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» N vitro ispitivanje antitumorske i1 antimikrobne
aktivnosti ekstrakata mahonije,
Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt.«

Rezime

Na osnovu podataka o upotrebi vrste Mahonia aquifolium u tradicionalnoj medicini
definisan je cilj naseg istrazivanja, ispitivanje antitumorske i antimikrobne aktivnosti
ekstrakata kore mahonije.

Ispitivanjem citotoksi¢nosti vodenog i etanolnog ekstrakta na humanim malignim
¢elijskim linijjama je dokazano da ekstrakti imaju selektivnu citotoksi¢nu aktivnost, a
najvisi intenzitet dejstva su pokazali na HeLa c¢elijama adenokarcinoma cerviksa.
Fluorescentnom mikroskopijom i analizom faza Celijskog ciklusa je pokazano da
ekstrakti indukuju apoptozu u HeLa ¢elijama. Primenom inhibitora kaspaza pokazano je
da ekstrakti indukuju apoptozu preko spoljasnjeg puta aktivacije. Ispitivanja na
endotelijalnim EA.hy926 ¢elijama pokazala su antiangiogenetski i antimigratorni efekat
ekstrakata.

Primena tretmana doksorubicin/ekstrakt ukazala je na izrazeno sinergisticko dejstvo
ekstrakta sa doksorubicinom na A549 ¢elijama karcinoma pluca. Ekstrakti povecavaju
zadrzavanje leka u ¢eliji 1 pojacavaju efekat doksorubicina na smanjenje migracije A549
¢elija i njihovo grupisanje u kolonije. Antimetastatski potencijal kombinacije
doksorubicin/ekstrakt potvrden je analizom ekspresije gena odgovornih za invazivnost.
Oba ekstrakta ispoljavaju antimikrobni efekat, koji je najizrazeniji na bakterijskoj vrsti
Staphylococcus aureus. Ekstrakti dovode do smanjenja produkcije biofilma i
glikokaliksa. Sa antibioticima i antimikoticima ekstrakti su delovali sinergisticki.
Hemijskom analizom potvrdeno je da su za aktivnost ekstrakata M. aquifolium
odgovorni alkaloidi tipa berberina. Na intenzitet citotoksi¢nosti najviSe uti¢u berberin,
palmatin i berbamin.

Rezultati su pokazali da M. aquifolium moze naci svoje mesto u terapiji malignih ili

infektivnih oboljenja, pojedinacno i u kombinaciji sa postojec¢im lekovima.
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“In vitro investigation of antitumor and
antimicrobial activities of extracts of mahonia,
Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt.”

Abstract

The goal of our research was investigation of antitumor and antimicrobial activities of
Mahonia aquifolium extracts and it was based on its use in traditional medicine. Water
and ethanol extract exerted selective cytotoxic activity on examined malignant cell
lines, and the best activity was observed against cervical adenocarcinoma, Hela, cells.
Fluorescence microscopy and cell cycle analysis showed that both extracts induce
apoptosis in HelLa cells. Experiments with caspase inhibitors showed that extracts
induce a caspase-dependent apoptosis through extrinsic pathway. Both extracts inhibit
the migration of EA.hy926 cells, and exerted anti-angiogenic effect.

The investigation of the doxorubicine/extract treatment showed synergistic effect of
extracts with doxorubicine against lung carcinoma A549, cells. Extracts were shown to
prolong doxorubicin retention time in Ab549 cells. A549 cells treated with
doxorubicin/extract were shown to have lower migratory and colony formation
potentials than the cells treated with doxorubicin alone. Antimetastatic effect of the
treatment was confirmed with analysis of expression of genes responsible for malignant
cells invasiveness.

Extracts exerted antimicrobial effect. The best effect was observed against
Staphylococcus aureus. Extracts showed potential to inhibit production of biofilm and
glycocalycs. The use of extracts with antibiotics and antimycotics showed synergistic
effect.

Chemical analysis confirmed that berberine type alkaloids are the most responsible for
activities of M. aquifolium. The compounds with the highest cytotoxic activity are:

berberine, palmatine, and berbamine.



The results of our research suggested that M. aquifolium may be used in therapy of

malignant or infective diseases, alone or in combination with other drugs.

Keywords: Mahonia aquifolium, cytotoxicity, apoptosis, invasiveness, antimicrobial

effect, glycocalycs, biofilm, berberine type alkaloids.
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1. Uvod

1.1. Upotreba biljaka u savremenoj medicini

Upotreba biljaka u medicinske svrhe oduvek je prisutna kod ljudi. Ve¢ hiljadama
godina, postepeno se otkrivaju razliciti efekti biljaka 1 njihovih aktivnih principa. Danas,
prirodni proizvodi dobijeni iz biljaka, predstavljaju dobar izvor novih lekova i drugih
farmaceutskih proizvoda (Abelson, 1990). Da bi proces otkrivanja novih lekova bio §to
uspesniji, poseban znacaj se pridaje etnobotani¢kom pristupu, u okviru koga se
prikupljaju saznanja o svim biljkama jednog regiona, kao i o njihovoj tradicionalnoj
upotrebi u kulturi lokalnog stanovniStva (Prance 1 sar., 1994). Od devedesetih godina
proslog veka na farmaceutskom trzistu sve vise raste udeo lekova dobijenih od prirodnih
proizvoda ili njihovih derivata. Ovo se posebno odnosi na preparate sa
antikancerogenim ili antiinflamatornim delovanjem (Cragg i sar., 1997; Farnsworth i
Soejarto, 1985; O’Neill 1 Lewis, 1993). lako su se u pocetku prirodni prozvodi
uglavnom ispitivali zbog svog potencijalnog antimikrobnog dejstva, u poslednje vreme
istrazivanja efekata biljnith vrsta obuhvataju Sirok spektar razli¢itih oboljenja
(Rosenthal, 1997).

Najpoznatiji prirodni proizvod koji deluje antiparazitno, a dobijen je iz biljnog izvora je
kinin. Salicilna kiselina (izolovana 1876. godine) se danas koristi kao acetilsalicilna
kiselina, poznatija kao aspirin, i najrasprostranjeniji je antiinflamatorni lek u svetu.
Pored svog primarnog efekta aspirin je pokazao pozitivna dejstva na kardiovaskularni
sistem, a pored njega i drugi lekovi koji su poreklom prirodni proizvodi kao $to su
kardiotoni¢ni glikozidi (digitoksin i digoksin) se korise u tretiranju kardiovaskularnih
oboljenja. Opijum dobijen zasecanjem zelenih ¢aura maka (Papaver somniferum) i
njegovi sastojci odavno su poznati kao dobri analgetici i neki od njih su i danas u
upotrebi.

Najveci broj lekova koji se koriste u tretmanu astme svakako poti¢u od efedrina i

njegovih derivata koji su izolovani iz biljaka. Poznate su i brojne prirodne supstance



koje se koriste u tretiranju razli¢itth poremecaja gastrointestinalnog trakta i
reproduktivnog sistema (Grossetti, 2017).

Antikancerski potencijal supstanci biljnog porekla zasniva se na moguénosti redukcije
slobodnih radikala, regulaciji enzima koji ucestvuju u kancerogenezi, inhibicije
inflamatornih citokina, regulacije faktora rasta i molekula signalnih puteva koji
ucestvuju u rastu, proliferaciji i apoptozi ¢elije. Takode, ovi prirodni proizvodi mogu
uticati 1 na proces angiogeneze, invazije i metastaze malignih ¢elija (Amin 1 sar., 2009;
Mehta i sar., 2010; Neergheen i sar., 2010; Surh, 2003).

Prve pronadene prirodne supstance sa antikancerskim dejstvom bile su vinkristin i
vinblastin, izolovani iz biljke Vinca rosea. Ekstrakcijom lis¢a ove biljke izolovano je
Cak trideset alkaloida, od kojih su dva navedena pokazala najbolji efekat (Johnson i sar.,
1963). Danas se oba alkaloida primenjuju u lecenju Sirokog spektra razlicitih
maligniteta, kao $to su: HocCkinov i non-Hockinov limfom, akutna leukemija, kancer
dojke, kancer testisa itd. Vinkristin i vinblastin su posluzili i za sintezu polusintetskih
vinka alkaloida vinorelbina i vinflunina, koji se koriste u tretiranju nesitnocelijskog
kancera pluc¢a i metastatskog kancera dojke (Duflos i sar., 2002).

Sedamdesetih godina poslog veka iz biljke Taxus brevifolia, u narodu poznatija kao tisa,
izolovan je diterpenoid taksol, kasnije nazvan paklitaksel (Wani i sar., 1971). Da ne bi
doslo do izumiranja ove biljke zbog izolovanja neophodnih koli¢ina taksola,
devedesetih godina proslog veka patentiran je proces njegove polusinteze, a licenca je
pripala kompaniji Bristol Myers Squibb (Holton i sar., 1994; Holton i sar. 1994). Danas
se taksol koristi u leCenju kancera dojke 1 jajnika, KarpoSijevog sarkoma 1
nesitnocelijskog karcinoma pluca. Jedan od prvih sintetisanih polusintetskih taksana bio
je docetaksel. Docetaksel se danas koristi u terapiji uznapredovalih kancera dojke,
stomaka, pluca, prostate i skvamoznog ¢elijskog karcinoma glave i vrata (Yared 1 sar.,
2012). Druga generacija taksana sintetisana je sa ciljem da se povecéa njihova efikasnost
i selektivnost, a pre svega da im se smanji toksi¢nost. Najpoznatiji medu njima su Nab-
paklitaksel i kabazitaksel (Yared i sar., 2012).

Biljke Podophyllum peltatum i Podophyllum emodi hiljadama godina su se koristile u
tradicionalnoj medicini razli¢itih naroda. Iako je iz njih izolovani podofilotoksin
pokazao dobar antitumorski efekat, klinicka ispitivanja su pokazala njegovu izraziti

toksicnost (Damayanthi i sar., 1998; Greenspan i sar., 1950; Imbert 1 sar., 1998; Leiter i



sar., 1950). Zato je podofilotoksin posluzio za sintezu drugih antitumorskih agenasa,
kao Sto su etopozid i tenipozid (Hande, 1998). Danas se ova dva polusintetska derivata
podofilotoksina koriste u leCenju karcinoma testisa, sitnoc¢elijskog i nesitnocelijskog
karcinoma pluca, limfoma, leukemija, karcinoma jajnika i neuroblastoma i malignih
tumora centralnog nervnog sistema (Hande, 2008; Hartmann i sar., 2006).

Prirodni proizvod kamptotecin izolovan je iz kore drveta Camptotheca acuminate. lako
je pokazao dobra antitumorska svojstva, u pretklinickim i klini¢kim ispitivanjima
ispoljio je toksi¢nost, loSu rastvorljivost i hidrolizu u fizioloSkim uslovima, Sto je
onemogucilo njegovu dalju primenu u terapiji (Wall i sar., 1966). Ipak ovaj proizvod je,
kao i podofilotoksin, posluzio za sintezu drugih polusintetskih kamptotecina, od kojih
su najpoznatiji irinotekan 1 topotekan. Ovi kamptotecini se koriste u leCenju
metastatskog kolorektalnog kancera, kao 1 kancera grlica materice, jajnika i1 pluca
(Venditto i sar., 2010).

Biljke koje su se u tradicionalnoj medicini koristile za leCenje dijareje, infektivnih rana
ili stanja izazvanih parazitima jasno je da poseduju antimikrobni potencijal. Postavlja se
pitanje kako pretpostaviti da neka biljka ima antikancerski potencijal, odnosno kako se
u tradicionalnoj medicini postavljala dijagnoza kancera (Taylor i sar., 2014). Znaci
akutne inflamacije kao $to su bol (lat. dolor), toplota (lat. calor), crvenilo (lat. rubor) i
otok (lat. tumor) su u tradicionalnoj medicini tretirane antitumorskom terapijom, koja bi
danas mogla da se nazove i antiinflamatorna terapija (Taylor 1 sar., 2014). Takode uloga
hroni¢ne inflamacije u kanceru je dobro poznata (Coussens 1 Werb, 2002; Mantovani i
sar., 2008). Jedna od vaznih veza izmedu ova dva stanja je transkripcioni nuklearni
faktor kB (NF-xB) (Li i sar., 2005), koji je predlozen i kao potencijalna meta kako u
le¢enju kancera, tako i u lecenju ostalih dijagnoza u ¢ijoj je osnovi inflamacija (Bremner
i Heinrich, 2002). Od svih do sada ispitanih biljaka koje bi mogle svoju ulogu naéi u
terapiji kancera, skoro polovima njih (45%) ima i izraZeni antiinflamatorni efekat. Zato
se u gotovo svim novijim istrazivanjama biljke koje su u tradicionalnoj medicine
koriS¢ene za tretiranje zapaljenskih procesa posmatraju kao potencijalni izvori novih

antikancerskih agenasa (Heinrich i Bremner, 2005).



1.2. Rod Mahonia

1.2.1. Opis i rasprostranjenost vrsta roda Mahonia

Rod Mahonia je drugi po veli¢ini rod familije Berberidaceae. Obuhvata oko 60
razlicitih vrsta, od kojih se viSe od polovine nalazi u juznoj i istocnoj Aziji, dok se
ostale vrste nalaze u zapadnom delu Severne, Centralne 1 JuZzne Amerike. Najveci broj
vrsta (35) pronaden je na teriroriji Kine. Predstavnici ovog roda su zimzeleno Zbunje ili
nisko drvec¢e (do 3m), sa izrazito zutim cvetovima i plodovima u formi plavicastih ili

crnih bobica sa 1-7 semena (He i Mu, 2015) (Slika 1).

Slika 1 Predstavnici roda Mahonia, vrste Mahonia oiwakensis i Mahonia balei.

crugfarm.co.uk/Content/Plants/Mahonia(Berberidaceae).htm;alabamaplants.com/Yellowalt/Mahonia_bealei_page.ht
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1.2.2. Hemijski sastav vrsta roda Mahonia

Glavna grupa sekundarnih metabolita vrsta koje pripadaju rodu Mahonia su alkaloidi.
Pretpostavlja se da su upravo alkaloidi najodgovorniji za ve¢inu efekata koje ispoljavaju

ove biljke (He i Mu, 2015).



Protoberbeinski alkaloidi

Protoberberinski alkaloidi spadaju u derivate tirozina (Slika 2A). U biljkama se obicno
nalaze u formi protoberberinskih soli, dihidroprotoberberina, tetrahidroberberinskih ili
oksoberberinskih derivata. Alkaloid berberin je najrasprostranjeniji alkaloid u vrstama
roda Mahonia. Ostali ¢e$¢e zastupljeni alkaloidi su palmatin, jatrorizin, kolumbamin i
koptizin (Gu i Jiang, 2005; Lv i sar., 1999).

Bisbenzilizohinolinski alkaloidi

Ovi alkaloidi su sastavljeni od 2 benzilizohinolinske jedinice povezane difenil etarskom
vezom (Slika 2B). Najpoznatiji izolovani alkaloidi ove grupe su: izotetrandrin,
talrugozin, berbamin, oksikantin, homoarmolin i O-metilpunjabin (Mai i sar., 2009).
Aporfinski alkaloidi

Hidroksi (-OH) i metoksi (-OCH3) grupe su prisutne u ovim alkaloidima najé¢e$ce na
polozajima C-1, -2, -9, -10 i -11 (Slika 2C). Iz biljaka roda Mahonia izolovano je
nekoliko aporfina: magnoflorin, izokoridin, Kkoridin, izotebamin i taliporfin (Slavik i
sar., 1985; Sotnikova i sar., 1997; Suess i Stermitz, 1981).

Etarska ulja izolovana su iz manje poznatih vrsta kao §to su M. duclouxiana i M.
bodinieri. Hemijskom analizom u uzorcima ulja detektovano je oko 50 razlicitih
komponenata od ¢ega je oko 40 njih identifikovano 1 medu njima su dominantno bili
zastupljeni 4-terpenol, alifati¢ni ugljeni hidrati, estri i n-heksadekanska kiselina (Liu i
sar., 2010; Lu i sar., 2009).

Jedinjenja kao §to su steroli, benzohinoni i lignani su takode komponente biljaka roda

Mahonia i do sada su nadeni u vrstama M. balei, M. eurybracteata, M. duclouxiana itd.
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Slika 2 Alkaloidi, sekundarni metaboliti vrsta roda Mahonia. A Protoberberinski

alkloidi; B Bisbenzilizohinolinski alkaloidi; C Aporfinski alkaloidi



1.2.3. Pregled poznatih farmakoloskih dejstava i aktivnosti vrsta roda Mahonia u

tradicionalnoj medicini

Biljke roda Mahonia su i dalje izuzetno zastupljene u tradicionalnoj kineskoj medicini,
a njihova lekovita svojstva i upotreba u leCenju opisani su i u kineskoj farmakopeji
(Chinese Pharmacopoeias). Generalno, u tradicionalnoj kineskoj medicini efekti biljaka
iz roda Mahonia opisani su kao: smanjenje unutra$nje toplote, eliminisanje vlaznosti,
uklanjanje toksina, suzbijanje bola, pospeSivanje cirkulcije, inhibiranje kaslja 1
ublazavanje upale (He i Mu, 2015). U ameri¢koj narodnoj medicini vrste roda Mahonia
uglavnom su koristili Navaho Indijanci kao emetike, preparate za leCenje dijareje ili
protivotrove kod uboda Skorpiona (Suess 1 Stermitz, 1981). Na osnovu tradicionalne
upotrebe pre svega u Kini, u poslednjih deset godina raste broj fitohemijskih studija
koje ispituju karakteristike razli¢itih vrsta ovoga roda. Rezultati pokazuju da i
pojedinacne supstance i ekstrakti pojedinih predstavnika roda imaju potencijala da nadu
primenu u cillju poboljSanja 1 o€uvanja zadravlja ljudi. Savremene studije kao glavne
farmakoloske karakteristike biljaka ovoga roda istiCu: antimikrobne, antiinflamatorne,
hepatoprotektivne, antitumorske, antioksidativne i analgeticke efekte.

Antimikrobni potencijal pripadnika ovog roda je odavno poznat, jer su se vrste M. balei
I M. fortunei kao sastojci jednog preparata koristili za tretiranje bakterijskih infekcija u
stanjima kao §to su periodontitis, faringolaringitis, ekcem i rane. Studije su pokazale da
ekstrakti obe biljke inhibiraju rast bakterija kao $to su: Bacillus thuringiensis,
Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis. Ja¢i antimikrobni potencijal pokazali su
ekstrakti pripremljeni od stabljika nego oni prepremljeni od listova biljaka (Li i sar.,
2007). Ekstrakt korena vrste M. balei u eksperimentima sa embrionima inhibirao je
proliferaciju influence virusa Al, bez nezeljenih efekata na same embrione (Zeng i sar.,
2003). U klinickim studijama preparati vrste M. balei koris¢eni su u lecenju 500
pacijenata sa dizenterijom, gde su pokazali da mogu dovesti do skracenja procesa
izleCenja (Zhao 1 sar., 1991). Takode preparati ove biljke u kombinaciji sa
azitromicinom poboljsali su procenat izleCenja (91.4%) pneumonie kod dece izazvane
mikoplazmom, u odnosu na procenat izleCenja terapijom koja ukljuCuje samo
azitromicin (62.2%) (Yao i sar., 2010). Bitno je naglasiti da u dosadasnjim studijama o

vrsti M. balei i drugim preparatima kineske tradicionalne medicine u Ciji sastav ulaze



vrste roda Mahonia nisu registrovane bilo kakve patoloske promene povezane sa
preparatima nakon njihove aplikacije (Guan, 2013; Zhang, 1998).

U poslednjih nekoliko decenija savremena istrazivanja biljaka roda Mahonia usmerena
su u pravcu ispitivanja njihovog citotoksi¢nog, antiproliferativnog i proapoptotskog
dejstva, odnosno njihovih antikancerskih svojstava. VVodeni ekstrakt listova vrste M.
balei znacajno dozno zavisno inhibira rast ¢elija humanog kancera kolona (HT-29),
povecava procenat Celija koje su u apoptozi 1 smanjuje ekspresiju gena odgovornih za
prezivljavanje (Hu i sar., 2011). Etanolni ekstrakt vrste M. oiwakensis inhibira rast ¢elija
humanog kancera pluca (A549) in vitro i in vivo kod miseva, indukujuéi u oba slucaja
proces apoptoze (Wong i sar., 2009). Pored direktnog uticaja na prezivljavanje celija
kancera biljke roda Mahonia pokazale su i protektivnu ulogu u procesu nastajanja ili
daljeg razvoja ove bolesti. Tako su studije polazale da u in vitro uslovima vodeni i
etanolni ekstrakti vrste M. balei, kao i ekstrakti vrste M. fortunei neutraliSu slobodne
radikale i Stite proteine od oStecenja izazvanih oksidacijom (Hu i sar., 2011; Yu i Xiong,
2007; Zhang i sar., 2011). U in vivo studijama njihov antioksidativni efekat je takode
potvrden, biljke su povecavale sadrzaj superoksid dismutaze (SOD) i1 smanjivale
produkte lipidne peroksidaze u misSijem serumu (Yu i sar., 2008). Etanolni ekstrakt vrste
M. oiwakensis pokazao je i sposobnost da kontrolise aktivnost oksidativnih enzima
jetre, 1 posledicno smanjuje sadrzaj malondialdehida (MDA) 1 azot monooksida (NO).
Na taj nacin pokazano je da ekstrakt ove biljke moZe delovati i hepatoprotektivno (Chao
i sar., 2013).

Iako se u poslednjih nekoliko godina povecao broj farmakoloskih studija koje ispituju
vrste roda Mahonia i njihove metabolite, vecina njih je jo$ uvek fokusirana na mali broj
biljaka ovog roda, dok o ostalima nemamo dovoljno podataka i one jo$ uvek ¢ekaju da
budu istrazene. Ovo je posebno znacajno u oblasti onkologije, gde se veina bolesti ne
mozZe trajno izleciti sadasnjom terapijom 1 otkrivanje novih agenasa predstavlja glavni

cilj vecine istraZivanja.



1.3. Mahonia aquifolium

1.3.1. Opis i rasprostranjenost vrste M. aquifolium

M. aquifolium je jedna od najrasprostranjenijih vrsta roda Mahonia. Spada u zimzeleno,
ukrasno Zbunje visine do 1 m i §irine do 1,5 m, sa nazubljenim, sjajnozelenim listovima
do 25 cm i cvetovima grupisanim u guste klastere, zute boje, koji cvetaju u rano prolece,

a nakon toga se pojavljuju tamno plave do crne bobice (Slika 3).

Slika 3 Biljna vrsta Mahonia aquifolium. portlandnursery.com

M. aquifolium potice iz zapadnog dela Severne Amerike, medutim danas je zbog svog
zanimljivog izgleda, dobrog podnoSenja letnjih suSa 1 loSeg zemljiSta Siroko

rasprostranjena, pre svega kao ukrasna biljka (He i Mu, 2015).

1.3.2. Pregled poznatih farmakoloskih dejstava i aktivnosti vrste M. aquifolium u

tradicionalnoj medicini

U narodnoj medicini indijanskih plemena ova biljka se koristila u leCenju groznice,
dijareje, dispepsije, gihta, reumatskih oboljenja, bolesti bubrega i zuci i1 hronicnih,
relapsirajucih dermatoza (Gieler i sar., 1995). U Nemackoj gotovo sve studije koje su se
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bavile ispitivanjem ovog roda fokusirale su se pre svega na ispitivanje vrste M.
aquifolium. Neke od prvih sprovedenih studija pokazale su da ova biljka moze dati
dobre rezultate u tretiranju psorijaze (Gieler, 1993; Wiesenauer, 1992). Kasnije studije
su uglavnom dolazile do sli¢nog zakljucka, u kome se potvrduje da ova vrsta moze dati
pozitivne rezultate kod pacijenata sa slabijom ili srednjom formom psorijaze (Gieler i
sar, 1995; Gulliver i Donsky, 2005; Mueller i Ziereis, 1994; Wiesenauer i Ludtke,
1996). Smatra se da ovaj efekat biljka ostvaruje inhibicijom hiperproliferacije
keratinocita i uticajem na faktore zapaljenja (Augustin i sar., 1999; Galle i sar., 1994;
Mueller i sar., 1995). M. aquifolium je svoju upotrebu nasla i u homeopatskim
preparatima za tretiranje psorijaze (engl. German Homoeopathic Pharmacopeia; Gieler
i sar., 1995).

Imajuéi u vidu da se u narodnoj medicini vrsta M. aquifolium pre svega koristila u
stanjima koja su izazvana infekcijama ili pradena zapaljenjima, sve studije su do sada
ispitivale efekte ekstrakata ove biljke i njihove pojedina¢ne aktivne principe na
produkciju i sintezu faktora zapaljenja, na aktivnost komponenata imunog sistema i na
prezivljavanje odredenih mikroorganizama.

U jednoj od prvih studija koja je ispitivala efekte ekstrakta M. aquifolium doslo se do
zaklju¢ka da alkoholni ekstrakt in vitro inhibira dva kljuéna enzima u sintezi
arahidonske kiseline, ciklooksigenazu (CO) i lipooksigenazu-5 (5-LO), i da deluje
imunostimuliSuce na fagocite (Galle i sar., 1994). Nakon toga istraZivanja su pokazala
da ekstrakt vrste M. aquifolium i njegovi pojedinacni alkaloidi inhibiraju proliferaciju
brzodele¢ih humanih keratinocita (HaCaT) (Muller 1 sar., 1994).

Alkaloidi izolovani iz vrste M. aquifolium berbamin, oksikantin, korituberin,
kolumbamin i akvafolin pokazali su se kao dobri inhibitori lipooksigenaze koja je bitna
u procesu razvoja psorijaze, dok je efekat berberina i magnoflorina bio nesto slabiji
(Bezakova i sar., 1996, Misik i sar., 1995, Rackova i sar., 2007).

Takode, ispitivan je uticaj ekstrakta kore vrste M. aquifolium na produkciju
interleukina-8 (IL-8) od strane humanih monocita (THP-1) i utvrdeno je da ekstrakt
thibira produkciju ovog faktora inflamacije. Poznato je da povecana koncentracija (IL-
8) u kozi moze dovesti do hiperproliferacije u epidermu 1 infiltracije 1 akumulacije
neutrofila, $to dovodi do stvaranja mikroabscesa, koji izmedu ostalog imaju znacaj i u

patogenezi psorijaze (Kostalova i sar., 2001).
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Klini¢ke studije koje su ispitivale uticaj topikalno primenjenih preparata vrste M.
aquifolium na molekulske markere koji su bitni u imunskom odgovoru i proliferaciji
kerationocita kod pacijenata sa psorijazom, dosli su do zakljucka da ovi preparati
smanjuju ekspresiju adhezivnog molekula ICAM-1 kod keratinocita, CD3 molekula i T
limfocita, HLA-DR molekula u dermalnim infiltratima, i molekula keratinocit 6 i 16
¢ime indirektno suprimira proliferaciju keratinocita (Augustin i sar., 1999).

Istrazivanje koje se bavilo ispitivanjem alkaloida izolovanih iz vrste M. aquifolium
(berberin, jatrorizin i magnoflorin) pokazalo je da svi imaju antioksidativnu aktivnost i
sposobnost da neutraliSu slobodne radikale (Rackova i sar., 2004). U neutralisanju
slobodnih radikala najbolju aktivnost je pokazao magnoflorin, dok je berberin pokazao
samo neznatnu aktivnost. Sli¢an rezultat dobijen je i pri ispitivanju antioksidativnih
karakteristika. Dobri rezultati magnoflorina i jatrorizina se pripisuju njihovim
molekulskim strukturama, odnosno prisustvu slobodnih fenolnih grupa na molekulskom
skeletu (Rackova i sar., 2004). Pored ovih alkaloida i berbamin i oksikantin izolovani iz
vrste M. aquifolium imaju sposobnost da neutralisu slobodne radikale (Muller i Ziereis
1994).

Takode istrazivanja na izolovanim alkaloidima etanolnog ekstrakta kore M. aquifolim
protoberberina, berberina i jatrorizina pokazala su da sva tri alkaloida imaju
antimutagenu aktivnost koja je najizraZzenija kod berberina (Cernakova 1 sar., 2002).
Alkaloidi su pokazali sposobnost da inhibiraju proces mutageneze indukovan akridin
oranzom u hloroplastima eukariotskog modela Euglena gracilis, a ovaj podatak sugerise
potencijalnu  hemopreventivhu ulogu alkaloida na efekte razliCitth hemijskih
kancerogena.

Ispitivanja su pokazala da alkoholni ekstrakt vrste M. aquifolium, kao i pojedinacne
komponente ekstrakta berberin, palmatin i jatrorizin mogu da inhibiraju rast i
dermatofita i kvasnica. Berberin i jatrorizin deluju na Candidu tropicalis koja pokazuje
rezistenciju na lekove (Slobodnikova i sar., 2004), kao i na sojeve Malasessezie spp.
nadene kod pacijenata sa pitirijjazom i seboroi¢nim dermatitisom (Vollekova i sar.,
2001). Jatrorizin je efekat pokazao i na sojevima Trichophyton spp., Microsporum spp. i
Epidermophyton floccosum (Vollekova i sar., 2004) .

Takode, berberin i jatrorizin izolovani iz vrste M. aquifolium pokazali su dobru

antimikrobu aktivnost na 20 klinickih izolata Propionibacterium acnes iz uzoraka koze
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pacijenata sa aknama i na 9 razli¢itih sojeva bakterija koje nastanjuju oralnu duplju
(Rohrer i sar., 2007; Slobodnikova i sar., 2004).

Berbamin i oksikantin izolovani iz vrste M. aquifolium imaju i sposobnost da sprecavaju
kontrakcije krvnih sudova izazvane noradrenalinom, fenilefrinom i serotoninom i ovaj
efekat alkaloidi najverovatnije ostvaruju preko Ca?'kanala, a moguée je delom i preko
adrenergickih receptora (Sotnikova i sar., 1994).

Vecina dosada$njih studija su istrazivale i potvrdile da vrsta M. aquifolium ima
antiinflamatorne i imunomodulatorne efekte. Manji broj studija bavio se ispitivanjem
antimikrobnih efekata ove biljke. Ono §to je interesantno je da bez obzira na potvrdeni
antiinflamatorni potencijal vrste M. aquifolium nije bilo istrazivanja koja su se bavila
ispitivanjem njenog antikancerskog potencijala i moguée uloge u terapiji onkoloskih

oboljenja.

1.4. Alkaloidi izolovani iz vrsta roda Mahonia i njihovi farmakoloski
efekti

Alkaloidi (berberin, palmatin, berbamin) su naj¢eS¢e izolovani i najviSe istrazivani
sekundarni metaboliti vrsta roda Mahonia.

Osim iz vrsta M. aquifolium, ovi alkaloidi izolovani su i iz drugih biljaka roda Mahonia
1 srodnih vrsta drugih rodova sliénog hemijskog sastava. Kada je re¢ o alkaloidima
izolovanim iz vrsta roda Mahonia, pokazan je $irok spektar razli¢itih aktivnosti.
Berberin je pored antimikoti¢nog delovanja na gljivicu C. tropicalis pokazao aktivnost i
na C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. guiliermondii, dok je palmatin dobar
antimikoticki efekat pokazao na C. parapsilosis (Park i sar., 1999). U klini¢kim
studijama berberin u kombinaciji sa ofloksacinom doveo je do znaCajnog povecanja
procenta izleenja u kracem vremenskom periodu kod dece obolele od bacilarne
dizenterije. Neke od prednosti berberina u ovom slucaju su njegova laka dostupnost i
niska cena (Cheng i sar., 2004). Interesantno je da su berberin i palmatin pokazali i
antiviroticki potencijal. Oba alkaloida su dovela do inhibicije aktivnosti enzima
reverzne transkriptaze kod virusa avian mijeloblastoze (AMV), murin leukemije
(MuLV) i simian sarkoma virusa (SSV) (Sethi, 1983). A bitan je i podatak da i berberin
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I palmatin mogu da inhibiraju i HIV-1 reverznu transkriptazu (Gudima i sar., 1994).
Podaci o antimikrobnom potencijalu analiziranih alkaloida su u saglasnosti sa
tradicionalnom upotrebom biljaka koje su njihovi izvori, pre svega u tretiranju infekcija
digestivnog trakta i koze.

Berberin 1 palmatin su pokazali i antikancerski efekat i ovi rezultati potvrduju podatke
dobijene o protoberberinskim alkaloidima izolovanim iz predstavnika drugih rodova
(Lin 1996; Sanders i sar., 1998). Mnogobrojne studije o berberinu sugeriSu da ovaj
alkaloid moZe naci svoje mesto u savremenoj terapiji kancera, jer ne samo da uti¢e na
proliferaciju malignih c¢elija, nego i smanjuje njihov metastatski potencijal i u
kombinaciji sa lekovima ili radijacijom daje mnogo bolje rezultate nego kada se terapija
primenjuje samostalno (Tillhon i sar., 2012). Treba napomenuti da je berberin pokazao i
organoprotektivni efekat u toku primene sa doksorubicinom ¢ime je smanjio toksi¢nost i
nezeljene efekte samog leka (Zhao i sar., 2011).

Berberin i palmatin imaju sposobnost i da se vezu za serotoninske i adrenergicke
receptore 1 da inhibiraju enzime koji su uklju€eni u sintezu acetilholina. S obzirom da je
utvrdeno da berberin svoje efekte u celiji ostvaruje interkalacijom sa DNK molekulom,
usled cega dolazi do inhibicije reverzne transkriptaze, sinteze DNK i proteina, jedno od
mogucih objasnjenja za toksi¢nost berberina bi uz ove efekte moglo biti i vezivanje za
receptore u nervnom sistemu (Schmeller i sar., 1997).

Sto se ti¢e alkaloida koji su u manjim koli¢inama zastupljeni u biljkama roda Mahonia i
oni su pokazali razli¢ite farmakoloske efekte 1 dobar potencijal da se razviju u nove
terapijske agense.Berbamin inhibira produkciju interleukina-1 (IL-1) i faktora nekroze
tumora o (TNF-a) za koju su zaduZeni monociti 1 makrofage, a takode uti¢e 1 na
produkciju faktora nekroze tumora 3 (TNF-B) od strane limfocita (Seow 1 sar., 1992).
Takode, istrazivanja su pokazala da bi berbamin i drugi bis-benzilizohinolini svoju
ulogu mogli naci 1 u terapiji multiple skleroze (Wong i sar., 1992).

Siringarezinol deluje aniinflamatorno tako §to inhibira efekte COX i 5-LO. Siringin je
pokazao imunomodulatorni i antialergijski efekat inhibicijom produkcije TNF-a,
proliferacije CD8+ T limfocita i smanjenjem edema izazvanog kod misSeva (Cho i sar.,

2001).
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Hormoarmolin, izotetrandin i alkaloidi izolovani iz vrste M. balei mogu da modifikuju
rad enzima ATP-aza, §to bi moglo naéi svoju primenu u tretiranju gastri¢nih ulceracija
(Nakamura i sar., 1992, Satoh i sar., 2003, Zhang i sar., 2014).

Svi do sada potvrdeni efekti alkaloida izolovanih iz vrsta roda Mahonia predstavljeni su

u Tabeli 1.
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Tabela 1. Bioloske aktivnosti alkaloida izolovanih iz predstavnika roda Mahonia

JEDINJENJE

BIOLOSKA AKTIVNOST

Berberin

Antimikrobna
Antivirusna
Antitumorska
Antiproliferativna
Antimutagena

Antioksidativna

Palmatin

Antimikrobna
Antivirusna

Antitumorska

Jatrorizin

Antimikrobna
Antitumorska
Antimutagena
Antiinflamatorna, imunomodulatorna

Antioksidativna

Kolumbamin

Antioksidativna

Oksiberberin

Antioksidativna

Izotetrandin

Efekat na Na*, K*-ATP-aze

Berbamin

Antiproliferativna
Antiinflamatorna, imunomodulatorna

Antioksidativna

Homoaromolin

Efekat na Na+, K+-ATP-aze

Inhibira oslobadanje histamine

Antimikrobna

Oksikantin Antiproliferativna
Antioksidativna
Magnoflorin Antioksidativna

(%)-Siringarezinol

Antiinflamatorna, imunomodulatorna

Siringin

Antiinflamatorna, imunomodulatorna

Epi-Siringarezinol

Antitumorska
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1.5. Antitumorski potencijal biljne vrste M. aquifolium

Kancer je geneticko oboljenje somatske celije u kojoj usled nagomilavanja mutacija
dolazi do genomske nestabilnosti, a sama celija postaje proliferativno nadmocna u
odnosu na ostale normalne, somatske celije. Rast malignog tumora i njegovu
metastaticku diseminaciju obezbeduju: odrzavanje proliferativne signalizacije, smanjena
osetljivost na supresore rasta, izbegavanje Celijske smrti, replikativna imortalizacija,
stimulacija angiogeneze, stimulacija invazivnosti i metastaziranja (Hanahan i sar., 2000;
Hanahan i sar., 2011; Weinberg, 2007).

Rezultati dosadasnjih istraZivanja pokazala su da predstavnici roda Mahonia ispoljavaju
antikancerski efekat koji zahteva dalja ispitivanja (Hu i sar., 2011; Wong i sar., 2009).
Glavni aktivni sastojci alkaloidi u velikom broju studija nedvosmisleno su pokazali
antiproliferativne, antitumorske i proapoptotske efekte (Lin 1996; Sanders i sar., 1998).
Takodje, biljka M. aquifolium koja se koristi u tretiranju razli¢itih zapaljenskih procesa
ima potvrden i antiinflamatorni efekat (Augustin i sar., 1999; Galle i sar., 1994; Mueller
I sar., 1995). lako dosadasnja istrazivanja nisu razmatrala antikancerski potencijal M.
aquifolium, literaturni podaci o antiinflamatornom efektu sugeriSu da i antikancerski
efekat moze biti prisutan.

Pre svega trebalo je ispitati uticaj ekstrakata M. aquifolium na prezivljavanje maligno
transformisanih celija, utvrditi tip Celijske smrti 1 razjasniti mehanizme kojima se
indukuje ¢elijska smrt. S obzorim da je angiogeneza proces od posebnog znacaja za
razvoj malignog tumora, kojim se obezbeduju sve neophodne hranljive materije i
kiseonik (Hanahan i sar., 2011), bitno je bilo ispitati uticaj ekstrakata i na ovaj proces.
Da bi ispitivanje antikancerskog potencijala biljne vrste M. aquifolium bilo kompletno
planirani eksperimenti ukljucili su i1 analizu uticaja ekstrakata na proces migracije i
formiranje meducelijskih veza, ¢ime se direktno uti¢e na migraciju i invazivnost tumora
(Albring i sar., 2013; Nishida i sar., 2006; Park i sar., 2012).

Danas se intenzivno istrazuju brojni prirodni agensi koji bi mogli u znatnoj meri
odgovoriti na najve¢e probleme u savremenoj onkologiji kao sto su toksi¢nost i
rezistentnost na postoje¢u hemioterapiju. Vrsta M aquifolium zbog svojih bioloskih i
farmakoloskih aktivnosti potencijalno je dobar kandidat za ispitivanja u kombinaciji sa

klini¢kim lekovima.
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1.5.1. Kombinovani tretman ekstrakata vrste M. aquifolium i doksorubicina

Doksorubicin je lek izbora u leCenju mnogih maligniteta, kao Sto su kanceri dojke,
pluéa, jajnika 1 tiroidne zlezde, zatim limfomi, mijelomi, sarkomi i neke forme
pedijatrijskih maligniteta. Doksorubicin intereaguje sa DNK molekulom i inhibira
sintezu molekula bitnih za biosintetske procese u celiji. Zaustavlja progresiju
topoizomeraze 11, enzima koji ucestvuje u odrzavanju procesa replikacije i transkripcije
(Fornari i sar., 1994; Pommier i sar., 2010; Tacar i sar., 2013). Takode, doksorubicin
moze dovesti do povecanja produkcije slobodnih radikala u ¢eliji, Sto doprinosi samoj
citotoksi¢nosti leka (Rossi, 2013). Svoj efekat ostvaruje i remodelovanjem hromatina,
¢ime utice na gensku ekspresiju. Ovim razli¢itim mehanizmima doksorubicin
prouzrokuje osteCenja na nivou genetskog materijala i same celije, §to rezultuje
¢elijskom smréu (Pang i sar., 2013; Pang i sar., 2015).
lako pokazuje dobre rezultate, doksorubicin indukuje kumulativnu, dozno-zavsinu
toksi¢nost. Od neZeljenih efekata najceS¢a je kardiomiopatija, ali se toksi¢nost moze
ispoljiti 1 na mozgu, bubrezima ili jetri (Carvalho i sar., 2009). Savremena terapija za
tretiranje malignih bolesti Cesto obuhvata upotrebu viSe razli¢itih lekova, §to moze
uticati na povecano ispoljavanje toksicnosti i neZeljenih efekata (Thorn 1 sar., 2011). U
savremenim istrazivanjima, da bi se smanjila toksi¢nost doksorubicina, lek se
kombinuje sa drugim agensima koji imaju antioksidativna ili proapoptotska svojstva,
poboljsavaju distribuciju samog leka u organizmu ili deluju organ-protektivno (Bamodu
i sar., 2015; Carvalho i sar., 2009.). Dobri rezultati dobijeni su u studijama gde je
doksorubicin kombinovan sa supstancama biljnog porekla, medu kojima je bio i
berberin (Osman i sar., 2012; Zhao i sar., 2011).
Za naSe istraZzivanje od znacaja je bilo ispitati efekat kombinovanog tretmana
doksorubicin/ekstrakt M. aquifolium na proliferaciju, migratorni potencijal, invazivnost
humanih, malignotransformisanih ¢elija 1 procese preuzimanja 1 zadrzavanja
doksorubicina u ciljnoj ¢eliji. U cilju razjaSnjenja mehanizama usled kojih
kombinovani tretman utie na invazivnost maligno transformisanih ¢elija, ispitane su
promene u ekspresiji gena od znacCaja za migraciju, angiogenezu, formiranje
meducelijskih veza i reparaciju, kao $to su: matriksne metaloproteinaze 2 i 9 (MMP2 i
MMP9), okludin (OCLN), katenin beta-1 (CTNNBL1) i kros-komplementarna grupa 1 za
ekscizionu reparaciju (ERCC1).
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Dobijeni rezultati zajedno sa detaljnom hemijskom analizom sastava ekstrakata vrste M.
aquifolium i karakterizacijom aktivnih principa omogucic¢e da se definiSe antitumorski
potencijal biljke, i bolje razumeju mehanizmi delovanja kako bi se odredio dalji pravac

u ispitivanju ove biljne vrste.

1.6. Antimikrobna aktivnost biljne vrste M. aquifolium

Mikroorganizmi su jednocelijski organizmi, koje odlikuje velika raznolikost, dobra
sposobnost adaptacije 1 Siroka rasprostranjenost. Od izuzetnog su znacaja za coveka i
njegovo okruzenje, dok se u medicini posebna paznja pridaje mikroorganizmima koji
saCinjavaju normalnu floru ljudskog organizma i patogenima izaziva¢ima razliCitih
bolesti (Schulz 1 Jorgensen, 2001). Bakterije su prokariotski, jednocelijski organizmi,
koji ne poseduju celijske organele i jedro. Sposobne su da funkcioni$u i da se dele kao
pojedinacne ¢elije, ali se ¢eS¢e udruzuju u kolonije (Shapiro, 1998). Bakterijski genom
je uglavnom u formi cirkularnog hromozoma, jednostruke petlje DNK molekula, mada
Su cesto prisutni i pojedinac¢ni delovi DNK materijala koji se nazivaju plazmidi
(Johnsborg i sar., 2007). Zastitu i ¢vrstinu bakterijskoj ¢eliji obezbeduje ¢elijski zid, na
osnovu ¢ije strukture se 1 zasniva osnovna podela na Gram pozitivne 1 Gram negativne
bakterije (bojenje po Gramu). Bakterije se razmnozavaju binarnom fizijom ili
pupljenjem, ali imaju i sposobnost razmene genetskog materijala procesima
transformacije i konjugacije (Johnsborg i sar., 2007). Pri nepovoljnim uslovima
spoljasnje sredine bakterije mogu da prezive u formi spore. Kada se nalazi u optimalnim
uslovima bakterija moZze da raste izuzetno brzo i da se deli na svakih 20 minuta (Dyall i
sar., 2004). Ukoliko se na domacinu nalazi kao parazitski organizam, smatra se
patogenom, i takve bakterije su izazivaci razli¢itih infekcija. Svaka bakterijska vrsta ima
svoj karakteristican spektar interakcije sa domacinom, koji je definisan mestom
nastanka 1 Sirenja infekcije, kao i tipom imunog odgovora koji se razvija (Fish, 2002).

Terapija koja se koristi u procesu lecenja onkoloSkih bolesti intenzivno uti¢e na
humoralni 1 celularni imuni sistem. Na taj nacin slabi odbrambeni sistem pacijenta, koji
je Cesto vec oSteCen zbog prirode same bolesti. Savremena hemioterapija uti¢e na
gotovo sve komponente imunog sistema usled c¢ega se menja produkcija

imunoglobulina, T limfocita, monocita, makrofaga, neutrofila, 1 zastitna barijera na kozi
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1 sluzokozi. Zato su pacijenti sa rakom posebno podlozni skoro svim tipovima infekcija,
pre svega bakterijskim i gljivicnim. Ove infekcije uti¢u na sam proces i ishod lecenja
malignih bolesti (Anaissie i sar., 1998; Bochud i sar., 1994; Bodey i sar., 1966; Vento i
Cainelli, 2003).

Savremena hemioterapija se u vecini onkoloskih oboljenja primenjuje u ciklusima
nedeljama ili mesecima. Povecana temperatura sa neutropenijom je jedan od prvih
znakova da je pacijentu zZivot ugrozen, nakon ¢ega se on smesta u bolnicu i daju mu se
antibiotici. U viSe od 50% pacijenata ne moZe se naci izvor same infekcije (Pizzo,
1993).

Sto se ti¢e bakterijskih infekcija kod onkoloskih pacijenata sa neutropenijom, od 60-ih
do 80-ih godina proslog veka to su uglavnom bile aecrobne Gram negativne bakterija
(Escherichia colli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa). Siroka upotreba
antibiotika dovela je do promena, tako da su 80-ih godina uzroc¢nici 60-70% svih
infekcija kod onkoloskih pacijenata bile Gram pozitivne bakterije, pre svega koagulaza
negativne stafilokoke, viridans streptokoke i Staphylococcus aureus. Osim samih
antibiotika na povecan broj infekcija izazvanih Gram pozitivnim bakterijama uticalo je
jos nekoliko faktora, kao $to su mukozitisi izazvani agresivnijom terapijom, produzena
neutropenija, upotreba nekih vrsta katetera, upotreba Ho-agonista i profilakti¢no davanje
fluorohinolona protiv Gram negativnih bakterija (Smiley i sar., 2005; Vento i Cainelli,
2003). U poslednjih nekoliko godina zabeleZen je porast infekcija Gram negativnim
bakterijama kod pacijenata na terapiji (Ariffin, 2002), dok su danas od Gram pozitivnih
najzastupljenije Staphylococcus aureus, koagulaza negativne stafilokoke, Enterococcus
spp. i1 viridans streptokoke (Vento i Cainelli, 2003). Viridans streptokoke su deo
normalne mikroflore najceS¢e usne duplje, ali se mogu naéi i u gornjim delovima
respiratornog trakta, u genitalnom, gastrointestinalnom traktu i na kozi. Da bi viridans
streptokoke izazvale ozbiljnije infekcije mukoza i njena odbrambena barijera moraju da
budu oStecene, Sto se Cesto deSava kao posledica hemioterapije. Oko 10% onkoloskih
pacijenata usled infekcije ovim bakterijama razvije simptome toksicnog Soka sa
groznicom, hipotenzijom, osipom i akutnim distres sindromom, i kod 30% pacijenata
ovakve infekcije zavrSavaju se smrtnim ishodom (Vento 1 Cainelli, 2003).

Kod onkoloskih pacijenata na terapiji u poslednjih 30 godina raste i broj infekcija

izazvanih gljivicama. Ovakve infekcije posebno su ozbiljne kod pacijenata sa
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hematoloskim malignitetima. Najces¢i uzro¢nik sistemskih gljivicnih infekcija je
Candida albicans, mada su i drugi tipovi kandide takode izolovani (C. tropicalis, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. krusei). Faktori koji pogoduju razvoju gljivi¢nih injekcija
su ve¢ postojeca bakterijska ili virusna infekcija, oSte¢enje sluznica i1 upotreba
antibiotika. Za razliku od kandide koja poti¢e sa mukoze, gljivicne infekcije koje
izaziva Aspergiluss spp. ulaze kroz disajne puteve i poticu iz spoljasnje sredine (Bodey i
sar., 1992).

Infekcije kod onkoloskih pacijenata izazvane kandidom tretiraju se fukonazolom ili u
slu¢aju rezistencije na ovaj lek amfotericinom.

Postoji nekoliko kombinacija antibiotika koje se daju kod onkoloskih pacijenata u
febrilnom stanju sa neutropenijom i svi su uglavnom podjednako efikasni. Neke od tih
kombinacija su aminoglokozidi (gentamicin, amikacin, tobramicin, netilmicin) sa
antipseudomonas penicilinima (piperacilin, mezlocilin) ili kombinacija B-laktamskih
antibiotika i inhibitora B-laktamaze (tikarcilin i klavulanska kiselina ili piperacilin i
tazobaktam). Takode monoterapija sa cefalosporinima novije generacije (ceftazidin,
ceftriakson, cefepim) ili karbapenemima (imipenem i meropenem) se pokazala kao
dovoljno odgovarajuc¢a (Hughes i sar., 2002). U poslednje vreme se sve ¢es¢e dovodi u
pitanje davanje antibiotika u profilakticke svrhe. Ovakvo davanje fluorohinolona jeste
smanjilo incidencu infekcija izazvanih Gram negativnim bakterijama, ali nije smanjilo
incidencu febrilnih stanja sa neutropenijom, kao ni morbiditet i mortalitet (Engels i sar.,
1998). Medutim usled profilakticke primene fluorohinolona doSlo je do porasta
rezistencije Gram negativnih bakterija, naroc¢ito kod Escherichia coli (Cometta i sar.,
1994).

Moze se zakljuciti da onkoloSki pacijenti usled prisutne imunodeficijencije zahtevaju
posebnu paznju u procesu profilakse i terapije prisutnih bakterisjkih ili gljivi¢nih
infekcija, koje mogu bitno uticati na ishod le¢enja samog onkoloSkog oboljenja.

Kao sto je vec reCeno do sada objavljena istrazivanja su pokazala da ekstrakti biljke M.
aquifolium i izolovani alkaloidi berberin, palmatin i jatrorizin poseduju antimikoticku
aktivnost (Slobodnikova i sar., 2004). Berberin i jatrorizin iz ove biljke inhibirali su rast
uzroc¢nika akni 1 bakterija prirodnih stanovnika usne duplje. Takode istrazivanja drugih
predstavnika roda Mahonia i pojedina¢nih alkaloida kao glavnih nosilaca aktivnosti

potvrdila su njihov dobar antimikrobni potencijal (Rohrer i sar., 2007; Slobodnikova i
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sar., 2004). Cilj naseg istrazivanja je bio da ispitamo efekat ekstrakata biljke M.
aquifolium na bakterijskim sojevima koji se Cesto javljaju kao izazivaci infekcija kod
onkoloskih pacijenata, sa posebnim osvrtom na faktore virulencije 1 kombinovanu
upotrebu sa naj¢esce primenjivanim antibioticima.

Za ispitivanje uticaja na produkciju faktora virulencije odabran je soj S. aures. Ova
Gram pozitivna bakterija moze biti prirodno prisutna kod 30% populacije i najcesce
izaziva blage ili umereno teske infekcije koze 1 mekih tkiva. Ozbiljnije infekcije moze
izazvati kod imunokompromitovanih pacijenata u koje spadaju i pacijenti sa malignim
bolestima, kao i kod pacijenata sa postoperativnim ranama, intravenskim kateterima ili
medicinskim implantima, Sto su takode bitne kategorije u onkologiji (Gotz, 2004).
Jedan od najbitinijih faktora virulencije stafilokoka je sposobnost formiranja biofilma.
Biofilm je kompleksna visecelijska struktura u kojoj prisutne bakterije ispoljavaju
razli¢ite fenotipske karakteristike (Periasamy i sar. 2011; Donlan i Costerton, 2002).
Prilikom formiranja biofilma bakterije mogu adherirati za povrsSinu zivih ¢elija ili za
plasti¢ne povrSine medicinskih uredaja i implantata (Periasamy i sar., 2011). U biofilmu
formiraju se kanali¢i kroz koje se sve bakterije snabdevaju vodom i hranljivim
nutrijentima (Watnic i Colter, 2000). Bakterije mogu biti u razli¢itim metabolickim
stanjima, Sto 1 odreduje njihov polozaj u biofilmu. One bakterije koje su vise
metabolicki aktivne, rastu ili obezbeduju energiju procesima fermentacije, nalaze se u
viSim slojevima bogatim kiseonikom ili u slojevima koji su bogati nutrijentima.
Metaboli¢ki neaktivne Celije i mrtve Celije nalaze se uglavnom u anoksi¢nim delovima
biofilma (Brady 1 sar., 2007; Rani 1 sar., 2007). Biofilm obezbeduje bakterijama
otpornost na antibiotike, dovodi do razvoja rekurentnih infekcija, a njegovom
diseminacijom ZariSta infekcija se prenose na udaljena mesta. Zbog svog afiniteta da se
formira na plasti€énim povr§inama implantiranih medicinskih uredaja i pomagala kao Sto
su intravenski 1 urinarni kateteri 1 kozmeticki implanti, onkoloski pacijenti na bolnickom
le¢enju su posebno izlozeni riziku za razvoj rezistentnih stafilokoknih infekcija. Zato je
bilo od znacaja ispitati uticaj ekstrakata vrste M. aquifolium na sposobnost S. aureusa
da formira biofilm.

Glikokaliks je zastitni omota¢ bakterijske celije i takode predstavlja bitan faktor
virulencije. Sastoji se od polisaharida vezanih za proteine ¢elijske membrane pri cemu

se formiraju glikoproteini i glikolipidi. Glavna uloga glikokaliksa je da §titi membranu
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od ostecenja, prima signale iz okolne sredine i obezbeduje meduéelijsku komunikaciju.
Jedan od ciljeva nasSeg istrazivanja je bio i da ispitamo uticaj ekstrakata vrste M.
aquifolium na produkciju glikokaliksa S. aureusa, kao bitnog zastitnog faktora

bakterijske ¢elije.

1.6.1. Antibiotici i interakcija sa ekstraktima biljne vrste M. aquifolium

Antibiotici ¢iju interakciju sa ekstraktima vrste M. aquifolium smo ispitivali su najéesce
primenjivani za tretiranje Sirokog spektra infekcija. Prilikom odabira antibiotika od
posebnog znacaja je bio njihov mehanizam delovanja. Antibiotici kori$¢eni u nasem
istrazivanju pripadaju razli¢itim grupama, koji svoj antimikrobni efekat ostvaruju na
razli¢ite nacine.

Dobijeni podaci o uticaju esktrakata na odabrane sojeve mikroorganizama, faktore
virulencije 1 efekte antibiotika koji su u S$irokoj upotrebi, omoguci¢e utvrdivanje
antimikrobnog potencijala biljke M aquifolium koji moze biti od posebnog znacaja kod

imunokompromitovanih pacijenata, kao $to su pacijenti na antikancerskoj terapiji.
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2. Ciljevi istrazivanja

Na osnovu literaturnih podataka postavljena je hipoteza istrazivanja, da ekstrakt kore
vrste M. aquifolium pokazuje antiproliferativni i/ili antimikrobni efekat.
Da bismo proverili hipotezu postavili smo sledece specifi¢ne ciljeve istrazivanja:

e QOdabir biljnog materijala i odredivanje uslova ekstrakcije za pripremu ekstrakata
vrste M. aquifolium.

e Kovalitativna i kvantitativna hemijska analiza sekundarnih metabolita prisutnih u
ispitivanim ekstraktima vrste M. aquifolium metodom tecne hromatografije-
masene spektrometrije (HPLC-MS).

e Primena jednodimenzionalne (1D) i dvodimenzionalne (2D) NMR
spektroskopije i multivarijantne analize spektroskopskih podataka u cilju
utvrdivanja aktivnih metabolita ispitivanih ekstrakata biljke M. aquifolium.

e Ispitivanje in vitro citotoksi¢ne aktivnosti vodenog i etanolnog ekstrakta biljne
vrste M. aquifolium, prema pet malignih ¢elijskih linija poreklom iz razli¢itih
tipova kancera, kao 1 odredivanje selektivnosti citotoksi¢nog dejstva na
uspostavljenoj liniji normalnih humanih ¢elija.

e Ispitivanje mehanizama dejstva ekstrakata biljne vrste M. aquifolium. Analiza
efekta ekstrakata na distribuciju Celija u razli¢itim fazama celijskog ciklusa, kao
1 odredivanje tipa celijske smrti. Odredivanje ciljnih kaspaza, da bi se utvrdilo
preko kog signalnog puta se indukuje apoptoza u ciljnim ¢elijama.

e Ispitivanje efekta ekstrakata na invazivnost humanih metastatskih malignih
¢elija 1 na angiogenezu endotelijalnih Celija ¢ime bi se upotpunila procena
antitumorskog potencijala ekstrakata.

e Ispitivanje antitumorskog potencijala, tipa interakcije kao i karakterizacija
mehanizama dejstva ekstrakata biljne vrste M. aquifolium, u prisustvu/odsustvu
doksorubicina in vitro.

e Ispitivanje genske ekspresije gena bitnih u procesu adherence Celija i formiranja
¢vrstih veza nakon dejstva ekstrakata biljne vrste M. aquifolium, u

prisustvu/odsustvu doksorubicina in vitro.
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Ispitivanje antimikrobnog potencijala ekstrakata biljne vrste M. aquifolium
odredivanjem prezivljavanja odabranih mikroorganizama i ispitivanje uticaja
ekstrakata na ekspresiju faktora virulencije mikroorganizama, sintezu
glikokaliksa i produkciju biofilma.

Ispitivanje uticaja ekstrakata na antimikrobni potencijal odabranih antibiotika i

tip interakcije antibiotik/ekstrakt.
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3. Materijal I metode

3.1. Ekstrakti biljne vrste M. aquifolium

Biljni materijal koji je koriS¢en za ekstrakciju je osuSena kora skinuta sa grana M.
aquifolium nakon orezivanja biljaka, sakupljena u oktobru 2014. godine u parku
Narodna Basta u Pancevu, Srbija. Uzorkovani materijal se nalazi u Herbarijumu
Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢” (u kolekciji Instituta za
proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panc¢i¢” u Pancevu) pod rednim brojem 064/14.
Susenje biljnog materijala se obavljalo na sobnoj temperaturi u tankom sloju na suvom i
promajnom mestu.

Neposredno pre ekstrakcije biljni materijal je samleven na laboratorijskom mlinu i
koriSéen za izradu dva tipa ekstrakta, vodeni i etanolni. Vodeni ekstrakt pripremljen je
ekstrakcijom droge na ultrazvu¢nom kupatilu (1:10, w/v) u trajanju od 30 minuta. .
Etanolni ekstrakt je dobijen maceracijom droge sa 70% etanolom na sobnoj temperaturi
tokom 24 h (1:5, w/v). Oba ekstrakta su filtrirana kroz filter papir i koncentrovana pod
vakumom na 40°C na rotacionom evaporatoru. Suvi ekstrakti ¢uvani su u frizideru.

U cilju utvrdivanja korelacije hemijskog sastava ekstrakata sa njihovom citotoksi¢cnom
aktivno$éu primenom jednodimenzionalne (1D) i dvodimenziolnalne (2D) NMR
spektroskopije 1 multivarijantne analize pripremljena su tri tipa ekstrakata. 2g sprasSenog
biljnog materijala ekstrahovano je sa 20 ml hloroforma, dok je 3g materijala
ekstrahovano sa 30 ml 62% etanola. SmeSe su sonifikovane u ultrazvuénom kupatilu
tokom 15 min i zatim filtrirane kroz filter papir (engl. Whatman 4, 20-25 um). Filtrati su
upareni do suva pri redukovanom pritisku na 40°C. Na ovaj nacin dobijeno je 20 mg
hloroformskog ekstrakta i 260 mg etanolnog ekstrakta. 200 mg od etanolnog ekstrakta
dobijenog ekstrakcijom sa 62% etanolom rastvoreno je u 4 ml 10% trifluorosiréetne
kiseline i centrifugirano (13400 rpm/5 min). Rastvor je zatim neutralizovan do pH = 8
dodavanjem 25% vodenog rastvora amonijaka i nakon toga ekstrahovan sa 8 ml
hloroforma. Organski sloj je osuSen pomocu anhidrovanog MgSOs i uparen do suva pod
redukovanim pritiskom na 40°C. Na ovaj nacin dobijeno je 15 mg frakcionisanog

ekstrakta. Cela procedura ponovljena je pet puta. Svi uzorci rastvoreni su u dimetil

25



sulfoksidu (DMSO) do koncentracije od 30 mg/ml, pomocu ultrazvu¢nog kupatila,
nakon ¢ega su centrifugirani (13400 rpm/5 min).

Etanol i hloroform proizvodi su kompanije Merck (Darmstat, Nemacka). Ultra Cista
voda dobijena je pomocu Milli-Q Water sistema, korporacija Millipore Corp. (Billerica,
MA, Sjedinjene Americke Drzave). DMSO je proizvod kompanije Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, Sjedinjene Americke Drzave).

3.2. Hemijska karakterizacija biljnih ekstrakata

3.2.1. HPLC-MS analiza

Pre HPLC-MS (engl. high performance liqud chromatography-mass spectrometry)
analize, ispitivani ekstrakti su rastvoreni u metanolu (C(etanolnog ekstrakta) = 13,644
mg/ml; C(vodenog ekstrakta) = 11,770 mg/ml) i procedeni kroz filter (0,45 um).

U ispitivanim ekstraktima sadrzaj berberina je odreden pomo¢u HPLC uredaja (Agilent
1200 Series, Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA)) sa degaserom,
autosamplerom, kolonom Zorbax Eclipse XDB-C18 (RRHT, 50 x 4,6 mm i. d.; 1,8 um)
i DAD detektorom u kombinaciji sa 6210 Time-of-Flight LC/MS sistemom (Agilent
Technologies). Kao mobilna faza koriS¢ena je smeSa rastvaraca A (0,2% rastvor mravlje
kiseline u vodi) i B (acetonitril) sa programiranim izokratnim i gradijentnim eluiranjem:
0-0,5 min 5% B, 0,5-10 min 5-95% B, 10-15 min 95% B, 15-15,5 min 95-5 % B, 15,5-
18,5 min 5 % B, pri protoku od 0,50 ml/min. Za detekciju signala u opsegu talasnih
duzina 190-450 nm koris¢en je DAD detektor. Injekciona zapremina bila je 0,1 pl, a
temperatura kolone 40°C. Za dobijanje 1 obradu podataka koriS¢en je softver
MassHunter Workstation. Pozitivno naelektrisani molekulski joni dobijeni su
elektrosprej jonizacijom (ESI) na atmosferskom pritisku: eluirana jedinjenja su mes$ana
sa azotom u zagrejanom interfejsu, a polarnost je podeSena na pozitivnu, sa slede¢im
vrednostima ES parametara: potencijal kapilare, 4000 V; temperatura gasa, 350°C;
protok gasa za susSenje, 12 I/min; pritisak nebulajzera, 45 psig (310,26 Pa); napon

fragmentora, 70 V, a mase su merene u opsegu 100-1500 m/z.
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Za konstruisanje kalibracione prave (zavisnost intenziteta jona [M+H]" m/z 336,12 od
koncentracije berberina u rastvoru), pod istim uslovima snimljeni su i rastvori berberina
koncentracije: 0,04 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml i 0,4 mg/ml. Na osnovu dobijene

jednacine prave izraCunata je koncentracija berberina u ispitivanim ekstraktima.

3.2.2. NMR spektroskopija

Nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija (engl. nuclear magnetic resonance
spectroscopy) je koriS¢ena za odredivanje strukture komponenti ekstrakata. Ekstrakti
dobijeni rastvarac¢ima razlicite polarnosti analizirani su tehnikama jednodimenzionalne i
dvodimenzionalne (1D i 2D) spektroskopije.

NMR spektri su snimani na aparatu Bruker Avance Il na 500 MHz na temperaturi od
298 K.

Na osnovu primene metoda multivarijantne analize spektralnih podataka (ortogonalna
parcijalna regresija najmanjih kvadrata - OPLS) utvrdena je korelacija sadrzaja
pojedinih supstanci sa intenzitetom citotoksi¢nosti ekstrakata, uz pomoc¢ softvera
TopSpin (verzija 3.2, Bruker Biospin, Germany) i SIMCA (verzija 14, Umetrics, Ume3,
Sweden). Na taj nacin su identifikovane supstance prisutne u ekstraktima koje bi mogle

biti odgovorne za citotoksi¢nu aktivnost.

3.3. Celijske linije

Citotoksi¢ni efekat ekstrakata biljne vrste M. aquifolium ispitan je na pet humanih
malignih Celijjskih linija: HeLa (adenokarcinom cerviksa), LS 174T (adenokarcinom
kolona), A549 (adenokarcinom plu¢a), MDA-MB-231 (adenokarcinom dojke), K562
(mijeloidna leukemija), kao i na normalnim fibroblastima plu¢a MRC-5 i na humanim
transformisanim endotelijalnim ¢elijama umbilikalne vene EA.hy926.

K562 kao jedina ne adherentna Celijska linija odrzavana je u kulturi u suspenziji, dok su
sve ostale ¢elijske linije odrzavane u kulturi u hranljivom medijumu u vidu monosloja.
U kompletni hranljivi medijum (RPMI 1640, pH 7.2) dodati su: 10% serum fetalnog
goveceta (FBS, engl. fetal bovine serum) termicki inaktivisan (30 minuta, 56°C), L-
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glutamin (3mM), streptomicin (100 pg/ml), penicilin (100 IU/ml) i HEPES (25 mM).
EA.hy926 je jedina Celijska linija koja je gajena u hranljivom medijumu (DMEM) sa
visokim sadrzajem glukoze (4.5 g/1) i natrijum piruvatom. Sve ¢elijske linije su gajene u
inkubatoru na 37°C, u atmosferi vazduha koji je obogacen sa 5% CO2 1 zasi¢en
vodenom parom.

Sve koriS¢ene Celijske linije su nabavljene od kompanije American Type Culture
Collection (ATCC) (Manasas, VA, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Reagensi upotrebljeni
za gajenje Celijskih kultura su proizvodi kompanije Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Sjedinjene Americke Drzave), dok su antibiotici dodati u medijum nabavljeni od

proizvodaca Galenika A.D. (Beograd, Srbija) i Hemofarm A.D. (VrSac, Srbija).

3.4. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti in vitro

3.4.1. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata M. aquifolium na odabranim

celijskim linijama

Celijske suspenzije prepremane su u kompletnom hranljivom medijumu sa 10% FBS-
om. Sve Celije su zasejavane u mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bunara. HeLa (2000
¢elija/100 pl po bunaru), LS-174T (7000 celija/100 pl po bunaru), A549 (5000
¢elija/100 pl po bunaru), MDA-MB-231 (5000 celija/100 pl po bunaru), EA.hy926
(5000 celija/100 pl po bunaru) i MRC-5 (5000 celija/100 pl po bunaru) nakon
inkubacije od 24 h, tokom koje dolazi do adhezije ¢elija, celije su tretirane sa po 50 pl
rastvora ispitivanih ekstrakata (vodenog i etanolnog) u pet razli¢itih koncentracija.
K562 (5000 ¢elija/100 pl po bunaru) tretirane su rastvorima ispitivanih ekstrakata 2 h
nakon zasejavanja. U kontroli, ¢elije su rasle samo uz dodavanje hranljivog medijuma u
zapremini od 50 pl.

Pet razlicitih koncentracija vodenog i etanolnog ekstrakta (12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50
pg/ml, 100 pg/ml i 200 ug/ml) pripremane su u hranljivom medijumu sa 10% FBS-om
1z Stokova rastvora koncentracije 50 mg/ml u dimetil sulfoksidu (DMSO).

Inkubacija HelLa, LS-174T, A549, MDA-MB-231, K562 i MRC-5 ¢elija trajala je 72 h,
dok su EA.hy926 ¢elije inkubirane 24 h i 48 h.
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3.4.2. Ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti doksorubicina i ekstrakata M. aquifolium

na A549 celijskoj liniji

Celijska suspenzija A549, u medijumu sa 10% FBS-om zasejana je u mikrotitarskim
plo¢ama sa 96 bunara (5000 ¢elija/100 pl po bunaru). Nakon adhezije ¢elija u toku 24 h
dodato je pet razli¢itih koncentracija rastvora doksorubicina sa ili bez rastvora vodenog
ili etanolnog ekstrakta u subtoksi¢nim koncentracijama.

Rastvori doksorubicina pripremani su u medijumu sa 10% FBS-om iz $toka u DMSO-u
koncentracijae 2.5 mg/ml. Rastvori subtoksi¢nih koncentracija vodenog i etanolnog
ekstrakta (5, 10 1 20 pg/ml) takode su pripremani u medijumu sa FBS-om.

Ispitivane A549 ¢elije su inkubirane 72 h.

Doksorubicin je proizvod kompanije Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Sjedinjene

Americ¢ke Drzave).

3.4.3. Odredivanje prezZivljavanja Celija

Prezivljavanje ¢éelija procenjivano je pomocu MTT kolorimetrijskog testa, na osnovu
koli¢ine redukovanog kolorimetrijskog reagensa u ¢elijama koje su metabolicki aktivne.
MTT kolorimetrijski test razvio je Mosmann (Mosmann, 1983), a metodu su
modifikovali Ohno i Abe (Ohno i Abe, 1991). Tetrazolijumska so, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolijum bromid (MTT) je Zute boje i u zivim, metabolicki aktivnim
¢elijama se redukuje do nerastvornog kristala formazana, koji je ljubicaste boje. Rastvor
MTT reagensa je napravljen u PBS-u (engl. phosphate buffered saline) u koncentraciji
od 5 mg/ml. Dodavanjem deterdZzenta SDS-a (engl. sodium dodecyl sulphate) rastvara
se formazan i dobija ljubiCasto obojeni rastvor koji ima maksimum apsorpcije na 570
nm. Koli¢ina rastvorenog formazana smatra se da je direktno proporcionalna broju
metabolicki aktivnih ¢elija.

Nakon inkubacije tretiranih ¢elija u sve bunare mikrotitar plo¢a dodato je po 10 ul MTT
reagensa. Nakon 4 h na 37°C u bunare je dodato po 100 pl 10% natrijum dodecil sulfata
SDS-a. Ploce su inkubirane tokom no¢i, a zatim je ocitana apsorbanca na talasnoj duZini
od 570 nm na ¢itacu Multiskan EX Thermo Labsystems (Waltham, MA, Sjedinjene

Americke Drzave).
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Od ocitanih apsorbanci odgovarajuc¢ih ¢elijskih uzoraka oduzete su ocitane vrednosti
apsorbance blankova

Celijsko prezZivljavanje odredeno je na osnovu formule:

S[%]=(Au/AK)x100

S[%]- % prezivljavanja ¢elija u kulturi
Au-apsorbanca uzorka ¢elija u prisustvu tretmana

Ak-apsorbanca kontrolnog uzorka ¢elija

IC50 vrednost je mera citotoksi¢ne aktivnosti agensa, i definiSe se kao koncentracija
agensa koja inhibira prezivljavanje ciljnih ¢elija za 50%.

Uradena su 3 nezavisna eksperimenta, pri ¢emu je svaki eksperiment raden u triplikatu.

MTT i SDS su nabavljeni od kompanije Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Sjedinjene

Americke Drzave).

3.4.4. Evaluiranje interakcije izobolografickom analizom

Izobolograficka analiza koriS¢ena je da bi se evaluirala interakcija izmedu
doksorubicina i ispitivanih ekstrakata.

Kombinatorni indeks (combination index CI) izraCunat je prema formuli (Former i sar., 2012;
Khan i sar.., 2014):

Cl = D1/Dx1 + D2/Dx2 + o {D1*Da/Dx1*Dx2},

Dx1 - koncentracija agensa 1, koja inhibira ¢elijsku proliferaciju za 50% kada se agens
aplikuje sam
D1 - koncentracija agensa 1, koja inhibira proliferaciju ¢elija za 50% u kombinaciji sa
D> Dx1 - koncentracija agensa 2, koja inhibira proliferaciju ¢elija za 50% kada se agens
aplikuje sam
D2 - koncentracija agensa 2, koja inhibira proliferaciju ¢elija za 50% u kombinaciji sa
D]
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a=1.

Cl vrednost predstavlja srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta. Cl 1.3:
antagonizam; CI 1.1-1.3: umereni antagonizam; CI 0.9-1.1: aditivni efekat; ClI 0.8-0.9:
blag sinergizam; CI 0.6-0.8: umereni sinergizam; CI 0.4-0.6: sinergizam; and CI 0.2—

0.4: izrazen sinergizam.

3.5. Odredivanje tipa Celijske smrti

Tip celijske smrti (apoptoza ili nekroza) koji indukuju ispitivani vodeni i etanolni
ekstrakt biljne vrste M. aquifolium odreden je na osnovu analize morfoloskih promena
na HeLa ¢elijama primenom fluorescentnog mikroskopa Carl Zeiss PALM MicroBeam
sa Axio Observer.Z1 uz AxioCam MRm (filteri Alexa 488 i Alexa 568) (Oberkohen,
Nemacka).

HeLa ¢elije (100 000 c¢elija/2 ml po bunaru) zasejane su na pokrovnim mikroskopskim
stakli¢ima u plo¢ama sa 6 bunara. Celijska suspenzija pripremljena je u hranljivom
medijumu (RPMI 1640) sa 10% FBS-om. Posle 24 h uklonjen je medijum i ¢elije su
tretirane sa rastvorima vodenog i etanolnog ekstrakta koncentracije 21Cso, dok je u
kontrolni uzorak dodat samo hranljivi medijum. Kao pozitivna kontrola koris¢en je
rastvor citostatika cisplatine u koncentraciji 21Cso (4.96 pg/ml, vrednost dobijena MTT
kolorimetrijskim testom na HeLa ¢elijskoj liniji). Nakon inkubacije od 24 h na 37°C
¢elije su obojene smeSom boja akridin oranz/etidijum bromid gde su finalne
koncentracije u PBS-u akridin oranz i etidijum bromida bile 3 pg/ml odnosno 10 pg/ml.
Morfoloske karakteristike tretiranih Celija analizirane su fluorescentnim mikroskopom,

nakon Cega su reprezentativne promene na c¢elijama fotografisane.
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3.6. Analiza Celijskog ciklusa

3.6.1. Uticaj ekstrakata M. aquifolium na distribuciju celija po fazama ¢elijskog
ciklusa

HeLa ¢elije (200 000 c¢elija/2 ml pobunaru) zasejane su u hranljivom medijumu (RPMI
1640) sa 10% FBS-om u plo¢ama sa 6 bunara. Nakon 24 h medijum je uklonjen i ¢éelije
su tretirane rastvorima vodenog i etanolnog ekstrakta u koncentracijama ICso i 21Cso. U
kontrolni uzorak dodat je samo medijum. Nakon inkubacije od 24 i 48 h kontrolni i
tretirani uzorci HeLa c¢elija su sakupljeni nakon tripsinizacije (Tripsin 0.25%), isprani
PBS-om i prebaceni u epruvete za citometar. Zatim je u epruvete dodato po 200 pl
hladnog PBS-a na ledu i u sporom i tankom mlazu po 2 ml hladnog 70% etanola uz
vorteksovanje, ¢ime su uzorci fiksirani. Celije su ¢uvane na -20°C minimum 7 dana.
Nakon toga uzorci su isprani PBS-om i inkubirani 30 min na 37°C sa 500 pl rastvora
PBS-a koji sadrzi ribonukleazu A (koncentracija 200 pg/ml). Kao boja koriséen je
propidijum jodid koncentracije 20 pg/ml. Uzorci su analizirani na FACSCalibur
proto¢nom citometru (BD Biosciences, Sjedinjene Americke Drzave). Detektovano je
po 10 000 dogadaja u svakom uzorku. Propidijum jodidi je ekscitovan na 488 nm argon-
jonskim laserom i detektovan na FL2 kanalu. 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 Celijskog ciklusa. Podaci su analizirani uz pomo¢
CELLQuest softvera (BD Biosciences, San Hose, CA, Sjedinjene Americ¢ke Drzave).
Uradjena su tri nezavisna eksperimenta.

Ribonukleaza A 1 propidijum jodid su nabavljeni od kompanije Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, Sjedinjene Americke Drzave).

3.6.2. Uticaj doksorubicina i kombinovanog doksorubicin/ekstarkt tretmana na

distribuciju c¢elija po fazama cCelijskog ciklusa

A549 ¢elije (200 000 ¢elija/2 ml po bunaru) zasejane su u hranljivom medijumu (RPMI
1640) sa 10% FBS-om u plo¢ama sa 6 bunara. Nakon 24 h, medijum je uklonjen i éelije
su tretirane samo sa doksorubicinom u koncentraciji 1C i ICso ili sa doksorubicinom i

rastvorom vodenog ili etanolnog ekstrakta u subtoksi¢noj koncentraciji (20 pg/ml). U
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kontrolni uzorak dodat je samo medijum. Nakon inkubacije od 24 h ¢elije su sakupljene
nakon tripsinizacije sa 0.25% rastvorom tripsina, isprane PBS-om i prebacene u
epruvete za citometar. Dalji postupak je identi¢an kao Sto je opisano u odeljku 3.5.1..

Uradena su tri nezavisna eksperimenta.

3.7. Odredivanje ciljnih kaspaza

HeLa celije (200 000 ¢elija/2 ml po bunaru) su zasejane u hranljivom medijumu (RPMI
1640) sa 10% FBS-om u plo¢ama sa 6 bunara. Nakon 24 h. ¢elijama je uklonjen
medijum. U kontrolni uzorak dodato je 2 ml hranljivog medijuma. U referentne uzorke
za vodeni i etanolni ekstrakt dodato je po 1.5 ml hranljivog medijuma. U preostala 3
uzorka za svaki ekstrakt dodato je po 1.5 ml rastvora odgovarajuceg inhibitora kaspaze.
Nakon 2 h inkubacije na 37°C u referente uzorke, kao i u uzorke sa kaspazama dodato
je po 0.5 ml rastvora odgovaraju¢eg ekstrakta, tako da je finalna koncentracija
ekstrakata u bunaru bila 21Cso. Finalna koncentracija inhibitora kaspaza iznosila je 40
MM. Inkubacija je trajala 24 h na 37°C nakon ¢ega su ¢elije skupljene tripsinizacijom,
isprane PBS-om i prebacene u posebne epruvete za citometar. Zatim su celije fiksirane
hladnim 70% etanolom na ledu. Narednih 7 dana Celije su ¢uvane na -20°C. Uzorci
¢elija su isprani PBS-om i inkubirani sa rastvorom ribonukleaze A u PBS-u (200 pg/ml)
30 min na 37°C. Kao boja koris¢en je propidijum jodid u koncentraciji 20 pg/ml.

Na proto¢nom citometru odredivan je procenat HelLa celija u subGl fazi celijskog
ciklusa u svim uzorcima.

U eksperimentu su kori§¢ena 3 inhibitora kaspaza:

- inhibitor kaspaze-3 (Z-DEVD-FMK (Z-D(OMe)-E(OMe)-V-D(OMe)-FMK))

- inhibitor kaspaze-8 (Z-IETD-FMK (Z-1-E(OMe)-T-D(OMe)-FMK))

Neposredno pred analizu pripremljeni su Stokovi inhibitora u DMSO-u koncentracije 10
mM i ¢uvani su na -20°C.
Specifi¢ni inhibitori kaspaza nabavljeni su od kompanije R&D Systems (Mineapolis,

MN, Sjedinjene Americke Drzave).
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3.8. Analiza uticaja ekstrakata na sposobnost malignih celija za

preuzimanje i zadrZavanje doskorubicina, in vitro

AS549 celije zasejane su u ploCama sa 6 bunara u kompletnom hranljivom medijumu
(RPMI) sa 10% FBS-om (200 000 ¢elija/0.6 ml po bunaru) i inkubirane u toku 24 h.
Celije su tretirane sa rastvorom doksorubicina koncentracije 1Cso ili sa kombinovanim
tretmanom doksorubicin u koncentraciji ICso i vodeni ili etanolni ekstrakt u
koncentraciji 40 ug/ml. Nakon 24 h inkubacije Celije su isprane i analizirana je koli¢ina
doksorubicina koja je uSla u celije. U slede¢em eksperimentu celije su tertirane sa
rastvorom doksorubicina 1Cso 24 h, nakon ¢ega su uzorci isprani i inkubirani jo§ 24 h sa
vodenim ili etanolnim ekstraktom (40 pg/ml) ili samo sa hranljivim medijumom. Zatim
su celije isprane 1 analizirana je koli¢ina doksorubicina koje se zadrZala u ¢elijama. Sve
analize obavljene su na FACSCalibur proto¢nom citometru. Intenzitet fluorescence
(GeoMean) u ¢elijama tretiranim samo sa doksorubicinom smatran je 100%. Rezultati

su predstavljeni kao srednje vrednosti tri nezavisna eksperimenta + SD.

3.9. Analiza migracije ¢éelija — in vitro "'scratch'esej

3.9.1. Uticaj ekstrakata M. aquifolium na migraciju EA.hy926 celija

EA.hy926 ¢elije (70 000 ¢elija/0.6 ml po bunaru) zasejane su u hranljivom medijumu
(RPMI 1640) sa 10% FBS-om u plo¢ama sa 24 bunara. Tokom naredna 24 h ¢elije su
formirale konfluentni monosloj. Nakon uklanjanja podloge sterilnim, Zutim nastavkom
za pipetu (p200) formirana je centralna linija u svakom uzorku, jednake Sirine celom
duzinom. Uzorci su zatim blago isprani medijumom, ¢ime su otklonjene odlepljene
celije.

U kontrolne uzorke dodat je samo hranljivi medijum (0,6 ml po bunaru). U EA.hy926
ciljne Celije dodata su razblaZenja ispitivanih ekstrakata u medijumu, vodenog i
etanolnog, u subtoksi¢noj koncentraciji 80 pg/ml (IC20).

Fotografisane su reprezentativne tacke u gornjem, srednjem i donjem delu odgovarajuce

ciljne centralne linije, izmerena su rastojanja i odredena srednja vrednost. Srednje
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rastojanje neposredno po formiranju (0O h) smatrano je kontrolnim (100%), a ostala
srednja rastojanja, nakon 24 h i 48 h inkubacije, preracunata su (%) u odnosu na

kontrolno rastojanje. Eksperimenti su ponovljeni tri puta.

3.9.2. Uticaj doksorubicina i kombinovanog doksorubicin/ekstrakt tretmana na

migraciju A549 Celija, in vitro

A549 celije (70 000 celija/0.6 ml po bunaru) zasejane su u hranljivom medijumu sa
10% FBS-om u plo¢ama sa 24 bunara i slede¢eg dana, nakon formiranja monosloja,
¢elije su tretirane sa rastvorom doksorubicina IC20, sa ispitivanim ekstraktima, vodenim
i etanolnim (20 pg/ml) ili sa kombinovanim tretmanom doksorubicin/ekstrakt. Postupak
izrade eksperimenta isti je kao Sto je opisano u odeljku 3.8.1.

Uradena su tri nezavisna eksperimenta.

3.10. Odredivanje uticaja ekstrakata na proces angiogeneze in Vvitro:

"endothelial cell tube formation™ esej

U eksperimentu je koriS¢en matriksni matrigel (“BD Matrigeltm Basement Membrane
Matrix” (BD 356234)), koji predstavlja preparat solubilizovane bazalne membrane
izolovan iz EHS (engl. Engelbreth-Holm-Swarm) misijeg sarkoma. Matriksni matrigel
se ¢uvao na -20°C i otapao na +4°C na ledu tokom no¢i. Na istu temperaturu su
ohladeni plo¢a sa 24 bunara i nastavci za pipete. Ploca je stajala na ledu, dok je u
bunare dodato po 200 ul matrigela. Nakon toga, ploca je 2 h bila u inkubatoru, a zatim
je u bunare dodata suspenzija EA.hy926 ¢elija u hranljivom medijumu (DMEM) sa 10%
FBS-om (40 000 ¢elija/0.4 ml po bunaru). U kontrole je dodato 200 ul kompletnog
hranljivog medijuma,dok je u ostale uzorke dodato po 200 pl rastvora vodenog ili
etanolnog ekstrakta u subtoksi¢nim koncentracijama 80 pg/ml (IC20).

Uzorci su inkubirani 24 h 1 nakon toga ciljne ¢elije su fotografisane.
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3.11. Odredivanje uticaja ekstrakata vrste M. aquifolium,
doksorubicina i kombinovanog doksorubicin/ekstrakt tretmana na
sposobnost ¢elija da formiraju kolonije in vitro: “colony formation

assay”

Suspenzija A549 celija u hranljivom medijumu (RPMI) sa 10% FBS-om zasejana je u
ploce sa 6 bunara (50 000 ¢elija/0.6 ml po bunaru) i inkubirana 24 h. Nakon toga ¢elije
su tretirane sa rastvorom doksorubicina 1C20 (0.11 pg/ml), sa subtoksi¢nim
koncentracijama vodenog ili etanolnog ekstrakta (20 pg/ml), ili sa kombinacijom
doksorubicin/ekstrakt. Posle 24 h medijum je uklonjen, ¢elije su pokupljene nakon
tripsinizacije i presejane u nove plo¢e u drugoj gustini. Nakon nedelju dana kolonije su
obojene bojom engl. Coomassie Brilliant Blue i brojanjem je utvrden njihov broj po
svakom bunaru. Broj kolonija u svakom eksperimenu podeljen je sa ¢elijskom gustinom
1 izracunata je srednja vrednost. Svaki eksperiment je raden u triplikatu 1 ponovljen tri

puta.

3.12. Analiza ekspresije seta gena u AS549 (Celijama tretiranim

ekstraktima, doksorubicinom i kombinovanim tretmanom

A549 ¢elije u medijumu (RPMI) sa 10% FBS-om zasejane su u boCicama za gajenje
éelijskih kultura zapremine 75-cm? u gustini 3 000 000 ¢elija/bogici. Nakon 24 h éelije
su tretirane rastvorom doksorubicina subtoksi¢ne koncentracije ICz0, vodenim ili
etanolnim ekstraktom subtoksi¢ne koncentracije (20 pg/ml) ili kombinovanim
tretmanom doksorubicin/ekstrakt u subtoksi¢nim koncentracijama. U kontrolnom
uzorku celije su rasle samo u hranljivom medijumu. Nakon 24 h celije su sakupljene
nakon tripsinizacije, isprane PBS-om i ¢uvane na -80°C za dalje eksperimente.
Ukupna c¢elijska ribonukleinska kiselina (RNK) ekstrahovana je pomocu kita engl. “TRI
Reagent BD kit”, prema preporuci proizvodaca. Kvalitet RNK utvrden je vizualizacijom
i arhiviran pomoc¢u sistema za snimanje gelova GS8000 (engl. gel Documentation
System, UVP inc, Upland SAD). Koli¢ina RNK odredena je spektrofotometrijski,
merenjem apsorbance na BioSpec Nano aparatu (Shimadzu, Kyoto, Japan). Primarna
36



komplementarna DNK (cDNK) pripremana je pomocu kvantitativne PCR metode u
realnom vremenu (RT-PCR), upotrebom random prajmera, dok je 2 pg totalne RNK
koriS¢eno kao templejt za kit engl. “MultiScribe Reverse Transcriptase in a High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kit”, prema preporukama.

Svi ciljni transkripti detektovani su pomocu kvantitativne PCR metode u realnom
vremenu i Takman eseja (engl. TagMan Gene Expression Assays (OCLN:
Hs00170162_m1, CTNNB1: Hs00355049 ml, MMP2: Hs01548727_ml, MMP9:
Hs00234579 m1 i ERCC1: Hs01012158 ml)). Esej sadrzi 20% miks od neobelezenih
prajmera, kao i probu koja je na 5' kraju obelezena FAM bojom (engl. FAM dye-
labeled) sa nefluorescentnim quencher-om konjugovanim sa minor groove-binder-om
(MGB) (engl. TagMan MGB probes). Nivoi gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze
(GAPDH) dobijeni su pomoc¢u kontrolnog reagensa  (Hs02758991 g1) 1 koriS¢eni su
kao endogena kontrola. PCR reakcija izvedena je pomocu detekcionog sistema engl.
“ABI Prism 7500 Sequence Detection System” (Applied Biosystems) (Zec i sar., 2014).

3.13. Ispitivanje antimikrobnog efekta ektrakata, in vitro

Osetljivost odabranih sojeva mikroorganizama na vodeni i etanolni ekstrakt M.
aquifolium odredena je bujon-mikrodilucionim testom. Oba ekstrakta rastvorena su u
DMSO-u (50 mg/ml). Radna razblaZenja pravljena su u odgovarajuéem medijumu.
Mueller-Hinton bujon (MHB) koris¢en je za ispitivanje osetljivosti bakterija, a
Sabouraud bujon (SB) za ispitivanje osetljivosti gljivica. U mikrotitracione ploce sa 96
bunara dodato je po 100 upl svakog od razblazenja u duplikatu. Suspenzija
mikroorganizama pravljena je dodavanjem pojedinac¢ne kolonije u 10 ml odgovarajuce
podloge, Sto odgovara gustini 0.5 po McFarland standardu. U suspenziju je dodat 2,3,5
trifenil tetrazolijum hlorid-TTC (100 pl za ispitivanje osetljivosti bakterija i 200 pl za
ispitivanje osetljivosti gljivica), redoks indikator za detetkciju celijske respiracije i
diferenciranje metabolicki aktivnih od metabolicki neaktivnih ¢elija. Pod uticajem
dehidrogenaza TTC se redukuje do crvene boje. Po 100 pl suspenzije mikroorganizama
dodato je u svaki bunari¢ sa razblazenjima ekstrakata, dok su u kontrolnim uzorcima
bakterije dodate u 100 pl Ciste podloge. Nakon 24 h inkubacije na 35°C u aerobnim
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uslovima, odredena je minimalna inhibitorna koncentracija za oba ekstrakta, kao
najmanja koncentracija u kojoj je boja medijuma ostala nepromenjena.

Standardni sojevi mikroorganizama nabavljeni od kompanije American Type Culture
Collection (ATCC) (Manasas, VA, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) su: Staphyloccocus
aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 25922),
Candida albicans (ATCC 10259). Od kompanije National Collection of Industrial Food
and Marine Bacteria (NCIMB) (Aberdeen, Skotska, Velika Britanija) nabavljen je soj
Klebsiella pneumoniae (NCIMB 9111), dok je soj Streptoccocus mutans klini¢ki
izolat.Oba bujona produkti su Instituta za virusologiju, vakcine i serume, Torlak
(Beograd, Srbija). TTC je nabavljen od kompanije Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

Sjedinjene Americke Drzave).

3.14. Ispitivanje uticaja ekstrakata na produkciju glikokaliksa

Za ispitivanje produkcije glikokaliksa koris¢ene su dve metode Kongo-crveno agar
metoda (engl. Congo red agar method; CRA) (Freeman i sar., 1989) i Christensenova
metoda (Christensen i sar., 1982).

Uticaj ekstrakata na produkciju glikokaliksa ispitivan je na bakterijskom soju
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Za radne koncentracije odabrane su
subinhibitorne koncentracije oba ekstrakta (0.5 x MIK) i sva razblazenja su pravljena u
tripton soja bujonu (TSB). Bakterijski inokulum gustine 0.5 po McFarland standardu
inkubiran je sa razblaZzenjima ekstrakata ili samo sa podlogom, u plasticnim
mikrotubama na 37°C u aerobnim uslovima 24 h. Svi eksperimenti su radeni u

duplikatu.
3.14.1. Kongo-crveno agar metoda

Nakon inkubacije bakterije su presejane na agar ploe sa mozdano-sr¢anim agarom
(engl. Brain heart agar, BH) kome je dodatno 5% saharoze i 0.08% Kongo crvene boje.
Ploce su inkubirane 24 h na 37°C u aerobnim uslovima, a zatim su ocitani rezultati

(Freeman i sar., 1989; Cree i sar., 1995).
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Prisustvo suvih, crnih, kristalnih kolonija predstavlja pozitivan rezultat, odnosno
zadrzana je sposobnost bakterija da produkuju glikokaliks. Prisustvo vlaznih ruzicastih
kolonija predstavlja negativan rezultat. Prisustvo tamnijih manje suvih i nekristalnih

kolonija predstavlja nedefinisan rezultat.

3.14.2. Christensenov metod

Nakon 24 h inkubacije iz plasti¢nih mikrotuba odliven je sadrzaj i na talog je dodat 1 ml
0.4% vodenog rastvora tripan plavog. Da bi se glikokaliks ujednaceno obojio, tube su
pazljivo rotirane. Zatim je viSak boje odliven, tube su suSene na vazduhu i ocitan je
rezultat. Obojeni talog u donjoj tre¢ini tube smatrano je pozitivhim rezultatom i
sacuvanom sposobnoscu soja da produkuje glikokaliks. Odsustvo taloga smatrano je
negativnim rezultatom (Christensen et al., 1982; Freeman et al.,1989).

Tripan plavo je proizvod kompanije BDH Chemicals Ltd. (London, Velika Britanija).

3.15. Ispitivanje uticaja ekstrakata na produkciju biofilma

Efekat ekstrakata M. aquifolium na sposobnost produkcije biofilma ispitan je na soju
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) prema protokolu Stepanovica i sar. (2007).
Bakterije su resuspendovane u fizioloSkom rastvoru preko no¢i (gustina 0.5 po
McFarland standard). Serijska razblazenja ekstrakata naprevljena su u TSB bujonu sa
dodatkom 1% glukoze. U mikrotitracionu plo¢u sa 96 bunara dodato je po 180 pl
svakog razblazenja u triplikatu i po 20 pl prethodno pripremljene bakterijske suspenzije.
Pozitivna kontrola su bile samo bakterije u medijumu, a negativna kontrola samo
medijum. Nakon 24 h inkubacije na 35°C u aerobnim uslovima, sadrZaj iz bunar je
izvaden multikanalnom pipetom, ploca je isprana tri puta sa po 300 pl temperiranog
fosfatnog pufera (engl. phosphate-buffered saline, PBS; pH 7.2) i osusena na vazduhu.
Ploc¢e su tokom 20 minuta fiksirane sa 150 pl metanola, osuSene 1 obojene sa 150 pl
rastvora 2% kristal violeta tokom 15 minuta. Visak boje ispran je teku¢om vodom.
Vezana boja je oslobodena sa 150 pl 96% etanola tokom 20 minuta. Opti¢ka gustina je

proCitana na 570 nm (Aparat). IzraCunate su srednje vrednosti triplikata. Za
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mikrotitracionu plocu odredena je “cut off” vrednost (ODc) kao srednja vrednost
apsorbance negativnih kontrola uvecana za vrednost 3 standardne devijacije (srednja
vrednost OD negativne kontrole + 3SD). Na osnovu vrednosti ODc preracunati su ostali
rezultati (Stepanovi¢ i sar., 2000):

OD < ODc - nema produkcije biofilma (kategorija 0)

ODc < OD <2 x ODc - slaba produkcija biofilma (kategorija 1 ili +)

2 X ODc < OD <4 x ODc — umerena produkcija biofilma (kategorija 2 ili ++)

4 x ODc < OD - izrazena produkcija biofilma (kategorija 3 ili +++).

Kristal violet je proizvod kompanije Himedia (Mumbai, India)

3.16. Ispitivanje efekata kombinovane primene ekstrakata i

antibiotika/antimikotika sa razli¢itim mehanizmom delovanja

Efekat kombinovane terapije ekstrakt/lek ispitan je engl. checkerboard metodom, koju
su opisali White i sar. (1996) na Staphylococcus aureus i na Candida albicans. U
eksperimentu su koriS¢eni antibiotici: amoksicilin, cefaleksin, ceftriakson, tetraciklin,
hloramfenikol, eritromicin, gentamicin, bacitracin, nistatin i vorikonazol. Ispitivanje je
obavljeno u mikrotitracionim ploCama sa 96 bunara. Bakterijska suspenzija i
razblaZenja ekstrakata i1 leka pripremani su u MHB, dok je za kandidu koriS¢en SB.
Interakcija ekstrakta i leka je odredena nakon izraCunavanja frakcione inhibitorne
koncentracije (engl. fractional inhibitory concentration; FIC) i indeksa frakcione
inhibitorne koncentracije (eng. fractional inhibitory concentration index; FICI). FIC za
svaku supstancu je racunat deljenje MIK supstance u kombinaciji ekstrakt i lek sa MIK
same supstance (npr. FICekstrakta = MIKkombinacije ekstrakt-lek/M | Kekstrakta). FICI vrednosti
su izracunate kao suma FlCekstrakta I FICIeka i tumacene prema sledecem kriterijumu (Hu
i sar., 2002; Orhan i sar., 2005): FICI < 0.5 sinergizam; 0.5 < FICI < 1 aditivnost; 1 <

FICI < 2 indiferentan efekat i FICI > 2 antagonizam.
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4. Rezultati

4.1. Hemijska karakterizacija ekstrakata vrste M. aquifolium

HPLC-MS metodom analizirani su vodeni i etanolni ekstrakt vrste M. aquifolium.
Poredenjem retencionog vremena i masenog spektra dobijenog za standardno jedinjenje
sa podacima dobijenim za ispitivane ekstrakte utvrdeno je prisustvo berberina. U
etanolnom ekstraktu zabelezen je veéi procenat berberina (2,4%), nego u vodenom
ekstraktu (1,3%). Takode ovom metodom detektovano je prisustvo i drugih alkaloida,
¢ija identifikacija je zahtevala dalju hemijsku analizu (Tabela 2).

Na osnovu detaljne analize 1D i 2D NMR spektara, kao primarni metaboliti u
hloroformskim, etanolnim (ekstrakcija sa 62% etanolom) i frakcionisanim ekstraktima
detektovani su Seceri saharoza i glukoza, kao i1 nezasi¢ene masne kiseline. Kao
sekundarni metaboliti NMR spektroskopijom detektovani su protoberberinski alkaloidi
(palmatin,  berberin i jatrorizin), aporfinski alkaloid (magnoflorin) i
bisbenzilizohinolnski alkaloid (berbamin) (Slika 4). Takode, poredenjem NMR spektara
ekstrakata koji su pripremani na razliite nacine uocene su razlike u njihovom sastavu.
U hloroformskim i 62% etanolnim ekstraktima kao glavni sastojci detektovani su
magnoflorin 1 protoberberinski alkaloidi. U etanolnim ekstraktima vise su bili prisutni
Seceri, dok su u hloroformskim ekstraktima viSe bili prisutni lipidi, $to je u skladu sa
polarnos¢u primenjenih rastvaraca. Reekstrakcija etanolnog ekstrakta hloroformom na
pH = 8 dovela je do prisustva berbamina, berberina i palmatina kao glavnih sastojaka.
Reekstrakcija je znaajno povecala prisustvo tercijarnog, bisbenzilizohinolinskog
alkaloida berbamina zahvaljujué¢i njegovim kiselo-baznim osobinama i razli¢itom
rastvorljivos¢u protonovanog i neprotonovanog oblika u hloroformu. U hloroformskim 1

etanolnim ekstraktima ovaj alkaloid prisutan je samo u tragovima (Slika 5).
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Tabela 2 Rezultati HPLC-MS analize ekstrakata M. aquifolium

Retenciono Retenciono

vreme u vreme u ESI(+)

LC/DAD ToF masenom Izracunate m/z Greska

Molekulska . .

hromatogramu  hromatogramu . vrednosti merenja

. .. . formulaimasa . e . . Uzorak
(min) i poloZzaj  (min) i izmerene identifikovanih  mase jona

. komponente .

uv m/z vrednosti jona (ppm)
maksimuma identifikovanih

(nm) jona

3,92 4,03: CigH20NO3*; :

N M?*: 298,14377 1,40 EtOH;
214; 285 M*: 298,14335 298,14377 H20
4,28;

4,16; Ca0H23NOy; [M+H]*: EtOH;
224; 268; 302 [M+H]" 341,16271 342,16998 +081 H.0

' ' 342,17026 '

4,44: 4,56: Ci1gH24NO3*; :

Lo M?*: 314,17507 0,78 EtOH;

284 M*: 314,17482 314,17562 H20O

5,24: 5.37:

226; 238sh; C20H19NOg; [M+H]*: EtOH;

! ’ [M+H]*: +0,60

264: 276: 346; 337,13141 338,13868 H:0
338,13889

430

5,64:

. . 5,78: C21H2:NO,*; :
224; 238sh; aizzT M*:352,15433 4221  COM
266sh; 274; M*: 352,15511 352,15488 H20

338sh; 346; 428

5,70:

. . 5,84: C20H1sNO4*; :
230; 236sh; 20THsTT M*: 336,12303 -2,02 EIoH:
264; 276sh; M*: 336,12236 336,12358 H20

338sh; 348; 428

U cilju korelisanja hemijskog sastava hloroformskih, etanolnih i frakcionisanih
ekstrakata sa podacima o njihovoj citotoksi¢nosti prema HeLa ¢elijskoj liniji (Tabela 3),
primenjena je  metoda multivarijantne analize podataka pod nazivom ortogonalna
parcijalna regresija najmanjih kvadrata (OPLS). Nakon prethodne obrade, *H NMR
spektri svih ispitivanih ekstrakata su pretvoreni u broj¢ane vrednosti koje su uredene u
vidu tabele (matrica X). Matrica Y je sadrzavala ICsg vrednosti koje su dobijene iz testa
merenja citotoksi¢ne aktivnosti. Korelacija matrice X sa matricom Y je zatim izvrSena
primenom OPLS metode. U dobijenom grafiku skorova (score plot) se uocava jasno

razdvajanje izmedu uzoraka sa razli¢itom citotoksi¢énom aktivnos¢u (Slika 6).

Promenljive koje su odgovorne za ovo razdvajanje su identifikovane iz grafika
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doprinosa (loading plot) (Slika 6). Ovim putem, utvrdeno je da najveci doprinos u

citotoksi¢noj aktivnosti imaju berberin, palmatin i berbamin.
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2 R|,R, =-CH,- Berberin N
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MeO OH
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®
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Slika 4 Hemijske strukture alkaloida detektovanih u ekstraktima M. aquifolium
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Slika 5 Reprezentativan H NMR spektar ekstrakata vrste M. aquifolium: A-
frakcionisani ekstrakt; B-62% etanolni ekstrakt; C-hloroformski ekstrakt; palmatin (1),
berberin (2), jatrorizin (3), magnoflorin (4), berbamin (5), saharoza (S), glukoza (G),

nezasi¢ene masne kiseline (L).
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Tabela 3 Koncentracije ekstrakata koje su za 50% inhibirale prezivljavanje HeLa cCelija

nakon 72 h tretmana

ICso (ng/ml)
Tretman Hel a

Cl.2 4441 £1.15
C1.3 4454 +7.51
Cl 4 40.36 £ 3.20
Cl1.5 38.76 + 2.65
E1 1 73.01 +16.22
E1l 2 72.97 £12.22
E1 3 64.38 + 2.35
El 4 50.18 +7.81
E1 5 70.16 + 0.69
E3 1 26.66 +0.18
E3 2 36.78 £5.50
E3 3 38.70+5.74
E3 4 29.88+2.70
E3 5 32.71+5.38

*|Cso vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti + standardna devijacija (SD) od tri nezavisna

eksperimenta

**C1-hloroformski ekstrakt M. aquifolium; El-sirovi 62% etanolni ekstrakt M. aquifolium; E3-

frakcionisani ekstrakt M. aquifoliium
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Slika 6 Grafik skorova (gore) i grafik doprinosa (dole) OPLS modela za ekstrakte

vrste M. aquifolium. Tacke koje predstavljaju uzorke u grafiku skorova obojene su na

osnovu ICso vrednosti. Ci-hloroformski ekstrakti; Ei-sirovi 62% etanolni ekstrakti; Es-

frakcionisani ekstrakti.
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4.2. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakata M. aquifolium, in vitro

Citotoksi¢na aktivnost vodenog i etanolnog ekstrakta biljne vrste M. aquifolium ispitana
je na humanim malignim ¢elijskim linijama: HeLa (adenokarcinom cerviksa), LS 174T
(adenokarcinom kolona), A549 (adenokarcinom plu¢a), MDA-MB-231 (adenokarcinom
dojke), K-562 (mijeloidna leukemija), kao i na normalnim celijskim linijama MRC-5
(fibroblasti pluc¢a) i EA.hy926 (humane transformisane endotelijalne ¢elije umbilikalne
vene), in vitro.

Oba analizirana ekstrakta pokazala su umerenu citotoksicnu aktivnost na odabranim
su se ¢elije adenokarcinoma cerviksa i adenokarcinoma kolona (HeLa i LS 174T), dok
su najmanje osetljive bile ¢elije adenokarcinoma dojke (MDA-MB-231). Takode, oba
ispitana ekstrakta pokazala su izrazito slabu aktivnost na normalnim fibroblastima
plu¢a, MRC-5 ¢elijama. Ovaj podatak ujedno ukazuje i na dobru selektivnost ekstrakata,
jer je njihova aktivnost bila tri do Cetri puta slabija na normalnim ¢elijama, nego na

malignim ¢elijama (Tabela 5).
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Tabela 4 Koncentracije ekstrakata koje su za 50% inhibirale prezivljavanje ¢elija nakon

72 h tretmana (1Cso)

1Cso (ng/ml)

Ekstrakti HelLa LS 174T A549 K-562 MDA-MB-231 MRC-5

MAV  4291+2.60 44.13+2.87 56.36 + 0.30 52.40£4.40 191.98 +1.80 163.67 £1.29

MAE 48.60 £3.53 38.96 +9.04 51.97 +3.27 73.25+4.60 >200.00 181.59 +7.82

*1Cso vrednost je predstavljena kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) tri nezavisna
eksperimenta
**MAV- vodeni ekstrakt M. aquifolium; MAE- etanolni ekstrakt M. aquifolium

Tabela 5 Indeks selektivnosti antitumorske aktivnosti ekstrakata

1Cs0 MRC-5/ICsp (maligna ¢elijska linija)

Ekstrakti HelLa LS 174T A549 K-562 MDA-MB-231
MAV 3.81 3.71 2.90 3.12 0.85
MAE 3.73 4.66 3.49 2.48 <0.91

*Indeks selektivnosti > 2.5 - dobra selektivnost
**MAV- vodeni ekstrakt M. aquifolium; MAE- etanolni ekstrakt M. aquifolium
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Citotoksi¢na aktivnost vodenog i etanolnog ekstrakta ispitana je i na humanim
transformisanim endotelijalnim ¢elijama umbilikalne vene (EA.hy926), nakon 24 h i 48
h. Oba ckstrakta pokazala su slab efekat na prezivljavanje ovih Celija (Tabela 6).
Rezultati ovog eksperimenta koriS¢eni su u ispitivanju uticaja ekstrakata na migraciju

¢elija i na proces angiogeneze.

Tabela 6 Koncentracije ekstrakata koje su za 50% inhibirale prezivljavanje EA.hy926
¢elijanakon 24 hi148 h

ICs0 EA.hy926
Ekstrakti 24 h 48 h
MAV 195.62 + 6.2 199.25 + 1.06
MAE >200 120.65 + 2.05

*|Cso vrednost je predstavljena kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) tri nezavisna
eksperimenta
**MAV- vodeni ekstrakt M. aquifolium; MAE- etanolni ekstrakt M. aquifolium
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4.3. Morfoloska analiza tipa ¢elijske smrti indukovane ekstraktima M.

aquifolium

Da bi se ispitao 1 definisao tip ¢elijske smrti, koju indukuju vodeni i etanolni ekstrakt
biljne vrste M. aquifolium za ciljne celije odabrana je HeLa celijska linija, a kao
pozitivna kontrola kori§éena je cisplatina.

Morfoloska analiza promena pokazala je da oba ispitana ekstrakta indukuju apoptozu u
ciljnim, maligno transformisanim c¢elijama, nakon 24 h inkubacije (Slika 7). Tipi¢ne
morfoloske karakteristike apoptoze uocene su kako u celijama koje su tretirane
cisplatinom, tako i u ¢elijama koje su tretirane vodenim ili etanolnim ekstraktom. Oba
ekstrakta u tretiranim c¢elijama dovode do skupljanja i zaokrugljivanja Celija,
kondenzacije i fragmentacije nukleusa. Ovakve promene nisu uo¢ene u kontrolnom

uzorku, gde su ¢elije inkubirane samo u hranljivom medijumu.
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Slika 7 Fluorescentna mikroskopija HeLa ¢elija koje su obojene akridin oranz/etidijum
bromidom: 1-kontrolni uzorak, 2-¢elije tretirane cisplatinom, 3-celije tretirane vodenim

ekstraktom M. aquifolium, 4-celije tretirane etanolnim ekstraktom M. aquifolium
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4.4. Analiza Celijskog ciklusa

HeLa celije tretirane vodenim i etanolnim ekstraktom M. aquifolium indukuju
povecanje procenta Hela celija u subG1l fazi ¢elijskog ciklusa. Iako ovo povecanje
nakon 24 h nije bilo statisticki znacajno, sugerisalo je da ekstrakti imaju sposobnost da
uvode Celije u proces apoptoze (Slika 8). Nakon 48 h tretmana povecanje u subGl fazi
bilo je statisticki znac¢ajno kod uzoraka koji su bili tretirani etanolnim ekstraktom u obe
koncentracije (ICso i 2ICs0) i vodenim ekstraktom u vi$oj koncentraciji (2ICs0), u
odnosu na kontrolni uzorak (Slika 8). Takode postojala je 1 statisticki znacajna razlika u
procentu Hela ¢elija u subG1 fazi izmedu uzoraka koji su tretirani vodenim i etanolnim
ekstraktom (Slika 8). Povecanje u procentu ¢elija kod kojih je indukovana ¢elijska smrt,
udruzeno je sa opadanjem broja ¢elija u G1 fazi Celijskog ciklusa u odnosu na kontrolu.
Takode, u tretiranim uzorcima vidi se povecanje procenta Celija i u S fazi Celijskog
ciklusa, a ova promena u odnosu na kontrolne uzorke ima statisticku znacajnost kada su

¢elije tretirane etanolnim ekstraktom u koncentraciji 21Cso.
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Slika 8 Promene u raspodeli HeLa ¢elija po fazama celijskog ciklusa nakon 24 h i 48 h

tretmana sa (A) vodenim ekstraktom (MAYV) i etanolnim ekstraktom (MAE).
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4.5. Odredivanje ciljnih kaspaza

Da bi se dalje ispitao mehanizam dejstva, neophodno je da se se rasvetli signalni put
kojim MAV i MAE ekstrakti indukuju apoptozu u HeLa ¢elijama odredivanjem ciljnih
kaspaza.

Rezultati eksperimenta su pokazali da prisustvo specifi¢nog inhibitora kaspaze-3 (Z-
DEVD-FMK) ili specifi¢nog inhibitora kaspaze-8 (Z-IETD-FMK) dovodi do znacajnog
snizenja u procentu apoptotskih HeLa ¢elija u subGl fazi ¢elijskog ciklusa u odnosu na
procenat istih ¢elija koje nisu bile pretretirane odgovaraju¢im inhibitorom (Slika 9).
Prisustvo specifi¢nog inhibitora kaspaze-9 (Z-LEHD-FMK) dovodi do blagog sniZenja
u procentu apoptotskih ¢elija u uzorcima tretiranim etanolnim ekstraktom, dok ovo

snizenje nije zabelezeno u uzorcima tretiranim vodenim ekstraktom.
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Slika 9 Efekti specifi¢nih inhibitora kaspaza na procenat apoptotskih HeLa ¢elija nakon

24 h inkubacije sa: (A) etanolnim ekstraktom M. aquifolium, (B) sa vodenim ekstraktom

M. aquifolium
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4.6. Efekat ekstrakata na proces migracije Celija

Efekat ekstrakata na proces migracije ¢elija odreden je primenom in vitro "scratch”
eseja.

Oba ekstrakta M. aquifolium pokazala su sposobnost da inhibiraju migraciju ¢elija
umbilikalne vene (Slika 10). Ovaj efekat vidljiv je posle 24 h i posle 48 h tretmana.
Upotrebljene koncentracije ispitivanih ekstrakata bile su subtoksi¢ne (80 pg/ml, 1C20) i
odredene su ranije izvedenim MTT testom nakon 72 h tretmana. Na osnovu Sirine
formirane linije moze se zakljuciti da je efekat inhibicije Celijske migracije izraZeniji
kod uzoraka tretiranih etanolnim ekstraktom, nakon 24 h i nakon 48 h. Eksperiment je
ponovljen tri puta i za svaki uzorak je odredeno srednje rastojanje izmedu celija.
Srednja vrednost Sirine linije, odnosno rastojanja izmedu celija, izraunata je iz tri
eksperimenta i predstavljena u procentima, pri ¢emu se Sirina linije u 0 h za svaki
uzorak smatrala kontrolnom (100%). Na grafiku (Slika 10B) moze se videti kako se
rastojanje izmedu celija brze smanjuje u kontrolnom, netretiranom uzorku i u 48 h
iznosi 0%, dok u uzorcima tretiranim vodenim ili etanolnim ekstraktom ne dolazi do
potpunog priblizavanja ¢elija i linija formirana na pocetku eksperimenta zadrzava se u

odredenom procentu 1 nakon 48 h tretmana.
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Slika 10 Efekat vodenog i etanolnog ekstrakta M. aquifolium (MAV i MAE) na
migraciju EA.hy926 celija. (A) Reprezentativne fotografije jednog od tri nezavisna
eksperimenta. (B) Kvantitativna analiza rezultata prikazanih pod A. Srednja vrednost
Sirine formirane linije izrazena u % , u odnosu na srednje vrednost Sirine u 0 h koja je

smatrana kontrolnom i iznosi 100%.
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4.7. Efekat ekstrakata na proces angiogeneze

Antiangiogenetski potencijal vodenog i etanolnog ekstrakta biljne vrste M. aquifolium
ispitan je na EA.hy926 celijama in vitro primenom engl. “"endothelial cell tube
formation" eseja. Etanolni ekstrakt u subtoksi¢noj koncentraciji (80 pg/ml) pokazao je
znacajan antiangiogenetski efekat na tretiranim ¢elijama, inhibirajuéi povezivanje ¢elija
I formiranje tubularnih i poligonalnih struktura (Slika 11). Efekat vodenog ekstrakta u
subtoksi¢noj koncentraciji (80 pg/ml) bio je slabije izrazen, uz vidljivo smanjenje broja
¢elijskih veza i tubularnih struktura kod tretiranih celija (Slika 11). Uzorci tretirani
vodenim ili etanolnim ekstraktom poredeni su sa kontrolnim uzorcima u kojima su

¢elije inkubirane samo u hranljivom medijumu. Inkubacija je trajala 24 h.
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Slika 11 Efekat ekstrakata M. aquifolium na proces angiogeneze: 1-kontrolni uzorak, 2-
kontrolni uzorak, 3-¢elije tretirane etanolnim ekstraktom, 4-celije tretirane vodenim

ekstraktom
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4.8. Efekat ekstrakata na citotoksi¢nu aktivnost doksorubicina, in vitro

Kombinovani efekat doksorubicina i ekstrakata evaluiran je metodom izobolograficke
analize. 1Cso vrednost za doksorubicin nakon inkubacije A549 ¢elija tokom 72 h iznosila
je 0.44+0.02 pg/ml. Nakon inkubacije ¢elija sa subtoksi¢nim koncentracijama
ekstrakata (5, 10 i 15 pg/ml) i doksorubicinom, zabelezen je porast citotoksi¢ne
aktivnosti u odnosu na c¢elije tretirane samo doksorubicinom (Tabela 7). Vrednost
kombinatornog indeksa krec¢e se od 0.14 do 0.38 za doksorubicin/vodeni ekstrakt i od
0.12 do 0.4 za doksorubicin/etanolni ekstrakt kombinovani tretman, $to ukazuje na

izrazeni sinergizam (Tabela 8).
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Tabela 7 Koncentracija doksorubicina samog ili u kombinaciji sa ekstraktom, koja za

50% smanjuje prezivljavanje ¢elija, nakon 72 h

ICso (ng/ml)

A549
DOX 0.4457 £ 0.0154
DOX + 5 pg/ml MAV 0.0234 + 0.0022
DOX + 10 pg/ml MAV 0.0141 = 0.0046
DOX + 20 pg/ml MAV 0.0067 = 0.0018
DOX + 5 pg/ml MAE 0.0113 + 0.0006
DOX + 10 pg/ml MAE 0.0103 £ 0.0016
DOX + 20 pg/ml MAE 0.0036 + 0.0012

*1Cso vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti + standardna devijacija (SD) od tri nezavisna
eksperimenta
**DOX-doksorubicin; MAV-vodeni ekstrakt M. aquifolium; MAE-etanolni ekstrakt M. aquifolium

Tabela 8 Izobolograficka analiza, kombinatorni indeks (CI)

Cl

Tretman A549
DOX + 5 pg/ml MAV 0.14
DOX + 10 pg/ml MAV 0.21
DOX + 20 pg/ml MAV 0.38
DOX + 5 pg/ml MAE 0.12
DOX + 10 pg/ml MAE 0.22
DOX + 20 pg/ml MAE 0.40

*DOX-doksorubicin; MAV-vodeni ekstrakt M. aquifolium; MAE-etanolni ekstrakt M. aquifolium
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4.9. Analiza Celijskog ciklusa A549 Celija nakon doksorubicin/ekstrakt

tretmana

Tretman A549 Celija sa subtoksi¢nim koncentracijama vodenog ili etanolnog ekstrakta u
toku 24 h, doveo je do diskretnog povecanja procenta celija u G2/M fazi ¢elijskog
ciklusa. Inkubacija ¢elija sa doksorubicinom u koncentracijama 1C2 i 1Cso doveo je do
znacajnog nagomilavanja A549 ¢elija u G2/M fazi Celijskog ciklusa (Slika 12A). A549
¢elije tretirane istovremeno sa doksorubicinom (ICz ili 1Csp) i sa vodenim ili etanolnim
ekstraktom (20 pg/mL) pokazale su nagomilavanje ¢elija u G1 fazi, u poredenju sa
¢elijama koje su tretirane samo doksorubicinom (Slika 12B). Takode kombinovani
tretman doksorubicin/ekstrakt doveo je do znacajnog povecanja broja celija i u subGl
fazi, u poredenju sa uzorcima koji su tretirani samo doksorubicinom. Povecanje u
subGl fazi celijskog ciklusa statisticki je znacajno u uzorcima Koji su tretirani

kombinacijom doksorubicin i etanolni ekstrakt (Slika 12B).
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Slika 12 Promene u raspodeli A549 celija po fazama celijskog ciklusa nakon 24 h

tretmana sa (A) vodenim ekstraktom (MAV (20 pg/ml)), etanolnim ekstraktom (MAE
(20 pg/ml)), doksorubicinom DOX ICy i DOX ICso u poredenju sa kontrolom; (B)

kombinovanim tretmanom DOX/ekstrakt u poredenju sa ¢istim doksorubicinom.
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4.10. Uticaj ekstrakata na preuzimanje i zadrZavanje doksorubicina

U eksperimentu u kome je ispitan uticaj ekstrakata na preuzimanje doksorubicina, A549
¢elije su tretirane samo rastvorom doksorubicina u koncentraciji ICso ili kombinacijom
rastvora doksorubicina u istoj koncentraciji i vodenim ili etanolnim ekstraktom u
subtoksi¢noj koncentraciji 40 pg/ml. U ovom slucaju nije primeéena znacajna promena
u preuzimanju doksorubicina bez obzira da li su éelije tretirane i ispitivanim ekstraktima
ili samo doksorubicinom (Slika 13A). U eksperimentu u kome je ispitan uticaj
ekstrakata na zadrzavanje doksorubicina, A549 ¢elije su prvo tretirane samo
doksorubicinom u koncentraciji 1Cso, a nakon 24 h i subtoksi¢énim koncentracijama
vodenog ili etanolnog ekstrakta (40 pg/ml). Rezultati su pokazali da A549 ¢éelje koje su
tretirane vodenim ili etanolnim ekstraktom M.aquifolium zadrzavaju znacajno vise
doksorubicina u ¢eliji (do 22% vise) nego Celije koje su nakon doksorubicina tretirane

samo medijumom (Slika 13B).
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Slika 13 Efekat vodenog i etanolnog ekstrakta M. aquifolium na preuzimanje (A) i

zadrzavanje (B) doksorubicina u A549 ¢elijama
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4,11. Uticaj kombinovanog tretmana doksorubicin/ekstrakt na

migraciju Celija

Ispitivane A549 celije tretirane su rastvorom doksorubicina u koncentraciji 1Czo,
ekstraktima u koncentraciji 20 pg/ml ili kombinacijom doksorubicina i
vodenog/etanolnog ekstrakta u istim navedenim koncentarcijama. Sve koris¢ene
koncentraije su subtoksi¢ne i njihove vrednosti dobijene su prethodno uradenim MTT
testom na A549 ¢elijama u trajanju od 72 h.

Oba ekstrakta pokazala su dobru sposobnost da inhibiraju migraciju A549 ¢elija u
odnosu na kontrolu, ili na ¢éelije koje su tretirane samo doksorubicinom, i nakon 48 h
smanjenje migracije pokazalo se kao statisticki znacajno u oba uzorka, koja su tretirana
ekstraktima (Slika 14). Sam doksorubicin nije pokazao uticaj na ¢elijsku migraciju, u
poredenju sa kontrolnim uzorkom. Celije tretirane kombinovanim tretmanom
doksorubicin/vodeni ili etanolni ekstrakt pokazale su znacajno smanjenje migratorne
sposobnosti posebno nakon 48 h, u odnosu na kontrolu (Slika 14).

Eksperiment je ponovljen tri puta i za svaki uzorak je odredeno srednje rastojanje
izmedu celija, a srednja vrednost Sirine linije izraCunata je iz tri eksperimenta i
predstavljena u procentima, pri ¢emu se Sirina linije u 0 h za svaki uzorak smatrala

kontrolnom (100%).
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Slika 14 Efekat vodenog i etanolnog ekstrakta M. aquifolium (MAV i MAE) i
doksorubicina (DOX) na migraciju A549 ¢elija. (A) Reprezentativne fotografije jednog
od tri nezavisna eksperimenta. (B) Kvantitativna analiza rezultata prikazanih pod (A),
predstavlja srednju vrednost Sirine linije u % izracunatu iz tri nezavisna eksperimenta,

pri ¢emu je Sirina linije za svaki uzorak u 0 h kontrolna i iznosi 100%.
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4.12. Uticaj ekstrakata i doksorubicina na formiranje Celijskih kolonija

Zasejane celije tretirane su subtoksi¢nim koncentracijama doksorubicina (IC20),
vodenog 1 etanolnog ekstrakta (20 pg/ml) ili kombinacijom doksorubicin/ekstrakt.
Nakon 24 h ¢elije su ostavljene sedam dana da rastu samo u medijumu, nakon Cega se
procenjivala njihova sposobnost da formiraju kolonije. Rezultati su pokazali da
doksorubicin i u subtoksi¢nim koncentracijama izrazito smanjuje sposobnost ¢elija da
formiraju kolonije. Oba ekstrakta, vodeni i etanolni, nisu pokazali znacajan uticaj na
formiranje kolonija. Kombinovani tretman doksorubicin/vodeni ili etanolni ekstrakt
pokazao je znacajan efekat inhibicije formiranja kolonija, u poredenju sa uzorcima koji
su tretirani samo doksorubicinom (Slika 15). Za svaki uzorak izracunat je odnos broja
formiranih kolonija i gustine ¢elija. Srednja vrednost ovog odnosa odredena je iz tri

nezavisna eksperimenta.
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Slika 15 Efekat vodenog i etanolnog ekstrakta M. aquifolium (MAV i MAE) i
doksorubicina (DOX) na sposobnost A549 ¢elija da formiraju kolonije. (A)
Reprezentativni eksperiment, fotografije kolonija nakon tretmana. (B) Kvantitativna
analiza rezultata prikazanih pod (A). Srednja vrednost odnosa broja formiranih kolonija

i gustine ¢elija za svaki uzorak, odredena iz tri nezavisna eksperimenta.
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4.13. Analiza genske ekspresije A549 éelija

Nivoi genske ekspresije u tretiranim A549 c¢elijama poredeni su sa nivoima u
netretiranim, kontrolnim ¢elijama, koje su gajene samo u hranljivom medijumu.
Odabrani geni MMP2 i MMP9 odgovorni su za invazivnost i migraciju tumorskih ¢elija,
geni OCLN i CTNNBL1 za formiranje meducelijskih veza, dok gen ERCC1 ucestvuje u
procesu reparacije genetskog materijala.

Tretman doksorubicinom smanjuje ekspresiju MMP2, dok oba kombinovana tretmana
doksorubicin/ekstrakt blago poveceveju ekspresiju ovog gena. Ekspresija MMP9
povecana je nakon inkubacije ¢elija samo sa doksorubicinom, dok su oba kombinovana
tretmana doksorubicin/ekstrakt znacajno smanjila MMP9 ekspresiju. Tretman
doksorubicinom smanjuje ekspresiju OCLN. Oba ekstrakta pojedina¢no, kao i tretman
doksorubicin/etanolni ekstrakt indukuju ekspresiju OCLN u poredenju sa kontrolom,
dok je ekspresiia OCLN u celijama tretiranim sa kombinovanim tretmanom
doksorubicin/vodeni ekstrakt povecana u odnosu na nivo ovog gena u ¢elijama koje su
tretirane samo doksorubicinom. Doksorubicin indukuje ekspresiju CTNNBL. Ekspresija
CTNNB1 blago je smanjena nakon inkubacije ¢elija sa kombinovanim tretmanom
doksorubicin/etanolni ekstrakt, u poredenju sa netretiranim ¢éelijama. Celije tretirane
samo etanolnim ekstraktom pokazale su blago poveéanje u ekspresiji ERCC1, dok je
inhibicija ove ekspresije zabeleZena u uzorcima tretiranim samo sa doksorubicinom,

vodenim ekstraktom ili kombinovanim tretmanom doksorubicin/ekstrakt (Slika 16).

69



MMP2

MMP9

< < 4 2
S & &

3
S £
CTNNBI1
< < <
\g o \a & \ai
FEFE S
L L

Slika 16 Efekat vodenog i etanolnog ekstrakta M. agoufolium (MAV i MAE),

doksorubicina (DOX) i kombinovanog tretmana doksorubicin/ekstrakt na ekspresiju

gena u A549 ¢elijama
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4.14. Efekat ispitivanih ekstrakta na osetljivost mikroorganizama

Vodeni i etanolni ekstrakt M. aquifolium ispoljili su antimikrobni efekat na ispitivanim
sojevima (Tabela 9). Vrednosti MIK za etanolni ekstrakt su od 0.8 do 3.5 mg/ml, dok su
za vodeni od 1.6 do 3.25 mg/ml. Etanolni ekstrakt pokazao je jaci efekat prema svim
sojevima od vodenog ekstrakta. Vrsta S. aureus je najosetljivija na oba ekstrakta.
Najmanju osetljivost pokazali su sojevi K. pneumoniae i C. albicans.

Tabela 9 Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) ekstrakata za ispitivane sojeve

nakon 24 h tretmana

MIK (mg/ml)
S. aureus S. mutans B. subtilis E.coli K. pneumoniae C. albicans
MAV 16 1.6 3 3.25 6 6
MAE 0.8 0.8 1.75 0.9 3 35

*MIK-minimalna inhibitorna koncentracija
**MAV- vodeni ekstrakt M. aquifolium; MAE- etanolni ekstrakt M. aquifolium

Klebsiella pneumoniae

MAV

KONTROLA 3 1.5 0.8 0.4 0.2 0.1 0.05 0.025 0.012

RASTUCE KONCENTRACIJE EKSTRAKATA (mg/ml)

A

Slika 17 Ispitivanje osetljivosti K. pneumoniae na ekstrakte. MAV-vodeni ekstrakt M.
aquifolium, MAE-etanolni ekstrakt M. aquifolium. Minimalna inhibitorna koncentracija
(MIK) za MAV iznosi 6 mg/ml, za MAE iznosi 3 mg/ml.
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4.15. Efekat ekstrakata na produkciju biofilma

Uticaj vodenog i etanolnog ekstrakta M. aquifolium na produkciju biofilma ispitan je na
soju S. aureus. Bakterije su inkubirane sa razli¢itim razblazenjima ekstrakata (od 0.015
mg/ml do 0.4 mg/ml) tokom 24 h. Sva ispitana razblaZenja predstavljala su
subinhibitorne koncentracije za odabrani bakterijski soj. Kontrolni uzorci inkubirani su
samo u hranljivom medijumu i pokazali su izrazenu produkciju biofilma nakon 24 h
(kategorija 3). Bakterije tretirane vodenim ili etanolnim ekstraktom nakon 24 h pokazale
su umerenu produkciju biofilma (Tabela 10). Oba ekstrakta pokazala su potencijal da

umereno inhibiraju svojstvo bakterija da formiraju biofilm u in vitro uslovima.

Tabela 10 Produkcija biofilma S. aureus soja nakon 24 h kultivacije sa ekstraktima

Tretman Kategorija

MAYV (mg/ml)
0.015
0.03
0.05

0.1
0.2
0.4

MAE (mg/ml)
0.015
0.03
0.05

0.1
0.2
0.4 2

NN DNDDNDDN

NN WNDN

*0-odsustvo produkcije biofilma; 1-slaba produkcija biofilma; 2-umerena produkcija biofilma; 3-izraZena
produkcija biofilma
**MAV- vodeni ekstrakt M. aquifolium; MAE- etanolni ekstrakt M. aquifolium
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4.16. Efekat ekstrakata na produkciju glikokaliksa

Za ispitivanje uticaja vodenog i etanolnog ekstrakta M. aquifolium na produkciju
glikokaliksa odabran je soj S. aureus, a koris¢ene su dve metode: CRA i Christensen-
ova metoda. U oba eksperimenta razblazenja ispitivanih ekstrakata predstavljala su
subinhibitorne koncentracije za odabrani bakterijski soj. Za oba ekstrakta one su
iznosile 0.5xMIK za soj S. aureus, odnosno 0.4 mg/ml za etanolni ekstrakt i 0.8 mg/ml
za vodeni ekstrakt.

Analiza rezultata dobijenih CRA metodom pokazala je da oba ekstrakta imaju
sposobnost da inhibiraju produkciju glikokaliksa. Bakterije tretirane etanolnim
ekstraktom u znacajnoj meri su izgubile sposobnost da formiraju glikokaliks, $to se vidi
prisustvom vlaznih ruZicastih kolonija. Takode, uzorci tretirani etanolnim ekstraktom
imali su znatno manje suvih crnih kolonija u poredenju sa kontrolnim uzorkom (Slika
18). Bakterije tretirane vodenim ekstraktom u manjoj meri su izgubile sposobnost za
produkciju glikokaliksa. Na ovim uzorcima detektovane su crne vlazne kolonije, $to
sugeriSe da je pod uticajem vodenog ekstrakta doslo do morfoloskih promena na soju,

§to je uticalo na formiranje drugacijih kolonija u poredenju sa kontrolom (Slika 18).

KONTROLA MAE MAV

Slika 18 Produkcija glikokaliksa ispitana CRA metodom. Uzorak tretiran etanolnim
ekstraktom M. aquifolium (MAE) pokazuje smanjenu produkciju glikokaliksa. Uzorak
tretiran vodenim ekstraktom M. aquifolium (MAV) pokazuje smanjenu produkciju

glikokaliksa 1 prisustvo morfoloski izmenjenih kolonija u odnosu na kontrolu.
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Rezultati dobijeni Christensenovom metodom pokazali su da uzorci tretirani etanolnim
ekstraktom manje produkuju glikokaliks u odnosu na kontrolu (Slika 19). Kod uzoraka
tretiranih vodenim ekstraktom pored inhibicije u produkciji glikokaliksa vidi se i razlika

u bojenju u poredenju sa kontrolom, $to potvrduje da je doSlo do morfoloskih promena

na samom soju (Slika 19).

Slika 19 Produkcija glikokaliksa odredena Christensen-ovom metodom. Uzorak tretiran
etanolnim ekstraktom M. aquifolium pokazuje smanjenje u predukciji glikokaliksa.
Uzorak tretiran vodenim ekstraktom M. aquifolium pokazuje smanjenje u produkciji

glikokaliksa i promene u bojenju u odnosu na kontrolu.
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4.17. Efekat istovremene primene ekstrakata i antibiotika/antimikotika

U prvom delu eksperimenta odredene su MIK za odabrane antibiotike na soju S. aureus

i za odabrane antimikotike za soj C. albicans (Tabele 11 i 12).

Tabela 11 Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) antibiotika za ispitivani soj S.

aureus nakon 24 h tretmana

MIK (ug/ml)
S. aureus

Amoksicilin 200
Cefaleksin 200
Ceftriakson 12.5
Tetraciklin 200
Eritromicin 200
Gentamicin 0.78
Hloramfenikol 200
Bacitracin 200

*MIK-minimalna inhibitorna koncentracija

Tabela 12 Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) antimikotika za ispitivani soj C.
albicans nakon 24 h tretmana

MIK (pg/ml)
C. albicans
Nistatin 3.125
Vorikonazol 6.25

*MIK-minimalna inhibitorna koncentracija

Efekat kombinacije antibiotika/antimikotika i ekstrakata M. aquifolium se kretao izmedu
sinergizma i aditivanosti. Dobijene FICI vrednosti su u opsegu od 0.03 do 0.56 (Tabela
13 i 14). Najznacajniji sinergizam utvrden je u kombinaciji tetraciklina i ekstrakata, a
najslabiji sinergizam i aditivni efekat zabeleZeni su u kombinacijama ekstrakata sa

eritromicinom i bacitracinom.
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Tabela 13 Efekat kombinacije antibiotika i ekstrakata M. aquifolium

S.aureus
MAV MAE

Amoksicilin 0.56 0.06
Cefaleksin 0.31 0.31
Ceftriakson 0.13 0.10
Tetraciklin 0.06 0.03
Eritromicin 0.50 0.50
Gentamicin 0.19 0.16
Hloramfenikol 0.09 0.09
Bacitracin 0.56 0.31

*MAV-vodeni ekstrakt M aquifolium; MAE-etanolni ekstrakt M. aquifolium.
*FICI < 0.5 sinergizam, 0.5 < FICI <1 aditivnost i 1 < FICI < 2 indiferentan efekat

Tabela 14 Efekat kombinacije antimikotika i ekstrakata M. aquifolium

C. albicans
MAV MAE
Nistatin 0.21 0.18
Vorikonazol 0.21 0.18

*MAV-vodeni ekstrakt M aquifolium; MAE-etanolni ekstrakt M. aquifolium.
*FICI < 0.5 sinergizam, 0.5 < FICI < 1 aditivnost i 1 < FICI < 2 indiferentan efekat
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5. Diskusija

Osnovni ciljevi u savremenoj farmakoterapiji, bez obzira na veliki broj lekova danas, su
pronalazenje novih i1 joS efikasnijih agenasa. Ovo se posebno odnosi na agense sa
antitumorskim 1 antimikrobnim delovanjem, jer se u oba slucaja javlja problem
rezistencije koji bitno uti¢e na efikasnost procesa izleCenja. Takode od velikog znacaja
u terapiji je 1 selektivnost novih preparata. U lecenju onkoloskih oboljenja, cilj je da se
zastiti zdrava ¢elija odnosno tkivo, ¢ime bi se osim funkcionalnosti organa ocuvao i
kvalitet zivota obolelih. U farmakoloskom tretmanu infekcija, dobra selektivnost leka
doprinosi ocuvanju mikrobioma, ¢ime se pospeSuje odbrambeni potencijal samog
organizma.

Dosada$nji literaturni podaci sugerisali su da biljna vrsta M. aquifolium po svojim
farmakoloskim osobinama, moze posedovati 1 znacajan antikancerski potencijal (He i
Mu, 2015). NasSe istrazivanje u okviru doktorske disertacije po prvi put je dovelo do
novih saznanja o antitumorskom i antimikrobnom dejstvu ekstrakata iz vrste M.

aquifolium.

Postojec¢i podaci o ekstraktima predstavnika roda Mahonia, M. oiwakensis i M. balei,
kao 1 o pojedina¢nim izolovanim alkaloidima pokazuju njithovu sposobnost da inhibiraju
rast razli¢itih humanih maligno transformisanih ¢elijskih linija (Hu i sar., 2011; Wong i
sar., 2009). Nasi rezultati potvrdili su da biljke roda Mahonia, u ¢iji sastav ulaze
protoberberinski 1 bisbenzilizohinolinski alkaloidi poseduju citotoksi¢ni efekat.

In vitro MTT test citotoksi¢nosti pokazao je da ispitivani ekstrakti, etanolni i vodeni,
ispoljavaju selektivnu dozno zavisnu citotoksicnost. Oba ekstrakta najbolju aktivnost
pokazali su prema Ccelijskim linijjama HeLa 1 LS174T, odnosno prema celijama
adenokarcinoma cerviksa i kolona. Na drugom mestu po osetljivosti su linije A549 i
K562, ¢elije adenokarcinoma pluéa i mijeloidne leukemije. Celije adenokarcinoma
dojke MDA-MB-231 bile su rezistentne na dejstvo oba ispitana ekstrakta. Prema
evaluaciji koju predlaze protokol americkog nacionalnog instituta za rak (engl. National
Cancer Institute — NCI) sve vrednosti 1Cso < 30 pg/ml za sirove biljne ekstrakte se
smatraju veoma znacajnim (Geran i sar., 1972). Iz naSih rezultata mozemo zakljuciti da

su vodeni 1 etanolni ekstrakti prema Cetiri maligne Celijske linije pokazali umerenu
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citotoksi¢nu aktivnost. ICso vrednosti oba ekstrakta za svaku ispitanu liniju su bile
sli¢ne, Sto je ukazivalo na sli¢an sastav aktivnih principa, a §to je i potvrdeno HPLC/MS
hemijskom analizom. Takode je znacajno napomenuti da su ispitivani ekstrakti prema
normalnim fibroblastima plu¢a pokazali izrazito slabu citotoksi¢nost. Iz indeksa
selektivnosti antitumorske aktivnosti, ¢ije su vrednosti kod svih ¢elijskih linija bile vece
od 2.5, osim kod rezistentnog adenokarcinoma dojke, moze se zakljuciti da oba
ekstrakta pokazuju izuzetno dobru selektivnost. Poredenja radi, vrednosti za indeks
selektivnosti leka cisplatine na HeLa 1 LS174T ¢elijskoj liniji iznosile su 2.16 1 0.5
(Damjanovic i sar., 2015), iz ¢ega se moze zakljuciti da ispitivani ekstrakti imaju znatno

nizu toksicnost od cisplatine.

Podaci iz literature o pojedina¢nim alkaloidima, glavnim aktivnim principima
predstavnika roda Mahonia, ukazuju da ovi biljni metaboliti poseduju citotoksic¢ni
efekat. Berberin znaCajno smanjuje prezivljavanje mnogih humanih maligno
transformisanih ¢elija (Lin, 1996; Jabbarzadeh Karboli i sar., 2014). Alkaloidi palmatin,
jatrorizin 1 berbamin takode su pokazali citotoksi¢nost na razli¢itim malignim ¢elijskim
linjjama (Rahmatullah i sar., 2014; Liu i sar., 2013; Hambright i sar., 2015). Nakon
izvrSene hemijske identifikacije utvrdeno je prisustvo ovih alkaloida u ispitivanim
ekstraktima 1 potvrdeni su podaci prethodnih studija, da su upravo alkaloidi glavni

nosioci aktivnosti biljaka roda Mahonia (He i Mu, 2015).

Na osnovu HPLC/MS analize etanolnog i vodenog ekstrakta vrste M. aquifolium
detektovano je prisustvo alkaloida u oba ispitivana ekstrakta. U etanolnom ekstraktu
odreden je veci sadrzaj berberina u odnosu na vodeni ekstrakt. Za dalju identifikaciju
ostalih alkaloida prisutnih u ekstraktima vrste M. aquifolium izvrSena je dodatna
hemijska analiza. Kroz obavljene eksperimente i dobijene rezultate potvrdili smo
literaturne podatke da su alkaloidi zapravo glavni nosioci aktivnost biljaka roda
Mahonia.

U daljem istrazivanju koriSc¢eni su ekstrakti bogati alkaloidima i u njima je potvrdeno
prisustvo berberina, palmatina, jatrorizina, berbamina i magnoflorina. Svi alkaloidi sem

magnoflorina su u do sada objavljenim istrazivanjima pokazali kako antimikrobni, tako
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I antitumorski potencijal. Ovakav rezultat bio je u potpunosti u saglasnosti sa
celokupnim naSim istrazivanjem.

Sto se ti¢e citotoksi¢nog efekta, statistickom analizom je utvrdeno da su za ovaj efekat
najodgovorniji berberin, palmatin i berbamin. Berberin je svakako najispitivaniji
alkaloid iz ove grupe, a na$i rezultati sugeriSu da su i ostali alkaloidi jako dobri

kandidati za dalja ispitivanja.

Na osnovu rezultata testa citotoksi¢nosti, oba ekstrakta vrste M. aquifolium bili su
kandidati za dalja ispitivanja sa ciljem da se razjasni mehanizam i tip celijske smrti

koju indukuju.

Slede¢i eksperimenti odnose se na analizu citopatoloSkih efekata etanolnog i vodenog
ekstrakta vrste M. aquifolium fluorescentnom mikroskopijom u cilju ispitivanja njihove
sposobnosti da indukuju apoptotsku ¢elijsku smrt.

Apoptoza je kontrolisan tip Celijske smrti, odvija se uz utroSak energije i dovodi do
skupljanja celije, kondenzacije hromatina, pupljenja membrane, izlaska na povrSinu
fosfatidilserina i aktivacije kaspaza (Salvesen i Dixit, 1997; Cummings i sar, 2000).
Metode svetlosne 1 elektronske mikroskopije, omogucile su identifikaciju morfoloskih
promena na apoptotskoj ¢eliji (Hacker 1 sar., 2000). U toku rane faze apoptoze, celija se
skuplja 1 zapocinje proces piknoze. U ovako smanjenoj Celiji citoplazma je gusca i
organele su guSce rasporedene. Piknoza je posledica kondenzacije hromatina, Sto
predstavlja glavni dokaz procesa apoptoze. Celije koje su zapodele sa procesom
apoptoze zaokrugljuju se i gube svoju prvobitnu formu (Kerr i sar., 1972). Zatim dolazi
do pupljenja membrane i formiranja apoptotskih tela, koja se sastoje od citoplazme i
organela sa ili bez delova nukleusa. Kasnije, makrofage ili parenhimske ¢elije uklanjaju
ova tela procesom fagocitoze. Za proces apoptoze kao kontrolisanog tipa ¢elijske smrti
kljucno je da ne dolazi do inflamacije. Razlozi za to su da apoptotske ¢elije ne otpustaju
slobodno svoj intracelijski sadrzaj u meducelijski prostor, da bivaju brzo fagocitovane
¢ime se sprecava sekundarna nekroza i da nema oslobadanja antiinflamatornih citokina
(Savill i Fadok, 2000; Kurosaka i sar., 2003).

Nova saznanja u oblasti molekularne biologije kancera razjasnila su da poremecaji u

signalnim putevima apoptoze, indukovani onkogenim mutacijama, mogu dovesti do
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maligne transformacije celije. Zbog toga vecina novih citotoksi¢nih agenasa ili
antikancerskih lekova kao glavnu metu ima proces apoptoze. Apoptoza je regulisana
razli¢itim mehanizmima 1 svaki od njih obuhvata razliite signalne puteve (Lowe 1
Athena, 2000).

Analizom morfoloskih promena na HeLa ¢elijama koje su tretirane ispitivanim vodenim
I etanolnim ekstraktom vrste M. aquifolium, dobili smo prvi dokaz da oba ekstrakta
imaju sposobnost da indukuju proces apoptoze u ¢eliji (Slika 7). Kao pozitivna kontrola
koris¢en je lek cisplatina koji ima sposobnost da se vezuje za purinske baze DNK
molekula, da intereaguje sa mehanizmima reparacije, oSte¢uje DNK 1 posledi¢no
indukuje apoptozu (Dasari i Tchounwou, 2014). Celije tretirane ispitivanim ekstraktima
ili cisplatinom pokazale su sve karakteristike ¢elija u ranoj fazi apoptoze (Slika 7). Na
naSim fotografijama, zabeleZzenim elektronskim mikroskopom, vidi se da se celije
zaokrugljuju u odnosu na netretirane, kontrolne uzorke, i da u unutrasnjosti ¢elija dolazi
do kondenzacije i fragmentacije hromatina.

Alternativni put apoptozi je ¢elijska smrt nekrozom. Ovaj proces je energetski nezavisan
u kome je celija pasivna. Membrana gubi integritet i dolazi do oslobadanja
citoplazmatskog sadrzaja u meducelijski prostor. Otpustaju se hemotakti¢ni signali koji
privlace ¢elije imunskog sistema i dolazi do procesa inflamacije, zbog Cega je ovaj put
¢elijske smrti toksican (Savill i Fadok, 2000; Kurosaka i sar., 2003). Morfoloske
promene u nekroti¢noj Celiji su: oticanje Celije, gubitak strukture Celijskih organela i
ruptura membrane. S obzirom da nije jednostavno samo na osnovu morfoloskih
promena celije zakljuciti da li se radi o apoptozi ili nekrozi, potrebno je i razjasniti

mehanizam kojim ispitivani agens indukuje ¢elijsku smrt (Elmore, 2007).

Nakon analize morfoloskih promena, pristupili smo eksperimentima u kojima smo
pokazali efekat ekstrakata vrste M. aquifolium na distribuciju éelijskog ciklusa kod
tretiranih HeLa celija. Analiza rezultata celijskog ciklusa uzoraka tretiranih ispitivanim
ekstraktima potvrdila je da oba ekstrakta imaju sposobnost da indukuju Celijsku smrt
maligno transformisanih ¢elija. NaSi rezultati nisu dali znacajniju informaciju o
mehanizmu delovanja ekstrakata, Sto je takode bilo ocekivano s obzirom da su hemijske
analize pokazale da su oba ekstrakta izuzetno bogata razli¢itim alkaloidima. Samo na

primeru berberina moZemo se uveriti da su mehanizmi kojima se indukuje ¢elijska smrt
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razliciti, Sto je karakteristi¢no i za ostale alkaloide, i da u kompleksnim sistemima kao
Sto su ekstrakti ne treba o¢ekivati jasne rezultate ovakvom metodom (Jabbarzadehi sar.,
2014). Ipak za nas je bio bitan podatak da je postojala statisti¢ki znacajna razlika u broju
dogadaja u subG1 fazi izmedu uzoraka tretiranih vodenim i etanolnim ekstraktom (Slika
8). lako je in vitro test citotoksi¢nosti pokazao da ekstrakti poseduju priblizno isti efekat
nakon 72 h, eksperiment u kome je ispitivan uticaj na aktivaciju ¢elisjke smrti pokazao
je da etanolni ekstrakt, koji ima vecu koli¢inu alakoida deluje znatno efikasnije, nakon
24 h 1 48 h (Slika 8). Ovaj podatak se moze smatrati joS jednom potvrdom da su
alkaloidi glavni nosioci aktivnosti esktrakata i da njihova koli¢ina direktno uti¢e na
efikasnost kojom se indukuje ¢elijska smrt.

U slede¢im eksperimentima, kako bi dodatno potvrdili proapoptotski efekat testiranih
ekstrakata, kao i da bi identifikovali ciljne kaspaze preko kojih ekstrakti aktiviraju
apoptozu ciljnih ¢elija, primenjeni su specificni ireverzibilni peptidni inhibitori kaspaza
(Z-DEVD-FMK, Z-IETD-FMK, Z-LEHD-FMK). Naime, proces apoptoze se moze
odvijati na dva nacina, spoljasnjim putem aktivacije preko receptora smrti ili
unutras$njim putem preko mitohondrija. Danas postoje dokazi da ova dva puta nisu
potpuno nezavisna i da molekuli koji ucestvuju u jednom putu mogu uticati na drugi i
obrnuto (Igney i Krammer, 2002). Postoji joS§ jedan dodatni put aktivacije apoptoze koji
se naziva granzim B put. Svi putevi se susre¢u u tacki gde dolazi do aktivacije enzima
kaspaze 3, nakon cCega dolazi do fragmentacije DNK, degradacije citoskeleta i
nuklearnih proteina, formiranja apoptotskih tela, ekspresije receptora za fagocitozu i
fagocitoze. Kaspaze su enzimi koji ucestvuju u procesu apoptoze i imaju proteoliticku
ulogu u razgradnji proteina do aminokiselinskih rezidua. Kaspaza 8 je deo spoljasnjeg
puta i ucestvuje u aktivaciji kaspaze 3, kao 1 kaspaza 9 koja predstavlja deo unutraSnjeg
puta aktivacije apoptoze (EImore, 2007).

Studije o berberinu pokazale su da ovaj alkaloid, jedan od glavnih sekundarnih
metabolita predstavnika roda Mahonia, preko razli¢itih signalnih puteva uti¢e na proces
apoptoze (Jabbarzadeh i sar, 2014). Neki od mehanizama delovanja berberina su
izmedu ostalih i aktivacija kaspaza 3, 8 1 9 (Ho i sar., 2009; Lin i sar., 2006; Mantena i
sar, 2006). Sekundarni metabolit berbamin u eksperimentima je pokazao da indukuje
proces apoptoze preko kaspaza 9 i 3 (Rahmatullah i sar.,, 2014). U naSim

eksperimentima zabeleZzeno je smanjenje procenta HeLa celija u apoptozi, odnosno
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subG1 fazi Celijskog ciklusa, kada su celije pretretirane inhibitorima kaspaze 3 i 8 i
tretirane ispitivanim vodenim i etanolnim ekstraktom (Slika 9). Pretretman celija sa
inhibitorom kaspaze 9 doveo je do neznatnog sniZzenja u subG1l fazi, samo u uzorcima
koji su tretirani etanolnim ekstraktom. Ovaj rezultata moze se objasniti koli¢inom
alkaloida u ispitivanim ekstraktima, odnosno nedovoljnom koli¢inom alkaloida u
vodenom ekstraktu, koji bi indukovali apoptozu i preko kaspaze 9. Na osnovu ovih
dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da oba ekstrakta indukuju proces apoptoze u Celiji
pre svega aktivacijom kaspaze 3 i kaspaze 8. lzostanak, odnosno slaba aktivacija
kaspaze 9, iako je to bilo ofekivano zbog prisutnog berberina i berbamina, moze biti
objasnjen i prisustvom drugih aktivnih principa, koji dominantno indukuju apoptozu
spoljasnjim signalnim putem. Za ostale identifikovane alkaloide u nasim ekstraktima
vrste M. aquifolium jo$ uvek ne postoje literaturni podaci o tipu i mehanizmu kojim
inhibiraju proliferaciju, §to bi svakako trebalo da bude jedan od ciljeva daljeg

istrazivanja ove biljne vrste.

lako hirursko uklanjanje i adjuvantna terapija mogu dovesti do izleCenja ukoliko je
primarni tumor na vreme uocen, bolest u metastazi je uglavnom neizle¢iva zbog same
prirode 1 rezistencije na postojecu terapiju diseminovanih tumorskih celijja. Zato
uspesnost izleCenja u mnogome zavisi od mogucénosti hemioterapije da zaustavi ili ¢ak 1
preokrene proces metastaze (Gupta i Massague, 2006; Steeg, 2006).

Proces metastaze povezan je sa sposobnoScu celija da migriraju i da slabe svoje
meducelijske veze. Zato smo u slede¢em koraku pristupili eksperimentima kojima bi
ispitali da 1i testirani ekstrakti ostvaruju inhibitorno dejstvo na migraciju celija,
invazivnost i angiogenezu. lako do sada nije bilo poznato da li ekstrakti predstavnika
roda Mahonia mogu uticati na invazivnost, odnosno na migraciju i angiogenezu,
maligno transformisanih celija, podaci da supstance biljnog porekla, kao Sto su
alkaloidi, mogu da uti¢u na viSe komponenti onkogenih signalnih puteva i da tako
moduliSu razli¢ita svojstva celije, bili su dobro polaziSte za dalja ispitivanja. Dobar
primer je alkaloid berberin, koji preko viSe razli¢itih mehanizama utic¢e na proliferaciju
malignih ¢elija (Jabbarzadeh i sar., 2014). Prema do sada objavljenim rezultatima
berberin ima i sposobnost da blokira Wnt/pB-katenin signalni put, kao i da aktivira

protein zonula okludens 1 (ZO-1) koji je bitan za formiranje ¢vrstih meducelisjkih veza

82


javascript:void(0);

1 smanjenje celijske mobilnosti. Na ovaj nacin berberin smanjuje ¢elijsku migraciju, sto
je od izuzetnog znacaja za smanjivanje i zaustavljanje procesa metastaze (Park i sar.,
2012; Albring i sar., 2013; Liu i sar., 2009). Na osnovu ovih podataka pretpostavili smo
da bi ekstrakti vrste M. aquifolium mogli imati antimigratorni potencijal. U
eksperimentu sa endotelijalnim ¢elijama umbilikalne vene (EA.hy926) dobili smo i
dokaz za ovu pretpostavku. Oba ekstrakta su efikasno inhibirala celijsku migraciju i
mobilnost, ¢ime su pokazali da mogu dovesti do smanjenja invazivnosti i metastatskog
potencijala ¢elija, kao i do zaustavljanja procesa angiogeneze (Slika 10 i 11). Celije
umbilikalne vene zatim su kori$¢ene 1 u samom testu ispitivanja uticaja ekstrakata na
angiogenezu. Formiranje novih krvnih sudova bitno je za metastatsko Sirenje kancera,
gde nova vaskularna mreza snabdeva cCelije kiseonikom i nutrientima. Danas inhibitori
procesa angiogeneze nalaze svoje mesto u terapiji onkoloskih bolesti, dovode do
smanjenja mortaliteta i morbiditeta pacijenata sa kancerom. Od novih antiangiogenih
agenasa u klini¢kim studijama ocekuje se da pored migracije, kao pocetnog koraka u
procesu angiogeneze, inhibiraju i proliferaciju endotelnih ¢elija (Nishida i sar., 2006).
Oba ekstrakta su pokazala da u veéim koncentracijama inhibiraju proliferaciju
endotelnih ¢éelija, dok ve¢ u subtoksi¢nim koncentracijama smanjuju njihovu migraciju
(Slika 10). Oc¢ekivano, u eksperimentu oba ispitana ekstrakta pokazala su sposobnost da
redukuju proces angiogeneze. Celije tretirane vodenim ekstraktom vrste M. aquifolium
formirale su manje izrazene meducelijske mreze u poredenju sa kontrolom, dok su ¢elije
tretirane etanolnim ekstraktom vrste M. aquifolium potpuno izgubile sposobnost
formiranja tubularnih, poligonalnih struktura i meducelisjkih veza tipi¢nih za endotelne
¢elije (Slike 11). Ovo su prvi rezultati koji su pokazali da biljna vrsta M. aquifolium

poseduje antimetastatski potencijal.

Kada smo dokazali prisustvo antikancerskog potencijala ekstrakata vrste M. aquifolium,
nase dalje istraZzivanje trebalo je da utvrdi kakva bi mogla biti uloga ove biljne vrste u
savremenoj terapiji onkoloskih oboljenja. Literaturni podaci pokazali su da berberin
moze ograniciti toksi¢nost prouzrokovanu doksorubicinom, hemoterapeutikom koji se
koristi u tretiranju razli¢itih maligniteta, a ¢iji veliki nedostatak predstavlja dozno

zavisna toksicnost (Zhao i sar., 2011). Na osnovu ovog podatka i saznanja da je berberin
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jedan od glavnih aktivnih principa oba ekstrakta, nas cilj je bio da ispitamo kakav uticaj
ekstrakti imaju na citotoksican i antimetastatski efekat doksorubicina.

Za dalja ispitivanja odabrali smo kao in vitro model A549 ¢elijsku liniju, nesitnocelijski
adenokarcinom pluca.

Ove ¢celije Cesto razvijaju rezistenciju na postojecu terapiju (Ihde i Minna, 1991),
prouzrokovanu razli¢itim mehanizmima, kao $to su povecCana ekspresija proteina za
izbacivanje leka iz ¢elije i ABC transportera (engl. ATP-binding cassette transporters)
(Borst i sar., 2000). Mnoge studije su potvrdile da sem ABC transportera u A549
¢elijama dolazi i do ekspresije drugih proteina odgovornih za rezistenciju (engl. breast
cancer resistant protein (BCRP), lung resistance-related protein (LRP)) (Salomon i
Ehrhardt, 2011; Lee i Lim, 2006; Meschini i sar., 2002).

Rezultati nasih istrazivanja pokazali su da ICso vrednost doksorubicina moze biti viSe
puta smanjena u kombinaciji sa ekstraktima vrste M. aquifolium (Tabela 7). 1z ovih
podataka moze se zakljuciti da ¢e intenzitet antiproliferativnih efekata doksorubicina
biti potpuno ocuvan i prilikom upotrebe znatno nizih koncentracija doksorubicina.
Efekat kombinovanog tretmana doksorubicin/ekstrakt je sinergisticki, $to znaci da su
oba agensa zadrzala svoje individualne antikancerske karakteristike. Iz do sada
objavljenih podataka o toksicnosti doksorubicina moze se zakljuCiti da zbog
kumulativnog efekta leka ne postoji apsolutno bezbedna doza, ali da nize doze smanjuju
mogucénost za razvoj neZeljenih efekata. Ovo je posebno vazno kod kardiomiopatije,
najvaznijeg nezeljenog efekta koji se razvija u toku terapije doksorubicinom (Chatterjee
i sar., 2010; De Angelis i sar., 2016; Lipshultz i sar., 2005). U skladu sa ovim podacima,
1 nasi rezultati sugeriSu da bi istovremena primena doksorubicina i nekog agensa sa
kojim ovaj lek ima sinergisticki efekat, mogla znac¢ajno smanjiti toksi¢nost bez uticaja
na antikancersku aktivnost doksorubicina. Takodje, kao S§to je napred navedeno, oba
ekstrakta vrste M. aquifolium pokazuju znacajnu selektivnost prema normalnim MRC-5
¢elijama, Sto sve predstavlja dobru osnovu za dalja istrazivanja. .

Doksorubicin indukuje G2/M zastoj u ¢elijskom ciklusu kod A549 ¢elija (Miwa i sar.,
2015), a znacajno povecanje procenta celija u SUbG1 fazi, u poredenju sa kontrolnim
uzorkom, pokazuje da Celjje tretirane doksorubicinom ne mogu da produ kroz proces
mitoze i da ulaze u apoptozu (Wlodkowic i sar., 2011; Vermes i sar., 2000). Nasi

dobijeni rezultati, u skladu su sa navedenim literaturnim podacima. Rezultati nasih
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eksperimenata pokazali su i da je procenat ¢elija u subG1 fazi identiCan kada su celije
tretirane sa ICso koncentracijom C¢istog doksorubicina ili sa ekstraktom vrste M.
aquifolium i IC20 koncentracijom doksorubicina (Slika 12). Ovaj podatak potvrduje
rezultate prethodnog eksperimenta, gde je utvrdeno sinergisticko delovanje ekstrakata 1
doksorubicina, da ekstrakti omogucavaju ispoljavanje antikancerskog efekta
doksorubicina i pri njegovim znatno nizim koncentracijama. Takode, ako se pogledaju
vrednosti procenata ¢elija u G1 fazi, kada su celije tretirane istim koncentracijama
doksorubicina, vidi se da kombinovani tretman sa ekstraktom daje vise vrednosti nego
tretman Cistim doksorubicinom. S obzirom da je jedan od ciljeva u procesu pronalazenja
novih lekova da ispitivani agens ima sposobnost dejstva na kontrolne tacke u ¢elijskom
ciklusu, koje su odgovorne za pracenje i proveru progresije Celija kroz faze ciklusa
(DiPaola, 2002), podatak o poveéanju broja ¢elija u kontrolnoj tac¢ki G1 pri upotrebi
kombinovanog tretmana, moze se smatrati veoma znacajnim za dalje ispitivanje
ekstrakata. Povecanje procenta c¢elija u subGl 1 Gl fazi prilikom primene
kombinovanog tretmana doksorubicin/ekstrakt, moze biti pokazatelj da je blok u tacki
Glireverzibilan i da ovakav tretman uvodi ¢elije u apoptozu. Poveéanje u subG1 fazi je
statisticki znacajno kada su ¢elije tretirane sa doksorubicin/etanolni ekstrakt tretmanom
u odnosu na Celije tretirane Cistim doksorubicinom.

Vodeni i etanolni ekstrakt vrste M. aquifolium nisu pokazali uticaj na proces ulaska
doksorubicina u malignu Celiju. Oba ispitivana ekstrakta pokazala su sposobnost da
zadrZe doksorubicin u ¢eliji, pri ¢emu je efekat etanolnog ekstrakta bio izraZeniji.

Da bi se prevaziSla rezistencija u terapiji kancera jedna od mogucénosti je povecanje
doze leka, Sto u slucaju doksorubicina nije moguce zbog nezeljenih efekata (Tripton,
2003). Drugi pristupi u reSavanju rezistencije su poboljSanje akumulacije leka i
produZavanje vremena retencije leka u celiji ili pove¢anje vremena izloZenosti celije
leku (Wong i sar., 2006; Millenbaugh i sar., 2000). Inhibicija transportera za izbacivanje
leka iz celije kao $to su p-glikoprotein (Pgp) 1 BCRP, kod celija osteosarkoma
rezistentnih na doksorubicin povecava nivo leka u c¢eliji i njegovo zadrzavanje usled
Cega celije ulaze u apoptozu (Gongalves i sar., 2015), Sto moze biti i jedan od
mehanizama kojim ispitivani ekstrakti povecavaju retenciju doksorubicina. Takode, na
ovaj nacin ekstrakti mogu povecavati osetljivost celije na lek 1 indukovati uvodenje

¢elija u apoptozu, $to se manifestuje pove¢anjem broja dogadaja u subGl1 fazi ¢elijskog
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ciklusa nakon kombinovanog doksorubicin/ekstrakt tretmana i moze biti jedan od
mehanizama sinergistickog efekta koji zajedno ostvaruju doksorubicin i ekstrakti vrste

M. aquifolium (Bamodu i sar., 2015).

U sledecem setu eksperimenata, ispitivali smo potencijal ekstrakata vrste M. aquifolium
kao inhibitora matriksnih metaloproteinaza. Naime, klju¢nu ulogu u progresiji kancera
ima interakcija maligno transformisanih ¢elija sa njihovom mikrosredinom u procesima
migracije, invazivnosti, angiogeneze i metastaze. Odavno je poznato da matriksne
metaloproteinaze (MMP) aktivno ucestvuju u promenama tumorske sredine koje
omogucavaju njegovo dalje Sirenje. Ovi enzimi spadaju u cink zavisnu porodicu
endopeptidaza, koje su deo mnogih fizioloskih i patoloSkih procesa u organizmu, kao
Sto su: zarastanje rana, organogeneza, inflamacija, autoimuni poremecaji i
kancerogeneza (Kessenbrock i sar., 2010; Page-McCaw i sar., 2007). Nekoliko razli¢itih
studija potvrdilo je da poveéana ekspresija metaloproteinaza u tumorskoj mikrosredini
ne zavisi samo od kancerskih ¢elija, nego i od susednih ¢elija strome. Naime, Celije
kancera stimuliSu okolne ¢elije, kao $to su fibroblasti, da u€estvuju u produkceiji MMP-a
tako Sto ¢e produkovati interleukine i faktore rasta, koji ¢e biti signali za dalju
ekspresiju 1 stvaranje metaloproteinaza (Murphy, 2008). Medutim, uloga ovih
endopeptidaza u kancerogenezi moze biti dosta razliita 1 u velikoj meri zavisi od
gradusa tumora, od toga da li se radi o primarnom tumoru ili metastazi, kao i od
lokalizacije tumora (Decock i sar., 2008; Korpi i sar., 2008).

Za inhibitore matriksnih metaloproteinaza se smatralo da ¢e biti novi agensi sa
potencijalom da inhibiraju rast i metastazu malignih tumora. Medutim u nekoliko
klini¢kih studija ovi agensi su se pokazali prilino neuspeSnima, Sto se moze pripisati
dvostrukoj ulozi matriksnih metaloproteinaza u toku invazije i metastaze tumora (Chen i
sar., 2005). Ovi enzimi mogu da degradiraju ekstracelularni matriks, da promoviSu
invaziju, migraciju i neovaskularizaciju (Hiraoka i sar., 1998), ali takode mogu da
inhibiraju rast tumora i njegovu vaskularizaciju indukuju¢i stvaranje inhbitora
angiogeneze kao §to su angiostatin i tumstatin (Hiraoka i sar., 1998; Cornelius i sar.,
1998; Sang, 1998; Hamano i sar., 2003). Nasi rezultati pokazali su da ekstrakti imaju
sposobnost da inhibiraju ekspresiju MMP9 u tretiranim ¢elijama, i da se ta inhibicija

odrzava i u kombinovanom doksorubicin/ekstrakt tretmanu (Slika 16) Ranije studije
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utvrdile su da povecanje nivoa MMP9 u plazmi promoviSe razvoj tumora in Vivo.
Ovakvi tumori su sitniji 1 slabije vaskularizovani u poredenju sa onima koji su se
razvijali u miSevima sa nizim nivoom MMP9, S§to se moze objasniti MMP9
indukovanom sintezom angiostatina. To zna¢i da inhibitori MMP9 mogu dovesti do
smanjenja u broju kolonija tumora, ali je primarni tumor veéi i bolje vaskularizovan
(Chen i sar., 2005). Jedan od nacina da se prevazide ovakav nedostatak inhibitora
MMP9 je da se aplikuju istovremeno sa antiangiogenetskim agensima (Chen i sar.,
2005). Kao §to je ranije objasnjeno u nasem istrazivanju ekstrakti vrste M. aquifolium
pokazali su sposobnost da inhibiraju proces angiogeneze u eksperimentima sa
EA.hy926 ¢elijama. Posebno izrazen efekat na ¢elije umbilikalne vene imao je etanolni
ekstrakt (Slika 11). Na osnovu ovih rezultata mozemo zakljuciti da ekstrakti kao
potencijalni inhibitori MMP9 neée potencirati vaskularizaciju i proces angiogeneze
zbog svog antiangiogenetskog efekta, a da snizenje ekspresije MMP9 smanjuje

sposobnost tumorskih ¢elija da migriraju i formiraju nove kolonije.

S obzirom da berberin blokiranjem Wnt/B-katenin signalnog puta i aktivacijom ZO-1
redukuje pokretljivost ¢elija i smanjuje metastatski potencijal, i da su nasi rezultati
pokazali da oba ekstrakta deluju antimigratorno, bilo je potrebno proveriti kako se ovaj
efekat ekstrakata ispoljava u prisustvu doksorubicina. Nasi eksperimenti su potvrdili
antimigratorni efekat ekstrakata i na A549 celijskoj liniji, 1 ovaj efekat oCuvan je i u

prisustvu doksorubicina. Cist doksorubicin ispoljio je slab efekat na migraciju éelija.

U sledecim eksperimentima, ispitivali smo i sposobnost malignih celija da formiraju
kolonije u prisustvu ispitivanih ekstrakata. Vodeni i etanolni ekstrakti vrste M.
aquifolium blago snizavaju sposobnost malignih ¢elija da formiraju kolonije, dok je
dejstvo Cistog doksorubicina veoma izrazeno, u ovom slucaju on snazno inhibira
stvaranje kolonija kod maligno transformisanih ¢elija (Slika 15). U kombinaciji sa

ekstraktima efekat doksorubicina je jos izrazeniji.

Takode, u okviru naSeg istraZzivanja ispitivali smo uticaj doksorubicina, esktrakta i
njihove kombinacije na ekspresiju gena koji su bitni u procesu adherence celija i
formiranja ¢vrstih veza. CTNNB1 kodira -katenin, dok OCLN kodira protein okludin,
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jedne od glavnih komponenti u formiranju ¢vrstih meducelijskih veza. Dobijeni rezultati
pri tretiranju ¢elija kombinovanim tretmanom sugeriSu da smanjenje u ekspresiji MMP9
1 povecanje OCLN gena moze dovesti do inhibiranja celijske migracije i1 redukcije
metastatskog potencijala maligno transformisnih ¢elija.

ERCC1 gen kodira ERCC1 protein (engl. DNA excision repair protein), koji u¢estvuje u
reparaciji 1 rekombinaciji DNK. Ranije je dokazano da ovaj protein moze imati
prediktivni znacaj za pacijente sa nesitnocelijskim kancerom pluca, jer pacijenti kod
kojih je tumor ERCC1 negativan imaju znatno bolje prezivljavanje u poredenju sa
pacijentima kod kojih je tumor ERCC1 pozitivan (Holm i sar., 2009). Nasi rezultati
pokazali su da doksorubicin snizava ekspresiju ERCC1 gena u poredenju sa kontrolnim
uzorcima i da se takav nivo ekspresije kod celija odrzava i kada se tretiraju
kombinovanim tretmanom doksorubicin/ekstrakt. Iz ovih podataka mozemo zakljuciti
da ekstrakti ne uti¢u na promenu u nivou ekspresije ERCC1 koju indukuje doksorubicin

i da samim tim ne uti¢u na reparaciju DNK molekula preko ekspresije ovog gena.

Jednu veliki grupu eksperimenata posvetili smo ispitivanjiu antimikrobne aktivnosti
ekstrakata vrste M. aquifolium. Predstavnici roda Mahonia su u tradicionalnoj medicini
koriS¢eni za tretiranje stanja koja imaju simptome kao infekcije izazvane razli¢itim
patogenima. Na osnovu takvih podataka ove biljke su bile kandidati za ispitivanje
antimikrobnog potencijala, Sto su ujedno bila 1 jedna od prvih istraZivanja roda, a
rezultati su opravdali njihovu upotrebu u tradicionalnoj medicini. Najbolji primeri su
svakako M. balei i M. fortunei, koje su dale dobre rezultate kako na izolovanim
bakterijskim sojevima, tako i u terapiji samih pacijenata samostalno i u kombinaciji sa
antibioticima (Li i sar., 2007; Zeng i sar., 2003; Zhao i sar., 1991; Yao i sar., 2010).

Biljna vrsta M. aquifolium se u tradicionalnoj medicini takode koristila u tretiranju
infekcija, ali 1 inflamatornih procesa, posebno na kozi. Studije koje su se bavile
ispitivanjem biljke uglavnom su se koncentrisale na antiinflamatorni potencijal i
upotrebu u lecenju psorijaze (Gieler i sar., 1995; Gieler, 1993; Wiesenauer, 1992;
Gulliver i Donsky, 2005). Antimikrobni potencijal ekstrakata i izolovanih alkaloida
(berberin, palmatin i jatrorizin) ispitan je na dermatofitama, kvasnicama i bakterijskim
sojevima Kkoji izazivaju akne ((Slobodnikova i sar., 2004; Vollekova i sar., 2001;

Vollekova i sar., 2004), a potvrdeno je i da berberin izolovan iz vrste M. aquifolium
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moze inhibirati rast bakterija kao §to su: Pseudomonas aeruginosa, E. coli i S. aureus
(Cernakova i Kostalova, 2002). Berberin i palmatin izolovani iz biljke Coptis chinensis
pokazali su antibakterijski efekat prema Helicobactor pylori (Jung i sar., 2014), dok su
palmatin i jatrorizin izolovani iz biljke Enantia chlorantha pokazali antimikrobni efekat
prema nizu razli¢itih bakterijskih sojeva (Moody i sar., 1995).

Za naSa ispitivanja odabrali smo sojeve mikroorganizama koji su znacajni kod
imunokompromitovanih pacijenata, u koje spadaju pacijenti na terapiji za leCenje
malignih bolesti. S. aureus je jedan od najc¢es¢ih izazivaca infekcija kod pacijenata sa
malignim bolestima na terapiji danas. S. mutans je predstavnik viridans streptokoka i
stanovnik usne duplje ¢oveka, koji kod imunokompromitovanih pacijenata moze postati
patogen i izazvati ozbiljne infekcije. B. subtilis je stanovnik gastrointestinalnog trakta
kod ljudi, ali moze se naci i u kontaminiranoj hrani i moze biti izaziva¢ ozbiljnih
infekcija. U poslednjih nekoliko godina belezi se porast infekcija kod pacijenata sa
malignim bolestima izazvanih Gram negativnim bakterijama medu kojima su infekcije
izazvane E. coli i K. pneumoniae. C. albicans je najées¢i uzroénik gljivi¢nih infekcija

kod onkoloskih pacijenata na terapiji.

Oba ispitana ekstrakta, vodeni i alkoholni, pokazali su umeren do slab antimikrobni
efekat (Tabela 9). S obzirom da se ne radi o Cistim, izolovanim alkaloidima, koji su
glavni nosioci aktivnosti, ovakav rezultat je bio ocekivan. Takode, rezultati su pokazali
da je efekat vodenog ekstrakta slabiji, u slucaju E. coli ¢ak vise nego duplo, od
etanolnog ekstrakta. HPLC/MS hemijskom analizom se pored slicnog sastava oba
ekstrakta utvrdilo, na osnovu standarda berberina, da je u etanolnom ekstraktu ovaj
alkaloid znatno viSe zastupljen. Ovaj podatak implicira da je etanolni ekstrakt znatno
bogatiji alkaloidima, Sto bi ujedno mogao biti razlog njegovog boljeg antimikrobnog
efekta (Tabela 9). Za dalje istraZivanje je takode bio zna¢ajan podatak da su se S. aureus
I S. mutans pokazale kao najosetljivije na dejstvo oba ekstrakta. Kao $to je objaSnjeno S.
aureus danas predstavlja glavnog uzro¢nika infekcija kod pacijenata sa rakom. Iako kod
vec¢ine ljudi ova bakterija ne izaziva ozbiljne posledice, kod imunokompromitovanih
osoba infekcije stafilokokom mogu dovesti do sistemskih infekcija sa letalnim ishodom-
sepsa, endokarditisa i pneumonije (Gotz, 2004). 1z tog razloga za dalje eksperimente u
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kojima je ispitan uticaj ekstrakata na faktore virulencije koriS¢ena je ova bakterijska

vrsta.

Poslednjih godina se poseban znacaj pridaje biofilmu, kao faktoru virulencije S. aureus.
Bolesti koje nastaju kao posledica formiranja biofilma, zbog njegove prirode,
karakteriSu se prolongiranim tokom, otporno$¢u na antibiotike, rekurencijom i
diseminacijom. Ono $to je vazno za pacijente sa malignim bolestima je da su zbog
formiranja biofilma na medicinskim pomagalima svi nakon hirurSke intervencije i/ili na
bolni¢kom lecenju u vecem riziku da razviju infekciju izazvanu S. aureus. Biofilm se
naj¢e$ée formira na ortopedskim implantima i osteosintetskom materijalu, kao i na
materijalima od plasticnih polimera i silikona u $ta spadaju: kateteri, tubusi, drenovi
kozmeticki implanti (Costerron 1 sar., 2003). Bakterije se mogu vezati za povrSinu
implanta ili za komponente ekstracelularnog matriksa, i s obzirom na nepermeabilnost
biofilma za antibiotike u ovakvim slu¢ajevima mora se hirurski odstraniti implant i
zameniti novim (Periasamy i sar., 2012; Herrmann i sar., 1988).

Nasi rezultati uticaja ekstrakata na formiranje biofilma pokazali su da oba ekstrakta u
subinhibitornim koncentracijama imaju sposobnost da umereno inhibiraju stvaranje
biofilma. (Tabela 10) Ovo je prvi put da je ispitivan ovakav uticaj biljke M. aquifolium.
S obzirom da joS§ uvek nema literaturnih podataka o tome kako na ovaj faktor virulencije
uticu alkaloidi, to bi svakako trebalo da predstavlja jedan od sledecih ciljeva
istrazivanja. Naime, upotreba alkaloda, ukoliko pokazu dobro dejstvo, ili
standardizovanih biljnih preparata sa efektom na sintezu biofilma, mogla bi u
buduénosti biti jedna vrsta profilakse za sprecavanje infekcije stafilokom u bolnickim

uslovima kod imunokompromitovanih pacijenata.

Ekstrakti su pokazali sposobnost da u subinhibitornim koncentracijama delimi¢no
inhibiraju sintezu glikokaliksa, kao jo§ jednog bitnog faktora virulencije za S. aureus, i
posledi¢no smanjuju adherenciju bakterija za polimerne povrsine. U oba eksperimenta,
CRA i Christensenova metoda, potvrden je ovaj rezultat (Slika 18 i 19). Uzorci tretirani
vodenim ekstraktom CRA metodom pokazali su da sem na sposobnost inhibicije, ovaj
ekstrakt uti¢e 1 na morfologiju samih bakterijskih kolonija, Sto moZe dodatno uticati na

smanjenje virulencije. Obe metode koje smo koristili su kvalitativne i subjektivne, i
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mogu pokazati razliCitu pouzdanost prilikom ocitavanja rezultata (Christensen i sar.,
1982; Johannes i sar., 2003; Freeman i sar., 1989; Mariana i sar., 2009). Metode su u
dobroj korelaciji sa metodom detekcije biofilma u mikrotitracionim plo¢ama, koja je
kvantitativna, pa se zajedno mogu Koristiti radi bolje detekcije produkcije ovih faktora
virulencije. U nasim eksperimentima moze se videti u slucaju oba ekstrakta da su uz

pomo¢ sve tri metode dobijeni isti, odnosno veoma sli¢ni rezultati.

Glavni izazov u danasnjoj terapiji antibioticima svakako je razvoj rezistencije. Kada je
penicilin uveden u terapiju 40-ih godina proslog veka vise od 90% sojeva S. aureusa
bilo je osetljivo na dejstvo ovog antibiotika. Tokom narednih godina taj procenat je sve
viSe opadao, do 50-ih godina kada su se pojavili prvi multirezistentni sojevi koji su
pored penicilina bili rezistentni i na hloramfenikol, tetraciklin i eritromicin (Jevons i
sar., 1961).

Osim rezistencije Siroka upotreba antibiotika bitno uti¢e na sastav mikrobioma.Na
mikroorganizme koji naseljavaju ljudski organizam bili oni deo humanog mikrobioma
ili patogeni dugo se gledalo kao na pojedinacne vrste u odredenoj sredini. Medutim
istrazivanja u poslednjih nekoliko godina bitno su promenila shvatanja o mikrobiomu, i
njegovom uticaju na zdravlje Coveka. Danas se zna da ni jedan mikroorganizam ne zivi
u izolaciji, ve¢ naprotiv svi mikroorganizmi predstavljaju kompleksnu zajednicu vise
vrsta sa intenzivnim medusobnim interakcijama unutar domacdina (Oh i sar., 2014).
Novije studije su pokazale da se na mikrobiom gastrointestinalnog trakta moze gledati
kao na veliki ekosistem, koji ima jednu od klju¢nih uloga u sazrevanju 1 aktivaciji
imunskog odgovora domacina, ¢ime se obezbeduje odbrambeni mehanizam za
patogene; kontroliSe se proliferacija celija, vaskularizacija, endokrina funkcija,
neuroloski signali; odrzava se gustina kostiju, biosinteza vitamina, potroSnja energije;
reguliSe se reakcija na lekove 1 eliminisanje toksina. S obzirom na Siroku funkciju ovog
mikrobioma nije bilo iznenaduju¢e kada su se pojavile i prve potvrde o uticaju
intestinalne mikroflore na razvoj hroni¢nih bolesti kao S§to je kancer, autoimune bolesti,
inflamatorni poremecaji, bolesti metabolizma i kardiovaskularnog sistema (Lynch i sar.,
2016). Takode, istrazivanja su pokazala da primena antibiotika ili imunosupresivnih
lekova ima veliki uticaj na sastav mikroflore, posebno u gastrointestinalnom traktu, Sto

bi zahtevalo 1 ve¢u kontrolu primene ovakve terapije (Knights i sar., 2014).
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U zdravom organizmu na svakoj epitelijalnoj barijeri postoji mikrobiom koji je sttiti od
razli¢itih patogena. Poremecaji u procentualnoj zastupljenosti vrsta u mikrobiomu
dovode do narusavanje interakcije izmedu epitelnih ¢elija i mirkoorganizama, Sto slabi
barijeru, izaziva inflamaciju i mozZe dovesti do inicijacije ili progresije malignih
oboljenja (Goldszmid i Trinchieri, 2012; Jobin, 2012).

Dalja istrazivanja mikrobioma doves$¢e do saznanja o tome koji je najbolji sastav
mikroorganizama u organizmu Coveka za tretiranje odredenog patoloskog stanja 1
njegovu profilaksu. U leCenju malignih oboljenja to bi na primer znacilo da bi se medu
mikroorganizmima promovisale one bakterijske vrste koje redukuju sistemsku
toksi¢nost i povecavaju efekat antikancerske terapije (Faith i sar., 2013). Tada ¢e se jos
viSe kontrolisati 1 redukovati upotreba antibiotika sa ciljem da se oCuva uspostavljena
ravnoteza u mikrobiomu. Takav trend u farmakoterapiji obezbedi¢e mesto za Siru
upotrebu svih preparata koji su netoksicni, a sa antibioticima deluju sinergisticki, ¢ime
smanjuju njihovu dozu i duzinu upotrebe.

Rezistencija 1 o¢uvanje mikrobioma su svakako bili dovoljni razlozi da se ispita uticaj
ekstrakata vrste M. aquifolium na efekat antibiotika, a za ove eksperimente odabrani su
antibiotici koji su danas u Sirokoj upotrebi, i koji imaju razli¢ite mehanizme delovanja.
Amoksicilin ima snazan inhibitorni efekat na velikom broju Gram pozitivnih 1 Gram
negtivnih bakterija, koji ispoljava vezuju¢i se za peniciln vezujuce proteine, ¢ime
zaustavlja proces transpeptidacije i sinteze peptidoglokana u bakterijskom zidu.
Inhibiranjem sinteze celijskog zida dolazi do lize bakterijske ¢elije (Grumezescu i sar.,
2014; Pal i sar., 2008; Qureshi i sar., 2011; Stanhope i sar., 2008; Wronska i sar., 2015).
Cefaleksin spada u prvu generaciju cefalosporina, koristi se u leenju infekcija
urinarnog i respiratornog trakta, koze i mekih tkiva. Deluje i na Gram pozitivne 1 na
Gram negativne organizme, mehanizmom inhibiranja sinteze peptidoglikana i
formiranja celijskog zida (Shukla i Quarishi, 2010). Ceftriakson je treca generacija
cefalosporina, takode svoju aktivnost ispoljava 1 na Gram pozitivnim 1 na Gram
negativnim bakterijama (Kaus i sar., 2017). Tetraciklin ima S$irok spektar dejstva i
koristi se u leCenju ljudi i Zivotinja. Vezuje se za 30S podjedinicu ribozoma i
onemogucava vezivanje transportne ribonukleinske kiseline (aminoacil-tRNK). Na ovaj
nacin dolazi do zastoja u procesu sinteze proteina (Gzyl 1 Wieden, 2017). Hloramfenikol

se zbog svoje toksi¢nosti najcesée aplikuje lokalno, a ako se primenjuje sistemski
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preporucuje se pracenje leka u oraganizmu. Vezuje se za 50S podjedinicu ribozoma i
spreCava sintezu proteina u bakterijakoj celiji (Kostopoulou i sar., 2015). Eritromicin iz
grupe makrolida deluje na veci broj Gram pozitivnih i na nekoliko Gram negativnih
bakterija. Svoj mehanizam ostvaruje vezivanjem za 50S podjedinicu ribozoma usled
¢ega prekida sintezu proteina u bakterijskoj ¢eliji (Hansen i sar., 2002). Gentamicin se
koristi za tretiranje infekcija izazvanih S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, Enterobacter
spp., Klebsiella spp., Serratia spp., i u profilaksi posebno kod endokarditisa, gde bi
moglo da dode do razvoja infekcije viSestruko rezistentnim organizmima (Liu 1 sar.,
2011; McConeghy i La Plante, 2010). Pripada grupi aminoglikozida i sprec¢ava sintezu
proteina vezivanjem za 30S podjedinicu ribozoma (Muralee i sar., 2015). Bacitracin je
polipeptidni antibiotik sa jedinstvenom strukturom koja ga §titi od razgradnje i dejstva
proteaza. Deluje na Gram pozitivne bakterije, sprecavajuci ugradnju peptidoglikana u
¢elijski zid. Ispoljava snazan inhibitorni efekat na razvoj rezistencije kod S. aureusa
(Mascher i sar., 2003; Ming i Epperson, 2002; Tay i sar., 2010).

Efekat ekstrakata je ispitan i u kombinaciji sa antimikotikom, na C. albicans. Razlog za
ovaj eksperiment je Cesta pojava infekcija u kojima se iz klinickog uzorka izoluju i S.
aureus, i C. albicans. Ova dva patogena se Cesto nalaze udruZeni u vaginalnim i oralnim
brisevima. Kandida takode ima sposobnost da formira biofilm. Hife C. albicans mogu
sluziti 1 za dodatno vezivanje S. aureus, koja na njima formira biofilm. Takode, hife
mogu prodreti u epitelne celije domacina S§to dovodi do prenosa stafilokoka u
intracelularnu sredinu i nastanka lokalne i/ili sistemske infekcije (Peters i sar., 2010).
Nistatin spada u makrolide, vezuje se za ergosterol, komponentu gljivicne celijske
membrane. Moze dovesti do promena u propustljivosti membrane, acido-baznoj
ravnoteZi, usled ¢ega nastupa smrt gljivice. Kada se primenjuje oralno ne resorbuje se iz
digestivnog trakta. Ima bitnu ulogu u profilaksi oralnih i sistemskih kandidijaza
posebno kod imunokompromitovanih pacijenata (Lyu i sar., 2016). Vorikonazol spada u
grupu triazola i deluje na sve infekcije izazvane pre svega vrstama kandide, ali i drugih
gljivica, posebno Aspergillus spp. Mehanizam dejstva vorikonazola je preko inhibicije
citohrom P450-zavisne 14o0-lanosterol demetilacije ¢ime se sprecava i sinteza

ergosterola, komponente gljivicnih membrana (Pearson 1 sar., 2003).
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Efekat vodenog ekstrakta je sa vec¢inom ispitivanih antibiotika bio slabiji nego efekat
etanolnog ekstrakta (Tabela 13 i 14). Razlog za ovakav rezultat svakako moze biti veca
zastupljenost alkaloida u etanolnom nego u vodenom ekstraktu. Generalno dobri
rezultati oba ekstrakta sa ispitanim antibioticima sugeriSu da su ekstrakti i izolovani
alkaloidi dobri kandidati za ispitivanje mehanizma antimikrobnog dejstva i daljeg
razjaSnjavanja osnove njihovog sinergistickog efekta sa antibioticima.

Svakako upotreba novih agenasa koji mogu povecati efekat lekova, ¢ime moze doci do
smanjenja doze i vremena izlecenja, mogu biti kljucan faktor u prevazilazenju problema
rezistencije 1 povecanju selektivnosti postojece antimikrobne terapije. Ovde ukazujemo i
na rezultate klini¢kih studija koji su pokazali da preparati na bazi biljke M. balei, jedne
od biljnih vrsta roda Mahonia, u kombinaciji sa azitromicinom znatno povecéavaju
procenat izleCenja pneumonie kod dece (Yao i sar., 2010). Nasi rezultati su u skladu sa
ovim podacima, da predstavnici roda Mahonia, kao i aktivni principi, imaju potencijala

da svoje mesto nadu kao adjuvantna terapija antimikrobnoj terapiji u Sirokoj upotrebi.
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6. Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata tokom naseg istrazivanja biljne vrste M. aquifolium, dosli

smo do sledec¢ih zakljucaka:

e Vodeni i etanolni ekstrakt ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost prema ciljnim
malignim ¢elijskim linijjama, koja je selektivna, $to je dokazano na liniji
normalnih, humanih ¢elija.

e Oba ekstrakta imaju sposobnost da indukuju proces apoptoze u
malignotransformisanim, humanim ¢elijama.

e Vodeni ekstrakt do celijske smrti malignotransformisanih ¢elija dovodi
aktivacijom spoljasnjeg puta, dok etanolni ekstrakt ovaj proces indukuje
aktivacijom i spoljaSnjeg i unutrasnjeg puta.

e Oba ekstrakta zaustavljaju migraciju malignih c¢elija i1 inhibiraju proces
angiogeneze endotelnih ¢elija, ¢ime upotpunjuju svoj antitumorski potencijal.

e Oba ekstrakta deluju sinergisticki sa doksorubicinom, 1 smanjuju migraciju i
formiranje kolonija malignih ¢elija u kombinovanom tretmanu sa
doksorubicinom.

e Oba esktrakta pokazala su antimikrobni efekat prema odabranim vrstama
mikroorganizama.

e Oba ekstrakta imaju sposobnost da smanje produkciju faktora virulencije, kao
Sto su glikokaliks 1 biofilm.

e Oba ekstrakta pokazuju sinergisticki efekat sa vec¢inom ispitanih antibiotika i
antimikotika.

e ZabioloSku aktivnost ekstrakata odgovorni su alkaloidi tipa berberina.

¢ Glavni nosioci citotoksi¢nosti su berberin, palmatin i berbamin.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Vme n npesume aytopa AHa JamjaHoBuh

Bpoj nHpekca 34/10

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTaumja noa HacrnosoM

»IN Vitro ncnuTnBawe aHTUTYMOPCKE U aHTUMUKPOOHE aKTUBHOCTU eKCTpakaTta
maxoHuje, Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt.“

e pe3yntaTt CONCTBEHOI UCTpaKnBadkor paaa;

e [a avcepTauMja y LUEnvHM HU Yy AenoBrMMa Huje buna npeanoxeHa 3a ctulame
Apyre AuvnsaoMe npema CTyaMjCKUM nporpammMa OpYyrMX BMCOKOLLKOSCKUX
yCTaHOBa;

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBedeHUN U

e [a HMCaM KpluMo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO/Na MHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy, 26. jaHyap 2018.
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U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Vme u npesume aytopa AHa [JlamjaHosuh

Bpoj nHpekca 34/10

Cryavnjcku nporpam PapmaueyTtcke Hayke; Papmalieyrcka Mukpoburonormja

Hacnos paga

»IN Vitro ncnuTnBawe aHTUTYMOPCKE U aHTUMUKPOOGHE aKTUBHOCTU eKCTpakaTta
maxoHuje, Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt.“

MenTopun dr sc. JenenHa AHtuh CtaHkoBuh, pegoBHU npodecop, PapmaLieyTckm
dakynteT, YHneep3auteT y beorpagy;

dr sc. TaTtjaHa CtaHojkoBuh, BULLM HAY4YHU capagHuKk, MHCTUTYT 3a
OHKonorujy n pagonorujy Cpouje

W3jaBrbyjem ga je wramnaHa Bep3vja MOr SOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €NeKTPOHCKO)
BEP3WjM KOjy cam npegao/na pagu noxpaweHa y [OurutanHoOm penosvtopujymy
YHuBep3uTteTa y beorpany.

[o3sBorbaBam ga ce objaBe MoOjM NMYHM nodaum Be3aHu 3a gobuvjare akagemcKor
Has3vBa OOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe 1 npe3ume, roavHa U MecTto pohewa n gatym
oabGpaHe paga.

OBu nuyHM nogaun Mory ce o06jaBUTM Ha MpPEXHMM CTpaHuMuama AurutanHe
ombnunoTeke, y enekTpoHCKOM KaTanory u 'y nybnumkaumjama YHmeepauteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

» — \ 1 \
Y Beorpagy, 26. jaHyap 2018. % M\\"\&\-\.;nw
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UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetoszap Mapkosuh® ga y Odurutantm
penosuTopujym YHuBepsuTeta y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY AucepTaumjy nop
HacrnoBomMm:

»IN Vitro ncnutTmBamwe aHTUTYMOPCKE U aHTUMUKPOOHE aKTUBHOCTU eKCTpakKaTa
maxoHuje, Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt.*
Koja je Moje ayTopcKo geno.

OuncepTaumjy ca caum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomM dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxMBUpaHE.

Mojy AOOKTOpCKYy AucepTauujy noxpaweHy y [OurutanHom  penosnTtopujymy
YHuBep3auTeTa y beorpagy v gocTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOpucTe CBU
Koju nowiTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duno/na.

1. AytopctBo (CC BY)

2. AytopcTBO — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMepUUjanHo — genutn nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — aenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyxute camo jegHy of LecT NoHyhHeHnx nuueHum.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4e0 OBe 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy, 26. jaHyap 2018.
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1. AytopcTtBOo. [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBake, OUCTPUBYLMjY M jaBHO caomniluTaBake
Jena, v npepaje, ako ce HaBede UMe aytopa Ha HauyuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unu gaesaoua nuueHue, Yak u 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX
nULEeHUMN.

2. AyTOopCcTBO — HeKoMmepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLMjy W
jaBHO caonwTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
o[ CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BorbaBa kKoMepLmjanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapga. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahse,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwiTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka WM
ynoTpebe gena y CBOM [eny, ako ce HaBede Mme aytopa Ha HauvH ogpeheH of
CcTpaHe aytopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KomepuwujarnHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM fULEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepuMjanHo — AenuTu nog UCTUM ycroBuma. [lo3sorbaBaTe
YMHOXaBak-€e, AUCTpMUbyLMjy 1 jaBHO caoniTaBake Aena, U npepaze, ako ce HaBene
MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of CTpaHe ayTopa Wnu AaBaola NULEHLEe M ako ce
npepaga AuCTpubyupa nog WCTOM MMM cnvyHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[103BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AyTtopcTBO — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe genay cBom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvMH ofapefeH of cTpaHe ayTopa wunu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHiy ynotpedy aena.

6. AyTOopCcTBO — AenuTv noa UCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBak-e,
ANCTpnbyuumjy 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBege nMe aytopa Ha
HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa unvM JaBaoua nuueHue W ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM wMnM  cnudHoM numueHuom. OBa nuvueHua [A03BOrbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBEepcKkMM nuueHuama,
O[HOCHO INnLEeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.
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