) odreden je na osnovu kolicine ne-protein
sulfhidrilnih ostataka pomoc¢u Ellman-ovog reagensa.

Odredivanje GSH u krvi: U uzorak hemolizata krvi zapremine 2 mL, dodato je 3 mL
rastvora 4%-ne sulfosalicilne kiseline i centrifugirano 10 minuta na 3000 o/min. Potom je na
odredenu zapreminu supernatanta dodat Ellman-ov reagens (smesa 0,2 mol/L rastvora DTNB i 1
x 10 mol/L rastvora KP;, pH 8) u odnosu 1:4. Merena je apsorbanca nastalog obojenog
proizvoda na 412 nm. Sadrzaj GSH izracunat je iz molarnog apsorpcionog koeficijenta (¢=1,36 x
10* L/molxcm), a preraCunat na mL eritrocita preko hematokrita.

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

preracunat na mg proteina preko ukupnih proteina.

Intenzitet lipidne peroksidacije (LPx)

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

Uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 pL, je zagrevan 15 minuta na
kljuéalom vodenom kupatilu sa 3 mL rastvora Cinidle (tiobarbiturna kiselina 0,375% u 15%
TCA (3,75 g TBA + 15 g CCI3COOH + 20,72 mL 37% HCI + jedna-dve kapi a-tokoferola na 1L
rastvora)). Rastvor je zatim centrifugiran 10 minuta na 3000 o/min i merena je apsorbanca
nastalog proizvoda reakcije na 535 nm. Rezultati su izraZeni u nmol/mg proteina (e=1,56 x 10°

L/molxcm).

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Ukupni proteini odredeni su biuretskom metodom (63, 135).

Na 50 uL uzorka homogenata jetre i na 50 pL standarda dodato je 2,5 mL rastvora
biuretskog reagensa (CuSO4x5H,0 - 0,15%, K,Na-tartarat - 0,6%, rastvor Kl - 0,1% u 0,85
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mol/L NaOH i deoksiholat - 1,5%), i nakon 30 minuta merena je apsorbanca nastalog jedinjenja
na 540 nm. Koncentracija proteina odreden je iz proporcije:
Ci:Cs=A¢: A

gde su:

s — koncentracija standarda, ¢s=50 g/L,

¢t — koncentracija uzorka,

A — apsorbanca standarda,

A: — apsorbanca uzorka.

Serumski parametri funkcije jetre — AST, ALT, bilirubin

Aktivnost serumske aspartat transaminaze (AST) i alanin transaminaze (ALT) je
odredena fotometrijski, po modifikovanoj metodi opisanoj u Cebovié¢ (135) i Spasi¢ i saradnici
(136).

Metoda za odredivanje aktivnosti AST zasniva se na slede¢im reakcijama:

AST
L-aspartat + a-ketoglutarat — oksaloacetat + L-glutamat

MDH
oksaloacetat + NADH + H" - L-malat + NAD",

gde je MDH — malat dehidrogenaza.

Posledica oksidacije NADH u NAD" je promena apsorbance.

Za odredivanje aktivnosti AST koriS¢eni su serum miseva 1 AST kit (,,DIALAB” kit za
enzim AST) koji se sastoji iz:

Rastvor 1: Tris pH 7,8, L- aspartat i MDH

Rastvor 2: NADH i a-ketoglutarat.

MesSanjem Cetiri volumena Rastvora 1 sa jednim volumenom Rastvora 2 dobijen je radni
rastvor. Zatim je u kivetu preneto 1,5 mL radnog rastvora i 300 pL seruma. Merena je
apsorbanca na 340 nm svakog minuta (4 merenja) i odredena je srednja vrednost apsorbance
(AA/min). Aktivnost AST je izraCunata iz jednacCine:

AST (U/L) = AA/min x faktor; faktor = 952.

Metoda za odredivanje aktivnosti ALT zasniva se na slede¢im reakcijama:

ALT
L-alanin + a-ketoglutarat — piruvat + L-glutamat

LDH
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piruvat + NADH + H" — L-laktat + NAD,
gde je LDH — laktat dehidrogenaza.

Posledica oksidacije NADH u NAD" je promena apsorbance.

Za odredivanje aktivnosti ALT kori$¢eni su serum miseva i ALT kit (,,DIALAB” kit za
enzim ALT) koji se sastoji iz:

Rastvor 1: Tris pH 7,5, L-alanin i LDH

Rastvor 2: NADH i a-ketoglutarat.

Mesanjem cetiri volumena Rastvora 1 sa jednim volumenom Rastvora 2 dobijen je radni
rastvor. Zatim je u Kivetu preneto 1,5 mL radnog rastvora i 300 pL seruma. Merena je
apsorbanca na 340 nm svakog minuta (4 merenja) i odredena je srednja vrednost apsorbance
(AA/min). Aktivnost ALT je izraCunata iz jednacine:

ALT (U/L) = AA/min x faktor; faktor = 952.

Sadrzaj bilirubina je odreden fotometrijski, primenom reakcije sa dijazo reagensom, po
metodi opisanoj u Cebovié (135) i Kovadevié¢ (137). Metoda se zasniva na reakciji bilirubina sa
dijazo reagensom formirajuci kompleks azo-bilirubina ruzicaste boje sa apsorbancom na 540 nm.

Za odredivanje sadrzaja bilirubina koriS¢en je komercijalni kit (,,DIALAB” kit za
bilirubin), odnosno serum miseva, standard bilirubina, Reagens 1 (sulfanilinska kiselina, NaCl i
EDTA) i Reagens 2 (EDTA, hidrohlorna kiselina, 2,4-dihlorofenil diazonijum so).

Merena je apsorbanca na 540 nm uzorka (200 pL seruma sa 2 mL Reagensa 1) i
standarda (200 pL standarda seruma sa 2 mL Reagensa 1) prema slepoj probi (200 pL H,O sa 2
mL Reagensa 1). Izmerene apsorbance su oznacene kao Ajt za uzorak i A;s za standard. Uzorku
i standardu je dodato po 500 uL Reagensa 2. Ponovo je izmerena apsorbanca na 540 nm uzorka i
standarda i oznacena kao A,t i Azs. Koncentracija uzorka je izracunata iz proporcije:

Ct: Cs= AA;: AA;,
gde su:

s — koncentracija standarda, ¢s=6,16 umol/L,

Cct — koncentracija uzorka,

AAg — apsorbanca standarda, AAs=Agps-Ass,

AA; — apsorbanca uzorka, AA=AyT-AsT.
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Odredivanje hidroksiprolina

Koncentracija hidroksiprolina u jetri je odredena po modifikovanoj metodi opisanoj u
Cissell i saradnici (138). Na uzorak je dodat rastvor hloramin-T u smesi 74% v/v H,0, 26% v/v
2-propanol, 0,629 M NaOH, 0,140 M limunska kiselina (monohidrat), 0,453 M natrijum-acetat
(anhidrovani), i 0,112 M glacijalna sir¢etna kiselina. Zatim je dodat Ehrlich-ov rastvor (1 M p-
dimetilaminobenzaldehid u 30% v/v HCI i 70% v/v 2-propanol) uz muckanje na vorteksu. Nakon

inkubacije na 65°C, i hladenja, merena je apsorbanca na 550 nm.

Odredivanje sadrzaja DNK hepatocita

Za biohemijsko odredivanje sadrzaja DNK hepatocita koris¢ena je modifikovana metoda
opisana u Cebovié (135) i Schulte-Hermann i saradnici (139). Metoda se zasniva na prevodenju
deoksiriboze (oslobodena iz DNK u kiseloj sredini) u furfural i merenju apsorbance na 600 nm
plavog kompleksa furfurala sa difenilaminom.

Merena je apsorbanca na 600 nm uzorka (1 mL DNK uzorka sa 2 mL Burton-ovog
reagensa) i standarda (1 mL standarda DNK sa 2 mL Burton-ovog reagensa) prema slepoj probi
(1 mL H20 sa 2 mL Burton-ovog reagensa). [zmerene apsorbance su oznacene kao A; za uzorak i
A, za standard. Koncentracija uzorka je izraCunata iz proporcije:

Ct:Cs= A A
gde su:

Cs — koncentracija standarda, ¢,=250 pug/mL,

ct — koncentracija uzorka,

A — apsorbanca standarda,

A — apsorbanca uzorka.

Odredivanje broja tumorskih celija i c¢elijske vijabilnosti

Ascites Ehrlich-ovog tumora i Hepatom AS30D je prenesen u rastvor Krebs-Ringer-ovog
fosfatnog pufera (0°C, pH 7,4). Dobijena suspenzija je zatim podvrgnuta nizu centrifugiranja pri
4500 rpm (MSE HIGH SPEED centrifuga na 4°C) i 12000 rpm (Eppendorf 3200 centrifuga, 2,5
min) da bi dobili gustu suspenziju ¢elija (1:1). Nakon toga, odredivana je tezina ¢elija, kao i broj

¢elija izrazen kao broj éelija/mm3 (brojanje vrSeno u Neubauer-ovoj komori).
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Vijabilnost ¢elija je odredena na primenom tripan plavog (0,4% rastvor u Krebs-Ringer-
ovom fosfatnom puferu), boje koja ne ulazi u intaktne Celije, ve¢ boji ostecene celije. Rezultati

su izrazeni kao % ostecenih celija.

Biohemijski testovi
Aktivnosti nekoliko antioksidantnih enzima (SOD, XOD, CAT, GSHPx, GR), koli¢ina
redukovanog GSH i intenzitet lipidne peroksidacije (LPx) su odredivani u EAC/AS30D ¢elijama.

4.5. In vitro ispitivanje antiinflamatorne aktivnosti vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L.

4.5.1. Odredivanje broja trombocita

Koncentrat trombocita koji se koristio u eksperimentu dobijen je iz Instituta za transfuziju
u Novom Sadu. Trombociti su bili zastareli (nakon 5 dana) za medicinsku upotrebu i bio je
smanjen njihov broj, ali su i dalje bili vijabilni. Cuvani su uz neprestano blago mesanje na
temperaturi od 20°C do 24°C. Nakon tretiranja trombocita 1% amonijum-oksalatom, odreden je
njihov tacan broj brojanjem u Neubauer-ovoj komori (Slika 4.5.), pri ¢emu se pod mikroskopom
vijabilni trombociti uo€avaju kao svetlucave cestice.

Najpre je pripremljen rastvor trombocita za brojanje: meSanjem 10 pL koncentrata
trombocita i 990 uL 1% rastvora amonijum-oksalata, pri ¢emu je dobijeno razblazenje od 100
puta. Nakon 10 min stajanja rastvora na sobnoj temperaturi pre brojanja, 10 uL pripremljenog
rastvora nanosio se u Neubauer-ovu komoru. Kada su se trombociti ,,umirili posle nekoliko
minuta, brojanje je vrSeno u centralnom kvadratu u odabranim kvadrati¢ima, najmanje Cetiri
puta, na mikroskopskom uvecanju od 40 puta. Brojani su trombociti koji svetlucaju, pri ¢emu se
u obzir uzimaju trombociti u samom kvadrati¢u i trombociti koji se nalaze na dve odabrane
strane kvadrati¢a (npr. desna i donja strana, ili leva i gornja strana). Isti princip je koriSten za
svaki kvadrati¢ odabran za brojanje.

Visina komore iznosila je 0,1 mm, a povrsina jednog kvadrati¢a u kom se broje trombociti

0,04 mm?, tako da je zapremina u kojoj se broje trombociti 4 x 10° mm3tj. 4 x 10°® mL. Uzevsi
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u obzir dimenzije komore, kao i1 razblazenje trombocita, formirana je formula po kojoj je odreden

broj trombocita i ona glasi:

broj trombocita/mL = (srednja vrednost izbrojanih trombocita x razblaZenje (100))/(4 x 10°°)

T

Slika 4.5. Neubauer-ova komora - kvadrat u kojem se broje trombociti.

4.5.2. Eksperimentalni postupak za odredivanje inhibicije nastajanja metabolita

arahidonske kiseline

Za odredivanje antiinflamatorne aktivnosti ispitivanih ekstrakata i standardnih jedinjenja
primenjena je modifikovana metoda Safayhi i saradnika (140). Metoda je zasnovana na
odredivanju sposobnosti inhibicije produkcije medijatora inflamacije, odnosno produkata
ciklooksigenaznog i lipoksigenaznog puta metabolizma arahidonske kiseline, 12-HHT, TXB,,
PGE; i 12-HETE, u intaktnom c¢elijskom sistemu (humanim trombocitima), gde je proces
inflamacije izazivan dejstvom kalcijumove jonofore A23184 (kalcimicin) (117, 141, 142).

Opsti postupak:

1. Preinkubacija trombocita u puferu;

2. Dodavanije ispitivanog ekstrakta ili jedinjenja — vodenog ekstrakta ploda R. crispus;

3. Inkubacija;

4. Dodavanje dvovalentne katjonske jonofore A23184 (kalcimicin);
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5. Inkubacija;
6. Dodavanje kalcijum-hlorida;
7. Inkubacija;
8. Zaustavljanje reakcije mravljom kiselinom;
9. Dodavanije internog standarda (PGB,);
10. Izolovanje nastalih 12-HHT, 12-HETE, PGE; i TXBy;
11. Kvantitativno pracenje metabolita/internog standarda pomo¢u LC-MS/MS tehnike.
Pocetne koncentracije ispitivanih uzoraka:
ektrakta ploda R, crispus: 1,25, 2,50, 5,00, 10,00, 25,00, 50,00 mg/mL;
standarda kvercetina: 0,156, 0,312, 0,625, 1,250, 2,500, 5,000 mg/mL.
Napravljene su odgovarajuée serije razblazenja ekstrakta i1 standardnog jedinjenja.

Eksperimentalni postupak je prikazan u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Eksperimentalni postupak za odredivanje inhibicije produkcije metabolita 12-HHT,
TXB,, PGE,i 12-HETE.

Radna proba Korekcija Kontrola Slepa proba

4 x 10% trombocitau | 4 x 10 trombocitau | 4 x 10% trombocitau | 4 x 108 trombocita u
2,0 mL puferapH 7,2 | 2,0 mL pufera pH 7,2 | 2,0 mL pufera pH 7,2 | 2,0 mL pufera pH 7,2

0,1 mL 0,1 mL
0,1 mL rastvaraca 0,1 mL rastvaraca
ekstrakt/standard ekstrakt/standard
0,1 mL 125 pmol/L 0,1 mL 125 pmol/L
0,1 mL DMSO 0,1 mL DMSO
A23187 A23187
0,3 mL 16,66 mmol/L 0,3 mL 16,66 mmol/L
0,3 mL dH,0O 0,3 mL dH,0O
CaC|2 CaCIZ

5,8 mL 1% HCOOH | 5,8 mL 1% HCOOH | 5,8 mL 1% HCOOH | 5,8 mL 1% HCOOH
(4°C)” (4°C)” (4°C)” (4°C)”

50 uL 6 pg/mL PGB, | 50 pL 6 pg/mL PGB, | 50 uL 6 pg/mL PGB, | 50 uL 6 pg/mL PGB,

8,0 mL smese 8,0 mL smese 8,0 mL smeSe 8,0 mL smeSe
CHCl3:MeOH (1:1) | CHCI;:MeOH (1:1) | CHCI3:MeOH (1:1) CHClI3:MeOH (1:1)

“u slu¢aju da se formira gel, smesa se, pre dodatka 1% HCOOH, intenzivno mucka (Vortex) do te¢nog stanja.
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LC-MS/MS analiza je koris¢ena za izolovanje jedinjenja: 12-HHT, TXB,, PGE,, 12-
HETE i PGB,. Za hromatografsko razdvajanje koristila se Zorbax SB-C18 30 mm x 2,1 mm x
3,5 um (Agilent Technologies) reversno-fazna kolona pri temperaturi od 65°C. Binarna mobilna
faza sastojala se od 0,6% sircetne kiseline (A) i metanola (B), a protok je iznosio 1,0 mL/min.
Primenjivao se gradijentni mod, koji podrazumeva slede¢i odnos faza: 0,0 min 65% B, 2,0 min
100% B, 3,5 min 100% B, sa post-vremenom od 3,0 min. Injektovana zapremina svih uzoraka
bila je 5 uL. ESI parametri su bili: gas za suSenje (N2) temperature 350°C, protok 9 L/min,
pritisak gasa nebulajzera 40 psi i napon na kapilari 4 kV, dok su ostali optimizovani parametri

prikazani su u Tabeli 4.2. Kvantifikacija jedinjenja uradena je u negativnom MRM modu.

Tabela 4.2. Optimizovani parametri za kvantifikaciju 12-HHT, TXB,, PGE,, 12-HETE i PGB,.

o Polaritet | Jonska | Jon prekursor |Jon proizvod | Koliziona Napon
Jedinjenje | Mod ) y
jona vrsta (m/2) (m/z) energija (V) | fragmentora (V)

12-HHT | MRM NI [M—H]" 279 261 5 120

TXB, MRM NI [M—H]" 369 169 15 120

PGE, MRM NI [M—H]" 351 271 15 120

12-HETE | MRM NI [M-H]" 319 310 7 120

PGB, MRM NI [M-H]" 333 315 13 120

Na osnovu odnosa povrsine pika metabolita (12-HHT, TXB,, PGE; i 12-HETE) i
povrsine pika internog standarda (PGBj) izracunate su vrednosti Ry, (radna proba), Rior
(korekcija), Rion (kontrola) i Rg, (slepa proba) za odgovarajuce probe, a inhibicija produkcije

metabolita 1 enzima izraCunata je sledecom jednacinom:

1 (%) = (1 - (Rip-Rior)/(Rion-Rsp)) x 100%

Na osnovu I vrednosti odredene su ICsp vrednosti (koncentracija pri kojoj je aktivnost
produkcije metabolita/enzima inhibirana 50%) ocitavanjem sa odgovarajuceg grafika (funkcija I
(%) u zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izrazen kao srednja vrednost tri odredene

ICs0 vrednosti + standardna devijacija (mg/mL).
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4.6. Statisticka analiza

Rezultati, dobijeni merenjem odredenog broja uzoraka, izrazeni su kao srednja
vrednosttstandardna devijacija srednje vrednosti. Uraden je Studentov t-test radi identifikacije
statistiCkih razlika. p vrednosti 0,05 ili nize (p<0,05) smatrane su statisticki znacajnim. Za
poredenje rezultata dobijenih za razliCite koncentracije ekstrakta, razliite nacine aplikacije
ekstrakata, ili razlike po dva parametra (ekstrakt/doza, odnosno eckstrakt/nacin aplikacije),
koris¢ene su dve statistiCke metode: jednofaktorska i dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA).
Znacajne statisticke razlike su identifikovane primenom dva post-hoc testa: Tuckey testa, i

Bonferroni post-hoc testa.
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5. Rezultati i diskusija

5.1. Fitohemijski sastav vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Glavni cilj fitohemijskog ispitivanja sastava vodenog ekstrakta ploda Stavelja
predstavljao je odredivanje ukupnih flavonoida, kao i kvalitativno i kvantitativno odredivanje
najdominantnijih polifenolnih jedinjenja, koji su prisutni u ekstraktu vrste R. crispus, primenom
HPLC/UV-VIS. Sadrzaj ukupnih flavonoida, izra¢unat nakon analize ¢ija je procedura detaljno
opisana u eksperimentalnom delu disertacije, iznosio je 0,67%. U Tabeli 5.1. prikazani su
rezultati ispitivanja fitohemijskog sastava ekstrakta R. crispus. Iz Tabele 5.1. vidi se da je
mikvelianin najdominantniji flavonoidni heterozid u vodenom ekstraktu ploda Stavelja, sa
koncentracijom 2,41%, a zatim sledi hiperozid sa koncentracijom 0,79%. Mikvelianin i hiperozid
kao aglikonsku komponentu sadrze kvercetin.

Hromatogram precis¢enog vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus snimljen je na 210 nm
i 350 nm. Medutim, zbog izraZenih interferencija na 210 nm, za dalju analizu i obradu odabran je
hromatogram snimljen na 350 nm. Hromatogram prec¢is¢enog vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus snimljen na 350 nm prikazan je na Slici 5.1.

Tabela 5.1. Fitohemijski sastav vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus.

Polifenolna komponenta Sadrzaj (%)
Hiperozid 0,789 + 0,007
Katehin 0,047 + 0,001
Mikvelianin 2,409 + 0,020
Galna kiselina 0,300 + 0,003

Rezultati su prikazani u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (SD), n=3.
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will

Slika 5.1. Hromatogram precis¢enog vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus

snimljen na 350 nm.

U studiji Maksimovi¢ i saradnika (7) TLC analizom metanolnog ekstrakta ploda R.
crispus potvrdeno je prisustvo polifenola, kao $to su flavonoidi (slobodni i vezani u glikozide),
fenolne kiseline 1 procijanidini. Takode, brojne studije su pokazale prisustvo fenolnih jedinjenja
u razli¢itim ekstraktima R. crispus (8, 17). Idris i saradnici (10) su pokazali da vodeni ekstrakti
lista 1 korena sadrze flavonoide, a njihov sadrzaj je racunat na kvercetin. Kvercetin pripada
flavonolima, i jedan je od naj¢eS¢e izuCavanih flavonoida (11). Pripisuju mu se antivirusna
aktivnost, antitumorska, antioksidantna, antiinflamatorna dejstva, a takode ima i sposobnost
inhibicije agregacije trombocita i lipidne peroksidacije (11, 15, 143). Sebastian i saradnici (12)
merili su dnevni unos flavonoida, i dosSli su do zaklju¢ka da je kvercetin jedan od najviSe

unosenih flavonoida putem ishrane.
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5.2. In vitro antioksidantna svojstva vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus
L.

In vitro antioksidantna aktivnost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus ispitivana je
prema protokolu koji je detaljno opisan u eksperimentalnom delu disertacije. Ispitivanja su

izvedena sa osnovnim rastvorom i pet razblaZzenja. Sva merenja su ponovljena Sest puta.

5.2.1. Intenzitet lipidne peroksidacije lipozoma, bez prisustva i u prisustvu CCl,, nakon
primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Rezultati ispitivanja intenziteta lipidne peroksidacije lipozoma, bez prisustva i u prisustvu
CCly, nakon primene vodenog ekstrakta ploda Stavelja prikazani su u Tabeli 5.2. 1z Tabele 5.2. se
vidi da su sve koncentracije pomenutog ekstrakta smanjile intenzitet in vitro lipidne
peroksidacije (LPx) lipozoma u odnosu na kontrolu. Najja¢i inhibitorski efekat postignut je
koncentracijom 10% ekstrakta bez prisustva ugljentetrahlorida, dok je u prisustvu pomenutog
jedinjenja, koncentracija 5% ekstrakta pokazala najvece smanjenje intenziteta LPx. Utvrdena je
znacajna razlika u prose¢nim vrednostima intenziteta lipidne peroksidacije lipozoma nakon
primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. bez prisutva CCl,, izmedu kontrolne grupe i
grupe sa primenjenom koncentracijom 1% (t=3,127, p=0,014), dok nije utvrdena znacajna
razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u prisustvu CCl, (LPx+CCly,) izmedu kontrolne
grupe i grupe kod koje je primenjena 1% koncentracija. Rezultati svih komparacija u odnosu na

kontrolnu grupu su oznacéeni u Tabeli 5.2. i na Grafikonu 5.1.
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Tabela 5.2. Intenzitet lipidne peroksidacije lipozoma, bez prisustva i u prisustvu CCl4, nakon

primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

1% 2% 3%
bez CCl, CTRL 73,64+1,39 60,60+2,79 55,16+1,69
76,62+1,61 4% 5% 10%
41,52+2,17 21,98+2,56 19,44+3,02°
1% 2% 3%
CTRL 198,46+15,75 | 193,38+12,63 157,12+14,00"
sa CCle 220,66+18,93 4% 5% 10%
107,92+9,42" 91,76+6,89 98,86+9,84

Intenzitet lipidne peroksidacije je izrazen u nmol MDA/mL lipozoma. Rezultati su prikazani u obliku srednja
vrednost + standardna devijacija (SD). CTRL — kontrola. *- statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL.

© LPx
IS
3 + 7
o
= T
_
=
()] 220.66
s 198.46 193.38
IS)
IS
[
‘{ 52 ﬂ'f’? xm
CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10% CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10%
Ekstrakt Ekstrakt+CCl4

Grafikon 5.1. Intenzitet lipidne peroksidacije lipozoma, bez prisustva i u prisustvu CCl,, nakon

primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Analiziranjem intenziteta lipidne peroksidacije lipozoma nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L., bez prisustva CCl, (LPy), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim
vrednostima ovog parametra u odnosu na koncentraciju (ANOVA F=429,22, p<0,001). Daljom
analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene su znacajne razlike u prose¢nom intenzitetu lipidne
peroksidacije lipozoma nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L., bez prisustva
CCly, izmedu uzastopnih koncentracija: 1% 1 2% (p<0,001), 2% i 3% (p=0,014), 3% i 4%
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(p<0,001), 4% 1 5% (p<0,001). Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢nom intenzitetu LPy
izmedu koncentracije 5% i 10% (p=0,537). Ispitivani ekstrakt je u koncentraciji 5% bez prisustva
ugljentetrahlorida pokazao najveéi inhibitorni efekat na sintezu MDA, kao indikatora lipidne
peroksidacije. Rezultati su bili uporedivi sa radom Maksimovi¢ 1 saradnici (7), u kome je
ispitivan metanolni ekstrakt ploda Stavelja, kao i1 kvercetin i BHT. Rezultati svih medusobnih
komparacija u odnosu na nivo koncentracije (%) prikazani su u Tabeli 5.3.a).

Analiziranjem intenziteta lipidne peroksidacije lipozoma nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L., u prisustvu CCl,; (LP4+CCly), utvrdena je znacajna razlika u
prose¢nim vrednostima u odnosu na primenjenu koncentraciju (ANOVA F=83,174, p<0,001).
Daljom post-hoc analizom (Tukey) utvrdene su znacajne razlike u prose¢nom intenzitetu lipidne
peroksidacije lipozoma nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L., u prisustvu CCly,
izmedu slede¢ih uzastopnih koncentracija: 2% i 3% (p=0,001), i 3% i 4% (p<0,001). Nije
utvrdena znacajna razlika u prose¢nim vrednostima LPy+CCl, izmedu koncentracije 1% i 2%
(p=0,983), 4% 1 5% (p=0,316), kao 1 5% 1 10% (p=0,931). Rezultati svih ostalih medusobnih

poredenja u odnosu na razli¢ite koncentracije prikazani su u Tabeli 5.3.b).

Tabela 5.3. Post-hoc analiza: poredenje prose¢nih vrednosti lipidne peroksidacije lipozoma

nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. u odnosu na koncentraciju.

a) bez prisustva CCl, b) u prisustvu CCl,4
1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10% 1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10%
1% 1%
2% | 2% | ns
3% | T | 3% T
9% | T T T 4% T T
5% | | T T T 5% 1T T ] ons
0% 7777 | ns 0% | | 7| 7 | ns|ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,05, ™ p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U literaturi ne postoje rezultati za vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus. Maksimovi¢ i
saradnici (7) su ispitivali intenzitet lipidne peroksidacije lipozoma nakon primene metanolnog
ekstrakta ploda Rumex crispus. Utvrdena je potencijalna sposobnost pomenutog ekstrakta da

inhibira LPx, ,,hvatanjem” hidroksil radikala, koji je produkovan u toku metode. Ovi rezultati su
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bili uporedivi sa supstancama kao $to su BHT i kvercetin (7). Tukappa i saradnici (144) su
ispitivali metanolni ekstrakt cele biljke Rumex vesicarius L. i utvrdili znac¢ajan inhibitorni efekat
ekstrakta na pojavu lipidne peroksidacije. Ganaie i saradnici (145) su ispitivali, takode,
metanolni ekstrakt cele biljke Rumex vesicarius L. i dobili rezultate koji pokazuju znacajno
smanjenje intenziteta lipidne peroksidacije nakon primene ekstrakta. Rezultati dobijeni u ovoj
disertaciji nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus bili su u skladu sa pomenutim

radovima.

5.2.2. Intenzitet produkcije hidroksil (*OH) radikala, bez prisustva i u prisustvu CCly,
nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Rezultati ispitivanja intenziteta produkcije hidroksil (*OH) radikala, bez prisustva i u
prisustvu CCly, nakon primene vodenog ekstrakta ploda Stavelja prikazani su u Tabeli 5.4. Iz
Tabele 5.4. se vidi da su sve koncentracije pomenutog ekstrakta smanjile intenzitet in vitro
produkcije hidroksil (*OH) radikala u odnosu na kontrolu. Najjaci inhibitorski efekat postignut je
koncentracijom 5% ekstrakta bez prisustva ugljentetrahlorida, dok je u prisustvu pomenutog
jedinjenja, koncentracija 10% ekstrakta pokazala najveée smanjenje intenziteta produkcije
hidroksil (*OH) radikala. StatistiCkom obradom podataka nije utvrdena znacajna razlika u
proseénim vrednostima intenziteta produkcije hidroksil (*OH) radikala nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. ni bez prisustva CCly ni u prisustvu CCl,, izmedu kontrolne grupe i
grupe sa primenjenom koncentracijom 1% (p=0,224 za grupu bez prisustva ugljentetrahlorida, i
p=0,719 za grupu u prisustvu ugljentetrahlorida). Rezultati svih komparacija u odnosu na

kontrolnu grupu su oznaceni u Tabeli 5.4. i na Grafikonu 5.2.
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Tabela 5.4. Intenzitet produkcije hidroksil (*OH) radikala, bez prisustva i u prisustvu CCly,

nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

1% 2% 3%
CTRL 2,08+0,06 | 2,05+0,09 | 1,95+0,07
bez CCl,
217 +0,13 4% 5% 10%
1,82+0,12° | 1,52+0,17 | 1,59 +0,18"
1% 2% 3%
537+0,28 | 509+0,07 | 475+0,25
sa CCly 5,44 £ 0,29
4% 5% 10%
416+0,12" | 3,49+021 | 3,43+0,18

Intenzitet produkcije *OH radikala je izrazen u nmol MDA/mg deoksiriboze. Rezultati su prikazani u obliku srednja

vrednost + standardna devijacija (SD). CTRL — kontrola.

nmol MDA/mg deoksiriboze

*OH
B :
—a
+ o
i * %
4oy
" , . 5.44 5.37 5.09 h7g
1.16
B.49 .43
.1 .0 d
0 -9 : H F:%
CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10% CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10%
Ekstrakt Ekstrakt+CCl4

Grafikon 5.2. Intenzitet produkcije hidroksil (*OH) radikala, bez prisustva i u prisustvu CCly,

nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Analiziranjem intenziteta produkcije hidroksil (*OH) radikala nakon primene vodenog

ekstrakta ploda R. crispus L. utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima u odnosu na
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koncentraciju (F=18,576, p<0,001). Rezultati dalje analize pokazuju znacajne razlike u
prose¢nim vrednostima produkcije hidroksil (*OH) radikala nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. bez prisustva ugljentetrahlorida, izmedu uzastopnih koncentracija 4% i 5%
(p=0,008). Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu
koncentracije 1% i 2% (p=1,00), 2% i 3% (p=0,766), 3% i 4% (p=0,584), kao i 5% i 10%
(p=0,922). Rezultati svih ostalih medusobnih poredenja u odnosu na razli¢ite koncentracije
prikazani su u Tabeli 5.5.a).

Analiziranjem intenziteta produkcije hidroksil (*OH) radikala nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. u prisustvu CCl,; utvrdena je znaCajna razlika u proseénim
vrednostima u odnosu na primenjenu koncentraciju (ANOVA F=84,554, p<0,001). Daljom
primenom post-hoc testa (Tukey) utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu sledecih uzastopnih koncentracija: 3% 1 4% (p=0,001) 1 4% i 5% (p<0,001).
Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu koncentracija
1% i 2% (p=0,274), 2% i 3% (p=0,107), kao i 5% i 10% (p=0,997). Rezultati svih ostalih
medusobnih poredenja prosecnih vrednosti ovog parametra u odnosu na razli¢ite koncentracije

prikazani su u Tabeli 5.5.b).

Tabela 5.5. Post-hoc analiza: poredenje prose¢nih vrednosti produkcije hidroksil («OH) radikala

nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. u odnosu na koncentraciju.

a) bez prisustva CCl, b) u prisustvu CCl,4
1% [2% |[3% |4% |5% | 10% 1% |[2% [3% |[4% |[5% |10%
1% 1%
2% ns 2% ns
3% | ns | ns 3% | | ns
4% | 7 | ns | ns % | T T T
5% - - - . 5% - - - -
10% | - - ns ns 10% | - - - ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znac¢ajnosti za Tukey post-hoc test

- p<0,05, " p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.

U literaturi ne postoje rezultati za vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus. Maksimovi¢ i

saradnici (7) su utvrdili da metanolni ekstrakt ploda Rumex crispus ima potencijalnu sposobnost
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neutralisanja hidroksil radikala. Jeon i saradnici (146) su ispitivali intenzitet produkcije hidroksil
radikala nakon primene vodenog ekstrakta korena Rumex crispus i utvrdili zna¢ajno smanjenje
produkcije ovog radikala, $to je u skladu sa rezultatima ove disertacije. Rhim i saradnici (147) su
pokazali da etanolni ekstrakti razli¢itih delova biljke R. crispus sprecavaju oStecenja DNK
uzrokovana delovanjem hidroksil radikala. Eddine i saradnici (148) su ispitivali etanolni ekstrakt
lista Rumex vesicarius i utvrdili da nakon primene ekstrakta dolazi do znafajnog smanjenja

koncentracije (*OH), sto je u skladu sa rezultatima ove disertacije.

5.2.3. Intenzitet inhibicije DPPHe radikala nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus L.

In vitro antioksidantni kapacitet ispitivanog vodenog ekstrakta ploda Stavelja odreden je
preko sposobnosti ekstrakta da ,,hvata” stabilni slobodni radikal — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin
(DPPHe). Rezultati su prikazani kao procenat ,,uhvacenih”, odnosno redukovanih DPPH
radikala. Odredena je i ICso vrednost za ispitivani ekstrakt (koncentracija ekstrakta pri kojoj
dolazi do redukcije 50% DPPH- radikala). Rezultati ispitivanja intenziteta inhibicije DPPHe
radikala nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. prikazani su u Tabeli 5.6. i na

Grafikonu 5.3., kao i vrednosti dobijene primenom standardnog rastvora Trolox-a.

Tabela 5.6. Intenzitet inhibicije DPPHe radikala nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus L.
100% 50% 10%
98,44 + 1,62 56,72 £29,71 | 48,64 £ 5,34
TROLOX
5% 2,5% 1%
31,20 + 5,32 1468+ 1,06 | 11,38+0,83
100% 50% 10%
84,66 + 5,31 83,12+7,56 | 64,26 +3,12
ekstrakt
5% 2,5% 1%
52,32 £5,39 34,16 £3,09 | 14,04 +1,88

Rezultati su prikazani u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (SD).
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Grafikon 5.3. Intenzitet inhibicije DPPHe radikala nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L.

Iz Tabele 5.6. se moze uociti da je sposobnost osnovnog rastvora ispitivanog ekstrakta da
inhibira DPPHe radikal bio slabiji u odnosu na osnovni rastvor standardne supstance Trolox.
Razblazenja osnovnog rastvora vodenog ekstrakta ploda Stavelja pokazala su znatno veéu anti-
DPPH aktivnost u odnosu na istovetne koncentracije standardne supstance Trolox.

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom intenzitetu inhibicije DPPHe radikala nakon
primene standardne supstance Trolox u odnosu na primenjenu koncentraciju (F=33,259,
p<0,001). Daljom analizom (Tukey) utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
parametra jedino izmedu uzastopnih koncentracija 100% i 50% (p<0,001). Nije utvrdena
znacajna razlika izmedu uzastopnih koncentracija 50% 1 10% (p=0,91), 10% 1 5% (p=0,275), 5%
i 2,5% (p=0,329), kao i 2,5% i 1% (p=1,00). Rezultati svih medusobnih komparacija u odnosu na
nivo koncentracije (%) su prikazane u Tabeli 5.7.a).

Analiziranjem intenziteta inhibicije DPPHe radikala nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L., utvrdena je znacajna razlika u proseCnim vrednostima ovog parametra U
odnosu na primenjenu koncentraciju (F=169,504, p<0,001). Daljom post-hoc analizom utvrdene
su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu uzastopnih koncentracija:
50% i 10% (p<0,001), 10% i 5% (p=0,007), 5% i 2,5% (p<0,001), i 2,5% i 1% (p<0,001). Nije

utvrdena znacajna razlika u prosecnoj inhibiciji DPPHe radikala nakon primene vodenog
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ekstrakta ploda R. crispus L. za koncentracije 100% i 50% (p=0,995). Rezultati svih medusobnih

komparacija u odnosu na nivo koncentracije (%) su prikazane u Tabeli 5.7.b).

Tabela 5.7. Post-hoc analiza: poredenje prose¢nog intenziteta inhibicije DPPHe radikala u

odnosu na koncentraciju, nakon primene:

a) standardne supstance Trolox b) vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.
100% | 50% | 10% | 5% | 2,5% | 1% 100% | 50% | 10% | 5% | 2,5% | 1%

100% 100%

50% | 50% | 1.00

10% | 7 | ns 0% | 7 | 7

5% ” | ns 5% N . .

25% | 17 | ns 2,5% | A

1% ” 1 7 |ns| ns 1% ” T T 7

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,05, " p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znadajna.

Uporedivanjem inhibicije DPPHe radikala nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L., odnosno standardne supstance Trolox utvrdena je znacajna razlika za koncentraciju
1% (t=2,889, p=0,020), 2,5% (t=13,332, p<0,001), 5% (t=6,238, p<0,001), 10% (t=5,648,
p<0,001), sa znacajno nizim vrednostima nakon primene standardne supstance Trolox. Utvrdena
je znacajna razlika 1 za nivo koncentarcije 100% (t=5,550, p=0,001), ali sa znacajno viSim
vrednostima za Trolox. Nije utvrdena znacajna razlika za koncentraciju 50% (p=0,090).
Uporedivanjem inhibicije DPPHe radikala nakon primene 2,5% vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. sa inhibicijom DPPHe radikala nakon primene 1% supstance Trolox, utvrdena je
znacajna razlika (t=15,92, p<0,001), sa zna¢ajno nizim vrednostima za 1% DPPHe Trolox (149).
Nivo znacajnosti razlike (p) za sva mogucéa poredenja prose¢nog intenziteta inhibicije DPPHe

radikala izmedu ekstrakta i Trolox-a, prikazan je u Tabeli 5.8.
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Tabela 5.8. Poredenje prose¢nog intenziteta inhibicije DPPHe radikala nakon primene Trolox-a i

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. (DPPH ekstrakt, DPPH Trolox) u odnosu na

koncentraciju.
DPPH- Trolox
100% 50% 10% 5% 2,5% 1%
100% ** ns ** ** ** **
50% ** ns *%* ** ** **
DPPH- 10% ** ns *k Hk -y s
ekstrakt 5% *k ns ns *k *k >
2 , 5% ** nS ** nS ** **
1% ** * ** ** ns *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti (p) za Studentov t-test.

“p<0,05, ” p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znacajna.

Kako bi uporedili sposobnost ispitivanog ekstrakta i standardne supstance Trolox da
inhibiraju DPPHe radikal, priblizno su odredene ICsg vrednosti i za ekstrakt i za Trolox. Priblizna
ICso vrednost za standardni rastvor Trolox-a, koji je koriséen kao kontrola, iznosila je 216 pg/mL
(21,6%), dok je koncentracija ekstrakta pri kojoj dolazi do inhibicije 50% ukupne kolicine
DPPHe radikala iznosila 46 pg/mL (4,6%). PonaSanje ovog ekstrakta znacajno se razlikovalo od
ponasanja standardnog rastvora Trolox-a. Iz svega navedenog, moZe se zakljuciti da ispitivani
ekstrakt ima ve¢i antioksidantni kapacitet, izracunat na osnovu inibicije DPPHe radikala, u
odnosu na Trolox, jer je potrebna manja koncentracija ekstrakta u odnosu na Trolox za
postizanje istog efekta (149).

U literaturi ne postoje rezultati za vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus. Literaturni
podaci pokazuju da je ICsy vrednost za askorbinsku kiselinu 9,51 pg/mL, $to ukazuje da je
ispitivani ekstrakt (ICs5p=46 pug/mL) manje potentan u odnosu na askorbinsku kiselinu (150). U
radu Maksimovi¢ i saradnika (7) prikazano je da je 1Cso vrednost za askorbinsku kiselinu 4,1
pug/mL, Sto jo§ jednom potvrduje da je ispitivani vodeni ekstrakt ploda Stavelja slabije
antioksidantne sposobnosti u odnosu na askorbinsku kiselinu, dok je metanolni rastvor ploda
Stavelja neznatno potentniji od askorbinske kiseline sa ICsg 3,7 ug/mL. Moguce je da sposobnost
Stavelja da ,,hvata” DPPHe radikale poti¢e od flavonoida kvercetina, ¢ija ICsp vrednost iznosi
2,75 pg/mL (7). Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji za vodeni ekstrakt ploda Stavelja su

uporedivi sa supstancama koje se koriste kao pozitivna kontrola (askorbinska kiselina, rutin,
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BHT, kvercetin), iako je ispitivani ekstrakt slabije antioksidantne sposobnosti. Takode, rezultati
za ispitivani ekstrakt su u skladu i sa drugim, prethodno dobijenim rezultatima za razlicite
ekstrakte Stavelja (8, 10, 17, 19). Yildirim i saradnici (17) su pokazali da etanolni i vodeni
ekstrakti semena Stavelja pokazuju veéu mo¢ neutralisanja DPPHe radikala, za razliku od istih
ekstrakata listova R. crispus. Utvrdeno je i da su koli¢ina fenolnih jedinjenja, prisutnih u
odgovaraju¢im ekstraktima, kao i redukcione sposobnosti u znacajnoj korelaciji sa procentom
,uhvaéenih” DPPHe radikala (17). Kim i saradnici (151) su pokazali da etanolni ekstrakt biljke
R. crispus ima visok antioksidantni kapacitet. Naime, pomenuti ekstrakt, kao redukciono
sredstvo, ima sposobnost da direktno ,,hvata” DPPHe radikal (151). Shiwani i saradnici (19) su
odredili 1Csp vrednost za ekstrakte korena Stavelja, i rezultati su u skladu sa vrednostima iz ove
disertacije. Idris i saradnici (10) su utvrdili da znacajna antioksidantna aktivnost postoji kod
ekstrakta korena (aceton, 1Cs0=14 pug/mL), i da je ova vrednost uporediva sa ICsy dobijene kod
galne kiseline (ICso=5 pg/mL), a galna kiselina je, takode, prisutna i u ispitivanom vodenom

ekstraktu ploda Stavelja.

5.2.4. Ukupna antioksidantna aktivnost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. merena
FRAP metodom

U cilju dobijanja potpunije informacije o antioksidantnoj sposobnosti vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L., ispitivana je i ukupna antioksidantna aktivnost primenom FRAP metode
(Ferric Reducing Antioxidant Power Assay). Rezultati su prikazani u jedinicama FRAP, $to
odgovara 100 pmol/L Fe?* (Tabela 5.9. i Grafikon 5.4.).

Tabela 5.9. Ukupna antioksidantna aktivnost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. merena
FRAP metodom.

ekstrakt CTRL 1% 2% 3%

FRAP 1,14 + 0,04 1,13+ 0,03 1,11 + 0,07
(100pmol/L | 1,00+ 0,00 4% 5% 10%

Fe(11)) 1,14 + 0,06 1,20+ 0,10 1,19+ 0,04

Rezultati su prikazani u obliku srednja vrednost * standardna devijacija (SD). * - statisticki znadajna razlika u

odnosu na CTRL kontrolnu grupu.
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Grafikon 5.4. Ukupna antioksidantna aktivnost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

merena FRAP metodom.

Do povecanja FRAP vrednosti doslo je kod svih primenjenih koncentracija ispitivanog
ekstrakta. Uocena je znacajna razlika u prosec¢nim vrednostima FRAP izmedu kontrolne i grupe
sa primenjenom koncentracijom 1%, 2%, 4%, 5% i 10% (p<0,001). Nije utvrdena znacajna
razlika u prose¢nim vrednostima ukupne antioksidantne aktivnosti vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. u odnosu na primenjene koncentracije (F=1,511, p=0,224), tako da je veé
koncentracija ekstrakta 1% donela dovoljno benefita u odnosu na kontrolnu grupu. Najvecu
FRAP vrednost imala je koncentracija 5%, ali ne postoji zna¢ajna razlika izmedu koncentracija
ekstrakta 1% i 5% (149).

Odredivanje ukupnog antioksidantnog kapaciteta vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus
vr$i se merenjem FRAP vrednosti. FRAP vrednost za ispitivani ekstrakt pri koncentraciji 5%
iznosio je 1,20 FRAP jedinice (120 pg/mL Fe(Il)), i bio je uporediv sa podacima dobijenim iz
literature za FRAP test za askorbinsku kiselinu i vitamin E, poznate antioksidante, koji iznose
2,62 FRAP jedinice (14,61 pg/mL Fe(Il)) i 2,22 FRAP jedinice (12,39 pg/mL Fe(Il)), redom
(149, 152). U literaturi ne postoje podaci za FRAP vrednost vodenog ekstrakta ploda Rumex
crispus. FRAP vrednosti za ispitivani ekstrakt ploda bile su u skladu sa drugim, prethodnim
rezultatima, koji su dobijeni ispitivanjem razliitih ekstrakata lista, korena i semena Rumex

crispus (7, 10, 17). Antioksidantni kapacitet ekstrakta poti¢e iz redukcionih sposobnosti,
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odnosno sposobnosti najces¢e polifenola, flavonoida, da doniraju protone i time ,,uhvate”
slobodne radikale (10). Abidi i saradnici (153) su ispitivali vodeno-metanolne ekstrakte stabljika
I cvetova Rumex tunetanus i utvrdili da ekstrakti sadrze flavonoide, kojima se pripisuje
antioksidantna aktivnost. Pomenuti ekstrakt cvetova je pokazao jace antioksidantno dejstvo u
poredenju sa ekstraktom stabljika. Pokazano je da postoji pozitivna korelacija izmedu sadrzaja
polifenolnih jedinjenja i FRAP vrednosti. Porast sadrzaja flavonoida i ukupnih fenola dovodi se

u vezu sa porastom FRAP antioksidantnog kapaciteta (153).

5.2.5. Stepen inhibicije azot monoksida (NO) nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L.

Rezultati odredivanja stepena inhibicije azot monoksida (NO) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. merenjem stvaranja nitritnih jona, prikazani su u Tabeli 5.10. i na
Grafikonu 5.5. Odredivanja su radena za osnovni rastvor (100%) i pet razblazenja (50%, 10%,
5%, 2,5% i 1%).

Tabela 5.10. Stepen inhibicije azot monoksida (NO) nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L.

100% 50% 10% 5% 2,5% 1%

-15,54 +0,77 | -7,26+192 | -436+0,34 | -0,36+0,72 081+045 | -0,03+0,14

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD).
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Grafikon 5.5. Stepen inhibicije azot monoksida (NO) nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L.

Analiziranjem stepena inhibicije azot monoksida nakon primene vodenog ekstrakta ploda

R. crispus L., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu na

primenjenu koncentraciju (F=220,891, p<0,001). Daljom post-hoc analizom utvrdene su

znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu uzastopnih koncentracija:

100% 1 50% (p<0,001), 50% 1 10% (p<0,001), 10% i 5% (p<0,001). Nije utvrdena znacajna

razlika u stepenu inhibicije azot monoksida nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L.
za koncentracije 5% i 2,5% (p=0,383), kao i 2,5% i 1% (p=0,699) (149). Rezultati svih

medusobnih komparacija prose¢nih vrednosti ovog parametra u odnosu na koncentracije (%) su

prikazane u Tabeli 5.11.

Tabela 5.11. Post-hoc analiza: poredenje proseénog intenziteta inhibicije azot monoksida nakon

primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. u odnosu na primenjenu koncentraciju.

100% | 50% | 10% | 5% | 2,5% | 1%
100%
50% ns
10% - -
o0 - - -
2,5% ” ” | ns
1% - - “ I ns | ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

** n<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.
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Vodeni ekstrakt ploda Stavelja u koncentraciji 2,5% je inhibirao nastanak NO, dok je u
drugim koncentracijama doveo do povecanja produkcije NO. Porastom koncentracije vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus povecava se sposobnost ekstrakta da stimuliSe sintezu azot-
monoksida (149). Niske koncentracije azot-monoksida imaju fizioloSke uloge u organizmu (80,
81). Medutim, porast koncentracije NO povezuje se sa citotoksi¢nim delovanjem makrofaga u
infekcijama i malignim bolestima (81, 154). Isto tako, NO se moZe posmatrati kao slobodni
radikal, koji stupa u reakciju sa superoksid anjon radikalom i gradi veoma toksi¢ne peroksinitrite
(15, 81, 86).

Imajuci sve ovo u vidu, ekstrakt Stavelja, koji je bio predmet istrazivanja ove disertacije,
mogao bi da ima povoljne efekte i u koncentracijama u kojima je promovisao i u kojima je
inhibirao stvaranje azot-monoksida. Suzbijanje produkcije NO povezuje se sa Smanjenjem
reaktanta za formiranje Stetnog peroksinitrita. Pored toga, inhibicija prekomerne produkcije
azot(Il)-oksida moze spreciti nitrozativni stres, odnosno oksidativna oSte¢enja bioaktivnih
molekula (81, 88). S druge strane, stimulacija proizvodnje NO bi mogla biti mehanizam
antitumorskog delovanja vodenog ckstrakta ploda Stavelja, jer je poznato da NO moze u ve¢im
koncentracijama da dovede do apoptoze (154).

U literaturi ne postoje rezultati za vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus. lzvestan je
nedostatak podataka u literaturi 0 ovom testu za druge ekstrakte Stavelja. Jedino su Idris i
saradnici (10) koristili ovaj test i rezultati su uporedivi sa onima prikazanim u ovoj disertaciji.
Vrednosti apsorbance ekstrakta su u inverznoj relaciji sa sposobnos¢u inhibicije azot monoksida
(10). Hiransai i saradnici (155) su ispitivali vodeni ekstrakt lista biljke Tithonia diversifolia i
utvrdili da pomenuti ekstrakt ima sposobnost inhibicije produkcije NO inaktivirajuci
transkripciju enzima iNOS. Kim i saradnici (156) su utvrdili da ekstrakt Zostera asiatica sadrzi
flavonoidne molekule i poseduje antioksidantna svojstva pokazana kroz sposobnost smanjenja

sinteze NO.
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5.3. In vitro antitumorska aktivnost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

5.3.1. Intenzitet Celijskog rasta

U ovoj disertaciji ispitivan je citotoksic¢an efekat vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. i
njegov potencijal da inhibira éelijski rast. Rezultati odredivanja intenziteta inhibicije ¢elijskog
rasta prikazani su u Tabeli 5.12. Efekat ispitivanog ekstrakta na ¢elijsku liniju poreklom iz
zdravog tkiva (MRC-5) bio je slab (IC50=25,98 pg/mL), sugeriSu¢i nisku toksi¢nost prema
zdravom tkivu. Antiproliferativni efekat vodenog ekstrakta ploda Stavelja bio je najizrazeniji
prema tumorskim c¢elijama grlica materice HeLa, sa ICsp 16,88 png/mL, i prema celijama
adenokarcinoma dojke MCF7, sa ICsy 19,26 pg/mL. Vrednost 1Cso kod adenokarcinoma kolona
HT-29 nije odredena, ali vrednost IC3p je nadena kao veoma niska koncentracija (1C3,=62,50
Mg/mL), upucujuci na aktivnost ispitivanog ekstrakta i prema ovoj tumorskoj celijskoj liniji.
Dobijeni rezultati pokazuju visoku selektivnost prema tumorskim tkivima in vitro. Potvrdena je
dozna zavisnost kod svih kori$éenih ¢elijskih linija. Izracunat je i odnos netumor/tumor ICsy za
HelLa, MCF-7 i HT-29 C¢elijske linije i oni su iznosili NT/T= 1,54, NT/T= 1,35, NT/T<0,42,
respektivno (Tabela 5.13.). Najveci netumor/tumor ICsy odnos naden je kod HeLa ¢elijske linije,
sugeriSuci visoku efikasnost prema ovom tumorskom tipu u poredenju sa netumorskim celijama.
Kod HT-29 tumorske linije, odnos NT/T bio je manji od 1, $to ukazuje na vecu aktivnost

ekstrakta prema zdravom nego prema tumorskom tkivu.

Tabela 5.12. Intenzitet ¢elijskog rasta odabranih ¢elijskih linija nakon primene vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L.

1Cs0 (ng/mL)*
ekstrakt ploda Hela MCF7 MRC-5 HT-29
Rumex crispus L. 16,88+3,08 19,26+3,45 25,98+5,38 n.a. (1C3,=62,50)
Doksorubicin 0.25+0.09** 0.260.02** 0.400.03%* 03810 04°~

n.a. — nije odredeno.

* Vrednosti predstavljaju srednja vrednost + standardna devijacija osam merenja (n=8) u koncentracijskom opsegu
3,91 - 1000 pg/mL.

** Cetojevié-Simin (157), Cetojevié-Simin i sar. (158)
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Tabela 5.13. Odnos netumor/tumor 1Csy (NT/T) nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L.

NT/T
Hela MCF7 HT-29
Rumex crispus L. 1,54 1,35 <0,42

ekstrakt ploda

5.3.2. Mehanizam ¢elijske smrti

Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus L. neznatno je smanjio apoptozu i znacajno
poveéao nekrozu kod obe celijske linije: MCF7 (EFA=0,77; EFN=2) i HeLa (EFA=0,97;
EFN=4) daju¢i ukupno smanjenje odnosa apoptoza/nekroza u poredenju sa kontrolom (EF A/N=
0,24 —0,39) (Tabela 5.14.).

Tabela 5.14. Apoptoza i nekroza nakon tretmana odabranih humanih ¢elijskih linija

vodenim ekstraktom ploda Rumex crispus L.

HelLa MCF7
ekstrakt ploda
EFA EFN EF A/N EFA EFN EF A/N
Rumex crispus L. 0,97 4,00 0,24 0,77 2,00 0,39

EF A — faktor za apoptozu (EF za kontrolu je 1)
EF N — faktor za nekrozu (EF za kontrolu je 1)
EF A/N-EF A/EF N

U studiji Wegiera i saradnika (20) ispitivana je citotoksi¢na aktivnost etanolnih
ekstrakata korena, lista i ploda odabranih vrsta roda Rumex, medu kojima je bio i R. crispus.
Citotoksi¢na aktivnost bila je ispitivana prema dve Celijske linije leukemije: 1301 (humane T
limfoblastne ¢elije) i EOL-1 (humana eozinofilna leukemija), kao i prema zdravim T limfocitima
(H-9). Rezultati su bili medusobno uporedivi jer su izrazeni kao ICsy vrednost, odnosno
koncentracija ekstrakta koja inhibira 50% odgovarajuce celijske linije. Ekstrakti R. crispus
pokazali su citotoksi¢nu aktivnost prema obe tumorske linije, indukujuéi apoptozu u tumorskim
¢elijama. Izvesna antitumorska aktivnost primecena je i kod metanolnog ekstrakta korena

Stavelja prema HT-29 tumorskim ¢elijama (19).
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5.4. In vivo antioksidantni/prooksidantni i citotoksi¢ni efekti vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Za ispitivanje hepatoprotektivnih svojstava vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus
upotrebljeno je Sest razli¢itih koncentracija ekstrakta. Koncentracija ispitivanog ekstrakta koja je
pokazala najvete protektivno dejstvo dalje je koriS¢ena za proucavanje antioksidantnih/

prooksidantnih 1 citotoksi¢nih efekata pomenutog ekstrakta.

5.4.1. Svojstva vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. u sistemu in vivo oSteenja jetre

izazvanih ugljentetrahloridom

Hepatotoksi¢nost ugljentetrahlorida izazvana reakcijama u koje stupaju slobodni radikali
Cesto je koriS¢ena kao model za proucavanje ostecenja jetre (63, 145, 159). U ovoj tezi takode,
ugljentetrahlorid je upotrebljen prilikom izu€avanja hepatoprotektivnih svojstava vodenog
ekstrakta ploda Stavelja, pre i posle administracije CCly.

Rezultati ispitivanja uticaja vodenog ekstrakta ploda Stavelja na telesnu masu
eksperimentalnih Zivotinja pre i nakon intoksikacije ugljentetrahloridom prikazani su u Tabeli
5.15. i na Grafikonu 5.6. Intoksikacija ugljentetrahloridom dovela je do znacajnog smanjenja
telesne mase miSeva u odnosu na netretiranu grupu, za oko 27% (poredenje kontrolne grupe
CTRL i kontrolne grupe CTRL+CCl,), odnosno utvrdena je statistiCki znacajna razlika u
prosecnoj telesnoj masi zivotinja izmedu kontrolne CTRL grupe i CTRL+CClI, grupe (t=10,480,

p<0,001), sa znac¢ajno nizim vrednostima u CTRL+CCly4 grupi.
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Tabela 5.15. Telesna masa zivotinja (g) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus
L.

1% 2% 3%
CTRL 25,0£0,76 | 25,2+0,81" | 24,0£1,49"
bez CCl, .
25,2+0,87 4% 5% 10%
25,0+0,80" | 25,8+0,44" | 25,5+0,82"
1% 2% 3%
CTRL 19,5+1,22° | 20,0+0,84 | 19,5+1,35
sa CCly N
18,4+1,34 4% 5% 10%
20,8+1,17" | 24,5+1,43" | 24,2+1,22"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od Sest miSeva; * - statisticki znacajna

razlika u odnosu na CTRL kontrolnu grupu; ** - statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL+CCl, grupu.

Telesna masa
g *x o ** * % k% ** % % k% * %
Bl —
(T - =
© M h

5.2 25 p5.2 24 25 p5.8 R5.5 P4.5 4.2

sd4 1949 20 199 o8
CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10% | CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10%

Ekstrakt Ekstrakt+CCl4

Grafikon 5.6. Telesna masa zivotinja (g) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus
L.

Analiziranjem telesne mase Zivotinja nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus,
bez prisustva CCly, utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na koncentraciju ekstrakta (ANOVA F=2,817, p=0,033). Daljom komparacijom (Tukey
post hoc) telesne mase zivotinja u odnosu na koncentraciju ekstrakta (bez prisustva CCly),

utvrdena je znacajna razlika izmedu koncentracija ekstrakta 3% i 5% (p=0,020), sa znacajno
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ve¢om vrednosti za koncentaciju ekstrakta 5%. Nije utvrdena znaCajna razlika u prosecnoj
telesnoj masi za uzastopne koncentracije ekstrakta: 1% i 2% (p=0,997), 2% i 3% (p=0,184), 3% i
4% (p=0,365), 4% 1 5% (p=0,709), 1 5% i 10% (p=0,997). Namece se zakljuc¢ak da koncentracija
ekstrakta 5% pokazuje najznacajniji hepatoprotektivni efekat kada je telesna masa u pitanju, iako
ne postoji znacajna razlika izmedu ove koncentracije ekstrakta i kontrolne CTRL grupe.

Uporedivanjem telesne mase zivotinja za razliite koncentracije ekstrakta (sa CCly)
utvrdena je znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CCls: 4% i CTRL+CCl,
(p=0,023), 5% i CTRL+CCl4 (p<0,001), i 10% i CTRL+CCl, (p<0,001), dok istovremeno nije
utvrdena znacajna razlika u telesnoj masi za koncentracije ekstrakta 5% i 10% (sa CCl;) u
odnosu na kontrolnu CTRL grupu.

Postoji znacajna razlika u telesnoj masi zivotinja nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus (u prisustvu CCls) u odnosu na nivo koncentracije ekstrakta (F=21,664, p<0,001).
Daljom primenom Tukey post hoc testa utvrdena je znacajna razlika u telesnoj masi Zivotinja u
odnosu na slede¢e koncentracije ekstrakta: 1% i 5% (p<0,001), 2% i 5% (p<0,001), 3% i 5%
(p<0,001), kao 1 4% 1 5% (p<0,001), sa znacajno visSim vrednostima telesne mase za
koncentraciju 5%. Utvrdena je i znacajna razlika u telesnoj masi zivotinja za koncentracije
ekstrakta 1% i 10% (p<0,001), 2% i 10% (p<0,001), 3% i 10% (p<0,001), kao i 4% i 10%
(p=0,001), sa znacajno viSim vrednostima za nivo koncentracije 10%. Nije utvrdena znaajna
razlika u prosecnoj telesnoj masi za uzastopne koncentracije ekstrakta: 1% i 2% (p=0,979), 2% i
3% (p=0,964), 3% i1 4% (p=0,424), kao ni izmedu 5% i 10% (p=0,997). Podaci su prikazani u
Tabeli 5.16. Namece se zakljucak da s obzirom na to da postoji statistiCki znacajna razlika
izmedu koncentracija manjih od 5% (1%, 2%, 3% 1 4%) 1 5% 1 10%, a da ne postoji znacajna
razlika izmedu 5% i1 10%, da je upravo koncentracija ekstrakta od 5% pokazala najveci
hepatoprotektivni potencijal u smislu poniStavanja negativnog efekta ugljentetrahlorida,
odrZavajuéi telesnu masu u okviru kontrolnih vrednosti, jer ne postoji statisticki znacajna razlika
izmedu ove koncentracije ekstrakta i kontrolne CTRL grupe, a istovremeno postoji znacajna

razlika izmedu ove koncentracije ekstrakta i kontrolne CTRL+CClI, grupe.
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Tabela 5.16. Post-hoc analiza: poredenje prose¢nih vrednosti telesne mase zivotinja nakon
primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L., uz prisustvo CCls, u odnosu na

koncentraciju.

1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10%

1%
2% | ns
3% | ns | ns
4% | ns | ns | ns
R
0% | 7|77 | ns
Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

o p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

Za odredivanje potencijalnih hepatoprotektivnih svojstava vodenog ekstrakta ploda
Rumex crispus upotrebljen je hepatotoksin ugljentetrahlorid. Ovaj toksin deluje Stetno na jetru
proizvodnjom slobodno radikalskih metabolita. Treba naglasiti da sam CCl, nije toksican prema
jetri, ve¢ hepatotoksi¢nost ugljentetrahlorida poti¢e od njegovih metaboliti (MDA i 4-hidroksi-2-
nonenal) (159). Pored toga, ugljentetrahlorid dovodi i do stimulacije proizvodnje inflamatornih
citokina i inflamacije tkiva (160).

U literaturi ne postoje rezultati za vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus. Tukapa i
saradnici (144) su ispitivali hepatoprotektivni efekat metanolnog ekstrakta cele biljke Rumex
vesicarius i utvrdili da pomenuti ekstrakt sprecava gubitak mase eksperimentalnih Zivotinja
nakon indukcije ostecenja jetre ugljentetrahloridom, $to je bilo u skladu sa rezultatima ove
disertacije. Pan i saradnici (160) su ispitivali hepatoprotektivni efekat polifenolnih jedinjenja iz
Liubao c¢aja - vrste crnog €aja koji ima dokazana antioksidantna svojstva. Ustanovili su da je
pomenuti ¢aj doveo do smanjenja mase eksperimentalnih Zivotinja, moguée zbog
antilipidemijskog efekta. Caj je neznatno spre¢io pad mase Zivotinja usled administracije CCl,
(160). Ogunlana i saradnici (161) su utvrdili da ekstrakt semena biljke Hunteria umbellata
(Hallier F.) ima hepatoprotektivna svojstva i da dovodi do pobolj$anja lipidnog statusa i mase
zivotinja nakon intoksikacije ugljentetrahloridom, $to je bilo u skladu sa rezultatima ove
disertacije.

U Tabeli 5.17. i na Grafikonu 5.7. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodenog

ekstrakta ploda Stavelja na masu jetre miSeva pre i1 nakon intoksikacije ugljentetrahloridom.
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Nakon administracije CCl, doslo je do smanjenja mase jetre eksperimentalnih Zivotinja u odnosu

na netretiranu grupu, za vise od 60% (poredenje CTRL i CTRL+CCly), odnosno utvrdena je

znacajna razlika u prose¢noj masi jetre zivotinja izmedu kontrolne CTRL grupe i CTRL+CCl4

grupe (t=8,642, p<0,001), sa zna¢ajno nizim vrednostima u CTRL+CCl, grupi.

Tabela 5.17. Masa jetre zivotinja (g) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

1% 2% 3%
CTRL 1,32+0,19" | 1,26+0,15 | 1,28+0,12"
bez CCl, -,
1,30+0,20 4% 5% 10%
1,30£0,237 | 1,33+0,24" | 1,28+0,20"
1% 2% 3%
CTRL 0,58+0,05 | 0,62+0,03° | 0,73+0,14
sa CCly N
0,55+0,06 4% 5% 10%
0,75+0,07" | 0,86+0,04 | 0,80+0,14""

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od Sest miSeva; * - statisti¢ki znacajna

razlika u odnosu na CTRL kontrolnu grupu; ** - statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL+CCl, grupu

Masa jetre
%% *x * % rx *%
*k kk
% . *kok 7
* *
1.30 1.32 1.26 1.28 1.30 L.33 1.29 *
.8
} % .7 7 -8
.5 .5, .6
CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10% CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10%
Ekstrakt Ekstrakt+CCl4

Grafikon 5.7. Masa jetre zivotinja (g) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.
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Analiziranjem mase jetre nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus, bez
prisustva CCly, nije utvrdena znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na koncentraciju ekstrakta (p=0,993).

Uporedivanjem mase jetre zivotinja nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus,
uz prisustvo CCly, za razlicite primenjene koncentracije ekstrakta utvrdena je zna¢ajna razlika u
odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CCl,: 5% i CTRL+CCl, (p<0,001), i 10% i CTRL+CCl,
(p<0,001), uz istovremeno postojanje znacajne razlike izmedu svih primenjenih koncentracija
ekstrakta u prisustvu ugljentetrahlorida i kontrolne CTRL grupe (p<0,001).

Analiziranjem mase jetre nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus, uz prisustvo
CCly, utvrdena je znaCajna razlika u prosenim vrednostima ovog parametra u odnosu na
koncentraciju ekstrakta (F=8,552, p<0,001). Daljom analizom, utvrdene su znacajno nize
vrednosti mase jetre zivotinja (uz prisustvo CCly) za koncentracije ekstrakta 1% u odnosu na
koncentraciju 4% (p=0,026), znacajno nize vrednosti za koncentracije ekstrakta 1% i 2% u
odnosu na koncentraciju 5% (redom p<0,001, p<0,001). Utvrdene su i znac¢ajno nize vrednosti
mase jetre za koncentracije 1% i 2% u odnosu na koncentraciju 10% (redom p=0,002, p=0,015).
Nisu utvrdene znacajne razlike u masi jetre zivotinja izmedu uzastopnih koncentracija ekstrakta
(uz prisustvo CCly): 1% i 2% (p=0,977), 2% i 3% (p=0,261), 3% i 4% (p=0,999), 4% i 5%
(p=0,321), kao ni izmedu koncentracija 5% i 10% (p=0,861). Podaci su prikazani u Tabeli 5.18.
Namece se zakljuCak da je koncentracija ekstrakta od 5% u najvecoj meri pokazala
hepatoprotektivna svojstva i neutralisala Stetan efekat ugljentetrahlorida, odnosno sprecila
gubitak u masi jetre kod eksperimentalnih Zivotinja, jer postoji znacajna razlika izmedu
koncentracije ekstrakta 5% i kontrolne CTRL+CCl, grupe, ali nedovoljno, jer, takode, postoji i
znacajna razlika izmedu ove koncentracije ekstrakta i kontrolne CTRL grupe. Ovaj efekat je
pokazala 1 koncentracija 10%, ali s obzirom da nije utvrdena znacajna razlika izmedu

koncentracija ekstrakta 5% i 10%, koncentracija ekstrakta 5% je kori$¢ena za dalja ispitivanja.
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Tabela 5.18. Post-hoc analiza: poredenje prose¢nih vrednosti mase jetre zivotinja nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L., uz prisustvo CCl,, u odnosu na koncentraciju.

1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10%
1%
2% | ns
3% | ns | ns
4% | ~ | ns | ns
56 | 7 | 7 | ns | ns
10| | T | ns| ns | ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,05, ” p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znadajna.

Za evaluaciju hepatoprotektivnih efekata vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus
kori$éen je model oStecenja jetre izazvan administracijom ugljentetrahlorida. Cesto se masa
organa (jetre ili bubrega) koristi kao indikator hepatotoksi¢nih i hepatoprotektivnih svojstava
nekog agensa (144). U literaturi nema dostupnih podataka za vodeni ekstrakt ploda Rumex
crispus u pogledu efekata na masu jetre nakon intoksikacije CCl,. Alkushi (162) je utvrdio da
vodeni ekstrakt korena Rumex acetosella dovodi do smanjenja gubitka mase jetre kod CCl;-
tretiranih eksperimentalnih Zivotinja. Tukappa i saradnici (144) su utvrdili smanjenje mase jetre
nakon primene ugljentetrahlorida, ali i znacajno spre¢avanje gubitka mase jetre eksperimentalnih
Zivotinja nakon pretretmana metanolnim ekstraktom cele biljke Rumex vesicarius, $to je bilo
uporedivo sa efektima silimarina. Rezultati rada Tukappa i saradnika (144) su bili u skladu sa
vrednostima dobijenim u ovoj disertaciji. Hepatoprotektivnost Rumex vesicarius potice od
potencijalne antioksidantne aktivnosti i sadrzaja flavonoida, jer ugljentetrahlorida stimuliSe
produkciju ROS i RNS (144). Pan i saradnici (160) su utvrdili da primena Liubao ¢aja, sli¢no
silimarinu, dovodi do smanjenja gubitka mase jetre eksperimentalnih zivotinja nakon
administracije ugljentetrahlorida.

Tretman ugljentetrahloridom znacajno je smanjio koli¢inu hepaticne DNK kod miSeva u
odnosu na netretiranu grupu, za oko 40% (poredenje CTRL i CTRL+CCly) (Tabela 5.19. i
Grafikon 5.8.), odnosno utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog parametra
izmedu kontrolne CTRL grupe i CTRL+CCl, grupe (t=11,534, p<0,001), sa znacajno nizim
vrednostima u CTRL+CCl, grupi.
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Tabela 5.19. Sadrzaj hepatiéne DNK (mg DNK /100 g t.m.) nakon primene vodenog ekstrakta
ploda Rumex crispus L.

1% 2% 3%
CTRL 0,640,117 | 0,58+0,06 | 0,62+0,04"
bez CCl, .
0,61+0,02 4% 5% 10%
0,56+0,03" | 0,59+0,04~ | 0,69+0,03"
1% 2% 3%
CTRL 0,36+0,02" 0,36+0,04 | 0,38+0,03"
sa CCl, .
0,38+0,04 4% 5% 10%
0,48+0,05 | 0,56+0,05 | 0,56+0,06

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od Sest miSeva; * - statisticki znacajna

razlika u odnosu na CTRL kontrolnu grupu; ** - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL+CCl, grupu.

Hepati¢na DNK
* %
* %
*% * 5k * % "% _|_
- i 1) S
: * :
o) * * f
S
A b.64 b.62 0.69 =~
| pei b 54 . bsd D59 D54 D.56
=z .48
a 3 3
g’ 3 3
CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10% CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10%
Ekstrakt Ekstrakt+CCl4

Grafikon 5.8. Sadrzaj hepati¢cne DNK (mg DNK /100 g t.m.) nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L.

Analiziranjem sadrzaja hepaticne DNK nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus, bez prisustva CCly, utvrdena je znaCajna razlika u proseénim vrednostima ovog
parametra u odnosu na koncentraciju ekstrakta (F=3,896, p=0,008). Daljim medusobnim
poredenjem sadrzaja hepaticne DNK, utvrdena je znacajna razlika izmedu koncentracija
ekstrakta 2% i 10% (p=0,043), kao i 4% i 10% (p=0,006), sa znacajno vis§im vrednostima za
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koncentraciju ekstrakta 10%. Nisu utvrdene znacajne razlike u sadrzaju hepaticne DNK (bez
prisustva CCly) izmedu uzastopnih koncentracija 1% i 2% (p=0,478), 2% i 3% (p=0,876), 3% i
4% (p=0,419), 4% i 5% (p=0,855), kao i 5% i 10% (p=0,993).

Uporedivanjem sadrzaja hepaticne DNK za razli¢ite koncentracije ekstrakta (uz prisustvo
CCly) utvrdena je znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CCly: 4% i CTRL+CCl,
(p=0,006), 5% i CTRL+CCl, (p<0,001), i 10% i CTRL+CCIl, (p<0,001), dok istovremeno nije
utvrdena znacajna razlika za koncentracije ekstrakta 5% i 10% (sa CCl4) u odnosu na CTRL.

Analiziranjem sadrzaja hepaticne DNK nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus, uz prisustvo CCly, utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra
u odnosu na koncentraciju ekstrakta (F=29,293, p<0,001). Medusobnim poredenjem sadrzaja
hepaticne DNK u odnosu na koncentraciju ekstrakta (uz prisustvo CCl,), utvrdene su znacajno
nize vrednosti za koncentraciju ekstrakta 3% u odnosu na 4% (p=0,009) i znacajno nize
vrednosti za koncentraciju ekstrakta 4% u odnosu na 5% (p=0,029). Nisu utvrdene znacajne
razlike u sadrzaju hepati¢ne DNK izmedu uzastopnih koncentracija ekstrakta (uz prisustvo CCl,)
1% 1 2% (p=1,000), 2% i 3% (p=0,965), kao ni izmedu koncentracija 5% i 10% (p=1,000).
Utvrdene su znacajno nize vrednosti za koncentracije 1% 1 2% u odnosu na koncentraciju 4%
(redom p=0,001, p=0,001). Utvrdene su znacajno nize vrednosti sadrzaja hepaticne DNK za
koncentracije ekstrakta 1%, 2% i 3% u odnosu na koncentraciju ekstrakta 5% (redom p<0,001,
p<0,001, p<0,001). Utvrdene su 1 znaCajno niZe vrednosti sadrzaja hepaticne DNK za
koncentracije ekstrakta 1%, 2%, 3%, 4% u odnosu na koncentraciju ekstrakta 10% (redom
p<0,001, p<0,001, p<0,001, p=0,018) (Tabela 5.20.). Koncentracije ekstrakta 5% i 10% su se
izdvojile kao jedine koje su imale sposobnost da zaustave pad koli¢ine hepaticne DNK
uzrokovan tretmanom ugljentetrahloridom, odnosno utvrdena je znacajna razlika izmedu ovih
koncentracija ekstrakta i CTRL+CCl, kontrolne grupe, a nije utvrdena znacajna razlika izmedu
koncentracija ekstrakta 5% i 10% i CTRL kontrolne grupe. Kako ne postoji znacajna medusobna
razlika izmedu koncentracija ekstrakta 5% i 10%, namece se zaklju¢ak da ponovo koncentracija
5% ekstrakta pokazuje potencijalni hepatoprotektivni efekat, poniStavaju¢i negativne efekte

ugljentetrahlorida, 1 odrzavaju¢i ispitivani parametar u okviru kontrolnih vrednosti.
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Tabela 5.20. Post-hoc analiza: poredenje prose¢nih vrednosti sadrzaja hepaticne DNK nakon

primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L., uz prisustvo CCls, u odnosu na

koncentraciju.
1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10%
1%
2% | ns
3% | ns | ns
FT7S E B B
5% | | T | 7 .
0% | 7|7 " | ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,05, ” p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znadajna.

Ugljentetrahlorid je potentan liposolubilni hepatotoksin koji se Cesto Kkoristi za
proucavanje hepatoprotektivnih osobina biljnih ekstrakata. Intoksikacija CCl,; dovodi do
intenzivnije produkcije slobodno radikalskih intermedijera kao Sto su trihlorometil radikal
(CCl3e) 1 trihlorometil peroksil radikal (CCl300¢), koji dalje oStecuju bioaktivna jedinjenja Celije
(163).

Ne postoje dostupni literaturni podaci za efekat vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus
na sadrzaj DNK nakon dejstva CCly. Rhim i saradnici (147) su utvrdili da etanolni ekstrakt
Rumex crispus moze da spre¢i oSteCenja molekula DNK izazvanih slobodnim radikalima:
hidroksil 1 peroksil radikalom, zahvaljuju¢i polifenolnim jedinjenjima koji su prisutni u
ekstraktima vrsta roda Rumex. Kober i saradnici (163) su ispitivali genoprotektivne i
hepatoprotektivne efekte praha Paullinia cupana (guarana) i utvrdili da pomenuta biljka ima
sposobnost da spreci ostecenja DNK molekule izazvana dejstvom ugljentetrahlorida. Mainak i
saradnici (164) su ispitivali DNK-protektivan efekat flavonoida iz biljke Campylandra
aurantiaca i utvrdili da flavonoidi ,hvatanjem” slobodnih radikala dovode do smanjenja
oksidativnih o$te¢enja DNK molekula uzrokovanih administracijom hepatotoksina CCl,.
Rezultati iz ove disertacije su bili u skladu sa podacima iz pomenutih radova, pa se moze
pretpostaviti da flavonoidna jedinjenja vodenog ekstrakta ploda Stavelja deluju kao ,hvataci”
ROS i da na taj nacin sprecavaju oksidativna oSte¢enja DNK 1i stabilizuju genom ¢elija.

Hidroksiprolin je odredivan u hidrolizatu tkiva jetre svih eksperimentalnih Zivotinja, kao

jedan od indikatora oStecenja jetre, a rezultati su prikazani u Tabeli 5.21. i na Grafikonu 5.9.
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Nakon tretmana ugljentetrahloridom, sadrzaj hepati¢nog hidroksiprolina znacajno se povecao, i
bio je oko Cetiri puta vec¢i kod CClg-tretiranih miseva nego kod kontrolne grupe (poredenje
CTRL i CTRL+CCl,), odnosno utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu kontrolne CTRL grupe i CTRL+CCly grupe (t=71,309, p<0,001), sa znacajno

ve¢im vrednostima u CTRL+CCl, grupi.

Tabela 5.21. Sadrzaj hidroksiprolina u hidrolizatu jetre (ug/100 mg hidrolizata jetre) nakon

primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

1% 2% 3%
CTRL 2,11+0,10° | 2,07+0,06 | 2,06+0,08
bez CCl, .
2,24+0,12 4% 5% 10%
2,04+0,13" | 1,8240,20"" | 1,87+0,18""
1% 2% 3%
CTRL 9,67+0,30° | 9,71+0,20" | 9,10+0,39"
sa CCl, .
9,56+0,22 4% 5% 10%
8,53+0,23"" | 6,90+0,59™" | 7,42+0,29™"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od Sest miSeva; * - statisti¢ki znacajna

razlika u odnosu na CTRL kontrolnu grupu; ** - statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL+CCl, grupu.

Hidroksiprolin
(o]
3t
45 * * *
= —— — T _T_ * Rk
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—
°
=
g 556 .61 P71 haid Lo
' 7.42
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= H
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1

CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10% | cTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10%

Ekstrakt Ekstrakt+CCl4

Grafikon 5.9. Sadrzaj hidroksiprolina u hidrolizatu jetre (ng/100 mg hidrolizata jetre) nakon

primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.
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Analiziranjem sadrzaja hidroksiprolina u hidrolizatu jetre nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus, bez prisustva CCl,, utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim
vrednostima ovog parametra u odnosu na koncentraciju ekstrakta (F=4,689, p=0,003). Daljom
komparacijom (Tukey post hoc), utvrdena je znacajna razlika izmedu koncentracija ekstrakta 1%
15% (p=0,011), 2% 1 5% (p=0,035), kao 1 3% 1 5% (p=0,039). Nisu utvrdene znacajne razlike u
sadrzaju hidroksiprolina u hidrolizatu jetre izmedu uzastopnih koncentracija ekstrakta: 1% i 2%
(p=0,996), 2% i 3% (p=1,000), 3% i 4% (p=0,999), 4% i 5% (p=0,999), kao ni izmedu
koncentracija ekstrakta 5% i 10% (p=0,987). Jedino su koncentracije ekstrakta 5% (p<0,001) i
10% (p<0,001) pokazale znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu CTRL grupu, bez medusobne
razlike, tako da se moze zakljuciti da je sam dodatak ekstrakta u koncentraciji 5%, ispoljio
najveci potencijalni hepatoprotektivni efekat kada je sadrzaj hidroksiprolina u pitanju.

Uporedivanjem sadrzaja hidroksiprolina u hidrolizatu jetre za razliCite koncentracije
ekstrakta (uz prisustvo CCly) utvrdena je znadajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu
CTRL+CCly: 4% i CTRL+CCl, (p<0,001), 5% i CTRL+CCl, (p<0,001), i 10% i CTRL+CCl,
(p<0,001), uz istovremeno postojanje znacajne razlike izmedu svih primenjenih koncentracija u
prisustvu ugljentetrahlorida i kontrolne CTRL grupe (p<0,001).

Analiziranjem sadrzaja hidroksiprolina u hidrolizatu jetre nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus, uz prisustvo CCls, utvrdena je znaajna razlika u prosecnim
vrednostima ovog parametra u odnosu na koncentraciju ekstrakta (F=64,251, p<0,001). Daljom
analizom (Tukey post hoc), utvrdene su znacajno vise vrednosti za koncentracije ekstrakta 1% i
2% u odnosu na koncentraciju ekstrakta 4% (redom p<0,001, p<0,001), zatim znacajno vise
vrednosti za koncentracije 1%, 2%, 3% i 4% u odnosu na koncentraciju 5% (redom p<0,001,
p<0,001, p<0,001, p<0,001). Utvrdene su i znacajno vise vrednosti sadrzaja hidroksiprolina u
hidrolizatu jetre za koncentracije 1%, 2%, 3% i 4% u odnosu na koncentraciju 10% (redom
p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001). Nisu utvrdene znacajne razlike izmedu uzastopnih
koncentracija ekstrakta: 1% i 2% (p=1,000), 2% i 3% (p=0,063), 3% i 4% (p=0,097), kao ni
izmedu koncentracija 5% i 10% (p=0,157). Podaci su prikazani u Tabeli 5.22. Moze se zakljuciti
da je koncentracija 5% ekstrakta pokazala najvec¢i hepatoprotektivni efekat i u velikoj meri
ponistila negativan efekat CCly, priblizavaju¢i vrednost sadrzaja hidroksiprolina vrednosti iz
kontrolne CTRL grupe, ali ne u potpunosti, jer postoji znacajna razlika medu njima. Sli¢no je i sa

koncentracijama 4% i 10%, ali postoji zna¢ajna razlika izmedu koncentracija ekstrakta 4% i 5%,
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pri ¢emu ekstrakt koncentracije 5% ima nizu vrednost ovog parametra, a istovremeno ne postoji
znacajna razlika izmedu 5% i 10%, a cilj je da se odredi najniza koncentracija ekstrakta koja ima

najznacajniji pozitivan efekat.

Tabela 5.22. Post-hoc analiza: poredenje prosecnih vrednosti hidroksiprolina u hidrolizatu jetre

nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L., uz prisustvo CCls, u odnosu na

koncentraciju.
1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10%
1%
2% | ns
3% | ns | ns
4% | 7| 7 | ns
5% | | T T 7
10% | | 77T 7 | ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,05, ” p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znadajna.

Oksidativni stres i inflamacija su vazni patoloSki mehanizmi toksi¢nog delovanja
ugljentetrahlorida (165). U literaturi nema dostupnih podataka za sadrzaj hepaticnog
hidroksiprolina nakon tretmana vodenim ekstraktom ploda Rumex crispus. Zhang i saradnici
(165) su ispitivali sadrzaj hidroksiprolina kod ugljentetrahloridom indukovanog o$tecenja jetre i
utvrdili znacajno smanjenje sadrzaja hidroksiprolina nakon primene ulja semena Silybum
marianum. Ovim su pokazali potencijalno hepatoprotektivno delovanje semena Silybum
marianum smanjivanjem oksidativnog stresa i inflamacije (165). Liu i saradnici (166) su
ispitivali hepatoprotektivna svojstva antioksidantima obogacenih probiotika. Kao antioksidanti
su koriS¢eni selen 1 glutation. Ustanovljeno je smanjenje sadrzaja hidroksiprolina kao indikatora
smanjenja oksidativnog stresa izazvanog administracijom ugljentetrahlorida (166). Rezultati ove
disertacije su u skladu sa pomenutim radovima i ukazuju da bi vodeni ekstrakt ploda Rumex
crispus mogao imati antioksidantna svojstva smanjuju¢i sadrzaj hidroksiprolina nakon
intoksikacije ugljentetrahloridom.

U Tabelama 5.23. i 5.25., i na Grafikonima 5.10. i 5.11. prikazani su rezultati ispitivanja
efekata vodenog ekstrakta ploda Stavelja na aktivnost ALT i AST, pre i nakon intoksikacije

ugljentetrahloridom. Og¢ekivano, administracija ugljentetrahlorida dovela je do viSestrukog
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povecanja aktivnosti ALT 1 AST, a izmerene srednje vrednosti su bile oko 19 puta vece za
aktivnost ALT i oko Sest puta vec¢e za aktivnost AST kod CClg-tretirane grupe u odnosu na
netretirane miSeve (poredenje odgovaraju¢ih CTRL i CTRL4CCls), odnosno utvrdena je
znacajna razlika u prosecnim vrednostima aktivnosti ALT izmedu kontrolne CTRL grupe i
CTRL+CClIy grupe (t=39,632, p<0,001), sa znac¢ajno veéim vrednostima u CTRL+CCl, grupi, i
znaCajna razlika u prose¢nim vrednostima AST izmedu kontrolne CTRL grupe i CTRL+CCl,

grupe (t=96,400, p<0,001), sa znacajno veé¢im vrednostima u CTRL+CCl, grupi.

Tabela 5.23. Aktivnost ALT (U/L) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

1% 2% 3%
bez CCl, CTRL ) 15,6+0,68" 15,4+0,35" 15,4+0,32"
15,4+0,19 4% 5% 10%
15,0+0,81" 12,6+1,86 14,0£0,63"
1% 2% 3%
CTRL 291,4+13,02" | 299,1+26,14" | 279,7+18,42
ROECL | 88641688 4% 5% 10%
209,1+9,38"" | 167,5#19,46 | 142,2+16,1"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od Sest miSeva; * - statisticki znacajna

razlika u odnosu na CTRL kontrolnu grupu; ** - statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL+CCl, grupu.

ALT
* * * *
o W
* k%
= — * k%
= ,
o * ko
28.40 2p1.40 2P9.30 ,pg 4
2p9.10
* % * % * % * % * % * Kk * % 1p7:30 142.20
15.40 15.60 15.40 15.40 15.00 12.60 14.00
CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10% CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10%
Ekstrakt Ekstrakt+CCl4

Grafikon 5.10. Aktivnost ALT (U/L) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.
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Analiziranjem aktivnosti ALT nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus, bez
prisustva CCly, utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra U 0odnosu
na koncentraciju ekstrakta (F=9,259, p=0,033). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna
razlika u odnosu na koncentracije ekstrakta 1% i 5% (p<0,001), 2% i 5% (p<0,001), 3% i 5%
(p<0,001), kao i 4% i 5% (p=0,001), sa znacajno nizim vrednostima za koncentraciju 5%. Nisu
utvrdene znacajne razlike u aktivnosti ALT nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus,
bez prisustva CCly, izmedu uzastopnih koncentracija ekstrakta: 1% i 2% (p=0,998), 2% i 3%
(p=1,000), 3% i 4% (p=0,986), kao ni izmedu koncentracija ekstrakta 5% i 10% (p=0,154).
Podaci su prikazani u Tabeli 5.24.a). Uporedivanjem aktivnosti ALT znacajna razlika je utvrdena
jedino izmedu kontrolne grupe CTRL i koncentracije ekstrakta 5% bez CCl, (p<0,001). 1z svega
izlozenog, moze se zakljuciti da je jedino koncentracija ekstrakta ekstrakta 5% pokazala
znacajan pozitivan efekat, snizavajuéi aktivnost ALT u odnosu na kontrolnu CTRL grupu.

Uporedivanjem aktivnosti ALT za razli¢ite koncentracije ekstrakta (sa CCly) utvrdena je
znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CCly: 4% i CTRL+CCl, (p<0,001), 5% i
CTRL+CCl, (p<0,001), i 10% i CTRL+CCl, (p<0,001), uz istovremeno postojanje znacajne
razlike izmedu svih primenjenih koncentracija ekstrakta u prisustvu ugljentetrahlorida i
kontrolne CTRL grupe (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti ALT nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus, uz
prisustvo CCly, utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog parametra u odnosu
na koncentraciju ekstrakta (F=86,529, p<0,001). Daljom primenom Tukey post hoc testa,
utvrdene su znacajno viSe vrednosti za koncentracije ekstrakta 1%, 2% i 3% u odnosu na
koncentraciju 4% (redom p<0,001, p<0,001, p<0,001), zatim znacajno viSe vrednosti za
koncentracije ekstrakta 1%, 2%, 3% i 4% u odnosu na koncentraciju 5% (redom p<0,001,
p<0,001, p<0,001, p=0,004). Utvrdene su i znacajno viSe vrednosti aktivnosti ALT za
koncentracije ekstrakta 1%, 2%, 3% i 4% u odnosu na koncentraciju 10% (redom p<0,001,
p<0,001, p<0,001, p<0,001). Nisu utvrdene znacajne razlike u aktivnosti ALT izmedu
uzastopnih koncentracija ekstrakta (sa CCly) 1% i 2% (p=0,973), 2% i 3% (p=0,430), kao ni
izmedu koncentracija 5% i 10% (p=0,171). Podaci su prikazani u Tabeli 5.24.b). Moze se
zakljuciti da je koncentracija 5% u najvecoj meri ponistila Stetan efekat ugljentetrahlorida, ali s
obzirom da postoji znacajna razlika izmedu ove koncentracije i CTRL kontrolne grupe, nije u

potpunosti odrzana vrednost ALT primenom 5% ekstrakta. Slicno je 1 za koncentraciju 4% i
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10%, ali s obzirom da postoji znacajna razlika izmedu 4% 1 5%, sa znacajno nizom vrednosti kod

5%, a da ne postoji zna¢ajna razlika izmedu 5% 1 10%, namece se zakljucak da koncentracija 5%

pokazuje potencijalno najznacajniji pozitivan efekat.

Tabela 5.24. Post-hoc analiza: poredenje prose¢nih vrednosti aktivnosti ALT nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. u odnosu na koncentraciju.

a) bez prisustva CCl,

b) uz prisustvo CCl,

1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10% 1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10%
1% 1%
2% | ns 2% | ns
3% | ns ns 3% | ns ns
4% | ns | ns | ns % | T T T
5% - - - - 5% - - - o
10% | ns | ns | ns | ns | ns 0% 7 T 17T 7T | ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,05, ” p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znadajna.

Tabela 5.25. Aktivnost AST (U/L) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

1% 2% 3%
CTRL 18,3+0,15 | 18,3+0,26 18,1+0,37
bez CCly -
18,4+0,21 4% 5% 10%
17,740,29" | 17,2+0,60" | 17,1+0,62""
1% 2% 3%
CTRL 104,1+2,97° | 100,8+3,06 | 88,4+6,19"
sa CCl, .
103,6+2,16 4% 5% 10%
75,7+7,96 | 48,8+4553" | 49,0+7,92"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od Sest miSeva; * - statisticki znacajna

razlika u odnosu na CTRL kontrolnu grupu; ** - statisticki znacajna razlika u odnosu na CTRL+CCI, grupu.
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Grafikon 5.11. Aktivnost AST (U/L) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Analiziranjem aktivnosti AST nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus, bez
prisustva CCl,, utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu
na koncentraciju ekstrakta (F=10,016, p<0,001). Medusobnim poredenjem aktivnosti AST u
odnosu na koncentraciju ekstrakta (bez prisustva CCly), utvrdena je znacajna razlika izmedu
koncentracija ekstrakta 1%, 2% i 3% u odnosu na 5% (redom p=0,002, p=0,002, p=0,012), kao i
za 1%, 2% 1 3% u odnosu na 10% (redom p<0,001, p<0,001, p=0,002). Nisu utvrdene znacajne
razlike u aktivnosti AST izmedu uzastopnih koncentracija ekstrakta (bez CCls) 1% i 2%
(p=1,000), 2% i 3% (p=0,982), 3% 1 4% (p=0,574), 4% 1 5% (p=0,370), kao ni izmedu
koncentracija 5% i 10% (p=0,973) (Tabela 5.26.a)). Uporedivanjem aktivnosti AST utvrdena je
znacajna razlika izmedu kontrolne grupe CTRL i koncentracije ekstrakta 5% bez prisustva CCly
(p<0,001), kao i koncentracije ekstrakta 10% (p<0,001). Imajuci u vidu da ne postoji znacajna
razlika izmedu koncentracija ekstrakta 5% 1 10%, a da postoji znacajna razlika u odnosu na
CTRL kontrolnu grupu, moze se zakljuciti da je koncentracija 5% ekstrakta pokazala najveci
hepatoprotektivni efekat u pogledu aktivnosti AST.

Uporedivanjem aktivnosti AST za razlicite koncentracije ekstrakta (sa CCly) utvrdena je
znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CCl4: 3% i CTRL+CClI, (p<0,001), 4% i
CTRL+CCl, (p<0,001), 5% i CTRL+CCl; (p<0,001), i 10% i CTRL+CCl, (p<0,001), uz
istovremeno postojanje znacajne razlike izmedu svih primenjenih koncentracija ekstrakta u

prisustvu ugljentetrahlorida i kontrolne CTRL grupe (p<0,001).
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Analiziranjem aktivnosti AST nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus, uz
prisustvo CCly, utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu
na koncentraciju ekstrakta (F=101,43, p<0,001). Medusobnim poredenjem aktivnosti AST u
odnosu na koncentraciju ekstrakta (uz prisustvo CCls), uocena je statisticki znacajna dozna
zavisnost: utvrdene su znacajno viSe vrednosti za koncentracije 1% i 2% u odnosu na
koncentraciju 3% (redom p=0,001, p=0,013), znacajno vise vrednosti za koncentracije 1%, 2% i
3% u odnosu na koncentraciju 4% (redom p<0,001, p<0,001, p=0,011), kao i znacajno vise
vrednosti za koncentracije 1%, 2%, 3% i 4% u odnosu na koncentraciju 5% (redom p<0,001,
p<0,001, p<0,001, p=0,004). Utvrdene su i znacajno vise vrednosti aktivnosti AST za
koncentracije 1%, 2%, 3% i 4% u odnosu na koncentraciju 10% (redom p<0,001, p<0,001,
p<0,001, p<0,001). Nisu utvrdene znacajne razlike u aktivnosti AST izmedu uzastopnih
koncentracija ekstrakta (uz prisustvo CCly) 1% i 2% (p=0,929), kao ni izmedu koncentracija 5%
i 10% (p=1,000) (Tabela 5.26.b)). S obzirom da su utvrdene znaéajne razlike izmedu svih
koncentracija manjih od 5% 1 koncentracija 5% 1 10%, a da ne postoji znacajna razlika izmedu
5% i 10%, moze se zakljuciti da se ponovo koncentracija 5% ekstrakta izdvojila kao najbolja
mera za sprecavanje rasta aktivnosti AST, ali ipak ne dostizu¢i kontrolne vrednosti CTRL grupe,

jer postoji znacajna razlika izmedu ove koncentracije ekstrakta i CTRL kontrolne grupe.

Tabela 5.26. Post-hoc analiza: poredenje prose¢nih vrednosti aktivnosti AST nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. u odnosu na koncentraciju.

a) bez prisustva CCl, b) uz prisustvo CCl,
1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10% 1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10%
1% 1%
2% | ns 2% | ns
3% | ns | ns 3% | T | 7
4% | ns | ns | ns % | T T T
5% | ” . ns 5% | ” ” -
0% 7 | 7| 7 | ns | ns 0% | 7 7T 7 | ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,05, ™ p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

106



Dunja Jakovljevié¢ Doktorska disertacija

Nivo serumskih transaminaza ALT i AST predstavlja vazan indikator stanja jetre i ¢esto
su ovi enzimi koriS¢eni kao biomarkeri hepatotoksi¢nog i hepatoprotektivnog dejstva razlicitih
agenasa. Merenje nivoa serumskih transaminaza ALT i AST je Cesto u klinickoj praksi u cilju
procene funkcije jetre (135). Intoksikacija ugljentetrahloridom dovodi do povecanja aktivnosti
ALT i AST kod eksperimentalnih Zivotinja kao posledica oksidativnog oStecenja jetre (167).
Potvrdeno je da flavonoidni molekuli imaju hepatoprotektivno dejstvo (168). Biljni ekstrakti i
njihovi aktivni principi imaju vaznu ulogu u prevenciji oSte¢enja nastalih hepatotoksinom CCly
(167).

Postoji nedostatak podataka za aktivnost ALT i AST za vodeni ekstrakt ploda Rumex
crispus. Aghajanyan i saradnici (169) su utvrdili da etanolni ekstrakt semena Rumex obtusifolius
dovodi do smanjenja nivoa ALT i AST kod ekstraktom tretiranih Zivotinja. Naseri i saradnici
(170) su ustanovili nize vrednosti za aktivnost ALT i AST nakon primene vodeno-alkoholnog
ekstrakta Rumex alveollatus kod Zivotinja intoksiciranih CCls. Ganaie i saradnici (145) su
ispitivali metanolni ekstrakt herbe Rumex vesicarius i potvrdili da pomenuti ekstrakt snizava
aktivnost ALT i AST, uporedivo sa silimarinom. Sahreen i saradnici (167) su pokazali da
ekstrakt korena Rumex hastatus dovodi do smanjenja nivoa ALT i AST u serumu zivotinja
tretiranih ugljentetrahloridom. Ovo ukazuje na potencijalna hepatoprotektivna svojstva vrsta roda
Rumex (145). Rezultati ove disertacije su u skladu sa pomenutim radovima, §to ukazuje da bi
vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus mogao biti hepatoprotektivni agens.

U Tabeli 5.27. i na Grafikonu 5.12. prikazani su rezultati odredivanja jo§ jednog
serumskog parametra ugljentetrahloridom-indukovanog oksidativnog oS$teenja jetre: ukupnih
proteina, kao i uticaj vodenog ekstrakta ploda R. crispus na ovaj parametar pre i nakon
intoksikacije ugljentetrahloridom. S obzirom na visoku hepatotoksi¢nost ugljentetrahlorida,
dodatak CCl, znacajno je smanjio sadrzaj ukupnih proteina, za oko 40% u odnosu na netretirane
zivotinje (poredenje CTRL i CTRL+CCls), odnosno prose¢na vrednost ukupnih proteina
znacajno se razlikovala izmedu kontrolne CTRL grupe i CTRL+CCly4 grupe (t=15,299, p<0,001),

sa znacajno nizim vrednostima u CTRL+CCly4 grupi.
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Tabela 5.27. Koli¢ina ukupnih proteina (g/L) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus L.

1% 2% 3%
bez CCl CTRL 60,2+1,99 57,5+5,88 54,9+1,26
58,1+3,53" 4% 5% 10%
58,5+3,47 | 58,243,90° | 56,4+593
1% 2% 3%
CTRL 35,9+0,85 | 37,6+0,48" | 36,5+0,30"
sa CCly .
35,6+0,76 4% 5% 10%
425+2 37 | 48,2+1,47 | 48,9+1,98"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od Sest miSeva; * -

razlika u odnosu na CTRL kontrolnu grupu; ** - statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL+CCl, grupu.

statisticki znacajna

Ukupni proteini

| ** * % * % * % * % * %
el o
— * kx K ¥F
* k% —
* * X * M
—— ] —
38.1p 6020 495 d4.90 58.50 58.20 46.40
42.5 48.20 48.90
5.6 35.9p 376D 36.5p :
CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10% CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10%
Ekstrakt Ekstrakt+CCl4

Grafikon 5.12. Koli¢ina ukupnih proteina (g/L) nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus L.

Medusobnim poredenjem koli¢ine ukupnih proteina nakon primene vodenog ekstrakta

ploda R. crispus bez prisustva CCly, nije utvrdena znaCajna razlika (p=0,340) u odnosu na

razli¢ite primenjene koncentracije ekstrakta.
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Uporedivanjem koli¢ine ukupnih proteina nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus, uz prisustvo CCly, utvrdena je znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu
CTRL+CCI, za sledece koncentracije ekstrakta: 4% i CTRL+CCl, (p<0,001), 5% i CTRL+CCl,
(p<0,001), i 10% i CTRL+CCl4 (p<0,001), uz istovremeno postojanje znacajne razlike izmedu
svih primenjenih koncentracija ekstrakta u prisustvu ugljentetrahlorida i kontrolne CTRL grupe
(p<0,001).

Analiziranjem koli¢ine ukupnih proteina nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus, uz prisustvo CCly, utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog parametra
u odnosu na koncentraciju ekstrakta (F=97,686, p<0,001). Medusobnim poredenjem koli¢ine
ukupnih proteina u odnosu na koncentracije ekstrakta (uz prisustvo CCly), uoéena je statisticki
znacajna dozna zavisnost. Nisu utvrdene znacajne razlike u sadrzaju ukupnih proteina izmedu
uzastopnih koncentracija ekstrakta 1% i 2% (p=0,375), 2% i 3% (p=0,799), kao ni izmedu
koncentracija 5% i 10% (p=0,959) (Tabela 5.28.). Postoji znacajna razlika izmedu koncentracija
ekstrakta 4%, 5% i 10% i kontrolne CTRL+CCI, grupe, ali iako postoji znacajna razlika izmedu
4% 1 5%, koncentracija od 5% ima znacajno viSe vrednosti ovog parametra. S obzirom da ne
postoji znacajna razlika izmedu koncentracija 5% i 10%, koncentracija 5% ekstrakta je pokazala
najve¢i potencijalni hepatoprotektivni efekat, jer je najviSe sprecila pad koli¢ine ukupnih
proteina izazvan dodatkom CCly, ali ipak ne u potpunosti: postoji znacajna razlika izmedu ove

koncentracije ekstrakta i kontrolne CTRL grupe.

Tabela 5.28. Post-hoc analiza: poredenje prosecnih vrednosti ukupnih proteina nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L., uz prisustvo CCl,, u odnosu na koncentraciju.

1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10%
1%
2% | ns
3% | ns | ns
4% | 7 T
5% | | T T 7
10% | 1717 I ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znac¢ajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,05, ™ p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.
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Ugljentetrahloridom indukovano o$teéenje jetre Cesto se koristi kao model za ispitivanje
hepatoprotektivnog svojstva nekog agensa. Administracija CCl, uzrokuje brojne nepovoljne
efekte u hepatocitima. Hepatotoksin CCls metabolicki se aktivira posredstvom citohroma P-450
u endoplazmatskom retikulumu i dovodi do produkcije trinlorometil radikala. Nastali slobodni
radikali dalje stupaju u reakciju sa proteinima i na taj nacin remete strukturu i funkciju
proteinskih molekula. Tretman ugljentetrahloridom rezultuje redukcijom sinteze proteina (144).

U literaturi ne postoje podaci za sadrzaj ukupnih proteina nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus. Alkushi (162) je pokazao da vodeni ekstrakt korena Rumex
acetosella povecava nivo ukupnih proteina kod CCly-tretiranih zivotinja. Tukappa i saradnici
(144) su ispitivali potencijalno hepatoprotektivno dejstvo metanolnog ekstrakta herbe Rumex
vesicarius i utvdili da pomenuti ekstrakt, sli¢no silimarinu, povecava koli¢inu ukupnih proteina
kod eksperimentalnih Zivotinja tretiranih ugljentetrahloridom. PoviSen nivo ukupnih proteina
sugeriSe da je ispitivani ekstrakt omogucio stabilizaciju endoplazmatskog retikuluma, a time i
povecanu sintezu proteina i regeneraciju hepatocita. Hepatoprotektivna svojstva ekstrakta Rumex
vesicarius dovode se u vezu sa sadrzajem fenolnih jedinjenja i flavonoida (144). Venkatakishore
i saradnici (171) su ustanovili da etanolni ekstrakt herbe Gymnema sylvestre povecava sadrzaj
ukupnih proteina kod zivotinja tretiranih ugljentetrahloridom, $to ukazuje na zasStitna dejstva
ekstrakta. Rezultati ove disertacije su u skladu sa pomenutim radovima S§to ukazuje na
potencijalna hepatoprotektivna svojstva vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus.

Rezultati odredivanja koli¢ine bilirubina u serumu, pre i nakon intoksikacije
ugljentetrahloridom, prikazani su u Tabeli 5.29. i na Grafikonu 5.13. Administracija ovog agensa
dovela je do znacajnog povecanja koli¢ine bilirubina u serumu, a izmerene vrednosti su bile vise
od Cetiri puta veée u odnosu na netretirane Zivotinje (poredenje CTRL i CTRL+CCly), odnosno
prosecna koli¢ina bilirubina u serumu znacajno se razlikovala izmedu kontrolne CTRL grupe 1

CTRL+CCl, grupe (t=52,036, p<0,001), sa znacajno ve¢im vrednostima u CTRL+CCl,4 grupi.
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Tabela 5.29. Koli¢ina bilirubina u serumu (mg/dL) nakon primene vodenog ekstrakta ploda
Rumex crispus L.

1% 2% 3%
CTRL 15,240,337 | 15,240,29" | 15,3+0,46
bez CCl, ”
15,5+0,33 4% 5% 10%
14,8+0,45 | 13,241,097 | 14,0+1,02"
1% 2% 3%
CTRL 65,142,41" | 59,84254" | 56,3+2,38"
sa CCl, .
65,7+2,34 4% 5% 10%
49,0+2,25" | 29,1+2,96 " | 27,4+2,84 "

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od Sest miSeva; * - statisti¢ki znacajna

razlika u odnosu na CTRL kontrolnu grupu; ** - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL+CCl, grupu.
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-
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= * k%
IS BE — _|_ * k%
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-
* kk
4570 g5.3p ool : kR
* 536.30D
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* % * % * % * %k sk k k kok k kk
i 9.1 7.4
5.5 {5.2}3 {5.2} 45.3}) { 3_2}, {4,0}
CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10% CTRL 1% 2% 3% 4% 5% 10%
Ekstrakt Ekstrakt+CCl4

Grafikon 5.13. Koli¢ina bilirubina u serumu (mg/dL) nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L.

Analiziranjem koli¢ine bilirubina u serumu nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus, bez prisustva CCly, utvrdena je znaCajna razlika u proseénim vrednostima ovog
parametra u odnosu na koncentraciju ekstrakta (F=9,027, p<0,001). Medusobnim poredenjem
koli¢ine bilirubina u odnosu na koncentraciju ekstrakta (bez prisustva CCl,), utvrdena je

znacajna razlika izmedu koncentracija ekstrakta 1%, 2%, 3% i 4% u odnosu na 5% (redom
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p<0,001, p<0,001, p<0,001, p=0,007), sa znacajno nizim vrednostima za nivo 5%, kao i za 1%,
2% 1 3% u odnosu na 10% (redom p=0,044, p=0,040, p=0,024). Nisu utvrdene znacajne razlike u
koli¢ini bilirubina u serumu izmedu uzastopnih koncentracija ekstrakta (bez prisustva CCly) 1% i
2% (p=1,000), 2% 1 3% (p=1,000), 3% i1 4% (p=0,736), kao ni izmedu koncentracija 5% 1 10%
(p=0,429). Podaci su prikazani u Tabeli 5.30.a). Utvrdena je znacajna razlika izmedu kontrolne
CTRL grupe i koncentracija ekstrakta 5% (p<0,001) i 10% (p=0,005), bez medusobne razlike,
tako da se izdvojila koncentracija ekstrakta 5% sa najve¢im potencijalnim hepatoprotektivnim
dejstvom, jer je pri toj koncentraciji ekstrakta doslo do znacajnog smanjenja koli¢ine bilirubina u
serumu eksperimentalnih Zivotinja.

Uporedivanjem koli¢ine bilirubina nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus, uz
prisustvo CCl,, za razliite koncentracije utvrdena je znacajna razlika za Sve primenjene
koncentracije ekstrakta u odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CCl,, uz istovremeno postojanje
znacajne razlike izmedu svih primenjenih koncentracija ekstrakta u prisustvu ugljentetrahlorida i
kontrolne CTRL grupe (p<0,001).

Analiziranjem koli¢ine bilirubina u serumu nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus, uz prisustvo CCly, utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra
u odnosu na koncentraciju ekstrakta (F=231,54, p<0,001). Daljom analizom, utvrdene su
znacajno viSe vrednosti za koncentraciju ekstrakta 1% u odnosu na 2% (p=0,014) i 3%
(p<0,001). Utvrdene su i znacajno vise vrednosti ovog parametra za koncentracije ekstrakta 1%,
2% i 3% u odnosu na koncentraciju 4% (redom p<0,001, p<0,001, p<0,001), zatim znac¢ajno vise
vrednosti za koncentracije 1%, 2%, 3% i 4% u odnosu na koncentraciju 5% (redom p<0,001,
p<0,001, p<0,001, p<0,001). Utvrdene su i1 znacajno viSe vrednosti koli¢ina bilirubina u serumu
za koncentracije ekstrakta 1%, 2%, 3% i 4% u odnosu na koncentraciju 10% (redom p<0,001,
p<0,001, p<0,001, p<0,001). Nisu utvrdene znacajne razlike izmedu uzastopnih koncentracija
ekstrakta 2% i 3% (p=0,214), kao ni izmedu koncentracija ekstrakta 5% i 10% (p=0,860) (Tabela
5.30.b)). I kod ovog parametra, koncentracija 5% je pokazala najznacajniji hepatoprotektivni
efekat jer je najviSe ponistila Stetan efekat CCly, ali nije u potpunosti s obzirom da postoji

znacajna razlika izmedu ove koncentracije ekstrakta i kontrolne CTRL grupe.
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Tabela 5.30. Post-hoc analiza: poredenje prose¢nih vrednosti bilirubina nakon primene vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L. u odnosu na koncentraciju.

a) bez prisustva CCl, b) uz prisustvo CCl,
1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10% 1% | 2% | 3% | 4% | 5% | 10%
1% 1%
2% | ns 2% |
3% | ns | ns 3% | 7 | ns
4% | ns | ns | ns 7
50 | 7 - - - 50 | 7 - - ”
10% | ~ . “ | ns | ns 0% - 7| 7| 7 | ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,05, ** p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znacajna.

Intoksikacija ugljentetrahloridom izaziva poja¢anu produkciju reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta, koje dovode do oksidativnog oSteCenja hepatocita. Administracija ugljentetrahlorida
uzrokuje porast koli¢ine bilirubina u serumu. Stabilizacija ¢elijske membrane i zastita hepatocita
od delovanja ROS, kao i sniZavanje novoa bilirubina u serumu ukazuje na hepatoprotektivnost
ispitivanog agensa i teznju ka oCuvanju fizioloSke funkcije bilijarnog sistema (144, 162).

U literaturi ne postoje podaci za nivo bilirubina u serumu nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus. Tukappa i saradnici (144) su ispitivali potencijalno
hepatoprotektivno delovanje metanolnog ekstrakta herbe Rumex vesicarius. Utvrdeno je da
ispitivani ekstrakt snizava koncentraciju bilirubina kod CClg-tretiranih eksperimentalnih
zivotinja. Rezultati su bili uporedivi sa silimarinom (144). Silimarin, kao poznati
hepatoprotektivni agens, Cesto se koristi za poredenje efekata drugih ekstrakata (162). Sheela i
Udhayakumari (172) su ispitivali zastitna svojstva metanolnog ekstrakta cele biljke Sauropus
bacciformis prema jetri i ustanovili da ispitivani ekstrakt znacajno snizava nivo bilirubina kod
tretiranih pacova, slicno silimarinu. Rezultati ove disertacije su u skladu sa pomenutim radovima
Sto ukazuje na potencijalna hepatoprotektivna svojstva vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus.

Kod svih pomenutih parametara, utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu kontrolne
CTRL grupe i CTRL+CCIl; grupe, ¢ime smo potvrdili hepatotoksicnost ugljentetrahlorida.
Takode, utvrdena je znaCajna razlika izmedu svih koncentracija ekstrakta, bez prisustva

ugljentetrahlorida, i kontrolne CTRL+CCl, grupe, kod svih ispitivanih parametara, ¢ime je
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dokazano da vodeni ekstrakt ploda Stavelja nije hepatotoksican. Daljom analizom rezultata,
pokazano je, ne samo odsustvo hepatotoksi¢nosti ekstrakta, ve¢ i to da ekstrakt, bez prisustva
CCly, pri koncentraciji 5% pokazuje hepatoprotektivan efekat kada su u pitanju sledeci
parametri: sadrzaj hidroksiprolina, aktivnhost ALT i AST, i koli¢ina bilirubina u serumu,
snizavaju¢i zna¢ajno ove vrednosti u odnosu na kontrolnu CTRL grupu (za te parametre postoji
znacajna razlika izmedu koncentracije ekstrakta 5% bez CCl, i kontrolne CTRL grupe).

S obzirom da kod svih parametara ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu
koncentracija ekstrakta 5% i 10% u prisustvu ugljentetrahlorida, zaklju¢ujemo da koncentracija
ekstrakta 5% sa CCl; ima najveée hepatoprotektivno dejstvo za eksperimentalne Zivotinje
(postoji znacajna razlika izmedu ove koncentracije ekstrakta i kontrolne CTRL+CCl, grupe).
Koncentracija ekstrakta 5% u prisustvu ugljentetrahlorida je u najve¢oj meri ponistila negativne
efekte CCly, odrzavajuéi vrednosti u okviru kontrolnih za parametre: telesna masa zivotinja i
sadrzaj hepaticne DNK, jer postoji znaCajna razlika izmedu ove koncentracije i kontrolne
CTRL+CCl, grupe, a ne postoji znacajna razlika u odnosu na kontrolnu CTRL grupu. Za ostale
parametre, koncentracija ekstrakta 5% nije u potpunosti spre¢ila Stetno delovanje

ugljentetrahlorida, jer i dalje postoji znacajna razlika u odnosu na kontrolnu CTRL grupu.
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5.4.2. Aktivnost antioksidantnih enzima kod oksidativhog stresa izazvanog
ugljentetrahloridom i nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.
Rezultati  ispitivanja  razli¢itih ~ parametara  oksidativnhog stresa  izazvanog

ugljentetrahloridom i nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus prikazani su u Tabeli
5.31. i na Grafikonima 5.14.-5.20.

Tabela 5.31. Aktivnost antioksidantnih enzima nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus L.
kontrola primenjena doza 5% ekstrakta

CTRL 1 mL/kg t.m. 2 mL/kg t.m. 3 mL/kg t.m.
SOD ekstrakt 21,250,627 | 21,42+061" 2223+0,36 | 2838+171""
(U/mg proteina) ekstrakt+CCl, | 5,69+0,16" 6,57+ 0,20 10,45+ 1,427 | 1562+0,28""
XOD ekstrakt 1,95+0,07" 1,94 +0,03" 1,81+0,12"" 1,69+0,05""
(nmol/mg proteina) | ekstrakt+CCl, | 2,81+0,09° | 3,16 0,07 2,51+0,10"" 2,04+0,07"
CAT ekstrakt 9,54 +0,09” 9,60+ 0,27 9,730,337 10,28 +0,29""
(nmol/mg proteina) | ekstrakt+CCl, | 3,40+0,28" 6,68 +0,33"" 711+036"" 7,64+0,33""
GSHPx ekstrakt 8,48+0,07" | 957+0,13"" 11,17 +052"" | 11,58+0,50""
(nmol/mg proteina) | ekstrakt+CCl, | 21,37 +0,23" | 18,32+0,71"" | 16,40+021"" | 16,88+0,66"
GR ekstrakt 6,11+0,03" 6,22+0,15" 5,45+0,28"" 6,11+0,02"
(nmol/mg proteina) | ekstrakt+CCl, 1,24 + 0,02 3,23+0,13"" 431+0,22"" 446 +0,17""
GSH ekstrakt 4,95+0,08" | 4,94+0,02" 4,99 0,08 4,67+0.217"
(nmol/mg proteina) | ekstrakt+CCl, | 0,73+0,03° | 3,08+046"" 4,67 0,24 4,55+ 0,09
LPx (nmol | ekstrakt 2,96 0,04 | 2,83+0,09"" 2,57 +£0,02"" 2,98 0,07
MDA/mg proteina) | ekstrakt+CCl, | 9,84+0,08" | 8,02+0,06"" 6,14 + 0,09 4,20+ 0,09

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD od Sest zivotinja; * - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL

kontrolnu grupu; ** - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na CTRL+CCIl, kontrolnu grupu.

Izmedu kontrolne CTRL grupe i kontrolne CTRL+CCl; grupe utvrdena je znacajna

razlika u prose¢nim vrednostima sledec¢ih antioksidantnih enzima: SOD (t=59,434, p<0,001), sa
znacajno nizim vrednostima u CTRL+CCly grupi, XOD (t=18,891, p<0,001), sa znacajno visim
vrednostima u CTRL+CCl, grupi, CAT (t=50,613, p<0,001), sa znacajno nizim vrednostima u
CTRL+CCl, grupi, kao i GSHPx (t=133,756, p<0,001), sa znacajno viSim vrednostima u
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CTRL+CClI4 grupi, GR (t=326,690, p<0,001), sa znacajno nizim vrednostima u CTRL+CCly4
grupi, GSH (t=120,504, p<0,001), sa znafajno nizim vrednostima u CTRL+CCl, grupi, LPx
(t=186,112, p<0,001), sa znacajno vis§im vrednostima u CTRL+CCly grupi, ¢ime je potvrdeno
prooksidantno delovanje ugljentetrahlorida. Naime, administracija ugljentetrahlorida uzrokovala
je stimulaciju produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i sniZzavanje aktivnosti antioksidantnih
enzima. Rezultat ovakvog dejstva ugljentetrahlorida na hepatocite je oksidativan stres, koji se
manifestuje, izmedu ostalog, intenziviranom lipidnom peroksidacijom u ¢elijama.

Za sve analizirane parametre utvrdena je znacajna razlika izmedu svih primenjenih doza
ekstrakta (1 mL/kg tm., 2 mL/kg tm. i 3 mL/kg t.m.) bez prisustva CCl,; i kontrolne
CTRL+CCly grupe, ¢ime je dokazano da ekstrakt ne pokazuje prooksidantnu aktivnost kao
ugljentetrahlorid. Ekstrakt je u odredenim primenjenim dozama bez prisustva CCl, delovao
pozitivno za enzime SOD, XOD i CAT, kao i za parametar LPx, jer postoji znacajna razlika
izmedu primenjenih doza ekstrakta i kontrolne CTRL grupe, s tim §to su se vrednosti ovih
parametara menjale suprotno od promena pod uticajem CCls. Ekstrakt je u odredenim
primenjenim dozama bez prisustva CCl, delovao na isti na¢in kao i CCl, za parametre GSHPX,
GR i GSH, ali ne u meri kao ugljentetrahlorid. Postoji znacajna razlika izmedu ovih primenjenih
doza ekstrakta i kontrolne CTRL+CCIl, grupe, kao i u odnosu na kontrolnu CTRL grupu, s tim
Sto su se vrednosti ovih parametara pomerale u istom smeru kao i pod uticajem CCls. U
primenjenoj dozi 1 mL/kg t.m. ekstrakt je ipak pruzio benefit u pogledu aktivnosti GR i koli¢ine
GSH, dok je u toj istoj koncentraciji izazvao najmanje Stetnih efekata kod aktivnosti GSHPx.

Ekstrakt u dozi 3 mL/kg t.m. u prisustvu CCl, je u najvecoj meri pokazao moguci zastitni
efekat kada su u pitanju aktivnosti SOD, XOD i CAT, i intenzitet LPx, jer postoji znacajna
razlika izmedu ove doze ekstrakta i kontrolne CTRL+CCI, grupe (jedino je aktivnost XOD u
potpunosti odrzana u okviru kontrolne vrednosti, jer ne postoji statisticki znacajna razlika u
odnosu na CTRL grupu). Doza 2 mL/kg t.m. u prisustvu CCly je u najvecoj meri ponistila Stetne
efekte ugljentetrahlorida kada su aktivnosti GSHPx i GR, i sadrzaj GSH u pitanju, jer postoji
znacajna razlika izmedu ove doze ekstrakta i kontrolne CTRL+CCI, grupe (jedino je sadrzaj
GSH u potpunosti odrzan u okviru kontrolne vrednosti, jer ne postoji statisticki zna€ajna razlika

u odnosu na CTRL grupu).
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Superoksid dismutaza (SOD)

Analiziranjem prose¢nih vrednosti aktivnosti SOD nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, bez prisustva CCly, utvrdena je znacajna razlika u odnosu na dozu ekstrakta
(F=76,561, p<0,001). Daljom analizom, utvrdena je znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i
3 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001), sa znacajno viSim vrednostima
za dozu ekstrakta 3 mL/kg t.m., bez medusobne razlike izmedu 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m.
(p=0,403). Ovim se moze zakljuCiti da je doza ekstrakta 3 mL/kg t.m. (bez CCl,;) pokazala
moguéi antioksidantni efekat, znacajno povecavajuéi aktivnost SOD u odnosu na kontrolnu
CTRL grupu (p<0,001).

Uporedivanjem proseénih vrednosti aktivnosti SOD nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, uz prisustvo CCly, za razli¢ite primenjene doze utvrdena je znacajna razlika u
odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CCl,: 2 mL/kg t.m. i CTRL+CCl, (p<0,001), i 3 mL/kg t.m. i
CTRL+CCI, (p<0,001), uz istovremeno postojanje znacajne razlike izmedu kontrolne grupe
CTRL i svih primenjenih doza (p<0,001).

Postoji znaCajna razlika u proseénim vrednostima aktivnosti SOD nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus (u prisustvu CCl,) u odnosu na dozu ekstrakta (F=174,255,
p<0,001). Daljom primenom Tukey post hoc testa utvrdena je znacajna razlika izmedu doza: 1
mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001), kao i 1 mL/kg t.m.
i 3 mL/kg t.m. (p<0,001), pri ¢emu su vise vrednosti za aktivnost SOD za vece doze. Moze se
zakljuciti da je doza ekstrakta 3 mL/kg t.m. (sa CCl,) u najvecoj meri ponistila negativne efekte
ugljentetrahlorida, jer postoji znacajna razlika izmedu ove doze ekstrakta i kontrolne
CTRL+CCl, grupe, ali nije u potpunosti sprecila pad aktivnosti SOD, jer i dalje postoji znacajna
razlika izmedu doze ekstrakta 3 mL/kg t.m. i kontrolne CTRL grupe.

U literaturi nema podataka o aktivnosti enzima SOD nakon primene vodenog ekstrakta
ploda Rumex crispus kod ugljentetrahloridom tretiranih eksperimentalnih zivotinja. Abdel-Sattar
i saradnici (173) su utvrdili da metanolni ekstrakt herbe Rumex nervosus dovodi do in vivo
snizavanja aktivnosti enzima SOD kod CCl,-tretirane grupe, kao posledica smanjenja
oksidativnog stresa. Rezultati disertacije nisu u skladu sa ovim podacima, ukazuju¢i da bi vodeni
ekstrakt ploda Rumex crispus mogao imati sposobnost povecanja antioksidantnog statusa

hepatocita. Tukappa i saradnici (144) su utvrdili da je doSlo do povecanja aktivnosti enzima SOD

117



Dunja Jakovljevié¢ Doktorska disertacija

nakon primene metanolnog ekstrakta cele biljke Rumex vesicarius kod ugljentetrahloridom
tretirane grupe, u poredenju sa CClz-kontrolnom grupom. Rezultati istog parametra nakon
administracije vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus bili su u skladu sa pomenutim radom,

sugeriSu¢i na povecanje aktivnosti antioksidantnog sistema nakon primene ekstrakta vrsta

Rumex.
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Grafikon 5.14. Aktivnost SOD nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Ksantin oksidaza (XOD)

Analiziranjem proseénih vrednosti aktivnosti XOD nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, bez prisustva CCly, utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog
parametra u odnosu na primenjenu dozu ekstrakta (F=16,403, p<0,001). Daljom komparacijom
(Tukey post hoc), utvrdena je znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg tm. i 2 mL/kg t.m.
(p=0,030), 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,030), i 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001), sa
znacajno nizim vrednostima aktivnosti XOD sa povecanjem doze, ¢ime se moze zakljuciti da je
doza ekstrakta 3 mL/kg t.m. (bez CCly) pokazala najnizi moguci prooksidantni efekat, znacajno
snizavajuci aktivnost XOD u odnosu na kontrolnu CTRL grupu (p<0,001, za dozu 3 mL/kg t.m.,
dok je za 2 mL/kg t.m. p=0,028).
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Uporedivanjem prose¢nih vrednosti aktivnosti XOD nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, uz prisustvo CCl,, utvrdena je znacajna razlika za sve primenjene doze u
odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CCl; (p<0,001), dok samo kod doze 3 mL/kg t.m. nije
utvrdena znacajna razlika u odnosu na kontrolnu CTRL grupu.

Postoji znaCajna razlika u prose¢nim vrednostima aktivnosti XOD nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus (u prisustvu CCl,) u odnosu na dozu ekstrakta (F=291,195,
p<0,001). Daljom analizom utvrdena je znaCajna razlika u aktivnosti XOD u odnosu na
uzastopne doze: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001),
kao i 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001). Namece se zakljucak da je doza ekstrakta 3 mL/kg
t.m. jedina koja je uspela da ponisti negativno delovanje ugljentetrahlorida, odrzavajuci vrednosti
ovog parametra u okviru kontrolnih vrednosti (ne postoji znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolnu
CTRL grupu).

U literaturi nema dostupnih podataka vezanih za in vivo aktivnost enzima XOD nakon
primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus kod ugljentetrahloridom izazvanog
oksidativnog stresa. Maksimovi¢ i saradnici (7) su utvrdili da metanolni ekstrakt ploda Rumex
crispus uzrokuje statisti¢ki znacajno povecanje aktivnosti XOD nakon primenjenih razlicitih
doza ispitivanog ekstrakta u odnosu na grupu koja je primila samo CCls. Ovo ukazuje na
potencijalno prooksidantno delovanje pomenutog ekstrakta (7). Rezultati u disertaciji nisu u
skladu sa ovim radom, buduéi da je tretman vodenim ekstraktom ploda Stavelja uzrokovao
supresiju aktivnosti XOD, priblizavajuc¢i vrednosti aktivnosti XOD kontrolnoj grupi (CTRL).
Khan i Sultana (174) su utvrdili statisti¢ki znacajno smanjenje aktivnosti enzima XOD kod CCls-
tretirane grupe nakon primene metanolnog ekstrakta cele biljke Aegle marmelos u odnosu na
kontrolnu grupu. Kod CCls-indukovanog oksidativnog stresa primecena je pojac¢ana aktivnost
enzima XOD (174). Rezultati disertacije su u skladu sa ovim radom, sugeriSu¢i da bi vodeni
ekstrakt ploda Rumex crispus mogao imati hepatoprotektivna svojstva, snizavajuci aktivnost
enzima XOD.
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Grafikon 5.15. Aktivnost XOD nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Katalaza (CAT)

Analiziranjem prose¢nih vrednosti aktivnosti CAT nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, bez prisustva CCl,, utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
parametra u odnosu na dozu ekstrakta (F=7,948, p=0,004). Daljom komparacijom, utvrdena je
znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,005), i 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg
t.m. (p=0,022), sa znac¢ajno visim vrednostima za dozu 3 mL/kg t.m., bez medusobne razlike
izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,751). Moze se zakljuciti da je doza ekstrakta 3
mL/kg t.m. (bez CCl;) pokazala najvecu antioksidantnu aktivnost, i da pri ovoj dozi ekstrakta
dolazi do znacajnog povecanja aktivnosti CAT u odnosu na kontrolnu CTRL grupu (p=0,028).

Uporedivanjem prose¢nih vrednosti aktivnosti CAT nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, uz prisustvo CCly, utvrdena je znacajna razlika za sve primenjene doze u
odnosu na obe kontrolne grupe: CTRL i CTRL+CCl, (p<0,001).

Postoji znaCajna razlika u prose¢nim vrednostima aktivnosti CAT nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus (u prisustvu CCl,;) u odnosu na dozu ekstrakta (F=11,855,

p=0,001). Daljom primenom Tukey post hoc testa utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti CAT
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u odnosu na doze 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg tm. i 3 mL/kg t.m.
(p=0,043), sa znac¢ajno visim vrednostima za 3 mL/kg t.m., bez medusobne razlike izmedu doza
1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,107). Namece se zakljucak da je doza ekstrakta 3 mL/kg t.m. u
najve¢oj meri anulirala negativne efekte ugljentetrahlorida, ali ne u potpunosti, s obzirom da
postoji znacajna razlika u odnosu na obe kontrolne grupe: CTRL i CTRL+CCl,.

U literaturi nema podataka o aktivnosti enzima CAT uzrokovane aplikacijom CCl, nakon
primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus. Maksimovi¢ i saradnici (7) su uocili da
metanolni ekstrakt ploda Rumex crispus dovodi do znacajnog povecanja aktivnosti CAT u
poredenju sa kontrolnom grupom koja je bila tretirana samo ugljentetrahloridom. Naime,
aplikacija hepatotoksina CCl, je uzrokovala oksidativni stres u hepatocitima i sniZavanje
antioksidantnog sistema celija. Ekstrakt je delovao antioksidantno i stimulisao aktivnost enzima
CAT, koji kataliSe reakcije detoksikacije ROS (7). Rezultati disertacije su u skladu sa ovim
radom. Tukappa i saradnici (144) su utvrdili da je doslo do povecéanja aktivnosti enzima CAT
nakon primene metanolnog ekstrakta cele biljke Rumex vesicarius kod ugljentetrahloridom
tretirane grupe, u poredenju sa CCly-kontrolnom grupom. Rezultati ovog parametra nakon
administracije vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus bili su u skladu sa pomenutim radom,
sugeriSui na povecanu aktivnost antioksidantnog enzima CAT 1 posledi¢no intenzivnije
,hvatanje” ROS nakon primene ekstrakta vrsta Rumex. Khan i Sultana (174) su utvrdili
statisticki znacajno povecanje aktivnosti enzima CAT kod CCly-tretirane grupe nakon primene
metanolnog ekstrakta cele biljke Aegle marmelos u odnosu na kontrolnu grupu. Kod CCl,-
indukovanog oksidativnog stresa primecena je snizena aktivnost enzima CAT (174). Rezultati
disertacije su u skladu sa ovim radom, sugeriSuci da bi vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus

mogao imati hepatoprotektivna svojstva, stimuliSuci aktivnost enzima CAT.
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Grafikon 5.16. Aktivnost CAT nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Glutation peroksidaza (GSHPXx)

Analiziranjem prose¢nih vrednosti aktivnosti GSHPx nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, bez prisustva CCl,, utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
parametra u odnosu na dozu ekstrakta (F=38,099, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je
znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg
t.m. (p<0,001), bez medusobne razlike izmedu doza 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,235), ali
sa znacajno nizom vrednosti pri dozi 1 mL/kg t.m., tako da je upravo doza ekstrakta 1 mL/kg
t.m. pokazala najja¢i moguci antioksidantni efekat, s obzirom na znacajno vecu vrednost
aktivnosti GSHPx u odnosu na kontrolnu CTRL grupu (za sve primenjene doze p<0,001).
Ugljentetrahlorid ima znacajno vecu prooksidantnu aktivnost u poredenju sa dozom ekstrakta 1
mL/kg t.m., jer postoji znacajna razlika izmedu ove doze i kontrolne CTRL+CCl, grupe.

Analiziranjem prose¢nih vrednosti aktivnosti GSHPx nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, uz prisustvo CCl,, utvrdena je znacajna razlika za sve primenjene doze u
odnosu na obe kontrolne grupe: CTRL i CTRL+CCl, (p<0,001).
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Postoji znacajna razlika u prosecnim vrednostima aktivnosti GSHPx nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus (u prisustvu CCly) u odnosu na primenjenu dozu ekstrakta
(F=18,041, p<0,001). Primenom Tukey post hoc testa utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti
GSHPx u odnosu na doze 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m.
(p=0,002), sa znacajno viSim vrednostima za dozu 1 mL/kg t.m., bez medusobne razlike izmedu
doza 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,339), tako da je doza ekstrakta 2 mL/kg t.m. u najvecoj
meri neutralisala Stetne efekte ugljentetrahlorida, ali ne u potpunosti, jer postoji znacajna razlika
u odnosu na kontrolnu CTRL grupu.

Pregledom dostupne literature utvrdeno je da nema podataka o aktivnosti enzima GSHPx
uzrokovane aplikacijom CCl; nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus.
Maksimovi¢ i saradnici (7) su pokazali da metanolni ekstrakt ploda Rumex crispus dovodi do
znacajnog 1 dozno zavisnog smanjenja aktivnosti GSHPx u poredenju sa kontrolnom grupom
koja je bila tretirana samo ugljentetrahloridom. Rezultati disertacije su u skladu sa ovim radom,
ukazuju¢i da je vodeni ekstrakt ploda Stavelja mogao imati sposobnost umanjenja Stetnih efekata
ugljentetrahlorida. Abdel-Sattar i saradnici (173) su utvrdili da metanolni ekstrakt herbe Rumex
nervosus dovodi do in vivo znacajnog smanjenja aktivnosti enzima GSHPx u odnosu na CCly-
kontrolnu grupu. Rezultati disertacije su u skladu sa ovim radom. Khan i Sultana (174) su uo¢ili
statisticki zna¢ajno povecanje aktivnosti enzima GSHPx kod CCl,-tretirane grupe nakon primene
metanolnog ekstrakta cele biljke Aegle marmelos u odnosu na kontrolnu grupu. Kod CCl,-
indukovanog oksidativnog stresa utvrdena je smanjena aktivnost enzima GSHPx (174). Rezultati
disertacije su u skladu sa navedenim radom, sugeriSu¢i da bi vodeni ekstrakt ploda Rumex

crispus mogao imati hepatoprotektivna svojstva, povecavajuéi aktivnost enzima GSHPx.
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Grafikon 5.17. Aktivnost GSHPx nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Glutation reduktaza (GR)

Analiziranjem prosecnih vrednosti aktivnosti GR nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus, bez prisustva CCly, utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog
parametra u odnosu na dozu ekstrakta (F=31,553, p<0,001). Daljom komparacijom (Tukey post
hoc), utvrdena je znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg
t.m. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001), sa znacajno nizom vrednosti aktivnosti GR za 2 mL/kg t.m., dok
nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,552). Moze se
zakljuciti da ekstrakt pri dozi 1 mL/kg t.m. ne pokazuje moguci znacajan prooksidantni efekat,
iako povecava aktivnost GR, neznatno u odnosu na kontrolnu CTRL grupu. Ekstrakt u dozi 2
mL/kg t.m. pokazuje najslabiji moguci antioksidantni efekat, jer pri ovoj dozi dolazi do
znacajnog smanjenja aktivnosti GR u odnosu na kontrolnu CTRL grupu (p<0,001), ali 1 dalje
postoji znacajna razlika izmedu ove primenjene doze ekstrakta i kontrolne CTRL+CCl, grupe.

Analiziranjem prosec¢nih vrednosti aktivnosti GR nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus, uz prisustvo CCly, utvrdena je znacajna razlika za sve primenjene doze u odnosu na
obe kontrolne grupe: CTRL i CTRL+CCl, (p<0,001).
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Postoji znacajna razlika u prose¢nim vrednostima aktivnosti GR nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus (u prisustvu CCls) u odnosu na dozu ekstrakta (F=88,748, p<0,001).
Primenom Tukey post hoc testa utvrdena je znacajna razlika u vrednostima aktivnosti GR u
odnosu na doze 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001),
sa znacajno nizim vrednostima za dozu 1 mL/kg t.m.. S obzirom na nepostojanje razlike izmedu
doza 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,342), moze se zakljuciti da je doza ekstrakta 2 mL/kg t.m.
u najvecoj meri sprecila negativan uticaj ugljentetrahlorida, ali ne u potpunosti, jer i dalje postoji
znacajna razlika u odnosu na kontrolnu CTRL grupu.

U literaturi nema podataka o aktivnosti enzima GR uzrokovane aplikacijom CCl, nakon
primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus. Maksimovi¢ i saradnici (7) su pokazali da
metanolni ekstrakt ploda Rumex crispus dovodi do znafajnog povecanja aktivnosti GR u
poredenju sa kontrolnom grupom tretiranom samo ugljentetrahloridom. Rezultati disertacije su u
skladu sa ovim radom, sugeriSu¢i da vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus ima potencijalna
antioksidantna svojstva i sposobnost da umanji oksidativna oSteéenja nastala administracijom
ugljentetrahlorida. Abdel-Sattar i saradnici (173) su utvrdili da metanolni ekstrakt herbe Rumex
nervosus dovodi do in vivo povecanja aktivnosti enzima GR u odnosu na CCls-kontrolnu grupu.
Rezultati disertacije nisu u potpunosti u skladu sa ovim radom, jer je nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus kod CCly-tretirane grupe doslo do znacajno vece stimulacije
aktivnosti enzima GR. Khan i Sultana (174) su utvrdili statisticki znacajno povecanje aktivnosti
enzima GR kod CCl,-tretirane grupe nakon primene metanolnog ekstrakta cele biljke Aegle
marmelos u odnosu na kontrolnu grupu. Kod CCls-indukovanog oksidativnog stresa prime¢ena
je smanjena aktivnost enzima GR (174). Rezultati disertacije su u skladu sa navedenim radom,
sugeri$uci da bi vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus mogao imati hepatoprotektivna svojstva,

povecavajuci aktivnost enzima GR.
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Grafikon 5.18. Aktivnost GR nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Glutation (GSH)

Analiziranjem prosec¢nih vrednosti koli¢ine GSH nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus, bez prisustva CCly, utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
parametra u odnosu na dozu ekstrakta (F=10,239, p=0,002). Daljom analizom, utvrdena je
znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,008), i 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg
t.m. (p=0,003), sa znacajno nizom vrednosti za dozu 3 mL/kg t.m., dok nije utvrdena znacajna
razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,780). Namece se zakljucak da je najjaci
potencijalni antioksidantni efekat uocen nakon primene ekstrakta u dozi 1 mL/kg t.m., iako ne
postoji znacajna razlika u odnosu na kontrolnu CTRL grupu. Ekstrakt u dozi 3 mL/kg t.m. deluje
potencijalno prooksidantno u pogledu sadrzaja GSH, jer pri ovoj koncentraciji dolazi do
znacajnog smanjenja koli¢ine GSH u odnosu na kontrolnu CTRL grupu (p=0,004), ali 1 dalje
postoji znacajna razlika izmedu ove primenjene doze ekstrakta i kontrolne CTRL+CCl, grupe.

Analiziranjem prosecnih vrednosti sadrzaja GSH nakon primene vodenog ekstrakta ploda

R. crispus, uz prisustvo CCly, utvrdena je znacajna razlika za sve primenjene doze ekstrakta u
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odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CClI, (p<0,001), dok za doze 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. nije
utvrdena znacajna razlika u odnosu na kontrolnu CTRL grupu.

Postoji znacajna razlika u proseénim vrednostima sadrzaja GSH nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus (u prisustvu CCls) u odnosu na dozu ekstrakta (F=50,357, p<0,001).
Daljom analizom utvrdena je znacajna razlika u koli¢ini GSH u odnosu na doze ekstrakta 1
mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,002), sa znac¢ajno nizim
vrednostima za dozu ekstrakta 1 mL/kg t.m.. S obzirom da nije utvrdena znacajna razlika izmedu
doza ekstrakta 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,763), moze se zakljuciti da je ekstrakt u dozi 2
mL/kg t.m. u potpunosti sprecio negativan efekat ugljentetrahlorida, odrzavaju¢i sadrzaj GSH u
okviru kontrolnih vrednosti (ne postoji znacajna razlika u odnosu na kontrolnu CTRL grupu).

Ne postoje literaturni podaci o sadrzaju GSH nakon primene vodenog ekstrakta ploda
Rumex crispus kod CCly-tretiranih eksperimentalnih Zivotinja. Maksimovi¢ i saradnici (7) su
pokazali da metanolni ekstrakt ploda Rumex crispus dovodi do statisticki znac¢ajnog povecanja
sadrzaja GSH u poredenju sa kontrolnom CCls-tretiranom grupom. Rezultati disertacije su u
skladu sa ovim radom, pokazuju¢i da bi vodeni ekstrakt ploda Stavelja mogao dovesti do
povecanja antioksidantnog kapaciteta hepatocita i anuliranja prooksidantnog delovanja
ugljentetrahlorida. Abdel-Sattar i saradnici (173) su uocili izrazito povecanje sadrzaja GSH kod
CCly-tretirane grupe nakon primene metanolnog ekstrakta herbe Rumex nervosus u odnosu na
CCly-kontrolnu grupu. Rezultati disertacije su u skladu sa ovim radom, sugeriSuci da bi vrste
Rumex mogle imati antioksidantna svojstva, poveéavajuci antioksidantni kapacitet hepatocita
nakon CCl4-indukovanog oksidativnog stresa. Ganaie i saradnici (145) su utvrdili da je doslo do
povecanja sadrzaja GSH kod CCly-tretirane grupe nakon primene metanolnog ekstrakta cele
biljke Rumex vesicarius u poredenju sa kontrolnom grupom. Rezultati disertacije su u skladu sa

ovim radom.
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Grafikon 5.19. Sadrzaj GSH nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Intenzitet lipidne peroksidacije (LPx)

Analiziranjem prose¢nih vrednosti intenziteta LPx nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, bez prisustva CCly, utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog
parametra u odnosu na dozu ekstrakta (F=60,721, p<0,001). Daljom komparacijom (Tukey post
hoc), utvrdena je znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg
tm. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p=0,004), sa znacajno nizim
vrednostima za dozu ekstrakta 2 mL/kg t.m., ¢ime se moze zakljuciti da je doza ekstrakta 2
mL/kg t.m. (bez CCl,) pokazala potencijalno najjaci moguci antioksidantni efekat, znacajno
snizavajuc¢i LPx u odnosu na kontrolnu CTRL grupu (p<0,001, za dozu 2 mL/kg t.m., dok je za 1
mL/kg t.m. p=0,009).

Uporedivanjem prose¢nih vrednosti intenziteta LPx nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus, uz prisustvo CCly, za razli¢ite primenjene doze utvrdena je znacajna razlika u
odnosu na kontrolnu grupu CTRL+CCl,: 1 mL/kg t.m. i CTRL+CCl, (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i
CTRL+CCl, (p=0,004), i 3 mL/kg t.m. i CTRL+CCl, (p<0,001), uz istovremeno postojanje

znacajne razlike izmedu kontrolne grupe CTRL i svih primenjenih doza (p<0,001).
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Postoji znacajna razlika u proseénim vrednostima intenziteta LPx nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus (u prisustvu CCl,) u odnosu na dozu ekstrakta (F=3308,437,
p<0,001). Daljom primenom Tukey post hoc testa utvrdena je znacajna razlika izmedu doza: 1
mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 3 mL/kg t.m. (p<0,001), kao i 1 mL/kg t.m.
i 3 mL/kg t.m. (p<0,001), tako da je vrednost intenziteta LPx obrnuto proporcionalna dozi, iz
Cega se moze zakljuciti da je ekstrakt u dozi 3 mL/kg t.m. u najvecoj meri spre¢io negativan
uticaj ugljentetrahlorida, ali ne u potpunosti, jer i dalje postoji znacajna razlika u odnosu na
kontrolnu CTRL grupu.

Pregledom dostupne literature utvrdeno je da nema podataka o intenzitetu lipidne
peroksidacije uzrokovane aplikacijom CCI,; nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex
crispus. Maksimovi¢ i saradnici (7) su pokazali da metanolni ekstrakt ploda Rumex crispus
dovodi do snizavanja intenziteta LPx u odnosu na kontrolnu grupu koja je bila tretirana samo
ugljentetrahloridom. Rezultati disertacije su u skladu sa ovim radom, sugerisSuci da bi vodeni
ekstrakt ploda Stavelja mogao imati antioksidantna svojstva i time sposobnost da snizi intenzitet
peroksidacije lipida. Abdel-Sattar i saradnici (173) su izmerili statisticki znacajno smanjenje
koncentracije krajnjeg produkta lipidne peroksidacije — MDA kod ugljentetrahloridom tretirane
grupe nakon primene metanolnog ekstrakta herbe Rumex nervosus u odnosu na CCls-kontrolnu
grupu. Ovi podaci ukazuju na potencijalno antioksidantno dejstvo ispitivanog ekstrakta, odnosno
da je doslo do zna¢ajnog smanjenja intenziteta peroksidacije lipida (173). Rezultati disertacije su
u skladu sa ovim radom, pokazujuéi da bi ekstrakti vrsta Rumex mogli imati sposobnost
umanjenja intenziteta oksidativnog stresa indukovanog administracijom hepatotoksina
ugljentetrahlorida. Tukappa i saradnici (144) su utvrdili da je doslo do smanjenja koli¢ine MDA
nakon primene metanolnog ekstrakta cele biljke Rumex vesicarius kod ugljentetrahloridom
tretirane grupe, u poredenju sa CCly-kontrolnom grupom. Rezultati ovog parametra nakon
administracije vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus bili su u skladu sa pomenutim radom,
ukazujuc¢i da bi ekstrakti vrsta Rumex mogli dovesti do snizavanja oksidativnog stresa u

hepatocitima, odnosno do suzbijanja prooksidantnog delovanja ugljentetrahlorida.
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Grafikon 5.20. Intenzitet LPx nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.
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5.4.3. In vivo citotoksi¢nost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. za ¢elije Ehrlich-

ovog ascitnog tumora (EAC)

S obzirom da je koncentracija ekstrakta 5% pokazala najizrazenija hepatoprotektivna
svojstva, dalje je upotrebljena u razli¢itim dozama za ispitivanje potencijalne citotoksi¢nosti

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus na eksperimentalnim zivotinjama.

5.4.3.1. Zapremina ascitesa Ehrlich-ovog ascitnog tumora (EAC) i broj i vijabilnost éelija

EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Rezultati ispitivanja promene zapremine ascitesa EAC (rast tumora) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda stavelja prikazani su u Tabeli 5.32. i na Grafikonu 5.21.

Tabela 5.32. Zapremina ascitesa EAC (rast tumora) (mL) nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL | 1,0mL/kgtm. | 2,0 mL/kgtm. | 5,0 mL/kg t.m.

Pretretman 59+0,3 35+0,3 3402

5% ekstrakt, . . .
. Tretman 6,5+0,3 41+0,3 44+0,3

m * E3
Posttretman 71+0,3 78+0,3 8,7+0,3

72+0,3 . . .
Pretretman 50+0,3 38+04 45+0,3

NALC | Tretman 6,7+0,3 6,2+0,2 73+0,3

Posttretman 75+0,2 98+0,3 10,1+ 0,5

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD od Sest miSeva; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolnu EAC grupu.
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Grafikon 5.21. Zapremina ascitesa EAC (rast tumora) (mL) nakon primene vodenog ekstrakta
ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem zapremine ascitesa EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (ANOVA F=146,4, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene
su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg tm. i 2
mL/kg tm. (p<0,001), 1 1 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p<0,001). Nije utvrdena znaajna razlika u
proseénoj zapremini ascitesa izmedu doza 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,984).

Analiziranjem zapremine ascitesa EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (ANOVA F=120,355, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test)
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
tm. 1 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 1 1 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p<0,001). Nije utvrdena znacajna
razlika u prose¢noj zapremini ascitesa izmedu doza 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,282).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj zapremini ascitesa EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=48,447, p<0,001).
Daljom analizom (Tukey post-hoc) utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,003), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,998), kao i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).
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Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj zapremini ascitesa EAC (pretretman) nakon
primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=18,149, p<0,001). Daljom analizom utvrdene
su znacajne razlike u proseCnim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2
mL/kg t.m. (p<0,001), 1 2 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p=0,011). Nije utvrdena znacajna razlika u
prosecnoj zapremini ascitesa izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,067).

Analiziranjem zapremine ascitesa EAC nakon primene NALC (tretman), utvrdena je
znaajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu (F=26,011,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,036), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,004).

Utvrdena je znaCajna razlika u prosecnoj zapremini ascitesa EAC (posttretman) nakon
primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=101,804, p<0,001). Daljom analizom utvrdene
su znacéajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg tm. i 2
mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001). Nije utvrdena znacajna razlika u
prosecnoj zapremini ascitesa izmedu doza 2 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m. (p=0,223) (Tabela
5.33.3)).

Analiziranjem zapremine ascitesa EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog
parametra u odnosu na primenjeni tretman (F=25,044, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p=0,007), tretmana i posttretmana
(p=0,009), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Postoji znacajna razlika u zapremini ascitesa EAC nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=355,048, p<0,001).
Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,008),
tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u zapremini ascitesa EAC nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=693,992, p<0,001).
Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001),
tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u zapremini ascitesa EAC nakon primene NALC za dozu 1

mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=164,400, p<0,001). Daljom komparacijom,
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utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i posttretmana
(p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Analiziranjem zapremine ascitesa EAC nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg t.m.,
utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=488,220, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i
posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u zapremini ascitesa EAC nakon primene NALC za dozu 5
mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=353,202, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i posttretmana

(p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001) (Tabela 5.33.b)).

Tabela 5.33. Poredenje zapremine ascitesa EAC (rast tumora) (mL) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razliCitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
i PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN dom Rumex crispus L. NALC
4 112151112151 1]1215 pretretman | tretman | posttretman pretretman | tretman | posttretman
E LUk pretretman —I
Q * * * t.m.g tretman | * *

w * * - * posttretman a * * 0 * *
ns ns i) a
pretretman | & <
PRETRETMAN | TRETMAN  [POSTTRETMAN| | 2mLkg o " Z "
8 1]2]5]1]2)5]1]2]5 i posttretman E * * * *
<Z( 5 muk pretretman
* * * t,m.g tretman * *
ns|* ¥ * s posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

“p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znacajna.

U Tabeli 5.34. prikazana su poredenja zapremine ascitesa EAC (rast tumora) za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).
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Tabela 5.34. Poredenje zapremine ascitesa EAC (rast tumora) (mL) za istu primenjenu dozu kod

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman 0,001

Tretman

0,294

Posttretman

0,005

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman 0,119

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman <0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Rezultati ispitivanja broja celija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda stavelja

prikazani su u Tabeli 5.35. i na Grafikonu 5.22.

Tabela 5.35. Broj ¢elija EAC (broj ¢elija/mm?®), izraZzeno u hiljadama, nakon primene vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kgtm. | 5,0 mL/kg t.m.
59% ekstrakt, | Pretretman 107,2 + 5,4 57,1+27 65,4 + 3,8
broj Tretman 1160+50 | 65816 724421
éelija/mm?® u
hiljadama Posttretman | 1207 +0,7 | 1209%13 118,0 £2,0° 118,1+2,6
Pretretman 1135+1,8 109,8 +2,4° 121,3+23
NALC Tretman 126,0 £3,1° 129,8 £4,5 131,2+4,1°
Posttretman 122,7+1,9 130,7 +3,7 140,8 + 4,7

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD od Sest miSeva; *- statisticki znaCajna razlika u odnosu na

kontrolnu EAC grupu.
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3+
= *
kel * * * * 4+
5 £ e ! -
o — — — — — e o
e — r ™ ]
>
K *
g * *
g100 * 121.30 120.J0 126,00 138:40 13120 3o 130 60 1S bo 1§a {0 19240 13070 “1OF°
ST 19720 113.50 199.30 1™ " 11600 : : :
=
[
O : .
o
=
el
1 2 5 1 2 5 1 2 5
CTRL | mL/kg | mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,
tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0 t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg
t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m.
Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.22. Broj ¢elija EAC (broj éelija/mm®), izrazeno u hiljadama, nakon primene vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom broju ¢elija EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. (pretretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=23,08, p<0,001).
Daljom analizom (Tukey post-hoc) utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001). Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢nom broju ¢elija EAC izmedu doza 2 mL/kg
t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,998).

Analiziranjem broja ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L.
(tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose€nim vrednostima ovog parametra u odnosu na
dozu (F=21,311, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u proseénim
vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg
tm. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 2 mL/kg tm. i 5
mL/kg t.m. (p=0,935).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom broju ¢elija EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=3,975, p=0,041).
Utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog parametra izmedu doza 1 mL/kg
tm. i 2 mL/kg t.m. (p=0,049), dok nije utvrdena za koncentracije 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=1,000), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,058).
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Utvrdena je znaCajna razlika u proseénom broju celija EAC nakon primene NALC
(pretretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=41,894, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-
hoc) utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1
mL/kg tm. 15 mL/kg tm. (p<0,001), 1 2 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p<0,001), dok nije utvrdena
znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,081).

Ne postoji znacajna razlika u prose¢nim vrednostima broja ¢elija EAC nakon primene
NALC (tretman) u odnosu na dozu (p=0,096).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom broju celija EAC nakon primene NALC
(posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=37,410, p<0,001). Utvrdena je znacajna razlika u
proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,001), 2
mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001) (Tabela 5.36.a)).

Analiziranjem broja ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. za
dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znaCajna razlika u prosecnim vrednostima ovog parametra u
odnosu na primenjeni tretman (F=15,657, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna
razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,008), i pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije
utvrdena razlika izmedu tretmana i posttretmana (p=0,153).

Postoji znacajna razlika u broju celija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=1375,009, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p<0,001), tretmana 1
posttretmana (p<0,001), i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u broju ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=15,391, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znaCajna razlika izmedu tretmana i posttretmana (p<0,001), kao 1
pretretmana i posttretmana (p=0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i
tretmana (p=0,910).

Utvrdena je znacajna razlika u broju ¢elija EAC nakon primene NALC za dozu 1 mL/kg
t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=49,59, p<0,001). Daljom analizom, utvrdena je znac¢ajna
razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p<0,001), tretmana 1 posttretmana (p<0,001), kao 1
pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Analiziranjem broja ¢elija EAC nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg t.m., utvrdena je

znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=63,140, p<0,001). Daljom komparacijom,
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utvrdena je znacCajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p<0,001), i pretretmana i
posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu tretmana i posttretmana
(p=0,914).

Utvrdena je znacajna razlika u broju ¢elija EAC nakon primene NALC za dozu 5 mL/kg
t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=38,270, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je
znaCajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,001), tretmana i posttretmana (p=0,002),

kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001) (Tabela 5.36.b)).

Tabela 5.36. Poredenje broja ¢elija EAC (broj éelija/mm®) nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razli¢itih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
- PRETRETMAN TRETMAN  |POSTTRETMAN oz Rumex Crispus L. NALC
Eé( 1 2 5 1 2 5 1 2 5 pretretman | tretman | posttretman pretretman | tretman | posttretman
E 1 pretretman |
Q * * * ! T#Ikg tretman j * *

w posttretman a * ns * *
* | s * | ns ns | ns 8 9
pretretman | 5
PRETRETMAN | TRETMAN _|POSTTRETMAN| | 2nidg —— x — S
retman | ©
tm
g 1]2]s5|1]2]s5]1]2]5s s 5[ [ P -
<Z( 1 pretretman
ns ns * g T#kg tretman s *
* | * ns | ns * | * - posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U Tabeli 5.37. prikazana su poredenja broja celija EAC (broj éelija/mm3) za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).
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Tabela 5.37. Poredenje broja ¢elija EAC (broj ¢elija/mm?®) za istu primenjenu dozu kod vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman

0,039

Tretman

0,002

Posttretman

0,092

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Rezultati ispitivanja vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Stavelja prikazani su u Tabeli 5.38. i na Grafikonu 5.23.

Tabela 5.38. Vijabilnost ¢elija EAC (% nevijabilnih ¢elija) nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.
5% Pretretman 13,1+1,8 65,7+52" 570+1,9
ekstrakt, % N N
nevijabilnih Tretman 10,4 £2,6 56,1 + 7,6 485+ 2.2
éelija Posttretman | 8,8 +1,0 8,7+0,7 19,0+29 11,3+1,9
Pretretman 78+x14 9,3+0,8 91+31
NALC Tretman 8,4+2,1 8,2+1,0 80+11
Posttretman 85+1,7 81+14 66+11

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD od Sest miSeva; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu EAC grupu.
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Vijabilnost ¢elija
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Grafikon 5.23. Vijabilnost ¢elija EAC (% nevijabilnih ¢elija) nakon primene vodenog ekstrakta
ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus
L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu
na dozu (F=420,0, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim
vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m.
i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Analiziranjem vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus
L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u 0dnosu na
dozu (F=154,303, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene su znacajne razlike
u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2
mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=40,399, p<0,001). Daljom
analizom utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1
mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena
znacajna razlika izmedu 1 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p=0,120).

Analiziranjem vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene NALC (pretretman, tretman i
posttretman), nije utvrdena znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu

na dozu (redom p=0,387, p=0,912 i p=0,077) (Tabela 5.39.a)).
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Analiziranjem vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus
L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na primenjeni tretman (F=8,182, p=0,004). Utvrdena je znacajna razlika izmedu
pretretmana i posttretmana (p=0,003), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i
tretmana (p=0,061), i tretmana i posttretmana (p=0,315).

Postoji zna¢ajna razlika u vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=116,023, p<0,001).
Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,026),
tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretremana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=875,045, p<0,001).
Daljom analizom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), kao 1
tretmana i posttretmana (p<0,001), pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Analiziranjem vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene NALC za doze 1 mL/kg t.m., 2

mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m., nije utvrdena znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman

(redom p=0,769, p=0,131 i p=0,118) (Tabela 5.39.b)).

Tabela 5.39. Poredenje vijabilnosti ¢elija EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex
crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razlicitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana 1 posttretmana
PRETRETMAN [ TRETMAN |POSTTRETMAN do Rumex Crispus L. NALC
v 112151112151 11215 pretretman | tretman | posttretman pretretman | tretman | posttretman
S 1 pretretman |
5 Tmiskg -
o * * * tretman ns ns
] tm %
5 |« | * | % s | * posttretman % * ns g ns ns
pretretman | & <
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN| | 2ml/kg weman | % % 2 s
1251251 ]2]|5]] tm E— "
%) posttretman [ 3 ns ns
| 14
% 1 pretretman
5mikg
2 |ns ns ns (. |emn * s
51ns|ns ns | ns ns [ ns . posttretman * * ns ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

“p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znacajna.
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U Tabeli 5.40. prikazana su poredenja vijabilnosti ¢elija EAC za istu primenjenu dozu

kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.40. Poredenje vijabilnosti ¢elija (% nevijabilnih ¢elija) EAC za istu primenjenu dozu

kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

0,177

Posttretman

0,712

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001
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5.4.3.2. Antioksidantni status ¢éelija Ehrlich-ovog ascitnog tumora (EAC) nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Rezultati ispitivanja aktivnosti SOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta
ploda $tavelja prikazani su u Tabeli 5.41. i na Grafikonu 5.24.

Tabela 5.41. Aktivnost SOD u ¢elijama EAC (U/mg proteina) nakon primene vodenog ekstrakta
ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kgt.m. | 5,0 mL/kg t.m.
5% Pretretman 12,28+0,78" 8,25+0,67 9,15+0,58"
ekstrakt, . N -
Tretman 16,08+0,84 10,03+0,89 10,65+0,29
U/mg

proteina | Posttretman | 19 784253 | 19,42+1,29 14,52+1,96° 14,47+0,63
Pretretman 15,68+0,40 9,20+0,64 23,10+1,77

NALC | Tretman 17,17+0,84 14,03+0,54 23,60+2,17"
Posttretman 18,90+2,28 18,00+2,74 20,53+2,72

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest miSeva; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu EAC grupu.

< *
£
[}
6 * *
=1 " * * *
*
g * * * *
=|1b. 1 1p. ' .78 1] .53
D 17, ’
1 A - .03 .52
2 1 .2 10, -85
1 2 5 1 2 5 1 2 5

CTRL | mL/kg | mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL [ mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,

tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0 t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg| mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg
t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m.

Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.24. Aktivnost SOD u ¢elijama EAC (U/mg proteina) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).
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Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti SOD u ¢elijama EAC (pretretman)
nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. u odnosu na primenjenu dozu (F=57,81,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,005), dok nije utvrdena znaCajna razlika izmedu doza 2 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,684).

Analiziranjem aktivnosti SOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=126,647, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znalajne razlike u
proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1
mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), dok nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 2 mL/kg
t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,873).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj aktivnosti SOD u ¢elijama EAC (posttretman)
nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. u odnosu na primenjenu dozu (F=24,644,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znafajne razlike u proseénim vrednoStima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), dok nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 2 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m.
(p=1,000).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj aktivnosti SOD u celijama EAC (pretretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=234,978, p<0,001). Uvrdene su znacajne
razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m.
(p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), kao i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti SOD u ¢elijama EAC nakon primene NALC (tretman), utvrdena
je znaajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu (F=75,260,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,025), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), kao i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Ne postoji znacajna razlika u prosecnoj aktivnosti SOD u c¢elijama EAC (posttretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (p=0,260) (Tabela 5.42.a)).

Analiziranjem aktivnosti SOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda

R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
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parametra u odnosu na primenjeni tretman (F=76,717, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,007), tretmana i posttretmana
(p=0,009), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Postoji znacajna razlika u aktivnosti SOD u celijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=37,003,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znaCajna razlika izmedu tretmana i posttretmana
(p<0,001), i pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu
pretretmana i tretmana (p=0,076).

Utvrdena je znacCajna razlika u aktivnosti SOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=165,614,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti SOD u ¢elijama EAC nakon primene NALC za
dozu 1 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=7,673, p=0,005). Daljom analizom, nije
utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,202), i tretmana i posttretmana
(p=0,122), a utvrdena je izmedu pretretmana i posttretmana (p=0,004).

Analiziranjem aktivnosti SOD u ¢elijama EAC nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=42,704, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i
posttretmana (p=0,002), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Nije utvrdena znacajna razlika u aktivnosti SOD u ¢elijama EAC nakon primene NALC

za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (p=0,070) (Tabela 5.42.b)).
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Tabela 5.42. Poredenje aktivnosti SOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razliCitih doza

b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana

PRETRETMAN | TRETMAN  [POSTTRETMAN
|_
§ 112 21511121|5
x
|_
)
Y * *
w
* s ns * s
PRETRETMAN | TRETMAN [POSTTRETMAN
%) 112 215111215
-
<
P4
* ns
* * * ns ns

iom Rumex crispus L. NALC
pretretman | - tretman [ posttretman pretretman | tretman | posttretman
pretretman |
ImUkg -
tretman * ns
tm 2
posttretman | & * * 0 * ns
9]
2 2
pretretman | & <
2mUk
91 tetman ) z *
tm. £
posttretman | 3 * * * *
14
pretretman
5mlkg
tretman *
tm ns
posttretman * * ns ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

“ p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.

U Tabeli 5.43. prikazana su poredenja aktivnosti SOD u ¢elijama EAC za istu primenjenu

dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.43. Poredenje aktivnosti SOD (U/mg proteina) u ¢elijama EAC za istu primenjenu dozu

kod ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

0,049

Posttretman

0,640

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman

0,031

Tretman

<0,001

Posttretman

0,030

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

0,030

Rezultati ispitivanja aktivnosti XOD u c¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta

ploda sStavelja prikazani su u Tabeli 5.44. i na Grafikonu 5.25.
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Tabela 5.44. Aktivnost XOD u ¢elijama EAC (umol/mL ¢elija EAC) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgtm. | 2,0mL/kgt.m. | 50 mL/kgt.m.
5% Pretretman 0,54 +0,02" 0,92+ 0,04 0,85+ 0,03"
ekstrakt, * »
Tretman 0,19 + 0,04 0,57 + 0,03 0,25+ 0,06
umol/mL

¢elija EAC | Posttretman | 015+0,00 | 0,18+0,01 0,25 + 0,03 0,28 + 0,06
Pretretman 0,47 +£0,07" 0,92 + 0,05 0,39+0,13

NALC | Tretman 0,27 +0,08" 0,84 + 0,04 0,23 + 0,08
Posttretman 0,20 + 0,06 0,26 = 0,03* 0,16 + 0,05

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD od Sest miSeva; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu EAC grupu.

2 * *
* *
- H u
= M mh
-
[0 * *
39 * *
E
= 92 98 = * * .84 * * *
Qo
g .5 4 b
i g el fe@eiEedg
1 2 5 1 2 5 1 2 5
CTRL | mL/kg | mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,
tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0 t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg
t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m.
Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.25. Aktivnost XOD u ¢elijama EAC (umol/mL ¢elija EAC) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Utvrdena je znacajna razlika u prosec¢noj aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (pretretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=214,1,

p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima izmedu doza:
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1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,003), i 1 mL/kgt.m.i5
mL/kg t.m. (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (ANOVA F=131,086, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test)
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
tm. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), dok nije utvrdena
znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,056).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=10,773,
p=0,001). Daljom analizom utvrdene su znadajne razlike u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,006), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,496).

Utvrdena je znacajna razlika u prosec¢noj aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene
NALC (pretretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=62,586, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
tm. 12 mL/kg tm. (p<0,001), 1 2 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p=0,003), a nije utvrdena znacajna
razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,359).

Analiziranjem aktivnosti XOD u c¢elijama EAC nakon primene NALC (tretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseCnim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=137,59, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene su znacajne razlike u
proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2
mL/kg tm. 15 mL/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m.
i 5 mL/kg t.m. (p=0,587).

Utvrdena je znacajna razlika u prosec¢noj aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene
NALC (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=7,012, p=0,007). Daljom analizom
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza 2 mL/kg t.m.
i 5 mL/kg t.m. (p=0,002), a nije utvrdena znaajna razlika za koncentarcije 1 mL/kg t.m. i 2
mL/kg t.m. (p=0,084), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,324) (Tabela 5.45.a)).

Analiziranjem aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda

R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
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parametra u odnosu na primenjeni tretman (F=420,755, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znacCajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p<0,001), i pretretmana i
posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znaCajna razlika izmedu tretmana i posttretmana
(p=0,702).

Postoji znacajna razlika u aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=533,716,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), pretretmana i posttretmana (p<0,001), kao i tretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=270,280,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu
tretmana i posttretmana (p=0,658).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene NALC za
dozu 1 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=21,79, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,001), pretretmana i
posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znafajna razlika izmedu tretmana i posttretmana
(p=0,262).

Analiziranjem aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=437,460, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,010), tretmana 1
posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene NALC za
dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=10,074, p=0,002). Daljom komparacijom,
utvrdena je znafajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p=0,018), i1 pretretmana i
posttretmana (p=0,002), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu tretmana i1 posttretmana
(p=0,460) (Tabela 5.45.h)).
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Tabela 5.45. Poredenje aktivnosti XOD u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razlicitih doza

b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana

PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN
|_
<¥( 112511251 ]2]5
x
|_
)]
4 * * *
1]

51 *|* ns | * *1ns

PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN
0 112511251 ]2]5
-
g
P4

* * ns

ns | * ns | * ns | *

oz Rumex crispus L. NALC
pretretman | tretman | posttretman pretretman | tretman | posttretman
pretretman
1 mu/k j
g tretman - * *
tm. )
posttretman 2 * ns 0 * ns
- -
pretretman | & <
2ml/k
g tretman | ® * z *
tm £
osttretman | 3 * * * *
2 &
pretretman
5ml/k
g tretman * *
tm
posttretman * ns * ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

“ p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.

U Tabeli 5.46. prikazana su poredenja aktivnosti XOD u celijama EAC za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.46. Poredenje aktivnosti XOD (umol/mL ¢elija EAC) u celijama EAC za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman

0,028

Tretman

0,069

Posttretman

0,415

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman

0,991 NS

Tretman

<0,001

Posttretman

0,440

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

0,498

Posttretman

0,440

Rezultati ispitivanja aktivnosti CAT u c¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta

ploda stavelja prikazani su u Tabeli 5.47. i na Grafikonu 5.26.
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Tabela 5.47. Aktivnost CAT u ¢elijama EAC (umol/mL ¢elija EAC) nakon primene vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kg t.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.

5% ekstrakt, | Pretretman 0,44 +0,03" 0,25 + 0,03 0,34 + 0,03
umol/mL | Tretman 0,46 + 0,02 0,33+0,02" 0,47 +0,02"
éelija EAC | Posttretman 0,50 + 0,02 0,40 + 0,02 0,53+ 0,03
0,52 + 0,03 .

Pretretman 0,51 + 0,00 0,50 + 0,00 0,56 + 0,03
NALC Tretman 0,52 + 0,00 0,54 + 0,04 0,60 + 0,01
Posttretman 0,58 +0,03" 0,56 + 0,03 0,68 + 0,02

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest miSeva; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu EAC grupu.

*

umol/mL ¢elija EAC

*

. 68
5 H 52 058 T 5 5 53 0§58 05
4 4 !
) 4

CAT

*

1+ x

*
*
5 51 050 95
: 3
2
1 2 5

CTRL | mL/kg|mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL |mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,

1 2 5 1 2 5

t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0 t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg
tm. | tm. | tm. tm. tm. | tm. tm. | tm. t.m.

Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.26. Aktivnost CAT u ¢elijama EAC (umol/mL ¢elija EAC) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj aktivnosti CAT u ¢éelijama EAC (pretretman)

nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. u odnosu na primenjenu dozu (F=55,36,

p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znafajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog

parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).
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Analiziranjem aktivnosti CAT u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=87,639, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene su
znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg
t.m. (p<0,001), 1 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu
doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,780).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj aktivnosti CAT u ¢elijama EAC (posttretman)
nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. u odnosu na primenjenu dozu (F=56,116,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znaCajne razlike u prosecnim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,177).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj aktivnosti CAT u Celijama EAC (pretretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=14,719, p<0,001). Daljom analizom
(Tukey post-hoc test) utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra
izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,009), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,001),
dok nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,833).

Analiziranjem aktivnosti CAT u ¢elijama EAC nakon primene NALC (tretman), utvrdena
je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu (F=17,245,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prosetnim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,005), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,549).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj aktivnosti CAT u ¢elijama EAC (posttretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=31,541, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
tm. 1 5 mL/kg t.m. (p<0,001), 1 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna
razlika izmedu 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,663) (Tabela 5.48.a)).

Analiziranjem aktivnosti CAT u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
parametra u odnosu na primenjeni tretman (F=13,182, p<0,001). Utvrdena je znacajna razlika
izmedu pretretmana i posttretmana (p=0,001), i tretmana i posttretmana (p=0,005), a nije

utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p=0,481).
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Postoji znacajna razlika u aktivnosti CAT u celijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=49,415,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p=0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacCajna razlika u aktivnosti CAT u ¢elijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=73,453,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znaajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p=0,003), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti CAT u ¢elijama EAC nakon primene NALC za
dozu 1 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=18,06, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i posttretmana (p<0,001), i tretmana i
posttretmana (p=0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p=0,790).

Analiziranjem aktivnosti CAT u ¢elijama EAC nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znaCajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=5,396, p=0,017). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i posttretmana (p=0,016), a nije
utvrdena znaCajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p=0,093), kao 1 tretmana i
posttretmana (p=0,631).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti CAT u ¢elijama EAC nakon primene NALC za
dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=39,451, p<0,001). Daljom analizom,
utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana 1 posttretmana (p<0,001), i tretmana i
posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana

(p=0,064) (Tabela 5.48.b)).
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Tabela 5.48. Poredenje aktivnosti CAT u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razliCitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN tom Rumex crispus L. NALC
g 1 2 5 1 2 5 1 2 5 pretretman tretman [ posttretman pretretman [ tretman | posttretman
[vd pretretman
5 1 1mkg J
Y % * % tn tretman |~ ns ns
w 5 - - 0 - - posttretman Ua) * * 0 * *
s ns pretretman 5 ZI
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN| | 2mUkg o " z s
tm £
9 1{2]5[1]2|5[1]2]5 posvena | 5 [ ¥ * * s
<Zt 1 pretretman
ns ns ° T#kg tretman *
* * * * * * posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U Tabeli 5.49. prikazana su poredenja aktivnosti CAT u ¢elijama EAC za istu primenjenu

dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.49. Poredenje aktivnosti CAT (umol/mL ¢elija EAC) u celijama EAC za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Pretretman Tretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman 0,001
Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001
Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001

NALC

Rezultati ispitivanja aktivnosti GSHPx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta

ploda stavelja prikazani su u Tabeli 5.50. i na Grafikonu 5.27.
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Tabela 5.50. Aktivnost GSHPx u ¢elijama EAC (umol/mL ¢elija EAC) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kg t.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.
5% ekstrakt, | Pretretman 1,25+ 0,03 231+0,20 2,05+0,13
umol/mL | Tretman 1,17 +0,02” 1,97 +0,20" 1,23 +0,05
éelija EAC | Posttretman 0,81 +0,14 1,02 + 0,07 0,72+0,14

0,79+ 0,04

Pretretman 0,77 £ 0,03 0,73 +0,09 0,82 +0,02
NALC Tretman 0,74 +0,02" 0,55 +0,02" 0,62 +0,01"
Posttretman 0,69 + 0,04 0,59 +0,01" 0,51+0,01"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest miSeva; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu EAC grupu.

*

GSHPx

pmol/mL ¢elija EAC

1

1

CTRL | mL/kg|mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL |mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,

t.m.

2

t.m.

lpaeallfasanplusnis

t.m. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg

t.m. t.m. t.m.

tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0

mL/kg| mL/kg| mL/kg
t.m. t.m. t.m.

t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0

mL/kg| mL/kg| mL/kg
t.m. t.m. t.m.

Pretretman

Tretman

Posttretman

Grafikon 5.27. Aktivnost GSHPx u ¢elijama EAC (umol/mL ¢elija EAC) nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem aktivnosti GSHPx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra
u odnosu na dozu (F=94,70, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u
prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2
mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,006), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).
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Analiziranjem aktivnosti GSHPx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=81,381, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene su
znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg
t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg tm. (p<0,001), dok nije utvrdena znacajna razlika
izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,779).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti GSHPx u ¢elijama EAC (posttretman)
nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. u odnosu na primenjenu dozu (F=9,480,
p=0,002). Daljom analizom utvrdene su znaCajne razlike u prosetnim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,016), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,464).

Analiziranjem aktivnosti GSHPx u c¢elijama EAC nakon primene NALC (pretretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=4,295, p=0,034). Daljom analizom utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima
ovog parametra izmedu doza 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,029), dok nije utvrdena znacajna
razlika izmedu doza 1 mL/kg tm. i 2 mL/kg t.m. (p=0,708), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,228).

Analiziranjem aktivnosti GSHPx u c¢elijama EAC nakon primene NALC (tretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=274,85, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene su znacajne razlike u
prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2
mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001) i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti GSHPx u ¢elijama EAC (posttretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=104,095, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001) i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001) (Tabela 5.51.a)).

Analiziranjem aktivnosti GSPHx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog

parametra u odnosu na primenjeni tretman (F=46,125, p<0,001). Utvrdena je znacajna razlika
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izmedu tretmana 1 postretmana (p<0,001), 1 pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije
utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,481).

Postoji znacajna razlika u aktivnosti GSPHx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog
eksrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=94,351,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p=0,007), tretmana i posttretmana (p=0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti GSPHx u c¢elijama EAC nakon primene
vodenog eksrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman
(F=198,769, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je zna¢ajna razlika izmedu pretretmana i
tretmana (p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana
(p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti GSPHx u ¢elijama EAC nakon primene NALC
za dozu 1 mL/kg tm. u odnosu na primenjeni tretman (F=10,051, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znaCajna razlika izmedu tretmana i posttretmana (p=0,021), 1
pretretmana i posttretmana (p=0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i
tretmana (p=0,351).

Analiziranjem aktivnosti GSPHx u ¢elijama EAC nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=22,722, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001),
pretretmana 1 posttretmana (p=0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu tretmana i
posttretmana (p=0,281).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti GSPHx u ¢elijama EAC nakon primene NALC
za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=808,452, p<0,001). Daljom analizom,
utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana 1 posttretmana

(p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001) (Tabela 5.51.b)).
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Tabela 5.51. Poredenje aktivnosti GSHPX u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razliCitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
- PRETRETMAN [ TRETMAN |POSTTRETMAN fom Rumex crispus L. NALC
é 1 2 5 1 2 5 1 2 5 pretretman | tretman | posttretman pretretman | tretman | posttretman
x pretretman .

5 1mlkg 4
Y % % * tm tretman | " ns
w * | = % * posttretman | 3 * * O * *
ns ns 2 -
pretretman | 5 <
PRETRETMAN | TRETMAN  [POSTTRETMAN| | 2ml/kg = z
tm tretman g * *
3 1]2)5]1]2]5 1125 posttretman 03: * * * ns
<Z( pretretman
ns * * STI;kg tretman * *
| * x| *x * | x " posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U Tabeli 5.52. prikazana su poredenja aktivnosti GSHPx u celijama EAC za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.52. Poredenje aktivnosti GSHPx (umol/mL c¢elija EAC) u ¢elijama EAC za istu
primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Pretretman Tretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman 0,066
Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001
Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001

NALC

Rezultati ispitivanja aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta
ploda sStavelja prikazani su u Tabeli 5.53. i na Grafikonu 5.28.
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Tabela 5.53. Aktivnost GR u ¢elijama EAC (umol/mL ¢elija EAC) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.

50% ekstrakt, | Pretretman 2,35+ 0,03 3,66 + 0,03 3,44 +0,04
umol/mL | Tretman 2,27 + 0,04 3,49 +0,03 2,09 +0,06
éelija EAC | Posttretman 2,25+ 0,03 243+0,16 1,14+ 0,05
2,24 +0,02 . .

Pretretman 2,23 +0,02 2,12 + 0,06 1,60 £ 0,05

NALC Tretman 2,23+ 0,04 1,84 + 0,03 1,35+ 0,03
Posttretman 214+0,11 1,55+ 0,03 1,16 + 0,02

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest miSeva; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu EAC grupu.

*
0 * *
<C ] — Bl
wi
.S * *
= * * *
3 . *
*
’é 66 344 49 * " "
=
o| 224 23 28 21 24 22 0b 22 24 225 14 1
E D 8 3 E5
=1 : 1 A
1 2 5 1 2 5 1 2 5

CTRL | mL/kg | mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,
tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0 t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg

t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m.

Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.28. Aktivnost GR u ¢elijama EAC (umol/mL ¢elija EAC) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=3053, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim
vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m.
i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

159



Dunja Jakovljevié Doktorska disertacija

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=1480,18, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene su
znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg
t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti GR u ¢elijama EAC (posttretman)
nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. u odnosu na primenjenu dozu (F=302,96,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,007), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene NALC za pretretman,
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=303,492, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene NALC (tretman), utvrdena
je znaCajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu (F=1043,9,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znaCajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti GR u c¢elijama EAC (posttretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=356,143, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
t.m. 1 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001) (Tabela 5.54.a)).

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog
parametra u odnosu na primenjeni tretman (F=16,300, p<0,001). Utvrdena je znaCajna razlika
izmedu pretretmana i tretmana (p=0,001), i pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena

znacajna razlika izmedu tretmana i posttretmana (p=0,628).
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Postoji znaCajna razlika u aktivnosti GR u c¢elijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=282,296,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p=0,024), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=3242,61,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Nije utvrdena znacéajna razlika u aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene NALC za
dozu 1 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (p=0,050).

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=255,673, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p<0,001), tretmana 1
posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Postoji znacajna razlika u aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene NALC za dozu 5
mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=211,216, p<0,001). Daljom analizom, utvrdena je
znacajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001),

kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001) (Tabela 5.54.b)).

Tabela 5.54. Poredenje aktivnosti GR u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda
Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razlicitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana 1 posttretmana
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN doz Rumex crispus L. NALC
|<¥_( 1 2 5 1 2 5 1 2 5 pretretman tretman posttretman pretretman tretman posttretman
& pretretman i
Q * " " L T.#,kg tretman j * ns
w * - * * * * posttretman é * ns EI) ns ns
pretretman | & <
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN|| 2mUkg x z
tm tretman | @ * *
0 1251251 |2|5]| "™ [ E " " " "
<ZE pretretman
* * * ST#kg tretman * *
* | * * | * * | *  posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znac¢ajnosti za Tukey post-hoc test
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" p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znacajna.

U Tabeli 5.55. prikazana su poredenja aktivnosti GR u ¢elijama EAC za istu primenjenu
dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.55. Poredenje aktivnosti GR (umol/mL ¢elija EAC) u ¢elijama EAC za istu primenjenu
dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Tretman

Pretretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman
Tretman
Posttretman

Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman
Tretman
Posttretman

Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman
Tretman
Posttretman

<0,001

0,111

0,040

<0,001

NALC

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

Rezultati ispitivanja sadrzaja GSH u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta
ploda $tavelja prikazani su u Tabeli 5.56. i na Grafikonu 5.29.

Tabela 5.56. Sadrzaj GSH u ¢elijama EAC (nmol GSH/mL ¢elija EAC) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.
5% ekstrakt, | Pretretman 1,62 + 0,02 1,53 + 0,03 1,66 + 0,02
nmol/mL Tretman 1,62 + 0,02 1,59 + 0,05 1,64 + 0,04
¢elija EAC | Posttretman 1,62 +0,02 1,59 + 0,03 1,61 +0,04

1,65+ 0,02

Pretretman 1,61+ 0,02 1,65+ 0,02 1,66 + 0,03
NALC Tretman 1,61 +0,04 1,65+0,03 1,66 + 0,03
Posttretman 1,61 +0,02 1,62 + 0,05 1,67 +0,03

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD od Sest miSeva; *- statisticki znaCajna razlika u odnosu na

kontrolnu EAC grupu.

162




Dunja Jakovljevié¢ Doktorska disertacija

GSH
@)
L
3 bow Mo b U
= *
[}
N
= 6 66 66 67
g 6% 6 . 6% .6% 6 . 64 . 65 65 6 . . . 6
E |
=
<

1 2 5 1 2 5 1 2 5

CTRL | mL/kg|mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,
tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0

mL/kg| mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg

t.m. t.m. t.m. tm. t.m. tm. t.m. tm. t.m.

Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.29. Sadrzaj GSH u ¢elijama EAC (nmol GSH/mL ¢elija EAC) nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom sadrzaju GSH u ¢elijama EAC nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (pretretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=45,30,
p<0,001). Daljom analizom, utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), a nije utvrdena znac¢ajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,085).

Analiziranjem sadrzaja GSH u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (tretman), nije utvrdena znacéajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (p=0,125).

Nije utvrdena znaCajna razlika u proseCnom sadrzaju GSH u ¢elijama EAC nakon
primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu
(p=0,312).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom sadrzaju GSH u ¢elijama EAC nakon primene
NALC (pretretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=6,862, p=0,008). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
tm. 12 mL/kg tm. (p=0,034), 1 1 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m. (p=0,012), a nije utvrdena znacajna
razlika izmedu doza 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,967).
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Analiziranjem sadrzaja GSH u ¢elijama EAC nakon primene NALC (tretman), utvrdena
je znaCajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu (F=4,558,
p=0,028). Nije utvrdena znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu
uzastopnih doza: 1 mL/kg tm. i 2 mL/kg t.m. (p=0,096), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,946), a utvrdena je znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,032).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom sadrzaju GSH u ¢elijama EAC nakon primene
NALC (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=4,330, p=0,033). Daljom analizom nije
utvrdena znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu uzastopnih doza: 1
mL/kg tm. i 2 mL/kg t.m. (p=0,236), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,106), dok je utvrdena
znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,033) (Tabela 5.57.a)).

Analiziranjem sadrzaja GSH u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., nije utvrdena znacajna razlika u proseénim vrednostima u
odnosu na primenjeni tretman (p=0,916).

Postoji znacajna razlika u sadrzaju GSH u c¢elijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=4,3009,
p=0,033). Daljom komparacijom, utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i
posttretmana (p=0,045), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p=0,069), kao ni izmedu tretmana i posttretmana (p=0,972).

Nije utvrdena znacajna razlika u sadrzaju GSH u ¢elijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (p=0,099).

Analiziranjem sadrzaja GSH u c¢elijama EAC nakon primene NALC za doze 1 mL/kg
t.m., 2 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m., nije utvrdena znac€ajna razlika u odnosu na primenjeni tretman

(redom p=0,993, p=0,268 i p=0,885) (Tabela 5.57.b)).
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Tabela 5.57. Poredenje sadrzaja GSH u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razliCitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN doz Rumex crispus L. NALC
g 1 2 5 l 2 5 1 2 5 pretretman tretman posttretman pretretman tretman | posttretman
[hd 1 pretretman .
b) Lmlkg tretman - ns ns
12t ns ns tm. 2
posttretman | & [ nS ns 0] ns ns
S5 m|* ns | ns ns | ns 2 -
pretretman | & <
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN(| 2ml/kg ; X 4
m retman g ns ns
8 11251125125 posttretman é * ns ns ns
|1 pretretman
z 5ml/kg
21 * ns ns m tretman ns ns
5 * ns * ns * ns posttretman ns ns ns ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.

U Tabeli 5.58. prikazana su poredenja sadrzaja GSH u ¢elijama EAC za istu primenjenu
dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.58. Poredenje sadrzaja GSH (nmol GSH/mL ¢elija EAC) u ¢elijama EAC za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Pretretman Tretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman 0,192
Tretman 0,434 ns
Posttretman 0,265 ns
Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman 0,029
Posttretman 0,313 ns
Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman 0,918
Tretman 0,294 ns
Posttretman 0,313

NALC

Rezultati ispitivanja intenziteta LPx u celijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta

ploda $tavelja prikazani su u Tabeli 5.59. i na Grafikonu 5.30.
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Tabela 5.59. Intenzitet LPx u ¢elijama EAC (umol MDA/mL ¢elija EAC) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kg t.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.
506 ekstrakt, | Pretretman 0,052+0,001" | 0,144+0,017 | 0,107+0,003
umol MDA/mL | Tretman 0,045+0,003" | 0,086+0,010° | 0,087+0,002
éelija EAC | Posttretman 0,036+0,003" | 0,055+0,003° | 0,045+0,003
0,031+0,001 _
Pretretman 0,032+0,002 | 0,033+0,002 | 0,025+0,002
NALC Tretman 0,034+0,002 | 0,026+0,004 | 0,025+0,002"
Posttretman 0,035+0,004 | 0,027+0,002" | 0,022+0,002"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest miSeva; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu EAC grupu.
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Grafikon 5.30. Intenzitet LPx u ¢elijama EAC (umol MDA/mL ¢elija EAC) nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=120,7, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim
vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m.
i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u

odnosu na dozu (F=92,562, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u
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prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1
mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 2 mL/kg t.m.
i1 5 mL/kg t.m. (p=0,998).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom intenzitetu LPx u ¢elijama EAC nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=60,247,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama EAC nakon primene NALC (pretretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=40,895, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001), dok nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m.
(p=0,714).

Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama EAC nakon primene NALC (tretman), utvrdena
je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu (F=13,022,
p=0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,002), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu 2 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p=0,684).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom intenzitetu LPx u ¢elijama EAC nakon primene
NALC (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=38,146, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
t.m. 1 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,004), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001) (Tabela 5.60.a)).

Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
parametra u odnosu na primenjeni tretman (F=62,447, p<0,001). Utvrdena je znaCajna razlika
izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i postretmana (p<0,001), kao i pretretmana i
posttretmana (p<0,001).

Postoji znacajna razlika u intenzitetu LPx u celijama EAC nakon primene vodenog

ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=87,720,
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p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p=0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u intenzitetu LPx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=846,197,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Nije utvrdena znacajna razlika u intenzitetu LPx u ¢elijama EAC nakon primene NALC
za dozu 1 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (p=0,292).

Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama EAC nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=9,829, p=0,002). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,003), i
pretretmana i posttretmana (p=0,007), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu tretmana i
posttretmana (p=0,923).

Utvrdena je znacajna razlika u intenzitetu LPx u ¢elijama EAC nakon primene NALC za
dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=4,027, p=0,040). Daljom analizom,
utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i posttretmana
(p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001) (Tabela 5.60.b)).

Tabela 5.60. Poredenje intenziteta LPx u ¢elijama EAC nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razli¢itih doza b) izmedu pretretmana, tretmana 1 posttretmana
PRETRETMAN | TRETMAN  [POSTTRETMAN|| . Rumex crispus L. NALC
; 1 2 5 1 2 5 1 2 5 pretretman tretman posttretman pretretman tretman posttretman
é l pretretman i
5 1ml/kg - *
¢ 9 . . . m tretman " ns
w 5 | " * s " " posttretman ;.)_ * * 8 ns ns
pretretman | 5 <
PRETRETMAN | TRETMAN  |POSTTRETMAN|| 2ml/kg x " z "
tm tretman GE)
(O] 1 2 5 1 2 > 1 2 5 posttretman | 3 * * * ns
3 &
<Z( 1 pretretman
2 | ns * * STng tretman * *
.m
51 * | * * | ns o posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znacajna.
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U Tabeli 5.61. prikazana su poredenja intenziteta LPx u ¢elijama EAC za istu primenjenu

dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.61. Poredenje intenziteta LPx (umol/mL ¢elija EAC) u c¢elijama EAC za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Pretretman Tretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman 0,577
Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001
Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001

NALC
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5.4.4. In vivo citotoksi¢nost vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. za éelije AS30D
ascitnog karcinoma (AS30D)

Nakon ispitivanja potencijalne citotoksi¢nosti vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus na
miSevima soja Hannover National Medical Institute (Hann:NMRI) (model Ehrlich- ovog
ascitnog karcinoma (EAC)), isti postupak eksperimenta je ponovljen na pacovima Sprague
Dawley (model Hepatom AS30D).

5.4.4.1. Zapremina ascitesa AS30D ascitnog karcinoma (AS30D) i broj i vijabilnost celija

AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Rezultati ispitivanja promene zapremine ascitesa AS30D (rast tumora) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda stavelja prikazani su u Tabeli 5.62. i na Grafikonu 5.31.

Tabela 5.62. Zapremina ascitesa AS30D (rast tumora) (mL) nakon primene vodenog ekstrakta
ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kg t.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.

5% Pretretman 21,98+1,42" 12,35+1,66 12,76+0,84
ekstrakt, | Tretman 24174117 14,66+1,06 16,42+0,81
mL Posttretman 26,39+0,86 28,54+1,09 32,54+1,29
26,20+0,88 - i, .

Pretretman 19,36+1,38 13,69+1,33 16,96+0,50

NALC Tretman 25,53+1,08 22.11+0,65 27,23+1,01
Posttretman 29,45+0,75 35,50+1,28" 38,21+1,88"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.
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Grafikon 5.31. Zapremina ascitesa AS30D (rast tumora) (mL) nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem zapremine ascitesa AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (ANOVA F=97,201, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene
su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg tm. i 2
ml/kg tm (p<0,001), 1 1 ml/kg tm i1 5 ml/kg t.m (p<0,001). Nije utvrdena znacajna razlika u
proseénoj zapremini ascitesa izmedu doza 2 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,938).

Analiziranjem zapremine ascitesa AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=146,693, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u
proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p<0,001), 2
ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,032), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znaCajna razlika u prose¢noj zapremini ascitesa AS30D nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=48,870,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znafajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 ml/kg tm. i 2 ml/kg tm. (p=0,011), 2 mi/kg t.m. i 5 ml/kg t.m.
(p<0,001), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001).
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Utvrdena je znacCajna razlika u prose¢noj zapremini ascitesa AS30D (pretretman) nakon
primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=37,309, p<0,001). Daljom analizom utvrdene
su znacajne razlike u proseCnim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2
mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001).

Analiziranjem zapremine ascitesa AS30D nakon primene NALC (tretman), utvrdena je
znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu (F=47,030,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,022).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj zapremini ascitesa AS30D (posttretman) nakon
primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=64,187, p<0,001). Daljom analizom utvrdene
su znacéajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg tm. i 2
mL/kg t.m. (p=0,007), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,223), i 1 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001) (Tabela 5.63.a)).

Analiziranjem zapremine ascitesa AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znaCajna razlika u proseénim vrednostima ovog
parametra u odnosu na primenjeni tretman (F=20,919, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,016), tretmana i1 posttretmana
(p=0,013), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Postoji znacajna razlika u zapremini ascitesa AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=270,660, p<0,001).
Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,019),
tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u zapremini ascitesa AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=662,871,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u zapremini ascitesa AS30D nakon primene NALC za dozu

1 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=128,577, p<0,001). Daljom komparacijom,
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utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i1 posttretmana
(p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Analiziranjem zapremine ascitesa AS30D nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg t.m.,
utvrdena je znacCajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=571,990, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i
posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u zapremini ascitesa AS30D nakon primene NALC za dozu
5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=424,172, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i posttretmana

(p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001) (Tabela 5.63.b)).

Tabela 5.63. Poredenje zapremine ascitesa AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razli¢itih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
- PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN dozm Rumex crispus L. NALC
4 1121511121511 1215 pretretman | tretman | posttretman pretretman | tretman | posttretman
:t_( 1 kg pretretman ;

Q * * * tretman * *
i tm g
5 * | * % " * posttretman % * * El) * *
pretretman | & <
PRETRETMAN | TRETMAN  |POSTTRETMAN( | 2mu/kg p— " Z "
3 1 2 5 1 2 5 1 2 5 o posttretman D% * * * *
<Z( 1 5Lk pretretman
* * * Tm.g tretman * *
5 * * * * * * posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U Tabeli 5.64. prikazana su poredenja zapremine ascitesa AS30D za istu primenjenu dozu

kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).
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Tabela 5.64. Poredenje zapremine ascitesa AS30D (rast tumora) za istu primenjenu dozu kod

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman

0,010

Tretman

0,056

Posttretman

<0,001

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman

0,151

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Rezultati ispitivanja broja ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda Stavelja

prikazani su u Tabeli 5.65. i na Grafikonu 5.32.

Tabela 5.65. Broj ¢elija AS30D (broj ¢elija/mm?®), izraZeno u hiljadama, nakon primene vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kgt.m. | 5,0 mL/kg t.m.

5% ekstrakt, | Pretretman 400,8+12,8" 2153494 249,6+14,0°
broj ¢elija/mm® | Tretman 427,8+16,0° 248,445 276,3+8,0°
u hiljadama Posttretman 447 ,9+3,6 444.9+7,1 450,6+10,0
445 2+1.8 * i, .

Pretretman 429,8+6,9 420,5+8,9 466,9+8,0
NALC Tretman 477,2+11,7 496,8+16,9 504,3+15.4"
Posttretman 464,4+72" 500,1+14,0° 541,9+16,8"

Rezultati su prikazani

kao srednja vrednost =+ SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.
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Grafikon 5.32. Broj ¢elija AS30D (broj ¢elija/mm?®), izraZeno u hiljadama, nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem broja ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L.
(pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu na
dozu (ANOVA F=392,30, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene su
znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg
t.m (p<0,001), 2 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001), i 1 ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p<0,001).

Analiziranjem broja ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L.
(tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu na
dozu (ANOVA F=493,091, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u
proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m (p<0,001), 2
ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001), i 1 ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p<0,001).

Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢nom broju ¢elija AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (p=0,429).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom broju celija AS30D (pretretman) nakon
primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=56,042, p<0,001). Daljom analizom utvrdene
su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 2 mL/kg tm. i 5
mL/kg t.m. (p<0,001), 1 1 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p<0,001). Nije utvrdena znacajna razlika u
prose¢noj zapremini ascitesa izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg .t.m. (p=0,128).

Analiziranjem broja ¢elija AS30D nakon primene NALC (tretman), utvrdena je znacajna

razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu (F=5,336, p=0,018). Daljom
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analizom nisu utvrdene znacajne razlike u proseCnim vrednostima ovog parametra izmedu
uzastopnih doza: 1 mL/kg tm. i 2 mL/kg t.m. (p=0,070), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,743), a utvrdena je znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,008).

Utvrdena je znaCajna razlika u prose¢nom broju celija AS30D (posttretman) nakon
primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=51,201, p<0,001). Daljom analizom utvrdene
su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2
mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m.
(p<0,001) (Tabela 5.66.a)).

Analiziranjem broja ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L.
za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na primenjeni tretman (F=23,356, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je zna¢ajna
razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,004), tretmana i posttretmana (p=0,013), kao 1
pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Postoji znacajna razlika u broju ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=1731,06, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i
posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u broju celija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=597,162, p<0,001).
Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,002),
tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u broju celija AS30D nakon primene NALC za dozu 1
mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=45,895, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p<0,001), 1 pretretmana 1
posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena razlika izmedu tretmana i posttretmana (p=0,061).

Analiziranjem broja ¢elija AS30D nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg t.m., utvrdena
je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=64,925, p<0,001). Daljom komparacijom,
utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), 1 pretretmana 1
posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena razlika izmedu tretmana i posttretmana (p=0,061).

Utvrdena je znacajna razlika u broju celija AS30D nakon primene NALC za dozu 5

mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=43,252, p<0,001). Daljom komparacijom,
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utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,001), tretmana i posttretmana
(p=0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001) (Tabela 5.66.b)).

Tabela 5.66. Poredenje broja ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razli¢itih doza

b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana

PRETRETMAN | TRETMAN  [POSTTRETMAN
|_
§ 11251112 |5]1|2]5
[0
|_
Q * *
5 ns

* * * * nS nS

PRETRETMAN | TRETMAN  [POSTTRETMAN
0 1({25|125[1]2]5
|
< |1
z

ns ns *

5 * * * ns * *

dom Rumex crispus L. NALC
pretretman | tretman [ posttretman pretretman [ tretman | posttretman
pretretman
1mUk 4
0 tretman * *
tm 2
postretman | . * * 0 * ns
= -
pretretman | <
2mU/k
¢ tretman | & * z *
tm. £
osttretman | 3 * * *
p T ns
pretretman
5ml/k
¢ tretman * *
tm
posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.

U Tabeli 5.67. prikazana su poredenja broja ¢elija AS30D za istu primenjenu dozu kod

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.67. Poredenje prosec¢nog broja celija AS30D za istu primenjenu dozu kod vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman

0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

0,001

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001
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Rezultati ispitivanja vijabilnosti ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Stavelja prikazani su u Tabeli 5.68. i na Grafikonu 5.33.

Tabela 5.68. Vijabilnost ¢elija AS30D (% nevijabilnih ¢elija) nakon primene vodenog ekstrakta
ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL | 1,0 mL/kgtm. | 2,0 mL/kgt.m. | 5,0 mL/kg t.m.
5% ekstrakt, % | Pretretman 48,6+6,7 250,1+16,8 220,9+7.4°
nevijabilnih | Tretman 38,9+8,7 214,6+19,4" 187,5+7,3"
éelija Posttretman 33,2+2,0 72,1+10,5 43,3+7,1
33,6+3,3
Pretretman 28,7t45 34,5427 32,6+£7,6
NALC Tretman 31,3+6,8 30,3+3,4 30,1+3,8
Posttretman 30,9+5,9 29,7+4,7 25,5+4,1

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.

Vijabilnost ¢elija
*
*
*
= u
T) M *
QO
=
=]
[=)
—
) 2%0.10
< 220.90 *
:E Zja.60 187.50
g *
® = w i il il ks :
sz $% il il il sl il ol P BT %
1 2 5 1 2 5 1 2 5
CTRL | mL/kg | mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,
tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 50 tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0 t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg
tm. | tm. | tm. t.m. tm. | tm. tm. | tm. t.m.
Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.33. Vijabilnost ¢elija AS30D (% nevijabilnih ¢elija) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem vijabilnosti ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog parametra u

odnosu na dozu (ANOVA F=558,80, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene
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su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg tm. i 2
ml/kg t.m (p<0,001), 2 ml/kg t.m i 5ml/kg t.m (p<0,001), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001).

Analiziranjem vijabilnosti ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (ANOVA F=318,190, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike
u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p<0,001), 2
ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,003), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znaCajna razlika u prose¢noj vijabilnosti ¢elija AS30D nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=44,876,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p=0,003), i 2 ml/kg tm. i 5 ml/kg t.m.
(p=0,003), a nije utvrdena znac¢ajna razlika izmedu doza 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,068).

Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢noj vijabilnosti ¢elija AS30D (pretretman) nakon
primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (p=0,196).

Analiziranjem vijabilnosti ¢elija AS30D nakon primene NALC (tretman), nije utvrdena
znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu (p=0,903).

Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢noj vijabilnosti ¢elija AS30D (posttretman) nakon
primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (p=0,177) (Tabela 5.69.a)).

Analiziranjem vijabilnosti ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda R.
crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je zna¢ajna razlika u prose¢nim vrednostima u odnosu
na primenjeni tretman (F=8,757, p=0,003). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika
izmedu pretretmana i tretmana (p=0,049), i pretretmana i posttretmana (p=0,002), a nije utvrdena
razlika izmedu tretmana 1 posttretmana (p=0,308).

Postoji znacajna razlika u vijabilnosti ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=207,867, p<0,001).
Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,004),
tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u vijabilnosti celija AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=1004,734,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana

(p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).
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Nije utvrdena znacajna razlika u vijabilnosti ¢elija AS30D nakon primene NALC za dozu
1 mL/kg t.m., 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (redom p=0,720,
p=0,720 i p=0,109) (Tabela 5.69.b)).

Tabela 5.69. Poredenje vijabilnosti ¢elija AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex
crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razliCitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN doza Rumex crispus L. NALC
'Q 1 2 5 1 2 5 1 2 5 pretretman tretman posttretman pretretman tretman posttretman
é pretretman )
'u_v 1 1ml/kg | .
¥ 2 * * * tm tretman " ns
>
w : " — - — e posttretman % * ns 8 ns ns
pretretman | & <
PRETRETMAN TRETMAN  |POSTTRETMAN || 2ml/kg veman | % * Z s
tm
3 1 2 5 1 2 5 1 2 5 posttretman § * * ns ns
g 1 pretretman
z 5mi/kg "
NS NS NS tm tretman ns
5]ns|ns ns | ns ns | ns posttretman * * ns ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.

U Tabeli 5.70. prikazana su poredenja vijabilnosti ¢elija AS30D za istu primenjenu dozu

kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.70. Poredenje vijabilnosti ¢elija AS30D (rast tumora) za istu primenjenu dozu kod

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Pretretman Tretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman 0,124
Posttretman 0,381
Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001
Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001

NALC
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5.4.4.2. Antioksidantni status ¢elija AS30D ascitnog karcinoma (AS30D) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L.

Rezultati ispitivanja aktivnosti SOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda $tavelja prikazani su u Tabeli 5.71. i na Grafikonu 5.34.

Tabela 5.71. Aktivnost SOD u ¢elijama AS30D (U/mg proteina) nakon primene vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kg t.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.

Pretretman 44,96+2,38" 30,28+1,96" 32,68+1,52

5% ekstrakt, - . -
_ Tretman 59,21+1,77 37,49+3,23 38,33+1,16

U/mg proteina . )
Posttretman 70,51+4,46 53,54+6,94 51,70%2,25

71,90+6,98 * i, .

Pretretman 58,29+1,31 34,52+1,86 84,06+4,54

NALC Tretman 63,35+2,57 52,54+1,06" 85,86+5,21"
Posttretman 71,57+4,57 67,9618,45 76,96%6,50

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.

* %
< + a
= * -I-
) * * *
© * *
P
s *
o * % * b e
* H
c * 84.06 7 n 7 76.96
) b 21 : '
3 3| 3 3
1 2 5 1 2 5 1 2 5
CTRL | mL/kg | mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,
tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0 t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg
t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m.
Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.34. Aktivnost SOD u ¢elijama AS30D (U/mg proteina) nakon primene vodenog
ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

181



Dunja Jakovljevié Doktorska disertacija

Analiziranjem aktivnosti SOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra
u odnosu na dozu (F=94,296, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test) utvrdene su
znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg
t.m (p<0,001), i 1 ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p<0,001), dok nije utvrdena znacajna razlika izmedu
doza 2 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,711).

Analiziranjem aktivnosti SOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (ANOVA F=182,774, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike
u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p<0,001), 2
ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znaCajna razlika u prosecnoj aktivnosti SOD u celijama AS30D nakon
primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu
(F=26,515, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p<0,001), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m.
(p<0,001). Nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 2 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,938)

Utvrdena je znacajna razlika u prosec¢noj aktivnosti SOD u ¢éelijama AS30D (pretretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=428,03, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
t.m. 1 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti SOD u c¢elijama AS30D nakon primene NALC (tretman),
utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=148,8, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,002), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Ne postoji znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti SOD u ¢elijama AS30D (posttretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (p=0,097) (Tabela 5.72.a)).

Analiziranjem aktivnosti SOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog

parametra u odnosu na primenjeni tretman (F=102,90, p<0,001). Daljom komparacijom,
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utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i posttretmana
(p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Postoji znacajna razlika u aktivnosti SOD u celijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=40,930,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p=0,038), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti SOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=197,6009,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti SOD u ¢éelijama AS30D nakon primene NALC
za dozu 1 mL/kg tm. u odnosu na primenjeni tretman (F=27,690, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p=0,034), tretmana 1
posttretmana (p=0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti SOD u ¢éelijama AS30D nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=66,262, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p<0,001), tretmana 1
posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti SOD u ¢elijama AS30D nakon primene NALC
za dozu 5 mL/kg tm. u odnosu na primenjeni tretman (F=4,427, p=0,031). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu tretmana i posttretmana (p<0,001). Nije
utvrdena znaajna razlika izmedu pretretmana i1 tretmana (p=0,838), kao i pretretmana i

posttretmana (p=0,096) (Tabela 5.72.b)).
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Tabela 5.72. Poredenje aktivnosti SOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razliCitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN ton Rumex crispus L. NALC
g 1 2 5 1 2 5 1 2 5 pretretman tretman | posttretman pretretman tretman | posttretman
'0_: pretretman |
Y, * * % Sl I ) g *
w n osttretman 2 * * * *
* s ol s p & 9
pretretman | & <
PRETRETMAN [ TRETMAN [POSTTRETMAN| | 2ml/kg Tl x " zZ "
retman [}
o 10205010251 (2]5] "™ [emml5[ = * P R
3 &
% 1 pretretman
* * ns g Tlr'nlkg tretman * ns
L i ns | ns - posttretman * * s *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U Tabeli 5.73. prikazana su poredenja aktivnosti SOD u c¢elijama AS30D za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.73. Poredenje SOD u celijama AS30D (rast tumora) za istu primenjenu dozu kod

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Pretretman Tretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman 0,009
Posttretman 0,691
Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman 0,003
Tretman <0,001
Posttretman 0,009
Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001

NALC

Rezultati ispitivanja aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Stavelja prikazani su u Tabeli 5.74. i na Grafikonu 5.35.
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Tabela 5.74. Aktivnost XOD u ¢elijama AS30D (umol/mL ¢elija AS30D) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.

5% ekstrakt, | Pretretman 2,08+0,18" 3,57+0,12" 3,260,117
umol/mL | Tretman 0,75+0,16" 2,20+0,11" 1,03+0,20
éelija AS30D | Posttretman 0,68+0,03 1,01+0,11° 1,13+0,15
0,57+0,01 - . .

Pretretman 1,81+0,16 3,58+0,17 1,54+0,49
NALC Tretman 1,05+0,21" 3,32+0,10" 0,89+0,28"
Posttretman 0,83+0,19" 1,03+0,12" 0,57+0,10

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.

[a) * i
* *
3 N M -
2 rh
< * *
. *
= *
3
85 85
— -2 * .32 * *
g * * x  *
— .0 74
o) .8 5
5 @ & Bl e @
1 2 5 1 2 5 1 2 5
CTRL | mL/kg | mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,
tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0 t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg
t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m.
Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.35. Aktivnost XOD u ¢elijama AS30D (umol/mL ¢elija AS30D) nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima ovog
parametra u odnosu na dozu (F=197,77, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test)
utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m.
i 2 ml/kg t.m (p<0,001), 2 ml/kg tm. i 5 ml/kg tm. (p=0,001), i 1 ml/kg t.m i 5 ml/kg tm
(p<0,001).
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Analiziranjem aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. (tretman), utvrdena je znaCajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
parametra u odnosu na dozu (F=137,725, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne
razlike u proseCnim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg tm. i 2 ml/kg t.m.
(p<0,001), 2 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,013).

Utvrdena je znaCajna razlika u prose¢noj aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon
primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu
(F=27,106, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001). Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D
izmedu koncentracije 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,194).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D (pretretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=74,867, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
tm. i 2 mL/kg tm. (p<0,001), i 2 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), dok nije utvrdena
znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,317).

Analiziranjem aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon primene NALC (tretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=253,800, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001), dok nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,465).

Utvrdena je =znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti XOD u celijama AS30D
(posttretman) nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=15,892, p<0,001). Daljom
analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1
mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,047), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. 15
mL/kg t.m. (p=0,008) (Tabela 5.75.a)).

Analiziranjem aktivnosti XOD u c¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima

u odnosu na primenjeni tretman (F=191,54, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je
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znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), i pretretmana i posttretmana
(p<0,001), a nije utvrdena razlika izmedu tretmana i posttretmana (p=0,654).

Postoji znacajna razlika u aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=775,830,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti XOD u c¢elijama AS30D nakon primene
vodenog eksrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman
(F=396,385, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i
tretmana (p<0,001), i pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena razlika izmedu
tretmana i posttretmana (p=0,520).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon primene NALC
za dozu 1 mL/kg tm. u odnosu na primenjeni tretman (F=47,047, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), 1
pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena razlika izmedu tretmana i posttretmana
(p=0,128).

Analiziranjem aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=684,899, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p=0,011), tretmana 1
posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon primene NALC
za dozu 5 mL/kg tm. u odnosu na primenjeni tretman (F=13,242, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,011), 1
pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znalajna razlika izmedu tretmana i
posttretmana (p=0,236) (Tabela 5.75.b)).
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Tabela 5.75. Poredenje aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razli¢itih doza

b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana

PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN
}_
§ 1121511125 1(2]5
El1
'_
512

5 * * * * * nS

PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN

o 11251125 1(2]5
|
< |1
z

2 * * *

51 ns| * ns | * o

fom Rumex crispus L. NALC
pretretman | tretman | posttretman pretretman | tretman | posttretman
pretretman
1mlsk j
kg tretman - * *
tm. a
postirelman | & * ns 0 * ns
= .|
pretretman | & <
2mlk
g tetman | & * z *
tm. =
posttretman [ 3 * * * *
14
pretretman
5ml/k
g tretman * *
tm
posttretman * ns * ns

“ p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki zna¢ajna.

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

U Tabeli 5.76. prikazana su poredenja aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.76. Poredenje aktivnosti XOD u ¢elijama AS30D (rast tumora) za istu primenjenu dozu

kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman

0,020

Tretman

0,020

Posttretman

0,090

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman

0,953

Tretman

<0,001

Posttretman

0,825

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

0,360

Posttretman

<0,001
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Rezultati ispitivanja aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda $tavelja prikazani su u Tabeli 5.77. i na Grafikonu 5.36.

Tabela 5.77. Aktivnost CAT u c¢elijama AS30D (umol/mL ¢elija AS30D) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kg t.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.

5% ekstrakt, | Pretretman 1,69+0,10° 0,9740,14 1,29+0,11"
umol/mL ¢elija | Tretman 1,74+0,07 1,29+0,09 1,7620,05
AS30D Posttretman 1,92+0,07 1,55+0,05 2,00+0,12"
1,98+0,11 .

Pretretman 1,90+0,01 1,93+0,04 2,1740,12

NALC Tretman 1,93+0,01 2,07+0,14 2,30+0,05
Posttretman 2,15+0,11 2,13+0,12 2,64+0,08

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.

*
2 +
r %k
<
=
) * *
O
= * 2 .64
g 1y .07 : 1! .1
=| 19 e .9 .9 -9 2 7 .9 9 .9 -00
Q 55|
=) 74 2
5| K
1 2 5 1 2 5 1 2 5
CTRL | mL/kg | mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,
tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. t.m. 1,0 2,0 5,0 t.m. tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg
t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m. t.m.
Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.36. Aktivnost CAT u ¢elijama AS30D (umol/mL ¢elija AS30D) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda

R. crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra

u odnosu na dozu (F=54,626, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u
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prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m (p<0,001), 2
ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p=0,001), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=82,049, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u
prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p<0,001), i 2
ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001), dok nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 ml/kg t.m.
i 5 ml/kg t.m. (p=0,994).

Utvrdena je znaCajna razlika u prosecnoj aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D nakon
primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu
(F=45,143, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p<0,001), i 2 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m.
(p<0,001), dok nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,420).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti CAT u ¢éelijama AS30D (pretretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=24,767, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
tm. 15 mL/kg tm. (p<0,001), 1 2 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna
razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,923).

Analiziranjem aktivnosti CAT u c¢elijama AS30D nakon primene NALC (tretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseCnim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=29,23, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/Kg
tm. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg tm. i 2 mL/kg t.m.
(p=0,092).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D (posttretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=46,763, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
tm. 15 mL/kg tm. (p<0,001), 12 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna
razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,994) (Tabela 5.78.3)).

Analiziranjem aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda

R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima u
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odnosu na primenjeni tretman (F=13,375, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je zna¢ajna
razlika izmedu tretmana i posttretmana (p=0,005), 1 pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije
utvrdena razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,469).

Postoji znacajna razlika u aktivnosti CAT u celijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=52,025,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p=0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=74,424,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znafajna razlika izmedu pretretmana 1 tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p=0,002), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti CAT u ¢éelijama AS30D nakon primene NALC
za dozu 1 mL/kg tm. u odnosu na primenjeni tretman (F=25,078, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znaCajna razlika izmedu tretmana i posttretmana (p<0,001), 1
pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p=0,656).

Analiziranjem aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je zna€ajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=5,552, p=0,016). Daljom
analizom utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije
utvrdena razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,107), 1 tretmana i posttretmana (p=0,534).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D nakon primene NALC
za dozu 5 mL/kg tm. u odnosu na primenjeni tretman (F=43,073, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znaCajna razlika izmedu tretmana i posttretmana (p<0,001), 1
pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i

tretmana (p=0,066) (Tabela 5.78.b)).
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Tabela 5.78. Poredenje aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razli¢itih doza

b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana

PRETRETMAN [ TRETMAN |POSTTRETMAN
-
i‘[ 1{2(5(1)2|5|1(2]|5
£l
=
9]
4 * * *
w
* * ns * nS *
PRETRETMAN [ TRETMAN |POSTTRETMAN
0 1{2(5(1)2|5|1(2]|5
-
<
z
ns ns ns
* * * * * *

ton Rumex crispus L. NALC
pretretman | tretman | posttretman pretretman | tretman | posttretman
pretretman |
Iniig tretman - ns ns
tm g
posttretman [ o * * 0 * *
]
2 |
pretretman | & <
2ml/k
tmg tretman é * z ns
[ posttretman | S * * *
p Z ns
pretretman
5mUkg
tretman *
o ns
posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U Tabeli 5.79. prikazana su poredenja aktivnosti CAT u celijama AS30D za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.79. Poredenje aktivnosti CAT u ¢elijama AS30D (rast tumora) za istu primenjenu dozu

kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

0,002

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Rezultati ispitivanja aktivnosti GSHPx u c¢elijama AS30D nakon primene vodenog

ekstrakta ploda Stavelja prikazani su u Tabeli 5.80. i na Grafikonu 5.37.
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Tabela 5.80. Aktivnost GSHPx u ¢elijama AS30D (umol/mL ¢elija AS30D) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kgtm. | 5,0 mL/kgt.m.
5% ekstrakt, | Pretretman 4,61+0,11" 8,53+0,73" 7,60+0,47
umol/mL | Tretman 4,31+0,06 7,26+0,75 4,55+0,20
éelija AS30D | Posttretman 3,01+0,51 3,78+0,24" 2,70+0,51

2,92+0,15

Pretretman 2,87+0,07 2,74+0,25 3,01+0,07
NALC Tretman 2,76+0,06" 2,02+0,05" 2,2740,03
Posttretman 257+0,12" 2,19+0,03" 1,86+0,04

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.

GSHPx

.60

umol/mL ¢elija AS30D

H.a

1 2 5

pnki i aaanilniis

CTRL | mL/kg | mL/kg | mL/kg | NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg|mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC, | CTRL | mL/kg| mL/kg|mL/kg| NALC, | NALC, | NALC,
t.m. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0
mL/kg | mL/kg | mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg mL/kg| mL/kg| mL/kg
tm. t.m. tm. t.m. t.m. t.m. t.m.

2

t.m. t.m.

t.m. t.m.

Pretretman Tretman Posttretman

Grafikon 5.37. Aktivnost GSHPx u ¢elijama AS30D (umol/mL ¢elija AS30D) nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog
parametra u odnosu na dozu (F=98,382, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su zna¢ajne razlike
u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m (p<0,001), 2
mi/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p=0,009), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001).

193



Dunja Jakovljevié Doktorska disertacija

Analiziranjem aktivnosti GSHPx u c¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. (tretman), utvrdena je znaCajna razlika u proseénim vrednostima ovog
parametra u odnosu na dozu (F=80,346, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znac¢ajne razlike
u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p<0,001), i 2
ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 ml/kg tm. i 5
ml/kg t.m. (p=0,708).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D nakon
primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu
(F=9,516, p=0,002). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p=0,013), i 2 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m.
(p=0,001), a nije utvrdena razlika izmedu doza 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,545).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢noj aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D
(pretretman) nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=4,528, p=0,029). Daljom
analizom utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza 2
mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,029), dok nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg
t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,473), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,411).

Analiziranjem aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D nakon primene NALC (tretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=372,2, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znaCajna razlika u prosecnoj aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D
(posttretman) nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=133,28, p<0,001). Daljom
analizom utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1
mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kgtm.i5
mL/kg t.m. (p<0,001) (Tabela 5.81.3)).

Analiziranjem aktivnosti GSHPx u c¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta
ploda R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima
u odnosu na primenjeni tretman (F=47,311, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je
znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,222), tretmana i posttretmana (p<0,001), i

pretretmana i posttretmana (p<0,001).
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Postoji znacajna razlika u aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=95,057,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p=0,008), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znaCajna razlika u aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman
(F=211,344, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i
tretmana (p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana
(p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti GSHPx u celijama AS30D nakon primene
NALC za dozu 1 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=17,869, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu tretmana i posttretmana (p=0,005), i
pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu pretretmana i
tretmana (p=0,119).

Analiziranjem aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D nakon primene NALC za dozu 2
mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=37,242, p<0,001).
Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), 1
pretretmana i posttretmana (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu tretmana i
posttretmana (p=0,178).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D nakon primene
NALC za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=880,983, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana 1

posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001) (Tabela 5.81.b)).
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Tabela 5.81. Poredenje aktivnosti GSHPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razli¢itih doza

b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana

PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN
g 1125|1251 |2]5
<
=
Q * * *
512
51*|* ns | * ns | *
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN
112 (511251 |2]5
S
< |1
z
2| ns * *
5 ns * * * * *

o Rumex crispus L. NALC
pretretman | tretman | posttretman pretretman | tretman | posttretman
pretretman |
Tml/k
g tretman - * ns
tm 9
postretman | ©. * * 0 * *
2 -
pretretman | & <
2mUk
g tretmen | & * z *
tm. £
osttretman | 3 * * *
p z ns
pretretman
5Smlk
g tretman * *
tm
posttretman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U Tabeli 5.82. prikazana su poredenja aktivnosti GSHPx u celijama AS30D za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.82. Poredenje aktivnosti GSHPx u ¢éelijama AS30D (rast tumora) za istu primenjenu

dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.

Pretretman

Tretman

Posttretman

NALC

Doza 1 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

0,071

Doza 2 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

<0,001

Doza 5 mL/kg t.m.

Pretretman

<0,001

Tretman

<0,001

Posttretman

0,002
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Rezultati ispitivanja aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda $tavelja prikazani su u Tabeli 5.83. i na Grafikonu 5.38.

Tabela 5.83. Aktivnost GR u ¢elijama AS30D (umol/mL ¢elija AS30D) nakon primene vodenog

ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kgt.m. | 5,0 mL/kg t.m.

5% ekstrakt, | Pretretman 8,75+0,10" 13,72+0,12" 13,10+0,16"
umol/mL | Tretman 8,44+0,13 13,10+0,12" 7,96+0,25
éelija AS30D | Posttretman 8,35+0,10 9,14+0,60 4,35+0,14"
8,44+0,06 . .

Pretretman 8,26+0,05 7,91+0,24 5,99+0,19
NALC Tretman 8,23+0,11" 6,87+0,14 5,03+0,09"
Posttretman 7,90+0,37 5,78+0,09" 4,35+0,09"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.

umol/mL ¢elija AS30D
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*
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. ; .7
P .3
5 1 2 5
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1 2 5 1 2

tm. | tm. | tm. 1,0 2,0 5,0 tm.
mL/kg | mL/kg | mL/kg
tm. | tm. | tm.
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t.m. t.m. 1,0 2,0

tm. | tm.
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tm. | tm.

Tretman
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mL/kg| mL/kg| mL/kg
t.m. t.m. t.m.

Posttretman

Grafikon 5.38. Aktivnost GR u ¢elijama AS30D (umol/mL ¢elija AS30D) nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda

R. crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra

u odnosu na dozu (F=2575,9, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znaCajne razlike u
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prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m (p<0,001), 2
ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001), i 1 ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=1513,648, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znalajne razlike u
prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m (p<0,001), 2
ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001), i 1 ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene
vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu (F=307,877,
p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose€nim vrednostima ovog
parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m (p=0,001), 2 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m.
(p<0,001), i 1 ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u prosec¢noj aktivnosti GR u ¢elijama AS30D (pretretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=281,63, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
t.m. 1 2 mL/kg t.m. (p=0,004), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001).

Analiziranjem aktivnosti GR u c¢elijama AS30D nakon primene NALC (tretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=1162, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001), i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnoj aktivnosti GR u ¢elijama AS30D (posttretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=369,74, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
t.m. i 2 mL/kg t.m. (p<0,001), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p<0,001) i 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. (p<0,001) (Tabela 5.84.a)).

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prosecnim vrednostima u

odnosu na primenjeni tretman (F=20,200, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna
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razlika izmedu pretretmana 1 tretmana (p=0,001), i1 pretretmana i1 posttretmana (p<0,001), a nije
utvrdena znacajna razlika izmedu tretmana i posttretmana (p=0,375).

Postoji znaCajna razlika u aktivnosti GR u c¢elijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=288,013,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p=0,024), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=3147,003,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znaCajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene NALC za
dozu 1 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=4,590, p=0,028). Daljom komparacijom,
utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i posttretmana (p=0,038), a nije utvrdena
znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,968), 1 tretmana 1 posttretmana (p=0,061).

Analiziranjem aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znacajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=235,559, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i
posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene NALC za
dozu 5 mL/kg tm. u odnosu na primenjeni tretman (F=242,479, p<0,001). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p<0,001), tretmana i

posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001) (Tabela 5.84.b)).
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Tabela 5.84. Poredenje aktivnosti GR u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razlicitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
PRETRETMAN TRETMAN  |POSTTRETMAN o Rumex Crispus L. NALC
E 1 2 5 1 2 5 1 2 5 pretretman tretman posttretman pretretman tretman | posttretman
é pretretman |
g * * * 1?#.@ tretman ; *
5|+ |« . |« |« posttretman .% * ns (_,) hd ns
pretretman | 5 <
PRETRETMAN | TRETMAN _|POSTTRETMAN|| 2mbkg == x * z *
9 1)12]5]1]2)5])1])2]5 o posttretman DZEg * * * *
<Z( 1 6k pretretman
* * * t.m.g tretman * *
5 * * * * * * pOSnfetman * * * *

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U Tabeli 5.85. prikazana su poredenja aktivnosti GR u c¢elijama AS30D za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.85. Poredenje aktivnosti GR u ¢elijama AS30D (rast tumora) za istu primenjenu dozu
kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Pretretman | Tretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman 0,013
Posttretman 0,018
Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001
Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman 0,981

NALC

Rezultati ispitivanja sadrzaja GSH u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda sStavelja prikazani su u Tabeli 5.86. i na Grafikonu 5.39.
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Tabela 5.86. Sadrzaj GSH u celijama AS30D (nmol GSH/mL c¢elija AS30D) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kgt.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.
5% ekstrakt, | Pretretman 6,34+0,08 6,02+0,13" 6,39+0,07
nmol/mL ¢elija | Tretman 6,36+0,09 6,21+0,17 6,33+0,16
AS30D Posttretman 6,33+0,07 6,21+0,11 6,23+0,16

6,38+0,10

Pretretman 6,28+0,09 6,46+0,09 6,52+0,12
NALC Tretman 6,28+0,14 6,46+0,13 6,54+0,11
Posttretman 6,29+0,08 6,35+0,20 6,56+0,10

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.
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Grafikon 5.39. Sadrzaj GSH u ¢elijama AS30D (nmol GSH/mL ¢elija AS30D) nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem sadrzaja GSH u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra
u odnosu na dozu (ANOVA F=23,883, p<0,001). Daljom analizom (Tukey post-hoc test)

utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m.
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i 2 ml/kg t.m (p<0,001), i 2 ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p<0,001), dok nije utvrdena znac¢ajna razlika
izmedu doza 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p=0,802).

Nije utvrdena znacajna razlika u prosecnom sadrzaju GSH u celijama AS30D nakon
primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (tretman i posttretman) u odnosu na dozu (redom
p=0,193 i p=0,179).

Utvrdena je znaajna razlika u proseénom sadrzaju GSH u ¢elijama AS30D (pretretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=9,096, p=0,003). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 mL/kg
tm. i 2 mL/kg t.m. (p=0,022), 1 1 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m. (p=0,003), dok nije utvrdena
znacajna razlika izmedu doza 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,802).

Analiziranjem sadrzaja GSH u c¢elijama AS30D nakon primene NALC (tretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=6,921, p=0,007). Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra
izmedu uzastopnih doza: 1 mL/kg t.m. i 2mL/kg t.m. (p=0,058), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,702), a utvrdena je znacajna razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,005).

Utvrdena je znacajna razlika u proseénom sadrzaju GSH u ¢éelijama AS30D (posttretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=6,467, p=0,009). Nije utvrdena znacajna
razlika u prosecnim vrednostima ovog parametra izmedu uzastopnih doza: 1 mL/kg tm. i 2
mL/kg t.m. (p=0,805), 1 2 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p=0,051), a utvrdena je znacajna razlika
izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,007) (Tabela 5.87.a)).

Nije utvrdena znacajna razlika u prose¢nom sadrzaju GSH u c¢elijama AS30D nakon
primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. za doze 1 mL/kg t.m., 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg
t.m. u odnosu na primenjeni tretman (redom p=0,808, p=0,064 i p=0,137).

Nije utvrdena znacajna razlika u prosecnom sadrzaju GSH u celijama AS30D nakon
primene NALC za doze 1 mL/kg tm., 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni
tretman (redom p=0,981, p=0,352 i p=0,788) (Tabela 5.87.b)).
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Tabela 5.87. Poredenje sadrzaja GSH u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda

Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razlicitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
PRETRETMAN [ TRETMAN  [POSTTRETMAN dor Rumex crispus L. NALC
g 1121511121511 1215 pretretman | tretman [ posttretman pretretman | tretman [ posttretman
14 pretretman |
b) 1mikg tretman - ns ns
5 * ns ns tm @
| * s | s s | s posttretman 8_ ns ns 8 ns ns
pretretman | <
PRETRETMAN | TRETMAN |POSTTRETMAN 2ml/kg < Z
tm tretman g ns ns
8 112)5]1]2]5]1]2]5 posttretman 0:: ns ns ns ns
% pretretman
* ns ns 5 T#kg tretman ns ns
* | ns *1ns * s o posttretman ns ns ns ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

* p<0,01, ns - razlika nije statisticki znacajna.

U Tabeli 5.88. prikazana su poredenja sadrzaja GSH u celijama AS30D za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.88. Poredenje sadrzaja GSH u ¢elijama AS30D (rast tumora) za istu primenjenu dozu

kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Pretretman Tretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman 0,259
Tretman 0,223
Posttretman 0,293
Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman 0,017
Posttretman 0,158
Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman <0,050
Tretman 0,020
Posttretman 0,001

NALC

Rezultati ispitivanja intenziteta LPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda sStavelja prikazani su u Tabeli 5.89. i na Grafikonu 5.40.
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Tabela 5.89. Intenzitet LPx u ¢elijama AS30D (umol MDA/mL ¢elija AS30D) nakon primene

vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

CTRL 1,0 mL/kg t.m. | 2,0 mL/kg t.m. | 5,0 mL/kg t.m.
5% ekstrakt, | Pretretman 0,200+0,013" | 0,542+0,062" | 0,401+0,011"
umol MDA/mL | Tretman 0,164+0,019 | 0,328+0,041 | 0,334+0,015
éelija AS30D | Posttretman 0,141+0,008 | 0,217+0,014" | 0,172+0,013"
0,127+0,018 .

Pretretman 0,126+0,013 | 0,134+0,011 | 0,099:+0,012
NALC Tretman 0,131+0,011 | 0,109+0,019 | 0,094+0,012"
Posttretman 0,138+0,015 | 0,112+0,011 | 0,084+0,007"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od Sest pacova; *- statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolnu AS30D grupu.
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Grafikon 5.40. Intenzitet LPx u ¢elijama AS30D (umol MDA/mL ¢elija AS30D) nakon primene
vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i N-acetil-L-cisteina (NALC).

Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (pretretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra
u odnosu na dozu (F=128,90, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u
prosecnim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m (p<0,001), 2
ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p<0,001), i 1 ml/kg t.m i 5 ml/kg t.m (p<0,001).
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Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. (tretman), utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima ovog parametra u
odnosu na dozu (F=72,840, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u
prose¢nim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p<0,001), i 1
ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu doza 2 ml/kg t.m. i 5
ml/kg t.m. (p=0,977).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom intenzitetu LPx u ¢elijama AS30D nakon
primene vodenog ekstrakta ploda R. crispus L. (posttretman) u odnosu na primenjenu dozu
(F=65,423, p<0,001). Daljom analizom utvrdene su znacajne razlike u prose¢nim vrednostima
ovog parametra izmedu doza: 1 ml/kg t.m. i 2 ml/kg t.m. (p<0,001), 2 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m.
(p<0,001), i 1 ml/kg t.m. i 5 ml/kg t.m. (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u prose¢nom intenzitetu LPx u ¢elijama AS30D (pretretman)
nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=14,664, p<0,001). Daljom analizom
utvrdene su znacajne razlike u proseénim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 2 mL/kg
t.m. 15 mL/kg tm. (p=0,001), i 1 mL/kg tm. i 5 mL/kg t.m. (p=0,011), a nije utvrdena znacajna
razlika izmedu doza 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,772).

Analiziranjem intenziteta LPx u c¢elijama AS30D nakon primene NALC (tretman),
utvrdena je znacajna razlika u proseénim vrednostima ovog parametra u odnosu na dozu
(F=9,426, p=0,002). Ne postoji znacajna razlika u proseCnim vrednostima ovog parametra
izmedu uzastopnih doza: 1 mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,112), i 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.
(p=0,364), a postoji izmedu 1 mL/kg t.m. 1 5 mL/kg t.m. (p=0,003).

Utvrdena je znacajna razlika u prosecnom intenzitetu LPx u ¢elijama AS30D
(posttretman) nakon primene NALC u odnosu na primenjenu dozu (F=32,489, p<0,001). Daljom
analizom utvrdene su znacajne razlike u prosecnim vrednostima ovog parametra izmedu doza: 1
mL/kg t.m. i 2 mL/kg t.m. (p=0,017), 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. (p=0,010), i 1 mL/kg tm.i5
mL/kg t.m. (p<0,001) (Tabela 5.90.a)).

Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta ploda
R. crispus L. za dozu 1 mL/kg t.m., utvrdena je znacajna razlika u prose¢nim vrednostima u
odnosu na primenjeni tretman (F=26,933, p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna
razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,001), tretmana i posttretmana (p=0,027), kao i

pretretmana i posttretmana (p<0,001).
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Postoji znacajna razlika u intenzitetu LPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 2 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=85,861,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p=0,019), tretmana i posttretmana (p=0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Utvrdena je znacajna razlika u intenzitetu LPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog
ekstrakta ploda R. crispus L. za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (F=504,450,
p<0,001). Daljom komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana
(p<0,001), tretmana i posttretmana (p<0,001), kao i pretretmana i posttretmana (p<0,001).

Nije utvrdena znacajna razlika u intenzitetu LPx u ¢elijama AS30D nakon primene NALC
za dozu 1 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (p=0,362).

Analiziranjem intenziteta LPx u ¢elijama AS30D nakon primene NALC za dozu 2 mL/kg
t.m., utvrdena je znaCajna razlika u odnosu na primenjeni tretman (F=5,593, p=0,015). Daljom
komparacijom, utvrdena je znacajna razlika izmedu pretretmana i tretmana (p=0,021), 1
pretretmana i posttretmana (p=0,040), a nije utvrdena znacajna razlika izmedu tretmana i
posttretmana (p=0,937).

Nije utvrdena znacajna razlika u intenzitetu LPx u ¢elijama AS30D nakon primene NALC

za dozu 5 mL/kg t.m. u odnosu na primenjeni tretman (p=0,088) (tabela 5.90.b)).

Tabela 5.90. Poredenje intenziteta LPx u ¢elijama AS30D nakon primene vodenog ekstrakta

ploda Rumex crispus L. i N-acetil-cisteina (NALC).

a) izmedu razlicitih doza b) izmedu pretretmana, tretmana i posttretmana
PRETRETMAN [ TRETMAN  [POSTTRETMAN doza Rumex crispus L. NALC
'Q 1 2 5 1 2 5 1 2 5 pretretman tretman posttretman pretretman tretman posttretman
&( 1 pretretman )
5 1ml/kg - *
¥ 2 * % % tm tretman " ns
w 5| x|+ s 1 = posttretman ;.’_ * * (j ns ns
pretretman | & <
PRETRETMAN | TRETMAN  |POSTTRETMAN|| 2mUikg >< " Z -
tm tretman g
0 11251125 1]2]5 sttretman | S * * * -
| P x
% 1 pretretman
2| s 15 * 5 Ttn/kg tretman * s
5| * | * * |15 * | % posttretman * * ns ns

Vrednosti u tabeli predstavljaju nivo znacajnosti za Tukey post-hoc test

" p<0,01, ns - razlika nije statisti¢ki znagajna.
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U Tabeli 5.91. prikazana su poredenja intenziteta LPx u c¢elijama AS30D za istu

primenjenu dozu kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Tabela 5.91. Poredenje intenziteta LPx u ¢elijama AS30D (rast tumora) za istu primenjenu dozu

kod vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus L. i kod N-acetil-cisteina (NALC).

Rumex crispus L.
Pretretman Tretman Posttretman

Doza 1 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman 0,004
Posttretman 0,669
Doza 2 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001
Doza 5 mL/kg t.m.
Pretretman <0,001
Tretman <0,001
Posttretman <0,001

NALC

Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus u pretretmanu i tretmanu eksperimentalnih zivotinja
ispoljio je statisti¢ki znacajan citotoksi¢an efekat prema celijama EAC i AS30D. Pretretman i
tretman vodenim ekstraktom ploda $tavelja pri najvisoj dozi znacajno je smanjio zapreminu
ascitesa EAC i AS30D, dok je ista doza ekstrakta primenjena u posttretmanu znacajno povecala
volumen ascitesa EAC i AS30D u poredenju sa kontrolnom grupom (CTRL).

Pretretman najviSom dozom ispitivanog ekstrakta doveo je do smanjenja broja EAC,
odnosno AS30D ¢elija za oko 50%, odnosno 45%, redom, u odnosu na CTRL grupu. Srednja
ispitivana doza (2 mL/kg t.m.) vodenog ekstrakta ploda Stavelja bila je delotvornija od najvise
doze kod AS30D c¢elija. Rezultati su pokazali da je referentni antioksidant NALC u najviSoj dozi
delovao kao promoter porasta broja malignih ¢elija.

Odreden je i procenat nevijabilnih éelija kod oba tumora: EAC i AS30D. Najizrazeniji
porast udela nevijabilnih ¢elija EAC i AS30D uocen je kod pretretmana i tretmana zivotinja
srednjom ispitivanom dozom ekstrakta (2 mL/kg t.m.). N-acetil-L-cistein je imao slab efekat na
maligne ¢elije, a u odredenim slucajevima je podrzavao rast malignog tkiva.

U literaturi nema podataka vezanih za in vivo citotoksi¢an efekat vodenog ekstrakta ploda
Rumex crispus. Antonyan i saradnici (175) su pokazali da etanolni ekstrakta lista Rumex

confertus dovodi do znacajne inhibicije rasta EAC ¢elija u in vitro uslovima. Medutim, Hawas i
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saradnici (176) su ispitivali potencijalnu in vivo citotoksi¢nu aktivnost metanolnog ekstrakta
Rumex dentatus prema celijama EAC i utvrdili da je pomenuti ekstrakt ispoljio slabu
antitumorsku aktivnost. Naime, ispitivani ekstrakt je u najvisoj koncentraciji doveo do apoptoze
kod oko 20% malignih EAC ¢elija (176). Cebovi¢ i saradnici (177) su ispitivali potencijalno
antiproliferativno in vivo dejstvo vodenog ekstrakta herbe Thymus pannonicus i utvrdili da
pomenuti ekstrakt smanjuje broj EAC c¢elija u poredenju sa netretiranom grupom. Najvece
smanjenje broja malignih ¢elija primeceno je kod pretretmana ispitivanim ekstraktom. Paralelno
sa brojem Celija, ispitivan je i procenat oSte¢enih malignih ¢elija. Utvrden je porast procenta
oStecenih EAC ¢elija kod svih tretiranih Zivotinja. Efekat je bio najizrazeniji kod pretretirane
grupe. Pored ovoga, odredivan je i volumen ascitesa 1 uo¢eno je smanjenje zapremine ascitesa,
naroCito kod pretretiranih zivotinja. Ovi rezultati su bili u skladu sa podacima iz disertacije
(177). Talaviya i saradnici (178) su pokazali da metanolni ekstrakt korena Crotalaria Burhia
pokazuje dozno zavisnu antitumorsku aktivnost. Rezultati ukazuju da je in vivo administracija
ispitivanog ekstrakta dovela do smanjenja ukupnog broja malignih EAC ¢elija, zatim do
smanjenja broja vijabilnih ¢elija, kao i do nize vrednosti zapremine ascitesa u odnosu na
netretirane Zivotinje, $to je bilo u skladu sa podacima za vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus
(178).

U toku in vivo ispitivanja potencijalne citotoksi¢nosti vodenog ekstrakta ploda Rumex
crispus odreden je antioksidantni status ¢elija EAC i AS30D, nakon pretretmana, tretmana i
posttretmana razli¢itim dozama 5% ispitivanog ekstrakta.

Enzim superoksid dismutaza (SOD) vrsi konverziju superoksid anjon radikala u H,O; i
O; i time neutraliSe O, (69, 179). Prevodenjem superoksid anjon radikala smanjuje se njegovo
Stetno delovanje i umanjuje se koli¢ina reaktanta za nastajanje toksi¢nih peroksinitrita (80, 81,
180). Pored toga, ,.hvatanjem” O," se smanjuje moguénost nastanka hidroksil radikala Haber-
Weiss-ovom reakcijom (62). S druge strane, inhibicija aktivnosti SOD uzrokuje porast
koncentracije ROS.

Implantacija celija EAC i AS30D zZivotinjama uzrokovala je porast enzima SOD.
Najizrazenije smanjenje aktivnosti SOD, u odnosu na kontrolnu grupu, uoeno je kod
pretretmana i tretmana dozama 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus. Nasuprot tome, primena referentnog antioksidanta NALC uzrokovala je u najvi$oj dozi
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porast aktivnosti SOD, dok je u srednjoj ispitivanoj dozi dovela do snizavanja aktivnosti SOD u
odnosu na CTRL, ali sa vi§Sim vrednostima u odnosu na istu dozu ekstrakta.

Ne postoje dostupni literaturni podaci u vezi sa nivoom SOD u malignim ¢éelijama nakon
primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus. Yi i saradnici (181) su ispitivali potencijalnu in
vivo antitumorsku aktivnost etanolnog rastvora pre¢is¢enih polifenola dobijenih iz SiSarki Pinus
koraiensis. Utvrdena je pojacana aktivnost enzima SOD u malignim S180 c¢elijama
eksperimentalnih zivotinja u odnosu na netretiranu grupu. Povisene koncentracije enzima SOD
ukazuju da je polifenolni tretman uzrokovao povecanje antioksidantnog kapaciteta malignih
¢elija i da bi to mogao biti mehanizam potencijalne antitumorske aktivnosti polifenola (181).
Rezultati iz disertacije nisu u skladu sa pomenutim radom, §to sugeriSe da bi vodeni ekstrakt
ploda $tavelja mogao imati drugaciji mehanizam ispoljavanja citotoksi¢nog dejstva. Badr i
saradnici (180) su svoja istrazivanja usmerili na ispitivanje potencijalnih citotoksi¢nih svojstava
ekstrakta korena Zingiber officinale. Kao rastvara¢ je koris¢ena smesSa etanola, heksana i etil
acetata. Uocena je viSa aktivnost enzima SOD u EAC celijama nakon primene ispitivanog
ekstrakta u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati ove disertacije nisu u skladu sa navedenim
radom (180). Benlloch i saradnici (182) su ispitivali in vivo antitumorsku aktivnost pterostilbena
1 uocili da administracija ovog polifenolnog jedinjenja dovodi do sniZavanja aktivnosti SOD u
razli¢itim malignim Celijama. Ovi podaci su u skladu sa rezultatima disertacije, ukazuju¢i da
citotoksi¢no delovanje polifenolnih jedinjenja moze poticati od snizavanja aktivnosti
antioksidantnih enzima i sledstvenog nagomilavanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta koje dalje mogu
delovati letalno na maligne celije.

Dejstvom enzima SOD nastaje vodonik-peroksid, koji se dalje prevodi u vodu i kiseonik
posredstvom enzima katalaze (CAT) (180, 183). Na ovaj nacin se smanjuju Stetna dejstva
izazvana prekomernom produkcijom H,O; (69, 183).

Nezavisno od momenta aplikacije vodenog ekstrakta ploda Stavelja u dozi od 2 mL/kg
t.m. doslo je do smanjenja aktivnosti enzima CAT u EAC i AS30D c¢elijama u odnosu na
kontrolnu grupu. Najizrazeniji pad koncentracije CAT uocen je kod grupe koja je ispitivani
ekstrakt primala kao pretretman. Jedino kod primene ekstrakta kao posttretman nije doslo do
statisticki znacajnog smanjenja nivoa enzima CAT u poredenju sa CTRL. Administracija NALC

je u svim slu¢ajevima uzrokovala povecanu aktivnost CAT. Ovim je pokazano da je vodeni
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ekstrakt ploda Stavelja snizio antioksidantnu aktivnost, dovode¢i do povecanja koncentracije
vodonik-peroksida, koji tada deluje toksi¢no za maligne éelije.

Pregledom literature nisu uoceni podaci vezani za aktivnost enzima CAT u malignim
¢elijama u in vivo sistemu nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus. Vuli¢ i
saradnici (108) su ispitivali potencijalna in vivo citotoksi¢na svojstva vodeno-etanolnog ekstrakta
Beta vulgaris i utvrdili snizenu aktivnost enzima CAT u malignim EAC ¢elijama nakon
pretretmana pomenutim ekstraktom. Vodeni ekstrakt ploda Stavelja je imao iste efekte na
maligne ¢elije. Badr i saradnici (180) su ispitivali potencijalna citotoksi¢na svojstva ekstrakta
korena Zingiber officinale. Uocena je poviSena aktivnost enzima CAT u EAC c¢elijama nakon
primene ispitivanog ekstrakta u odnosu na CTRL. Rezultati ove disertacije nisu u skladu sa
navedenim radom ukazujué¢i na drugaciji mehanizam citotoksi¢nog delovanja ekstrakta Stavelja
(180). Medutim, u radu Benlloch i saradnika (182) izmerena je niza in vivo aktivnost enzima
CAT kod grupe tretirane pterostilbenom u odnosu na CTRL grupu. Cebovié i saradnici (177) su
ispitivanjem potencijalne in vivo citotoksi¢ne aktivnosti vodenog ekstrakta herbe Thymus
pannonicus uodili da je doslo do statisticki znacajnog snizavanja aktivnosti enzima CAT jedino
kod grupe Zivotinja koje su pomenuti ekstrakt primale kao pretretman. Rezultati disertacije su u
skladu sa ovim podacima, s tim Sto je vodeni ekstrakt ploda Stavelja pokazao izrazenije
antitumorsko delovanje u svim grupama, jer su vrednosti aktivnosti enzima CAT bile znatno nize
u poredenju sa CTRL grupom.

Ksantin oksidaza (XOD) predstavlja izvor reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Ovaj enzim
kataliSe prevodenje molekulskog kiseonika u superoksid anjon radikal. Flavonoidi kao S§to su
kvercetin i silibin inhibiraju aktivnost XOD, ¢ime spreavaju generisanje superoksid anjon
radikala i smanjuju oksidativna oSteCenja (15). Enzim XOD se smatra indikatorom
prooksidantnog delovanja u ¢elijama (177).

Aktivnost enzima ksantin oksidaze u ¢elijama EAC i AS30D statisticki se bitno menjala
nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus u poredenju sa kontrolnom grupom.
Administracija pomenutog ekstrakta je u svim ispitivanim dozama nezavisno od momenta
primene uzrokovala poveéanu aktivnost XOD u ¢elijama EAC i AS30D u odnosu na netretiranu
grupu. Najizrazeniji efekat povisenja nivoa XOD uocen je pri dozi od 2 mL/kg t.m., i to narocito
kad je ekstrakt primenjen kao pretretman. Ovo ukazuje da bi ispitivani ekstrakt mogao imati

prooksidantnu aktivnost, odnosno da bi mogao, indukujuéi oksidativni stres u malignim ¢elijama,
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delovati kao potencijalni antitumorski agens. Sli¢nu aktivnost je ispoljio i referentni antioksidant
NALC. S druge strane, niska aktivnost enzima XOD kod kontrolne grupe ukazuje na
suprimiranu produkciju ROS u malignim ¢éelijama.

U literaturi nema podataka vezanih za in vivo odredivanje aktivnosti enzima XOD u
malignim ¢elijama nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus. Cebovi¢ i saradnici
(177) su ispitivali potencijalnu in vivo citotoksi¢nu aktivnost vodenog ekstrakta herbe Thymus
pannonicus i uocili znacajno povecanje aktivnosti enzima XOD kod svih grupa u poredenju sa
kontrolnom grupom. NajizraZenije povecanje nivoa XOD primeceno je nakon pretretmana
ispitivanim ekstraktom (177). Rezultati disertacije su u skladu sa ovim radom, ukazujuéi na
potencijalno prooksidantno delovanje vodenog ekstrakta ploda Stavelja. Vuli¢ i saradnici (108)
su ispitivali potencijalna in vivo citotoksi¢na svojstva vodeno-etanolnog ekstrakta Beta vulgaris i
utvrdili poviSenu aktivnost enzima XOD u malignim EAC ¢elijama nakon primene pomenutog
ekstrakta. Vodeni ekstrakt ploda Stavelja je imao iste efekte na maligne ¢elije, povecavajuci time
nivo ROS u EAC ¢elijama.

Glutation peroksidaza (GSHPx) Kkatalizuje redukciju vodonik-peroksida i drugih
hidroperoksida, i pri tome koristi glutation (GSH). Na taj nacin enzim GSHPx ucestvuje u
antioksidantnoj odbrani ¢elija od oksidativnih oSte¢enja (62, 69, 90). Stimulacija ovog enzima
dovodi do pojacanog neutralisanja ROS, dok se suprotan efekat ostvaruje inaktivacijom GSHPx,
¢ime se favorizuje oksidativni stres u ¢elijama.

Tokom ispitivanja potencijalne in vivo citotoksi¢nosti vodenog ekstrakta ploda Rumex
crispus izmerena je aktivnost enzima GSHPx u celijama EAC i AS30D. Statisticki znacajan
porast aktivnosti GSHPx u pomenutim celijama uocen je nakon pretretmana i tretmana
ispitivanim ekstraktom pri svim dozama (1 mL/kg t.m., 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m.), i nakon
posttretmana pri srednjoj koriS¢enoj dozi, u poredenju sa CTRL. Najizrazenije povecanje nivoa
GSHPx nastalo je nakon pretretmana i tretmana ekstraktom u dozi od 2 mL/kg t.m. Ovo ukazuje
na kompenzatorni mehanizam malignih ¢elija kao odgovor na povecanje obima oksidativnog
stresa, indukovanog administracijom ispitivanog ekstrakta. Referentni antioksidant NALC nije
doveo do statisti¢ki znac¢ajne promene aktivnosti ovog enzima pri pretretmanu ekstraktom, dok je
kod tretmana i posttretmana uzrokovao znacajno smanjenje nivoa GSHPx u odnosu na

netretiranu grupu.

211



Dunja Jakovljevié Doktorska disertacija

Pregledom literature nisu uoceni podaci vezani za aktivnost GSHPx u malignim ¢elijama
u in vivo sistemu nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus. Cebovi¢ i saradnici
(177) su ispitivali potencijalnu in vivo citotoksi¢nu aktivnost vodenog ekstrakta herbe Thymus
pannonicus i odredivali aktivnost enzima GSHPx. Uoceno je da ispitivani ekstrakt uzrokuje
povecanje aktivnosti GSHPx kod svih tretiranih Zivotinja u poredenju sa kontrolnom grupom
(177). Rezultati disertacije su u skladu sa ovim radom. Postoji moguénost da indukcija
oksidativnog stresa u malignim ¢elijama ima znacajnu ulogu u antitumorskoj aktivnosti oba
ekstrakta (177). Yi i saradnici (181) su ispitivali potencijalnu in vivo antitumorsku aktivnost
etanolnog rastvora preciS¢enih polifenola dobijenih iz SiSarki Pinus koraiensis. Utvrdena je
pojacana aktivnost enzima GSHPx u malignim S180 celijama eksperimentalnih Zivotinja u
odnosu na kontrolnu grupu (181). Rezultati iz disertacije su u skladu sa pomenutim radom. Vuli¢
i saradnici (108) su ispitivali potencijalna in vivo citotoksi¢na svojstva vodeno-etanolnog
ekstrakta Beta vulgaris i utvrdili znac¢ajno povecanje aktivnosti enzima GSHPx u malignim EAC
¢elijama nakon tretmana pomenutim ekstraktom. Rezultati disertacije su u skladu sa navedenim
radom, sugeriSuci da je u malignim ¢elijama doslo do indukcije oksidativnog stresa.

Glutation reduktaza (GR) predstavlja enzim koji katalizuje NADPH-zavisnu reakciju
stvaranja, odnosno obnavljanja glutationa (GSH) iz GSSG. Enzim GR ima klju¢nu ulogu u
sistemu odbrane od ROS odrzavaju¢i nivo redukovanog glutationa (GSH) (62, 90). Aktivacija
ovog enzima dovodi do povecanja antioksidantne zaStite Celija. S druge strane, inhibicija enzima
GR uzrokuje snizavanje antioksidantnog kapaciteta celija, ¢ime se promovise odrzavanje
oksidativnog stresa.

Aktivnost enzima GR u ¢elijama EAC i AS30D statisticki se najznacajnije povecala
tokom pretretmana i tretmana vodenim ekstraktom ploda Rumex crispus pri dozi 2 mL/kg t.m. u
odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. Statisticki znac¢ajno snizavanje aktivnosti ovog enzima u
pomenutim ¢elijama nakon primene ispitivanog ekstrakta uoceno je jedino kod posttretmana u
dozi 5 mL/kg t.m. Administracija referentnog antioksidanta NALC uzrokovala je u gotovo svim
slu¢ajevima statisticki znaajno smanjenje nivoa enzima GR.

Ne postoje dostupni literaturni podaci u vezi sa in vivo odredivanjem nivoa GR u
malignim éelijama nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus. Cebovié i saradnici
(177) su utvrdili znacajno povecanje aktivnosti enzima GR nakon in vivo primene vodenog

ekstrakta herbe Thymus pannonicus, i rezultati su bili u skladu sa podacima iz disertacije. Vuli¢ i
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saradnici (108) su ispitivali potencijalna in vivo citotoksi¢na dejstva vodeno-etanolnog ekstrakta
Beta vulgaris i utvrdili znacajno povecanje aktivnosti enzima GR u malignim EAC c¢elijama
nakon tretmana pomenutim ekstraktom. Ovi rezultati su u skladu sa podacima iz disertacije.

Tripeptid glutation (GSH) predstavlja jedan od najvaznijih antioksidanata, koji sprecava
ROS-uzrokovana oksidativna o$te¢enja bioaktivnih molekula (62, 71). GSH je scavenger
hidroksil i superoksid anjon radikala (62). Pored toga, klju¢na uloga u detoksikaciji ¢elija od
vodonik-peroksida pripada glutationu (69). Kao redukcioni agens, GSH ima klju¢nu ulogu u
regeneraciji drugih antioksidanata: askorbinske kiseline i tokoferola (71).

Sadrzaj GSH u ¢elijama EAC i AS30D se jedino statisti¢ki zna¢ajno menjao (smanjio), U
odnosu na CTRL, nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus u dozi 2 mL/kg t.m. U
ostalim slucajevima, kao i nakon administracije poznatog antioksidanta NALC, sadrzaj GSH se
nije statististicki znac¢ajno menjao u ¢elijama EAC i AS30D, u odnosu na netretiranu grupu.

Pregledom literature nisu uoceni podaci vezani za sadrzaj GSH u malignim ¢elijama u in
vivo sistemu nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus. Cebovi¢ i saradnici (177)
su uodili znacajno povecanje sadrzaja GSH nakon in vivo primene vodenog ekstrakta herbe
Thymus pannonicus u poredenju sa CTRL. Rezultati nisu bili u potpunosti u skladu sa podacima
iz disertacije, jer vodeni ekstrakt ploda Stavelja uglavnom nije znacajno menjao sadrzaj GSH u
malignim ¢éelijama u odnosu na kontrolnu grupu (izuzev u primenjenoj dozi 2 mL/kg t.m.). Yi i
saradnici (181) su ispitivali potencijalnu in vivo antitumorsku aktivnost etanolnog rastvora
preciscenih polifenola dobijenih iz SiSarki Pinus koraiensis. Utvrden je povisen sadrzaj GSH u
malignim S180 ¢elijama eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na kontrolnu grupu (181). Rezultati
iz disertacije nisu u skladu sa pomenutim radom, jer je administracija vodenog ekstrakta ploda
Stavelja dovela do neznatnog smanjenja sadrzaja glutationa. Vuli¢ i saradnici (108) su ispitivali
potencijalna in vivo citotoksi¢na svojstva vodeno-etanolnog ekstrakta Beta vulgaris i utvrdili
zna€ajno sniZzen sadrzaj GSH u malignim EAC celijama nakon pretretmana pomenutim
ekstraktom. Ovi podaci nisu u potpunosti u skladu sa rezultatima disertacije, budu¢i da vodeni
ekstrakt ploda Stavelja nije bitno menjao in vivo sadrzaj GSH u malignim ¢elijama.

Lipidna peroksidacija (LPx) predstavlja proces oSte¢enja membranskih lipida ¢elija i
mitohondrija. Pomenuta peroksidacija je uzrokovana reakcijom izmedu lipidnih molekula i
razli¢itih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Proces LPX najceS¢e zapocinje napadom hidroksil, a

nekad 1 superoksid anjon radikala, na polinezasi¢ene masne kiseline. Lipidna peroksidacija,
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dalje, teCe po principu lancane reakcije. Merenje krajnjih produkata LPx — MDA najc¢esce
predstavlja indikator stepena lipidne peroksidacije i izlozenosti ¢éelija reaktivnim metabolitima
kiseonika (62, 177).

Vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus je nezavisno od momenta primene i doze
uzrokovao statisti¢ki znacajno povecanje intenziteta lipidne peroksidacije (LPx) u ¢elijama EAC
i AS30D, u odnosu na CTRL, $to se manifestovalo poveéanom koncentracijom krajnjeg produkta
peroksidacije lipida — MDA. Ovaj efekat je bio najizrazeniji pri pretretmanu i tretmanu
ekstraktom u dozi 2 mL/kg t.m. i 5 mL/kg t.m. Nakon aplikacije NALC doslo je uglavnom do
znaajnog snizenja intenziteta LPx, ili rede do statisti¢ki neznacajnog povecanja ili smanjenja
intenziteta LPx, u odnosu na kontrolnu grupu.

Ne postoje dostupni podaci u literaturi u vezi sa in vivo odredivanjem intenziteta lipidne
peroksidacije u malignim ¢elijama nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus.
Cebovi¢ i saradnici (177) su utvrdili znaGajno poveéanje sadrzaja MDA, a time i intenziteta
lipidne peroksidacije, jedino kod grupe pretretirane vodenim ekstraktom herbe Thymus
pannonicus. Rezultati disertacije su u skladu sa ovim radom, s tim $to je vodeni ekstrakt ploda
Stavelja bio potentniji, dovodeéi do stimulacije lipidne peroksidacije nezavisno od momenta
primene ekstrakta. Yi i saradnici (181) su ispitivali potencijalnu in vivo antitumorsku aktivnost
etanolnog rastvora preci§¢enih polifenola dobijenih iz SiSarki Pinus koraiensis. Utvrdeno je
smanjenje koncentracije MDA u malignim S180 ¢elijama eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na
netretiranu grupu. Smanjenje intenziteta lipidne peroksidacije ukazuje da je polifenolni tretman
uzrokovao povecanje antioksidantnog kapaciteta malignih ¢elija i da bi to mogao biti mehanizam
potencijalne antitumorske aktivnosti polifenola (181). Rezultati ove disertacije nisu u skladu sa
pomenutim radom. Badr i saradnici (180) su ispitivali potencijalna citotoksi¢na svojstva
ekstrakta korena Zingiber officinale. Uocena je snizena koncentracija MDA u EAC (¢elijama
nakon primene ispitivanog ekstrakta u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati ove disertacije nisu
u skladu sa navedenim radom, imaju¢i u vidu da je ekstrakt korena Zingiber officinale
suprimirao lipidnu peroksidaciju malignih ¢elija (180). Vuli¢ i saradnici (108) su ispitivali
potencijalna in vivo citotoksi¢na svojstva vodeno-etanolnog ekstrakta Beta vulgaris i utvrdili
povecéan nivo krajnjeg produkta lipidne peroksidacije — MDA u malignim EAC ¢elijama nakon
pretretmana pomenutim ekstraktom. Vodeni ekstrakt ploda Stavelja je imao iste efekte na

maligne ¢elije, indukujuci oSte¢enja membranskih lipida EAC i AS30D c¢elija.
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Znatno smanjenje maligne progresije nakon primene vodenog ekstrakta ploda Rumex
crispus ogleda se u smanjenom volumenu ascitesa, kao i snizenom broju ¢elija EAC i AS30D, i
poveéanom procentu nevijabilnih ¢elija u odnosu na netretiranu, kontrolnu grupu. Vodeni
ekstrakt ploda stavelja je nakon in vivo primene kod zivotinja sa EAC i AS30D malignim
¢elijama uzrokovao snizavanje aktivnosti enzima SOD 1 CAT, uz istovremeno povecanje nivoa
enzima XOD i krajnjeg produkta peroksidacije lipida — MDA. Pored toga, administracija
vodenog ekstrakta ploda Stavelja dovela je do neznatnog snizenja sadrzaja GSH 1 statisticki
znacajne aktivacije enzima GR i GSHPx u malignim ¢elijama. NajizraZeniji pomenuti markeri
uoceni su nakon pretretmana ekstraktom. Ovi rezultati sugeriSu da su maligne Celije bile izlozene
snaznom oksidativnom stresu nakon primene ispitivanog ekstrakta, i da je moguce da je to uzrok

citotoksi¢nog delovanja ekstrakta.

5.5. In vitro antiinflamatorna aktivnost vodenog ekstrakta ploda Rumex

crispus L.

U cilju izbegavanja in vivo ispitivanja antiinflamatorne aktivnosti biljnih ekstrakata,
dobro je razvijena in vitro metoda za odredivanje antiinflamatornog potencijala biljnih vrsta, ¢ija
procedura je detaljno izloZzena u eksperimentalnom delu disertacije (117). Odredivanje
antiinflamatorne aktivnosti vodenog ekstrakta ploda R. crispus uradeno je u saradnji sa
Laboratorijom za ispitivanje prirodnih resursa farmakoloski i bioloski aktivnih jedinjenja
(LAFIB), Departman za hemiju, biohemiju i zastitu zivotne sredine PMF-a u Novom Sadu. Kao
izvor enzima COX-1 i 12-LOX izabrani su intaktni trombociti, dok je proces inflamacije
izazivan dejstvom kalcijumove jonofore A23184 (kalcimicin). Upotrebom intaktnog ¢elijskog
sistema izbegnuto je dodavanje egzogene arahidonske kiseline, Cime je omogucéeno nastajanje, i
kasnije pracenje, medijatora inflamacije koji poticu od endogene arahidonske kiseline.
Dodavanjem internog standarda prostaglandin B, izbegnuto je pravljenje kalibracione krive.
Glavni metaboliti arahidonske kiseline koji su ovom metodom praceni su 12(S)-hidroksi-
(5Z,8E,10E)-heptadekatrienska kiselina (12-HHT), thromboksan B, (TXB,), prostaglandin E,
(PGEy) i 12(S)-hidroksi-(52,82,10E,14Z)-eikozatetraenska kiselina (12-HETE). Determinisani
medijatori inflamacije deo su COX-1 i 12-LOX metabolickog puta arahidonske kiseline, a

detektovani su i kvantifikovani upotrebom LC-MS/MS analize (Agilent Technologies).
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Procenat inhibicije u COX-1 i 12-LOX testu, dobijene upotrebom nekoliko razli¢itih
koncentracija ekstrakta, odredivane su iz sledece jednacine: I (%) = 100 x (Ro - R)/Ro, gde su Ry
1 R odnosi (povrsina pika metabolita/ povrsina pika internog standarda) u kontroli i u uzorcima,
redom. R i Ry su korigovane slepom probom. Rezultati su izraZzeni kao ICso vrednosti, koje
predstavljaju koncentracije ekstrakta pri kojim inhibicija stvaranja metabolita COX-1 i 12-LOX
iznosi 50% (Tabela 5.92.).

Tabela 5.92. ICso Vrednosti za COX-1 i 12-LOX testove za vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus

i standardne supstance.

I1Cso vrednosti (mg/mL)

COX-1 put 12-LOX put
12-HHT TXB, PGE, 12-HETE
ekstrakt R. crispus 4,96 + 0,72 n.a (1C3,=8,00) n.a. (1C3,=4,00) 2,06 £ 0,22
aspirin 498+043x10°*  498+0,06x103* 558+0,53x 107 n.a.
kvercetin 22,45+212x10°* 53,69+2,47x10%* 12,75+0,26 x 10°* 7,44+ 0,65 x 10°*

n.a. — 50% inhibicije nije odredeno u primenjenom koncentracijskom opsegu.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD od tri merenja.
* Lesjak i sar. (142)

Inflamacija je uobi¢ajena u klinickoj praksi i veruje se da je hroni¢na inflamacija osnova
mnogih degenerativnih poremecaja kao $to su kardiovaskularne bolesti, ateroskleroza, reumatski
poremecaji 1 osteoartritis. S obzirom da mogu da inhibiraju odredene reakcije u metabolizmu
arahidonske kiseline, flavonoidi deluju kao prirodni inhibitori inflamacijskog procesa, redukujuci
Stetne posledice inflamatornog odgovora organizma (21). Rezultati radova Lesjak i saradnika
(142) i Beara i saradnika (117) sugerisu da bi potencijalna antiinflamatorna aktivnost vodenog
ekstrakta ploda R. crispus mogla poticati od sadrzaja flavonoida, naro¢ito kvercetina. Kvercetin
predstavlja aglikonsku komponentu najdominantnijih flavonoidnih heterozida u ispitivanom
ekstraktu. Jeong i saradnici (22) su pokazali da ekstrakt R. crispus ima antiinflamatornu
aktivnost, i da predstavlja antialergijski agens, jer ima sposobnost da smanji intracelularni nivo

kalcijuma i suprimira oslobadanje histamina.
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6. Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata i njihove interpretacije, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. U fitohemijski sastav vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus ulaze polifenolna
jedinjenja — flavonoidi. Najdominantniji flavonoidni heterozid je mikvelianin, a zatim sledi
hiperozid. Mikvelianin i hiperozid kao aglikonsku komponentu sadrze kvercetin.

2. Ispitivanjem in vitro antioksidantnih svojstava vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus
uoceno je da je ispitivani ekstrakt pokazao izrazen potencijalni antioksidantni efekat, znacajno
snizavajuci intenzitet lipidne peroksidacije i produkcije hidroksil radikala, u poredenju sa
kontrolnom grupom. Pored toga, vodeni ekstrakt ploda Rumex crispus znaéajno je inhibirao
DPPHe radikal u odnosu na referentnu supstancu Trolox. Merenje ukupne antioksidantne
aktivnosti izrazene preko FRAP jedinice pokazalo je da bi se vodeni ekstrakt ploda Rumex
crispus mogao smatrati potencijalnim antioksidantnim agensom. VVodeni ekstrakt ploda Stavelja u
koncentraciji 2,5% je inhibirao nastanak azot-monoksida, dok je u drugim koncentracijama
doveo do povecanja produkcije NO. Stimulacija proizvodnje NO bi mogla biti mehanizam
antitumorskog dejstva vodenog ekstrakta ploda Stavelja.

3. In vitro istrazivanja antitumorske aktivnosti vodenog ekstrakta ploda Stavelja prema
¢elijskim linijjama HeLa, MCF7 1 HT-29, pokazala su znacajna moguca citotoksi¢na svojstva
ispitivanog ekstrakta. NajizraZenija antitumorska aktivnost ekstrakta uocena je prema celijskoj
liniji HelLa.

4. U in vivo ispitivanju hepatotoksi¢nih/hepatoprotektivnih efekata vodenog ekstrakta
ploda Stavelja uoCeno je da je koncentracija ekstrakta 5% u prisustvu ugljentetrahlorida u
najvecoj mogucoj meri ponistila negativne efekte ugljentetrahlorida, odrzavajuéi vrednosti u
okviru kontrolnih za parametre: telesna masa Zzivotinja i sadrzaj hepaticne DNK, jer postoji
znacajna razlika izmedu ove koncentracije 1 kontrolne CTRL+CCl4 grupe, a ne postoji znacajna
razlika u odnosu na kontrolnu CTRL grupu. Za ostale parametre (masa jetre, sadrzaj ukupnih
proteina i hidroksiprolina, aktivnosti AST i ALT, i koli¢ina bilirubina), koncentracija ekstrakta
5% nije u potpunosti sprecila prooksidantno delovanje ugljentetrahlorida, jer i dalje postoji
znacajna razlika u odnosu na kontrolnu CTRL grupu. Medutim, i kod ovih parametara vodeni

ekstrakt ploda Stavelja pokazao je potencijalni hepatoprotektivni i antioksidantni efekat.

217



Dunja Jakovljevié Doktorska disertacija

5. In vivo ispitivanja aktivnosti antioksidantnih enzima kod oksidativnog stresa izazvanog
ugljentetrahloridom i nakon primene ispitivanog ekstrakta pokazala su da je vodeni ekstrakt
ploda Stavelja uzrokovao porast aktivnosti enzima SOD, CAT i GR, sniZenje aktivnosti enzima
XOD i GSHPx, zatim povecanje sadrzaja GSH 1 smanjenje intenziteta lipidne peroksidacije,
izrazenog preko kolicine MDA. Ovi rezultati ukazuju na povecan antioksidantni status celija
nakon primene ispitivanog ekstrakta kod CCl,-tretirane grupe.

6. Ispitivanje in vivo uticaja vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus na EAC/AS30D
maligno transformisane celije ukazalo je na potencijalnu citotoksicnu aktivnost prema ovim
¢elijama. Ekstrakt je pokazao sposobnost smanjenja zapremine ascitesa i broja malignih ¢elija
EAC/AS30D, kao i povecanja procenta nevijabilnih ¢elija, u odnosu na kontrolnu grupu. Dalje,
primena vodenog ekstrakta ploda Rumex crispus uzrokovala je snizavanje aktivnosti enzima
SOD i CAT, povecanje aktivnosti enzima XOD, GSHPx i GR, bez promena sadrzaja GSH, uz
intenzivniju lipidnu peroksidaciju u malignim ¢elijama EAC/AS30D. Ovi efekti su bili
najizrazeniji nakon pretretmana ekstraktom, u dozi 2 mL/kg t.m. Rezultati ukazuju da bi
citotoksi¢nost ekstrakta mogla poticati od prooksidantne aktivnosti koju ispoljava, snizavajuci
antioksidantni kapacitet malignih ¢elija EAC/AS30D.

7. In vitro ispitivanja potencijalne antiinflamatorne aktivnosti vodenog ekstrakta ploda
Stavelja ukazuju da bi se ispitivani ekstrakt mogao posmatrati kao moguéi antiinflamatorni
agens. Ekstrakt je pokazao potencijalan inhibitorni efekat na enzime COX-1 (12-HHT) i 12-LOX

(12-HETE), a ova svojstva verovatno poti¢u od sadrzaja flavonoida u ekstraktu.
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