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In vitro ispitivanje antitumorske aktivnosti ekstrakata
endemicne biljne vrste Helichrysum zivojinii

Cernjavski et So3ka

Rezime

Bioaktivni sastojci biljnih vrsta nalaze se u centru paznje istrazivanja u savremenoj
onkologiji zbog svoje moguce uloge u hemioprevenciji, odnosno inhibiciji razli¢itih koraka
procesa maligne transformacije. Antikancerski potencijal biljnih jedinjenja zasniva se na
mogucénosti redukcije slobodnih radikala, regulacije karcinogen-aktivirajucih i karcinogen-
detoksifikuju¢ih enzima, kao i mogucnosti inhibicije inflamatornih citokina, zatim na
mogucnosti da dovedu do promena u regulaciji faktora rasta i ciljnih molekula signalnih
puteva koji kontroliSu ¢elijski rast, proliferaciju 1 apoptozu, kao i angiogenezu, invaziju i
metastazu malignih ¢elija.

Osnovni cilj istrazivanja je bio da se ispita citotoksi¢nost, odnosno odrede intenzitet i
mehanizmi citotoksi¢nog dejstva pet ekstrakata izolovanih u vidu frakcija iz endemiéne
biljne vrste Helichrysum zivojinii Cernjavski et So$ka prema specificnom malignom
¢elijskom tipu, kao i da se odredi selektivnost u antitumorskom dejstvu prema nizu
humanih malignih ¢elija, kako u odnosu na poreklo - tip tumora, tako i u odnosu na zdrave
mononuklearne celije periferne krvi (PBMC). Kako bi se doprinelo boljoj proceni
antitumorskog potencijala ekstrakata, ispitan je i uticaj ekstrakata na invazivnost humanih
metastatskih malignih ¢elija 1 na angiogenezu endotelijalnih ¢elija. Hemijska
karakterizacija biljnih ekstrakata je imala za cilj da omoguéi razumevanje veze izmedu
kvalitativnog sastava i intenziteta citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata.

Citotoksi¢na aktivnost pet ekstrakata endemiéne biljne vrste Helichrysum zivojinii
Cernjavski et Soska je ispitana na slede¢im humanim malignim éelijskim linijama: HeLa
(adenokarcinom cerviksa), Fem-x (melanom), K562 (mijeloidna leukemija), MDA-MB-361
(adenokarcinom dojke), MDA-MB-231 (adenokarcinom dojke), kao i prema EA.hy926



¢elijama (transformisane humane endotelijalne ¢elije umbilikalne vene). Obzirom da su pri
primeni antitumorskih agenasa u direktnom kontaktu sa njima i zdrave imunokompetentne
¢elije koje su ukljuéene u imunsku kontrolu razvoja tumora, njihova vijabilnost je od
izuzetnog znacaja za opStu kontrolu tumora. Zato je ispitano citotoksi¢no dejstvo biljnih
ekstrakata na normalne PBMC. Ispitivani ekstrakti (heksanski (1), dihlormetanski (2), etil-
acetatni (3), n-butanolski (4) i metanolski ekstrakt (5)), su ispoljili selektivnu dozno-
zavisnu citotoksi¢nu aktivnost prema ciljnim malignim ¢elijskim linijjama, kao i prema
zdravim imunokompetentnim PBMC koje su bile stimulisane da proliferiSu, dok je njihova
citotoksi¢na aktivnost bila manje izrazena prema nestimulisanim PBMC. Svi ispitivani
ekstrakti su pokazali znatno visi intenzitet citotoksi¢ne aktivnosti prema HelLa, Fem-X i
K562 ¢elijama u odnosu na intenzitet aktivnosti prema normalnim PBMC, kako prema
nestimulisanim PBMC tako i prema PBMC koje su mitogenom bile stimulisane da
proliferiSu. Biljni ekstrakti su pokazali slabiji intenzitet citotoksi¢ne aktivnosti prema
nestimulisanim PBMC u odnosu na PBMC koje su bile stimulisane fitohemaglutininom da
proliferiSu. Veoma je vazno da se istakne da su heksanski (1) i dihlormetanski ekstrakt (2)
ispoljili visoku selektivnost u antitumorskom dejstvu prema ciljnim HelLa i K562 malignim
¢elijama u odnosu na normalne PBMC.

Morfoloska analiza tipa ¢elijske smrti HeLa celija, kao 1 analiza distribucije HeLa ¢elija
u odredenim fazama cCelijskog ciklusa nakon dejstva ekstrakata, pokazale su da je svaki od
pet testiranih ekstrakata pri visSim koncentracijama indukovao apoptozu u ciljnim HelLa
¢elijama. Primenom specifi¢nih inhibitora kaspaza je utvrdeno da su ispitivani ekstrakti
uzrokovali apoptozu HeLa ¢elija posredstvom unutraSnjeg puta aktivacije 1 spoljasnjeg puta
aktivacije.

Analiza uticaja ekstrakata na migraciju i invazivnost humanih MDA-MB-231 ¢elija
adenokarcinoma dojke je pokazala da je heksanski ekstrakt (1) primenjen pri niskoj
netoksi¢noj koncentraciji ispoljio najizrazenije supresivno dejstvo na migraciju, kao i na
invazivni potencijal ciljnih ¢elija. Dihlormetanski ekstrakt (2) pri niskoj netoksi¢noj
koncentraciji je ostvario znacajan inhibitorni efekat na invazivni potencijal MDA-MB-231

¢elija.



Svaki od pet testiranih ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii primenjen pri niskoj
netoksi¢noj koncentraciji pokazao je svojstvo da inhibira migraciju humanih
transformisanih endotelijalnih celija umbilikalne vene EA.hy926, odnosno ostvarili su
supresivno dejstvo na inicijalni korak u procesu angiogeneze. Pored znacajnog inhibitornog
dejstva na migraciju ciljnih EA.hy926 celija, heksanski ekstrakt (1) je ispoljio i izrazenu
antiangiogenetsku aktivnost. Ostali testirani ekstrakti su ispoljili blag antiangiogenetski
efekat in vitro.

In vitro ispitivanje antitumorske aktivnosti pet ekstrakata endemicne biljne vrste
Helichrysum zivojinii Cernjavski et Soska je ukazalo na znacajan antitumorski potencijal
heksanskog (1) i dihlormetanskog (2) ekstrakta, obzirom da su pomenuti ekstrakti ispoljili
izrazeno citotoksicno dejstvo prema ciljnim malignim celijskim linijjama, zatim visoku
selektivnost u antitumorskom dejstvu prema specificnim malignim celijskim tipovima u

odnosu na normalne PBMC, kao i antiinvazivna i antiangiogenetska svojstva.

Kljuéne reéi: Helichrysum zivojinii Cernjavski et Soska, citotoksi¢nost, maligne éelije,

normalne PBMC, apoptoza, invazivnost, angiogeneza in vitro
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In vitro investigation of antitumor activities of extracts of
endemic plant species Helichrysum zivojinii

Cernjavski et So3ka

Abstract

Bioactive constituents of plants are in the center of attention of modern cancer research
due to their prospective role in cancer chemoprevention based on the suppression of
different stages in malignant transformation. The anticancer potential of plant compounds
could be attributed to their ability to scavenge free radicals, regulate carcinogen-activating
and —detoxifying enzymes and inhibit inflammatory cytokines, than to induce changes in
the regulation of growth factors and target molecules in oncogenic signal transduction
pathways implicated in cell growth, proliferation, apoptosis, as well as in angiogenesis,
invasion and metastasis of cancer cells.

The aim of this research was to investigate the cytotoxicity, more exactly to determine
the intensity and mechanisms of the cytotoxic actions of the five extracts isolated as
fractions from the endemic plant species Helichrysum zivojinii Cernjavski et So3ka against
specific malignant cell type, as well as to determine the selectivity in their antitumor
actions against malignant cell lines of different tumor origin and against healthy peripheral
blood mononuclear cells (PBMC). To fully evaluate the antitumor potential of extracts, the
examination of their effects on the invasiveness of human metastatic malignant cells as well
as on the angiogenesis of endothelial cells was done. Chemical characterization of plant
extracts was performed in order to understand the relation between qualitative composition
and intensity of cytotoxic action of the investigated extracts.

The cytotoxic activities of the five extracts of the endemic plant species Helichrysum
zivojinii Cernjavski et Soska were tested against selected human malignant cell lines: HelLa
(cervix adenocarcinoma), Fem-x (melanoma), K562 (myelogenous leukemia), MDA-MB-
361 (breast adenocarcinoma), MDA-MB-231 (breast adenocarcinoma), as well as against



transformed human umbilical vein endothelial EA.hy926 cells. Considering the possible
effects of applied antitumor drugs on normal healthy immunocompetent cells, which are
implicated in the immune control of tumor development, their viability is significant for
tumor control. For that reason, the cytotoxic actions of the plant extracts were evaluated
against normal PBMC. The investigated extracts (hexane extract (1), dichloromethane
extract (2), ethyl-acetate extract (3), n-butanol extract (4) and methanol extract (5)) exerted
selective dose-dependent cytotoxic actions against target malignant cell lines and against
healthy immunocompetent PBMC stimulated to proliferate, while their cytotoxic actions
were not as pronounced against unstimulated PBMC. All of these extracts exhibited
considerably higher intensities of cytotoxic action against HeLa, Fem-x and K562 cells
when compared to intensities of action against PBMC, both resting and mitogen-stimulated.
The plant extracts showed lower intensity of cytotoxic activity against resting PBMC in
comparison to PBMC stimulated to proliferate by the mitogen phytohemagglutinin. It is
very important to stress that hexane extract (1) and dichloromethane extract (2) exhibited
highly selective antitumor actions against target HeLa and K562 malignant cells in
comparison to their actions against normal PBMC.

Morphological analysis of the mode of HelLa cell death in addition to analysis of
changes in the cell cycle phase distribution of target HelLa cells treated with the extracts,
showed that each of the five investigated extracts applied at a higher concentration induced
apoptotic cell death. The apoptotic mechanisms induced by the tested extracts were
determined using specific caspase inhibitors; it was demonstrated that extracts induced
apoptosis in target HelLa cells through the activation of both intrinsic and extrinsic
signaling pathways.

Examination of effects of the extracts on the migration and invasiveness of human breast
adenocarcinoma MDA-MB-231 cells showed that hexane extract (1) applied at a low non-
toxic concentration exhibited the most prominent inhibitory effect on the migration as well
as on the invasive potential of target cells. Dichloromethane extract (2) applied at a low
non-toxic concentration showed the notable inhibition of MDA-MB-231 cells invasion.

Each of the five tested Helichrysum zivojinii extracts applied at a non-toxic

concentrations was found to inhibit migration of human transformed umbilical vein



endothelial EA.hy926 cells and therefore exerted suppressive action on this initial step in
angiogenesis. The prominent inhibitory effect of the hexane extract (1) on EA.hy926 cells
migration was associated with a notable antiangiogenic action of this extract. The other four
tested extracts demonstrated mild antiangiogenic activities in vitro.

In vitro investigation of antitumor activities of the five extracts of the endemic plant
species Helichrysum zivojinii Cernjavski et So$ka points to significant antitumor potential
of the hexane extract (1) and dichloromethane extract (2) which can be attributed to their
pronounced cytotoxic actions against target malignant cell lines, high selectivity in their
antitumor actions against specific malignant cell types in comparison to normal PBMC, as

well as to exerted antiinvasive and antiangiogenic properties.

Key words: Helichrysum zivojinii Cernjavski et So3ka, cytotoxicity, malignant cells,

normal PBMC, apoptosis, invasiveness, angiogenesis in vitro

Scientific field: Biology
Scientific discipline: Experimental oncology
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1. Uvod

1.1. Znacaj biljaka za razvoj antitumorskih lekova

Biljke predstavljaju izuzetno bogat izvor potencijalnih antitumorskih agenasa koji mogu
da inhibiraju inicijaciju, promociju i progresiju kancera, deluju¢i na ciljne molekule
onkogenih signalnih puteva. Bioaktivni sastojci biljnih vrsta nalaze se u centru paznje
istraZzivanja u savremenoj onkologiji zbog svoje moguce uloge u hemioprevenciji, odnosno
inhibiciji razli¢itih koraka procesa maligne transformacije. Antikancerski potencijal biljnih
konstituenata zasniva se na mogucnosti redukcije slobodnih radikala, regulacije
karcinogen-aktivirajué¢ih i karcinogen-detoksifikuju¢ih enzima, kao i moguc¢nosti inhibicije
inflamatornih citokina, zatim na moguc¢nosti da dovedu do promena u regulaciji faktora
rasta i ciljnih molekula signalnih puteva koji kontrolisu celijski rast, proliferaciju i
apoptozu, kao i angiogenezu, invaziju i metastazu malignih ¢elija [1-4]. Pronalazenje novih
antikancerskih agenasa koji bi ispoljavali izrazeno selektivno antitumorsko dejstvo prema
malignim ¢elijama, kao i minimalno toksi¢no dejstvo prema zdravim netransformisanim
¢elijama, a posebno prema zdravim imunokompetentnim celijama, koje su ukljuene u
imunsku kontrolu supresije tumora, od izuzetnog je znacaja za razvoj novih lekova u

onkologiji.

Znacajno mesto medu citotoksi¢nim lekovima koji se koriste u hemioterapiji malignih
tumora zauzimaju sekundarni metaboliti biljaka ili njihovi polusinteticki derivati, kao i
jedinjenja sintetisana na osnovu strukture izvornog biljnog jedinjenja, poput taksana, vinka

alkaloida, epipodofilotoksina i kamptotecina [5-8].

Jedan od prvih antikancerskih lekova koji je sedamdesetih godina proslog veka izolovan
iz ekstrakta pacificke tise (Taxus brevifolia) je diterpenoid taksol, poznat pod imenom
paklitaksel [9]. Obzirom da bi dobijanje potrebnih koli¢ina taksola, prisutnog u kori i

iglicama pacificke tise, dovelo do unistenja ovog retkog Cetinara, bilo je neophodno pronaci



alternativne nacine sinteze paklitaksela. Grupa istrazivaca na celu sa Robertom Holtonom
uspela je da sintetiSe paklitaksel koriste¢i 10-deacetilbakatin, izolovan iz iglica evropske
tise (Taxus baccata), kao prekursor [10,11]. Devedesetih godina dvadesetog veka proces
polusinteze paklitaksela je i patentiran; farmaceutska kompanija Bristol Myers Squibb
preuzela je licencu nad ovim i budu¢im patentima. Polaze¢i od 10-deacetilbakatina
sintetisan je jo$ jedan taksan — docetaksel (poznat i kao taksotere), polusinteti¢ki analog
paklitaksela. Oba taksana su antimitotski hemioterapeutici koji stimuliSu polimerizaciju
mikrotubula i time usporavaju ili potpuno inhibiraju mitozu i dovode do apoptoze malignih
¢elija. Pokazano je da se taksani vezu za B-tubulin na unutrasnjoj strani mikrotubule, pri
¢emu indukujué¢i konformacionu promenu povecavaju afinitet tubulina prema susednim
molekulima, stabilizuju mikrotubule i povecavaju nivo polimerizacije mikrotubula [12].
Paklitaksel se danas primenjuje u terapiji kancera dojke, karcinoma jajnika, Kaposijevog
sarkoma asociranog sa AIDS-om, kao i nesitnocelijskog karcinoma pluca [13]. Docetaksel
se koristi u terapiji lokalno uznapredovalog ili metastatskog kancera dojke, uznapredovalog
kancera stomaka, kao i u terapiji lokalno uznapredovalog ili metastatskog nesitnocelijskog
kancera pluca, hormon-refraktornog metastatskog kancera prostate i skvamoznog ¢elijskog
karcinoma glave i vrata [13]. Razvijena je i nova druga generacija taksana s ciljem da se
poveca njihova antitumorska efikasnost 1 selektivnost, kao i da se smanji Stetno toksi¢no
dejstvo. Nab-paklitaksel (Abraxane®), forma paklitaksela vezanog za albumin u vidu
nanocestice je odobren od strane FDA (engl. U.S. Food and Drug Administration) za
klinicku upotrebu u terapiji raka dojke 1 nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a, dok je
kabazitaksel, polusinteticki dimetiloksi derivat docetaksela, odobren za terapiju hormon-
refraktornog metastatskog kancera prostate [14]. U toku su klinicka istrazivanja moguce
primene nekoliko analoga i prolekova taksana.

Ekstrakti zimzelene biljke Catharanthus rosea, poznate i kao Vinca rosea, su se
primenjivali u tradicionalnoj medicini mnogih naroda u tretmanu hiperglikemije,
hemoragije, bolova zuba, kao i za zaceljivanje rana. Upravo je hipoglikemijski efekat
ekstrakata ove biljke podstakao dve istrazivacke grupe da nezavisno zapo¢nu hemijsku

karakterizaciju ekstrakata, izolaciju i identifikaciju biolodki aktivnih sekundarnih



metabolita [15]. Otkriveno je da ekstrakti liS¢a biljke Catharanthus rosea dovode do duzeg
prezivljavanja ili Cak izleCenja miSeva sa akutnom limfoblastnom leukemijom. Od 30
izolovanih alkaloida, najznacajniju antitumorsku aktivnost pokazala su dva jedinjenja —
vinblastin i vinkristin [15], koja su postala predmet brojnih klini¢kih istrazivanja. Danas se
vinblastin primenjuje u terapiji Hockinovog i non-Hockinovog limfoma, KapoSijevog
sarkoma, horiokarcinoma, kancera dojke i kancera testisa [13]. Vinkristin se koristi u
terapiji  akutne leukemije, Hockinovog i non-Hockinovog limfoma, zatim
rabdomiosarkoma, neuroblastoma i Vilmsovog tumora [13]. Razvijeni su i novi
polusinteti¢ki vinka alkaloidi: vinorelbin i vinflunin [16]. Vinorelbin se primenjuje u
terapiji nesitnocelijskog kancera plu¢a i metastatskog kancera dojke [13]. Vinka alkaloidi
su antimitotski hemioterapeutici koji pri viSim koncentracijama dovode do depolimerizacije
mikrotubula i razgraduju mitotsko deobno vreteno, ¢ime dovode do zastoja u mitozi
malignih ¢elija i njihove apoptoze [12]. Vinblastin se veZze za specifiéni "Vinca vezujuci
domen" na PB-tubulinu, indukuju¢i konformacionu promenu tubulina, koja dovodi do
poveéanja afiniteta prema molekulima B-tubulina. Medutim, vezivanje jednog ili dva
molekula vinblastina za pB-tubulin na pozitivnom kraju mikrotubule dovoljno je da
vinblastin pri nizim koncentracijama uzrokuje znacajnu supresiju dinamike mikrotubula,

odnosno da dovede do znacajnog smanjenja stope rasta i skra¢ivanja mikrotubula [12].

Zahvaljujué¢i brojnim lekovitim svojstvima, biljke Podophyllum peltatum (americ¢ka
mandragora) i Podophyllum emodi, srodna vrsta sa Himalaja, se koriste u narodnoj
medicini viSe od 1000 godina. Podaci iz literature ukazuju da su se ekstrakti ovih biljaka
dobijeni od korena i rizoma, koji su naroCito bogati lignanima i glikozidima lignana,
upotrebljavali kao emetici i purgativi, zatim kao antihelmintici, protivotrovi za zmijski
otrov, kao sredstva za iskaSljavanje, a poznata je bila i njihova primena u tretmanu raka
[17,18]. Kao najznacajniji bioaktivni sastojak ekstrakta identifikovan je podofilotoksin.
Iako je ispoljio znacajna antitumorska svojstva [17,18], Klini¢ka istrazivanja su ukazala na
izrazitu toksi¢nost podofilotoksina [19,20]. Medu brojnim novosintetisanim derivatima
podofilotoksina, kao najefikasniji antitumorski agensi izdvojili su se etopozid i tenipozid

[21]. Etopozid se primenjuje u terapiji karcinoma testisa, sitnocelijskog i nesitnocelijskog



karcinoma pluca, zatim u terapiji limfoma, leukemija, kao i karcinoma jajnika i
neuroblastoma [13,22,23]. Dok se analog etopozida tenipozid koristi u terapiji leukemija i
limfoma, kao i malignih tumora centralnog nervnog sistema [13,22,23]. Etopozid i
tenipozid inhibiraju DNK topoizomerazu IlI; formiranjem ternarnog kompleksa sa DNK
topoizomerazom Il i DNK dovode do pojave brojnih dvostrukih prekida na molekulu DNK,
a zatim i do pokretanja apoptotske celijske smrti [21-23]. Kaspaza-2 bi mogla da ucestvuje
u pokretanju unutra$njeg puta aktivacije apoptoze pri pojavi ostecenja u genomu celija koje

su tretirane etopozidom [24].

Kamptotecini predstavljaju jo$ jednu grupu citotoksi¢nih lekova biljnog porekla koji
imaju znacajnu ulogu u terapiji malignih bolesti [25]. Iz ekstrakta dobijenog iz kore
kineskog drveta Camptotheca acuminata 1966. godine izolovan je kamptotecin,
pentacikli¢ni hinolinski alkaloid [26]. U preklinickim, kao i u pocetnim fazama klinickih
istrazivanja, kamptotecin je pokazao obecavajuca antitumorska svojstva. Medutim,
kamptotecin je ispoljio i niz nepovoljnih svojstava, kao $to su visoka toksi¢nost, losa
rastvorljivost i hidroliza u fizioloskim uslovima, zbog ¢ega je upotreba ovog jedinjenja u
klinickoj praksi bila onemogucena. Kako bi se prevaziSle lose karakteristike kamptotecina,
sintetisani su brojni derivati, medu kojima su se kao najbolji pokazali polusinteticki analozi
irinotekan i topotekan, koji su i odobreni za klini¢ku upotrebu [25]. Irinotekan se koristi u
terapiji metastatskog kolorektalnog kancera, dok se topotekan primenjuje u terapiji kancera
grli¢a materice, kancera jajnika i sitnocelijskog kancera pluca [13,25]. DNK topoizomeraza
I je ciljni molekul kamptotecina [27,28]. Naime, kamptotecini se vezu za kompleks DNK
topoizomeraze 1 1 DNK, dovode do stabilizacije kompleksa 1 sprecavaju ponovnu ligaciju,
¢ime indukuju pojavu jednolancanih prekida na DNK. Nailazak replikacione viljuske na
kompleks koji €ine specificni kamptotecin, DNK i DNK topoizomeraza I, uzrokuje pojavu
ireverzibilnih dvostrukih prekida na DNK, a zatim i do apoptoze. Stoga su kamptotecini
citotoksi¢ni agensi koji su specifichi za S fazu celijskog ciklusa [27,28]. MnoStvo
sintetickih derivata kamptotecina Koji Su razvijeni s ciljem da se poveca antitumorska
aktivnost, solubilnost, stabilnost, kao i dostupnost u organizmu, a da se smanji Stetni,

toksi¢ni efekat, predmet su klini¢kih istraZzivanja, kao S$to su rubitekan, lutrotekan,



egzatekan, gimatekan, karenitekan, silatekan, diflomotekan [25]. Takode, razvijeni su i
razli¢iti nekovalentni (micele, lipozomi, nanocestice, hidrogelovi), kao 1 kovalentni
makromolekularni  konstrukti (micele, linearni ili razgranati polimeri, proteini)

kamptotecina s ciljem da se terapeutski agens efikasnije isporuci do ciljnog mesta [25].

1.2. Moguc¢a uloga jedinjenja biljaka u hemioprevenciji i terapiji raka

Literaturni podaci ukazuju na mogu¢i znacaj voca i povréa, zatim razlicitih prirodnih
proizvoda 1 biljnih ekstrakata, kao i brojnih jedinjenja izolovanih iz biljaka, u
hemioprevenciji i/ili terapiji malignih oboljenja. Prvobitno je bilo zastupljeno misljenje da
isklju¢ivo makronutrijenti (ugljeni hidrati, proteini, masti, biljna vlakna) i mikronutrijenti
(vitamini i minerali) mogu da imaju povoljne efekte na zdravlje ljudi. U meduvremenu je
otkriveno mnostvo razlic¢itih sastojaka biljaka koji bi mogli da budu korisni u prevenciji
kancera, ali i u prevenciji hroni¢nih bolesti poput dijabetesa, kardiovaskularnih i

neurodegenerativnih oboljenja [4].

Hemioprevencija podrazumeva upotrebu prirodnih ili sintetickih agenasa s ciljem da
suprimiraju, odnosno uspore ili sprece karcinogenezu [2,4,29,30]. Hemiopreventivni agensi
mogu da se podele u dve kategorije: blokirajuée 1 suprimiraju¢e agense [31].
Hemiopreventivni blokiraju¢i agensi blokiraju inicijacionu fazu tumorigeneze, odnosno
sprecavaju karcinogene da stignu do ciljnog mesta, inhibiraju njihovu aktivaciju, ili
onemogucavaju njihovu interakciju sa DNK, RNK ili proteinima [4]. Hemiopreventivni
suprimirajuci agensi inhibiraju rast i prezivljavanje maligno transformisanih ¢elija, odnosno
suprimiraju fazu promocije i progresije tumora [4].

U odnosu na osnovne karakteristike maligne ¢elije, hemiopreventivni agensi mogu da se

podele na: inhibitore celijskog ciklusa, modulatore apoptoze, inhibitore intracelijskih

puteva prenosa signala, antiangiogene agense i antiinvazivne agense [30].



Postoje tri nivoa hemioprevencije:

1. primarna hemioprevencija kancera kod zdravih osoba, kao i osoba koje poseduju visok
rizik od pojave kancera;

2. sekundarna hemioprevencija kancera kod pacijenata sa prekanceroznim lezijama ili kod
pacijenata sa preinvazivnim displazijama;

3. tercijarna hemioprevencija kod pacijenata koji su uspesno leceni od kancera kako bi se
sprecila ponovna pojava malignog tumora, zatim usporila ili potpuno sprecila pojava
metastaza, kao i razvoj novih sekundarnih primarnih tumora [29,30].

Primena hemiopreventivnih agenasa biljnog porekla kod pacijenata sa kancerom u
kombinaciji sa hemioterapeuticima bi mogla da ima povoljan aditivan ili sinergisticki
efekat, koji bi mogao da doprinese povecanju uspesnosti onkoloske terapije [2]. Pokazano
je da prirodni proizvodi i jedinjenja izolovana iz biljaka mogu da povecaju osetljivost
hemiorezistentnih malignih ¢elija na indukciju apoptoze ili na inhibiciju proliferacije, kao i
da smanje Stetne toksi¢ne efekte hemioterapije [32]. Dodatno, rezultati brojnih istrazivanja
ukazuju da biljni ekstrakti i jedinjenja ispoljavaju radioprotektivni efekat na normalne
¢elije, kao i da mogu da povecaju efekat jonizujuceg zraenja na maligne Celije [33]. Na taj
nacin sastojci biljaka bi mogli da povecaju efikasnost i smanje toksi¢nost radioterapije, i da

omoguce prevazilazenje radiorezistencije.

Hemiopreventivni potencijal prirodnih proizvoda i biljnih jedinjenja se zasniva na
njihovom selektivnom citotoksi¢nom dejstvu na maligno transformisane celije, kao 1 na
relativno niskom toksi¢nom dejstvu na normalne Celije. Najznacéajnija jedinjenja koja bi
mogla da imaju vaznu ulogu u hemioprevenciji raka mogu da se podele u nekoliko grupa:
fenolna jedinjenja, vitamini (vitamini A, C, D, E), karotenoidi, alkaloidi, organosumporna

jedinjenja, jedinjenja koja sadrze selen i masne Kiseline.



1.3. Fenolna jedinjenja biljaka

Fenolna jedinjenja predstavljaju sekundarne metabolite biljaka koji u svojoj strukturi
sadrze jedan ili viSe aromati¢nih prstenova sa jednom ili nekoliko hidroksilnih grupa [34-
36]. Do sada je izolovano i identifikovano preko 8000 fenolnih jedinjenja biljaka.
Kvalitativni i kvantitativni hemijski sastav fenolnih jedinjenja je specifi¢an za svaku biljnu
vrstu, kao i za odredena biljna tkiva. Pomenuti bioaktivni sastojci biljaka nastaju
biosintetskim putem preko Sikiminske kiseline, fenilpropanoida ili flavonoida. Na osnovu
broja i aranzmana ugljenikovih atoma, fenoli biljaka mogu da se podele na dve velike
klase: flavonoide i neflavonoidna fenolna jedinjenja [34,35].

1.3.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najbrojnija grupa fenolnih jedinjenja biljaka koja sadrze petnaest
ugljenikovih atoma; molekul flavonoida se sastoji od dva aromati¢na prstena povezana
mostom koji ¢ine tri ugljenikova atoma [34-37]. Prisutni su kod mahovina, paprati,
golosemenica i skrivenosemenica [37]. Ova grupa sekundarnih metabolita ima znacajnu
ulogu u brojnim fizioloSkim procesima biljaka, kao §to su zaStita od UV zracenja,
pigmentacija, stimulacija fiksacije azota i rezistencija na razlicita oboljenja biljaka [35].
Flavonoidna jedinjenja mogu da budu u formi aglikona, odnosno u slobodnoj formi, i u
formi glikozida, pri ¢emu SeCerni ostatak moZe da sadrZzi jedan do tri molekula
monosaharida. U zavisnosti od tipa glikozidne veze, postoje O-glikozidi flavonoida i C-
glikozidi flavonoida. Klasa flavonoida moze da se podeli na slede¢e podklase: flavoni,
izoflavoni, flavonoli, dihidroflavonoli, flavanoni, izoflavanoni, flavani, flavan-3-oli, flavan-
3,4-dioli, halkoni i dihidrohalkoni, auroni i antocijani [34-36]. Strukture razli¢itih

flavonoida i njihovih glikozida predstavljene su na Slici 1.1.
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Flavonoli predstavljaju najbrojniju grupu flavonoidnih jedinjenja. Najznacajniji
bioaktivni flavonoli su kvercetin i njegovi glikozidi rutin, izokvercetin, kvercitrin, zatim
kemferol, miricetin 1 izoramnetin. Flavoni su po svojoj hemijskoj strukturi sli¢ni
flavonolima, od kojih se razlikuju odsustvom hidroksilne grupe na tre¢em prstenu.
Najzastupljeniji flavoni su apigenin, luteolin, bajkalein i hrizin, kao i njihovi glikozidi.
Glikozidi flavonola i flavona se ¢esto koriste kao markeri u hemotaksonomiji [37].
Flavanoli su strukturno najkompleksniji flavonoidi; katehin, epikatehin, epigalokatehin,
epikatehin galat i1 epigalokatehin galat predstavljaju flavanole koji poseduju znacajnu
bioloSku aktivnost. Antocijanidini i njihovi konjugovani derivati antocijanini predstavljaju
grupu flavonoida koja je Siroko rasprostranjena kod viSih biljaka. Njihovo prisustvo u
cvetovima i plodovima biljaka je odgovorno za crvenu, plavu ili purpurnu boju ovih biljnih
organa. Najzastupljeniji antocijanidini su: pelargonidin, cijanidin, delfinidin, peonidin,
petunidin i malvidin. U tkivima biljaka nalaze se i njihovi glikozidni derivati antocijanini.
Flavanoni su izuzetno reaktivna grupa flavonoidnih jedinjenja, koja cCesto podlezu
hidroksilaciji, glikozilaciji ili metilaciji. To su prvi flavonoidni produkti flavonoidnog
biosintetickog puta. U najznacajnije bioaktivne flavanone spadaju naringenin i glikozid
naringin, zatim hesperetin i njegovi glikozidi hesperidin i neohesperidin, eriodiktiol i
glikozid eriocitrin. Biosinteza grupe izoflavona odvija se preko flavonoidnog biosintetickog
puta. lzoflavoni genistein i daidzein lako podlezu hidroksilaciji, metilaciji i prenilaciji, pri

¢emu nastaju brojni izoflavonoidi poput kumestana, rotenoida i pterokarpina.

1.3.2. Neflavonoidna fenolna jedinjenja

Fenolne kiseline i njihovi derivati predstavljaju veliku grupu fenolnih jedinjenja, koja su
prisutna u velikom broju biljnih vrsta [34-36]. Sadrze jednu karboksilnu grupu i najmanje
jednu fenolnu hidroksilnu grupu. Fenolne kiseline mogu da se podele na dve grupe
jedinjenja: derivati hidroksibenzojeve kiseline, odnosno hidroksibenzoati (galna kiselina,
elagna kiselina, protokatehinska kiselina, vanilinska kiselina i siringinska kiselina) i
derivati cimetne kiseline, odnosno hidroksicinamati (kafena kiselina, ferulinska kiselina, p-



kumarinska kiselina, hlorogenska kiselina i sinapinska kiselina). Fenolne kiseline mogu da

se jave u slobodnoj formi ili u formi konjugata, najéesce kao estri ili amidi.

Kumarini predstavljaju laktone koji nastaju ciklizacijom cis-orto hidroksicimetne
kiseline [34-36]. Naime, ova fenilpropanska jedinjenja nastaju iz fenilalanina od cimetne i
p-kumarinske Kiseline. U biljnim tkivima postoje u slobodnoj i glikozilovanoj formi.
Vecina kumarina je hidroksilovana na sedmom atomu ugljenika. Najrasprostranjeniji su
jednostavni hidroksil kumarini (eskuletin, skopoletin), furokumarini i izofurokumarini
(psoralen i izopsoralen), piranokumarini (ksantiletin, seselin), bikumarini i dihidro-

izokumarini (bergenin).

Stilbeni su grupa polifenola koji imaju dva aromati¢na prstena povezana etenskim
mostom [34-36]. Ovi polifenolni fitoaleksini nastaju u viSim biljkama kao odgovor na
razli¢ite vidove sredinskog stresa, kao Sto su UV zracenje, bakterijska, virusna ili gljivi¢cna
infekcija. Jedan od najvise izuCavanih bioaktivnih polifenola biljaka je resveratrol (3.,4',5
trihidroksistilben), koji se javlja u formi trans i cis izomera. Glikozilacija u biljnim tkivima
Stiti resveratrol od oksidativne degradacije i doprinosi njegovoj stabilnosti. Znacajni

stilbeni su i piceatanol i njegov glukozid astringin, kao i pterostilben.

Tanini su polifenolna jedinjenja koja mogu da se podele u tri klase: hidrolizujuci tanini
(galotanini i elagitanini), kondenzovani tanini (proantocijanidini) i kompleksni tanini [34-
36,38]. Hidrolizuju¢i tanini mogu da se degraduju do Secera i fenolnih kiselina kao
posledica promena pH vrednosti, zatim enzimske ili neenzimske hidrolize. Kondenzovani
tanini su strukturno kompleksniji i nastaju kondenzacijom nekoliko molekula flavanola
(katehina i epikatehina) ili flavan-3,4-diola. Strukture neflavonoidnih fenolnih jedinjenja

predstavljene su na Slici 1.2.
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Slika 1.2. Strukture neflavonoidnih fenolnih jedinjenja: (A) fenolne kiseline [34], (B)
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1.4. Osnovna svojstva malignih éelija

Kancer predstavlja geneti¢ko oboljenje somatske celije koja akumulacijom mutacija
postaje genomski nestabilna i proliferativno nadmoéna u odnosu na normalne ¢elije tkiva u
¢iji sastav ulazi. Postoji vise od 100 razli¢itih tipova malignih tumora, kao i podtipova
malignih tumora koji mogu da se jave u okviru odredenih organa [39]. Razumevanje
kompleksnih mehanizama procesa karcinogeneze od izuzetnog je znacaja za razvoj novih
agenasa koji bi mogli da se primenjuju u hemioprevenciji i/ili terapiji malignih oboljenja.
Osnovne karakteristike koje maligne celije sticu tokom VviSestepenog procesa razvoja

tumora [39-41], a koje omogucavaju rast malignog tumora i metastati¢ku diseminaciju su:
1. odrZavanje proliferativne signalizacije

2. neosetljivost na supresore rasta

3. izbegavanje Celijske smrti

4. replikativna imortalizacija

5. stimulisanje angiogeneze

6. aktivacija invazivnosti i metastaziranja.

Maligno transformisane celije ne zavise od spoljasnjih mitogenih signala (faktori rasta,
komponente ekstracelijskog matriksa i adhezivni molekuli). Naime, maligne ¢elije koriste
nekoliko strategija kako bi sebi omogucile samostalnost i hroni¢nu proliferaciju [40].
Poseduju sposobnost autokrine signalizacije, odnosno same sintetiSu faktore rasta koji se
vezu za receptore na povrsini Celije i aktiviraju proliferaciju. Dodatno, maligne ¢elije mogu
da stimuliSu normalne Celije koje ulaze u sastav strome malignog tumora da oslobadaju
faktore rasta koji su im neophodni [42]. Na povr$ini malignih ¢elija dolazi i do prekomerne
ekspresije receptora za faktore rasta, ¢ime postaju osetljive i na bazalne koncentracije
faktora rasta, na koje normalne ¢elije ne reaguju. Strukturne promene receptora za faktore
rasta uzrokovane mutacijom dovode do njihove funkcionalne aktivacije u odsustvu liganda.

Maligne celije mogu da odrzavaju aktivnim signalne puteve koji stimuliSu proliferaciju 1
12



konstitutivnom aktivacijom nizvodnih komponenti koje prenose signal od receptora do
krajnjeg efektora. Pored ovih mehanizama koji omogucavaju proliferativnu samostalnost,
somatske mutacije mogu da aktiviraju dodatne nizvodne signalne puteve. Deregulacija
signalnih puteva koji imaju ulogu da putem negativne povratne sprege smanje
proliferativnu signalizaciju takode doprinosi stimulaciji proliferacije. Najznacajnije
komponente pomenutog mehanizma su Ras onkoprotein, PTEN fosfataza i mTOR kinaza
[40]. Na ovaj na¢in, moze da dode i do pojave rezistencije na antikancerske lekove koji

deluju na komponente signalnih puteva koji stimulisu proliferaciju.

Neosetljivost na supresore rasta, odnosno na antimitogene signale koji negativno
reguliSu celijsku proliferaciju predstavlja vazno svojstvo maligne ¢elije. Dva klju¢na tumor
supresora koji imaju funkciju centralnog kontrolora u okviru dve komplementarne
regulatorne mreze koje na osnovu signala koje primaju odlucuju da li ¢e ¢elija proliferisati
ili ¢e aktivirati programe senescencije i apoptoze su Rb protein i p53 protein [39-41].
Vecina antiproliferativnih signala prenosi se preko Rb proteina. Stoga je mutaciona
inaktivacija klju€nog supresora proliferacije jedan od mehanizama koji omogucava
malignoj Celiji da postane neosetljiva na antimitogene signale. DeSava se i mutacija p15 i
p21 tumor supresorskih gena. Zapravo u malignim ¢elijama mogu da budu prisutni razli¢iti
defekti u funkcionisanju Rb signalnog puta ¢ime je omogucena perzistentna celijska
proliferacija. TGF-B je jedan od najpoznatijih antimitogenih signala, koji stabilizacijom
kompleksa Rb-E2F zadrzava celiju u G1 fazi koja prelazi u Go. Mutacije na receptoru za
TGF-B kao i mutacije koje dovode do gubitka SMAD proteina koji prenosi signal sa
receptora za TGF-p mogu da onemoguce supresiju proliferacije. TGF-B moze da uvede

¢eliju u terminalnu diferencijaciju posredstvom blokiranja ekspresije c-myc gena.

Apoptoza predstavlja prirodnu barijeru koja treba da spre¢i nastanak kancera.
Apoptotsku masineriju ¢ine uzvodni regulatori i nizvodni efektori [40,43]. Regulatorne
komponente apoptotske maSinerije su spoljasnji put aktivacije apoptoze koji prenosi
ekstracelijske signale smrti, i unutraSnji put aktivacije apoptoze koji prima i integrise
intracelijske signale. Smatra se da vazniju ulogu u spreavanju tumorigeneze ima unutrasnji

apoptotski put [40]. Mutacionom inaktivacijom glavnog pokretaca apoptoze, p53 tumor

13



supresora, maligno transformisane celije sticu sposobnost da je uspesno izbegnu [40].
Druga mogucnost za izbegavanje apoptoze je mutaciona inaktivacija komponenti p53
signalne mreze. Strategije koje maligne ¢elije koriste da bi izbegle apoptozu ukljucuju i
povecéanje ekspresije antiapoptotskih regulatora (Bcl-2, Bcl-x, ), inaktivaciju proapoptotskih
faktora (Bax, Bim, Puma) i naruSavanje spoljasnjeg puta aktivacije indukovanim ligandima
smrti (inaktivacija Fas receptora) [40]. Podaci iz literature ukazuju da autofagija predstavlja
dodatnu prepreku za tumorigenezu [44]. Pokazano je da radioterapija i odredeni
citotoksi¢ni lekovi posredno mogu da dovedu do povecanja autofagije malignih celija.
Medutim, autofagne maligne Celije poc¢inju da se skupljaju i prelaze u stanje reverzibilne
dormancije. Na taj nacin prezivele ¢elije mogu da dovedu do ponovnog rasta tumora nakon
terapije citotoksi¢nim agensima [44]. lako se ¢ini da je aktivacija ¢elijske smrti nekrozom
jedan od nacina za eliminaciju malignih ¢elija, treba imati u vidu da nekroza doprinosi
inflamaciji i razvoju tumora [40]. Naime, nekroti¢ne ¢elije oslobadanjem proinflamatornih
signala regrutuju inflamatorne ¢elije imunskog sistema, ¢ime zapravo mogu da dovedu do

proliferacije malignih ¢elija, stimulacije angiogeneze i invazivnosti.

Kada transformisana celija stekne i Cetvrto svojstvo — neograni¢eni replikativni
potencijal postaje imortalizovana, odnosno besmrtna. Neoplasticne celije postizu
replikativnu imortalizaciju tako $to uspevaju da odrze telomernu DNK dovoljno dugackom
da spreCe aktivaciju senescencije ili apoptoze i to povecanom ekspresijom telomeraze ili
manje zastupljenim alternativnim mehanizmom odrzavanja telomera koji se zasniva na
rekombinaciji [40]. Medutim, rezultati ispitivanja premalignih i malignih lezija dojke
ukazuju da privremeno odsustvo aktivnosti telomeraze doprinosi neoplasti¢noj
transformaciji [45,46]. Odlaganje aktivacije telomeraza u premalignim lezijama omogucava
nastanak tumor-promovisuc¢ih mutacija, dok aktivacija telomerazne aktivnosti u malignim
lezijama omogucava stabilizaciju mutiranog genoma 1 replikativhu imortalizaciju
[40,45,46].

Angiogeneza omogucava malignom tumoru stvaranje sistema krvnih sudova koji mu
omogucavaju snabdevanje hranljivim materijama i kiseonikom, kao i eliminaciju produkata

metabolizma i ugljen-dioksida [40]. Formiranje tumor-asocirane vaskulature angiogenezom
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predstavlja odlucujuci faktor koji uti¢e na rast svih tumora veéih od 0.2 mm [41]. Stoga se
proces angiogeneze aktivira u ranoj fazi razvoja invazivnih tumora. Stimulacija
angiogeneze se deSava zahvaljujuci povecanju ekspresije gena koji kodiraju proangiogene
regulatorne proteine, poput VEGF, FGF, HIF-1a, TGF-a, TGF-B. Pokazano je i da se
aktivator angiogeneze VEGF moze ¢uvati u latentnoj formi u ekstracelijskom matriksu, a
zatim matriksna metaloproteinaza-9 moze da ga aktivira i oslobodi [40,47]. Takode, dolazi
i do smanjenja ekspresije inhibitora angiogeneze, kao Sto su trombospondin-1, angiostatin
(fragment plazminogena), endostatin (fragment kolagena tipa 18), anastelin (fragment
fibronektina), vazostatin (fragment kalretikulina), IFN-a, IL-1p, 1L-12, 1L-18 [39-41]. Kod
nekih tipova kancera onkogeni kao $to su Ras ili c-myc mogu da indukuju poveéanje
ekspresije proangiogenih faktora, dok kod nekih tipova kancera imunske inflamatorne

¢elije stvaraju faktore koji indukuju angiogenezu [40].

Invazivnost 1 metastaziranje omogucavaju malignim ¢elijama da napuste primarni tumor
i kolonizuju novi region u organizmu gde ¢e inicijalno imati viSe prostora i biti bolje
snabdevene nutrijentima [39]. Invazivno-metastatsku kaskadu ¢ini serija bioloskih procesa:
prvo dolazi do lokalne invazije malignih ¢elija, zatim do intravazacije, odnosno ulaska
malignih Celija u lokalne krvne i limfne sudove, prolazak kroz sistem krvnih i limfnih
sudova, ekstravazacija — izlazak invazivnih malignih ¢elija iz lumena sudova u parenhim
udaljenog tkiva, formiranje mikrometastaza — malih skupina malignih celija i finalna
kolonizacija, odnosno rast mikrometastatskih lezija do makroskopskih tumora [40,41,48].
Aktivacijom programa epitelijalno-mezenhimske tranzicije u maligno transformisanim
¢elijama dolazi do gubitka profila genske ekspresije specificnog za epitelijalne celije i
uspostavlja se profil genske ekspresije koji je karakteristican za mezenhimske celije i koji
malignim celijama omogucava invazivnost i metastaticnost [40,41]. Dolazi do gubitka
ekspresije jednog od glavnih supresora invazivnosti i metastaziranja - E-kadherina, kao i
citokeratina. Dok se aktivira ekspresija N-kadherina, vimentina, PDGF receptora, kao i o[
integrina. Vazna karakteristika epitelijalno-mezenhimske tranzicije je i aktivacija ekspresije
I povecana sekrecija ekstracelijskih proteaza (MMP-2 i MMP-9), kao i sekrecija
fibronektina. Grupa transkripcionih faktora (Snail, Slug, Twist, Zeb1/2) koja poseduje
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plejotropnu aktivnost i1 koji su obi¢no aktivni samo u perodu rane embriogeneze
omogucava aktivaciju programa epitelijalno-mezenhimske tranzicije [40,41]. Signali iz
stromalne mikrosredine maligne celije, kao 1 geneticke i1 epigeneticke promene u genomu
¢elije, omogucavaju aktivaciju pomenutih transkripcionih faktora. Smatra se da metastatske
maligne celije mogu da povrate neinvazivna svojstva posredstvom mezenhimsko-

epitelijalne tranzicije kako bi uspesno formirale nove tumorske kolonije [40].
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Slika 1.3. Intracelijske signalne mreze koje regulisu funkcije maligne celije

Slozene integrisane signalne mreze funkcioniSu unutar normalne c¢elije, dok njihovo reprogramiranje
omogucava regulaciju osnovnih karakteristika maligne celije. Podmreze, oznaCene zasebnim poljima, su
specijalizovane da rukovode specifiénim svojstvima. Ovakav prikaz je pojednostavljen, jer izmedu podmreza
postoji komunikacija. Dodatno, obzirom da je maligna ¢elija u tumorskoj mikrosredini izlozena brojnim

signalima, svaka od ovih podmreza je povezana sa signalima koji poti¢u od drugih ¢elija iz tumorske
mikrosredine. [40]
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Genomska nestabilnost i inflamacija omoguéavaju malignoj ¢eliji da stekne osnovna
funkcionalna svojstva [40]. Genomska nestabilnost promoviSe proces karcinogeneze tako
Sto povecava stopu mutacija u onkogenima i tumor supresorskim genima. Na taj nacin
tokom klonalne ekspanzije odredeni mutirani genotip dobija selektivnu prednost u odnosu
na ostale genotipove ostalih subklonova c¢elija, koja mu omogucava dalju ekspanziju i
dominaciju u lokalnoj tkivnoj sredini [40]. Inflamatorni odgovor snabdeva tumorsku
mikrosredinu vaznim bioaktivnim molekulima, poput faktora rasta koji obezbeduju
konstantnu proliferaciju malignih ¢elija, faktore prezivljavanja pomocu kojih izbegavaju
¢elijsku smrt, proangiogene faktore, enzime koji modifikuju ekstracelijski matriks i
induktivne signale koji aktiviraju angiogenezu, invazivnost i metastaziranje [40].
Inflamatorne ¢elije oslobadaju i reaktivne kiseoni¢ne intermedijere, koji su mutageni za
obliznje ¢elije [49].

Pored pomenutih Sest karakteristika, znacajna karakteristika maligne celije je i
reprogramiranje energetskog metabolizma koji omogucava rast i proliferaciju malignih
¢elija [40]. Energetski metabolizam glukoze maligne celije preusmeren je na aerobnu
glikolizu. Ovo njihovo svojstvo prvi je zapazio Oto Varburg [50,51]. Kako bi produkovale
dovoljno energije, maligne ¢elije povecavaju ekspresiju glukoznih transportera i na taj
nac¢in povecavaju unos glukoze. Smatra se da vaznu ulogu u deregulaciji energetskog
metabolizma maligne ¢elije imaju pored hipoksije i aktivirani onkogeni (Ras i myc) i
mutirani tumor supresori (p53) [40,52,53]. Literaturni podaci ukazuju na jo$ jedno vazno
svojstvo malignih ¢elija - moguénost da izbegnu antitumorski imunski odgovor, u kome
ucestvuju T limfociti, B limfociti, makrofagi 1 NK c¢elije [40]. ZapaZeno je da maligne
¢elije sekrecijom TGF-f i drugih imunosupresivnih faktora posredno mogu da sprece CD8+

citotoksi¢ne T limfocite i NK ¢elije da ostvare svoju aktivnost [54].
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1.5. Molekularni mehanizmi antikancerskog dejstva jedinjenja biljaka

Ekstrakti i fenolna jedinjenja biljaka mogu da deluju na brojne ciljne molekule signalnih
puteva u maligno transformisanoj celiji, napadaju¢i tako istovremeno vise osnovnih
svojstava kancera. Obzirom da razli¢iti tipovi malignih tumora koriste razli¢ite mehanizme
kako bi stekli osnovne Kkarakteristike tokom viSestepenog procesa tumorigeneze,
antikancerski efekat sastojaka biljaka je u izvesnoj meri specifican za odredene tipove
kancera. Rasvetljavanje molekularnih mehanizama antikancerskog dejstva ekstrakata i
jedinjenja biljaka od izuzetnog je znaCaja za njihovu potencijalnu primenu u

hemioprevenciji i/ili terapiji raka.

Moguéi znacaj fenolnih jedinjenja biljaka u hemioprevenciji delom se zasniva na
njihovoj antioksidativnoj aktivnosti, kojom Stite biomolekule, poput DNK, RNK, proteina i
lipida od oksidativnog ostec¢enja [55,56]. Fenolni antioksidansi direktno redukuju reaktivne
kiseonicne 1 azotne intermedijere 1 tako mogu da prekinu oksidacioni lanac propagacije.
Antioksidativna aktivnost biljnih fenola zavisi od njihove hemijske strukture; broj i pozicija
supstituenata (hidroksilnih i metoksilnih grupa), kao i mogucnost delokalizacije elektrona
odreduju njihov antioksidativni potencijal. Medutim, neka fenolna jedinjenja mogu da
ostvaruju i prooksidativnu aktivnost [57,58] kada dolazi do njihove autooksidacije i
stvaranja reaktivnih intermedijera. Kada njihova koncentracija prede odredeni kriti¢ni nivo,
ista fenolna jedinjenja pokazuju antioksidativno dejstvo. Prooksidativna i antioksidativna
aktivnost ovih jedinjenja zavise i od redoks potencijala unutar ciljne ¢elije. Maligne celije
odlikuje visi nivo endogenog oksidativnog stresa i izmenjen redoks status u odnosu na
normalne celije. Stoga bi maligne ¢elije mogle da budu osetljivije od normalnih ¢elija na
agense koji poput fenola mogu da dovedu do dodatnog povecanja produkcije reaktivnih

kiseoni¢nih intermedijera i indukcije apoptoze [59].

Brojna istrazivanja pokazuju da fenoli biljaka mogu da blokiraju aktivaciju karcinogena
inhibicijom enzima faze | (citohrom P450), kao i da povecaju gensku ekspresiju

karcinogen-detoksifikuju¢ih enzima faze II (glutation reduktaza, glutation S-transferaza,
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UDP glukuronil transferaza, NADPH kvinon oksidoreduktaza) [3,55]. Fenolna jedinjenja
dovode do povecanja ekspresije karcinogen-detoksifikuju¢ih i antioksidativnih enzima
posredstvom aktivacije Nrf2 (engl. nuclear factor E2-related factor 2) transkripcionog
faktora, koji se veze za ARE (engl. antioxidant response element) sekvencu u okviru

promotora gena koji kodiraju pomenute enzime [4,55,60].

Antiproliferativna aktivnost fenolnih antioksidanasa se zashiva na modulaciji brojnih
komponenti kontrolnog sistema celijskog ciklusa, zatim komponenti pomoc¢nog sistema
koji reguliSe prolazak celije kroz kontrolne tacke celijskog ciklusa, kao i komponenti
signalnih puteva koji regulidu te sisteme [3,55,61]. Biljna fenolna jedinjenja u malignim
¢elijama mogu da dovedu do zastoja u Gl fazi Celijskog ciklusa snizenjem ekspresije
ciklina D, ciklina E, ciklin-zavisnih kinaza (CDK1, CDK2, CDK4, CDK®6) i PCNA (engl.
proliferating cell nuclear antigen). Uoceno je da mogu da povecéaju ekspresiju inhibitora
ciklin-zavisnih kinaza, poput p21 i p27. Snizenjem ekspresije ciklina A i ciklina B, kao i
poveéanjem ekspresije ciklina E, mogu da indukuju zastoj u S fazi cCelijskog ciklusa.
Takode, zapazeno je da fenolna jedinjenja mogu da dovedu i do zastoja u G2/M fazi
snizavanjem ekspresije specificnih ciklina (ciklin A, ciklin B, ciklin D). Fenolna jedinjenja
mogu da ispolje antiproliferativni efekat zahvaljuju¢i dejstvu na brojne ciljne molekule

intracelijskih signalnih puteva koje aktiviraju faktori rasta.

Hemiopreventivni i/ili kancer-terapeutski potencijal biljnih ekstrakata i1 fenolnih
jedinjenja se zasniva i na indukciji apoptoze u maligno transformisanim ¢elijama [3,55,61].
Biljni fenoli mogu da dovedu do apoptoze ciljnih malignih ¢elija indukcijom spoljasnjeg
puta aktivacije apoptoze preko receptora smrti (CD95 receptor i TRAIL receptori) ili
indukcijom unutrasSnjeg puta aktivacije apoptoze preko mitohondrija. Uoceno je da mogu
istovremeno da aktiviraju oba apoptotska mehanizma. Pokazano je da snizavaju gensku
ekspresiju regulatornih antiapoptotskih proteina (Bcl-2, Bcl-x,, Bfl-1, c-FLIP, survivin,
XIAP, clAP1, clAP2), dok povecavaju nivo genske ekspresije regulatornih proapototskih
proteina (Bax, Bak, Bad). Ciljni molekuli na koje deluju ekstrakti i fenoli biljaka su i
kaspaze (kaspaza-8, kaspaza-9, kaspaza-3, kaspaza-7), kao i PARP. Bioaktivna fenolna

jedinjenja mogu da inhibiraju NF-xB ili AP-1 transkripcioni faktor, kao i da povecaju
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ekspresiju p53 transkripcionog faktora, ¢ime dovode do apoptoze. Dodatno, pokazano je da
mogu da ostvare proapoptotski efekat posredstvom dejstva na kinaze i druge komponente
PI3/Akt kinaznog signalnog puta i MAP kinaznih signalnih puteva, kao i Stat3/Stat5

signalnog puta.

Antiinflamatorna aktivnost ekstrakata i fenolnih jedinjenja biljaka znacajno doprinosi
njihovom kancer-supresivnom dejstvu [3,55,56,61]. Zapazeno antiinflamatorno dejstvo
fenolnih antioksidanasa se zasniva na inhibiciji ciklooksigenaze-2, koja zatim uzrokuje
smanjenu sintezu prostaglandina. Fenoli biljaka mogu da uzrokuju inhibiciju ekspresije
gena koji kodira ciklooksigenazu-2 posredstvom inhibicije NF-xB ili AP-1 transkripcionog
faktora. Dodatno, pokazano je da mogu da inhibiraju TNF-a, ¢ime dovode i do supresije
NF-kB transkripcionog faktora, kao i cikloksigenaze-2. NF-xB transkripcioni faktor, koji
reguliSe ekspresiju citokina, hemokina i ciklooksigenaze-2, predstavlja svojevrstan most
izmedu inflamacije i kancera, stoga je njegova selektivna inhibicija vrlo znaCajna za
hemioprevenciju kancera. Fenolni antioksidansi mogu da inhibiraju i 5-lipooksigenazu i 12-
lipooksigenazu, ¢ime dovode do smanjenja nivoa leukotriena. Zahvaljujuci inhibiciji
inducibilne azot-oksid sintetaze, biljni fenoli smanjuju stvaranje azot-oksida, koji ima

znacajnu ulogu u inflamaciji i tumorigenezi.

Rezultati brojnih studija ukazuju da ekstrakti odredenih biljaka, kao i brojna fenolna
jedinjenja poreklom iz biljaka, mogu da ispoljavaju antiangiogenetsko dejstvo [3,55,61,62].
Bioaktivni fenoli biljaka snizavaju nivo genske ekspresije proangiogenih regulatornih
proteina poput VEGF, HIF-1a, FGF, TGF-B. Uoc¢eno je da mogu da inhibiraju matriksnu
metaloproteinazu-9, i tako spreCavaju oslobadanje VEGF iz ekstracelijskog matriksa.
Takode, pokazano je da mogu da povecaju ekspresiju TIMP-1 proteina, koji inhibira
aktivnost matriksnih metaloproteinaza. Antiangiogenetski efekat mogu da ostvare i
inhibicijom NF-«B ili AP-1 transkripcionog faktora, kao i modulacijom komponenti P13-
Akt kinaznog signalnog puta ili MAP kinaznih signalnih puteva, kao i STAT3 signalnog
puta.

Biljni ekstrakti i fenoli ostvaruju inhibitorni efekat na invazivnost i metastaziranje
malignih ¢elija [55,63,64]. Pokazano je da dovode do inhibicije aktivnosti i/ili ekspresije
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matriksne metaloproteinaze-2 i matriksne metaloproteinaze-9, kao i fokalne adhezione
kinaze. Inhibicijom NF-xB ili AP-1 transkripcionog faktora, ili dejstvom na specifi¢ne
komponente ERK/MAP kinaznog signalnog puta, p38/MAP kinaznog signalnog puta i
PI3K/Akt kinaznog signalnog puta ostvaruju snizenje nivoa genske ekspresije pomenutih
proteina. Antimetastatski efekat mogu da ispolje i zahvaljuju¢i inhibiciji Slug i Zebl
transkripcionih faktora koji reguliSu epitelijalno-mezenhimsku tranziciju. Mogu da
inhibiraju migraciju ¢elija posredstvom supresije urokinaznog tipa plazminogen aktivatora i
njegovog receptora. Zapazeno je da fenoli biljaka mogu da suprimiraju migraciju i
invazivnost malignih ¢elija povecanjem ekspresije E-kadherina, kao i inhibicijom

specifi¢nih integrina (integrin ay, integrin a5, integrin 1, integrin B3).

Rezultati brojnih studija su pokazali da se moguc¢i znacaj bioaktivnih fenolnih jedinjenja
biljaka u hemioprevenciji kancera delom ogleda i u mogucnosti da regulisu ekspresiju gena
posredstvom dejstva na komponente osnovnih mehanizama epigenetickih procesa [65-67].
Pokazano je da mogu da inhibiraju DNK metiltransferazu I, bilo putem direktne interakcije,
ili putem supresije genske ekspresije delujué¢i na p21, AP-1 ili PTEN fosfatazu [65,66]. Na
taj nac¢in uzrokuju hipometilaciju promotora tumor supresorskih gena, kao Sto su PTEN,
BRCAL, pl6, RARB, MGMT, GSTP1, CDKN2A, hMLH1. Ovaj efekat je od naro¢itog
znacaja imajuci u vidu da hipermetilacija CpG ostrvaca u promotorima tumor supresorskih
gena dovodi do njihove selektivne inaktivacije u malignim ¢elijama. Fenoli biljaka mogu
da reguliSu gensku ekspresiju i putem uticaja na kovalentne modifikacije histona [65,66].
Naime, uoceno je da fenolna jedinjenja inhibiraju aktivnost histon deacetilaza i histon
acetiltransferaza, i tako mogu da dovedu do aktivacije tumor supresorskih gena (p21, p16,
p53, PTEN) i inaktivacije onkogena u malignim ¢elijama (hTERT). Inhibicijom enzima
koji vrse modifikacije histona, mogu da dovedu i do inhibicije NF-xB signalnog puta.
Antitumorski potencijal fenolnih jedinjenja se zasniva i na moguénosti regulacije tumor
supresorskih i onkogenih miRNK koje imaju izuzetno vaznu ulogu u kontroli genske
ekspresije [65-67].
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1.6. BioloSka aktivnost biljaka roda Helichrysum

Rodu Helichrysum (familija Asteraceae) pripada priblizno Sesto biljnih vrsta, koje su
rasprostranjene u Evropi, Africi, Aziji i Australiji [68]. Vrste roda Helichrysum su
jednogodisnje biljke ili viSegodiSnje zeljaste biljke ili Zbunovi. Ime ovog biljnog roda vodi
poreklo od grékih re¢i "helios™ (sunce) i "chrysos™ (zlato), koje upucuju na karakteristi¢ne
svetle Zute cvetove koje imaju neke vrste poput Helichrysum italicum i Helichrysum
plicatum. Rod Helichrysum odlikuje visok nivo polimorfizama, koji se odnose na tipove
stanista, listove i glavicaste cvasti. Biljke roda Helichrysum su kserofite koje pretezno rastu

na peskovitom zemljistu ili ilovaci i to na nadmorskim visinama i do 1700 m [69].

Helichrysum zivojinii Cernjavski et Soska je endemi¢na biljna vrsta koja raste na planini
Gali¢ica u Makedoniji na kre¢njackim liticama na 1000-1700 m nadmorske visine [70-72].
Visina stabljike je prose¢no oko 50 cm; listovi u osnovi su dugacki 7 cm, Siroki 6-8 mm,
dok su gornji listovi Siroki 2-4 mm; glava cveta ima pre¢nik oko 7-8 mm; cveta u periodu
od jula do avgusta, cvetovi su Zute boje. Na osnovu morfoloskih karakteristika, predstavlja
vrstu koja je intermedijarna u odnosu na vrste Helichrysum plicatum i Helichrysum
orientale [70-72].

:
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Slika 1.4. Helichrysum zivojinii Cernjavski et So3ka [l. Stevkovski, 2008, Makedonska

Posta, MK027.08]
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Poznato je da se brojne biljne vrste koje pripadaju rodu Helichrysum koriste u narodnoj
medicini u mnogim regionima sveta, uklju¢uju¢i Mediteran i Balkansko poluostrvo [68, 73-
75]. Lekovite biljke roda Helichrysum se najces¢e koriste u vidu infuza ili dekokta za
tretman razlicitih poremecaja gastro-intestinalnog i urinarnog trakta. Koriste se i kod
prehlade, gripa i bronhitisa, zatim kod sr¢anih tegoba, hipertenzije i anksioznosti. Obloge sa
Cajem, etarskim uljem ili kreme sa ekstraktima ovih biljaka upotrebljavaju se za povrsinske
povrede i rane, akne, dermatitis i ekcem, kao i za reumatske bolove. Jedna od najpoznatijih
lekovitih biljaka ovog roda je Helichrysum italicum, poznata i pod imenom smilje. Etarska

ulja ove biljke primenjuju se i u farmaceutskoj industriji [69].

Za biljke roda Helichrysum Kkarakteristiécno je mnoStvo raznovrsnih sekundarnih
metabolita, kao Sto su flavonoidi, fenolne kiseline, kumarini, acetofenoni, floroglucinoli, a-
pironi, diterpeni, triterpeni i seskviterpeni [68,76-83]. Od znacaja je istaci da je kvalitativan
i kvantitativan hemijski sastav u izvesnoj meri specifican za odredene morfoloSke grupe
biljaka iz roda Helichrysum, kao i za vrste koje naseljavaju razli¢ite regione [68]. Rezultati
analize etarskih ulja dobijenih iz biljne vrste Helichrysum italicum, ali poreklom sa
razli¢itih lokaliteta, pokazuju razlike u njihovom hemijskom sastavu, koje su uslovljene
specificnim genotipom, vegetacionim ciklusom, kao i faktorima sredine karakteristiénim za

odredeno geografsko podrucje [82,84-86].

Podaci iz literature ukazuju da ekstrakti i sastojci biljnih vrsta roda Helichrysum mogu
da ispoljavaju znacajna bioloSka i farmakoloska svojstva, poput antibakterijske, antivirusne,

antifungalne, antioksidativne, antiinflamatorne i antihiperglikemijske aktivnosti [87-98].

Tako je pokazano da su hloroformski i etil-acetatni ekstrakt biljke Helichrysum
compactum ostvarili znacajnu antibakterijsku aktivnost prema slede¢im bakterijskim
vrstama: Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus; uoceno je i antifungalno dejstvo pomenutih ekstrakata prema vrsti Candida
albicans [87]. Dodatno, oba ekstrakta su ispoljila i antioksidativnu aktivnost. Ispitivanje
dejstva dietil-etarskog ekstrakta biljke Helichrysum italicum je pokazalo da je ovaj ekstrakt
redukovao rast razli¢itih sojeva bakterije Staphylococcus aureus, kao i da je inhibirao
aktivnost razli¢itih bakterijskih enzima: koagulaza, dezoksiribonukleaza, termonukleaza i

23



lipaza [88]. Antimikrobnu aktivnost pokazao je i etanolski ekstrakt dobijen iz cvetova
biljke Helichrysum plicatum subsp. plicatum [89]. ZapaZeno je da je etarsko ulje dobijeno
od biljke Helichrysum italicum G. Don ssp. microphyllum (Willd) Nym ispoljilo dobru
antifungalnu aktivnost prema vrstama Pythium ultimum i Sclerotium rolfsii, kao i neSto
slabiju aktivnost prema Phytophthora capsici i Septoria tritici [90]. Vodeni ekstrakt juzno-
africke lekovite biljke Helichrysum aureonitens je pokazao antivirusnu aktivnost prema
herpes simpleks virusu tipa 1 u ¢elijama fibroblasta pluc¢a in vitro, dok pri istoj primenjenoj
koncentraciji nije uoceno citotoksi¢no dejstvo prema ispitivanim ¢elijama [91]. Uoceno je
da je arzanol, floroglucinol a-piron izolovan iz acetonskog ekstrakta vrste Helichrysum

italicum ssp. microphyllum, inhibirao replikaciju virusa HIV-1 u T limfocitima [92].

Analiza antioksidativnih svojstava vodenog ekstrakta biljke Helichrysum longifolium je
pokazala izrazen antioksidativni kapacitet ekstrakta bogatog flavonoidima [93]. U jednoj in
vivo studiji bioloSkog dejstva vodenog i etanolskog ekstrakta biljke Helichrysum plicatum
ssp. plicatum na pacovima sa eksperimentalno indukovanim dijabetesom je pokazano da su
ekstrakti ispoljili znacajno antioksidativno i antihiperglikemijsko dejstvo [94]. Rezultati in
vitro i in vivo ispitivanja su ukazali da su metanolski ekstrakt biljke Helichrysum italicum,
kao i ekstrakti dobijeni njegovom frakcionacijom, ostvarili izrazito antioksidativno i
antiinflamatorno dejstvo [95]. Nekoliko acetofenon glukozida je izolovano iz pomenutih
ekstrakata i ta jedinjenja su i identifikovana kao glavne bioloski aktivne komponente
[96,97]. Jedan od najznacajnijih i najvise izucavanih bioaktivnih jedinjenja izolovanih iz
biljke Helichrysum italicum je arzanol [92,98]. Antiinflamatorno dejstvo arzanola se
zasniva na inhibiciji NF-xB transkripcionog faktora, ciklooksigenaze-1, ciklooksigenaze-2 i

5-lipooksigenaze, kao i na efektu da inhibira oslobadanje proinflamatornih citokina [92,98].

Rezultati istrazivanja ukazuju na znacajan antitumorski potencijal ekstrakata i jedinjenja
biljaka roda Helichrysum [98-105]. Pokazano je da je etarsko ulje dobijeno od vrste
Helichrysum  gymnocephalum ispoljilo citotoksicno dejstvo na humane celije
adenokarcinoma dojke MCF-7 [99]. Dodatno, zapazeno je da su ekstrakti pripremljeni od
cvetova biljke Helichrysum plicatum ostvarili znacajnu antioksidativnu aktivnost i

citotoksi¢nu aktivnost prema humanim malignim celijskim linijama [100]. Kancer-

24



supresivno dejstvo pokazali su i ekstrakti juzno-africkih vrsta roda Helichrysum [101,102].
Dodatno, pokazano je da se antikancerski potencijal metanolskih ekstrakata biljaka
Helichrysum pallasii (Sprengel) Ledeb., Helichrysum armenium DC subsp. araxinum
(Kirp.) Takht i Helichrysum plicatum DC subsp. plicatum, koje rastu na podru¢ju Turske,
zasniva na inhibiciji DNK topoizomeraze | [103]. Uoceno je i antiproliferativno dejstvo
etanolskog ekstrakta Helichrysum maracandicum prema SENCAR ¢elijama (miSje
transformisane ¢elije koze), kao i1 supresivni efekat na ekspresiju p38 MAP kinaze [104].
Ispitivanje citotoksi¢nosti arzanola je pokazalo da ovaj bioaktivni konstituent biljke
Helichrysum italicum pri koncentraciji od 50 uM izrazeno smanjuje prezivljavanje humanih
¢elija karcinoma plu¢a A549 [98]. Medutim, pri koncentracijama do 40 uM arzanol nije

ispoljio znac¢ajnu citotoksi¢nost prema misjim VERO ¢elijama [105].
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2. Ciljevi istrazivanja

Osnovna ideja istrazivanja je pronalazenje novih potencijalnih antitumorskih agenasa,
sastojaka biljaka, koji bi ispoljavali selektivnu citotoksi¢nu aktivnost prema malignim

¢elijama, kao i minimalnu toksi¢nost prema zdravim ¢elijama.

Osnovni cilj ovog istrazivanja je bilo odredivanje intenziteta citotoksi¢énog dejstva pet
ekstrakata izolovanih u vidu frakcija iz endemic¢ne biljne vrste Helichrysum zivojinii
Cernjavski et So3ka prema nizu humanih malignih éelijskih linija, kao i odredivanje
selektivnosti u intenzitetu tog dejstva. Obzirom da su pri primeni antitumorskih agenasa u
direktnom kontaktu sa njima i zdrave imunokompetentne celije koje su ukljucene u
imunsku kontrolu razvoja tumora, njihova vijabilnost je od izuzetnog znacaja za opstu
kontrolu tumora. Zato je ispitano citotoksi¢no dejstvo biljnih ekstrakata na zdrave
mononuklearne Celije periferne krvi. Zatim je odredivana selektivnost u antitumorskom
dejstvu prema specificnom malignom celijskom tipu u odnosu na mononuklearne celije
periferne krvi. Hemijska karakterizacija biljnih esktrakata je imala za cilj razumevanje veze

izmedu kvalitativnog sastava i intenziteta citotoksicne aktivnosti ekstrakata.

S ciljem razumevanja mehanizama citotoksi¢nog dejstva ekstrakata biljke Helichrysum
zivojinii analizirana je distribucija malignih ¢elija u pojedinim fazama celijskog ciklusa
nakon dejstva ekstrakata. Dodatno, definisan je i tip ¢elijske smrti koju indukuju ekstrakti.
Ukoliko bi se utvrdilo apoptotsko dejstvo ekstrakata, od znacaja je bilo i rasvetljavanje
signalnog puta kojim indukuju apoptozu malignih ¢elija odredivanjem ciljnih kaspaza.
Kako bi se doprinelo boljoj proceni antitumorskog potencijala ekstrakata, ispitan je i uticaj
ekstrakata na invazivnost humanih metastatskih malignih ¢elija i na angiogenezu

endotelijalnih ¢elija.
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3. Materijal i metode

3.1. Ekstrakti endemié¢ne biljne vrste Helichrysum zivojinii Cernjavski et
Soska

Biljni materijal je sakupljen iz prirodnih populacija Helichrysum zivojinii Cernjavski et
Soska u periodu cvetanja tokom jula 2010. godine (lokalitet: vrh Tomoros (1700 m
nadmorske visine), planina Gali¢ica u Makedoniji). Prikupljene biljne uzorke identifikovao
je Vlade Matevski iz Instituta za biologiju pri Prirodno-matematickom fakultetu
Univerziteta ,,Sveti Cirilo i Metodije* u Skoplju. Uzorkovani primerak biljke Helichrysum
zivojinii  je deponovan u Makedonski nacionalni herbarijum pod rednim brojem
MKNH121335.

Osuseni i samleveni u vidu praha nadzemni delovi biljke Helichrysum zivojinii (330 g)
su dva puta ekstrahovani n-heksanom u ultrazvuénom kupatilu tokom 45 min. Ekstrakti su
zatim koncentrisani uparavanjem na vakuum uparivacu i dobijen je (1) heksanski ekstrakt
(4.2 g). Primenom rastvaraca rastuce polarnosti biljni materijal je sukcesivno ekstrahovan
na isti nacin i dobijeni su (2) dihlormetanski ekstrakt (1.4 g), (3) etil-acetatni ekstrakt (0.7
g), (4) n-butanolski ekstrakt (5.4 g) i na samom kraju (5) metanolski ekstrakt (12.4 Q).
Ekstrakti su ¢uvani na -20°C. Stok rastvori ispitivanih ekstrakata koncentracije 5 mg/ml su

napravljeni u dimetil sulfoksidu, i ¢uvani su na +4°C.
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3.2. Hemijska karakterizacija biljnih ekstrakata

HPLC-MS (engl. high performance liqgud chromatography-mass spectrometry) analiza
je vrSena na hromatografskom sistemu Agilent 1100 koji sadrZi binarnu pumpu, rezervoar
mobilne faze, degaser, autoinjektor, kolonu Li Chrospher 100 RP 18 (250 x 4 mm,
dijametar stacionarne faze 5 um), detektor sa diodnim nizom povezan sa ESI-TOF (engl.
electrospray ionization-time of flight) masenim spektrometrom model 6210 (Agilent
Technologies). Mobilnu fazu su sacinjavali 0.2% rastvor mravlje kiseline u vodi (rastvor
A) i 100% acetonitril (rastvor B). Primenjen je slede¢i gradijent elucije: 0-5 min 10-20% B,
5-10 min 20% B, 10-20 min 20-30% B, 20-30 min 30-70% B, 30-35 min 70-100% B, 35-
40 min 70% B, 40-41 min 100-10% B, 41-45 min 10% B, pri brzini protoka od 1 ml/min.
Zapremina uzorka koji je injektiran na kolonu je bila 10 ul. Temperatura kolone je bila
25°C. Za detekciju efluenta korisc¢eni su detektor sa diodnim nizom (190-550 nm) i maseni
detektor (ESI) koji je radio u negativnom rezimu na atmosferskom pritisku; odnos mase (m)
I naelektrisanja jona u vakuumu (z) varirao je od 100 m/z do 2500 m/z, pri ¢emu Su
parametri ESI masenog spektrometra bili slede¢i: voltaza kapilare: 4000 V, temperatura
gasa: 350°C, pritisak rasprSivaca: 45 psig, voltaza fragmentora: 140 V. Za analizu dobijenih

podataka koris¢en je Mass Hunter Workstation program.

Nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija (NMR) je koris¢ena za dodatnu
strukturnu analizu komponenti ekstrakata primenom Varian Gemini 200 spektrometra.
Analizirani su *H NMR spektri komponenti ekstrakata koji su rastvarani u deuterisanom
hloroformu i deuterisanom dimetil sulfoksidu. Kao interni standard koriséen je

tetrametilsilan.
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3.3. Celijske linije

Potencijalno antitumorsko dejstvo pet ekstrakata izolovanih u vidu frakcija iz endemicne
biljne vrste Helichrysum zivojinii Cernjavski et Soska ispitivano je na slede¢im humanim
malignim c¢elijskim linijama: HelLa (adenokarcinom cerviksa), Fem-x (melanom), K562
(mijeloidna  leukemija), MDA-MB-361 (adenokarcinom dojke), MDA-MB-231
(adenokarcinom dojke), kao i na humanim transformisanim endotelijalnim ¢elijama
umbilikalne vene EA.hy926. Fem-x c¢elijska linija je dobijena od profesora dr Nikole
Vujanovica sa Univerziteta u Pitsburgu (Pitsburg, Sjedinjene Americke Drzave). Sve ostale
pomenute celijske linije su nabavljene od ustanove American Type Culture Collection

(Manasas, VA, Sjedinjene Americke Drzave).

HelLa, Fem-x, MDA-MB-361, MDA-MB-231 1 EA.hy926 adherentne ¢elijske linije su
odrzavane u kulturi u vidu monosloja u kompletnom hranljivom medijumu, dok je K562
¢elijska linija odrzavana u kulturi u suspenziji. Kompletni hranljivi medijum predstavlja
RPMI 1640, pH 7.2, u koji se dodaje 10% serum fetalnog goveceta (FBS, engl. fetal bovine
serum), termicki inaktivisan tokom 30 minuta na 56°C, L-glutamin (3 mM), streptomicin
(100 pg/ml), penicilin (100 1U/ml) i HEPES (25 mM). Vazno je napomenuti da je jedino za
odrzavanje kulture EA.hy926 celija koris¢en umesto RPMI 1640, DMEM hranljivi
medijum sa visokim nivoom glukoze (4.5 g/l) i natrijum piruvatom. Celijske kulture su
gajene u inkubatoru na temperaturi od 37°C, u atmosferi vazduha obogac¢enim 5% CO; i

zasi¢enim vodenom parom.

Reagensi za odrzavanje celijskih kultura: RPMI 1640, DMEM, FBS, L-glutamin i
HEPES su proizvodi kompanije PAA (Pasching, Austrija). Antibiotici koji su dodavani u

medijum su nabavljeni od kompanije Galenika a.d. (Beograd, Srbija).
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3.4. Izolacija mononuklearnih ¢elija periferne krvi

Mononuklearne ¢elije periferne krvi (PBMC) su izolovane iz heparinizovane periferne
krvi zdravih dobrovoljnih davalaca centrifugiranjem u gradijentu gustine pomocu
medijuma za separaciju (Lymphoprep™, Nycomed, Oslo, Norveska). Medijum za
separaciju PBMC - Lymphoprep™ sadrzi polisaharide i natrijum diatrizoat i formira
gradijent gustine od 1.077 + 0.001 g/ml. Periferna krv sa heparinom se centrifugira 10 min
na 2000 rpm. Zatim se plazma i interfaza koja sadrzi leukocite (engl. buffy coat) aspiriraju i
prebace na medijum za separaciju, odnosno Lymphoprep™ u epruveti i uzorak se
centrifugira 35 min na 2000 rpm. Nakon centrifugiranja u epruveti se mogu uociti tri faze.
Gornja faza predstavlja plazmu. U srediSnjoj fazi ispod plazme se nalaze mononuklearne
¢elije periferne krvi (limfociti i monociti), dok se na dnu nalaze eritrociti i granulociti.
Izolovane PBMC se zatim isperu tri puta u Hemacelu (vodeni rastvor u kome se nalaze 145
mM Na*, 5.1 mM K*, 6.2 mM Ca?*, 145 mM CI", 35 g/l zelatinoznih polimera, pH 7.4).
Zatim se odlije Hemacel i celijski talog se resuspenduje u kompletnom hranljivom
medijumu RPMI 1640 sa 10% FBS-om.

Eticki komitet Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije je odobrio protokol istrazivanja
citotoksi¢nog dejstva ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na humane imunokompetentne
PBMC. Oba zdrava dobrovoljna davaoca krvi koja su ucestvovala u istrazivanju potpisala

su Informisani pristanak.
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3.5. In vitro ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata

3.5.1. Tretman ¢elijskih linija

HeLa (2,000 ¢elija/100 pl po sudi¢u), Fem-x (2,000 ¢elija/100 pl po sudi¢u), MDA-MB-
361 (10,000 celija/100 pl po sudicu), MDA-MB-231 (5,000 ¢elija/100 pl po sudicu) i
EA.hy926 ¢elije (3,000 Celija/100 pl po sudic¢u) su zasejane u sudic¢e mikrotitar ploca sa 96
sudi¢a. Nakon inkubacije od 20 h tokom koje dolazi do adhezije ¢elija, u odgovarajuce
sudi¢e plejtova dodato je po 50 pl rastvora ispitivanih ekstrakata (pet razliCitih finalnih
koncentracija). K562 ¢elije (5,000 celija/100 pl po sudi¢u) koje rastu u suspenziji Su
zasejane 2 h pre dodavanja rastvora ekstrakata. U kontrolnim uzorcima cCelije su rasle samo
u prisustvu hranljivog medijuma (dodato po 50 pl medijuma). Celijske suspenzije
odgovarajuce gustine, kao i rastvori testiranih ekstrakata razli¢itih finalnih koncentracija su
pripremani u kompletnom hranljivom medijumu RPMI 1640 bez fenol crvenog i sa 10%
FBS-om.

Finalne koncentracije rastvora pet ispitivanih ekstrakata pripremljenih od Stokova

rastvora koncentracije 5 mg/ml u dimetil sulfoksidu iznosile su za sledec¢e ekstrakte:
- heksanski i dihlormetanski ekstrakt: 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml i
100 pg/ml (za sve ispitivane Celijske linije);

- etil-acetatni i n-butanolski ekstrakt: 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml i
100 pg/ml (za HeLa, Fem-X, K562 i MDA-MB-361 ¢elije), odnosno 12.5 pug/ml, 25
pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml i 200 pg/ml (za MDA-MB-231 1 EA.hy926 ¢elije);

- metanolski ekstrakt: 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml i 150 pg/ml ili 200
ug/ml (za sve ispitivane Celijske linije).
Nakon dodavanja rastvora ispitivanih biljnih ekstrakata ¢elije su inkubirane naredna 72 h.

Tretman ciljnih ¢elija cisplatinom, poznatim citostatikom, sluzio je u analizama kao

pozitivni kontrolni eksperiment.
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Svaki eksperiment je izveden u triplikatu. Uradena su minimum tri do Cetiri nezavisna

eksperimenta.

3.5.2. Tretman PBMC

Zdrave imunokompetentne PBMC (150,000 celija/100 ul po sudi¢u) su zasejane u
sudi¢e mikrotitar plo¢a sa 96 sudica u hranljivom medijumu ili hranljivom medijumu koji
sadrzi mitogen fitohemaglutinin (PHA) ¢ija je finalna koncentracija 5 pug/ml). Nakon 2 h
inkubacije, dodato je po 50 pul rastvora ispitivanih ekstrakata (pet razli¢itih finalnih
koncentracija), dok je u sudi¢e kontrolnih uzoraka ¢elija dodat samo hranljivi medijum.
Suspenzije PBMC odgovaraju¢e gustine, kao i rastvori testiranih ekstrakata razli¢itih
finalnih koncentracija su pripremani u kompletnom hranljivom medijumu RPMI 1640 bez

fenol crvenog i sa 10% FBS-om.

Finalne koncentracije rastvora ispitivanih ekstrakata pripremljenih od Stokova rastvora
koncentracije 5 mg/ml u dimetil sulfoksidu iznosile su: 12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml,
100 pug/ml 1 200 pg/ml za svaki od pet testiranih ekstrakata.

Nakon dodavanja rastvora ispitivanih biljnih ekstrakata PBMC su inkubirane naredna 72 h.

Tretman humanih PBMC cisplatinom sluzio je u analizama kao pozitivni kontrolni

eksperiment.
Svaki eksperiment je izveden u triplikatu. Uradena su dva nezavisna eksperimenta.

PHA je nabavljen od proizvodaca INEP (Beograd, Srbija).
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3.5.3. Odredivanje prezivljavanja Celija

Citotoksi¢na aktivnost odredenog agensa moze biti direktna, Sto znaci da dolazi do
indukcije celijske smrti — apoptoze i/ili nekroze, i indirektna, kada agens indukuje
reproduktivnu Celijsku smrt, pri ¢emu Celije ostaju zive, ali dolazi do inhibicije ¢elijskog
rasta i proliferacije (antiproliferativna aktivnost). Direktna citotoksi¢na aktivnost se
odreduje na osnovu broja mrtvih ¢elija ili smanjene celijske vijabilnosti. Parametar C[%]
predstavlja razliku izmedu broja ¢elija na pocetku eksperimenta (No) i broja ¢elija na kraju
eksperimenta (N) podeljen sa No i pomnozen sa 100, C[%]=(No-N)x100/No. Celijska
vijabilnost, V[%], predstavlja odnos Zivih ¢elija i ukupnog broja ¢elija pomnozen sa 100.
Antiproliferativna aktivnost jedinjenja moze se determinisati posredstvom inhibicije
¢elijskog rasta; parametar 1Gsg definiSe se kao koncentracija agensa koja inhibira éelijski
rast za 50%. Direktna 1 indirektna citotoksi¢nost agensa se odreduju na osnovu ¢elijskog
prezivljavanja, S[%], (S — engl. survival) koje predstavlja odnos broja zivih ¢elija prisutnih
nakon dejstva agensa i broja zivih ¢elija u kontrolnom ¢elijskom uzorku, pomnozen sa 100.
Mera citotoksi¢ne aktivnosti agensa je parametar 1Cso koji se definiSe kao koncentracija

agensa koja inhibira prezivljavanje ciljnih ¢elija za 50%.

Prezivljavanje ciljnih ¢elija odredivano je MTT Kolorimetrijskim testom, kojim se
odreduje ¢elijsko prezivljavanje na osnovu koli¢ine redukovanog kolorimetrijskog reagensa
u metabolicki aktivnim celijama. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum
bromid) je Zuta tetrazolijumska so koja se u zivim, biohemijski aktivnim ¢elijama redukuje
do formazana, nerastvornog kristala ljubicaste boje. Dodavanjem deterdZzenta SDS-a (engl.
sodium dodecyl sulphate) dolazi do rastvaranja formazana i stvara se obojeni rastvor Kkoji
ima maksimum apsorpcije na 570 nm. Koli¢ina rastvorenog formazana direktno je
proporcionalna broju zivih celija. Postupak za odredivanje prezivljavanja ciljnih ¢elija
MTT kolorimetrijskom testom razvio je Mosmann [106], a zatim su Ohno i Abe

modifikovali proceduru [107].
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Rastvor MTT kolorimetrijskog reagensa napravljen je u PBS-u (engl. phosphate buffered

saline) pri koncentraciji od 5 mg/ml.

Nakon inkubacije ciljnih ¢elija u prisustvu testiranih biljnih ekstrakata u trajanju od 72
h, u uzorke sa ¢elijama 1 odgovarajuc¢e blankove uzoraka mikrotitar ploca sa 96 sudica
dodato je po 10 ul MTT reagensa. Uzorci su inkubirani 4 h na 37°C, a potom je u uzorke
dodato po 100 pul 10% SDS-a. Plo¢e su inkubirane tokom no¢i, a zatim je narednog dana
ocitavana apsorbanca na talasnoj duzini od 570 nm na ¢itatu Multiskan EX Thermo
Labsystems. MTT i SDS su proizvodi kompanije Sigma Aldrich (Sent Luis, Misuri,

Sjedinjene Americke Drzave).

Da bi se dobilo ¢elijsko prezivljavanje S[%] apsorbanca uzorka ¢elija (Au), koje su rasle
u prisustvu biljnih ekstrakata razli¢itih koncentracija, podeli se sa apsorbancom kontrolnog
uzorka celija (Ak), koje su rasle samo u prisustvu hranljivog medijuma, i pomnoZzi sa 100.
Treba imati u vidu da se apsorbanca blanka uvek oduzima od apsorbance odgovarajuceg

¢elijskog uzorka.
Dakle, ¢elijsko prezivljavanje je odredivano na osnovu formule:

S[%]=(Au/AK)x100
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3.6. Morfoloska analiza tipa ¢elijske smrti

Tip Celijske smrti (apoptoza i/ili nekroza) koju indukuju testirani ekstrakti biljke
Helichrysum zivojinii pri visim koncentracijama je definisan na osnovu analize morfoloskih
promena na tretiranim HeLa ¢elijama primenom fluorescentnog mikroskopa. Kao reagens

za vizualizaciju tih promena kori$¢ena je smesa akridin oranza i etidijum bromida.

HeLa ¢elije (100,000) su zasejane na pokrovna mikroskopska stakla u 2 ml kompletnog
hranljivog medijuma u petri Soljama. Nakon inkubacije od 20 h, ¢elijama je uklonjen
medijum. Ciljne HeLa c¢elije su zatim tretirane rastvorima ispitivanih ekstrakata u
kompletnom hranljivom medijumu, dok je ¢elijama u kontrolnom uzorku dodat svez
kompletni hranljivi medijum. Finalne koncentracije ekstrakata su odgovarale koncentraciji
ICy koja je odredena za svaki od pet ispitivanih ekstrakata tokom njihovog kontinualnog
dejstva u periodu od 72 h (ICq, predstavlja koncentraciju testiranog ekstrakta koja inhibira
prezivljavanje ciljnih ¢elija za 90%). Nakon inkubacije od 24 h, ciljne ¢elije kontrolnog
uzorka, kao i celije tretirane ekstraktima, su bojene smeSom boja (18 pl) akridin
oranz/etidijum bromid (finalna koncentracija 3 pg/ml akridin oranza u PBS-u i 10 pg/ml
etidijum bromida u PBS-u), i njihove morfoloske karakteristike su analizirane na
fluorescentnom mikroskopu korisé¢enjem fluorescein izotiocijanat filter seta, a zatim su

ciljne ¢elije 1 fotografisane.

Akridin oranZ je katjonska fluorescentna boja koja emituje zelenu fluorescenciju kada
intereaguje sa dvolancanim molekulom DNK, dok emituje crvenu fluorescenciju kada se
veze za jednolancani molekul DNK ili RNK. Obzirom da je permeabilan za ¢elije, akridin
oranz ulazi i u zive celije, kao i u celije u apoptozi ili nekrozi. Etidijum bromid je
fluorescentna boja koja se interkalacijom veze za dvolancani molekul DNK, i fluorescira
narandzasto. Moze da ude samo u mrtve celije koje su izgubile integritet plazma

membrane.
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Akridin oranz moze da ude u ¢eliju koja se nalazi u ranoj fazi apoptoze, i nukleus se boji
zeleno. U ¢eliju u kasnoj fazi apoptoze koja je izgubila integritet plazma membrane, ulaze i
akridin oranz i etidijum bromid, i nukleus postaje narandZasto-crvene boje. Celije koje nisu
usle u apoptozu, imaju uniforman nukleus zelene boje sa neSto intenzivnije obojenim
nukleolusima. Celije u ranoj fazi apoptoze odlikuje kondenzacija hromatina i promena
oblika nukleusa, da bi zatim doSlo i do fragmentacije nukleusa i nastanka protruzija na
¢elijskoj membrani. Dolazi do daljeg skupljanja ¢elije, formiranja ispupcenja i mehurova —
(engl. blebs) i na kraju nastaju apoptotska tela u kojima se nalaze celijske organele i
fragmenti jedra. Morfoloske karakteristike ¢elije u nekrozi su: vakuolizacija citoplazme,
bubrenje mitohondrija i endoplazmati¢nog retikuluma, piknoza jedra, zatim dolazi do
pojave oste¢enja na celijskoj membrani i do oslobadanja celijskog sadrzaja. Nekrotske
¢elije u okviru uzorka koji se boji smeSom akridin oranz/etidijum bromid karakterisSe dobro
oCuvani nukleus narandzaste boje. Tek u kasnijim fazama nekroze dolazi do njegove

dezintegracije.
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3.7. Analiza faza éelijskog ciklusa

Dejstvo testiranih ekstrakata na promenu u distribuciji ciljnih HeLa ¢elija u pojedinim

fazama celijskog ciklusa ispitano je analizom na proto¢nom citometru [108].

HelLa ¢elije su zasejane u 2 ml kompletnog hranljivog medijuma u sudic¢e ploce sa 6
sudi¢a. Gustine HeLa celija u odgovarajuéim uzorcima bile su specificne za odredeno
vreme inkubacije kao i za primenjenu koncentraciju testiranih ekstrakata. Nakon inkubacije
od 20 h, uklonjen je medijum. U kontrolne uzorke HeLa ¢elija dodat je svez kompletni
hranljivi medijum, dok su u ostale ¢elijske uzorke dodati rastvori testiranih ekstrakata u
kompletnom hranljivom medijumu. Finalne koncentracije ekstrakata su odgovarale
koncentracijama ICsp i I1Cgg koje su odredene za svaki od pet ispitivanih ekstrakata tokom
njihovog kontinualnog dejstva u periodu od 72 h. Dejstvo ekstrakata na HeLa celije pri
primenjenoj koncentraciji od ICsy analizirano je nakon 24, 48 i 72 h inkubacije, dok je

dejstvo ekstrakata pri koncentraciji od 1Cqo analizirano nakon 24 h i 48 h.
Gustine HeLa ¢elija bile su sledece:

- inkubacija od 24 h: kontrolni uzorak — 150,000 ¢elija; uzorak tretiran ekstraktom pri
koncentraciji ICsp - 180,000 ¢elija; uzorak tretiran ekstraktom pri koncentraciji 1Cqo
— 210,000 ¢elija,

- inkubacija od 48 h: kontrolni uzorak — 100,000 ¢elija; uzorak tretiran ekstraktom pri
koncentraciji ICsp - 140,000 ¢elija; uzorak tretiran ekstraktom pri koncentraciji 1Cqo
— 180,000 ¢elija,

- inkubacija od 72 h: kontrolni uzorak — 50,000 ¢elija; uzorak tretiran ekstraktom pri

koncentraciji 1Csp - 100,000 celija.

Nakon odgovaraju¢eg vremena inkubacije, kontrolni 1 tretirani uzorci HelLa cCelija su
sakupljeni tripsinizacijom i isprani jednom u PBS-u. Nakon toga u uzorke c¢elija u
epruvetama za citometar je dodato 200 ul hladnog PBS-a na ledu. Odmah zatim pazljivo
(kap po kap) je dodato 2 ml hladnog 70% etanola pri vorteksovanju. Epruvete sa fiksiranim
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¢elijskim uzorcima su ¢uvane na -20°C minimum nedelju dana. Zatim su uzorci HeLa ¢elija
isprani PBS-om kako bi se uklonili ostaci etanola. Uzorci su potom inkubirani u 500 ul
rastvora PBS-a koji sadrzi ribonukleazu A (finalna koncentracija 200 pg/ml) i propidijum
jodid (finalna koncentracija 20 pg/ml) 30 min na 37°C. Propidijum jodid je fluorescentna
boja koja se veze za molekul DNK interkalacijom. Posto propidijum jodid moZe da se veze
1 za molekule RNK, pri analizi faza celijskog ciklusa vazno je tretirati uzorke
ribonukleazom A kako bi se degradovala RNK. Ribonukleaza A i propidijum jodid bili su
proizvod kompanije Sigma Aldrich.

Pripremljeni Celijski uzorci su nakon inkubacije analizirani na FACSCalibur proto¢nom
citometru (BD Biosciences, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave), podeSenim tako da detektuje
10,000 dogadaja. Intenzitet fluorescencije propidijum jodida, koji je ekscitovan na 488 nm
argon-jonskim laserom detektovan je na FL2 kanalu. Dobijeni podaci su analizirani uz
pomo¢ CELLQuest softvera (BD Biosciences). Odnosno, na osnovu dobijenih DNK
histograma (broj dogadaja u odnosu na FL2-A (engl. FL2-area)) odredivan je procenat
ciljnih HeLa ¢elija u subGl, G1, S i G2/M fazi ¢elijskog ciklusa. Prate¢i plot FL2-A u
odnosu na FL2-W (engl. FL2 width) je omogucio da analiza DNK sadrzaja celija ukljuci
samo pojedinacne ¢elije, odnosno omogucio je da se iz analize iskljuce Celijski agregati i

¢elijski debris.
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3.8. Odredivanje ciljnih kaspaza

Identifikacija ciljnih kaspaza preko kojih ispitivani ekstrakti biljke Helichrysum zivojinii
indukuju apoptozu ciljnith HeLa c¢elija vrSena je odredivanjem procenta HelLa celija u
subG1 fazi celijskog ciklusa nakon dejstva ekstrakata u trajanju od 24 h, a koje su

pretretirane specifi¢énim inhibitorima kaspaza analizom na proto¢nom citometru.
U eksperimentima su koris¢eni sledeci specifi¢ni inhibitori kaspaza:
- Z-DEVD-FMK (Z-D(OMe)-E(OMe)-V-D(OMe)-FMK) — inhibitor kaspaze-3,
- Z-IETD-FMK (Z-1-E(OMe)-T-D(OMe)-FMK) — inhibitor kaspaze-8,
- Z-LEHD-FMK (Z-L-E(OMe)-H-D(OMe)-FMK) — inhibitor kaspaze-9.

Fluorometil keton derivatizovani peptidi: Z-DEVD-FMK, Z-IETD-FMK i Z-LEHD-
FMK su ireverzibilni, ¢elijski permeabilni specifi¢ni inhibitori odgovarajucih kaspaza, koji
ne ispoljavaju citotoksi¢no dejstvo na tretirane celije. Vezivanjem za aktivno mesto
specificne kaspaze, svaki od pomenutih sintetickih peptida efikasno inhibira aktivnost
kaspaznih proteaza i na taj nacin se sprecava indukcija apoptoze u ciljnim ¢elijama.
Pokazano je da uspeSno inhibiraju indukciju apoptoze u brojnim malignim ¢elijskim
linijjama, kao i u normalnim c¢elijama [109-111]. Specifi¢ni inhibitori kaspaza koji su
koriSc¢eni u ispitivanju nabavljeni su od kompanije R&D Systems (Mineapolis, Sjedinjene
Americke Drzave). Rastvaranjem inhibitora u DMSO-u neposredno pred analizu,

pripremljeni su Stokovi rastvora koncentracije 10 mM, koji su ¢uvani na -20°C.

HeLa celije su zasejane u 2 ml kompletnog hranljivog medijuma u sudice plo¢e sa 6
sudic¢a. Za svaki od pet ispitivanih ekstrakata, postavljena su po Cetiri uzorka HeLa ¢elija
(Jedan referentni uzorak koji je tretiran samo rastvorom ekstrakta i po tri uzorka koji su
preinkubirani odgovaraju¢im specificnim inhibitorima kaspaza). Nakon inkubacije od 20 h,
¢elijama je uklonjem medijum. Kontrolnom uzorku HeLa ¢elija je dodato 1.5 ml
kompletnog hranljivog medijuma. Referentnim uzorcima HeLa ¢elija dodato je 1.5 ml

kompletnog hranljivog medijuma, dok je u preostale uzorke dodato po 1.5 ml hranljivog
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medijuma koji sadrZi odgovarajuci inhibitor kaspaze (Z-DEVD-FMK, Z-IETD-FMK ili Z-
LEHD-FMK) tako da je finalna koncentracija inhibitora u 2 ml medijuma iznosila 40 uM.
Uzorci su zatim inkubirani 2 h. Nakon toga je u uzorke HeLa c¢elija dodato po 0.5 ml
medijuma sa odgovaraju¢im ekstraktom, tako da finalna koncentracija u 2 ml odgovara
koncentraciji 1Cgg koja je odredena nakon kontinualnog dejstva ekstrakata u trajanju od 72
h. U kontrolni uzorak HeLa c¢elija dodat je samo hranljivi medijum. Nakon inkubacije u
trajanju od 24 h, uzorci ciljnih HeLa ¢elija su fotografisani, sakupljeni tripsinizacijom,
isprani u PBS-u i fiksirani u 70% hladnom etanolu. Posle minimum nedelju dana ¢uvanja
na -20°C, ¢elijski uzorci su bojeni propidijum jodidom. Odnosno, uzorci HeLa ¢elija su
isprani PBS-om, potom su inkubirani u 500 ul rastvora PBS-a koji sadrZi ribonukleazu A
(finalna koncentracija 200 pg/ml) i propidijum jodid (finalna koncentracija 20 pg/ml) 30
min na 37°C. Analizom na proto¢nom citometru odredivan je procenat HeLa ¢elija u subG1

fazi za svaki od postavljenih uzoraka celija.
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3.9. lIspitivanje uticaja ekstrakata na migraciju delija — in vitro

"'scratch'"esej

In vitro "scratch” esej je kori$c¢en za ispitivanje uticaja pet ekstrakata biljke Helichrysum
zivojinii na migraciju epitelijalnih MDA-MB-231 ¢elija i endotelijalnih EA.hy926 ¢elija.
Esej u izvesnoj meri oponasa migraciju ¢elija u in vivo uslovima i poznat je pod imenom
"wound healing” esej [112]. Naime, uo¢eno je da prilikom odstranjivanja dela endotela
krvnih sudova dolazi do aktivacije migracije endotelijalnih ¢elija ka regionu gde je nastala

povreda s ciljem da se zatvori novostvorena "rana”.

MDA-MB-231 (80,000 ¢elija/0.6 ml po sudi¢u) i EA.hy926 ¢elije (60,000 ¢elija/0.6 ml
po sudi¢u) su zasejane u sudiée ploée sa 24 sudi¢a. Celije su zatim inkubirane 20 h u
kompletnom hranljivom medijumu kako bi se formirao konfluentni monosloj adherentnih
¢elija. Potom je sterilnim zutim nastavkom za pipetu (p200) zagreban gusti monosloj ciljnih
¢elija ¢ime je formirana prava centralna linija u okviru monosloja. Pomenuta linija treba da
ima istu Sirinu celom duzinom. Uzorci ¢elija su potom blago isprani toplim hranljivim
medijumom, kako bi se uklonile ¢elije koje su se tom prilikom odlepile od donje povrsine
sudica za koju su bile adherirane, i kako bi ivice linije postale potpuno ravne i ujednacene.
U uzorke ciljnih ¢elija dodato je po 0.6 ml rastvora ispitivanih biljnih ekstrakata u
kompletnom hranljivom medijumu. U kontrolne uzorke ¢elija dodato je 0.6 ml kompletnog
hranljivog medijuma. Primenjene koncentracije testiranih ekstrakata pri kojima nisu

ispoljavali toksi¢no dejstvo na ciljne ¢elije bile su:
- heksanski i dihlormetanski ekstrakt: 6.25 1 12.5 pg/ml,
- etil-acetatni ekstrakt: 12.5 i 25 pg/ml,
- n-butanolski i metanolski ekstrakt: 25 i 50 pg/ml.

Odgovarajuce ciljne centralne prave linije u okviru konfluentnog ¢elijskog monosloja

fotografisane su neposredno po formiranju (0 h), kao i nakon 24 h i 48 h inkubacije.
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3.10. Test invazivnosti (*'invasion assay"")

Efekat ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na invazivnost humanih metastatskih
¢elija adenokarcinoma dojke MDA-MB-231 je ispitan testom invazivnosti [113,114], u
kojem su koriéeni "BD BioCoat™ Matrigel™" inserti (BD354480, BD Biosciences).
Pomenuti inserti imaju na svojoj donjoj povrSini mikroporoznu membranu (dijametar pore
je 8 um), koja je prekrivena tankim slojem matrigela (smeSa proteina ekstracelijskog

matriksa koja ima svojstva bazalne membrane).

MDA-MB-231 ¢elije su neposredno pred eksperiment izgladnjivane 4 h u hranljivom
medijumu RPMI 1640 sa 0.4% FBS-om. U meduvremenu u inserte sa matrigelom i
odgovarajuce sudice ploce sa 24 sudi¢a dodato je po 0.5 ml RPMI hranljivog medijuma bez
FBS-a i tokom 2 h vrSena je rehidratacija u inkubatoru na 37°C. Nakon inkubacije,
neposredno pre dodavanja medijuma i celijskih suspenzija, uklonjen je medijum za
rehidrataciju. U donje sudice ploce-sistema sa 24 sudi¢a dodato je po 0.75 ml kompletnog
hranljivog medijuma RPMI 1640 sa 10% FBS-om, koji sluzi kao hemoatraktant. Suspenzije
MDA-MB-231 ¢elija (50,000 ¢elija/250 ul RPMI hranljivog medijuma sa 0.4% FBS-om)
sipane su u gornje sudi¢e sistema, odnosno inserte sa matrigelom. Zatim je u kontrolni
uzorak MDA-MB-231 ¢elija u gornjem sudicu, tj. insertu dodato 0.25 ml hranljivog
medijuma (RPMI 1640 sa 0.4% FBS-om), dok je u ostale ¢elijske uzorke dodato po 0.25 ml
rastvora testiranih ekstrakata u pomenutom hranljivom medijumu. Primenjene netoksi¢ne
koncentracije ispitivanih ekstrakata kojima su ¢elije bile izloZene u gornjem sudi¢u u 0.5 ml

medijuma (RPMI 1640 sa 0.4% FBS-om), bile su sledeée za svaki ekstrakt:
- heksanski i dihlormetanski ekstrakt: 6.25 1 12.5 pg/ml,
- etil-acetatni ekstrakt: 12.5 i 25 pg/ml,
- n-butanolski i metanolski ekstrakt: 25 i 50 pg/ml.

Veoma je znacajno da se istakne da komponente ekstrakta tokom inkubacije mogu da
difunduju u hranljivi medijum u donjem sudi¢u (0.75 ml), tako da su finalne koncentracije

rastvora ekstrakata kojima su ¢elije bile izloZene zapravo dodatno razblazene dva i po puta.
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Koncentracije ekstrakata kojima su celije tretirane, odabrane su na osnovu rezultata MTT
testa nakon 48 h i 72 h inkubacije, kao i posmatranjem morfologije ciljnih ¢elija pod

invertnim fazno-kontrastnim mikroskopom.

Nakon 48 h inkubacije, MDA-MB-231 ¢elije koje nisu uspele da produ kroz
mikroporoznu membranu, uklonjene su sa gornje povrSine membrane u okviru inserta
blagim trljanjem Stapi¢cem umotanim u vatu, koja je bila natopljena hranljivim medijumom.
U odgovarajué¢im insertima koji su se nalazili u sudi¢ima ploce sa 24 sudica, ciljne MDA-
MB-231 ¢elije koje su uspele da razgrade matrigel, i tako produ kroz mikropore membrane,
bile su adherirane za njenu donju povrsinu. Inserti su potom prebaceni u sudi¢e nove ploce
sa 24 sudica, u koje je prethodno sipano po 0.5 ml rastvora (0.05% tripsin/0.02% EDTA u
PBS-u koji sadrzi kalcein acetoksimetilestar finalne koncentracije 4 uM). Kalcein
acetoksimetilestar je nefluorescentno jedinjenje koje je permeabilno za ¢elijsku membranu.
Kada ude u c¢eliju, intracelijske esteraze ga hidrolizuju do fluorescentnog anjona kalceina.
Pomenuta boja je u testu invazivnosti kori$¢ena za fluorescentnu detekciju vijabilnih ciljnih
MDA-MB-231 ¢elija. Nakon premeStanja inserata, oni su inkubirani 1 h na temperaturi od
37°C, u atmosferi vazduha obogaéenim 5% CO; i zasi¢enim vodenom parom. Suspenzije
obojenih ciljnih ¢elija su potom prebacene u duplikatu (2x0.25 ml) u sudi¢e mikrotitar
ploce sa 96 sudi¢a. Apsorbanca uzoraka celija je zatim ocitavana na Citacu Fluoroskan
Ascent ThermoLabsystems (talasna duzina ekstinkcije - 485 nm, talasna duzina emisije-
538 nm).
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3.11. In vitro esej angiogeneze — ""endothelial cell tube formation™ esej

Mogué¢i uticaj ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na inhibiciju angiogeneze
EA.hy926 ¢elija je ispitivan na osnovu analize morfoloSkih promena ciljnih ¢elija, odnosno
njihove sposobnosti da na sloju matrigela formiraju tubularne strukture nalik na mreze -
"endothelial cell tube formation” esej ili in vitro esej angiogeneze [115]. EA.hy926
endotelijalna Celijska linija je uspostavljena hibridizacijom primarnih humanih celija
umbilikalne vene i tioguanin-rezistentnog klona humanih ¢elija karcinoma pluca A549
[116]. Zapazeno je da kada EA.hy926 celije rastu na povrsini matriksnog matrigela mogu
da se izduzuju, reorganizuju, medusobno povezuju i formiraju tubularne strukture nalik na
kapilare, odnosno mreze. Daljim umrezavanjem mogu da formiraju i serije poligonalnih
struktura koje imaju zid sacinjen od dva do tri sloja ¢elija. Pomenute strukture nazivaju se
kompleksne mreZe [115]. U eseju je koris¢en "BD Matrigel™ Basement Membrane
Matrix" (BD 356234). Matriksni matrigel predstavlja preparat solubilizovane bazalne
membrane koji je izolovan iz EHS (engl. Engelbreth-Holm-Swarm) misjeg sarkoma,
tumora u kojem su bogato zastupljeni proteini ekstracelijskog matriksa. SadrZi niz proteina
ckstracelijskog matriksa, poput laminina, kolagena tipa 1V, heparan sulfat proteoglikana i
entaktina/nidogena, kao i razliCite faktore rasta (TGF-B, EGF, FGF, IGF i tPA).

Za svaki eksperiment, matriksni matrigel, koji se ¢uva na -20°C, je otapan na +4°C na
ledu tokom noci. Tokom noci na +4°C ohladeni su i plo¢a sa 24 sudica i nastavci za pipete.
U sudi¢e ploce sa 24 sudic¢a, koja se nalazila na plo¢i sa ledom, dodato je po 200 ul
ohladenog matriksnog matrigela. Rad na hladnom treba da spre¢i nastanak gela. Nakon
toga, plo¢a je inkubirana 2 h na temperaturi od 37°C, u atmosferi vazduha obogac¢enim 5%
CO; i zasi¢enim vodenom parom. Tokom inkubacije na donjoj povrSini sudi¢a formira se
sloj matrigela u vidu ¢vrstog gela. U sudi¢e je potom dodata suspenzija EA.hy926 ¢elija u
kompletnom hranljivom medijumu DMEM sa 10% FBS-om (40,000 celija/400 pl). U
kontrolni uzorak c¢elija je dodato 200 ul kompletnog hranljivog medijuma, dok je u

preostale uzorke dodato 200 pl rastvora ispitivanih biljnih ekstrakata.
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Primenjene finalne koncentracije testiranih ekstrakata pri kojima nisu ispoljavali

toksicno dejstvo na ciljne ¢elije bile su:
- heksanski i dihlormetanski ekstrakt: 12.5 pg/ml,
- etil-acetatni ekstrakt: 25 pg/ml,
- n-butanolski i metanolski ekstrakt: 50 pg/ml.

Uzorci EA.hy926 c¢elija su inkubirani 20 h. Tokom inkubacije EA.hy926 ¢elije su

periodi¢no analizirane pod mikroskopom. Nakon inkubacije, ciljne ¢elije su i fotografisane.
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4. Rezultati

4.1. Hemijska analiza ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii

Rezultati NMR spektroskopske analize su pokazali da su heksanski (1) i dihlormetanski
ekstrakt (2) imali vrlo slican 'H NMR spektar, pri ¢emu su komponente ekstrakata bile
rastvorene u deuterisanom hloroformu. Signali oba pomenuta ekstrakta u *H NMR spektru
ukazali su da se radi o kompleksnim smeS$ama jedinjenja, u kojima preovladuju relativno
nepolarna jedinjenja (region & 0.8-2.2). LC-DAD analiza otkrila je prisustvo flavonoida
molekularne formule CigH160; (344) u heksanskom ekstraktu, dok je u dihlormetanskom
ekstraktu uoceno prisustvo flavanona naringenina i flavona apigenina. Tri jedinjenja koja su
bila prisutna u oba ekstrakta su predstavljena u Tabeli 4.1.; prikazane su i njihove
pretpostavljene molekularne formule, kao i izmerene m/z vrednosti dobijene ESI-TOF
masenom spektrometrijom koje odgovaraju identifikovanim jonima. LC-DAD analiza
pokazala je 1 da pomenuta jedinjenja nisu imala mo¢ apsorpcije u UV spektru, Sto ukazuje

na prisustvo struktura bez hromofora.

Etil-acetatni ekstrakt (3) i n-butanolski ekstrakt (4), rastvoreni u deuterisanom dimetil
sulfoksidu, pokazali su u *H NMR spektru priblizno identi¢ne grupe signala u slede¢im
regionima: & 12.5-13.9 (hidroksi protoni), 4 5.9-8.1 (protoni na aromati¢cnom prstenu koji je
supstituisan jednom hidroksilnom grupom ili sa viSe hidroksilnih grupa), i & 4.7-5.5 (grupa
protona koji odgovaraju Seéernoj jedinici). 'H NMR spektar metanolskog ekstrakta (5), koji
je bio rastvoren u deuterisanom dimetil sulfoksidu, je podse¢ao na spektre etil-acetatnog i
n-butanolskog ekstrakta na osnovu prisustva signala u regionu & 5.9-8.1 (aromatiéni
protoni), kao i na osnovu detektovanog signala u regionu & 13.9 (hidroksi proton).
Medutim, *H NMR spektar metanolskog ekstrakta se razlikovao u odnosu na spektre etil-
acetatnog i n-butanolskog ekstrakta na osnovu prisustva signala u regionu 6 4.7-5.5, koji

odgovaraju protonima Secernih jedinica. LC-DAD analiza i analiza ESI-TOF masenom
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spektrometrijom tri polarnija ekstrakta (ekstrakti 3, 4 i 5) ukazala je na prisustvo vrlo
sli¢nih konstituenata u svakom od njih. Pored hlorogenske kiseline, detektovani su aglikoni
flavonoida i flavonoid O-glikozidi. Detektovano je prisustvo sledec¢ih O-glikozida: glukozid
(ili galaktozid) kvercetina, glukozid apigenina, glukozid kemferola (ili luteolina), kao i jo$
jedan glukozid kemferola (ili luteolina ili 6-hidroksiapigenina). Pokazano je i prusustvo
aglikona flavonoida - apigenina i naringenina. Ftalna kiselina je nadena u

dihlormetanskom, etil-acetatnom, n-butanolskom i metanolskom ekstraktu.

Tabela 4.1. Komponente ekstrakata izolovanih u vidu frakcija iz Helichrysum zivojinii

Jedinjenja Ekstrakti

Heksanski CH,Cl, EtOAc BuOH MeOH

) ) ©) (4) )
- +

1. CgHeO4 (166) ftalna kiselina + + +

2. CxnHy01, (464) - _ + + +
O—glc ili O—gal kvercetina

3. C25H24012 (516) - - + + ++ 2
hlorogenske kiseline

4, C21H20011(448) - - + 442 +
O—glc apigenina

5. Ca1H20010(432) - - + + +
O-glc kemferola ili luteolina

6. CxnH20011(448) - _ + + +

O—glc apigenina
7. C19H30014 ||| C26H2609 (482)
8. C15H1005 (286) - - + + +
O-glc kemferola, luteolina ili 6-
hidroksiapigenina

+
+
|
|
|

9. C21H2409 ili C14H28014 (420) + + - - -

10. CysH1205(272) - + + + +
naringenin

11. CyHy0g9 ili C15H30014 (434) + + - - -

12. Ci5H100s5 (270) - + ++2 + +
apigenin

13. CyH1504 (334) + - - - -

14. C13H1607 (344) + - - - -

& — najzastupljenija komponenta u odredenom ekstraktu
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4.2. In vitro citotoksi¢na aktivnost ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii

Citotoksi¢na aktivnost pet ekstrakata izolovanih u vidu frakcija iz endemicne biljne vrste
Helichrysum zivojinii Cernjavski et Soska je ispitana na sledeéim humanim malignim
¢elijskim linijama: HelLa (adenokarcinom cerviksa), Fem-x (melanom), K562 (mijeloidna
leukemija), MDA-MB-361 (adenokarcinom dojke), MDA-MB-231 (adenokarcinom dojke),
kao i na EA.hy926 ¢elijama (transformisane humane endotelijalne ¢elije umbilikalne vene).
Svi testirani ekstrakti su ispoljili selektivno dozno-zavisno citotoksi¢no dejstvo prema
malignim ¢elijskim linijama, kao i prema endotelijalnim EA.hy926 c¢elijama (Slika 4.1.,
Tabela 4.2.). Pad u prezivljavanju ciljnih ¢elija koje su tretirane ispitivanim ekstraktima

predstavljen je na Slici 4.1.

Heksanski ekstrakt (1) i dihlormetanski ekstrakt (2) su ispoljili najviSu citotoksi¢nu
aktivnost prema malignim ¢elijskim linijama i prema EA.hy926 c¢elijama. Etil-acetatni
ekstrakt (3) i n-butanolski ekstrakt (4) ispoljili su manje izrazen citotoksi¢ni efekat na

testirane ¢elijske linije, dok je metanolski ekstrakt (5) pokazao najnizu citotoksicnost.

Ukoliko se posmatra osetljivost razli¢itih cCelijskih linijja na citotoksi¢no dejstvo
ispitivanih biljnih ekstrakata, od znacaja je da se istakne da su K562 celije mijeloidne
leukemije bile najosetljivije na citotoksi¢nost heksanskog ekstrakta (1) 1 etil-acetatnog
ekstrakta (3). Osetljivost humanih celija adenokarcinoma cerviksa HelLa, melanomskih
Fem-x celija i ¢elija adenokarcinoma dojke MDA-MB-231 je bila niza u slu¢aju pomenutih
ekstrakata. Humane c¢elije adenokarcinoma dojke MDA-MB-361 i humane transformisane
endotelijalne ¢elije umbilikalne vene EA.hy926 bile su najmanje osetljive na toksi¢no

dejstvo ispitivanih ekstrakata.
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Slika 4.1. (a) Zavisnost prezivljavanja HeLa celija od koncentracije ekstrakata

Helichrysum zivojinii, odredena MTT testom nakon 72 h inkubacije.
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Slika 4.1. (b) Zavisnost prezivljavanja Fem-x celija od koncentracije ekstrakata biljke

Helichrysum zivojinii, odredena MTT testom nakon 72 h inkubacije.
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Slika 4.1. (c) Zavisnost prezivljavanja K562 celija od koncentracije ekstrakata biljke
Helichrysum zivojinii, odredena MTT testom nakon 72 h inkubacije.
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Slika 4.1. (d) Zavisnost prezivljavanja MDA-MB-361 celija od koncentracije ekstrakata
biljke Helichrysum zivojinii, odredena MTT testom nakon 72 h inkubacije.
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Slika 4.1. (e) Zavisnost prezivljavanja MDA-MB-231 ¢elija od koncentracije ekstrakata

biljke Helichrysum zivojinii, odredena MTT testom nakon 72 h inkubacije.
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Slika 4.1. (f) Zavisnost prezivljavanja EA.hy926 celija od koncentracije ekstrakata biljke

Helichrysum zivojinii, odredena MTT testom nakon 72 h inkubacije.
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Tabela 4.2. Koncentracije ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii koje su inhibirale ¢elijsko

prezivljavanje za 50%

HelLa Fem-x K562 MDA-MB-361 MDA-MB-231 EA.hy926
Ekstrakt 1 2463+412 28.85+549 11.78+0.94 81.74 £6.27 21.99+271 67.39+£3.21
1Cso [ng/ml]
Ekstrakt 2 20.11+449 2364+141 2382+6.54 81.74%13.31 3052+7.21 62.55+ 7.61
1Cso [ng/ml]
Ekstrakt 3 37.98+233 47.04+479 2752+496  79.93*13.49 88.81 £6.51 111.29 £19.45
1Cso [pg/ml]
Ekstrakt 4 56.70£6.05 74.84+755 5037+3.28 69.96+11.70 133.92 £7.02 164.11 £ 9.07
1Cso [pg/ml]
Ekstrakt 5 84.68+10.39 77.29+6.55 74.88%7.57 94.92 £6.85 181.07 £ 0.53 ~200
1Cso [ng/ml]
Cisplatina 560+141 502+059 535%0.70 28.23+5.04 28.40 £ 2.57 10.96 + 2.16
1Cso [uM]

Napomena: vrednosti ICsy u tabeli su predstavljene kao XavtSD odredene na osnovu

eksperimenta

tri nezavisna

Citotoksi¢no dejstvo pet ekstrakata izolovanih iz biljke Helichrysum zivojinii ispitano je

i na humanim zdravim imunokompetentnim mononuklearnim c¢elijama periferne krvi

(PBMC), i to na nestimulisanim PBMC i PBMC koje su bile stimulisane da proliferisu

mitogenom fitohemaglutininom (PHA). Rezultati analiza na PBMC predstavljeni su na
Slici 4.2., kao i u Tabeli 4.3.
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Slika 4.2. (a) Zavisnost prezivljavanja PBMC od koncentracije

Helichrysum zivojinii, odredena MTT testom nakon 72 h inkubacije.
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Slika 4.2. (b) Zavisnost prezivljavanja mitogenom stimulisanih PBMC od koncentracije

ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii, odredena MTT testom nakon 72 h inkubacije.
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Tabela 4.3. Koncentracije ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii koje su inhibirale

prezivljavanje PBMC za 50%

PBMC PBMC+PHA
Ekstrakt 1 1Cs, [pg/ml] 131.59 £ 9.93 99.07 + 8.02
Ekstrakt 2 1Cs, [ng/ml] 81.74 + 0.50 67.65 + 11.37
Ekstrakt 3 1Cs; [pg/ml] 74.82 +6.51 61.86 + 5.53
Ekstrakt 4 1Cs; [pg/ml] 185.17 92.20+£9.01
Ekstrakt 5 1Cs; [pg/ml] >200 128.12 + 35.46
Cisplatina ICs, [uM] >33.34 >33.34

Napomena: vrednosti I1Csg U tabeli su predstavljene kao Xav+SD odredene na osnovu

dva nezavisna eksperimenta

Tabela 4.4. Selektivnost u antitumorskom dejstvu ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii

Koeficijent selektivnosti  1C5,PBMC/ 1C5,PBMC+PHA/ 1C5,PBMC/ 1C5,PBMC+PHA/

u antitumorskom ICsp HelLa ICsp HelLa 1Cs50 K562 1Cs50 K562
dejstvu
Ekstrakt 1 5.34 4.02 11.17 8.41
Ekstrakt 2 4.06 3.36 3.43 2.84
Ekstrakt 3 1.97 1.63 2.78 2.25
Ekstrakt 4 3.27 1.63 3.68 1.83
Ekstrakt 5 >2.36 151 2.67 171

Ispitivanje citotoksi¢nosti ekstrakata prema normalnim PBMC pokazalo je da su svi
testirani ekstrakti ispoljili znacajno nize citotoksi¢no dejstvo na nestimulisane PBMC u
odnosu na PBMC, koje su bile stimulisane fitohemaglutininom da proliferiSu.
Dihlormetanski (2) i etil-acetatni ekstrakt (3) su ostvarili izraZeniji citotoksi¢ni efekat na
PBMC u odnosu na efekat preostala tri ekstrakta. S ciljem dalje procene antitumorskog
potencijala ekstrakata, odredena je 1 selektivnost u antitumorskom dejstvu prema
specificnom malignom c¢elijskom tipu u odnosu na zdrave PBMC (Tabela 4.4.). Najvisu
selektivnost u antitumorskom dejstvu pokazao je heksanski ekstrakt (1), posebno u odnosu
na K562 celije. Dihlormetanski ekstrakt (2) takode je pokazao dobru selektivnost u

antitumorskom dejstvu.
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4.3. Morfoloska analiza tipa ¢elijske smrti

Kako bi se ispitalo da li ekstrakti biljke Helichrysum zivojinii ispoljavaju proapoptotski
efekat, definisan je tip cCelijske smrti koju indukuju ekstrakti u ciljnim HeLa ¢elijama, na
osnovu analize morfoloskih karakteristika ¢elija obojenih smeSom akridin oranz/etidijum

bromid fluorescentnom mikroskopijom.

kontrola ekstrakt 1

ekstrakt 2 ekstrakt 3

ekstrakt 4 ekstrakt 5

Slika 4.3. Fotomikrografije HeLa celija obojenih smeSom boja akridin oranz/etidijum

bromid nakon 24 h dejstva ekstrakata
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Morfoloska analiza je pokazala da su svi testirani ekstrakti primenjeni pri koncentraciji
ICyo indukovali apoptozu u HeLa ¢elijama nakon dejstva u trajanju od 24 h (Slika 4.3.)
Zapazene su tipicne morfoloske karakteristike apoptoze, kao $to su skupljanje celija,
kondenzacija nukleusa, fragmentacija nukleusa; uocene su i narandzasto-crveno obojene
¢elije u kasnoj fazi apoptoze ili sekundarne nekroze (uocCeno u celijama izlozenim
heksanskom ekstraktu (1)), kao i apoptotska tela. Time je potvrdeno da se citotoksi¢nost

ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii zasniva na izrazenom proapoptotskom efektu.

4.4. Analiza promena u distribuciji faza ¢elijskog ciklusa

S ciljem razumevanja mehanizama citotoksi¢nog dejstva ekstrakata biljke Helichrysum
zivojinii, analizirana je distribucija malignih HeLa celija u pojedinim fazama ¢elijskog
ciklusa nakon dejstva ekstrakata (Slika 4.4.). Rezultati ovog ispitivanja su pokazali da su
svi testirani ekstrakti primenjeni pri koncentraciji 1Csy doveli do vremenski-zavisnog
povecéanja procenta Ciljnih HeLa celija u subGl fazi ¢elijskog ciklusa. Ve¢ nakon 24 h
dejstva svi ispitivani biljni ekstrakti primenjeni pri koncentraciji 1Cq doveli su do
znacajnog povecanja procenta ciljnih HeLa ¢elija u subGl fazi ¢elijskog ciklusa u odnosu
na procenat kontrolnog uzorka HeLa celija u subG1 fazi. Zapazeno je da su biljni ekstrakti
pri koncentraciji I1Csp indukovali blagu akumulaciju HeLa ¢elija u S fazi Celijskog ciklusa
nakon 72 h dejstva. Znacajno je napomenuti da analiza uticaja ekstrakata pri koncentraciji
IC9 na promenu u distribuciji faza Celijskog ciklusa nakon 72 h nije radena, jer je
prethodno uoceno da je pri visim koncentracijama ekstrakata nakon tog vremenskog

intervala u uzorcima c¢elija prisutan jako mali broj vijabilnih ¢elija.
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Slika 4.4. (a) Uticaj ekstrakata pri koncentraciji ICso na distribuciju HeLa celija u

odredenim fazama ¢elijskog ciklusa nakon 24 h (K-kontrolni uzorak, 1-5-odgovaraju¢i ekstrakti)
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Slika 4.4. (b) Uticaj ekstrakata pri koncentraciji 1Cyy na distribuciju HeLa celija u

odredenim fazama c¢elijskog ciklusa nakon 24 h (K-kontrolni uzorak, 1-5-odgovarajuéi ekstrakti)

57



48 h 1Cs,

60-

1 subGl
50+ 1 Gl
40- S

S 1 i EE G2/M
8 30- I
e
2 20+
ol I |
oL

K 1 2 3 4 5

Slika 4.4. (c) Uticaj ekstrakata pri koncentraciji ICsp na distribuciju HeLa celija u

odredenim fazama c¢elijskog ciklusa nakon 48 h (K-kontrolni uzorak, 1-5-odgovarajuéi ekstrakti)
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Slika 4.4. (d) Uticaj ekstrakata pri koncentraciji 1Cyy na distribuciju HeLa celija u

odredenim fazama c¢elijskog ciklusa nakon 48 h (K-kontrolni uzorak, 1-5-odgovarajuéi ekstrakti)
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Slika 4.4. (e) Uticaj ekstrakata pri koncentraciji 1Csp na distribuciju HelLa celija u

odredenim fazama c¢elijskog ciklusa nakon 72 h (K-kontrolni uzorak, 1-5-odgovarajuéi ekstrakti)
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4.5. Odredivanje ciljnih kaspaza

Obzirom da je pokazano da ekstrakti endemic¢ne biljne vrste Helichrysum zivojinii
ispoljavaju proapoptotsko dejstvo prema HeLa Celijama, od znacaja je bilo da se rasvetli
signalni put kojim indukuju apoptozu u HeLa celijama pri visSim koncentracijama

odredivanjem ciljnih kaspaza.

Za svaki od pet ispitivanih ekstrakata uo¢eno je da je prisustvo specifi¢nog inhibitora
kaspaze-3 (Z-DEVD-FMK), odnosno specifi¢nog inhibitora kaspaze-8 (Z-IETD-FMK) ili
specificnog inhibitora kaspaze-9 (Z-LEHD-FMK) u uzorku Hela celija koji je tretiran
odgovaraju¢im ekstraktom, dovelo do izrazitog smanjenja procenta apoptotskih HeLa ¢elija
u subG1fazi u odnosu na procenat ¢elija u subG1 fazi u tretiranom uzorku Hela ¢elija koji
nije bio pretretiran odgovaraju¢im inhibitorom (Slika 4.5.). Efekat inhibitora kaspaze-3 na
morfologiju HeLa ¢elija koje su bile izloZene dejstvu testiranih ekstrakata predstavljen je na
Slici 4.6.
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Slika 4.5. (a) Efekat specifi¢nih inhibitora kaspaza na procenat HeLa ¢elija u subGl fazi

nakon 24 h dejstva heksanskog ekstrakta (1) pri koncentraciji 1Cgqo
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Slika 4.5. (b) Efekat specifi¢nih inhibitora kaspaza na procenat HeLa ¢elija u subGl fazi

nakon 24 h dejstva dihlormetanskog ekstrakta (2) pri koncentraciji 1Cqo
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Slika 4.5. (c) Efekat specifi¢nih inhibitora kaspaza na procenat HeLa ¢elija u subG1 fazi
nakon 24 h dejstva etil-acetatnog ekstrakta (3) pri koncentraciji 1Cqo
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Slika 4.5. (d) Efekat specifi¢nih inhibitora kaspaza na procenat HeLa ¢elija u subGl1 fazi

nakon 24 h dejstva n-butanolskog ekstrakta (4) pri koncentraciji 1Cqo
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Slika 4.5. (e) Efekat specifi¢nih inhibitora kaspaza na procenat HeLa celija u subGl1 fazi

nakon 24 h dejstva metanolskog ekstrakta (5) pri koncentraciji 1Cqy

62



Slika 4.6. Efekat pretretmana HeLa ¢elija inhibitorom kaspaze-3 (Z-DEVD-FMK)
(A - kontrola; B — ekstrakt 1, C — ekstrakt 1+Z-DEVD-FMK; D — ekstrakt 2, E — ekstrakt 2+Z-DEVD-FMK;

F — ekstrakt 3, G — ekstrakt 3+Z-DEVD-FMK; H — ekstrakt 4, | — ekstrakt 4+Z-DEVD-FMK; J — ekstrakt 5, K
— ekstrakt 5+Z-DEVD-FMK)

63



4.6. Efekat ekstrakata na migraciju cCelija

Primenom in vitro "scratch™ eseja, poznatog i kao "wound healing™ esej, ispitan je uticaj
pet ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na migraciju humanih ¢elija adenokarcinoma
dojke MDA-MB-231 i humanih transformisanih endotelijalnih ¢elija umbilikalne vene
EA.hy926. Efekat ekstrakata na migraciju MDA-MB-231 ¢elija je predstavljen na Slici 4.7.
Moze se uociti da su heksanski ekstrakt (1) pri koncentraciji 12.5 pg/ml, etil-acetatni
ekstrakt (3) pri koncentraciji 25 pg/ml i n-butanolski ekstrakt (4) pri koncentraciji 50 pg/mi
znaCajno inhibirali migraciju ciljnih MDA-MB-231 ¢elija. Dodatno, dihlormetanski
ekstrakt (2) pri koncentraciji 12.5 pg/ml i metanolski ekstrakt (5) pri koncentraciji 50 pg/ml
su ispoljili slab inhibitorni efekat na migraciju MDA-MB-231 c¢elija. Nize testirane

koncentracije biljnih ekstrakata nisu pokazale inhibitorno dejstvo na migraciju ovih ¢elija.

Na Slici 4.8. jasno se moze uociti da su svi ekstrakti ispoljili inhibitorno dejstvo na
migraciju EA.hy926 c¢elija. Najizrazeniji inhibitorni efekat na migraciju EA.hy926 ¢elija
pokazali su heksanski ekstrakt (1) pri koncentraciji 12.5 pg/ml i n-butanolski ekstrakt (4)
pri koncentraciji 50 pg/ml. Etil-acetatni ekstrakt (3) pri koncentraciji 25 pg/ml i metanolski
ekstrakt (5) pri koncentraciji 50 pg/ml takode su ostvarili znacajnu inhibiciju migracije
ciljnih EA.hy926 ¢elija. U poredenju sa dejstvom pomenuta Cetiri ekstrakta, dihlormetanski
ekstrakt (2) pri koncentraciji 12.5 pg/ml je pokazao najslabije inhibitorno dejstvo na
migraciju EA.hy926 c¢elija. Znacajno je i spomenuti da dihlormetanski ekstrakt pri
dvostruko nizoj testiranoj koncentraciji nije pokazao inhibitorno dejstvo na celijsku
migraciju. Dok su ostali testirani ekstrakti pri nizoj primenjenoj koncentraciji ostvarili

slabiji inhibitorni efekat na migraciju EA.hy926 ¢elija.
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Slika 4.7. Efekat ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na migraciju MDA-MB-231 ¢elija

(ekstrakti 1,2: ¢=12.5 pug/ml; ekstrakt 3: ¢=25 pug/ml; ekstrakti 4 i 5: ¢=50 pg/ml)
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Slika 4.8. Efekat ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na migraciju EA.hy926 celija
(ekstrakti 1,2: ¢=12.5 pug/ml; ekstrakt 3: ¢=25 pug/ml; ekstrakti 4 i 5: ¢=50 pg/ml)
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4.7. Efekat ekstrakata na invazivnost

Mogu¢i antimetastatski potencijal ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii pri niskim
netoksi¢nim koncentracijama je ispitan na MDA-MB-231 ¢elijama. Rezultati testa
invazivnosti su pokazali da su heksanski ekstrakt (1) i dihlormetanski ekstrakt (2) pri
koncentraciji od 12.5 pg/ml (odnosno pri finalnoj koncentraciji od 5 pg/ml), koja je
netoksi¢na, redukovali invazivnost MDA-MB-231 ¢elija za 29% (1) 1 21% (2) u odnosu na
invazivnost c¢elija u kontrolnom uzorku (Slika 4.9.). Etil-acetatni ekstrakt (3) pri
netoksi¢noj koncentraciji od 25 pg/ml (odnosno pri finalnoj koncentraciji od 10 pg/ml), je
smanjio invazivnost MDA-MB-231 ¢elija za samo 9% u odnosu na kontrolni uzorak. S
druge strane, n-butanolski ekstrakt (4) i metanolski ekstrakt (5) primenjeni pri netoksi¢noj
koncentraciji od 50 pg/ml (odnosno pri finalnoj koncentraciji od 20 pg/ml) nisu pokazali
inhibitorni efekat na invazivni potencijal MDA-MB-231 ¢elija.

MDA-MB-231
120-

100+

invazivnost ¢elija[ %]
(2]
o
[ ]

40-

20-
0 1 1 1 ]
K 3 4 5

Slika 4.9. Efekat ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na invazivni potencijal
MDA-MB-231 ¢elija
(K-kontrolni uzorak, 1-5-odgovarajuci ekstrakti; ekstrakti 1,2: c=5 pg/ml; ekstrakt 3: c=10 pg/ml; ekstrakti 4
i 5: ¢=20 pg/ml)
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4.8. Efekat ekstrakata na angiogenezu

Antiangiogenetska svojstva pet ekstrakata izolovanih u vidu frakcija iz endemiéne biljne
vrste Helichrysum zivojinii su ispitana na EA.hy926 c¢elijama primenom "endothelial cell

tube formation™ eseja, poznatog i kao in vitro esej angiogeneze.

Reprezentativne fotomikrografije nakon 24 h inkubacije EA.hy926 ¢elija u kontrolnom
uzorku, kao i EA.hy926 ¢elija koje su bile izloZene testiranim ekstraktima primenjenim pri

niskim netoksi¢nim koncentracijama prikazane su na Slici 4.10.

Heksanski ekstrakt (1) primenjen pri koncentraciji od 12.5 pg/ml je pokazao izrazenu
antiangiogenetsku aktivnost. Naime, u uzorku EA.hy926 ¢elija koje su tretirane pomenutim
ekstraktom je zapaZen znatno manji broj raSirenih i medusobno povezanih celija, kao i
manji broj tubularnih i poligonalnih struktura u odnosu na uzorak EA.hy926 ¢elija koje su
rasle samo u prisustvu kompletnog hranljivog medijuma. Od znacaja je da se istakne da su
dihlormetanski ekstrakt (2) pri netoksi¢noj koncentraciji od 12.5 ug/ml, etil-acetatni
ekstrakt (3) pri netoksi¢noj koncentraciji od 25 pg/ml, kao i n-butanolski ekstrakt (4) i
metanolski ekstrakt (5) pri netoksi¢noj koncentraciji od 50 pg/ml ispoljili blago inhibitorno

dejstvo na in vitro angiogenezu EA.hy926 ¢elija.
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Slika 4.10. Efekat ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na angiogenezu EA.hy926 ¢elija
(ekstrakti 1,2: ¢=12.5 pg/ml; ekstrakt 3: ¢=25 pg/ml; ekstrakti 4 i 5: ¢=50 pg/ml)
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5. Diskusija

Jedan od osnovnih ciljeva u savremenoj eksperimentalnoj onkologiji je pronalazenje
novih efikasnijih antitumorskih agenasa, koji ¢e moc¢i uspesno da sprece rast i dalju
progresiju malignih tumora, zahvaljujuci selektivnom dejstvu na ciljne molekule onkogenih
signalnih puteva koji kontroliSu osnovna svojstva malignih ¢elija: odrzavanje proliferativne
signalizacije, neosetljivost na supresore rasta, izbegavanje celijske smrti, replikativnu
imortalizaciju, stimulisanje angiogeneze, aktivaciju invazivnosti i metastaziranja,
reprogramiranje energetskog metabolizma i izbegavanje antitumorskog imunskog
odgovora. Vazno je da se istakne da znacajnu ulogu u supresiji kancera mogu da imaju i
agensi koji ispoljavaju selektivno antiinflamatorno dejstvo. Kljuéni znacaj u identifikaciji i
razvoju novih kancer-hemiopreventivnih i kancer-terapeutskih agenasa ima 1 njihova
selektivnost u antitumorskom dejstvu prema malignim ¢elijama u odnosu na zdrave
netransformisane ¢elije, a posebno u odnosu na normalne, netransformisane celije koje
imaju visoku stopu proliferacije, kao $to su progenitorske celije krvne loze i progenitorske
¢elije intestinalnih epitelijalnih ¢elija.

Mnostvo sekundarnih metabolita biljaka, a posebno bioaktivna fenolna jedinjenja,
nalaze se poslednjih godina u centru paZnje istraZzivanja u oblasti razvoja novih
antikancerskih agenasa. Moguci kancer-supresivni znacaj biljnih fenolnih jedinjenja ogleda
se u njihovom antioksidativnom i antiinflamatornom dejstvu, antiproliferativnom i
proapoptotskom dejstvu, kao i na antiangiogenetskom i antimetastatskom efektu. Svojstvo
biljnih jedinjenja da ispoljavaju dejstvo na viSe ciljnih molekula deregulisanih signalnih
puteva u malignim c¢elijama, odnosno da istovremeno deluju inhibitorno na nekoliko
osobenosti maligno transformisanih ¢elija, je od posebne vaznosti za potencijalnu primenu

biljnih jedinjenja u hemioprevenciji i/ili terapiji kancera.

Literaturni podaci ukazuju da bi biljne vrste iz roda Helichrysum mogle da predstavljaju
znaajan izvor jedinjenja sa potencijalnim antitumorskim dejstvom [92-105]. Naime,

uoceno je da fenolni antioksidansi ovih biljaka mogu da inhibiraju DNK topoizomerazu I,
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p38 MAP kinazu, NF-xB transkripcioni faktor, ciklooksigenazu i lipooksigenazu, kao i
oslobadanje proinflamatornih citokina. Pokazano je da ekstrakti nekih biljnih vrsta roda

Helichrysum ispoljavaju antioksidativnu, antiinflamatornu i citotoksi¢nu aktivnost.

Predstavljeno istrazivanje u okviru doktorske disertacije dovelo je do potpuno novih
saznanja u literaturi o intenzitetu i mehanizmima antitumorskog dejstva pet ekstrakata koji
su izolovani u vidu frakcija iz endemiéne biljne vrste Helichrysum zivojinii Cernjavski et
Soska.

Ispitivani ekstrakti biljke Helicrysum zivojinii (heksanski (1), dihlormetanski (2), etil-
acetatni (3), n-butanolski (4) i metanolski ekstrakt (5)), ostvarili su selektivnhu dozno-
zavisnu citotoksi¢nu aktivnost prema ciljnim malignim celijskim linijjama, kao i prema
zdravim imunokompetentnim PBMC koje su bile stimulisane da proliferiSu, dok je njihova
citotoksi¢na aktivnost bila manje izrazena prema nestimulisanim PBMC. NajviSu
citotoksi¢nu aktivnost prema testiranim malignim ¢elijskim linijama ispoljili su heksanski
(1) i dihlormetanski (2) ekstrakt. Znac¢ajno je da se napomene da su K562 ¢elije mijeloidne
leukemije bile znacajno osetljivije na citotoksicno dejstvo heksanskog ekstrakta (1) u
odnosu na ostale ispitivane celijske linije. Heksanski (1) i dihlormetanski ekstrakt (2) su
pokazali najizraZzeniji citotoksi¢ni efekat na HeLa, Fem-x, K562 i MDA-MB-231 ¢elije.
Citotoksi¢no dejstvo pomenutih ekstrakata na EA.hy926 celije bilo je gotovo dvostruko ili
trostruko nize, dok su najnizu aktivnost ispoljili prema MDA-MB-361 ¢elijama (sa
priblizno cetvorostruko nizim intenzitetom dejstva u odnosu na HelLa, Fem-x i K562
¢elije). Citotoksi¢nost etil-acetatnog ekstrakta(3) prema specifi¢cnim malignim ¢elijskim
linijama je bila niza u odnosu na heksanski (1) 1 dihlormetanski ekstrakt (2). K562 ¢elije su
bile osetljivije od ostalih malignih ¢elijskih tipova na dejstvo ovog ekstrakta. HeLa i Fem-x
¢elije su bile manje osetljive na dejstvo pomenutog ekstrakta. Jo§S niza citotoksi¢na
aktivnost je ispoljena na ¢elijskim linijama adenokarcinoma dojke MDA-MB-361 i MDA-
MB-231, koje su ispoljile 1 vrlo sli¢nu osetljivost, §to nije bio slucaj za prva dva ekstrakta.
Najniza citotoksiéna aktivnost zapaZena je prema EA hy926 éelijama. Cetvrta dobijena
frakcija, odnosno n-butanolski ekstrakt (4) je pokazao znatno nizu citotoksi¢nu aktivnost u

odnosu na prethodne ekstrakte. NajizraZenije citotoksi¢no dejstvo ekstrakt je ostvario na
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HeLa i K562 ¢elijama. NeSto nizu citotoksi¢nost ekstrakt je ispoljio na Fem-x i MDA-MB-
361 celijama, koje su pokazale i vrlo sli¢nu osetljivost. Interesantno je da su MDA-MB-231
¢elije pokazale nizu osetljivost na toksi¢nost ovog ekstrakta u odnosu na MDA-MB-361
¢elije. Citotoksi¢no dejstvo n-butanolskog ekstrakta bilo je priblizno tri puta nize na
EA.hy926 ¢elijama u odnosu na HeLa i K562 celije. Metanolski ekstrakt (5) je ostvario
najslabije citotoksi¢no dejstvo u odnosu na ostale frakcije. HeLa, Fem-x i K562 ¢elije su
pokazale sli¢nu osetljivost na citotoksi¢nost pomenutog ekstrakta. Neznatno nizu osetljivost
ispoljile su MDA-MB-361 ¢elije. Intenzitet citotoksi¢nog dejstva ovog ekstrakta bio je dva
puta viSi prema MDA-MB-361 ¢elijama u odnosu na MDA-MB-231 ¢elje.

Zapazena selektivnost u antitumorskom dejstvu ekstrakata prema malignim celijskim
linijama poreklom od razlicitih tipova tumora mogla bi da se objasni dejstvom razlicitih
konstituenata ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na specifi¢éne ciljne molekule
onkogenih signalnih puteva koji regulisu celijski rast, proliferaciju i apoptozu. Znatno Vvisi
intenzitet citotoksi¢nog dejstva koji su ostvarili heksanski (1), dihlormetanski (2) i etil-
acetatni ekstrakt (3) prema HelLa, Fem-x i K562 c¢elijama, koje odlikuje visoka stopa
proliferacije, u odnosu na intenzitet citotoksi¢ne aktivnosti prema MDA-MB-361 ¢elijama,
koje odlikuje niza stopa proliferacije, mogao bi da ukaze da pomenuti ekstrakti ispoljavaju
selektivni antiproliferativni efekat posredstvom uticaja na intracelijske signalne kaskade

koje kontroliSu proliferaciju malignih ¢elija poreklom od razlic¢itih tipova tumora.

Izuzetno je vazno da se istakne da su svi ispitivani ekstrakti biljke Helichrysum zivojinii
ispoljili znatno visi intenzitet citotoksi¢ne aktivnosti prema HelLa, Fem-x 1 K562 ¢elijama u
odnosu na aktivnost prema normalnim PBMC, kako prema nestimulisanim tako i prema
PBMC koje su bile stimulisane da proliferisu. Svaki od pet biljnih ekstrakata, primenjen pri
koncentracijama koje su bile visoko citotoksicne za maligne celije, pokazao je nisku
toksi¢nost prema normalnim imunokompetentnim PBMC, koje imaju kljuénu ulogu u
odbrani imunskog sistema protiv malignih tumora. Dobra selektivnost u antitumorskom
dejstvu prema ciljnim specificnim malignim celijskim linijama u odnosu na zdrave
imunokompetentne PBMC ukazuje na znacajan antitumorski potencijal ekstrakata biljke

Helichrysum zivojinii, a posebno heksanskog (1) i dihlormetanskog ekstrakta (2).
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Heksanski ekstrakt (1) je pokazao izrazito visoku selektivnost u antitumorskom dejstvu
prema K562 c¢elijama mijeloidne leukemije u odnosu na nestimulisane i mitogenom
stimulisane PBMC. Znacajnu selektivnost u antitumorskom dejstvu pokazao je i prema
HelLa ¢elijama adenokarcinoma cerviksa u odnosu na zdrave PBMC. Medutim, vrednosti
koeficijenta selektivnosti u antitumorskom dejstvu su bile nesto nize u slu¢aju HeLa ¢elija,
u odnosu na K562 ¢elije. Visoku selektivnost u antitumorskom dejstvu prema HelLa i K562
¢elijama u odnosu na nestimulisane i stimulisane imunokompetentne PBMC ispoljio je i
dihlormetanski ekstrakt (2). Etil-acetatni ekstrakt (3) pokazao je dobru selektivnost u
dejstvu prema K562 celijama u odnosu na zdrave PBMC. Takode, n-butanolski (4) i
metanolski ekstrakt (5) su ispoljili znacajnu razliku u intenzitetu citotoksi¢nog dejstva
prema HeLa i K562 ¢elijama u odnosu na intenzitet dejstva prema PBMC koje nisu bile

stimulisane da proliferiSu.

Veoma je vazno da se istakne da su svi testirani biljni ekstrakti pokazali slabiji intenzitet
citotoksi¢ne aktivnosti prema nestimulisanim PBMC u odnosu na PBMC koje su bile
stilumisane fitohemaglutininom da proliferiSu. Ovaj podatak ukazuje da ekstrakti poseduju
svojstvo da inhibiraju proliferaciju PBMC koja je aktivirana mitogenom. Zapravo,
ispitivani ekstrakti bi mogli 1 da suprimiraju odredene imunske funkcije, a posebno
nespecifi¢nu stimulaciju antigenom. Dodatno, nizi citotoksi¢ni efekat na nestimulisane
PBMC u odnosu na mitogenom stimulisane PBMC, predstavlja joS jedan podatak koji
upucuje da bi specifiéne komponente signalnih puteva koji reguliSu proliferaciju Celija,
mogli biti ciljni molekuli preko kojih ekstrakti biljke Helichrysum zivojinii ostvaruju svoje

dejstvo.

Ispitivanje citotoksicnog dejstva ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii je pokazalo da
su heksanski (1), dihlormetanski (2) i etil-acetatni ekstrakt (3) pri nizim testiranim
koncentracijama stimulisali proliferaciju miruju¢ih PBMC. Efekat stimulacije proliferacije
PBMC je u skladu sa poznatim efektom veoma niskih doza X zrafenja na stimulaciju
proliferacije ozracCenih celija [117]. Zapazeni efekat tri pomenuta ekstrakta pri niskim
koncentracijama na PBMC, koje su klju¢ni ucesnici imunskog odgovora, ukazuje na

potencijalnu primenu ovih agenasa u stimulaciji imuniteta. Bilo bi zna¢ajno i da se ispita
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aktivnost tri pomenuta ekstrakta na specificne subpopulacije PBMC, kao i da se rasvetle
mogu¢i mehanizmi preko kojih ostvaruju stimulaciju proliferacije PBMC. Potencijalni
imunostimulatorni efekat heksanskog (1), dihlormetanskog (2) i etil-acetatnog ekstrakta (3)
pri niskim koncentracijama mogao bi da se objasni i modulacijom produkcije citokina u
limfocitima, ukljucujuéi IL-2, IFN-y, kao i IL-4 i IL-6. Pokazano je da fenolna jedinjenja
poput kvercetina, kemferola i apigenina mogu da ostvaruju imunoregulatorno dejstvo [118-
120]. Specifi¢no dejstvo ekstrakata na imunokompetentne PBMC moglo bi da se ostvaruje i
preko NF-«kB transkripcionog faktora.

Rezultati ispitivanja intenziteta citotoksi¢nog dejstva pet ekstrakata izolovanih u vidu
frakcija iz endemiéne biljne vrste Helichrysum zivojinii Cernjavski et Soska su u skladu sa
prethodno pokazanim antikancerskim dejstvom razlicitih ekstrakata biljaka koje pripadaju
rodu Helichrysum [99-104]. Analiza bioloSke aktivnosti ekstrakata pripremljenih od
cvetova Helichrysum plicatum [100], biljke sa kojom vrsta Helichrysum zivojinii deli neka
zajednicka svojstva, je pokazala da pomenuti biljni ekstrakti ispoljavaju citotoksi¢no
dejstvo prema HelLa ¢elijama adenokarcinoma cerviksa, pri ¢emu su se vrednosti parametra
ICso nalazile u opsegu od 41.9-42.1 ug/ml [100]. Heksanski (1) i dihlormetanski ekstrakt
(2) biljke Helichrysum zivojinii pokazali su znatno visi intenzitet citotoksi¢ne aktivnosti
prema ciljnim HeLa ¢elijama (ICso (heksanski ekstrakt): 24.63 ug/ml, ICsq (dihlormetanski
ekstrakt): 20.11 pg/ml) u odnosu na pomenute ekstrakte. Dok je citotoksi¢no dejstvo etil-
acetatnog ekstrakta (3) biljke Helichrysum zivojinii prema Hela celijama bilo slicnog
intenziteta (ICsp: 37.98 pg/ml). S druge strane, citotoksi¢nost dihlormetanskog (2) i etil-
acetatnog (3) ekstrakta vrste Helichrysum zivojinii bila je slicnog intenziteta prema K562
¢elijama (ICsq (dihlormetanski ekstrakt): 23.82 pg/ml, ICsq (etil-acetatni ekstrakt): 27.52
ug/ml) u odnosu na dejstvo etil-acetatnog ekstrakta Helichrysum plicatum (1Csp: 25.9
ug/ml) [100]. Medutim, heksanski ekstrakt (1) Helichrysum zivojinii je ostvario
citotoksi¢no dejstvo dvostruko viseg intenziteta prema K562 ¢elijama u odnosu na etil-
acetatni ekstrakt Helichrysum plicatum na ¢ije su citotoksi¢no dejstvo K562 celije bile
najosetljivije [100]. Razlike u intenzitetu citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata dobijenih u vidu

frakcija iz nadzemnih delova biljke Helichrysum zivojinii i ekstrakata dobijenih od cvetova
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srodne biljne vrste Helichrysum plicatum su uzrokovane razlikama u kvantitativnom i

kvalitativnom hemijskom sastavu pomenutih ekstrakata.

Pokazano je i antikancersko dejstvo ekstrakata niza biljnih vrsta roda Helichrysum koje
naseljavaju prostore Juzne Afrike [101,102]. Dihlormetanski ekstrakt dobijen od korena
biljke Helichrysum nudifolium Less. ostvario je izrazenu citotoksi¢nu aktivnost prema
humanim melanomskim ¢elijama UACC62, prema humanim MCF-7 ¢elijama
adenokarcinoma dojke, kao i prema TK-10 ¢elijama renalnog kancera [101]. Koncentracija
pri kojoj je ekstrakt ostvario totalnu inhibiciju rasta melanomskih ¢elija nakon 48 h dejstva
iznosila je 8.43 pg/ml, dok je u slu¢aju MCF-7 ¢elija ta koncentracija iznosila 14.43 pg/ml
[101]. In vitro ispitivanje dejstva ekstrakata juzno-afri¢kih vrsta biljaka roda Helichrysum
je pokazalo da su 33 od 35 ispitana ekstrakta razli¢itih vrsta ispoljila citotoksicno dejstvo
prema MCF-7 celijama adenokarcinoma dojke [102]. Citotoksi¢no dejstvo pomenutih
ckstrakata bilo je znaCajno niZze prema SF-268 celijama glioblastoma. Znacajno je
napomenuti da su ekstrakti sedam biljnih vrsta roda Helichrysum pokazali znacajno visi
intenzitet citotoksi¢nog dejstva prema MCF-7 ¢elijama adenokarcinoma dojke u odnosu na
intenzitet dejstva prema Grahamovim transformisanim humanim epitelijalnim celijama
bubrega (nemaligna celijska linija). Pomenuti ekstrakti pri koncentraciji od 100 pg/ml
nakon 48 h dejstva su redukovali rast ciljnih MCF-7 ¢elija na manje od 25% u odnosu na
kontrolni uzorak. Ekstrakti slede¢ih biljnih vrsta su pokazali znacajnu selektivnu
citotoksi¢nu aktivnost: Helichrysum callicomum Harv., Helichrysum felinum Less.,
Helichrysum herbaceum (Andr.) Sweet, Helichrysum kraussii Sch. Bip., Helichrysum
miconiifolium DC, Helichrysum odoratissimum (L.) Sweet, Helichrysum rosum (Berg.)
Less. cf. var. rosum. Medutim, podaci iz iste studije [102] ukazali su da su ekstrakti nekih
biljnih vrsta roda Helichrysum pokazali nespecifi¢nu citotoksi¢nost, a neki su ¢ak pokazali

viSu toksi¢nost prema nemalignim ¢elijama.

Kancer-supresivni efekat pokazao je i etanolski ekstrakt biljke Helichrysum
maracandicum, koja raste na podru¢ju Uzbekistana [104]. Zapazen je i viSi intenzitet
citotoksi¢nog dejstva ovog ekstrakta na SENCAR misje transformisane celije epitela koze

(SST) u odnosu na intenzitet dejstva na SENCAR misje transformisane tumorske celije
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(SST-T). Pomenuti ekstrakt je ve¢ nakon 24 h inhibirao prezivljavanje SST ¢elija za 50%
pri koncentraciji od 25 pg/ml, odnosno ciljnih SST-T ¢elija pri koncentraciji od 62 pg/ml.
In vivo ispitivanje njegovog antikancerskog dejstva na eksperimentalnim miSevima je
pokazalo da je primena pomenutog etanolskog ekstrakta dovela do smanjenja broja miSeva
koji su razvijali papilome. Izrazenu citotoksi¢nu aktivnost pokazalo je i etarsko ulje biljke
Helichrysum gymnocephalum [99]. Pri koncentraciji od 16 mg/l ovo etarsko ulje je
inhibiralo prezivljavanje ciljnin MCF-7 ¢elija adenokarcinoma dojke za 50% nakon 48 h
dejstva.

S druge strane, rezultati in vitro ispitivanja citogenetickog efekta na humanim
limfocitima metanolskih ekstrakata trinaest biljnih vrsta roda Helichrysum, koje su
karakteristi¢ne za tursku floru i koje se primenjuju u narodnoj medicini, ukazali su da
ekstrakti nekih biljnih vrsta pri viSim koncentracijama ispoljavaju genotoksi¢ni efekat
[121,122]. U jednoj studiji [121] je pokazano da su metanolski ekstrakti dve podvrste
Helichrysum armenium subsp. armenium i podvrste Helichrysum armenium subsp.
araxinum pri koncentraciji od 50 pg/ml i 100 pg/ml doveli do statisticki znacajnog
smanjenja mitotickog indeksa i replikacionog indeksa limfocita u odnosu na kontrolni
uzorak; dok su pri koncentraciji od 100 pg/ml doveli po poveéanja ucestalosti limfocita sa
mikronukleusima. Navedeni podaci ukazuju na genotoksi¢nost testiranih ekstrakata. Efekat
pomenutih ekstrakata je bio josS izrazeniji pri koncentracijama od 500 i 1000 ug/ml. Ista
studija je pokazala da su pri visokim koncentracijama od 500 i 1000 pg/ml metanolski
ekstrakti vrsta Helichrysum stoechas subsp. barrelieri, Helichrysum plicatum subsp.
plicatum, Helichrysum compactum i Helichrysum artvinense doveli do redukcije mitoti¢kog
i replikacionog indeksa limfocita, kao 1 do povecanja ucestalosti limfocita sa
mikronukleusima. Interesantno je zapazanje da su ekstrakti dve vrste Helichrysum
chasmolycicum i Helichrysum graveolens primenjeni pri koncentracijama od 50, 100, 500 i
1000 pg/ml uzrokovali poveéanje mitoti¢kog i replikacionog indeksa u kulturi humanih
limfocita. Podaci iz druge studije [122] takode su ukazali na in vitro genotoksi¢nost prema
humanim limfocitima metanolskih ekstrakata Helichrysum sanguineum i Helichrysum

noeanum ve¢ pri koncentraciji od 50 ug/ml, kao i ekstrakta Helichrysum pamphylicum pri
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koncentraciji od samo 10 pg/ml. U istoj studiji nije uoceno genotoksi¢no dejstvo ekstrakta
Helichrysum orientale ¢ak ni pri koncentraciji od 1000 ug/ml. Ovi podaci ukazuju da je
prilikom ispitivanja razliitih aspekata bioloskog dejstva biljnih ekstrakata, ukljucujuci i
potencijalno antikancersko dejstvo, neophodno ve¢ u prvim fazama istraZivanja ispitati
dejstvo agenasa na razli¢itim tipovima normalnih celijskih linija, kao 1 na zdravim
imunokompetentnim PBMC. Medutim, izuzetno je vazno da se za in vitro analize odaberu

koncentracije ekstrakata koje ¢e priblizno odgovarati fizioloskim koncentracijama.

lako postoje literaturni podaci o citotoksi¢noj aktivnosti ekstrakata biljaka roda
Helichrysum, malo je podataka 0 mehanizmima citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata
pomenutih biljnih vrsta, kao i 0 moguéem uticaju na druga osnovna svojstva malignih ¢elija
poput stimulacije angiogeneze, invazivnosti i metastaziranja. MorfoloSka analiza tipa
¢elijske smrti HeLa ¢elija adenokarcinoma cerviksa, kao i analiza distribucije HeLa ¢elija u
odredenim fazama celijskog ciklusa, pokazale su da su pet ekstrakata izolovanih u vidu
frakcija iz endemiéne biljne vrste Helichrysum zivojinii pri viS§im koncentracijama
indukovali apoptozu u ciljnim HeLa ¢elijama. S ciljem da se dodatno potvrdi proapoptotski
efekat testiranih ekstrakata, kao i da se identifikuju ciljne kaspaze preko kojih ekstrakti
aktiviraju apoptozu ciljnih ¢elija, primenjeni su specifi¢ni ireverzibilni peptidni inhibitori
kaspaza (Z-DEVD-FMK, Z-IETD-FMK, Z-LEHD-FMK). Znafajno smanjenje procenta
apoptotskih HeLa celija u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa koje su tretirane svakim od pet
testiranih ekstrakata u kombinaciji sa specificnim inhibitorom kaspaze u odnosu na
procenat ciljnih ¢elija u subG1 fazi koje su bile tretirane samo odgovaraju¢im ekstraktom,
ukazuje da je svaki od pet testiranih ekstrakata pri viSim koncentracijama indukovao
apoptozu aktivacijom kaspaze-3, osnovne efektorske kaspaze, kao i posredstvom aktivacije
kaspaze-8 i kaspaze-9. Dakle, konstituenti ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii su
indukovali apoptozu ciljnih HeLa celija preko unutraSnjeg puta aktivacije apoptoze
(posredstvom kaspaze-9), i spoljasnjeg puta aktivacije apoptoze (posredstvom kaspaze-8).
Treba imati u vidu da izmedu dva signalna puta aktivacije apoptoze postoji odredena veza,
tako da je moguce da aktivacijom jednog signalnog puta, dode i do nizvodne aktivacije

drugog signalnog puta.
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Zahvaljujuéi svojstvu da aktiviraju apoptotsku Celijsku smrt u malignim ¢elijama, kao i
selektivnosti u antitumorskom dejstvu prema ciljnim malignim ¢elijama u odnosu na zdrave
imunokompetentne PBMC, testirani ekstrakti endemicne biljke Helichrysum zivojinii
poseduju znacajan antitumorski potencijal. Vazno je da se istakne da bi upravo novi
antitumorski agensi koji indukuju apoptozu malignih ¢elija i time suprimiraju dalji rast
tumora mogli da imaju vrlo znac¢ajnu ulogu u klini¢kom tretmanu malignih oboljenja [123-
125].

Vazan korak u daljoj proceni antitumorskog potencijala ekstrakata endemiéne biljne
vrste Helichrysum zivojinii bio je i da se ispita da li testirani ekstrakti ostvaruju inhibitorno
dejstvo na migraciju Celija, invazivnost i angiogenezu, odnosno da li poseduju svojstvo da
dodatnim mehanizmima suprimiraju rast i dalju progresiju malignih tumora. lako do sada
nije bilo poznato u savremenoj literaturi da li ekstrakti biljnih vrsta roda Helichrysum mogu
da ispoljavaju antiinvazivno i antiangiogenetsko dejstvo, saznanja da mnoga biljna fenolna
jedinjenja mogu da moduliSu vise komponenti onkogenih signalnih puteva i da tako ostvare
ciljano dejstvo na vise razli¢itih svojstava maligno transformisane ¢elije, su predstavljala

osnovno polaziSte za dalja ispitivanja.

Analiza uticaja ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii na migraciju i invazivnost
humanih MDA-MB-231 ¢elija adenokarcinoma dojke je pokazala da je heksanski ekstrakt
(1) primenjen pri niskoj netoksi¢noj koncentraciji ispoljio najizraZenije supresivno dejstvo
na migraciju, kao i na invazivni potencijal ciljnih ¢elija redukujuéi invazivnost tretiranih
¢elija za 29% u odnosu na kontrolni uzorak. Dihlormetanski ekstrakt (2) pri niskoj
netoksi¢noj koncentraciji je ostvario znacajan inhibitorni efekat na invazivni potencijal
MDA-MB-231 ¢elija, pri ¢emu je doveo do smanjenja invazije ciljnih Celija za 21% u
odnosu na invazivnost ¢elija u kontrolnom uzorku. Medutim, pomenuti ekstrakt je pokazao
slabo inhibitorno dejstvo na migraciju ciljnih MDA-MB-231 ¢elija. lako je etil-acetatni
ekstrakt (3) znacajno suprimirao migraciju ciljnih MDA-MB-231 ¢elija, pokazao je vrlo
slab inhibitorni efekat na invazivnost ciljnih ¢elija. UoCena razlika u dejstvu pomenutog
ekstrakta je verovatno delom uslovljena i razlikama u primenjenim finalnim netoksi¢nim

koncentracijama u dva testa, kao i specifi¢cnim osobenostima svakog od primenjenih
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testova. Dodatno, n-butanolski ekstrakt (4) je jedino ispoljio znacajno supresivno dejstvo na
migraciju MDA-MB-231 ¢elija. S druge strane, metanolski ekstrakt (5) nije ispoljio
inhibitorno dejstvo na invazivnost MDA-MB-231 ¢elija, dok je ispoljio slab inhibitorni
efekat na migraciju ciljnih ¢éelija. Dobijeni rezultati ukazuju na znacajan antiinvazivni
potencijal heksanskog (1) i dihlormetanskog ekstrakta (2) biljke Helichrysum zivojinii.
Bioaktivna jedinjenja prisutna u heksanskom ekstraktu (1) bi mogla da deluju na ciljne
molekule intracelijskih signalnih kaskada koje reguliSu migraciju i invazivnost celija
adenokarcinoma dojke, dok bi aktivni konstituenti dihlormetanskog ekstrakta (2) mogli da
ispoljavaju efikasniju inhibiciju procesa invazivnosti zahvaljuju¢i ciljanom dejstvu na
molekularne komponente intracelijskih puteva koji reguliSu invazivnost celija

adenokarcinoma dojke.

Svaki od pet testiranih ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii pokazao je svojstvo da
efikasno inhibira migraciju humanih transformisanih endotelijalnih ¢elija umbilikalne vene
EA.hy926, odnosno ostvarili su supresivno dejstvo na inicijalni korak u procesu
angiogeneze. Pored znacajnog inhibitornog dejstva na migraciju ciljnih EA.hy926 ¢elija,
heksanski ekstrakt (1) je ispoljio i izrazenu antiangiogenetsku aktivnost in vitro. Ostali
testirani ekstrakti su ispoljili blag antiangiogenetski efekat. Veca efikasnost koju su
dihlormetanski (2), etil-acetatni (3), n-butanolski (4) i metanolski ekstrakt (5) ispoljili u
inhibiciji migracije ciljnih EA.hy926 ¢elija u odnosu na inhibiciju angiogeneze in vitro
ukazuje da bi pomenuti ekstrakti mogli da ostvaruju specificno dejstvo na komponente

intracelijskih regulatornih puteva koji kontrolisu migraciju endotelijalnih Celija.

Hemijska karakterizacija pet ekstrakata izolovanih u vidu frakcija iz biljne vrste
Helichrysum zivojinii je pokazala prisustvo bioaktivnih fenolnih jedinjenja. Za odredene
fenole testiranih ekstrakata postoje podaci u literaturi koji svedo¢e o njihovom kancer-

supresivnom dejstvu.

Pokazano je da hlorogenske Kkiseline, koje su detektovane u etil-acetatnom (3), n-
butanolskom (4) i metanolskom (5) ekstraktu ispoljavaju znacajna antikancerska svojstva.
Uoceno je da hlorogenska kiselina ostvaruje citotoksi¢no dejstvo na niz humanih malignih
¢elijskih linija: Hela celije adenokarcinoma cerviksa, A549 ¢elije karcinoma pluca, K562

79



éelije mijeloidne leukemije, Ber-Abl™ éelijske linije hroniéne mijeloidne leukemije, HSC-2
¢elije oralnog skvamoznog karcinoma, HSG ¢elije tumora pljuvac¢nih Zlezda [126-130].
Uoceno je da je citotoksicni efekat hlorogenske kiseline bio visi prema A549 celijama
karcinoma pluc¢a u odnosu na normalne fibroblaste pluca MRC-5, ukazujuci na selektivnost
u antikancerskom dejstvu [127]. U istoj studiji je zapaZzeno da hlorogenska kiselina
indukuje formiranje kompleksa DNK i DNK topoizomeraze | ili DNK topoizomeraze Il
verovatno posredstvom vodonik peroksida, zatim dovodi do oSte¢enja DNK u K562
¢elijama, Sto uzrokuje aktivaciju apoptoze ciljnih ¢elija [127]. Rezultati druge studije su
pokazali da je hlorogenska kiselina indukovala apoptozu Ber-Abl™ ¢elijske linije hroniéne
mijeloidne leukemije posredstvom inhibicije Bcr-Abl kinaze i c-Abl kinaze [128]. Dodatna
istrazivanja su ukazala da hlorogenska kiselina dovodi do povecéanja intracelijske
koncentracije reaktivnih kiseoni¢nih intermedijera u K562 ¢elijama, kao i da indukuje
apoptozu u K562 ¢elijama preko unutrasnjeg i spoljasnjeg puta aktivacije apoptoze [129].
Vazno je i saznanje da hlorogenska kiselina moze da ispoljava i radioprotektivni efekat
prema humanim limfocitima. Naime, zapazeno je da hlorogenska kiselina smanjuje stepen
oste¢enja DNK koje je izazvano radijacijom [131]. Hlorogenska kiselina je pokazala i
inhibitorno dejstvo na invazivnost AHI09A pacovskih ¢elija hepatoma, pri ¢emu pri istom
opsegu koncentracija nije ispoljavala antiproliferativno dejstvo [132]. UoCen je i snazan
inhibitorni efekat hlorogenske kiseline na aktivnost matriksne metaloproteinaze-9 u Hep3B
humanoj c¢elijskoj liniji hepatocelularnog karcinoma, dok pri istim koncentracijama nije
zapazeno citotoksi¢no dejstvo [133]. Takode, pokazan je i inhibitorni efekat hlorogenske
kiseline na migraciju humanih U-87 ¢elija glioblastoma, kao i na sekreciju matriksne
metaloproteinaze-2 [134]. Dodatno, zapazen je i supresivni efekat derivata hlorogenske
kiseline 3-kafeoil-4-dikafeolikvinske kiseline na migraciju i invazivnost humanih HT-1080

¢elija fibrosarkoma [135].

Bioaktivni flavon apigenin, Cije je prisustvo pokazano u dihlormetanskom (2), etil-
acetatnom (3), n-butanolskom (4) i metanolskom ekstraktu (5) pokazuje znacajna
antitumorska svojstva in vitro [55,61,62,64,120]. Pokazano je da apigenin ostvaruje

antiproliferativnu i proapoptotsku aktivnost prema razli¢itim tipovima malignih ¢elija, kao

80



Sto su celijske linije kancera dojke (MDA-MB-453, MDA-MB-468, MCF-7), cerviksa
(HelLa), jajnika (A2780), prostate (PC-3, LNCaP, DU145), kolona (SW480, Caco-2, HT-
29), zeluca (SGC-7901), jetre (HepG2), zatim pluca (A549), tireoidne zlezde (UCLA
RO82W-1), neuroblastoma (NUB-7, LAN-5, SK-N-BE(2)) i razli¢itih hematoloskih
maligniteta (K562, Jurkat, HL-60, THP-1) [136-149]. Rezultati jednog istraZzivanja su
pokazali da je apigenin indukovao apoptozu humanih MDA-MB-453 ¢elija karcinoma
dojke pokretanjem i spoljasnjeg i unutraSnjeg puta aktivacije apoptoze [137]. Uoceno je da
je apigenin u tretiranim HeLa ¢elijama doveo do povecanja ekspresije p21 proteina i do
zastoja u G1 fazi ¢elijskog ciklusa, a doveo je i do aktivacije apoptoze, pri ¢emu je uoc¢eno
da apigenin indukuje ekspresiju p53, Sto je uzrokovalo i povecanje ekspresije Fas/Apol i
kaspaze-3 [139]. Dodatno, apigenin je smanjio ekspresiju antiapoptotskog proteina Bcl-2
[139]. Rezultati jednog istrazivanja su ukazali da apigenin indukuje apoptozu THP-1
humanih ¢elija akutne monocitne leukemije aktivacijom kaspaze-9 i kaspaze-3
posredstvom protein kinaze C6 [149]. A dokazano je i unutarcelijsko prisustvo apigenina u
blizini mitohondrija u THP-1 ¢elijama [149]. ZapaZzeno je i da apigenin ostvaruje
inhibitorno  dejstvo na migraciju i invazivnost humanih MDA-MB-231 (¢elija
adenokarcinoma dojke posredstvom blokade PI3K/Akt kinaznog signalnog puta, kao i
supresije funkcije integrina 4 [150]. Uoceno je da je apigenin inhibirao adheziju, migraciju
i invaziju A2780 celija karcinoma jajnika preko fokalne adhezione kinaze (FAK), a
antimetastatski efekat apigenina potvrden je i u in vivo eksperimentima [151]. Takode,
pokazano je i da je apigenin doveo do redukcije pokretljivosti i invazivnosti PC-3 ¢elija
kancera prostate, kao 1 do remodeliranja organizacije citoskeleta, pri ¢emu je doveo i do
inhibicije FAK/Src signalnog puta [152]. Kancer-supresivni potencijal apigenina zasniva se
i na inhibiciji angiogeneze. Pokazano je da je apigenin doveo do supresije ekspresije HIF-
lo i VEGF u PC-3 i DU145 malignim ¢elijama, a ispoljio je i inhibitorni efekat na
tumorsku angiogenezu in vivo [153]. Apigenin je ostvario inhibitorni efekat na migraciju,
proliferaciju i formiranje tubularnih struktura HUVEC c¢elija (humane endotelijalne celije
umbilikalne vene) [154]. Antiangiogenetski efekat apigenina zasnivao se na modulaciji
JAK/STAT i ERK signalnih puteva [154].
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Podaci iz literature ukazuju i na znaCajna Kkancer-supresivna svojstva flavonola
kvercetina, ¢iji su O-glikozidi detektovani u etil-acetatnom (3), n-butanolskom (4) i
metanolskom ekstraktu (5) [55,61,62,64,155,156]. Kvercetin ispoljava antikancersku
aktivnost prema nizu humanih malignih ¢elijskih tipova, poput HeLa celija
adenokarcinoma cerviksa, MDA-MB-453 ¢elija karcinoma dojke, c¢elijskih linija
adenokarcinoma dojke MDA-MB-231 i MCF-7, A431 ¢elija epidermalnog karcinoma,
LoVo ¢elija karcinoma kolona, HepG2 celija hepatocelularnog karcinoma, celijskih linija
oralnog kancera (SCC-1483, SCC-25 i SCC-QLL1), zatim A549 ¢elija karcinoma pluca,
K562 ¢elija mijeloidne leukemije, U-138 MG ¢elija glioblastoma [157-167]. Rezultati
jednog istrazivanja su pokazali da je kvercetin ispoljio izrazeno citotoksi¢no dejstvo prema
HelLa ¢elijama [157]. Doveo je do zastoja ciljnih HeLa ¢elija u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa,
kao i do pokretanja apoptoze aktivacijom unutrasnjeg (mitohondrijalnog) puta posredstvom
p53 signalnog puta. U HeLa celijama tretiranim kvercetinom je detektovano povecéanje
ekspresije Bax, Bad, Apaf-1, kaspaze-3 i kaspaze-9, p53, p21, IkB, dok je detektovano
snizenje ekspresije ciklina D, PCNA, NF-xB, Bcl-2, Bcl-x. [157]. Pokazano je i da je
kvercetin indukovao zastoj u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa K562 ¢elija mijeloidne leukemije,
kao i da je indukovao apoptozu [164]. Uoceno je da je kvercetin doveo do zastoja u S fazi
¢elijskog ciklusa 1 do pokretanja apoptoze u MCF-7 ¢elijama adenokarcinoma dojke
posredstvom aktivacije kaspaze-6, kaspaze-8 i kaspaze-9 [160]. U MCF-7 ¢elijama koje su
tretirane kvercetinom uoceno je snizenje ekspresije ciklina A i ciklina E, CDK2, Bcl-2,
XIAP, dok je doslo do povecanja ekspresije p53 i p57. Dodatno, podaci iz jedne studije
ukazuju da je kvercetin ispoljio antiproliferativni i propapoptotski efekat na MDA-MB-231
¢elije adenokarcinoma dojke [161]. Indukcija apoptoze zasnivala se na aktivaciji kaspaze-3,
kaspaze-8 i kaspaze-9. Pored citotoksicnog dejstva na A431 celije epidermalnog
karcinoma, zapazeno je i da je kvercetin ispoljio antimetastatski efekat na ciljne A431 Celije
posredstvom  smanjenja  sekrecije  matriksne  metaloproteinaze-2 i  matriksne
metaloproteinaze-9 [159]. Dodatno, kvercetin je doveo do znacajne inhibicije invazivnosti
MDA-MB-231 ¢elija, kao i do smanjenja aktivnosti matriksne metaloproteinaze-3 [168].
Takode, uoCen je i1 inhibitorni efekat kvercetina na angiogenezu HUVEC C¢elija, koja je bila

stimulisana VEGF-om [169].
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Kancer-supresivna svojstva ispoljava i bioaktivni flavanon naringenin, ¢ije je prisustvo
pokazano u dihlormetanskom (2), etil-acetathom (3), n-butanolskom (4) i metanolskom
ekstraktu (5) [55,64]. Pokazano je da naringenin ostvaruje citotoksi¢no dejstvo na niz
malignih Celijskih linija: ¢éelije adenokarcinoma dojke (MCF-7, MDA-MB-231), Hela
¢elije adenokarcinoma cerviksa, ¢elije kancera jetre (HepG2, Hep3B, Huh7), PK-1 ¢elije
kancera pankreasa, Caco-2 celije kancera kolona, celijske linije kancera stomaka
(KATOIIl, MKN-7), celijske linije leukemije (Jurkat, HL-60, U937, NALM-6, THP-1)
[170-172]. Rezultati analize dejstva naringenina na HL-60 celije promijelocitne leukemije
ukazali su da indukuje apoptozu ciljnih ¢elija posredstvom aktivacije kaspaze-3 i kaspaze-
9, kao i aktivacije NF-kB transkripcionog faktora [171]. Uoceno je da naringenin dovodi do
pokretanja apoptoze u tretiranim THP-1 celijama akutne monocitne leukemije aktivacijom
kaspaze-8, kaspaze-9 i efektorske kaspaze-3 [172]. U istoj studiji je zapazeno da naringenin
u ciljnim THP-1 ¢elijama dovodi do sniZenja ekspresije Bcl-2, povecanja ekspresije Bax, i
ostvaruje inhibitorno dejstvo na PI3K/Akt signalni put. Pokazano je i da naringenin dovodi
do snizenja ekspresije regulatornih proteina odgovornih za epitelijalno-mezenhimsku
tranziciju u ¢elijama kancera pankreasa (AsPC-1 i PANC-1) posredstvom inhibicije TGF-
B1/Smad3 signalnog puta. Na taj naCin naringenin je ispoljio inhibitorno dejstvo na
migraciju i invazivnost ciljnih Celija kancera pankreasa [173]. Jedna in vivo studija je
ukazala da je naringenin doveo do znacajnog smanjenja broja plu¢nih metastaza u
C57BL6/N miSevima u koje su bile implantirane misje B16-F10 metastatske melanomske
¢elije [174]. Dodatno, kancer-supresivni potencijal naringenina zasniva se i na anti-

angiogenetskoj aktivnosti [175].

Znacajna antikancerska svojstva poseduje i kemferol, ¢iji su O-glukozidi detektovani u
etil-acetatnom (3), n-butanolskom (4) i metanolskom ekstraktu (5) [55,61,64,176]. Brojna
istrazivanja ukazuju na antiproliferativnu i proapoptotsku aktivnost kemferola prema
razli¢itim tipovima humanih malignih ¢elijskih linija, poput MCF-7 i MDA-MB-453 ¢elija
kancera dojke, HeLa ¢elija adenokarcinoma cerviksa, OVCAR-3 ¢elija adenokarcinoma
jajnika, A549 (celija karcinoma pluca, A172 c¢celija glioblastoma, U-2 OS ¢celija
osteosarkoma, HCT 116 ¢elija kolorektalnog karcinoma, zatim SK-MEL-5 i SK-MEL-28
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¢elija melanoma, A431 c¢elija epidermalnog karcinoma, ¢elijskih linija leukemije (K562,
U937, HL-60) [177-186]. Pokazano je da je kemferol indukovao apoptozu MCF-7 ¢elija
adenokarcinoma dojke preko aktivacije ERK signalnog puta [177]. Dodatno, proapoptotska
aktivnost kemferola prema A549 ¢elijama karcinoma pluca zasnivala se na aktivaciji MAP
kinazne signalne kaskade [178]. S druge strane, tretman kemferolom doveo je do zastoja u
G2/M fazi celijskog ciklusa ciljnih MDA-MB-453 ¢elija karcinoma dojke posredstvom
inhibicije CDKZ2, ciklina A i ciklina B, kao i do indukcije apoptoze posredstvom aktivacije
p53 [186]. Rezultati jedne studije su pokazali da je kemferol-7-0-B-D-glukozid uzrokovao
zastoj u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa i aktivaciju apoptoze u ciljnim HeLa ¢elijama [182]. U
tretiranim HeLa cCelijama detektovano je povecanje ekspresije Bax, snizenje ekspresije Bcl-
2, kao i inhibicija nukleusne translokacije NF-kB transkripcionog faktora. Zapazeno je da je
kemferol indukovao apoptozu K562 ¢elija mijeloidne leukemije preko inhibicije PI3K/Akt
signalnog puta, Sto je uzrokovalo pokretanje unutrasnjeg (mitohondrijalnog) puta aktivacije
apoptoze [181]. Kemferol ostvaruje i antiinvazivni i antiangiogenetski efekat. Pokazano je
da kemferol ispoljava inhibitorno dejstvo na invazivni potencijal MDA-MB-231 ¢elija
adenokarcinoma dojke [168]. Uoceno je da je kemferol inhibirao angiogenezu celija
kancera jajnika posredstvom supresije ekspresije VEGF. Na osnovu dobijenih rezultata
predloZeno je da se pomenuti antiangiogenetski efekat kemferola ostvaruje preko dejstva na
ERK-NF«B-cMyc-p21-VEGF signalni put [187].

Antikancerski potencijal luteolina, ¢iji su O-glukozidi konstituenti etil-acetatnog (3), n-
butanolskog (4) i metanolskog ekstrakta (5), zasniva se na antiproliferativnoj,
proapoptotskoj aktivnosti, zatim na antimetastatskim i antiangiogenetskim svojstvima
[55,61,62,64,188,189]. Podaci iz literature svedoCe o citotoksi¢noj aktivnosti luteolina
prema slede¢im humanim malignim ¢elijskim linijjama: HepG2 ¢elijama hepatocelularnog
karcinoma, A549 (¢elijama karcinoma plu¢éa, MDA-MB-231 i MCF-7 ¢elijama
adenokarcinoma dojke, HL-60 i K562 ¢elijama leukemije, HeLa ¢elijama adenokarcinoma
cerviksa, SK-OV-3 ¢elijama adenokarcinoma jajnika, DU145 celijama kancera prostate,
A431 celijama epidermalnog karcinoma, HT-29 1 SW620 c¢elijama kolorektalnog

adenokarcinoma [159,190-198]. Pokazano je da je luteolin indukovao apoptozu ciljnih
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HeLa ¢elija posredstvom povecanja ekspresije DRS5, kao i aktivacije kaspaze-8, kaspaze-9,
kaspaze-10 i kaspaze-3 [196]. S druge strane, nije uo¢en proapoptotski efekat luteolina
prema humanim PBMC [196]. Zapazeno je i da je luteolin inhibirao aktivnost Aurora B
serin/treonin kinaze, jednog od regulatora mitoze u tretiranim Hela celijama [195].
Dodatno je pokazano da je indukcija apoptoze u HeLa celijama tretiranim luteolinom
povezana sa indukcijom degradacije fosforilisanog STAT3 posredstvom asocijacije
luteolina sa Hsp90 molekularnim Saperonom, ¢iji je klijent protein upravo STAT3 [198].
Luteolin je doveo i do zastoja ¢elijskog ciklusa u S i G2/M fazama, kao i do indukcije
apoptoze u ciljnim MDA-MB-231 ¢elijama adenokarcinoma dojke [193]. U MDA-MB-231
¢elijama tretiranim luteolinom detektovano je snizenje ekspresije Akt, PLK1, ciklina A,
ciklina B1, CDK2, CDC2 i Bcl-x,, dok je doslo do poviSenja ekspresije p21 i Bax. Anti-
invazivni efekat luteolina pokazan je prema MDA-MB-231 ¢elijama (klon 1833), LNM35
¢elijama kancera plu¢a, MCF-7/6 celijama adenokarcinoma dojke [190]. Luteolin je
ispoljio inhibitorni efekat na formiranje tubularnih struktura HUVEC ¢elija [154]. Anti-
angiogenetska aktivnost luteolina bila je ostvarena posredstvom JAK/STAT3 signalnog

puta i MAP kinaznog signalnog puta [154].

In vitro ispitivanje antitumorske aktivnosti pet ekstrakata izolovanih u vidu frakcija iz
endemiéne biljne vrste Helichrysum zivojinii Cernjavski et So3ka je ukazalo na znacajan
antitumorski potencijal heksanskog (1) i dihlormetanskog ekstrakta (2). Heksanski (1) i
dihlormetanski ekstrakt (2) su ispoljili izrazeno citotoksi¢no dejstvo prema ciljnim
malignim Celijskim linijjama, zatim visoku selektivnost u antitumorskom dejstvu prema
specificnim malignim cCelijskim tipovima u odnosu na zdrave imunokompetentne PBMC,
kao i antiinvazivna i antiangiogenetska svojstva. Znacajno je i da se istakne da ova dva
ekstrakta pri netoksi¢nim koncentracijama pri kojima su ostvarivali inhibitorni efekat na
¢elijsku migraciju, invazivnost 1 angiogenezu, ne samo da nisu ispoljavali toksi¢no dejstvo
prema zdravim PBMC, ve¢ su i stimulisali njihovu proliferaciju. Fenolni konstituenti
heksanskog (1) i dihlormetanskog ekstrakta (2), koji ostvaruju inhibitorno dejstvo na vise
osnovnih svojstava malignih ¢elija, pri ¢emu pokazuju izuzetno nisku citotoksi¢nost prema

zdravim ¢elijama, mogli bi da predstavljaju nove potencijalne antikancerske agense.
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MozZda bi upravo potencijalna primena ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii, koje
odlikuje specifi¢ni kvalitativni i kvantitativni sastav fenolnih jedinjenja, mogla da omoguci
efikasniji i selektivniji in vitro kancer-hemiopreventivni i/ili kancer-terapeutski efekat u
odnosu na potencijalnu primenu pojedinacnih bioaktivnih fenolnih jedinjenja. Rezultati
ovog istrazivanja ukazuju da bi znac¢ajan kancer-supresivni potencijal ekstrakata endemicne
biljne vrste Helichrysum zivojinii mogao dalje da se ispituje i u potpunosti rasvetli u in vivo

istrazivanjima.
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6. Zakljucci

- Ekstrakti endemi¢ne biljne vrste Helichrysum zivojinii  (heksanski (1),
dihlormetanski (2), etil-acetatni (3), n-butanolski (4) i metanolski ekstrakt (5)),
ispoljavaju selektivnu dozno-zavisnu citotoksi¢nu aktivnost prema ciljnim malignim
¢elijskim linijjama, kao i prema zdravim imunokompetentnim PBMC koje su
mitogenom stimulisane da proliferiSu, dok je njihova citotoksi¢na aktivnost manje

izraZzena prema nestimulisanim PBMC.

- Svi ispitivani ekstrakti ispoljavaju znatno visi intenzitet citotoksi¢ne aktivnosti
prema HelLa, Fem-x i K562 ¢elijama u odnosu na intenzitet aktivnosti prema
normalnim PBMC, kako prema nestimulisanim tako i prema PBMC koje su

stimulisane mitogenom da proliferisu.

- Citotoksi¢no dejstvo ekstrakata je znatno slabijeg intenziteta prema nestimulisanim

PBMC u odnosu na PBMC koje su stimulisane da proliferisu.

- Heksanski (1) i dihlormetanski ekstrakt (2) ispoljavaju visoku selektivnost u
antitumorskom dejstvu prema ciljnim HeLa 1 K562 malignim ¢elijama u odnosu na

nestimulisane i mitogenom stimulisane normalne PBMC.

- Svaki od pet ekstrakata biljke Helichrysum zivojinii pri visSim koncentracijama
indukuje apoptozu ciljnih HeLa celija posredstvom unutrasnjeg puta aktivacije
apoptoze i spoljasnjeg puta aktivacije apoptoze.

- Heksanski (1) i dihlormetanski ekstrakt (2) pri niskim netoksi¢nim koncentracijama
ostvaruju znacajno inhibitorno dejstvo na invazivnost MDA-MB-231 ¢elija

adenokarcinoma dojke.

- Svaki od pet testiranih ekstrakata je pokazao svojstvo da efikasno inhibira migraciju

humanih transformisanih endotelijalnih ¢elija umbilikalne vene EA.hy926.
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- Heksanski ekstrakt (1) ispoljava izrazenu antiangiogenetsku aktivnost in vitro.

Ostali testirani ekstrakti ispoljavaju blag antiangiogenetski efekat in vitro.

- Ekstrakti izolovani u vidu frakcija iz endemicne biljne vrste Helichrysum zivojinii
poseduju znacajan antitumorski potencijal zahvaljujué¢i selektivnom i izrazenom
antiproliferativnom i proapoptotskom dejstvu prema malignim ¢elijama u odnosu na
normalne PBMC.

- Najznacajniji antitumorski potencijal imaju heksanski (1) i dihlormetanski ekstrakt
(2) obzirom da ispoljavaju najizrazeniju citotoksi¢nu aktivnost prema ciljnim
malignim cCelijama, visoku selektivnost u antitumorskom dejstvu prema malignim u
odnosu na normalne ¢elije, kao i znaCajnu antiinvazivnu i antiangiogenetsku

aktivnost in vitro.
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MoTnuc pokTopaHpa

Y beorpaay, 23.09.2013.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje OOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa MeaHa 3. MaTuh

Bbpoj niaekca M3006/2009

Ctyavjcku nporpam MonekynapHa éuonoruja

Hacnos paga In vitro ncnutneaie aHTUTYMOPCKE akKTUBHOCTWU eKCTpakaTta eHAEMUYHE
6ursHe BpcTe Helichrysum zivojinii Cernjavski et Sogka

MeHTopn npod.ap OyuwiarHka Casuh-lNasuheBuh, Hay4yHn caBeTHUK Ap 3opuua
JypaHuh

MotnucaHwu/a BanHa MaTuh

M3jaBrbyjem ga je witamnaHa Bep3nja MOr JOKTOPCKOr pafa MCTOBETHa €NeKTPOHCKO]
BEp3Mju Kojy caM npefao/na 3a objaBrbuBawe Ha noptany  AurntanHor
peno3sutopujyma YHuBep3uTeTa y beorpagy.

[o3sorbaBaM fa ce objaBe MOjM NMYHWM nojaun Be3aHW 3a Oobujare akagemckor
3Bakba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U1 npesvmMe, roguHa u MecTto pohewa u gaTym
onbpaHe paga.

OBM nuyHM nogaum Mory ce o00jaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe
6mbnnoTeke, y eNnekTPoOHCKOM KaTanory n y nybnukauvjama YHusep3auteTa y beorpaay.

MoTnuc pgokTopaHpa

Y Beorpaay, 23.09.2013.



Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [OurutanHu
penosntopujym YHuBepauteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKy AucepTtauujy nog
HacrnoBoM:

In vitro McnMTMBak€ aHTUTYMOPCKE aKTUBHOCTM EKCTpakaTa eHOAeEMUYHE DUibHE BpCTE

Helichrysum zivojinii Cernjavski et Soska

Koja je Moje ayTopcKo gero.

HucepTaumnjy ca ceum npunosnma npegao/na cam y enekTpoHckoM oopmaTy NorogHoMm
3a TpajHO apxuBmpare.

Mojy ookTopcky aucepTauujy noxpaweHy y OurutanHu penosmtopujym YHuBepsuteta
y Beorpagy mory ga kopucte cBwu Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4dno/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTopcCTBO - HEkoMepLujanHo

8l AytopcTBo — HekomepumjanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLNjanHo — AenuTn nog UCTUM ycnosuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTopCcTBO — AEenuTu NOoA4 UCTUM yCrioBMMa

(Monumo ga 3aoKpyxuTe camo jedHy O LWeCT MOHyheHux nuueHuu, KpaTak onmc
nuueHumM gart je Ha nonehuHu nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 23.09.2013.



1. AytopctBo - [lo3BosbaBaTe YMHOXaBake, OUCTPUMOYLM)y U jaBHO caomniluTaBawe
Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HavvH ogpeheH og cTpaHe ayTopa
Unu gaeaoua nuueHue, Yak n y komepuumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja o cBUX
NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HekoMmepLmjanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTpUBYLUjy 1 jaBHO
caonwtaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ofpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BOSfbaBa KomepuujanHy
ynotpeby gena.

BINAVTOPCTEONSIHEKOMEPIMARNG — Ges npepane. [loseorbasate yMHOXaBatbe,

anctpubyumnjy 1 jaBHO caonwTtaBakwe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wnu
ynoTpebe gena y cBOM [Jeny, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha HavvH oapeheH o
CcTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nvueHua He 003BOSfbaBa KomepuujanHy
ynoTpeby Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehu o6um npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKoOMepuujanHo — OenuTu nog UCTUM ycrioBuma. [lo3BorbaBaTte
YMHOXaBahe, ANCTpnbyunjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBeae
nMe aytopa Ha HauyuH ofgpeheH of cTpaHe ayTopa unuv gaBaola JMUEHLE M ako ce
npepaga guctpubympa nog MCTOM WM cnuyHoM nuueHuom. OBa nuvueHua He
A03BOSbaBa kKomepumjandy ynotpeby gena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)y M jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBarwa nnmn ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH of CTpaHe ayTopa wunu gasBaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BosbaBa KoMepuuvjanHy ynotpeby aena.

6. AytopcTBO - [OenuTn nog MUCTUM ycrioBuMa. [o3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
ANCTpmnbyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBakwe Aena, u npepage, ako ce HaBege nMme aytopa Ha
HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa WnM JaBaoua NuueHue K ako ce npepaja
anctpnbympa nog WMCTOM WK CnuM4HOM  nuueHuoM. OBa nuueHua [03BOSbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codpTBepckuMm nuueHuama,
O[HOCHO NunLeHuama oTBOPEeHOr Koaa.
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