UNIVERZITET U BEOGRADU

BIOLOSKI FAKULTET

Mariana M. Oalde Pavlovic

Bioloska aktivnost ekstrakata komercijalnih lekovitih

biljaka familije Lamiaceae iz Srbije

doktorska disertacija

Beograd, 2022



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF BIOLOGY

Mariana M. Oalde Pavlovic

Biological activity of commercial medicinal

Lamiaceae plant extracts from Serbia

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2022



MENTORI:

dr Nemanja Rajcevi¢, docent
Univerzitet u Beogradu
Bioloski fakultet

dr Branka Vukovié¢-Gaci¢, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu
Bioloski fakultet

CLANOVI KOMISIJE ZA OCENU I ODBRANU DOKTORSKE DISERTACIJE:

Datum odbrane:

dr Ana Alimpi¢ Aradski, naucni saradnik
Univerzitet u Beogradu
Bioloski fakultet

dr Biljana Bozi¢ Nedeljkovi¢, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu
Biolo$ki fakultet

dr Petar Marin, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu
Bioloski fakultet

dr Stoimir Kolarevic, viSi naucni saradnik
Univerzitet u Beogradu

Institut za bioloSka istraZivanja ,Sinisa Stankovi¢" -
Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju

dr Jelena ZivKkovié¢, vi$i nauéni saradnik
Institut za proucavanje lekovitog bilja ,Dr Josif Panc¢ic¢“



Zahvalnica

Dragoj mentorki prof. dr Sonji Duletié-Lausevi¢ dugujem beskrajnu zahvalnost na ukazanom
poverenju i pruzenoj prilici da upravo uz nju krenem na svoj put otkrivanja botanike i zapoénem naucnu
karijeru. Profesorka, hvala Vam na izdvojenom vremenu da se ova doktorska disertacija detaljno osmisli i
realizuje, na strucnom vodenju, posveéenosti, podrsci, na tome Sto ste bili voljni da saslusate i moje ideje i
predloge, ali posebno na tome sto ste svima nama ulep$ali i olaksali svaki radni dan svojom
neponovljivom energijom, toplim recima i osmehom. Istinski ste brinuli o nama i otvarali nam sva
mogucéa vrata - kako poslovna, tako i privatna, i na tome sam Vam vec¢no zahvalna. Uz Vas je svaki
problem, veliki ili mali, imao jednostavno i jasno resenje.

Neizmernu zahvalnost dugujem svojoj dragoj mentorki prof. dr Branki Vukovié-Gaci¢ na
dugogodisnjoj saradnji, uvek zanimljivim idejama i uloZenom vremenu da se ova doktorska disertacija
koncipira i dobije svoju konacnu formu. Hvala Vam na trudu, uvek jasnim odgovorima na moja pitanja,
struc¢nim savetima i sugestijama, ali pre svega na poverenju i na tome Sto ste me uveli u ¢arobni svet
mikrobiologije i genotoksikologije.

Veliko hvala dragom mentoru doc. dr Nemanji Rajceviéu na tome sto uvek nesebicno deli svoje
znanje i §to mi je svojim savetima umnogome olaksao rad u laboratoriji, ali i finalizaciju ove disertacije.
Veoma sam zahvalna na posvecenosti, na tome Sto uvek nalazi vremena da odgovori na svako moje
pitanje, kao i na sugestijama i kreativnim idejama koje su znacajno doprinele kvalitetu ove disertacije.

Dr Ani Alimpié Aradski dugujem ogromnu zahvalnost na strpljenju i nesebi¢no prenetom znanju
jos od mojih prvih koraka u laboratoriji. Nakon toliko godina bliske saradnje zahvalna sam ti ne samo na
stru¢nom vodenju u istraZivanjima, posvecenosti i smernicama uz koje sam ucila, radila i razvijala
kriticko razmisljanje, ve¢ i na svakom prijateljskom savetu, tvojoj vedrini i podrsci, zahvaljujuci cemu je
svaka prepreka postala lakse premostiva.

Neizmernu zahvalnost dugujem prof. dr Biljani BoZi¢ Nedeljkovié, koja mi je ukazala poverenje
i dozvolila da se bliZe upoznam sa laboratorijskim radom iz oblasti imunologije. Hvala Vam sto ste me
prihvatili kao ravhopravnog clana Vaseg sjajnog tima strucnjaka, kreativnih i dobrih ljudi, i Sto nesebi¢no
delite svoje ideje i znanje sa mnom. Naucili ste me da kriti¢ki pristupam svakom problemu, Sto se
umnogome odrazilo i na finalnu formu ove doktorske disertacije. Ogromno hvala i clanovima Imuno tima,
posebno dr. Bojanu BoZi¢u, Tanji Lunié¢ i Mariji Mandié, koji su planiranje i realizaciju eksperimenata
podigli na novi, znacajno visi nivo.

Srdacno se zahvaljujem prof. dr Petru Marinu na ukazanom poverenju da ucestvujem na
projektu ,Mikromorfoloska, fitohemijska i molekularna istraZivanja - sistematski, ekoloski i primenljivi
aspekti®, kao i na korisnim sugestijama i komentarima prilikom pisanja naucnih radova, ali i ove
doktorske disertacije.

Neizmerno sam zahvalna dr Stoimiru Kolareviéu na posveenom vodenju eksperimentalnog
rada i dragocenom znanju koje mi je preneo iz oblasti mikrobiologije, genotoksikologije i statisticke
obrade podataka. Uvek se rado prisetim tvojih saveta i smernica koji su mi trajno olaksali rad u
laboratoriji, i koje sada ponosno ponavljam svakome ko krece da se upoznaje sa radom u laboratoriji.
Hvala ti na divnoj saradnji, prijateljskoj atmosferi i na tome Sto uvek strpljivo odgovaras na sva moja
pitanja.

Dr Jeleni Zivkovi¢ se srdaéno zahvaljujem na hemijskoj analizi, sugestijama i komentarima koji
su unapredili kako ovu doktorsku disertaciju, tako i naSe zajednicke naucne radove. Veliko hvala dr
Katarini Savikin na ustupanju bilinog materijala za izradu ove disertacije, kao i na uvek brzim i jasnim
odgovorima i velikoj pomoci tokom pisanja radova.

Dragim koleginicama Jasmini Gradojevié, dr Ivoni Veli¢kovié i dr Kseniji Mileski sam
neizmerno zahvalna na tome sto su me prihvatile kao ¢lana , arhivatorskog odeljenja“i pomogle mi da se
snadem i razumem pravila i obaveze naseg posla. Koleginicama iz kancelarije dugujem veliku zahvalnost
na prijateljstvu, podrsci i razumevanju, posebno tokom pisanja ove disertacije i rada od kuée u uslovima
pandemije. Drage moje, hvala vam $to uz vas radno vreme uvek protice u lepSoj i veselijoj atmosferi.



Veliko hvala prof. dr Mirjani Stajié, dr Jasmini CilerdZié, dr Jelici Novakovié, Oliveri Popovié,
Mariji Joncié i Veri Robovi¢ na tome $to su me svojom vedrinom i lepim re¢ima ohrabrivale na ovom
zahtevnom putu.

Mojim divhim koleginicama Jeleni Pordevié, Smiljani Jankovié, dr Jovani Jovanovié Marié, i
drugarici dr Mariji Cosié¢ ogromno hvala za pomo¢ u planiranju i realizaciji eksperimentalnog rada i
sredivanju rezultata, ali pre svega, hvala vam na divnoj i veseloj atmosferi tokom rada u laboratoriji, na
svakoj reci podrske, razumevanja i ohrabrenja, na svakom osmehu i prijateljskom razgovoru.

Mima, Neti, Irena, Tina, Ema, Simona, Vanesa, Ljilja, Milice, City, Nikola, Dole, Alese,
Vladimire, Dule - izuzetno sam sre¢na i ponosna Sto vas imam u svom Zivotu. Hvala vam za svaki osmeh
i zagrljaj, svaku toplu rec, svaki put kada ste izdvojili vreme da me pitate kako sam, svaki put kada ste
znali da mi treba vas savet i onda kada vam to nisam traZila. Hvala vam za konstantno navijanje i
podrsku, ali i za svaki put kada ste me ,,odvukli“ iz kuce da zajedno negde otputujemo i radimo nesto
zabavno. Bolje drugare nisam mogla poZeleti! Mojim malenim sunascima Damjanu, Sonji, Nadi i Davidu
neizmerno hvala za svaki poljubac i zagrljaj, razvedravali ste mi dane onda kada mi je bilo najpotrebnije.

Tetki i teci, koji su mi bili podrska od malih nogu, koji su me uveli u neverovatni svet knjiga i
nauke, i koji su pratili sve moje uspehe i padove. Hvala vam za svu vasu nesebicnu ljubav i pomo¢, nikad
vam to neéu zaboraviti! Kokou i Renati - savetima, smernicama i razgovorima ste mi olaksali mnoge
Zivotne odluke, a neprestanim smehom i dobrim raspoloZenjem - svaki zajednicki trenutak. Uvek ste uz
mene i ne mogu vam biti zahvalnija zbog toga! Steli, Anastasiji i Irini Magdaleni, uvek znate da
odaberete prave reci, da mi date dodatnu energiju i ulepsate dan. Hvala vam!

Bez podrske, razumevanja i ljubavi roditelja mog supruga, Gordane i Novice, i sestre Ane ovaj
put ne bi bio mogué. Ogromno hvala sto ste me prihvatili i Sto ste sve vreme uz mene.

Mami, tati, Floriju, Ani i dedi Nikucuu - hvala vam na beskrajnoj podrsci, razumevanju i
bezuslovnoj ljubavi. Hvala vam Sto ste me hrabrili, jacali, spremali za Zivot, podrZali da sledim svoje snove
i Sto ste od mene napravili to sto danas jesam. Mojim patuljcima, Vikiju i Akiju hvala za svaki poljubac,
osmeh i zagrljaj, i za snagu koju ste mi dali i time olaksali ovaj put!

Beskrajnu zahvalnost dugujem svom suprugu Aleksandru, najdivnijoj i najbriznijoj osobi u mom
Zivotu. Ti si moj pokretac, inspiracija, snaga i oaza mira! Svojom bezrezervnom ljubavlju, vedrinom i
razumevanjem si mi neizmerno olaksSao ovaj put. Ne postoje reci kojima bih iskazala zahvalnost koju
ose¢am sto si uvek uz mene i §to mi svaki dan ¢inis lepSim.

Ovu doktorsku disertaciju posve¢ujem dragim osobama ¢iju sam ljubav i podrsku uvek imala kako
tokom Zivota, tako i tokom Skolovanja, a koji vise nisu medu nama. Baki, nani, tatiju, mumi i
profesorima Nikoli i Sonji.

Autor



Doktorska disertacija je izvedena uz finansijsku podrsku projekta Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja Republike Srbije ,Mikromorfoloska, fitohemijska i molekularna istraZivanja
biljaka - sistematski, ekoloski i primenljivi aspekti” (01 173029).

Eksperimentalni deo doktorske disertacije je raden u laboratorijama:

Katedre za morfologiju i sistematiku biljaka Instituta za botaniku i Botanicke baste
JJevremovac” BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu,

Katedre za mikrobiologiju Instituta za botaniku i Botanicke baste ,Jevremovac”
Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,

Katedre za opstu fiziologiju i biofiziku Instituta za fiziologiju i biohemiju ,Ivan Daja“
Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i

Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,Dr Josif Pancic¢”,



Bioloska aktivnost ekstrakata komercijalnih lekovitih biljaka familije Lamiaceae iz
Srbije

SAZETAK

Covekova potraga za terapeutskim sredstvima prirodnog, a posebno biljnog porekla, datira
jos§ iz starih vremena. Sa napretkom savremene nauke omoguceno nam je da detaljno istraZzujemo
njihove fitokonstituente, biolosku aktivhost i mehanizme delovanja, sa ciljem dobijanja
bezbednijih i efikasnijih farmakoloskih agenasa.

Cilj ove doktorske disertacije je bio odredivanje hemijskog sastava i bioloske aktivnosti
metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata 18 vrsta familije Lamiaceae koje se tradicionalno
upotrebljavaju i komercijalno gaje u Srbiji.

Hemijska karakterizacija je uradena koriS¢enjem spektrofotometrijskih metoda
(odredivanjem ukupnog sadrZaja fenola, fenolnih kiselina, flavonoida, flavonola, kumarina i
triterpena), kao i HPLC-DAD analizom. BioloSki potencijal pomenutih ekstrakata je odreden
testiranjem njihove antioksidativne, genoprotektivne, antigenotoksi¢ne, antidijabeti¢ne,
antineurodegenerativne, antineuroinflamatorne, antitumorske i antibakterijske aktivnosti, kao i
procenom njihovog uticaja na modelu zarastanja rane.

Ekstrakti ispitivanih predstavnika familije Lamiaceae obiluju sekundarnim metabolitima,
posebno onima iz grupe fenolnih jedinjenja, pri ¢emu sastav i koli¢ina komponenti zavisi od
primenjenog rastvaraca za ekstrakciju. U ovim ekstraktima, najprisutnija fenolna kiselina je bila
rozmarinska kiselina, a najprisutniji flavonoid, flavon luteolin-7-0-glukozid.

[ako su svi ekstrakti ispoljili antioksidativnu aktivnost, najjaci potencijal su imali ekstrakti
Origanum vulgare i Melissa officinalis. Vodeni ekstrakti su pruzali najvisi nivo zaStite plazmidne
DNK, posebno ekstrakti Mentha x piperita i Thymus vulgaris. Dok su najjacu antigenotoksi¢nu
aktivnost u prokariotskom modelu imali etanolni ekstrakti Rosmarinus officinalis i Salvia
officinalis, na eukariotskom modelu posebno dobru aktivnost su pokazali ekstrakti Hyssopus
officinalis, Leonurus cardiaca i Marrubium vulgare. lako ekstrakti nisu inhibirali aktivnost enzima
a-amilaze, svoju antidijabeti¢nu aktivnost su ispoljili inhibicijom aktivnosti a-glukozidaze, pri
¢emu su se posebno izdvojili vodeni ekstrakti M. piperita, Satureja montana i Thymus serpyllum.
[spitivani ekstrakti imaju dobar antineurodegenerativni potencijal procenjivan inhibitornim
efektom na aktivnost acetilholinesteraze tirozinaze, kao 1 antineuroinflamatorni i
antineurocitotoksi¢ni efekat prema LPS-om aktiviranim éelijama mikroglije. Ve¢ina ispitivanih
etanolnih ekstrakata je imala antitumorski efekat prema celijskoj liniji kolorektalnog kancera.
Genotoksicni potencijal prema ovim tumorskim celijama koji je bio slican efektu etopozida je
ispoljio jedino etanolni ekstrakt Ocimum basilicum. Ekstrakti su imali i antibakterijski potencijal:
inhibirali su rast testiranih bakterijskih sojeva, posebno gram-pozitivnih, inhibirali su invaziju
Pseudomonas aeruginosa PAO1 prilikom infekcije fibroblasta plu¢a i formiranje biofilma P.
aeruginosa PAO1, a takode su degradirali i ve¢ formirani biofilm P. aeruginosa PAO1, pri ¢emu su
se posebno izdvojili ekstrakti S. montana i O. vulgare.

U ovoj doktorskoj disertaciji je po prvi put testirana i potvrdena genoprotektivna, kao i
antigenotoksi¢na aktivnost ispitivanih ekstrakata, a takode po prvi put daje uvid u
antineuroinflamatornu i antitumorsku aktivnost pojedinih predstavnika familije Lamiaceae. Na
osnovu IBR analize svih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae, najbolji ukupni bioloski
potencijal su imali O. vulgare i M. officinalis, kao i etanolni ekstrakt S. officinalis, dok su najnizi
bioloski potencijal pokazali ekstrakti M. vulgare, kao i etanolni ekstrakt G. hederacea.

Klju¢ne reci: Lamiaceae; metanolni ekstrakti; etanolni ekstrakti; vodeni ekstrakti; bioloSka
aktivnost; hemijska karakterizacija.

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Morfologija, fitohemija i sistematika biljaka



Biological activity of commercial medicinal Lamiaceae plant extracts from Serbia
ABSTRACT

The man's search for natural therapeutic agents, especially those of plant origin, dates
back to ancient times. However, with the progress of modern science, we have been able to
investigate in detail their phytoconstituents, biological activity and mechanisms of action in the
human body, in order to obtain safer and more effective farmaceuticals.

The aim of this dissertation was to determine the chemical composition and biological
activity of methanolic, ethanolic and aqueous extracts of 18 species of the Lamiaceae family that
are being traditionally used and commercially grown in Serbia.

Chemical characterization was performed using spectrophotometric methods (by the
determination of the total content of phenols, phenolic acids, flavonoids, flavonols, coumarins, and
triterpenes), as well as by HPLC-DAD analysis. The biological potential of the extracts was
determined by testing their antioxidant, genoprotective, antigenotoxic, antidiabetic,
antineurodegenerative, antineuro-inflammatory, antitumor, and antibacterial activities, as well as
by assessing their influence on wound healing.

The extracts of the tested Lamiaceae representatives are rich in secondary metabolites,
mainly phenolic compounds. However, the content and amount of phytocomponents depends on
the extraction solvent. In these extracts, the dominant phenolic acid was rosmarinic acid, and the
dominant flavonoid was flavone luteolin-7-0-glucoside.

Although all extracts showed antioxidant activity, Origanum vulgare and Melissa officinalis
had the highest antioxidant potential. Aqueous extracts provided the highest plasmid DNA
protection, especially Mentha x piperita and Thymus vulgaris. While the ethanolic extracts of
Rosmarinus officinalis and Salvia officinalis had the strongest antigenotoxic activity in the
prokaryotic model, Hyssopus officinalis, Leonurus cardiaca, and Marrubium vulgare extracts
showed excellent activity in the eukaryotic model. Although the extracts had no effect on o-
amylase inhibition, they exhibited antidiabetic activity by inhibiting the activity of a-glucosidase,
especially aqueous extracts of M. piperita, Satureja montana and Thymus serpyllum. The tested
extracts possess antineurodegenerative potential, which they exhibit by inhibiting the activities of
acetylcholinesterase and tyrosinase, as well as antineuroinflammatory and antineurocytotoxic
potentials against LPS-activated microglia. Most of the ethanolic extracts had an antitumor effect
on colorectal cancer cells, while only the genotoxic effects of Ocimum basilicum were similar to
etoposide. The extracts, especially S. montana and O. vulgare, exhibited their antibacterial
potential by inhibiting the growth of tested bacterial strains, especially gram-positive ones, by
inhibiting Pseudomonas aeruginosa PAO1 invasion during human lung fibroblast infection, as well
as biofilm formation inhibition and degradation of already formed P. aeruginosa PAO1 biofilm.

In this dissertation, the genoprotective and antigenotoxic activities of the examined plant
extracts were tested and confirmed for the first time. Moreover, this study provides the first
insight into the antineuroinflammatory and antitumor activities of certain investigated Lamiaceae
representatives. Based on the IBR analysis of all tested Lamiaceae extracts, O. vulgare and M.
officinalis, as well as ethanolic extract of S. officinalis had the best overall biological potential,
while extracts of M. vulgare and ethanolic extract of G. hederacea showed the lowest biological
potential.

Keywords: Lamiaceae; methanol extracts; ethanolic extracts; aqueous extracts; biological activity;
chemical characterization.

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Morphology, phytochemistry and systematics of plants
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1.UVOD

1.1. Lekovite biljke

Zahvaljujudi sintezi bioloski aktivnih metabolita, lekovite biljke ispoljavaju terapeutske
i farmakoloske efekte, te su od davnina Siroko zastupljene u leCenju razli¢itih bolesti
(Petrovska, 2012; Namdeo, 2018). Procenjeno je da oko jedne treéine lekova koji se danas
koriste sadrZe sastojke biljnog porekla, Sto nije iznenadujuce s obzirom na to da upotreba
prirodnih proizvoda ima brojne prednosti u odnosu na sinteticke preparate - izmedu ostalog
su bezbedniji za koris¢enje, ve¢a im je dostupnost, niZa cena i imaju Siru primenu (Ma i sar.,
2005; Singab, 2012; Abubakar i Haque, 2020). S tim u vezi, u novije vreme se zapaZa sve vece
interesovanje za lekovite biljke, Sto je dodatno opravdano cinjenicom da biljke i brojna
jedinjenja koja se u njima nalaze mogu pozitivno uticati na vec¢i broj razli¢itih poremecaja i
oboljenja, dok s druge strane, sinteticki lekovi neretko usmerenije ostvaruju svoje
farmakoloske efekte. Pored toga, prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije (SZ0),
70-95% svetskog stanovniStva koristi znanja tradicionalne medicine kao primarni pristup u
odrzavanju svog zdravlja (Carmona i Pereira, 2013). lako je miSljenje nau¢ne zajednice u vezi
aplikativne vrednosti tradicionalne medicine podeljeno, etnobotanicka istrazivanja su
pokazala da se biljke uspeSno koriste kao terapeutski agensi u lecenju akutnih i hroni¢nih
bolesti, kao i za poboljSanje opsSteg stanja organizma. Takode, brojna savremena naucna
istrazivanja su pokazala da lekovite i aromaticne biljke ispoljavaju veliki broj bioloskih
aktivnosti, kao Sto su antioksidativna, antidijabetitna, neuroprotektivna, antimikrobna,
antivirusna, anti-inflamatorna, imunomodulatorna, antinociceptivna, antitumorska aktivnost i
mnoge druge (Bakkali i sar., 2008; Alimpic i sar., 2014; Abdollahi i sar., 2018; El-Boshy i sar.,
2019; de Macedo i sar., 2020; Vladi¢ i sar., 2020; Jakovljevi¢ Kovac i sar., 2021). Zahvaljujuci
tome, tradicionalno koriSéenje biljaka u lekovite svrhe je vremenom postalo deo savremene
farmakoterapije.

Covekova potraga za terapeutskim sredstvima prirodnog porekla datira jos iz starih
vremena, o ¢emu svedoci veliki broj dokaza poput pisanih dokumenata, spomenika, c¢ak i
saCuvanih originalnih biljnih droga. Zbog toga se moze tvrditi da je evolucija podizanja svesti
o koriSéenju lekovitih i aromatic¢nih biljaka rezultat viSevekovnih borbi za opstanak, ali i borbi
protiv bolesti zbog kojih je ¢ovek bio primoran da nauci da traga za lekovitim svojstvima
listova, semena, plodova i drugih biljnih delova. Razvoj novih nau¢nih saznanja o lekovitim
biljkama, kao i razvoj svesti o koriS¢enju prirodnih namirnica su povecali interesovanje
istrazivaca da odgovore na brojne izazove sa ciljem da se poboljsa kvalitet Zivota ljudi u
modernom svetu (Petrovska, 2012). Prethodno receno je jo$ relevantnije tokom aktuelne
pandemije izazvane SARS-CoV-2 virusom, kada su primecene istorijske promene u modernom
drustvu, Sto je uticalo i na prehrambeni sektor (bioaktivni sastojci hrane, bezbednost i
sigurnost hrane, kao i odrZivost). Jedna od obecavajucih alternativa u postpandemijskom
svetu jeste razvoj prehrambenih proizvoda biljnog porekla koji poja¢avaju imunitet i uti¢u na
poboljsanje ljudskog zdravlja (Galanakis i sar., 2021).

1.1.1. Istorijat koris¢enja lekovitih biljaka

Covek je u bliskom kontaktu sa svojim okruZenjem od svog nastanka, ¢ime mu je
pruzena prilika da nailazi na razlicite sastojke koje moZe dalje da koristi u ishrani i lec¢enju.
Smatra se da je upotreba biljaka u svakodnevnom Zivotu pre svega zasnovana na pokusajima,
ali i greskama, na osnovu kojih su ljudi vekovima sticali iskustvo i upotpunjavali svoje znanje
koje su prenosili iz generacije u generaciju. Zahvaljuju¢i tome, lekovite biljke se koriste u
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gotovo svim kulturama i u svim delovima sveta. U novije vreme, bezbednost, kvalitet i
efikasnost lekovitih biljaka i biljnih preparata postali su klju¢ni ciljevi u industrijski
razvijenim zemljama, kao i zemljama u razvoju (Galanakis i sar., 2021). Standardizacijom
procesa ekstrakcije i procenom efikasnosti biljnih ekstrakata, etarskih ulja, kao i njihovih
aktivnih jedinjenja, lekovi na bazi biljaka mogu doprineti nastanku nove ere zdravstvenog
sistema za lecenje velikog broja bolesti u budu¢nosti (Jamshidi-Kia i sar., 2018).

Arheoloski podaci ukazuju na to da su ljudi u primitivnim zajednicama, jo$ pre oko
60.000 godina, gajili lekovite biljke koje su zatim upotrebljavane u okviru religijskih obreda.
Najraniji otkriveni pisani dokaz, starosti oko 5000 godina, o upotrebi lekovitih biljaka kao
terapeutskih sredstava potice iz juzne Mesopostamije - sumerska tablica nadena u blizini
Nipura (Sewell i Rafieian-Kopaei, 2014; Jamshidi-Kia i sar., 2018). Zatim, kineska knjiga o
korenju i travama pod nazivom ,Pen T'Sao“, koju je napisao vladar Shen Nung oko 2800. god.
p.n.e., koju pojedini farmakoistori¢ari smatraju najstarijom farmakopejom na svetu, sadrzi
opise 365 biljnih droga domaceg porekla, od kojih se mnoge i danas upotrebljavaju: Rhei
rhizoma, kamfor, Cinnamomi cortex, Theae folium i druge (Janick, 2003; Petrovska, 2012;
Sewell i Rafieian-Kopaei, 2014). Ebersov papirus, datiran na oko 1550. godinu p.n.e,
predstavlja najopsezniji i najbolje sa¢uvani zapis o drevnoj egipatskoj medicini, sa oko 700
formula i narodnih lekova za tretiranje razlicitih zdravstvenih problema, od ujeda krokodila
do depresivnih stanja i hirursSkih interevencija (Kurhekar, 2021). Takode, zahvaljujuci
darovima iz grobnica iz doba faraona Ehnatona i Tutankamona (oko 1300. godine p.n.e.) ostao
je relativno dobro o¢uvan jedan broj originalnih biljnih droga iz perioda Starog veka (Dwivedi,
2004).

Prema podacima iz Biblije i svete jevrejske knjige Talmuda, mirisne smole, najceSce
miro, smirna (iz drveta Commiphora myrrha) i tamjan, olibanum (iz drveta roda Boswellia), su
koris¢ene prilikom razlicitih obreda lecenja. U indijskim svetim knjigama, Rig-Vedi i Atarva-
Vedi (2000. do 1000. godina p.n.e), se takode pominje leCenje biljem, zbog Cega se one
smatraju znacajnim za zacetak indijske tradicionalne medicine. Zapravo, mnoge zacinske
biljke, kao Sto su muskatni orasci¢, biber, karanfili¢, upravo vode poreklo iz Indije (Janick,
2003; Petrovska, 2012).

Evropski anticki narodi su takode bili upoznati sa lekovitim svojstvima pojedinih
biljaka. Hipokrat (459-370. godine p.n.e.), koji je osnivac¢ grcke medicine, kao i Aristotel (384-
322. godine p.n.e.), su Koristili biljke u leCenju. Teofrast (371-287. godine p.n.e.) je cak
osnovao Skolu lekovitih biljaka i napisao dve znacajne knjige: ,De Causis Plantarum“ i ,De
Historia Plantarum®. Znacajan doprinos proucavanju lekovitih biljaka je dao i Dioskorid (40-
90. godine n.e.), koji je napisao knjigu pod nazivom , De Materia Medica“, u kojoj je opisao vise
od 600 lekovitih biljaka koje su se u to vreme koristile u lecenju razlic¢itih bolesti. Plinije Stariji
(23-79. godine n.e.), rimski pisac i nau¢nik, savremenik Dioskorida, je u svojoj knjizi ,Historia
Naturalis“ opisao oko 1000 lekovitih biljaka. Smatra se da su Plinijeva i Dioskoridova dela
objedinila mnoga znanja o lekovitim biljkama iz tog doba (Janick, 2003; Petrovska, 2012;
Jamshidi-Kia i sar., 2018).

Tokom srednjeg veka su se leCenje, gajenje lekovitih biljaka, kao i priprema
terapeutskih preparata obavljali u manastirima, gde su monasi sa medicinskim znanjem cesto
upotrebljavali Zalfiju, anis, nanu, ¢ubar i druge lekovite biljke (Petrovska, 2012). Takode, u
ovom periodu, evropski lekari su se rado oslanjali na postoje¢u literaturu poput ,De Re
Medica“ Celzusa, ,Canon Medicinae“ Avicene i ,Liber Magnae Collectionis Simplicum
Alimentorum et Medicamentorum® Ibn al-Baitara, u kojima je bilo opisano preko 1000
razlicitih lekovitih biljaka. Putovanja Marka Pola (1254-1324) po Aziji, Persiji i Kini, otkrice
Amerike od strane Kristofera Kolumba (1451-1506) i putovanje Vaska De Game (1469-1524)
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u Indiju, rezultirali su donoSenjem velikog broja lekovitih biljaka u Evropu. U isto vreme,
Paracelzus (1493-1541) je bio vodeci zagovornik lekova koji su se bazirali na razli¢itim
sirovim biljkama i mineralnim supstancama (Sewell i Rafieian-Kopaei, 2014).

U periodu od XV do XVII veka je biljna medicina bila u procvatu i opisi lekovitih biljaka
su poceli da se pojavljuju na viSe jezika. U XVIII veku Line je osmislio binomnu nomenklaturu,
Sto je uticalo i na klasifikaciju lekovitih biljaka koje su do tada koristili razli¢iti narodi, a koji
su za te biljke imali sopstvene nazive. S tim u vezi, uvodenje binomne nomenklature je uticalo
na globalizaciju botanicke literature. Medutim, pocetak XIX veka predstavlja prekretnicu u
poznavanju i upotrebi lekovitih biljaka. Naime, otkrice i izolacija alkaloida iz pojedinih biljaka,
kao i izolacija glikozida, su oznacili pocetak razvoja farmacije kao nauke. Razvojem
naprednijih hemijskih metodologija i protokola, otkrivene su i druge aktivne supstance iz
lekovitih biljaka kao $to su tanini, saponozidi, vitamini i hormoni, ali su ujedno ljudi poceli sa
viSe opreza da koriste odredene biljne preparate, posebno one koji su sadrzali visoke
koncentracije alkaloida, Sto je zahtevalo opseZnija istrazivanja tadaSnjih nauc¢nika kako bi se
omogucilo bezbedno koriS¢enje terapeutskih sredstava (Petrovska, 2012; Sewell i Rafieian-
Kopaei, 2014).

U danasnje vreme, primena lekovitih biljaka se temelji na tradicionalnoj medicini, ali
ujedno i na savremenim naucno-istrazivackim saznanjima. Zahvaljujuc¢i tome, mnoge lekovite
biljke se upravo koriste po preporuci lekara ili farmaceuta - samostalno ili u kombinaciji sa
postoje¢im sintetickim lekovima (Petrovska, 2012; Sewell i Rafieian-Kopaei, 2014; Lu i sar.,
2021). Bududi da se tehnologija u modernom svetu ubrzano razvija, da je ekoloska svest ljudi
u porastu i da se lekovite biljke komercijalno gaje u vec¢oj meri nego proteklih decenija, moze
se pretpostaviti da ¢e lekovite biljke imati jos znacajniju ulogu u naSoj svakodnevici i da ce se
paznja sve viSe usmeravati ka unapredenju kvaliteta Zivota uz pomoc¢ prirodnih proizvoda, na
Sta se ocekuje da ce uticati nau¢na saznanja dobijena detaljnijim ispitivanjima hemijskog
sastava lekovitih, ali i potencijalno-lekovitih biljaka, kao i njihovih bioloskih aktivnosti.

1.2. Opste karakteristike familije Lamiaceae

Familija Lamiaceae (usnatice) predstavlja jednu od najvec¢ih familija skrivenosemenica,
koja obuhvata 236 rodova i oko 7200 vrsta (Esra i sar., 2011; Badamtsetseg i sar., 2012; Raja,
2012; Etsassalai sar., 2021).

Prema starijim klasifikacijama, familija Lamiaceae se moZe podeliti na dve podfamilije
(Erdtman, 1945; Pedersen, 2000; Marin, 2003; Valant-Vetschera i sar., 2003):

1. Nepetoideae - sa heksakolpatnim, trojedarnim polenovim zrnima, ¢ije su vrste
generalno bogate etarskim uljima;

2. Lamioideae - sa trikolpatnim, dvojedarnim polenovim zrnima i sa manjim
koli¢inama etarskih ulja, ali bogate iridioidima, koji nisu nalaZeni kod
Nepetoideae.

S druge strane, hemotaksonomska istraZivanja koja su bazirana na sadrzaju fenolnih
jedinjenja su pokazala da se familija Lamiaceae moZe podeliti na osam podfamilija, i to:
Ajugoideae, Chloanthoideae, Lamioideae, Nepetoideae (najbrojnija  podfamilija),
Pogostemonoideae, Scutellarioideae, Teucrioideae i Viticoideae (Pedersen, 2000; Valant-
Vetschera i sar., 2003).

Biljke familije Lamiaceae nastanjuju suva staniSta sa visokim stepenom insolacije.
Kosmopolitskog su rasprostranjenja (Pedersen, 2000), ali postoje i endemicne vrste. Najveci
diverzitet vrsta je prisutan u oblasti Mediterana i severozapadne Azije (Xiwen i Hedge, 1994).
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Srbiju odlikuje velika raznolikost vegetacije i flore, zbog ¢ega naSa drzava i predstavlja jedan
od 158 svetskih centara biodiverziteta. Ovaj biodiverzitet se ogleda i u broju lekovitih biljnih
vrsta, koji je procenjen na oko 700, od ¢ega su usnatice zastupljene sa 32 roda i 160 vrsta
(Vasi¢, 1997; Jari¢ i sar., 2014).

Biljke ove familije mogu biti jednogodisnje ili viSegodiSnje biljke, poluzZbunovi, Zbunovi,
rede nisko drvece. Morfoloske odlike su Cetvorougaono, rede okruglo stablo, naspramno
rasporedeni listovi (dekusirani) i dvousnat cvet, po ¢emu je ova familija i dobila ime (Dikli¢,
1974; Raja, 2012).

Biljke familije Lamiaceae imaju znacajnu primenu u narodnoj medicini zbog visokog
sadrzaja aktivnih sastojaka u etarskim uljima, ekstraktima i drugim preparatima (Janci¢ i sar.,
1995). Mnoge od njih, poput bosiljka, nane, ruzmarina, Zalfije, ¢ubra, slatkog majorana,
origana, majcine dusice, lavande i drugih, koriste se takode u kulinarstvu i industriji parfema
(Raja, 2012; Venkateshappa i Sreenath, 2013).

IstraZivanja su pokazala da biljke familije Lamiaceae ispoljavaju veliki broj bioloskih
aktivnosti, kao Sto su antioksidativna, antimikrobna, antivirusna, anti-inflamatorna,
imunomodulatorna, antiproliferativna, antitumorska, antidijabeti¢na, hipoglikemijska, kardio-
i neuroprotektivna aktivnost (Berrougui i sar.,, 2006; Matkowski i sar., 2008; Raja, 2012;
Alimpic i sar., 2014; Pérez-Gonzalez i sar., 2019).

1.3. Sekundarni metaboliti biljaka

Biljke sintetiSu veliku koli¢inu organskih jedinjenja koje se tradicionalno dele na
primarne i sekundarne metabolite, mada ponekad granice izmedu ove dve grupe nisu u
potpunosti definisane budué¢i da se mnogi meduprodukti u primarnom metabolizmu
preklapaju sa intermedijerima sekundarnog metabolizma. Primarni metaboliti su jedinjenja
koja imaju vaznu ulogu u fotosintezi, disanju, rastu i razvicu biljaka i ovoj grupi pripadaju
ugljeni hidrati, proteini i lipidi (Crozier i sar., 2007; Thirumurugan i sar., 2018).

Drugu grupu jedinjenja, od kojih se neki mogu na¢i u veoma visokim koncentracijama
kod odredenih vrsta biljaka, predstavljaju sekundarni metaboliti (Crozier i sar., 2007). Termin
»sekundarni metaboliti“ uveo je Albreht Kosel 1891. godine, ¢ime je nameravao da napravi
razliku izmedu primarnih metabolita koji su prisutni u svakoj Zivoj celiji koja poseduje
sposobnost deobe, i onih metabolita koji imaju, prema njegovom misljenju, manji znacaj u
Zivotu tog organizma. lako su sekundarni metaboliti izvedeni iz primarnog metabolizma, oni
ne ¢ine osnovni molekularni skelet biljnog organizma. Njihovo odsustvo ne utice direktno na
smanjenje trajanja zivota biljke i na njihov vegetativni rast, za razliku od primarnih
metabolita, medutim bez njih, opstanak biljnog organizma bi u velikoj meri bio narusen
(Thirumurugan i sar., 2018). Sekundarni metaboliti su strukturno raznovrsni i neki od njih se
nalaze samo kod odredenih vrsta biljaka, Sto Cesto predstavlja predmet hemotaksonomskih
ispitivanja. Njihova funkcija kod biljaka je dugo bila zanemarena, medutim u novije vreme ova
jedinjenja sve vise privlaCe paZnju, buduéi da neka od njih imaju vodecu ulogu u zastiti biljaka
od herbivora, napada mikroorganizama, ulogu atraktanata polinatora, alelopatskih agenasa,
UV protektanata i signalnih molekula. Takode, pojedini sekundarni metaboliti biljaka se
primenjuju i kao lepkovi, voskovi, ulja, mirisljava sredstva, i drugo, a od njih se potencijalno
mogu hapraviti novi lekovi, antibiotici, insekticidi i herbicidi. Pored toga, poslednjih nekoliko
godina poraslo je interesovanje za pojedine sekundarne metabolite kao sredstva za
konzerviranje namirnica, a sve se CeS¢e koriste i kao dodatne komponente savremenih lekova
(Crozierisar., 2007; Lee i sar., 2021).
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Prema Thirumurugan i sar. (2018), do sada je poznato viSe desetina hiljada
sekundarnih metabolita koji su obi¢no klasifikovani prema raznolikosti u strukturi, funkciji i
biosintezi. Na osnovu biosintetskog porekla, sekundarni metaboliti biljaka se ugrubo mogu
podeliti na nekoliko velikih grupa (Crozier i sar., 2007; Thirumurugan i sar., 2018):

1. polifenolna jedinjenja,

2. terpenoidi,

3. azotofiksiraju¢i alkaloidi i komponente koje sadrze sumpor i
4. enzimski kofaktori,

a u okviru ove doktorske disertacije Ce biti reci o polifenolnim jedinjenjima i terpenima.

1.3.1. Polifenolna jedinjenja

Polifenoli su jedinjenja sa najmanje jednim aromati¢nim prstenom u svojoj strukturi, i
sa jednom ili viSe dodatih hidroksilnih grupa. Pronadeno je vise od 8000 fenolnih jedinjenja
Siroko rasprostranjenih u razli¢itim biljkama (Crozier i sar., 2007; Pandey i Rizvi, 2009).

Polifenoli se ¢esto nalaze konjugovani sa Sec¢erima i organskim kiselinama, a njihova
podela se moZe izvrSiti na osnovu broja i poloZaja ugljenikovih atoma. Najceséi polifenoli su
fenolne kiseline, flavonoidi, stilbeni, kumarini i tanini (Shahidi i Yeo, 2018).

1.3.1.1. Fenolne Kiseline

Fenolne kiseline su medu najrasprostranjenijim biljnim fenolnim jedinjenjima koja su
prisutna u slobodnim, konjugovano-rastvorljivim i nerastvorljivim vezanim oblicima (Neilson
i sar,, 2017; Chandrasekara i sar., 2018). Fenolne kiseline se hemijski mogu definisati kao
aromati¢ne karboksilne kiseline sa osnovom benzoeve ili cimetne kiseline (Neilson i sar.,
2017), zbog cega se uglavnom i dele u dve podgrupe: derivati hidroksibenzojeve (sa sedam
atoma ugljenika: Ce-C1 struktura) i derivati hidroksicimetne kiseline (sa devet atoma
ugljenika: Ce-C3 struktura). U derivate hidroksibenzojeve Kkiseline, koje se nalaze u
rastvorljivom obliku (konjugovane sa Secerima ili organskim kiselinama) i spregnute su sa
frakcijama ¢elijskog zida, spadaju galna, p-hidroksibenzojeva, salicilna, vanilinska, siringinska
i protokatehinska kiselina. S druge strane, u derivate hidroksicimetne kiseline, koje su cesto
prisutne u hrani kao jednostavni estri sa hina kiselinom ili glukozom, spadaju p-kumarinska,
kafena, ferulinska, sinapinska i cimetna kiselina (Chandrasekara i sar., 2018; Kumar i Goel,
2019) (Tabela 1).

Fenolne kiseline daju jedinstvena svojstva aromi biljaka u kojima se nalaze, ali
doprinose i njihovim lekovitim dejstvima (Ghasemzadeh i Ghasemzadeh, 2011). Veéina
fenolnih kiselina je vezano za druge strukturne komponente ili prirodne molekule kao Sto su
celuloza, glukoza, flavonoidi, maleinska ili vinska kiselina. U biljkama imaju vaZne uloge u
fizickoj i hemijskoj odbrani od patogena, razliCite strukturne uloge, uticu na modulaciju
aktivnosti enzima, ukljuCene su u transport nutrijenata, sintezu proteina, fotosintezu i
alelopatiju (Rashad i sar., 2020). Biljke na napad patogena reaguju pokretanjem razlicitih
odbrambenih odgovora akumulacijom signalnih molekula (medu koje spadaju i neke fenolne
kiseline, poput salicilne) koje deluju kao signalni molekuli koji aktiviraju mehanizme odbrane
na mestu infekcije (reakcija preosetljivosti) i duz biljnih tkiva, kako bi se sprecilo dalje Sirenje
infekcije (Mandal i sar., 2010).

Medutim, pored uloge u rastu, razvoju i odbrani biljke, fenolne kiseline poseduju
lekoviti potencijal za ¢oveka, budu¢i da su snazni prirodni antioksidativni agensi i imaju
kljuénu ulogu u Sirokom spektru bioloskih i farmakoloskih svojstava kao Sto su, izmedu
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ostalog anti-inflamatorno, antitumorsko, antimikrobno, antialergijsko, antivirusno, neuro- i
hepatoprotektivno svojstvo (Kumar i Goel, 2019).

1.3.1.2. Flavonoidi

Flavonoidi su polifenolna jedinjenja sa 15 ugljenikovih atoma, rasporedenih u tri
prstena (Ce-C3-Cs), od kojih su dva aromati¢na povezana tri-karbonskim mostom. Osnovni
strukturni skelet flavonoida ima brojne supstituente, a jedni od njih su i glikozidi. Hidroksilne
grupe su obi¢no prisutne na pozicijama 4’, 5 i 7. Se¢erne komponente i hidroksilne grupe
povecavaju solubilnost flavonoida u vodi, dok drugi supstituenti, poput metil i izoprenil grupa,
povecavaju njihovu lipofilnost (Crozier i sar., 2007).

Flavonoidi su najbrojnija grupa polifenola: do sada je identifikovano vise od 6000
razli¢itih jedinjenja kod velikog broja predstavnika biljaka (Falcone Ferreyra i sar., 2012).
Koncentracije ovih jedinjenja variraju u zavisnosti od biljne vrste, biljnog organa, fenofaze i
uslova za rast (Petrussa i sar., 2013). Obi¢no se nalaze u visokim koncentracijama u
epidermisu lista i egzokarpu plodova voca (Crozier i sar., 2007), a daju obojenost i velikom
broju cvetova, plodova i semena (Falcone Ferreyrai sar., 2012).

Flavonoidi imaju vazne uloge kao sekundarni metaboliti: Stite biljku od UV zracenja,
uklju¢eni su u pigmentaciju, a time i u privlacenju polinatora, stimuliSu formiranje
azotofiksiraju¢ih nodula, uticu na stvaranje rezistencije na bolesti (Crozier i sar., 2007) i
fitopatogene (npr. izoflavoni imaju ulogu fitoaleksina kod povr¢a), a ukljuceni su i u transport
auksina (Falcone Ferreyra i sar., 2012). S obzirom na to da su odgovorni za ,jesenje“ boje
mnogih biljaka, flavonoidi Stite celije listova od fotooksidativnih oStecenja, povecavajuci
efikasnost dopremanja nutrijenata tokom procesa senescencije (Falcone Ferreyra i sar., 2012;
Petrussaisar., 2013).

Glavne potklase flavonoida su: flavoni, flavonoli, flavan-3-oli, izoflavoni, flavanoni i
antocijanidini (Petrussa i sar., 2013), mada postoje i druge potklase, koje su kvantitativno
manje zastupljene, a to su: dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, halkoni, dihidrohalkoni i auroni
(Crozier i sar., 2007). Flavonoli se smatraju jednom od najvaznijih grupa flavonoida, jer
ucestvuju u odgovoru na stres, a takode se smatra da su medu najrasprostranjenijim
flavonoidima iz razloga Sto imaju Sirok opseg znacajnih fizioloskih funkcija (Falcone Ferreyra
isar.,, 2012) (Tabela 2).

Flavonoidi su poceli da privlace paZnju istrazivaca zahvaljujué¢i visokom
farmakoloSkom potencijalu (vazoprotektivni, anti-inflamatorni, antivirusni i antimikrobni
potencijal). Neke od ovih farmakoloskih aktivnosti su povezane sa njihovom antioksidativhom
aktivno$¢u, koja je omogucena zahvaljuju¢i sposobnosti flavonoida da hvataju slobodne
radikale, da formiraju interakcije sa jonima metala, kao i da ostvaruju sinergisticke efekte sa
drugim antioksidantima (Mira i sar., 2002). S druge strane, pod uslovima oksidativnog stresa
flavonoidi mogu imati prooksidativno dejstvo, te umesto hvatanja, mogu formirati slobodne
radikale (Pietta, 2000), Sto je povezano sa njihovim sposobnostima da redukuju gvoZzde i
bakar. Ovi metali katalizuju produkciju hidroksil radikala preko Fentonove reakcije, i lipidnih
radikala preko rastavljanja formiranog lipidnog vodonik-peroksida (Mira i sar., 2002), $to je
koristan mehanizam u borbi protiv mnogih humanih oboljenja (Mishchenko i sar., 2021; Sahu
isar., 2021; Sklias i sar., 2021).

1.3.1.3. Kumarini

Kumarini (2H-1-benzopiran-2-oni) su najjednostavnija prirodna fenolna jedinjenja
(Grazul i Budzisz, 2009), koja pripadaju familiji benzopirona, i za njih je zajednic¢ko da sadrze
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vezan benzenov za pironov prsten. Benzopironi se klasifikuju na benzo-a-pirone, kojima
pripadaju kumarini, i benzo-y-pirone, ¢iji su glavni predstavnici flavonoidi (Jain i Joshi, 2012).

Do sada je identifikovano viSe od 1300 razli¢itih kumarina, izolovanih iz biljaka,
bakterija i gljiva (Venugopala i sar., 2013). Postoje Cetiri podgrupe kumarina: jednostavni
kumarini, furanokumarini, piranokumarini i piron-supstituisani kumarini. Jednostavni
kumarini (kumarin, 7-hidroksikumarin i 6,7-dihidroksikumarin) predstavljaju hidroksilovane,
alkoksilovane i alkalovane derivate osnovne komponente - kumarina. Furanokumarini sadrze
petoclani furanov prsten dodat kumarinskom jezgru. Mogu biti linearni ili angularni, i
supstituisani na jednom ili oba benzoid mesta (Jain i Joshi, 2012). Pokazano je da neki
prirodni furanokumarini mogu spreciti prokarcinogeno-indukovano oste¢enje DNK i da
inhibiraju citohrom P450 enzime, ukljucene u bioaktivaciju kancerogeneze (Sumorek-Wiadro
i sar.,, 2020). Piranokumarini su analozi furanokumarina, ali sadrze Sestoclani prsten. U
Cetvrtu grupu kumarina spada 4-hidroksikumarin (Jain i Joshi, 2012). Pored navedene, postoji
i podela kumarina na Sest podgrupa: jednostavni kumarini, furanokumarini,
dihidrofuranokumarini, piranokumarini, fenilkumarini i bikumarini (Venugopala i sar., 2013).

Pokazano je da biljke sintetiSu kumarine iz njihovih prekursora dejstvom enzima nakon
oStecenja Celija, Sto se Cesto deSava tokom berbe i obrade biljnog materijala (Maggi i sar.,
2011). U nekim etarskim uljima su nadeni u velikoj koli¢ini, posebno u ulju koje je dobijeno iz
kore cimeta, ulju iz lis¢a biljaka roda Cassia, kao i u ulju lavande. Kumarini se takode mogu
naci u vocu i zelenom caju. NajviSe ih ima kod predstavnika familija Rutaceae i Apiaceae. Iako
su oni distribuirani u svim biljnim delovima, u najvecéoj koli€ini se nalaze u plodu (Aegle
marmelos), zatim korenu (Ferulago campestris), pupoljcima i listovima (Murraya paniculata),
medutim promena sredinskih uslova i sezonske promene mogu da dovedu do drugacije
distribucije ovih jedinjenja u biljci (Jain i Joshi, 2012).

U biljkama kumarini imaju ulogu odbrane od fitopatogena, ucestvuju u odgovoru na
abioticki stres, regulaciji oksidativnog stresa, kao i u regulaciji hormona (Bourgaud i sar.,
2006). Zahvaljuju¢i razlic¢itim supstitucijama koje su moguce u njihovoj osnovnoj strukturi,
kumarini se mogu naci u velikom broju formi, $to dalje utice na njihovu bioloSku aktivnost.
Pokazano je da ova jedinjenja poseduju znacajna lekovita svojstva, kao Sto su antioksidativna,
anti-inflamatorna, antialergijska, hepatoprotektivna, antikoagulantna, antivirusna,
antimikrobna i antitumorska svojstva (Grazul i Budzisz, 2009).

1.3.2. Terpeni

Terpeni su poznati i kao izopreni buduéi da izopren, 2-metilbuta-1,3-dien (CsHs),
predstavlja gradivni blok terpena. Do sada je opisano oko 25.000 terpena, te ova jedinjenja
spadaju medu najbrojnije i strukturno veoma raznolike sekundarne metabolite (Ludwiczuk i
sar., 2017; Thirumurugan i sar., 2018; Huang i Osbourn, 2019). Naziv ,terpen” se prvobitno
primenjivao na ugljovodonike pronadene u terpentinu, a sufiks ,en“ ukazuje na prisustvo
olefinske veze. Terpeni su klasifikovani na osnovu broja i strukturne organizacije ugljenika
koji su formirani linearnim rasporedom izoprenskih jedinica, ciklizacijom i preuredivanjem
ugljeni¢nog skeleta sa empirijskim obeleZjem poznatim kao ,pravilo izoprena“, prema kome
su svi terpeni izvedeni iz uredenog spajanja izoprena - od glave do repa jedinice. Pojedinacna
izoprenska jedinica predstavlja osnovnu klasu terpena - hemiterpena (jedna izoprenska
jedinica; 5 atoma ugljenika, C). Pored hemiterpena, postoje i monoterpeni (dve izoprenske
jedinice; 10 C-atoma), seskviterpeni (tri izoprenske jedinice; 15 C-atoma), diterpeni (Cetiri
izoprenske jedinice; 20 C-atoma), sesterterpeni (pet izoprenskih jedinica; 25 C-atoma),
triterpeni (Sest izoprenskih jedinica; 30 C-atoma), tetraterpeni (karotenoidi, osam
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izoprenskih jedinica; 40 C-atoma) i politerpeni (>8 izoprenskih jedinica, >40 C-atoma)
(Ludwiczuk i sar., 2017; Salha i sar., 2019).

Molekulska tezina i celokupna struktura terpenskih potklasa odreduju njihova fizicka
svojstva, poput isparljivosti, i uticu na nacin na koji oni posreduju u razli¢itim interakcijama
izmedu biljaka i insekata, biljaka i patogena, ali i izmedu razlicitih biljaka (Cheng i sar., 2007).
Budu¢i da mogu delovati kao interspecijski signali, terpeni ¢esto imaju veliki znacaj u
agronomiji (Huang i Osbourn, 2019).

Bioloske aktivnosti terpena su takode intenzivno proucavane poslednjih godina, pri
¢emu je pronadeno da ovi sekundarni metaboliti imaju znacajnu antioksidativnu, anti-
inflamatornu, imunomodulatornu, antitumorsku, kardio- i neuroprotektivnu, hipoglikemijsku,
ali i antivirusnu i antimikrobnu aktivnost (Boozari i Hosseinzadeh, 2020; Yang i sar., 2020).
lako su predominantno prisutni u etarskim uljima biljaka, ovi metaboliti se takode mogu
kvantifikovati i u biljnim ekstraktima (Boozari i Hosseinzadeh, 2020).

1.3.3. Polifenolna i terpenska jedinjenjima biljaka familije Lamiaceae

Biljke familije Lamiaceae su bogate sekundarnim metablitima od kojih su
najzastupljenija polifenolna jedinjenja i terpeni.

Na osnovu literaturnih podataka se moze videti da biljke familije Lamiaceae sadrze
Sirok spektar fenolnih kiselina, pri ¢emu je naglasak cesto stavljen na derivate kafene kiseline
(Ahnisar., 2020). U Tabeli 1 je dat literaturni pregled najcesc¢e zastupljenih fenolnih kiselina.

Tabela 1. Literaturni pregled nazastupljenijih fenolnih kiselina u biljkama familije Lamiaceae.

Naziv fenolne

Podgrupa Kiseline Reference

Zgorka i Gtowniak (2001); Hossain i sar. (2010); Miron i sar.
4-hidroksibenzoeva (2011); Spiridon i sar. (2011); Farnad i sar. (2014); Irakli i sar.
(2018); Sytarisar. (2018)

Canadanovié¢-Brunet i sar. (2006); Kivilompolo i Hy6tyldinen
(2009); Hossain i sar. (2010); Baj i sar. (2011); Kamdem i sar.

galna (2013); Farnad i sar. (2014); Gavaric i sar. (2015); Mahdavikia i
Saharkhiz (2015); Shakeri i sar. (2016); de Medeiros Gomes i sar.
(2021)

derivati Zgérka i Gtowniak (2001); Canadanovié-Brunet i sar. (2006);

hidroksibenzojeve Hossain i sar. (2010); Hatipoglu i sar. (2013); Martins i sar. (2014);

kiseline Gavaric i sar. (2015); Lopez-Cobo i sar. (2015); Irakli i sar. (2018);
Zengin i sar. (2020)

protokatehinska

Zgorka i Gtowniak (2001); Canadanovié-Brunet i sar. (2006);
Kivilompolo i Hydtylainen (2007); Sellami i sar. (2009); Hossain i
sar. (2010); Miron i sar. (2011); Boulila i sar. (2015); Gavaric i sar.
(2015); Irakli i sar. (2018); Sytar i sar. (2018); Zengin i sar. (2020)

siringinska

Zgoérka i Glowniak (2001); Canadanovié¢-Brunet i sar. (2006); Tang i
sar. (2006); Kivilompolo i Hyotyldinen (2007); Hossain i sar.
(2010); Farnad i sar. (2014); Duda i sar. (2015); Irakli i sar. (2018);
Sytar i sar. (2018); Zengin i sar. (2020)

vanilinska

Zgérka i Gtowniak (2001); Proestos i sar. (2005); Canadanovié-
Brunet i sar. (2006); Kivilompolo i Hyotyldinen (2007); Hossain i
derivati sar. (2010); Komes i sar. (2011); Spiridon i sar. (2011); Farnad i
hidroksicimetne ferulinska sar. (2014); Vlase i sar. (2014); Boulila i sar. (2015); Duda i sar.
Kiseline (2015); Flemmig i sar. (2015); Gavaric i sar. (2015); Mahdavikia i
Saharkhiz (2015); Zendo i sar. (2017); Irakli i sar. (2018); Chou i
sar. (2019); Ahn i sar. (2020); Al-Zaban i sar. (2021); Babich i sar.

(2021)
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Naziv fenolne
Podgrupa Kiseline Reference

Zgérka i Gtowniak (2001); Canadanovié-Brunet i sar. (2006);
Kivilompolo i Hydtyldinen (2007); Sellami i sar. (2009); Hossain i
sar. (2010); Komes i sar. (2011); Miron i sar. (2011); Spiridon i sar.
(2011); Tsibranska i sar. (2011); Boudjelal i sar. (2012); Hatipoglu i
sar. (2013); Kamdem i sar. (2013); Doring i Petersen (2014);
Farnad i sar. (2014); Vlase i sar. (2014); Flemmig i sar. (2015);
Lépez-Cobo i sar. (2015); Shakeri i sar. (2016); Irakli i sar. (2018);
Sytar i sar. (2018); Chou i sar. (2019); Seremet i sar. (2020)

hlorogena

Zgorka i Glowniak (2001); Regnault-Roger i sar. (2004);
Canadanovi¢-Brunet i sar. (2006); Kuli$i¢ i sar. (2006); Kivilompolo
i Hyotyldinen (2007, 2009); Hossain i sar. (2010); Komes i sar.
(2011); Spiridon i sar. (2011); Hatipoglu i sar. (2013); Kamdem i
sar. (2013); Doring i Petersen (2014); Farnad i sar. (2014); Boulila i
sar. (2015); Flemmig i sar. (2015); Duda i sar. (2015); Lépez-Cobo i
sar. (2015); Zhao i sar. (2015); Chou i sar. (2019); Soheili i Salami
(2019); Seremet i sar. (2020); Zengin i sar. (2020)

kafena

Canadanovié¢-Brunet i sar. (2006); Kivilompolo i Hyétyldinen
(2007); Duda i sar. (2010); Hossain i sar. (2010); Komes i sar.
(2011); Miron i sar. (2011); Spiridon i sar. (2011); Lin i sar. (2012);
Hatipoglu i sar. (2013); Roby i sar. (2013); Vlase i sar. (2014);
Gavaric i sar. (2015); Boulila i sar. (2015); Mahdavikia i Saharkhiz
(2015); Irakli i sar. (2018); Sytar i sar. (2018)

p-kumarinska

Zgorka i Glowniak (2001); Regnault-Roger i sar. (2004); Kadifkova
Panovska i sar. (2005); Kivilompolo i Hyoétyldinen (2007);
Matkowski (2008); Sellami i sar. (2009); Hossain i sar. (2010); Baj i
rozmarinska sar (2011); Komes i sar. (2011); Spiridon i sar. (2011); Gido i sar.
(2012); Gudzenko (2013); Boulila i sar. (2015); Brahmi i sar.
(2015); Duda i sar. (2015); Zhao i sar. (2015); Chou i sar. (2019);
Seremet i sar. (2020); Taghouti i sar. (2020); Zengin i sar. (2020)

Literaturni podaci sugeriSu da biljke familije Lamiaceae sadrze Sirok spektar
flavonoida, i moze se tvrditi da je stepen hemodiverziteta u ovoj familiji prilicno visok. S tim u
vezi, do sada je pokazano da flavoni imaju jaku tendenciju ka 6- i/ili 8-supstituciji, dok
flavonoli imaju nesto niZu tendenciju ka supstituciji (Valant-Vetschera i sar., 2003). Takode,
znacajno je ista¢i da su mnogi flavonoidi u biljkama familije Lamiaceae prisutni u formi mono-
ili diglikozida: kemferol diglukozid, luteolin-7-0-glukozid, trihidroksiflavon glukozid,
apigenin-7-0O-rutinozid, kvercetin-3-0O-rutinozid, i drugi (Ahn i sar., 2020; Mamadalieva i sar.,
2021). U Tabeli 2 su predstavljeni najceS¢e identifikovani flavonoidi u vrstama familije
Lamiaceae.

Tabela 2. Literaturni pregled nazastupljenijih flavonoida u biljkama familije Lamiaceae.

\E:VALY

Podgrupa flavonoida Reference
akacetin Marin i sar. (2001); da Silva i sar. (2015); Freitas i sar. (2019); Elansary i sar.
(2020a); Zengin i sar. (2020); Frezza i sar. (2021)
Skoula i sar. (2005); Kulisi¢ i sar. (2006); Stefkov i sar. (2009); Hossain i sar.
(2011); Spiridon i sar. (2011); Kapp i sar. (2013); Rai i sar. (2013); Roby i sar.
Sz (2013); Mitreski i sar. (2014); Boulila i sar. (2015); Gavaric i sar. (2015); Lopez-

Flavoni Cobo i sar. (2015); Zhao i sar. (2015); Pereira i sar. (2016); Shakeri i sar. (2016);
Uritu i sar. (2018); Elansary i sar. (2020a); Taghouti i sar. (2020); Zengin i sar.

(2020); Han i sar. (2021); Zhou i sar. (2021)

Valant-Vetschera i sar. (2003); Skoula i sar. (2005); Stefkov i sar. (2009);
cirzimaritin =~ Bahramikia i Yazdanparast (2012); Kremer i sar. (2013); Mitreski i sar. (2014);
Peterisar. (2015); Ghorbani i Esmaeilizadeh (2017); Frezza i sar. (2021)
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Podgrupa flavonoida

cirziliol

Reference

Stefkov i sar. (2009); Bahramikia i Yazdanparast (2012); Kremer i sar. (2013); da
Silva i sar. (2015); Uritu i sar. (2018); de Oliveira i sar. (2019); Al-Shalabi i sar.
(2020); Ahangari i sar. (2021); Frezza i sar. (2021)

diosmetin i
glikozidi
diosmetina

Kadifkova Panovska i sar. (2005); Fecka i Turek (2008); Androutsopoulos i sar.
(2009); Lin i sar. (2009); Fatiha i sar. (2015); Pinzon i Mylene (2016); Prabhu i
sar. (2016); Chen i sar. (2017); Aghakhani i sar. (2018); Uritu i sar. (2018); Zengin
i sar. (2020); Etsassala i sar. (2021); Frezzai sar. (2021)

hispidulin

Kontogianni i sar. (2013); Exarchou i sar. (2015); Martins i sar. (2015); Bonesi i
sar. (2017); Uritu i sar. (2018); Liu i sar. (2020); Kim i Lee (2021)

genkvanin

El-Hawary i sar. (2012); Wojtyniak i sar. (2012); Begum i sar. (2013); Uritu i sar.
(2018); Freitas i sar. (2019); Etsassala i sar. (2021)

kemferol

Kadifkova Panovska i sar. (2005); Hossain i sar. (2010); Calderon-Montano i sar.
(2011); Komes i sar. (2011); Spiridon i sar. (2011); Baba i Usifoh (2014); Fatiha i
sar. (2015); Aghakhani i sar. (2018); Abu-Reidah i sar. (2019); Ahn i sar. (2020);
Altemimi i sar. (2020)

luteolin i
derivati
luteolina

Kadifkova Panovska i sar. (2005); Skoula i sar. (2005); Sellami i sar. (2009);
Stefkov i sar. (2009); Komes i sar. (2011); Bahramikia i Yazdanparast (2012); Rai
i sar. (2013); Roby i sar. (2013); Martins i sar. (2014); Vlase i sar. (2014); Lopez-
Cobo i sar. (2015); Zhao i sar. (2015); Tundis i sar. (2017); Oniga i sar. (2018);
Uritu i sar. (2018); Freitas i sar. (2019); Soheili i Salami (2019); Taghouti i sar.
(2020); Zengin i sar. (2020); Babich i sar. (2021); Etsassala i sar. (2021); Zhou i
sar. (2021)

salvigenin

Bahramikia i Yazdanparast (2012); Rai i sar. (2013); da Silva i sar. (2015);
Mansourabadi i sar. (2016); Bonesi i sar. (2017); Tundis i sar. (2017); Frezza i sar.
(2021); Michailidou i sar. (2021)

naringenin

Zengin i sar. (2020); Etsassalai sar. (2021); Frezza i sar. (2021)

Flavanoni ..
naringin

Lin i sar. (2012); Roby i sar. (2013); Martins i sar. (2014); Riachi i De Maria
(2015); Nasti¢i sar. (2018); Etsassala i sar. (2021)

hiperozid

Tiwari (2019); Carev i Sarikurkcu (2021); Patrignani i sar. (2021); Yezerska i sar.
(2021)

kvercetin

Kulisi¢ i sar. (2006); Sellami i sar. (2009); Komes i sar. (2011); Stankovi¢ (2012);
Kamdem i sar. (2013); Rai i sar. (2013); Roby i sar. (2013); Martins i sar. (2014);
Vlase i sar. (2014); Boulila i sar. (2015); Gavari¢ i sar. (2015); Pereira i sar.
(2016); Ghorbani i Esmaeilizadeh (2017); Oniga i sar. (2018); Seremet i sar.
(2020); Babich i sar. (2021); Mamadalieva i sar. (2021)

Flavonoli kvercitrin

Vlase i sar. (2014); Nasti¢ i sar. (2018); Oniga i sar. (2018); Mamadalieva i sar.
(2021); Yezerska i sar. (2021)

mircetin

Komes i sar. (2011); Alcantara i sar. (2019); Skendi i sar. (2019); Mamadalieva i
sar. (2021)

rutin

Canadanovi¢-Brunet i sar. (2006); Sellami i sar. (2009); Bahramikia i
Yazdanparast (2012); Gido i sar. (2012); Kamdem i sar. (2013); Farnad i sar.
(2014); Vlase i sar. (2014); Xie i sar. (2014); Flemmig i sar. (2015); Gavaric¢ i sar.
(2015); Shakeri i sar. (2016); Tundis i sar. (2017); Oniga i sar. (2018); Chou i sar.
(2019); Seremet i sar. (2020); Babich i sar. (2021); Etsassala i sar. (2021)

katehin

Kwon i sar. (2006); Lee i sar. (2011); Samanidou i sar. (2012); Husak i sar.
(2017); Daga i sar. (2021); Etsassala i sar. (2021); Yezerskai sar. (2021)

Flavanoli
galokatehin

Samanidou i sar. (2012); Taamalli i sar. (2015); Husak i sar. (2017); Nabet i sar.
(2019); Etsassalai sar. (2021)

[strazivanja su pokazala da biljke familije Lamiaceae sintetiSu kumarine u slobodnoj ili
vezanoj formi. U kasnijim fenofazama, kao i tokom procesuiranja biljnog materijala, posebno
tokom suSenja, ukupan sadrzaj ovih jedinjenja se znatno smanjuje (Maggi i sar., 2011). Na
primeru biljke Melittis melissophyllum je pokazano da je najviSe ukupnih kumarina bilo
prisutno u pocetku fenoloSkog ciklusa biljke, u maju, dok je u kasnijoj fazi, u avgustu,
detektovano ¢ak do tri puta manje kumarina. Takode, pokazano je da najvise kumarina sadrze
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sveZe biljke u odnosu na suvi biljni materijal (Maggi i sar., 2011; Skrzypczak-Pietraszeka i
Pietraszek, 2012).

Na osnovu pregleda literature se moZe primetiti da je tacan sastav kumarina u
predstavnicima familije Lamiaceae rede analiziran, dok se neSto ¢eS¢e mogu naci podaci o
ukupnom sadrZaju kumarina u ovim biljkama. Ipak, postoje neki podaci o detektovanim
kumarinima u biljkama familije Lamiaceae, tako da se zna da u Ocimum basilicum, Salvia
officinalis i Prunella vulgaris ima eskuletina (6,7-dihidroksikumarina), u O. basilicum ima i
eskulina (6,7-dihidroksikumarin-6-glukozid), u P. vulgaris ima i umbeliferona (7-
hidroksikumarin), dok su kod Lavandula angustifolia nadeni kumarin, herniairin (7-
metoksikumarin), santonin i umbeliferon (Hu i sar., 2009; Matos i sar., 2015; Uritu i sar.,
2018). Takode, Simo i sar. (2020) su u metanolnom ekstraktu lista Vitex rivularis pronasli
imperatorin.

U biljkama familije Lamiaceae se cCesto mogu na¢i monoterpeni poput borneola,
kamfora, kamfena, karvakrola, p-cimena, geraniola, lavandulola, lavandulil acetata, linalola,
mentofurana, mentola, mentona, mircena, sabinena, terpinen-4-ola, terpinena, terpineola,
tujena, tujona, timola, seskviterpeni poput kariofilena, kopaena, burbonena, §-kadinena i
germakrena D, zatim diterpeni poput epirozmanola, izorozmanola, karnozinske kiseline,
karnozola, leokardina, metoksikarnozata, metoksikarnozola, rozmadiala, rozmanola,
rozmaridifenola i triterpeni poput betulinske, oleanolne i ursolne kiseline, i drugih (Tiwari,
2019; Hajdari i sar., 2020; Espinosa i sar., 2021; Etsassala i sar., 2021; Thakur i sar., 2021).

U jeku pandemije izazvane SARS-CoV-2 virusom, istrazivaci su poceli da tragaju za
proizvodima i jedinjenjima prirodnog porekla sa potencijalnim dejstvom protiv ovog virusa.
Tako je nadeno da neki diterpeni izolovani iz predstavnika familije Lamiaceae, kao $to su
ruzmarikvinon, metil tanSionat i dihidrotansinon I (abietanski diterpen) iz Salvia miltiorrhiza,
kao i flavonoidi iz Ocimum sanctum, posebno eugenol, imaju sposobnost da inhibiraju 3C-like
proteazu SARS-CoV-2 virusa, ¢cime se moze spreciti proteoliza, virusna replikacija, kao i
generalno infekcija SARS-CoV-2 virusom (Boozari i Hosseinzadeh, 2020, Tagde i sar., 2021).
Takode, abietanski diterpeni izolovani iz ove biljke (tanSinon I i IIA, kriptotanSinon i
dihidrotansinon) imaju sposobnost da inhibiraju proteazu ovog virusa nalik Papainu, koja je
odgovorna za proteolizu, deubikvitinaciju i replikaciju virusa. S druge strane, pojedina
terpenska jedinjenja imaju sposobnost da inhibiraju RNK-zavisnu RNK polimerazu SARS-CoV-
2 virusa, koja je esencijalna za replikaciju ovog virusa, kao i za transkripciju pozitivnog RNK
lanca virusa (Boozari i Hosseinzadeh, 2020). Pored aktivnosti u selektivnoj inhibiciji ove dve
proteaze, tanSinoni ispoljavaju i druge bioloSke aktivnosti povoljne po humani organizam
tokom infekcije: anti-inflamatornu, kardio- i neutroprotektivnu aktivnost. Takode, pojedini
predstavnici familije Lamiaceae bogati polifenolima su se uspeSno pokazali u leCenju teSkog
akutnog respiratornog sindroma (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS), izazvanog
SARS-CoV virusom tokom epidemije 2002. i 2003. godine (Chaudhary i sar., 2020; Sharma,
2020; Tiwari i Dubey, 2020; Adeniran i sar., 2021; Sytar i sar., 2021; Ugwah-Oguejiofor i
Adebisi, 2021). Na osnovu prethodno navedenih Cinjenica se moze zakljuciti da biljke koje
poseduju ove sekundarne metabolite potencijalno mogu biti odlicni agensi za antivirusnu
terapiju, ali i za terapiju koja je asocirana sa prate¢im inflamatornim procesima (Boozari i
Hosseinzadeh, 2020; Fang i sar., 2021; Subedi i Gaire, 2021). Takode je znacajno pomenuti da
pored direktnog uticaja na virus ili smanjenjem rizika od virusne infekcije, tretman pojedinim
biljnim preparatima moze jacati imunski sistem, ¢ime bi organizam bio bolje pripremljen za
borbu protiv ovog virusa (Tagde i sar., 2021).
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1.4. Bioloska aktivnost biljaka

1.4.1. Antioksidativna, genoprotektivna i antigenotoksic¢na aktivnost

Slobodni radikali su molekuli sa nesparenim parom elektrona, koji kontinuirano
nastaju kao produkti metabolickih procesa. Vrlo su reaktivni i jaki oksidansi, sposobni da
lan¢anom reakcijom prouzrokuju oStecenja u ¢elijama. U ¢eliji, normalno aerobno disanje,
stimulacija polimorfonuklearnih leukocita, makrofaga, kao i peroksizoma predstavljaju glavne
endogene izvore veéine oksidanasa koje Celije proizvode u procesu oksidacije. Tokom ovih
reakcija moze doc¢i do stvaranja Kiseonic¢nih i azotnih slobodnih radikala poput superoksidnih
jona (02-), hidroksilnih (OH") i radikala azot oksida (NO-), kao i vodonik-peroksida (H202) i
azotaste kiseline (HNO2) (Sies, 1991; ngen i sar., 2006; Rocamora i sar., 2020).

U bioloSkom smislu, oksidativni stres se definiSe kao fizioloSka neravnoteZa izmedu
slobodnih radikala i sposobnosti tela da ih eliminiSe (Gupta i sar., 2014). Slobodni radikali
poput vodonik-peroksida mogu dovesti do oksidacije lipida, ugljenih hidrata i proteina, ¢ak i
nepovratno ostetiti geneticki materijal unutar celija. Ipak, ovaj takozvani genotoksic¢ni efekat
slobodnih radikala ne mora imati uticaja samo na DNK, ve¢ moZe ostetiti i celijske
komponente koje su uklju¢ene u odrzavanje funkcija hromozoma unutar Zive celije (Lopez-
Romero i sar., 2018; Rocamora i sar., 2020). Oksidativni stres, pored starenja, leZi u osnovi
velikog broja oboljenja - inflamacija, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti,
steCenog sindroma imunodeficijencije, hroni¢nih bolesti bubrega, opstrukcije pluca, kao i
dijabetesa i kancera (Ozgen i sar., 2006; Liguori i sar., 2018; Kuciel-Lewandowska i sar.,
2020). U zdravom organizmu nivoi slobodnih radikala se odrzavaju razli¢itim kontrolnim
mehanizmima, te oksidativni stres moze biti poniSten ukljucivanjem mehanizama
antioksidativnog odgovora koji se normalno javljaju u ¢elijama, i to uz pomo¢ kako enzimskih,
tako i neenzimskih endogenih antioksidanasa (Kuciel-Lewandowska i sar., 2020).

Antioksidanti su supstance koje, prisutne u malim koli¢inama u odnosu na supstrat
podloZan oksidaciji, inhibiraju ili potpuno sprecavaju njegovu oksidaciju (Tirzitis i Bartosz,
2010). Medutim, s obzirom na to da su ljudi danas izloZeni prekomernom zagadenju Zivotne
sredine i jonizuju¢em zracenju, pesticidima, hroni¢nom psiholoskom stresu i fizickom naporu,
a takode cesto koriste cigarete i alkohol, uloga antioksidativne zastite se uglavnom svodi samo
na ublaZavanje oksidativnih o$tecenja (Ozgen i sar., 2006; Liguori i sar., 2018). Dodatni
zaStitni faktori, kao Sto su egzogeni antioksidanti, potrebni su da bi se izbegli Stetni efekti
slobodnih radikala, kako bi se prenos ¢éelijskih signala, kao i aktivnost razlicitih proteina i gena
koji su ukljueni u mehanizme popravke DNK odigrali bez dodatnih poteSkoc¢a (Kuciel-
Lewandowska i sar., 2020).

U novije vreme se velika paZnja posveCuje egzogenim antioksidantima koji imaju
antigenotoksicne, ali i genoprotektivne efekte (Lépez-Romero i sar., 2018; Shruthi i Shenoy,
2021). Ovi agensi, koji se unose u organizam kroz hranu ili suplemente, mogu biti veStackog ili
prirodnog porekla (Gupta i sar., 2014; Liguori i sar., 2018). Sintetic¢ki antioksidanti, poput
butil hidroksi toluena (BHT) i butil hidroksi anisola (BHA), koriste se kao aditivi u hrani.
Medutim, istraZivanja su pokazala da prirodni antioksidanti mogu biti alternativa sintetickim
u industrijskoj proizvodnji hrane i preventivnoj medicini iz razloga Sto oni ne ispoljavaju
pratece efekte koji bi bili $tetni po zdravlje (Canadanovié-Brunet i sar., 2006; Krishnaiah i sar.,
2011; Islam i sar., 2021). Sinteticki antioksidanti su veoma efikasni, medutim njihov
nedostatak jeste taj Sto u ve¢im koli¢inama i usled duZe primene mogu dovesti do razvoja
razli¢itih poremecaja, izmedu ostalog i kancera (Farlow, 2007; Alimpi¢ i sar., 2014; Islam i
sar., 2021).
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Brojna dosadasnja istraZivanja su pokazala da izmerena antioksidativna aktivnost
zavisi od metode koja se koristi u istrazivanju. Ve¢ina metoda za odredivanje antioksidativne
aktivnosti se bazira na merenju sposobnosti testirane supstance ili produkta da hvata
slobodne radikale i/ili da formira helatne komplekse, komplekse jona metala, koji su nosioci
oksidativnog procesa (Tirzitis i Bartosz, 2010). Budu¢i da ogroman broj poznatih biljaka
poseduje antioksidativni potencijal, in vitro istrazivanja nisu dovoljno informativna, te je
potrebno sakupiti podatke iz sloZenijih model sistema, poput bakterija, plazmida, celijskih
linija, izolovanih tkiva ili in vivo istrazivanja, Sto iziskuje zahtevniju metodologiju (Halliwell,
2012; Shivakumar i Yogendra Kumar, 2018).

1.4.1.1. Antioksidativna, genoprotektivna i antigenotoksi¢na aktivnost biljaka familije
Lamiaceae

lako se antioksidativna aktivnost ekstrakata i etarskih ulja mnogih biljaka familije
Lamiaceae aktivno ispitivala jo$ krajem proSlog veka (Lamaison i Petitjean-Freytet, 1990;
Lamaison i sar., 1991; Piccaglia i sar., 1993; Picuri¢-Jovanovi¢ i sar., 1995; Yanishlieva i
Marinova, 1995; Lagouri i Boskou, 1997; Potterat, 1997; Cuppett i Hall, 1998; Ho i sar., 1999;
Hohmann i sar., 1999), ova tema je aktuelna i u savremenim istrazivackim studijama (Duleti¢-
LausSevi¢ i sar., 2018a; Niksi¢ i sar., 2018; Ekin i sar., 2019; Mamadalieva i sar., 2019; 2021;
Skendi i sar., 2019; Rocamora i sar., 2020; Zengin i sar., 2020; Ahn i sar., 2021; de Medeiros
Gomes i sar., 2021).

Trend ispitivanja veze izmedu antioksidativne aktivnosti i genoprotektivne i
antigenotoksicne aktivnosti se takode moze pratiti i u literaturnim podacima koji kao objekat
istraZivanja imaju predstavnike familije Lamiaceae (Borrelli i sar. 2019; Zowalil i sar., 2019;
Kolumbayeva i sar., 2020; Devi i sar., 2021; Elahian i sar., 2021; Igbal i sar., 2021).

1.4.2. Antidijabeti¢na aktivnost

Dijabetes je veoma rasprostranjen metabolicki poremecaj kod ljudi, koji je odgovoran
za visoku stopu smrtnosti u celom svetu (Etsassala i sar., 2021). Ovo oboljenje se manifestuje
povecanim nivoom glukoze u krvi (hiperglikemija) i poremecenim metabolizmom proteina,
ugljenih hidrata i lipida (Behradmanesh i sar., 2013; Kianbakht i Dabaghian, 2013; Kianbakht i
sar.,, 2016). MoZe se javiti u obliku dijabetesa tipa 1 (DT1, autoimunsko oboljenje koje
karakteriSe nedovoljno endogeno lucenje insulina od strane -¢elija pankreasa) i dijabetesa
tipa 2 (DT2, predstavlja do 95% registrovanih slucajeva dijabetesa i podrazumeva rezistenciju
na insulin i abnormalno lucenje ili delovanje insulina) (Lima i sar., 2006; Chinsembu, 2019;
Petersmann i sar., 2019; Etsassala i sar., 2021). Prema podacima SZO, 180 miliona osoba
Sirom sveta trenutno ima dijagnozu DT2 (Javid i sar., 2021). Kod osoba sa DT2 dolazi do
promene lipidnog statusa u krvi: povec¢anja ukupnog holesterola, nivoa lipoproteina niske
gustine i triglicerida, kao i smanjenja nivoa lipoproteinskog holesterola velike gustine (Strain i
Paldanius, 2018; Petersmann i sar., 2019). Zbog toga, kao i zbog drugih implikacija ove bolesti,
DT2 je doveden u vezu sa kardiovaskularnim, gastrointestinalnim, neurodegenerativnim
oboljenjima, kao i sa kancerom (Pafili i sar., 2018; Strain i Paldanius, 2018; Zawada i sar.,
2018; Berezin i Berezin, 2019; Madhusudhanan i sar., 2020; Rocamora i sar., 2020). Prema
podacima Yao i sar. (2014), DT2 povecava incidencu kolorektalnog kancera do tri puta u
odnosu na populaciju koja ne boluje od DT2, dok je rizik od razvoja Alchajmerove bolesti kod
dijabeticara povec¢an za 50-60% (Mittal i sar., 2016).

Poznato je da enzim a-amilaza katalizuje hidrolizu unutrasnjih a-1,4-glikozidnih veza u
skrobu iz hrane, a takode predstavlja i vazan sastojak pankreasnog soka (Barbosa i sar.,
2013). S druge strane, enzim a-glukozidaza katalizuje zavrsni korak digestije ugljenih hidrata,
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koji se odigrava u crevima. Inhibicijom crevne a-glukozidaze, moZe do¢i do odlaganja varenja i
apsorpcije ugljenih hidrata, ¢ime bi se suzbila najranija metabolicka abnormalnost koja se
pojavljuje u DT2, a to je postprandijalna hiperglikemija (Wang i sar. 2015). Inhibicija a-
amilaze i a-glukozidaze se smatra pouzdanom strategijom za leCenje poremecaja u unosu
ugljenih hidrata, poput dijabetesa i gojaznosti, kao i zubnog karijesa i parodontalnih bolesti
(Tundis i sar., 2010; Sales i sar., 2012; Chinsembu, 2019; Mahdi i sar., 2020). Jedan od Siroko
primenjenih lekova, akarboza (pseudotetrasaharid koji proizvodi Actinoplanes sp. u procesu
fermentacije), upravo usporava razlaganje glukoze inhibicijom a-amilaze i a-glukozidaze u
tankom crevu (Tundis i sar., 2010; Sales i sar., 2012; Wang i sar., 2021). Medutim, kada se
upotrebljavaju u ve¢im dozama, vecina postojec¢ih antidijabeti¢nih lekova mogu dovesti do
nezeljenih efekata poput hipoglikemije, problema sa jetrom, laktacidoze, nadimanja i dijareje,
te su naucnici svoja istrazivanja usmerili na lekovite biljke kao efikasnijoj strategiji za
kontrolu dijabetesa (Tundis i sar., 2010; Barbosa i sar., 2013; Jacob i Narendhirakannan,
2019). Pored sposobnosti inhibicije ova dva enzima uklju¢ena u metabolizam ugljenih hidrata,
antidijabeti¢no dejstvo pojedinih biljaka se takode moZe manifestovati putem drugih
mehanizama kao $to su dejstvo na obnavljanje ¢elija pankreasa i poboljSanje sekrecije
insulina, dok istovremeno ispoljavaju i hepatoprotektivno dejstvo (Chinsembu, 2019).

1.4.2.1. Antidijabeti¢na aktivnost biljaka familije Lamiaceae

Budu¢i da su biljke familije Lamiaceae bogat izvor bioloski aktivnih sekundarnih
metabolita, ispitivanja su pokazala da one mogu imati znacajne antidijabeti¢ne efekte u
razli¢itim model sistemima, kako in vitro, tako i in vivo. Na osnovu studija Abdel-Megeed i sar.,
(2020), Giuberti i sar. (2020), Abdelli i sar. (2021) i Etsassala i sar. (2021), gde su ispitivani
antidijabeti¢ni efekti kvercetina, katehina, epikatehina, kempferola, apigenina, kvercetina,
rutina, luteolina i salvigenina, kao i ferulinske, rozmarinske, kafene, hlorogene, elagijske,
siringinske i galne Kkiseline, moZe se sumirati da je inhibicija a-amilaze i a-glukozidaze
fenolnim jedinjenjima posledica kombinacije: (i) njihovih interakcija sa aktivnim mestom
pomenutih enzima preko vodoni¢nih veza izmedu hidroksilne grupe polifenola i specifi¢nih
amino kiselina u katalitickom mestu enzima, kao i (ii) hidrofobnih interakcija izmedu
aromaticnih prstenova polifenola i ostatka aktivnog mesta enzima, ¢ime se smanjuje afinitet
vezivanja enzima za supstrat i ograni¢ava se sposobnost interakcije sa hidrofobnim aktivnim
mestom enzima. Pored toga, smatra se da se inhibicija aktivnosti a-amilaze moZe posti¢i i
direktnom interakcijom polifenola (flavonoida, kao i fenolnih kiselina poput kafene, ferulinske
i galne kiseline) sa skrobom preko nekovalentnih CH-m interakcija duz a-1,4 glikozidnog
lanca. Ovakva interakcija bi mogla da rezultira modulacijom kinetike digestije skroba, Sto kao
posledicu ima ogranicenje raspoloZivosti ugljenih hidrata koji bi bili supstrati za delovanje a-
amilaze i a-glukozidaze (Giuberti i sar., 2020), medutim ovaj mehanizam nije u potpunosti
potvrden. Pored fenolnih jedinjenja, u literaturi se takode pominju antidijabeti¢ni efekti
terpenskih jedinjenja prisutnih u biljkama familije Lamiaceae, poput marubiina, ursolne i
oleanolne kiseline (Agatonovi¢-Kustrin i sar., 2020; Etsassala i sar., 2021), medutim
mehanizmi njihovog delovanja do danas nisu dovoljno objasnjeni.

Pored toga, neki od mehanizama kojima biljke familije Lamiaceae ostvaruju svoje
antidijabeti¢no dejstvo su sledec¢i (Afolayan i Sunmonu, 2010; Jadhav i Puchchakayala, 2012;
Mnonopi i sar., 2012; Singh i sar., 2012; Castellano i sar., 2013; Kianbakht i Dabaghian, 2013;
Casanova i sar., 2014; Rios-Silva i sar., 2014; Wu i sar., 2014; Kianbakht i sar., 2016; Sadeghi i
sar., 2016; Zang i sar., 2016; Antora i Salleh, 2017; Fatima i sar., 2017; Guzman-Avila i sar.,,
2018; Rocamorai sar., 2020; Etsassala i sar., 2021):
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 inhibicija aktivnosti enzima a-amilaze i a-glukozidaze,
* hipoglikemijsko delovanje,
* modulacija lipidnog statusa,

+ stimulacija B-Celija pankreasa da oslobode viSe insulina i podsticanje njegove
aktivacije,

* povecanje nivoa ekspresije gena za insulin i transporter-2 glukoze u celijama
INS-1 (engl. Insulin-secreting cell line 1).

1.4.3. Antineurodegenerativna i neuroprotektivna aktivnost

Neurodegenerativna oboljenja se karakteriSu progresivnim gubitkom strukture i
funkcije neurona, kao i promenama u strukturi nervnog sistema, Sto dovodi do degeneracije i,
u krajnjem slucaju, do smrti neurona (Chi i sar., 2018). Klasi¢ne manifestacije
neurodegenerativnih oboljenja poput Alchajmerove, Parkinsonove i Hantingtonove bolesti,
kao i multiple skleroze su progresivni problemi sa kretanjem (ataksija) i mentalna disfunkcija
(demencija) (van Horssen i sar., 2019; Joseph, 2021; Petretto i sar., 2021).

Na osnovu najnovijih podataka, smatra da je u 2021. godini, u svetu obolelo oko 10
miliona osoba od Parkinsonove bolesti (Surguchov, 2021), dok 44 miliona osoba danas Zivi sa
dijagnozom Alchajmerove bolesti (Alzheimer's News Today, 2021). Takode, statisticki podaci
govore u prilog tome da se neurodegenerativne bolesti pojavljuju sa ve¢om incidencom kod
starije populacije, Sto je navelo istrazivace na zaklju¢ak da one u svojoj osnovi imaju, pre
svega, starenje, pojavu oStecenja u genetickom materijalu, kao i pojavu naslaga abnormalnih
amiloid-f3 (AfR) i tau (t)-proteina u mozgu (Iturria-Medina i sar., 2014). Pored toga, dokazano
je da je zajednicki imenilac neurodegenerativnih bolesti neuroinflamacija, kao i razli¢ite
disfunkcije mitohondrija, Sto se takode moZe povezati sa poviSenim nivoom oksidativnog, ali i
nitroksidativnog stresa (Pourhanifeh i sar., 2019; Simpson i Oliver, 2020). U stanju poviSenog
oksidativnog stresa indukuje se oksidativno osStecenje esencijalnih molekula poput lipida,
proteina i DNK u nervnim i glija ¢elijama, Sto dalje dovodi do aktivacije celija glije i
oslobadanja pro-inflamatornih citokina, uzrokujuéi ozbiljne posledice koje su povezane sa
razvojem neurodegeneracije (van Horssen i sar., 2019; Simpson i Oliver, 2020).

U normalnom imunskom odgovoru na inflamatorni stimulus oslobadaju se medijatori
poput citokina, leukotriena, prostanglandina i vazoaktivnih amina, $to je praceno kaskadom
dogadaja koji vode ka smanjenju inflamacije i obnavljanju homeostaze (Bonesi i sar., 2017;
Tasneem i sar., 2019). Ipak, u odredenim slucajevima je teSko obnoviti fizioloSke uslove. Na
primer, aktivirani makrofagi, neutrofili i dendritske C¢elije oslobadaju reaktivne oblike
kiseonika (ROK) i azota (ROA) sa ciljem da zastite organizam i ublaZe inflamatorne procese,
medutim ukoliko proizvodnja ROK i ROA premasi antioksidativni kapacitet ¢éelije, ovi radikali
pocinju da oksiduju proteinske i lipidne celijske elemente, dovode¢i do oStecenja molekula
DNK i do promene fiziologije ¢elija, Sto dalje ima za posledicu prekomerno ostecenje tkiva.
Drugim rec¢ima, produZeno stanje prekomerne proizvodnje ROK i ROA, kao i proinflamatornih
medijatora u normalnim ¢elijama, dovodi do nepovratnih oStecenja i hroni¢nih inflamacija, Sto
moze imati odlucujucu ulogu u pokretanju i napredovanju visestrukih poremecaja kao Sto su
neurodegeneracija, ali i dijabetes i kancer (Bonesi i sar., 2017; Tasneem i sar., 2019; Vieira i
sar.,, 2020). Zbog toga je blagovremena primena antioksidativnih i/ili anti-inflamatornih
agenasa od susStinske vaZnosti, jer se time sprecava neregulisana inflamacija, ali u isto vreme
se moZe postiéi i neuroprotektivni efekat (Vieira i sar., 2020). Literaturni podaci ukazuju na to
da su brojni sinteticki antineuroinflamatorni lekovi ve¢ u upotrebi i za tretiranje
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neurodegenerativnih oboljena, medutim u novije vreme postoji sve vece interesovanje za
proucavanje antineuroinflamatornog i/ili neuroprotektivnog potencijala lekovitih biljaka, koje
imaju sposobnost da smanje nivo inflamacije, a pritom ne pokazuju neZeljena dejstva
(Tasneem i sar., 2019).

Jedna od najcesS¢ih neurodegenerativnih oboljenja, Alchajmerova bolest (opisana prvi
put od strane Alojsa Alchajmera, 1907. godine), se karakteriSe nedostatkom neurotransmitera
acetilholina, koji se razgraduje acetilholinesterazom (Petretto i sar., 2021). Holinesteraze, kao
Sto su AChE i butirilholinesteraza, hidrolizuju acetilholin u sinapticCkom prostoru, sto
zaustavlja prenos nervnih impulsa. Zato, ukoliko se holinesteraze inhibiraju, prenos nervnih
impulsa bi se nesmetano odigravao, a samim tim bi moglo do¢i i do poboljSanja kognitivne
funkcije kod pacijenata obolelih od Alchajmerove bolesti (Angeloni i sar., 2021). Zbog toga je
jedna grupa postojecih sintetickih lekova dizajnirana tako da spreci razgradnju acetilholina
time $to dovodi do inhibicije acetilholinesteraze u holinergickim sinapsama i ujedno stimulise
nikotinske i muskarinske receptore (Zhang i sar., 2004). S druge strane, Parkinsonova bolest
(opisana prvi put od strane DZejmsa Parkinsona, 1817. godine), nastaje usled progresivnog
gubitka dopamina u dopaminergi¢kim neuronima substantia nigra, koji sadrZe neuromelanin.
Tirozinaza, enzim koji se nalazi izmedu ostalog, i u melanocitima kozZe, kose i epitelu retine
oka, katalizuje hidroksilaciju tirozina u levodopu (L-DOPA) i zatim oksiduje L-DOPA u
dopamin-kinon, ¢ime igra znacajnu ulogu u stvaranju (neuro)melanina. Medutim, prekomerna
ekspresija tirzoinaze moze dovesti do povecane produkcije melanina, kao i do poveéanja
dopamina i/ili dopamin-kinona, ¢ime dovodi do toksi¢nog efekta. Buduéi da inhibicija
tirozinaze moZe kontrolisati hiperpigmentaciju koju uzrokuje visok nivo melanina u mozgu
pacijenata sa Parkinsonizmom (Angeloni i sar., 2021), neki od postojecih sintetickih lekova su,
izmedu ostalog, usmereni na inhibiciju ovog enzima, kako bi se uspesnije lecila Parkinsonova
bolest (Greggio i sar., 2005; Carballo-Carbajal i sar., 2019).

Pored pomenutih sintetickih lekova, u poslednje vreme se sve ve¢a paznja posvecuje
potencijalnim antineurodegenerativnim i neuroprotektivnim agensima dobijenim iz razlic¢itih
prirodnih izvora, pre svega biljnih. Ocekuje se da bi ovi agensi podstakli pravilan rad
imunskog sistema i da bi se uz njihovu pomo¢ moglo suprotstaviti napredovanju
neurodegeneracije preko smanjenja oksidativnog stresa, inhibicije neuroinflamacije, kao i
enzima kao Sto su acetilholinesteraza i tirozinaza (Ke i sar., 2016; Dey i sar., 2020; Khan i sar.,
2020).

1.4.3.1. Antineurodegenerativna i neuroprotektivna aktivnost biljaka familije
Lamiaceae

Antineurodegenerativna i neuroprotektivna aktivnost etarskih ulja i ekstrakata
predstavnika familije Lamiaceae je Cesto istrazivana kako ranijih godina, tako i u novije vreme
(Imanshahidi i Hosseinzadeh, 2006; Lépez i sar., 2009; 2010; Ozarowski i sar., 2009; Alimpic¢ i
sar., 2017; Rahbardar i sar., 2017; Duleti¢-Lau$evi¢ i sar., 2018a; CilerdZi¢ i sar., 2019; Hanafy
i sar., 2020; Pineda-Ramirez i sar., 2020; Rocamora i sar., 2020; Giirbiiz i sar., 2021; Serrano i
sar., 2021).

Na osnovu literaturnih podataka se moze videti da su se jedinjenja poput rozmarinske i
karnozinske kiseline poreklom iz biljaka familije Lamiaceae izdvojila po svojim
neuroprotektivnim efektima (Fallarini i sar., 2009; Kelsey i sar., 2010; Braidy i sar., 2014;
Ghaffarii sar., 2014; Khamse i sar., 2015; de Oliveira, 2016; 2018; Farr i sar., 2016; Rahbardar
i sar, 2017; 2020; Cui i sar., 2018; Taram i isar., 2018; Fachel i sar., 2019; AlKahtane i sar.,
2020; Thingore i sar., 2021).
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1.4.4. Imunomodulatorna aktivnost

Imunomodulator je supstanca koja stimuliSe ili suprimira komponente kako urodenog,
tako i adaptivnog imunskog odgovora. Razvoj klinicke i eksperimentalne imunologije ukazuje
na to da mnoge zarazne bolesti i poremecaji kod Coveka nastaju zbog izloZenosti organizma
stresu, ¢ime imunski sistem slabi i dolazi do razlicitih fizioloskih promena, zbog kojih
podaci govore u prilog tome da se u danasnje vreme intenzivno proucavaju kako sinteticke,
tako i prirodne supstance sa sposobnos¢u modulacije imunskog odgovora, kako bi se pruZila
veca zaStita od patogenih mikroorganizama, ali ujedno i kako bi se bolje razumelo
funkcionisanje imunskog sistema i nacin na koji se razvijaju nespecifi¢ni i specifi¢ni imunski
mehanizmi (Singh i sar., 2016).

Odbrambena sposobnost imunskog sistema zahteva kompleksne interakcije izmedu
nespecificnog (¢elijskog) i specificnog (humoralnog) imunskog odgovora, stimulacije i
inhibicije imunokompetentnih ¢elija i uticaj endokrinog sistema na imunski sistem.
Imunomodulatorna terapija moZe pruziti alternativu konvencionalnoj terapiji za razlicita
patoloska stanja, posebno kada se odbrambeni mehanizmi domaéina moraju aktivirati u
uslovima kompromitovanog imunskog odgovora. Imunostimulacija predstavlja profilakticki ili
terapijski koncept koji ima za cilj stimulaciju imunskog odgovora. Primarne mete
imunostimulatornih agenasa su T i/ili B limfociti ili sistem komplementa, povecanje fagocitoze
od strane makrofaga i granulocita (Wagner i sar., 1985; Kuby, 1994; Hidayat i sar., 2021). S
druge strane, imunosupresorni agensi se mogu koristiti za kontrolu patoloskog imunskog
odgovora kod autoimunskih bolesti (reagovanje na sopstveno), odbacivanja transplantata,
imunske reakcije preosetljivosti ili infekcije (Singh i sar., 2016). Medutim, za mnoge
imunomodulatorne lekove koji se danas koriste prijavljeni su brojni nezeljeni efekti:
mijelosupresija, alopecija, povecani rizik od infekcije, fibroza jetre, nefrotoksi¢nost,
neurotoksi¢nost, glavobolja, motoricki poremecaji, poremecaji digestivnog sistema,
hipertenzija, hiperkalemija, hiperglikemija i dijabetes, hiperplazija desni, hiperurikemija, i
drugi (Kremer i sar., 1994, Singh i sar, 2016). Budué¢i da mnogi imunostimulansi i
imunosupresori koji su trenutno u klinickoj upotrebi mogu izazvati ozbiljne nezeljene efekte,
postoji sve vele interesovanje za prirodne preparate koji su se pokazali kao znacajni
viSekomponentni agensi za modulaciju imunskog sistema. Smatra se da dokazana terapijska
efikasnost biljnih ekstrakata upravo predstavlja rezultat Sirokog spektra imunomodulatornih
efekata njihovih komponenti, posebno jedinjenja poput flavonoida, polisaharida, laktona,
alkaloida, diterpena i razlicitih glikozida (Mukherjee i sar., 2014; Shukla i sar., 2014; Jantan i
sar., 2015; Singh i sar., 2016; Sharma i sar., 2017; Lewicka i sar., 2019; Di Sotto i sar., 2020).

U danasnje vreme, tumor se smatra vodeé¢im uzrokom poveéanog mortaliteta Sirom
sveta (Privitera i sar., 2019; Sitarek i sar., 2020). Tokom 2020. godine je potvrdeno 19,3
miliona novih slucajeva obolevanja od razlicitih tipova tumora, a na osnovu dosadasnjih
statistickih podataka se moze pretpostaviti da ¢e do 2040. godine taj broj porasti za 47%
(Sungi sar., 2021). Imajuci to u vidu, kao i ¢injenicu da je pokazano da sinteticki lekovi koji se
koriste u hemioterapiji ispoljavaju ozbiljne toksi¢ne efekte na normalno tkivo (Seca i Pinto,
2018), u novije vreme istrazivanje tumora je usmereno ka traganju za novim i efikasnijim
antitumorskim agensima prirodnog porekla koji imaju sposobnost da regulisu sloZene korake
transformacije normalnih éelija u maligne (Arnaldez i sar., 2020; Hoseinkhani i sar., 2020;
Luca i sar., 2020; Rajagopalan i sar., 2020; Sitarek i sar.,, 2020; Yanagimichi i sar., 2020;
Mirzaei i sar., 2021; Patrignani i sar., 2021).
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Lekovite biljke poseduju brojne bioloski aktivne sekundarne metabolite (alkaloidi,
polifenoli i terpeni) koji imaju sposobnost da uticu na razliCite korake razvoja tumora,
istovremeno ispoljavaju¢i i imunomodulatornu aktivnost (Hoseinkhani i sar., 2020, Kury i sar.,
2021) tako Sto uticu na proliferaciju tumorskih ¢elija, moduliraju njihov ¢éelijski ciklus,
mehanizme popravke DNK, signalizaciju apoptoze kao i nivo ROK i ROA, mada je znacajno
pomenuti da je pokazano da se smanjenjem nivoa ovih reaktivnih molekula u normalnim
Celijama takode prevenira nastanak tumorskih oboljenja. Pomenuti sekundarni metaboliti
biljaka, pored toga, imaju tendenciju da se taloZe u ¢elijskoj membrani, ¢cime dovode do
povecanja njene propustljivosti, Sto za posledicu ima izlazak enzima i metabolita iz tumorskih
Celija (Seca i Pinto, 2018; Privitera i sar., 2019; Anwar i sar., 2020; Luca i sar., 2020; Sitarek i
sar., 2020; Tariq i sar., 2021).

Do sada je poznato visSe od 3000 biljaka Sirom sveta sa znacajnim antitumorskim
svojstvima i mnoge od njih se ve¢ dugo koriste u tradicionalnoj medicini u prevenciji i/ili
terapiji tumora (Seca i Pinto, 2018; Sitarek i sar., 2020).

1.4.4.1. Inunomodulatorna aktivnost biljaka familije Lamiaceae

Poznato je da se mnoge biljke od davnina koriste u narodnoj medicini sa ciljem jacanja
imunskog sistema. Imajuc¢i to u vidu, kao i ¢injenicu da je pokazano da mnogi sekundarni
metaboliti koji su prisutni u biljkama familije Lamiaceae ispoljavaju imunomodulatorne efekte
(Cimpan i Gocan, 2002; Chiang i sar., 2003), poslednjih decenija je pocelo intenzivnije
ispitivanje imunomodulatornog potencijala predstavnika ove familije (Tan i Vanitha, 2004;
Harput i sar., 2006; Carrasco i sar., 2009; Dashputre i Naikwade, 2010; Ullah i sar., 2011;
Nassar i sar., 2015; Eftekhar i sar., 2019; Slimani i sar., 2020; Cordeiro i sar., 2021; Machado i
sar., 2021).

Pored toga, antitumorska aktivnost etarskih ulja i ekstrakata predstavnika familije
Lamiaceae je do sada pokazana na ¢elijama razlicitih tipova kancera: leukemije, kancera koze,
pluca, jetre, prostate, dojke, cervikalnog i kolorektalnog kancera, izmedu ostalog (szan i
Erdogan, 2011; Privitera i sar., 2014; 2019; Jantova i sar., 2014; Rai i sar., 2016; Duleti¢-
LauSevic i sar., 2019; Mesquita i sar., 2019; Rajagopalan i sar., 2020; Luca i sar., 2020; Sitarek i
sar., 2020; Yanagimichi i sar., 2020; Al-Hamwi i sar., 2021; Miéovi¢ i sar., 2021; Simsek Sezer i
Uysal, 2021).

1.4.5. Antibakterijska aktivnost

Bakterije se smatraju najstarijim organizmima na Zemlji, budu¢i da njihovo nastajanje
datira od pre 3,8-3,9 milijardi godina (Madigan i sar., 2012) i tokom otprilike 80% trajanja
Zemljine istorije, nisu postojali drugi oblici Zivota. One zajedno sacinjavaju glavninu biomase
na Zemlji i odgovorne su za odvijanje mnogih hemijskih reakcija i stvaranje proizvoda
znacajnih za ostale organizme: biogasa, enzima, antibiotika, hormona poput insulina, a u
crevnom sistemu Coveka stvaraju i vitamin K. Zbog toga se smatra da bez njih ni sloZeniji
Zivotni oblici ne bi mogli da se razviju niti da opstanu (Madigan i sar., 2012; Mamfe i sar.,,
2021).

Ovi prokariotski organizmi ¢uvaju svoje geneticke informacije u malom, dvolan¢anom
najceS¢e kruznom molekulu DNK. Mnogi prokarioti takode sadrze jedan ili vise malih
molekula DNK plazmida, koji imaju nezavisnu replikaciju. Plazmidi Cesto nose gene koji
povecavaju prezivljavanje bakterijske celije i daju joj selektivhu prednost, kao Sto je
rezistencija na antibiotike ili produkcija toksina.
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Bakterije se mogu podeliti prema karakteristicnom bojenju celijskog zida, koje je
uvedeno od strane Hans Kristijana Grama 1884. godine, na gram-pozitivne i gram-negativne,
mada neke bakterije nije moguce svrstati ni u jednu od ove dve kategorije (Doron i Gorbach,
2008; Sizar i Unakal, 2020).

Pored navedenog, posebnu paznju bi trebalo posvetiti znacaju mikroorganizama koji
su deo crevnog mikrobioma Coveka, komensale, i na njihovu implikaciju u razli¢ita patoloska
stanja. Dok su drugi organizmi relativno slabo tolerantni na oksidativni stres, generalno
gledano, mikroorganizmi rutinski produkuju RVK kada rastu u aerobnim uslovima.
Zahvaljujuci svojoj veoma dugoj evoluciji, mikroorganizmi su razvili mehanizme monitoringa i
odbrane sopstvenih esencijalnih biomolekula od posledica visokih nivoa RVK-a (Gambino i
Cappitelli, 2016). Glavno mesto proizvodnje RVK-a i reaktivnih vrsta azota (RVA) u
eukariotskim cCelijama su mitohondrije, koje predstavljaju primarni energetski centar
eukariota uklju¢en u oksidativne reakcije koje dovode do stvaranja energije, odnosno
molekula adenozin trifosfata. Metaboliti crevne mikrobiote, kao Sto su kratkolan¢ane masne
kiseline, uti¢u na funkciju mitohondrija, ¢ime dovode do smanjenja proizvodnje RVK, ali i do
smanjenja posledica oksidativnog stresa redukcijom skracivanja telomera i oSte¢enja DNK
menjanjem hromatinskih struktura i stimulacijom proizvodnje glutationa, kao i povecanjem
aktivnosti enzima koji uCestvuju u antioksidativnoj odbrani organizma (Wu i sar., 2021).
Pored pomenutih uloga, smatra se da kratkolancane masne kiseline imaju klju¢nu ulogu i u
neuro-imunoendokrinim regulatornim signalnim putevima (Silva i sar., 2020). S druge strane,
patogene bakterije, poput Salmonella i E. coli, imaju sposobnost da razgraduju sumporne
aminokiseline, dovode¢i do proizvodnje vodonik sulfida (H2S) u crevima, ¢ime se podstice
oksidativni stres, smanjuje se potrosnja kiseonika u mitohondrijima i dolazi do prekomerne
ekspresije proinflamatornih medijatorskih gena, posebno gena za IL-6. NeuravnoteZen
gastrointestinalni  ekosistem (disbioza) doprinosi razvoju bolesti kao Sto su
neurodegenerativne bolesti, depresija i dijabetes (Luca i sar., 2019). Zbog opisanih
imunoloskih i anti-inflamatornih funkcija produkata mikrobiote i disbalansa koji moZe nastati
ulaskom patogenih mikroorganizama u sistem, odrzavanje funkcionalne mikrobiote treba biti
imperativ modernog ¢oveka. Polifenolna jedinjenja deluju protiv oksidativnog stresa i pored
toga smanjuju rizik od pomenutih oboljenja bolesti (Wu i sar., 2021).

Poznato je da su bakterije uzrocnici velikog broja bolesti (kolera, kuga, antraks,
tuberkuloza, pneumonija, difterija) i masivnih infekcija koje godiSnje odnose Zivote viSe
miliona osoba Sirom sveta (10,7 miliona smrtnih sluc¢ajeva tokom 2005. godine i 8,6 miliona
slucajeva tokom 2015. godine) (Durand i sar., 2019; Mamfe i sar, 2021). Medutim,
zahvaljujuéi pronalasku (Aleksandar Fleming, 1928. godine) i klinickoj upotrebi antibiotika
(od 1945. godine) razvoj bakterijskih infekcija je znatno usporen (Aminov, 2010).

Antibiotici predstavljaju snazno sredstvo u tretiranju bakterijskih infekcija i od svog
otkric¢a se uspesno primenjuju u lecenju (Bhalodia i Shukla, 2011). Medutim, primeceno je da
u poslednjih nekoliko decenija njihov efekat sve viSe slabi iz razloga Sto bakterije stic¢u
rezistenciju kako na postojece, tako i na nove antibiotike (Aminov, 2010; Durand i sar., 2019).
Zbog toga su postala sve interesantnija istrazivanja novih antibakterijskih agenasa poreklom
iz biljaka, a koji bi mogli da zamene ili da budu dopuna ve¢ postoje¢im agensima, na koje
bakterije jo$ uvek nisu stvorile otpornost (Bhalodia i Shukla, 2011).

1.4.5.1. Antibakterijska aktivnost biljaka familije Lamiaceae

Ekstrakti i etarska ulja biljaka familije Lamiaceae su godinama unazad ispitivani sa
ciljem da se odredi njihov antibakterijski potencijal. U ovim istrazivanjima je pokazano da ove
biljke imaju sposobnost (same ili u kombinaciji sa postoje¢im antibiotskim lekovima) da
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inhibiraju rast bakterijskih ¢elija, da smanje virulenciju c¢ak i visoko rezistentnih sojeva kao
Sto je MRSA, i da sprece formiranje ili da izazovu degradaciju ve¢ postojeéeg biofilma
pojedinih bakterija (Piccaglia i sar., 1993; Vukovic i sar., 2008; Quave i Smeltzer, 2009; Marin i
sar., 2012; Elmasri i sar., 2014; Gormez i sar., 2015; Abdolshahi i sar., 2018; Duleti¢-Lausevic i
sar., 2018a; Piras i sar., 2018; Cabarkapa i sar., 2019; Iseppi i sar., 2020; Ben Abdallah i sar.,
2021; Jakovljevi¢ Kovac i sar., 2021).

1.4.5.2. Bakterijski sojevi kori$¢eni u eksperimentalnom radu

Bakterijski sojevi koji su koriS¢eni u eksperimentalnom delu izrade ove doktorske
disertacije su patogeni ili modeli patogena sa svojstvima sli¢nim patogenim sojevima koji su
kontaminanti hrane, izazivaci brojnih oboljenja ¢oveka i Zivotinja, kao i klini¢ki problematicni
sojevi.

Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn (Slika 1) je Stapicasta gram-pozitivna bakterija
sposobna da produkuje metabolicki neaktivne spore koje su visoko otporne na stresne uslove
sredine (raste u zemljiStu ili na vegetaciji) (Lopez i sar., 2009). Ova bakterija brzo raste i ima
prilagodljiv metabolizam, te se Cesto koristi za produkciju hemikalija, enzima i antimikrobnih
materijala u industriji, poljoprivredi i medicini (Su i sar., 2020). B. subtilis se tradicionalno ne
smatra patogenom ljudi, mada se moZe naéi u svezim i u pasterizovanim namirnicama
(zahvaljujuc¢i sporama otpornim na toplotu), zbog ¢ega povremeno moze izazvati trovanje
hranom (Ferndndez-No i sar., 2011). Soj B. subtilis ATCC 6633 se Cesto koristi za ispitivanje
osetljivosti i molekularnih mehanizama delovanja antibiotskih agenasa (Kugler i sar., 1990).

Slika 1. Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn.
a) izgled kulture na hranljivoj podlozi
(izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bacillus_subtilis_natto_colonies.png, modifikovano);
b) bakterijske ¢elije posmatrane mikroskopom
(izvor: https://www.flickr.com/photos/23925401@N06/5558175110/).

Enterococcus faecalis (Andrewes & Horder) Schleifer & Kilpper-Balz (Slika 2) je gram-
pozitivna koka koja se moZe nalaziti pojedinacno, u kratkim lancima ili u grupama. Ova
bakterija je do sada izolovana iz gastrointestinalnog trakta, fecesa, urina i krvi coveka i drugih
Zivotinja, kao i iz vode i fermentisane hrane (mlec¢ni proizvodi). Mnogi sojevi E. faecalis su
oportunisticki patogeni koji mogu izazvati infekcije urinarnog trakta, endokarditis,
bakterijemiju, neonatalnu infekciju, bolni¢ku infekciju rana i centralnog nervnog sistema
(CNS) (Toledo-Arana i sar., 2011; He i sar., 2018). Pretpostavlja se da je ucestalost ovih
infekcija znacajno povecana zahvaljuju¢i enterokokalnom povrSinskom proteinu velike
molekulske mase, koji je ukljucen i u formiranje biofilma (Toledo-Arana i sar., 2011). Takode,
veliki problem predstavlja razvoj rezistencije pojedinih sojeva E. faecalis na odredene
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antibiotike, ukljucuju¢i vankomicin, koji je poslednja linija odbrane od Sirokog spektra
multirezistentnih gram-pozitivnih bakterija (He i sar., 2018). Zbog toga, E. faecalis ATCC
29212 se koristi kao reprezentativni kontrolni soj za klinicke i laboratorijske eksperimente
bududi da je osetljiv na vankomicin (Allen i Bierman, 2009).

Slika 2. Enterococcus faecalis (Andrewes & Horder) Schleifer & Kilpper-Balz.

a) izgled kulture na hranljivoj podlozi (izvor: https: //www.flickr.com/photos/13930485@N05/1417959903/);
b) bakterijske ¢elije posmatrane mikroskopom
(izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Enterococcus_faecalis_SEM_01.png, modifikovano).

Listeria innocua Selinger je Stapi¢asta gram-pozitivna bakterija koja ne formira spore.
Ova bakterija je taksonomski veoma bliska L. monocytogenes (Murray i sar.) Pirie (Slika 3),
patogenoj bakteriji koja se lako razmnoZava u mle¢nim proizvodima i mesu, ¢ime predstavlja
veliki rizik po ljudsko zdravlje (Meylheuc i sar., 2002). Imaju¢i u vidu visoku virulentnost L.
monocytogenes, L. innocua, posebno soj ATCC 33090 veoma cCesto sluzi kao zamena za L.
monocytogenes (Petran i Swanson, 1993; Aymerich i sar, 2000; Meylheuc i sar., 2002;
Buchrieser i sar., 2003; Friedly i sar., 2008). Medutim, pokazano je da ipak postoje razlike u
reakcijama na stres izmedu ove dve bakterije, kao i izmedu razli¢itih podgrupa L.
monocytogenes, zbog Cega je potrebno voditi racuna kada se biraju za eksperiment Milillo i
sar. (2012). lako se L. innocua smatra nepatogenom bakterijom, 2003. godine je zabelezen
prvi slucaj humane bakterijemije sa letalnim ishodom (Perrin i sar., 2003), a nakon ovog
slucaja, prijavljeno je joS nekoliko slucajeva infekcije ovom bakterijom (Rocha i sar., 2013;
Favaro i sar., 2014; Moura i sar., 2019; Demetriou i Papaemmanouil, 2021).
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Slika 3. Listeria monocytogenes (Murray i sar.) Pirie.
a) izgled kulture na hromatogenoj selektivnoj podlozi
(izvor: https://www.flickr.com/photos /76475368 @N04/6847656016/, modifikovano);
b) bakterijske ¢elije posmatrane mikroskopom (izvor:
https://www.flickr.com /photos/avp1990/7864289590/).

Staphylococcus aureus Rosenbach (Slika 4) je gram-pozitivna koka koja se smatra
oportunistickim patogenom sa Sirokim spektrom faktora virulencije, bez sposobnosti da
stvara spore ili da se krece (Foster i Geoghegan, 2015). Boja kolonija poti¢e od zlatnog
pigmenta, po kome je i dobila naziv (lat. aureus - zlatan), koji joj ujedno omogucava zastitu od
urodenog imunskog odgovora domacina na infekciju (Lan i sar., 2010). MoZe se naci u Zivotnoj
sredini, kao i u normalnoj flori veéine zdravih osoba - na koZi i sluzokozi (naj¢e$¢e u nosnom
predelu), medutim moZe postati izuzetno opasna ukoliko prede u krv (Doron i Gorbach, 2008;
Taylor i Unakal, 2017). Ova bakterija se prenosi dodirom i moZe izazvati inflamatorna
oboljenja, ukljucujuci infekcije koZe, upalu plu¢a, endokarditis, septi¢ni artritis, osteomijelitis,
apscese, sindrom toksi¢nog Soka, sindrom oparene koze, kao i trovanje hranom (Sizar i
Unakal, 2020). Pored toga, S. aureus ima jedinstvenu sposobnost brzog reagovanja na nove
antibiotike razvojem mehanizama rezistencije, zbog Cega se danas smatra jednim od
najopasnijih bolnic¢kih patogena, posebno MRSA soj (engl. Meticillin-Resistant Staphylococcus
aureus) (Pantosti i sar., 2007; Foster i Geoghegan, 2015; Kaiki i sar., 2021). S. aureus soj ATCC
25923 se cesto koristi kao kontrolni soj za ispitivanje osetljivosti na antibiotike i za kontrolu
kvaliteta komercijalnih proizvoda (Treangen i sar., 2014).

Slika 4. Staphylococcus aureus Rosenbach.
a) izgled kulture na hranljivoj podlozi (izvor: https://www.flickr.com/photos/therubinlab/50039461832/);
b) bakterijske ¢elije okruZene humanim limfocitima, posmatrane skeniraju¢im elektronskim mikroskopom
(izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Staphylococcus_aureus_bacteria_escape.jpg).
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Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers (Slika 5) je komensalna, patogena
gram-negativna Stapiéasta bakterija koja zZivi u razli¢itim ekoloskim niSama, ukljucujudi slatke
vode i zemljiste, ali i gastrointestinalni i urogenitalni trakt ¢oveka. Njena fleksibilnost po
pitanju zahteva za rast primecena je i u laboratorijskim uslovima, i ona se ogleda u izrazitoj
proliferaciji u Sirokom opsegu temperature, prisustva soli, pH, oksigenacije i hranljivih
sastojaka (Mueller i sar., 2019). Iako se obi¢no smatra bezopasnim komensalom, kada stekne
adekvatnu kombinaciju mobilnih genetickih elemenata moZe postati visoko prilagoden
patogen koji je sposoban da izazove niz bolesti: od gastroenteritisa do ekstraintestinalnih
infekcija, infekcija urinarnog trakta, krvotoka i CNS, pri ¢emu su komplikacije izazvane ovom
bakterijom dokazane kod stotina miliona osoba Sirom sveta na godiSnjem nivou (Croxen i
Finlay, 2010). E. coli ATCC 25922 je preporuceni referentni soj za ispitivanje osetljivosti na
antibiotike (Hombach i sar., 2015), dok se soj XL1-Blue Cesto koristi za izolaciju plazmida
(Jooybari i sar., 2020).

Slika 5. Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers.
a) izgled kulture na hranljivoj podlozi (izvor: https: //www.flickr.com/photos/13930485@N05/1418842994/);

b) bakterijske Celije posmatrane skeniraju¢im elektronskim mikroskopom
(izvor: https://www.flickr.com/photos/nihgov/24661308922/).

Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula (Slika 6) je aerobna gram-negativna
Stapicasta bakterija koja se krete uz pomoc¢ flagele. Ova bakterija poseduje izuzetnu
sposobnost virulencije: od prvog zabeleZenog slucaja infekcije ovom bakterijom (1890.
godine) do danas, ona je zauzela visoko mesto na listi izuzetno opasnih ljudskih patogena
(Nadal Jimenez i sar., 2012), pri ¢emu se nalazi medu prvih pet najvecih uzrocnika infekcije
pluca, krvi, urinarnog trakta, hirurskih rana i mekih tkiva (Veesenmeyer i sar., 2009). Ovako
visoka virulencija se moZe opisati njenom dobro razvijenom rezistencijom na antibiotike
budu¢i da ima viSestruke mehanizme rezistencije, ukljucuju¢i nisku propustljivost celijskog
zida, ali i visoku sposobnost prilagodavanja, koje zajedno omogucavaju brzu kolonizaciju
razli¢itih sredina. Pored toga, P. aeruginosa je razvio sloZen i opseZan niz regulatornih
signalnih mreZa koje otkrivaju i reaguju na endogene molekule, ali i molekule okoline, ¢ime
pokrecu znacajne promene u ekspresiji mnogobrojnih gena (Nadal Jimenez i sar., 2012). Veliki
problem sa kojim se danasnja medicina takode suocava predstavlja sposobnost ove bakterije
da formira biofilm (visoko strukturisanu zajednicu mikroorganizama vezanih za povrsinu i
ugradenih u sopstveni vancelijski matriks) na plasti¢cnoj medicinskoj opremi, kao Sto su,
izmedu ostalog, urinarni kateteri (Cabarkapa i sar., 2019; Lewis Oscar i sar., 2021). S obzirom
na to da je glavna karakteristika biofilma visoka tolerancija na antibiotike, istrazivaci
pokusavaju da pronadu nove naline za njihovo suzbijanje, a za to se u istraZivanju koriste
sojevi ATCC 15442 (Cesto se koristi za ispitivanje antimikrobnih konzervansa) i PAO1
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(najcesce korisceni soj za istrazivanje ovog patogena) (Klockgether i sar., 2010; Gilbert-Girard
i sar., 2020).

Slika 6. Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula.
a) izgled kulture na hranljivoj podlozi
(izvor: https://www.flickr.com/photos/therubinlab/50051412277 /in /photostream/, modifikovano);
b) bakterijske ¢elije posmatrane skeniraju¢im elektronskim mikroskopom
(izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pseudomonas.jpg).

Salmonella typhimurium (Loeffler) Castellani & Chalmers (Slika 7) je fakultativna
anaerobna Stapicasta gram-negativna bakterija koja se kre¢e uz pomo¢ peritrihijalnih flagela.
Ova bakterija je jedna od najc¢es¢ih serotipova Salmonella enterica koji uzrokuje sistemsku
infekciju kod misSeva koja podseca na tifusnu groznicu izazvanu S. enterica serovar Typhi kod
ljudi (Chaudhuri i sar., 2018). Ukoliko se ¢ovek inficira bakterijom S. typhimurium, dolazi do
razvoja samoograni¢avajuceg gastroenteritisa, mada se pokazalo da su neki sojevi S.
typhimurium invazivni jer prolaze crevni zid i ulaze u cirkulaciju (Dos Santos i sar., 2018;
Wang i sar., 2019). Istrazivanja na miSevima su pokazala da je ova bakterija sposobna da
prede krvno-moZdanu barijeru, ¢ime bi mogla da ima implikacije na korteks, medulu, mali i
srednji mozak (Chaudhuri i sar., 2018). Kako bi se proucavala genetitka osnova patogeneze
tifusne groznice, koristi se S. typhimurium ATCC 14028, koja predstavlja visoko virulentni soj
izolovan 1960. godine iz srca i jetre pileta (Jarvik i sar., 2010).

../' 3 b 2
S : . s _

Slika 7. Salmonella typhimurium (Loeffler) Castellani & Chalmers.
a) izgled kulture na hranljivoj podlozi (izvor: https://www.flickr.com/photos/therubinlab/50044581602/);
b) bakterijske ¢elije posmatrane skenirajuc¢im elektronskim mikroskopom
(izvor: https://www.flickr.com/photos/microbeworld/5807837573/).
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1.5. Pregled morfoloskih karakteristika, fitohemijskog sastava i bioloske
aktivnosti odabranih predstavnika familije Lamiaceae

1.5.1. Glechoma hederacea L. (dobricica)

Glechoma hederacea L. (Slika 8) je polikarpna,
aromati¢na perena. Mlade jedinke se razvijaju sa
plagiotropnih izdanaka, stolona, koji mogu da prezive vise
od jedne sezone. Cvetni izdanak je dugacak od 10-30 cm,
Cetvorougaon je na popretnom preseku, uspinju¢ ili
uspravan. Stabljike koje ne nose cvetove su takode
Cetvorougaone na poprecnom preseku, kod mnogih su
puzeCe. Lamine listova su bubrezastog oblika, tupe i
nazubljene (Dikli¢, 1986). Cvetovi su zigomorfni i hipogini,
rasporedeni u dva do pet prividnih prsljenova. Brakteje se
ne razlikuju od listova. Ca$ica je ravna u osnovi i dvousnata.
Gornja usna krunice je ravna, sa tri trouglasta, zaSiljena
zupca, koji su duzi od kruni¢ne cevi. Donja usna ima dva
zupca. Krunica je obi¢no plavo-ljubicaste boje sa
ljubicastim tackama na donjoj usni. Prasnika ima cetiri: dva
duga i dva kratka, i nalaze se u kruni¢noj cevi, ispod donje
usne. U plodniku su smestena Cetiri semena zametka, svaki
u svom lobusu, od kojih nastaju Cetiri elipsaste, neizrazeno
uglaste, glatke oraSice (1,9 x 1,1 mm) (Hutchings i Price, Slika 8. Morfologke karakteristike

N
Eplrubliitierige Guudelrebe.

1999; Savulescu i Nyarady, 1961). U kontaktu sa vodom, biljke Glechoma hederacea L.
oraSice produkuju sluz (miksokarpija), koja ih fiksira za Izvor:

supstrat ili odredene prenosioce (Bollmann i Scholler, https://www.flickr.com/photos/
2004). biodivlibrary/27163044570/.

Dobricica zZivi na vlaznim staniStima, senovitim obalama reka, na obodima Suma, u
svetlim vrbovim, topolinim, jasenovim i luZnjakovim Sumama duZ reka, na livadama i oko
naselja (Tutin i sar., 1972; Dikli¢, 1974). Nativna je za umerene regione Evroazije
(Skandinavija, zapadna, srednja i isto¢na Evropa, Sredozemlje). Introdukovana je u
jugoisto¢nu Aziju, Novi Zeland i Severnu Ameriku (Boéllmann i Scholler, 2004). Na Balkanskom
poluostrvu i u Srbiji je veoma rasprostranjena (Dikli¢, 1974).

Literaturni podaci sugeriSu da su ekstrakti G. hederacea bogati fenolnim jedinjenima, a
iz ove biljke su takode izolovani i pojedini alkaloidi, kao Sto su hederacin A i hederacin B
(Kumarasamy i sar., 2003). Ferulinska, rozmarinska, kafena i hlorogena kiselina su medu
najc¢es$¢im fenolnim kiselinama koje su pronadene u ovoj biljci (Matkowski, 2008; Doring i
Petersen, 2014; Chou i sar., 2019; Seremet i sar., 2020), dok su, s druge strane, od flavonoida
najceS¢e zastupljeni apigenin, kvercetin, luteolin, rutin, genistin, genistein, kao i neki od
njihovih derivata (Masuda i sar., 2013; Xie i sar., 2014; Chou i sar., 2019; Seremet i sar., 2020).
U etarskom ulju ove biljke su nadena i isparljiva jedinjenja, poput trans-3-pinanona, sabinena,
sabinola, a- i B-kariofilena, f-mircena i S-pinena (Chou i sar., 2018). Zahvaljuju¢i bogatom
fitohemijskom sastavu, ekstrakti, ali i etarska ulja ove biljke ispoljavaju brojne bioloske
aktivnosti, poput antioksidativne, anti-inflamatorne, antimutagene, antitumorske i
antibakterijske aktivnosti (Chou i sar, 2012; 2018; 2019; Dobrucka i sar., 2021). U
tradicionalnoj medicini se od dobricice pravi napitak protiv tuberkuloze, bronhitisa i plu¢nih
krvarenja. SveZa biljka se moze koristiti protiv anemije, a dekokt protiv gastrointestinalnih i
digestivnih bolesti, kaSlja, gripa i groznice, kao diuretik, antiseptik, antipiretik i za smanjenje
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krvnog pritiska (Sari¢-Kundali¢ i sar., 2010; Ciocarlan, 2016). U Srbiji se ova biljka koristi jo3 i
za jacanje imunskog sistema (Janackovic i sar., 2019).

1.5.2. Hyssopus officinalis L. (izop)

Hyssopus officinalis L. (Slika 9) je aromati¢na
Zbunasta perena visoka od 30-60 cm. Grancice izdanaka su
uspravne ili difuzno rasporedene (Chauhan, 1999). U
osnovi, izdanak je lignifikovan (Savulescu i Nyarady, 1961),
viSe ili manje zimzelen, pokriven kratkim dlakama, rede je
bez njih (Dikli¢, 1974). Listovi su sedec¢i ili polusedeci
(Tutin i sar., 1972), linearni, izduZeni ili lancetasti, celi i
sjajni (Savulescu i Nyarady, 1961; Chauhan, 1999). Na
svojim vrhovima, listovi su ve¢inom S$iljati, nenazubljeni,
ravni. Cvrsti su, koZasti, bez istaknutih bo¢nih nerava, goli.
Cvetovi su sa kratkim uspravnim cvetnim dr§kama, po tri
do devet sloZeni u pazuhu gornjih listova (Dikli¢, 1974,
Chauhan, 1999). Casica je cevasta, sa mekim dlaCicama i
zupcima (Savulescu i Nyarady, 1961; Tutin i sar., 1972).
Krunica je plavo-ljubicaste boje, cevasta (Tutin i sar., 1972;
Chauhan, 1999). Krunitna cev je prava, u vrSnom delu
proSirena, ve¢inom nesto duza od caSice (Dikli¢, 1974).
Gornja usna je kratka, skoro prava, ovalna, na vrhu
usecena, spolja pokrivena kratkim dlakama; donja je oko
dva puta duZa od gornje i troreZnjevita, sa srednjim Slika 9. Morfologke karakteristike
reznjem Kkoji je razvijeniji od lateralnih (Savulescu i biljke Hyssopus officinalis L.
Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974). Prasnika ima Cetiri, a stubié Izvor:
tu¢ka je duZi od prasnika (Dikli¢, 1974). Ora$ice su tamno  https://commons.wikimedia.org/wiki/
braon boje, uske, elipsaste i glatke, veli¢ine 2-2,5 sa 1-1,5 File:256_Hyssopus_officinalis_L.jpg.
mm (Savulescu i Nyarady, 1961; Chauhan, 1999; Moon i sar., 2009).

Zivi na suénim, veoma osun¢anim stenama i osulinama, na siroma$nim pasnjacima, pre
svega na krec¢njackoj podlozi. Areal rasprostranjenja joj je od Altaja i Urala, pored Kaspijskog
jezera i Crnog mora, u Bugarskoj, Srbiji, Crnoj Gori, Italiji, juznoj Francuskoj i Spaniji. U Srbiji
se javlja H. officinalis subsp. pilifer (Gris.) Murb. (Dikli¢, 1974; DZamic i sar., 2013).

Ekstrakti H. officinalis su bogati fenolnim jedinjenjima poput fenolnih kiselina (galna,
siringinska, vanilinska, protokatehinska, p-hidroksibenzojeva, rozmarinska, kafena,
hlorogena, ferulinska i p-kumarinska) i flavonoida (apigenin, luteolin, kvercetin, kvercitin,
rutin i katehin) (Zgoérka i Glowniak, 2001; Baj i sar., 2011; Hatipoglu i sar. 2013; Vlase i sar.,
2014; Babich i sar., 2021). U etarskom ulju ove biljke se mogu nadi terpeni i druga isparljiva
jedinjenja poput 1,8-cineola, linalola, sabinola, kamfora, bornil- i mirtenil-acetata,
germakrena, - i B-kariofilena i &-kadinena (Fathiazad i sar., 2011; DZami¢ i sar., 2013;
Semerdjieva i sar., 2019). Pokazano je da izop ima antibakterijsku, antifungalnu,
antioksidativnu, genoprotektivnu, antidijabeti¢nu i antihemoliticku aktivnost (Letessier i sar.,
2001; Kizil i sar., 2010; Alinezhad i sar., 2011; Fathiazad i sar., 2011; DZami¢ i sar., 2013; Vlase
i sar., 2014; Borrelli i sar., 2019). U narodnoj medicini, ova biljka se koristi kao infuzija ili
dekokt za leCenje reumatizma, hroni¢nog bronhitisa, astme i tegoba gastrointestinalnog
trakta, a takode i kao antipiretik, dijaforetik, stimulans, kao i za relaksaciju miSi¢a (Naghibi i
sar., 2005; Jari¢ i sar., 2014).
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1.5.3. Lavandula angustifolia Mill. (lavanda, despik)

Lavandula angustifolia Mill. (Slika 10) je
viSegodisnja biljka visine od 20 do 100 cm, od osnove
veoma razgranata, sa tankim granama i brojnim
sterilnim izdancima (Dikli¢, 1974). Listovi su celi,
linearni, na vrhu Siljati, duz oboda blago uvijeni. Donji
listovi su pepeljasti, dok su gornji pepeljasto-zelene
boje, u manjoj meri pokriveni dlakama, dok se one gube
u kasnijim fazama Zivota biljke (Savulescu i Nyarady,
1961). Po cetiri do Sest cvetova je sloZzeno u prsljenu,
pri ¢emu su tri do Cetiri medusobno udaljena prsljena
grupisana u klasoliku cvast. Brakteje su jajaste, mrke,
opnaste, Siljate, krace od ¢asice (Dikli¢, 1974). Casica je
cevasta, pepeljasto ljubicaste boje, sa zupcima, od kojih
je jedan viSe razvijen i on kod mladog cveta pokriva
krunicu kao poklopac. Krunica je cevasta, dvousnata,
duza od caSice, plavo-ljubicaste boje, sa dlakama i
Zlezdama. Gornja usna je dvorezZnjevita, donja
troreznjevita. PrasSnika ima Ccetiri, uzdizu se ispod
gornje usne krunice (Savulescu i Nyarady, 1961; Dikli¢,
1974). Orasice su ovalne, glatke, sjajne, duzine oko 2 slika 10. Morfologke karakteristike
mm, svetlo braon boje (Savulescu i Nyarady, 1961). biljke Lavandula angustifolia Mill.

Lavanda raste na kamenjarima u mediteranskoj https:/ /commons.v{/ZiK(i);e dia.org/wiki /File:

oblasti. U Evropi je kultivisana kao industrijska, Lavandula_angustifolia.-
mirisna i dekorativna biljka (Dikli¢, 1974). _K%C3%B6hler%E2%80%93s_Medizinal-

Lekovita svojstva L. angustifolia su poznata jo$ Pflanzen-087.jpg.

iz antickog doba, kada ih je Dioskorid opisao u svom delu ,De Materia Medica“ (Prusinowska i
Smigielski, 2014). Pored toga, ova biljka je ¢esto predmet savremenih nauénih istrazivanja,
zahvaljujuéi ¢emu je njen hemijski sastav u velikoj meri poznat. Ekstrakti lavande su bogati
fenolnim jedinjenjima, dok je njeno etarsko ulje bogato oksidovanim mono- i seskviterpenima.
NajceS¢e prisutne fenolne kiseline u ovoj biljci su galna, vanilinska, sinapinska, p-
hidroksibenzojeva, 3,4-dihidroksibenzojeva, rozmarinska, kafena, hlorogena, ferulinska, 2- i
4-hidroksicimetna, elagna i p-kumarinska kiselina (Duda i sar., 2015; Yadikar i sar., 2017;
Stanciu i sar., 2019), dok su najces¢i flavonoidi luteolin, naringenin, mircetin, kemferol, rutin,
viteksin, hiperozid, apigenin, apigetrin, kvercetin i njihovi derivati (Komes i sar., 2011;
Spiridon i sar., 2011; Zhao i sar., 2015; Adaszyniska-Skwirzynska i Dzieciot, 2017; Yadikar i
sar., 2017; Sytar i sar., 2018). Yadikar i sar. (2018) su nedavno otkrili jo§ sedam fenolnih
jedinjenja u etil-acetatnom ekstraktu lavande: lavandunat, lavandufurandiol, lavandufluoren,
lavandupiron A i B, kao i lavandudifenil A i B. S druge strane, glavni sastojci njenog etarskog
ulja su 1,8-cineol, linalol, borneol, terpinen-4-ol, kamfor, linalil acetat, kariofilen, kamfen,
lavandulol i lavandulol acetat (Da Porto i sar., 2009; Prusinowska i Smigielski, 2014). Naucna
istrazivanja su pokazala da ekstrakti, ali i etarska ulja ove biljke poseduju antioksidativni,
antineurodegenerativni, antitumorski i antibakterijski potencijal (Prusinowska i Smigielski,
2014; Soheili i Salami, 2019). Ova biljka se u narodu Koristi za lecenje glavobolja, migrena,
depresije, vrtoglavice, bolesti digestivnog sistema, nadimanja i stoma¢nih spazama (Sari¢-
Kundali¢ i sar., 2010). U Srbiji se takode Cesto upotrebljava protiv nesanice, ali i kao sedativ,
analgetik, antimikrobni, antisepticki, karminativni, diuretski i hipotenzivni agens (§avikin i
sar., 2013; Uritu i sar., 2018; Janac¢kovi¢ i sar., 2019).
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1.5.4. Leonurus cardiaca L. (srdacica)

Leonurus cardiaca L. (Slika 11) je perena sa
kratkim rizomom i veoma razvijenim korenom. Izdanak
je prav, visok 50-60, a nekad i do 150 cm,
Cetvorougaonog oblika na preseku, razgranat, u osnovi
lignifikovan i pokriven kratkim dlakama, rede bez njih
(Savulescu i Nyarady, 1961; Tutin i sar.,, 1972; Dikli,
1974). Listovi su prstasto deljeni, a mrezasta nervatura
je veoma istaknuta. Na licu su vise ili manje goli, dok su
na nali¢ju pokriveni retkim sivim, mekim dlakama
(Tutin i sar., 1972; Dikli¢, 1974). Listovi u vreme
cvetanja biljke opadaju. Brakteje su nepravilno deljene
ili cele. Cvetovi su sededi, ruzicaste boje, retko bele
(Savulescu i Nyarady, 1961), slozeni u 10-20 gustih
prividnih prsljenova (Dikli¢, 1974). Casica je levkasta,
gotovo gola, neizraZzeno dvousnatog oblika i sa pet
trouglastih, os$trih zubaca. Krunica je duplo duza od
CaSice, sa belim cilindri¢nim pocetnim delom, nekada sa
ljubi¢astim pegama i prstenom dlaka u unutrasnjem
delu (Tutin i sar., 1972). Gornja usna je jajastog oblika,
blago konveksna i prava, dlakava, dok je donja usna
kraca, troreznjevita, sa srednjim reznjem koji je veéi od

Slika 11. Morfoloske karakteristike
biljke Leonurus cardiaca L.

lateralnih. Prasnici su sa braonkastim anterama, koje su Izvor:
spojene ispod gornje usne cveta. OraSice su izduZene,  https://commons.wikimedia.org/wiki/
Cetvorougaone, na vrhu pokrivene dlacicama, duZine File:263_Leonurus_cardiaca_L.jpg.

oko 2,5-3 mm (Savulescu i Nyarady, 1961).

Srdacica Zivi na osulinama, pored puteva, u Zivim ogradama, na suSnim pasnjacima, do
1500 m nadmorske visine (Dikli¢, 1974). Naseljava veci deo Evrope, osim krajnje severnih
regiona, ostrva i ve¢eg dela Mediterana (Tutin i sar., 1972).

Literaturni podaci sugeriSu da je ova biljka bogata fenolnim kiselinama, poput kafene,
kafeoilmalne, hlorogene i ferulinske kiseline, kao i drugim fenolnim jedinjenjma poput
apigenina, kvercetina, kvercitrina, rutina, verbaskozida, genkvanina i viteksina. Terpeni,
poput ursolne kiseline, leonurida, leokardina, leosibiricina, su takode nalaZeni u ovoj biljci
(Wojtyniak i sar., 2012; Flemmig i sar., 2015; Angeloni i sar., 2021; Koshovyi i sar., 2021).
Pored toga, iz ove biljke su izolovani pojedini alkaloidi, kao $to je leonurin (Kuchta i sar.,
2012; Wojtyniak i sar., 2012; Angeloni i sar., 2021). Istrazivanja su pokazala da ova biljka
poseduje kardio- i neuroprotektivna, antihipertenzivna, antimikrobna, antioksidativna,
analgetska i anti-inflamatorna svojstva (Kuchta i sar., 2012; Wojtyniak i sar., 2012). Caj ove
biljke deluje na miokard srca tako Sto ga jaca, olakSava protok krvi kroz koronarne arterije,
smanjuje src¢ane palpitacije (osecaj lupanja srca) i tahikardiju udruzenu sa hipertireoidizmom.
Takode se koristi u leCenju digestivnih tegoba, bronhijalne astme, ublaZzava simptome
menopauze i koznih upala, a ima i sedativni i hipotenzivni efekat (Wojtyniak i sar., 2012).

1.5.5. Marrubium vulgare L. (o€ajnica)

Marrubium vulgare L. (Slika 12) je visSegodisnja zeljasta biljka, katkad poluzbun visine

40-50 cm. KarakteriSe je gorak ukus i neprijatan miris. Stabljika je Cetvorougaona na
poprecnom preseku, a dok je joS uvek mlada, pokrivena je dlakama. Listovi su okruglasti do
jajasti (Savulescu i Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974). Liska je veoma naborana, duz oboda tupo
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nazubljena. Kod mladog lista, i na licu i na nali¢ju su
prisutne guste bele dlake, dok se kod starijeg lista one
vremenom prorede, tako da je lice liske gotovo golo
(Dikli¢, 1974). Gornji listovi su manji, sa kra¢im
lisnim dr§kama, Siroko elipsasti (Savulescu i Nyarady,
1961). Cvetovi su sa kratkim cvetnim drSkama i po
20-50 cvetova sloZeno je u Sest do osam gustih
loptastih prsljenova u pazuhu brakteja i medusobno
su udaljeni za duzinu brakteja. Brakteole su linearno
Siljate, savijene naniZe, duZine kao caSica ili neSto
krace, pokrivene gustim i dugackim dlakama, na vrhu
kukaste. Ca$ica je cevasta, bela, sa 10 Siljatih zubaca,
pokrivena zvezdastim i prostim dlakama. (Dikli¢,
1974). Krunica je bela, pokrivena dlakama. OraSice su
tupo trouglaste, glatke i sjajne, sivo-mrke boje,
jednobojne ili poprskane tamnijim pegama (Dikli¢,
1974).

Raste na suSnim paSnjacima, osulinama,
siromas$nim livadama, pored seoskih puteva i u
Sikarama. Areal rasprostranjenja se pruza od

Slika 12. MorfolosSke karakteristike
biljke Marrubium vulgare L.

centralne Azije do Sredozemne oblasti. Naknadno je https:/ /commonlsi\/,v(i)lzimedi aorg/wiki/
preneta u srednju i severnu Evropu, Severnu i Juznu File:Marrubium_vulgare_-
Ameriku, dok je u Srbiji Siroko rasprostranjena _K%C3%B6hler%E2%80%93s_Medizinal-
(Dikli¢, 1974). Pflanzen-224.jpg.

Poznato je da je biljka M. vulgare veoma bogata

fenolnim kiselinama poput rozmarinske, kafene, hlorogene, ferulinske, p-kumarinske, 2-
hidroksicimetne, siringinske, sinapinske i trans-cimetne kiseline, ali i flavonoidima kao Sto su
apigenin, kvercetin, kemferol, verbaskozid i luteolin-7-0-glukozid. Takode, iz ove biljke su
izolovani i diterpeni marubenol i marubiin (Boudjelal i sar., 2012; Amessis-Ouchemoukh i sar.,
2014a; Shaheen i sar., 2014; Boulila i sar., 2015; Gavari¢ i sar., 2021). Istrazivanja su pokazala
da ova biljka ima antimikrobnu, analgeticku, antinociceptivnu, anti-inflamatornu,
antioksidativnu, gastroprotektivnu, antidijabeti¢nu, imunomodulatornu, kao i hipotenzivnu
aktivnost bududi deluje i vazorelaksantno na krvne sudove (garié-Kundalié isar. 2010; Lodhi
i sar, 2017; Rezgui i sar., 2020). U tradicionalnoj medicini se koristi kao antipiretik, za lecenje
bronhitisa i za regulaciju menstrualnog ciklusa. Diuretik je, ekspektorans, spazmolitik,
holeretik, holagog, kao i sedativni agens (Naghibi i sar., 2005; Sarié-Kundalié i sar., 2010; Uritu
isar., 2018).

1.5.6. Melissa officinalis L. (mati¢njak)

Melissa officinalis L. (Slika 13) je viSegodiS$nja, zeljasta biljka sa prijatnim, intenzivnim
mirisom (Savulescu i Nyarady, 1961) koji podse¢a na limun. Poseduje kratak rizom, a
razvijaju se i kratke podzemne stolone koje su pokrivene mesnatim donjim listovima.
Stabljika je Cetvorougaona, uspravna, visine 30-80, nekad i do 120 cm, pokrivena dlakama.
Liska je jajasta do skoro rombicna, na vrhu ve¢inom kratko zaSiljena, duZ oboda veéinom
nazubljena. Cvetovi su sa kratkom drSkom i sloZeni su po 6-10 u pazuhu listova. Brakteje su
duZe od cvetova, po obliku su sli¢ne listovima stabla. Brakteole su male, jajasto lancetaste,
nenazubljene, pri osnovi suZene u vidu drske. Casica je cevasto zvonasta, dvousnata, sa 10
veoma istaknutih nerava. Pokrivena je mekim proredenim dlakama. Casi¢na cev je pri osnovi
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neznatno trbusSasto proSirena i iskrivljena, sa ledne
strane je malo spljoStena. Gornja usna je povijena
naviSe, Siroka, odseCena, sa tri vrlo mala zupca; a
donja je duza, sa dva lancetasta zupca. Krunica je
dvousnata, plavic¢asto-bela, bledo-ljubicasta ili
Zuckasto-bela, dva puta duza od CaSice. Krunicna cev
je povijena naviSe i postepeno se levkasto Siri.
Prasnika ima Cetiri i goli su. Antere su bele boje, leze
ispod gornje usne Kkrunice, prednje su vece od
zadnjih. Stubi¢ je dugacak kao i prasnici, lezi ispod
gornje usne krunice. OraSice su izduZeno jajaste,
duzine 1,5-2 mm, kestenjasto-mrke boje (Savulescu
i Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974).

Raste na medama, na zidinama, u vinogorju i
oko naselja. Rasprostranjena je od isto¢nog dela
sredozemne oblasti, od Italije do Kavkaza, Sirije,
Irana, Turkmenistana i jugozapadnog Sibira. U Srbiji
se moze naci sporadi¢no (Dikli¢, 1974).

Hemijski sastav ove biljke je detaljno

Slika 13. Morfoloske karakteristike

prguéen, au r.lfa.stavku ¢e biti nfabrojani samo neki od bilike Melissa officinalis L.
najzastupljenijih  sekundarnih  metabolita. Od [zvor:

fenolnih jedinjenja, u M. officinalis su najceSce https://commons.wikimedia.org/wiki/
detektovane fenolne kiseline, kao i flavonoidi. Od File:Melissa_officinalis_-
fenolnih kiselina najée$¢e su nalazene: rozmarinska, —-K%C3%B6hler%E2%80%93s_Medizin

kafena, hlorogena, ferulinska, galna, sagerinska, al-Pflanzen-094.jpg.

elagna, p-kumarinska, vanilinska i sinapinska

kiselina, dok su apigenin, katehin, rutin, naringin, hesperidin, kvercetin, kemferol i luteolin-7-
0-glukozid najcesce prisutni flavonoidi (Zgérka i Gtowniak, 2001; Lin i sar., 2012; Kamdem i
sar., 2013; Duda i sar., 2015; Shakeri i sar., 2016). U etarskom ulju su predominantno prisutni
oksidovani monoterpeni (geranial, neral, citronelal i geraniol), dok su medu triterpenima
najzastupljenije ursolna i oleanolna kiselina (Ntalli i sar., 2010; Shakeri i sar., 2016).
Zahvaljujuci visokom sadrZaju sekundarnih metabolita, pokazano je da ova biljka poseduje
znacajan bioloSki potencijal: antimikrobni, antioksidativni, anti-inflamatorni, citotoksi¢ni,
antitumorski, antivirusni, hipoglikemijski, anksioliti¢ki, antinociceptivni, spazmoliticki i
neurotropni potencijal. U tradicionalnoj medicini se takode koristi za leCenje dispepsije,
palpitacije, kao ekspektorans i diuretik, a takode smanjuje i glavobolje (Naghibi i sar., 2005;
Shakeri i sar., 2016; Garcia-Risco i sar., 2017). Mati¢njak se takode kao sirup Kkoristi za
smirenje, bolove u ledima, pospesivanje digestije, protiv spazama i nesanice (Sari¢-Kundali¢ i
sar., 2010).

1.5.7. Mentha x piperita L. (pitoma nana)

Mentha x piperita L. (Slika 14) je viSegodiSnji hibrid M. aquatica i M. spicata, sa
horizontalnim rizomom, visok 30-100 cm. Stablo se uzdiZe od osnove ili je pravo, razgranato,
nekada crvenkasto, golo ili sa kratkim, retkim dlakama. Listovi su tamno zelene boje, jajasti do
lancetasti, po obodu nejednako oStro nazubljeni, sa dugackim lisnim drSkama, goli ili na
nali¢ju sa kratkim dlakama (Savulescu i Nyarady, 1961). Grane sa cvetovima su organizovane
kao uski izduZeni klasovi ili subglobularne formacije (Tutin i sar., 1972). Brakteje su uske, bez
dlaka. Cas$ica je cevasta, sa 10 glavnih nerava, u bazi bez dlaka, sa o$trim zupcima i zlezdama.
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Krunica je bez dlaka, gotovo je iste duZine kao i caSica,
ljubiCasto-ruzi¢aste boje. PrasSnici su obi¢no kraé¢i od
krunice. OraSice su objajaste, duzine oko 0,75 mm i Sirine
0,5 mm (Savulescu i Nyarady, 1961).

Jedinke koje nose manje dlaka na svim organima
se Cesto gaje i mogu se naci u prirodi, dok su one sa vise
dlaka u svom indumentumu nastale spontano tamo gde
su prisutne obe roditeljske biljke. Kod njih postoji mnogo
veca varijabilnost u obliku listova i granama koje nose
cvetove, mirisu i ¢esto budu pogreSno klasifikovane kao
Mentha x dumentorum (Tutin i sar., 1972).

Pitoma nana zZivi na livadama, pasnjacima i u
bastama. Rasprostranjena je u Aziji, isto¢noj Evropi, a
introdukovana je u Centralnu Evropu (Savulescu i
Nyarady, 1961).

Fitohemijski sastav ovog hibrida je dobro poznat.
Pronadeno je da se od fenolnih kiselina u njegovom
sastavu nalaze obi¢no rozmarinska, kafena, kafeoihina, : :
hlorogena, ferulinska, galna, elagna, p-kumarinska, p- Slika 14. Morfoloske karakteristike

hidroksibenzojeva, vanilinska i sinapinska kiselina. Medu biljke Mentha x piperita L.
flavonoidima su najzastupljeniji luteolin i njegovi derivati [zvor:

o S N ; ; ; https://commons.wikimedia.org/wiki/
(luteolin-7-0-glukozid i luteolin-0-glukoronid), apigenin, File:Mentha %C3%97 piperita -

katehin i naringin (Zgérka i Gtowniak, 2001; Gudzenko, _K%C3%B6hler9%E2%80%93s_Medizinal-
2013; Kapp i sar., 2013; Mahdavikia i Saharkhiz, 2015; Pflanzen-095.jpg.

Riachi i De Maria, 2015; Pereira i sar., 2016). Jedinjenja

poput a-tujona, a- i [-pinena, limonena, 1,8-cineola, kariofilena, mentona, mentola,
germakrena D, palmitinske kiseline i [-sitosterola su Cesta u etarskim uljima pitome nane
(Ruiz de Castillo i sar.,, 2004; Hossain i sar., 2014). M. piperita je odlican antifungalni,
antibakterijski, antivirusni, insekticidni, antihelmintni, antioksidativni, anti-inflamatorni,
neuroprotektivni, hepatoprotektivni, antidijabeti¢ni, antitumorski i antialergijski agens
(Pérez-Gonzalez i sar., 2019; Almatroodi i sar., 2021). U tradicionalnoj medicini se od ove
biljke pravi €aj koji pospeSuje varenje i diurezu, koristi se protiv nadimanja i stomacnih
spazama, astme, kaslja i reguliSe menstrualni ciklus. Dekokt ove biljke se koristi za lec¢enje
digestivnih bolesti i nadimanja, kao i za le¢enje reumatizma (Sarié¢-Kundalié i sar., 2010; Alexa
isar.,, 2018).

1.5.8. Ocimum basilicum L. (bosiljak)

Ocimum basilicum L. (Slika 15) je jednogodiSnja biljka sa uspravnim stabljikama, visoke

20-60 cm (Savulescu i Nyarady, 1961), ve¢inom busenasto razgranate, najcesce bez dlaka,
rede gusce pokrivene dlakama. Listovi su jajasti do skoro rombic¢ni. Na vrhu su $iljati, celog
oboda, grubo do proredeno testerasto nazubljeni. Kod mnogih vrtnih formi listovi su goli, sa
tri do sedam pari lu¢no povijenih bo¢nih nerava. Cvetovi imaju kratku cvetnu drsku, i ve¢inom
ih je po Sest sloZeno u prividne prsljenove, postavljene jedan iznad drugog na rastojanju
duZine brakteja. CaSica je jajasta, dvousnata, zelena, sa veoma istaknutom mreZastom
nervaturom. Vise ili manje je pokrivena dlakama. Casi¢na cev je vrlo kratka, sa skoro
okruglom, nedeljenom gornjom usnom, dok je donja nesto duza, deljena na Cetiri lancetasta
reznja. Krunica je crvenkasta ili Zuckasto-bela. Kruni¢na cev je kratka, zatvorena u casici.
Gornja usna je Siroka, tupa, deljena u Cetiri reznja, dok je donja nesSto duza, neznatno
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ispupcCena, katkad slabo nazubljena, pravo ispruzena.
Prasnici leZze na donjoj usni krunice (Dikli¢, 1974),
slabo su uzdignuti na gore (Savulescu i Nyarady, 1961).
Orasica ima Cetiri, jajastog su oblika, dugacke 1,5-2
mm, tamno mrke do crne boje (Dikli¢, 1974). U vlaznoj
sredini dolazi do pojave miksokarpije (Nazir i Wani,
2021).

Bosiljak raste u severnoj Indiji, juznoj Aziji i
severoistoCnoj Africi, kao i u tropskom delu Amerike, a
kultivisan je u umerenoj zoni obe hemisfere (Dikli¢,
1974).

Hemijska karakterizacija ove biljke je pokazala
da su fenolna jedinjenja zastupljena u visokom
procentu, ali takode ima i visok sadrzaj mono- i
seskviterpena (Dev i sar, 2011). Medu fenolnim
kiselinama su najceS¢e identifikovane rozmarinska,
kafena, hlorogena, ferulinska, galna, protokatehinska,
p-hidroksibenzojeva, p-kumarinska, siringinska, 2,5-
dihidroksibenzojeva i vanilinska kiselina (Zgorka i
Glowniak, 2001; Kivilompolo i Hyétyldinen, 2007;  Slika 15. Morfoloske karakteristike
2009; Elansary i sar., 2020a). Ipak, na osnovu pretrage biljke Ocimum basilicum L.
literature se moZe zakljuliti da je hemijski sastav lzvor: N

. e . e e ey https://commons.wikimedia.org/wiki/F
etarskog ulja ove biljke intenzivnije izu¢avan u odnosu {e:Ocimum basilicum Blanco?2 407-
na ekstrakte. U etarskom ulju je predominantno _cr0pped-l'p_g-
zastupljen linalol, kao i 1,8-cineol, mada su prisutni i
kamfor, B-sitosterol, kao i palmitinska, linolna i linoleinska kiselina (Ismail, 2006; Filip i sar.,
2014; Kadan i sar., 2016). Do sada je potvrdeno da bosiljak ima antimikrobnu,
antioksidativnu, anti-inflamatornu, citotoksi¢nu, antiproliferativnu, antihipertenzivnu,
vazorelaksantnu, anksioliticku, sedativnu i hipoglikemijsku aktivnost (Naghibi i sar., 2005;
Beric¢ i sar., 2008; Miraj i Kiani, 2016; Elansary i sar., 2020a). U narodnoj medicini se ¢aj od
bosiljka koristi protiv zapaljenja uha i prehlade, bubreznih oboljenja (Sari¢-Kundali¢ i sar.,
2010) i upala urinarnog trakta. Diuretik je i ekspektorans, a koristi se i kao sedativ (Naghibi i
sar., 2005; Miraj i Kiani, 2016).

1.5.9. Origanum majorana L. (slatki majoran)

Origanum majorana L. (Slika 16) je jednogodisnja, dvogodiSnja ili viSegodiSnja zeljasta
biljka, sa karakteristicnom aromom. Raste u obliku poluzbuna visine 20-60 cm. Stabljika je
uspravna, Cetvorougaona na popre¢nom preseku, razgranata, (Garland, 2004), tanka, dlakava,
zelena sa crvenim pegama (Vasudeva, 2015). Listovi su naspramni, beli¢asto-sive do zelene
boje, Siroki, elipsasto jajasti, donji neSto izduZeniji, na vrhovima tupi ili zaSiljeni, okrugli do
tanji u bazi, prekriveni Zlezdanim dlakama (Hedge, 1972; Garland, 2004). Brakteje su sivo-
zelene boje, ljuspaste. U pazuhu brakteja se nalazi po dva petoclana, sitna cveta bele ili bledo
roze boje (Savulescu i Nyarady, 1961; Hedge, 1972). Cvetovi su u prirodi hermafroditni
(Vasudeva, 2015). Casica je redukovana na jedan objajasti list tako $to su se dva donja ¢asi¢na
listica redukovala, a tri gornja su srasla. Krunica je dvousnata, bela, bledo ljubicasta ili
crvenkasta, sa viSe ili manje jednakim reznjevima (Savulescu i Nyarady, 1961). Plod je oraSica
veli¢ine 0,75-1 mm, glatka, jajasta, svetlo braon boje (Savulescu i Nyarady, 1961; Hedge,
1972).
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Slatki majoran raste u severnoj
Africi, juznoj i zapadnoj Aziji, juznoj
Evropi i Mediteranu, a u ostalim delovima
sveta se gaji. U veoma toplim krajevima
biljka Zivi viSe od dve godine, dok je u
hladnijim  krajevima  jednogodi$nja. §
Uzgaja se u vrtovima (Deans i Svoboda,
1990), ali je osetljiva na hladno¢u i mraz
(Vasudeva, 2015).

Nadzemni deo slatkog majorana je
aromati¢an. Nadeno je da su fenolne
kiseline poput rozmarinske, hlorogene,
kafene, kaftarne, ferulinske, galne, p-
kumarinske, 2-hidroksicimetne,
protokatehinske, p-hidroksibenzojeve, £
2,5-dihidroksibenzojeve, siringinske i el
vanilinske Kkiseline u visokom procentu
prisutne u ovoj biljci. Takode, u ovoj biljci ori .

R - o : riganum majorana L.
su Cesti i flavonoidi luteolin i luteolin-7-0- lzvor
glukozid, rutin, hesperetin, apigenin, https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Icones_plant
amentoflavon,  naringin,  naringenin, arum_medico-oeconomico-
diosmetin, katehin, kemferol i kvercetin, a technologicarum_cum_earum_fructus_ususque_descripti
nadeni su i kumarini (Zgérka i Gtowniak, one_%3D_(Tab._122)_{8096970445).jpg.
2001; Sellami i sar., 2009; Hossain i sar., 2011; Roby i sar., 2013; Bina i Rahimi, 2017;
Sharifi-Rad i sar., 2020). Takode, diterpenski fenoli, poput karnozinske kiseline i karnozola,
kao i triterpen ursolna kiselina su u velikoj meri prisutni u ovoj biljci (Vagi i sar., 2005; Bina i
Rahimi, 2017). Istrazivanja su pokazala da ova biljka ima visok antioksidativni,
antiproliferativni, antitumorski, anti-inflamatorni, antimikrobni, neuro-, kardio- i
hepatoprotektivni potencijal (Bina i Rahimi, 2017; Garcia-Risco i sar., 2017; Aseyd Nezhad i
sar., 2019; Sharifi-Rad i sar., 2020). Majoran se koristi kao terapeutsko sredstvo i zacin, a od
listova se moZe praviti salata. U lekovite svrhe se beru cvetovi ili cela biljka za vreme cvetanja.
Njegov miris i ukus je doprineo da bude cenjen u antickoj Gr¢koj i Rimu, gde se od ove biljke
pravilo vino (Meyers, 2005). U Srbiji se u narodnoj medicini koristi sveZ ili kao infuz protiv
upale grla, pneumonije i kao sedativ (Janackovié i sar., 2019).

Slika 16. Morfoloske karakteristike biljke

1.5.10. Origanum vulgare L. (vranilovka, vranilova trava)

Origanum vulgare L. (Slika 17) je visSegodisnja zeljasta biljka. Rizom je horizontalan, sa
podzemnim stolonama i mnogobrojnim koncastim korenovima. Izdanak je uglavnom snaZzan,
aromatican, tamnozelene boje, ¢esto purpurno-ljubicast do mrko-crven. Stabljika samo pri
osnovi delimi¢no leZi na zemlji, ostalim delom je uspravna, kruta i visoka 20-50, nekad i do 80
cm. Sa donjih nodusa, iz pazuha listova polaze kratki sterilni izdanci, a sa gornjih nodusa -
cvasti. Listovi su sa lisnom drskom. Liska je jajasta, nenazubljena ili nejasno nazubljena. Pri
osnovi je jasno suzena u drsku, na vrhu uglavnom tupa, sa dva do pet pari lu¢no savijenih
bocnih nerava. Brakteje su najceSc¢e sedece, jajaste (Savulescu i Nyarady, 1961; Tutin i sar.,
1972; Dikli¢, 1974), ¢esto purpurne. Cvetovi su sa kratkom cvetnom drskom. Casica je
zvonasta, nesto krac¢a od brakteja. Casi¢na cev je levkasta, spolja ve¢inom gola, dok se u Zdrelu
nalaze dugacke dlake. Ima 13 slabo istaknutih nerava. Ca$i¢ni zupci, kojih ima pet, su za
polovinu krad¢i od cevi, trouglasti. Krunica je dvousnata, cevasta, svetlo jarko crvene do tamno
crvene boje. Kruni¢na cev je uocljivo duza od caSice. Stubi¢ duzinom nadmasuje prasnike i ima
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neznatno nejednake reZnjeve Ziga. OraSice su izduZeno
jajastog oblika, duzine oko 1 mm, glatke, mrke boje
(Savulescu i Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974).

Vranilovka Zivi na suSnim obroncima, livadama, u
svetlijim listopadnim Sumama, Sikarama, na Sumskim
proplancima, do 2000 m nadmorske visine.
Rasprostranjena je u Evropi i Aziji (Savulescu i Nyarady,
1961; Dikli¢, 1974). Prirodno staniSte vranilovke u Srbiji
predstavljaju  brdsko-planinske  oblasti, a njeno
sakupljanje iz prirode je zakonom ograniceno (Popovi¢ i
sar., 2010).

0. vulgare je bogat fenolnim jedinjenjima, posebno
fenolnim kiselinama i flavonoidima kao Sto su:
rozmarinska, kafena, kafeoilhina, hlorogena, cimetna,
galna, p-kumarinska, 2,5-dihidroksibenzojeva,
protokatehinska, vanilinska i sinapinska Kkiselina;
hiperozid, luteolin, luteolin-7-0-glukozid, luteolin-O-
glukuronid, rutin, apigenin, naringin, kvercetin, kvercitrin
i kemferol (KuliSi¢ i sar., 2006; Kivilompolo i Hyotyldinen,
2007; 2009; Hossain i sar., 2011; Miron i sar., 2011;
Martins i sar., 2014; Oniga i sar., 2018). Zahvaljujuci
Sirokom opsegu jedinjenja nadenih u ovoj biljci, ona

B 23, Origan puldaive. Origanum vulgare L.

Slika 17. MorfoloSke
karakteristike biljke Origanum

. . s . S s . . vulgare L.

ispoljava veliki broj bioloSkih aktivnosti, poput I‘Zvor_
antioksidativne, antiproliferativne, citotoksine,  htps://commons.wikimedia.org/wi
antitumorske, vazoprotektivne, hepatoprotektivne,  ki/File:254_Origanum_vulgare_L.jpg.

antidijabeti¢ne, anti-inflamatorne, imunomodulatorne i

antimikrobne aktivnosti, kao i aktivnost u zarastanju rana (Han i Parker, 2017; Pezzani i sar.,
2017; Oniga i sar., 2018; Sharifi-Rad i sar., 2020). Njena lekovita svojstva su odavno poznata -
¢ak ju je Plinije Stariji opisao kao odli¢an lek za poboljSanje varenja, dok su je drevni Egipc¢ani
takode koristili u lecenju, ali i za dezinfekciju (Popovi¢ i sar., 2010). U danasSnje vreme,
vranilovka se koristi kao ¢aj za leCenje gastrointestinalnih i respiratornih bolesti, nesanice,
prehlade, bronhitisa, reumatizma, glavobolje, kao antiseptik i diuretik, a u Srbiji se takode
koristi i za le¢enje infekcija urinarnog trakta (Naghibi i sar., 2005; Sari¢-Kundali¢ i sar., 2010;
Savikin i sar., 2013; Jari¢i sar., 2014).

1.5.11. Rosmarinus officinalis L. (sinonim Salvia rosmarinus Spenn., ruzmarin)

Rosmarinus officinalis L. (Slika 18) je zimzelen, veoma aromati¢an Zbun. Stablo je sive
boje, kao i grane, veoma je razgranato, visine 60-150 cm (Savulescu i Nyarady, 1961). Mlade
grane su tupo Cetvorougaone na preseku, prekrivene dlakama. Listovi su dekusirani, pazusno
se razvijaju kratki boc¢ni izdanci sa cvetovima, bledo do tamno zelene boje, pokriveni
pojedinacnim, vrlo sitnim zvezdastim dlakama (Savulescu i Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974). Na
nali¢ju listova se uocava veoma razvijeni srednji nerv (Savulescu i Nyarady, 1961). Po 5-10
cvetova je sloZeno na vrhu kratkih boc¢nih izdanaka u pazuhu listova. Cvetovi su sede¢i ili sa
kratkom cvetnom drSkom. Cvetne drske, kao i linearne brakteole su gusto pokrivene sivim
dlakama. Cagica je dvousnata, zvonasta, sa 8-12 nerava, mrko-zelena, siva. Gornja usna je
konkavna, sa tri kratka zupca, dok je donja dvoreZnjevita. Krunica je dvousnata, plavo-
ljubicasta, rede bela, spolja pokrivena proredenim dlakama. Kruni¢na cev je kratka, nesto
duZa od caSice. Gornja usna je neznatno unazad povijena, na vrhu duboko urezana. Donja usna
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je neSto duza od gornje, troreznjevita, sa srednjim
reznjem koji je veliki, konkavan, nazubljen, pri
osnovi gotovo suzen u drsku, naniZe oboren. Kao i
kod vrste Salvia officinalis, prasnika ima dva i
mnogo su duZi od gornje usne krunice. Plodnik je
duboko cetvororeznjevit (Dikli¢, 1974). U bazi
plodnika se nalazi disk sa nektarijama (Savulescu i
Nyarady, 1961). Stubi¢ je dugacak, visoko
postavljen. OraSice su obrnuto jajaste, dugacke 1,5-
2 mm, glatke, braon boje (Dikli¢, 1974).

Pre razvoja molekularne filogenetike, grane
filogenije koja proucava geneticke, nasledne razlike
prevashodno u genomskoj sekvenci sa ciljem
dobijanja informacija o evolucionim odnosima
izmedu razlic¢itih organizama, primarni kriterijum
klasifikacije organizama je bila morfoloska sli¢nost
(Yang i Rannala, 2012). Medutim, razvoj
molekularne biologije je u velikoj meri uticao i na
razvoj znanja na polju evolucije, samim tim i
sistematike. Zahvaljuju¢i Karlu Lineu, Zzalfija i

Slika 18. Morfoloske karakteristike
biljke Rosmarinus officinalis L.

ruzmarin su od 1753. godine Kklasifikovani u dva Izvor:
razli¢ita roda budu¢i da izmedu njih postoje https://commons.wikimedia.org/wiki/
uolljive morfoloske razlike. Medutim, 2017. je File:Rosmarinus_officinalis_-

_K%C3%B6hler%E2%80%93s_Medizinal-

pokazano da je R. officinalis L. jednako srodan S. Pflanzen-258,jpg.

officinalis L. kao i druge vrste roda Salvia, zbog Cega
je uradena reklasifikacija ovog roda, a ruzmarinu je promenjen naziv u Salvia rosmarinus
Spenn. (Drew i sar., 2017; Roma-Marzio i Galasso, 2019).

Ruzmarin naseljava makiju sredozemne oblasti, gde Cesto raste kao Zbun. Bududi da je
znacajna zacinska biljka, gaji se u vrtovima i baStama, dok na osuncanim stenovitim obalama
Mediterana raste spontano (Savulescu i Nyarady, 1961). Areal rasprostranjenja ove biljke je
juzna Evropa, od juZne Francuske do Grcke, zapadna obala Male Azije i severna Afrika. U Srbiji
se Cesto gaji u vrtovima (Dikli¢, 1974).

Najc¢eSca identifikovana grupa jedinjenja u ruzmarinu su polifenolna jedinjenja,
posebno fenolne Kkiseline poput rozmarinske, kafene, hlorogene, ferulinske, galne, p-
kumarinske, p-hidroksibenzojeve, siringinske i vanilinske kiseline (Zgérka i Gtowniak, 2001;
Kivilompolo i Hyo6tyldinen, 2007; 2009; De Macedo i sar., 2020). Takode, flavonoidi poput
eriocitrina, apigenina, luteolin-7-0-glukozida i luteolin-3’-0-B-D-glukuronida, hispidulina,
hesperidina, diosmina i genkvanina, kao i neki terpeni karnozol, betulinska, oleanolinska,
ursolna i karnozinska kiselina su ¢esto identifikovani u listovima, cvetovima, stablu i korenu
ruzmarina (Hossain i sar., 2011; Kontogianni i sar., 2013; De Macedo i sar., 2020). Zahvaljujuci
bogatom sastavu sekundarnih metabolita, ruzmarin ispoljava veliki broj bioloskih aktivnosti:
antioksidativna, antibakterijska, antivirusna, anti-inflamatorna, antispazmodijska, diureticna,
hiperglikemijska i hemopreventivna aktivnost, kao i efekat inhibicije oslobadanja insulina i
aktivnost u zarastanju rana (Andrade i sar. 2018; Pérez-Gonzalez i sar., 2019; De Macedo i
sar., 2020). Od ruzmarina se u narodnoj medicini pravi ¢aj za leCenje anemije, migrene,
reumatizma, rana, osipa, dispepsije, problema sa cirkulacijom, kao i za smirenje, a koristi se i
kao antiseptik. Diuretik je, holagog i analgetik (Naghibi i sar., 2005; Sari¢-Kundali¢ i sar.,
2010).
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1.5.12. Salvia officinalis L. (Zalfija)

Salvia officinalis L. (Slika 19) je poluzbun
Ciji izdanak leZi na zemlji ili se izdiZe i veoma je
razgranat. Kora grana je sivo mrka i ljusti se.
Izdanak je zelene boje, bez sjaja, vise ili manje je
prekriven belim dlakama. Stabljika je uspravna ili
se izdize, visoka 20-70 cm, dobro razvijena, na
poprecnom preseku je gotovo okrugla. U donjem
delu je ljubicaste boje, ve¢inom gusto pokrivena
belim dlakama. Iz pazuha listova obi¢no polaze
kratki sterilni bo¢ni izdanci. Listovi su delimi¢no
zimzeleni i Cvrsti. Liska je izduZeno jajasta do
lancetasta, rede elipsasta. Nenazubljena je ili duz
celog oboda vrlo fino tupo nazubljena. Mladi list je
gusto pokriven sivim dlakama, a kasnije, posebno
na licu, one se gotovo u potpunosti gube. Stariji
listovi su fino naborani, sa perasto-mrezastom
nervaturom. Brakteje su jajaste, na vrhu oStro : / \
Siljate. U vrSnom delu, brakteje su zeljaste, pri i o \ o
osnovi viSe ili manje opnaste, otpadaju pre  slika 19. Morfolo$ke karakteristike biljke
zrelosti biljke (Dikli¢, 1974). Sest do 20 cvetova je Salvia officinalis L.
slozeno u Sest do osam prsljenova postavljenih Izvor:
jedan iznad drugog, koji su razmaknuti najmanje https://www.flickr.com/photos/biodivlibrary
za duZinu cveta. Ca$ica je cevasto zvonasta, zelena /6972241336/.
ili katkad ljubicasta, sa 15 nerava, izmedu kojih je duboko izbrazdana. DuZ nerava i oboda je
prekrivena kratkim dlakama, skoro do sredine je podeljena na dve podjednako dugacke usne.
Krunica je svetlo ljubicaste boje, rede bela, oko 2,5 puta duZza od ¢aSice. Kruni¢na cev je prava i
postepeno se Siri na vrhu. Karakteristicno za ovaj rod jeste postojanje dva prasnika. Orasice su
gotovo loptaste, veli¢ine 2-3 mm, glatke, mrke boje (Savulescu i Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974).

Zalfija raste na su$nim, kre¢njackim, kamenitim povrsinama. Rasprostranjena je u
mediteranskom delu juzne Evrope, od Spanije do severnih Balkanskih zemalja, Male Azije,
severne Sirije. Kultivisana je u celoj Evropi i Severnoj Americi (Dikli¢, 1974). U Srbiji se moZe
nacdi u prirodi, ali se takode i kultivise (Stojanovic¢ i sar., 2015).

Zalfija je bogat izvor fenolnih kiselina, poput sagerinske, salvianolinske, rozmarinske,
kafene, kafeoilhine, hlorogene, ferulinske, cimetne, galne, p-kumarinske, p-hidroksibenzojeve,
vanilinske i siringinske kiseline. Takode, bogata je flavonoidima kao $to su luteolin, luteolin-7-
0-glukozid i luteolin-O-glukuronid, rutin, mircetin, apigenin, naringin, hispidulin i kvercetin
(Zgorka i Glowniak, 2001; Kivilompolo i Hyotyldinen, 2007; 2009; Roby i sar., 2013; Martins i
sar., 2015; Sharma i sar., 2019; Alimpi¢ Aradski i sar., 2021). Pored nabrojanih jedinjenja,
zalfiju karakteriSu jo$S i sagekumarin (trimer kafene Kiseline), eskuletin, karnozol,
karnozinska, betulinska, oleanolinska i ursolna kiselina (Lu i sar., 1999; Roby i sar., 2013;
Martins i sar., 2015; Matos i sar., 2015; Jakovljevi¢ Kovac i sar., 2021). Potvrdene su njene
brojne  farmakoloske  aktivnosti,  ukljucuju¢i  antibakterijsku, = antioksidativnu,
antineurodegenerativnu, anti-inflamatornu, antinociceptivnu, antitumorsku, hipoglikemijsku,
antidijabeti¢nu, hipolipidemijsku i antimutagenu aktivnost (Vukovi¢-Gaci¢ i sar., 2006;
Ghorbani i Esmaeilizadeh, 2017; Sharma i sar., 2019; Jakovljevi¢ KovaC i sar., 2021). U
narodnoj medicini se ¢aj od Zalfije koristi protiv upale grla, gripa, kaslja, stomacnih bolova i
spazama, infekcija urinarnog trakta i crvenila na koZzi. Takode se koristi za le¢enje bolesti jetre
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i kamena u bubrezima. Dekokt se koristi za ¢iS¢enje krvi, stomacnih bolova i bolova u grlu, dok
se tinktura koristi za smirenje i leCenje nesanice (Sari¢-Kundali¢ i sar., 2010).

1.5.13. Satureja montana L. sensu lato (¢ubur)

Satureja montana L. (Slika 20) sensu lato je s
Zbunasta biljka sa snaZnim, vretenastim korenom. ’
Grane su uspravne ili se izdiZu, visoke su do 50 cm,
na poprecnom preseku tupo cetvorougaone, skoro
okrugle, veoma odrvenele. Izdanak je skoro go,
bledo zelen, u gornjem delu cesto ljubicaste boje.
Listovi su uzano do linearno lancetasti, ravni,
nenazubljeni, viSe ili manje oStro Siljati, bez jasno
izdvojene drske i istaknutih bo¢nih nerava. KoZasti
su, svetlo istackani, na nali¢ju duz oboda pokriveni
dlakama ili goli. Po tri do pet cvetova je sloZeno na
zajednic¢koj drSci u pazuhu gornjih listova stabla.
CaSica je kratko cevasto levkasta. Casi¢na cev ima
10 nejasno istaknutih nerava, a caSi¢ni zupci su
Siljati na vrhu. Krunica je bela, rede ruzicasta ili
ljubicasta. Krunic¢na cev je duza od caSice, zatvorena
u caSici, u vrSnom delu veoma proSirena. Gornja
usna krunice je okruglasta, ravna, donja nesto duza,
troreZnjevita, purpurno istackana. Srednji rezanj je
objajast, ve¢inom neznatno nazubljen, dok su boc¢ni
okruglasti. Prasnici leZe ispod gornje usne krunice,

goli su, a poluantere stoje skoro pod pravim uglom. Stiveia monliva L.
Plodi¢i su okruglasto jajasti, dugacki 10-15 mm,
svetlo mrki, vrlo fino istackani (Dikli¢, 1974). Slika 20. Morfoloske karakteristike

biljke Satureja montana L.

Ova biljka Zivi na susnim staniStima, veoma Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/

toplim kre¢njackim kamenjarima i paSnjacima File:Satureja_montana_-
mediteranskog i submediteranskog tipa.  _Deutschlands_flora_in_abbildungen_nach_de
Rasprostranjena je u Alziru, Portugalu, Spaniji, r_natur_-_vol._20_-_t._17.jpg.

juznoj Francuskoj, severnoj i srednjoj Italiji, na

Balkanskom poluostrvu, Ukrajini i juznoj Rusiji do Kavkaza (Dikli¢, 1974). Novija sistematska
istrazivanja tretiraju S. montana sensu stricto iskljuc¢ivo populacije koje na Balkanskom
poluostrvu rastu od planine Tare na zapad i jug, dok se populacije koje rastu u istocnoj Srbiji,
jugozapadnoj Rumuniji i zapadnoj Bugarskoj tretiraju kao Satureja kitaibelii Wierzb. ex Heuff.
(Dodos i sar., 2019).

U literaturi postoji veliki broj podataka o fitohemijskom sastavu ove biljke, medutim do
sada je pretezno analiziran sastav njenog etarskog ulja, pri ¢emu su p-cimen, terpinen, linalol,
borneol, timol, kariofilen i karvakrol najces¢e identifikovana jedinjenja (Vidovi¢ i sar., 2014;
Maccelli i sar., 2020). U ekstraktima ove biljke su najc¢eS¢e prisutne fenolne Kkiseline, i to
posebno galna, p-hidroksibenzojeva, protokatehinska, hlorogena, vanilinska, kafena,
kafeoilhina, siringinska, sinapinska, salicilna, rozmarinska i ferulinska, kao i slede¢i flavonoidi:
luteolin, luteolin-O-glukuronid, rutin, apigenin i kemferol (Cavar Zeljkovic i sar., 2015; Gido i
sar., 2012; Lopez-Cobo i sar., 2015). NajceSce je ispitana njena antimikrobna aktivnost (kako
antibakterijska, tako i antifungalna), medutim utvrdeni su i njeni antioksidativni,
antineurodegenerativni, antitumorski, antiproliferativni i citotoksi¢ni efekti (Serrano i sar.,
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2011; Marin i sar., 2012; Mihajilov-Krstev i sar., 2014; Cavar Zeljkovic i sar., 2015; Elgndi i
sar., 2017; Vitanza i sar., 2019; Vladi¢ i sar., 2020). Od ove biljke se u narodnoj medicini pravi
¢aj za leenje anemije i ¢i$¢enje krvi (Sari¢-Kundali¢ i sar., 2010). Ranije su opisana njena
antisepti¢na, aromati¢na, karminativna, digestivna i ekspektorantna dejstva, a takode se
koristi i za tretiranje uboda insekata (Pérez-Gonzalez i sar., 2019).

1.5.14. Sideritis scardica L. (Sarplaninski ¢aj)

Sideritis scardica L. (Slika 21) je jednogodiSnja
biljka sa slabo razgranatom stabljikom koja je visoka
20-30 cm i pokrivena gustim dlakama. Listovi su
elipsasti ili lancentasti, sa kratkom lisnom drskom.
Gornji listovi su viSe ili manje sedeci, celog oboda,
jedino na vrhu liske sa nekoliko trnolikih sitnih zubaca.
Cvetovi imaju kratku ¢vrstu drsku, ve¢inom ih je po
Sest slozeno u pazuhu listova. Casica je ¢vrsta, cevasto
zvonasta, sa 10 istaknutih nerava i pokrivena
dugackim dlakama. Krunica je mala, svetloZute boje, a
kada je procvetala ili suva postaje mrka. Gornja usna
krunice je prava, cela ili na vrhu neznatno usecena i
zasvodena, dok je donja troreZnjevita, sa vrlo malim
bo¢nim reznjevima. PraSnici su skriveni u krunici.

Plodi¢i su dugacki oko 1,5 mm, jajasto trouglastog Slika 21. Sideritis scardica L.
oblika, sivomrke boje, na zaobljenoj povrsini rupicavi, Izvor:

na ostalim delovima glatki (Tutin i sar., 1972; Dikli¢, ~ https://commons.wikimedia.org/
1974). wiki/File:Sideritis_scardica.ipg.

Biljka raste na susnim, siromasnim livadama, paSnjacima, kamenjarima, na peskovitim
stani$tima, Cesto i u usevima. Zastupljena je u mnogim asocijacijama na oskudnom, toplom
suSnom zemljiStu. Rasprostranjena je u Evropi, Sredozemlju, centralnoj i jugozapadnoj Aziji i
severnoj Africi (Dikli¢, 1974), mada se ipak smatra endemi¢nom vrstom Balkana (Ognyanov i
sar., 2021). Na Balkanu je rasprostranjena u Srbiji (na pojedinim lokalitetima Sar planine),
Albaniji, Bugarskoj, Severnoj Makedoniji, Gr¢koj i Turskoj (Petrova i Vladimirov, 2010).

Literaturni podaci o fitohemijskom sastavu ove biljke su relativno oskudni, mada je
pokazano da su medu isparljivim komponentama S. scardica u najve¢em procentu zastupljeni
diterpeni (Karapandzova i sar., 2013) i oksidovani monoterpeni (Tadi¢ i sar., 2012a), u
zavisnosti od lokaliteta sa kog je uzorkovan biljni materijal. S druge strane, nadeno je da
ekstrakti ove biljke sadrze protokatehinsku, p-hidroksibenzojevu, hlorogenu, vanilinsku,
kafenu, siringinsku, p-kumarinsku, ferulinsku i cimetnu kiselinu, izoskutelarein i njegove
derivate, hipoletin, apigenin, lavandulifoliozid i verbaskozid (Janeska i sar., 2007; Tsibranska i
sar., 2011; Irakli i sar., 2018), a Ceste su i masne kiseline poput palmitinske i laurinske kiseline
(Tadi¢ i sar., 2012a). Opisane su njene bioloSke aktivnosti, izmedu ostalog, antioksidativna,
anti-inflamatorna, gastroprotektivna, citotoksi¢na i antimikrobna, kao i diureti¢na i
analgetska svojstva (Tadi¢ i sar., 2012b; Irakli i sar., 2018; Uritu i sar., 2018). Takode, u
narodnoj medicini se od nadzemnih delova ove biljke pravi dekokt, koji se koristi za lecenje
bronhitisa, kaslja, prehlade i gripa (Kiiltiir, 2007).
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1.5.15. Teucrium chamaedrys L. (podubica)

Teucrium chamaedrys L. (Slika 22) je poluzbun
prijatnog mirisa i gorkog ukusa. Koren je delimi¢no
drvenast, a razvijaju se i podzemne stolone. Stabljika je
uspravna, razgranata, crvenkaste boje, okrugla na
poprecnom preseku, pokrivena dugackim sivim
dlakama. Listovi su sa kratkom lisnom drSkom, gusto
rasporedeni na stablu, rombi¢no jajasti do elipsasti.
Nali¢je liske je svetlije, sa istaknutom perastom
nervaturom. Cvetovi stoje uspravno na srazmerno
dugackim drSkama, po dva do Sest ih je sloZeno u
pazuhu brakteja. CaSica je cevasto zvonasta, cesto
crveno-ljubiCaste boje, pokrivena kratkim dlakama.
Casi¢nih zubaca ima pet, trouglasti su i duz oboda
dlakavi. Krunica je ve¢inom bledo crvena, rede bela.
Donja usna krunice je pokrivena dlakama, srednji
rezanj vecinom okrugao, bo¢ni su Siljati i savijeni
naviSe. Prasnici i stubi¢ duzinom daleko nadmasSuju
krunicu. Plodiéi su jajasti, dugacki 1,5-2 mm (Savulescu
i Nyarady, 1961; Tutin i sar., 1972; Dikli¢, 1974).

Podubica Zivi na suSnim kamenjarima, narocito
na krecnjaku, na pasSnjacima, u svetlim hrastovim i
borovim Sumama, na osulinama, livadama i drugim
mestima. Rasprostranjena je u srednjoj Aziji,

Slika 22. Morfoloske karakteristike
biljke Teucrium chamaedrys L.

Sredozemnoj oblasti, zapadnoj Aziji i severnoj Africi [zvor:
(Dikli¢, 1974). U Srbiji je najceS¢e nalaZen predstavnik  https://commons.wikimedia.org/wiki/
roda Teucrium i to na kamenitim, kre¢njackim ili File:Teucrium_chamaedrys_-

peskovitim povr§inama, pri ¢emu je zabeleZeno da -English_botany, or, Coloured_figures_o
N . vs . . f British_plants_-_vol._7_-_t._1094.jpg.
moZe da naseljava Sirok opseg nadmorskih visina - od

ravnica do 1.500, a nekada ¢akido 2.100 m n.v. (LakuSi¢ i sar., 2010).

Ranija istrazivanja su pokazala da je etarsko ulje podubice sa teritorije Crne Gore
bogato pre svega trans-a-bergamotenom, germakrenom D, kariofilen oksidom, a-pinenom i
limonenom-(Kovacevic i sar., 2001), dok ulje ove biljke poreklom iz Turske pored nabrojenih
jedinjenja sadrZi i velike koliCine S-kariofilena, 6-kadinena i biciklogermakrena (Bagci i sar.,
2010). Fitohemijska analiza je pokazala da su nadzemni delovi ove biljke bogati flavonoidima i
fenolnim kiselinama, poput izokvercitrina, kvercitrina, rutina, luteolina i p-kumarinske
kiseline (Vlase i sar., 2014), kao i terpenima (Hao i sar., 2013). Takode, analizom hemijskog
sastava ekstrakata je ustanovljeno da je T. chamaedrys bogat izvor sekundarnih metabolita
poput teukrina A, dihidroteugina, teukroksida, sispirensina A, verbaskozida, teurinozida, kao i
teuhamedrina D (Elmastas i sar., 2015). IstraZivanja su pokazala da ova biljka poseduje
antioksidativni, antimikrobni, anti-inflamatorni, analgetski, genotoksi¢ni i antimutageni
potencijal (Pourmotabed i sar., 2010; Stankovi¢ i sar., 2010; MiloSevi¢-Pordevi¢ i sar., 2013;
Vlase i sar., 2014; Faiku i sar., 2019). U narodnoj medicini se ¢aj od podubice koristi za lecenje
spazama i dijareje (Sari¢-Kundali¢ i sar., 2010), kamena u mokraénoj besici i dispepsije.
Pokazano je da ingestija infuza ove biljke dovodi do pozitivhog efekta u lecenju akutnog
hepatitisa (Naghibi i sar., 2005). S druge strane, u Srbiji se koristi kao antipiretik i za lecenje
digestivnih tegoba (Savikin i sar., 2013; Jari¢ i sar., 2014).
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1.5.16. Teucrium montanum L. (trava iva)

Teucrium montanum L. (Slika 23) je
viSegodisnja biljka sa snaznim,
vretenastim  korenom  (Savulescu i
Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974). Stabljika sa
granama je tanka, visine 5-25 cm, na
poprecnom preseku okrugla, sivomrka.
Listovi su nenazubljeni, duz oboda uvijeni.
Lice lista je tamno zeleno, glatko ili gusto
pokriveno dlakama, dok je nali¢je uvek
gusto pokriveno belim dlakama (Dikli¢,
1974). Brakteje lice na listove (Tutin i sar.,
1972). Cvetovi su sa kratkom cvetnom
drskom, grupisani po jedan do tri u
pazuhu listova. Casica je cevasto zvonasta,
pri osnovi neznatno trbusasto proSirena,
sa pet viSe-manje jednakih zubaca.
Krunica je zuckasta, oko dva puta duza od
CaSice. Krunic¢na cev je iste duzine ili neSto
duza od caSice, u vrSnom delu je
proSirena. Srednji rezanj donje usne je

jajast, ceo ili na vrhu neznatno urezan, vise Slika 23. Morfoloske karakteristike biljke
ili manje nazubljen, povijen naniZe. Teucrium montanum L.
Prasnici su duzi od krunice, prasnice su Izvor:

7ute do ljubitasto-mrke boje. Plodi¢i su https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Teucrium_
dugacki oko 2 mm (Savulescu i Nyarady, montanum_0074jpg.
1961; Dikli¢, 1974).

Trava iva raste na kamenitim podruéjima, suSnim kre¢njackim stenama, osulinama,
nanosima, na pasnjacima, u borovim Sumama na krec¢njaku, u brdskom i planinskom pojasu
(Savulescu i Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974). Rasprostranjena je u Evropi i Maloj Aziji, dok je u
Srbiji zabelezena u mnogim biljnim asocijacijama (Dikli¢, 1974) na kamenitim, kre¢njackim
podlogama, posebno juzno od Dunava. Kao i T. chamaedrys, moze da nastani visoke
nadmorske visine, ¢ak do 2.100 m n.v (Lakusi¢ i sar., 2010).

U etarskom ulju ove biljke su predominantni isparljivi seskviterpeni, poput §-kadinena,
B-selinena, kariofilena i a-kalakorena (Vukovi¢ i sar., 2008), a fenolna jedinjenja su takode u
velikoj meri rasprostranjena u ovoj biljci (Stankovi¢ i sar., 2011b). Tako, ispitivanjem
hemijskog sastava T. montanum nadeno je da je bogata luteolinom, rutinom, naringeninom,
rozmarinskom, kafenom, hlorogenom, ferulinskom, galnom, protokatehinskom, siringinskom,
p-kumarinskom, p-hidroksicimetnom, vanilinskom i 2,5-dihidroksibenzojevom kiselinom
(Tumbas i sar., 2004; Kadifkova Panovska i sar., 2005; Canadanovié¢-Brunet i sar., 2006; Nasti¢
i sar., 2018). Jedna od najce$c¢e proucavanih bioloskih aktivnosti ove biljke jeste antimikrobna,
mada je pokazano da ova biljka poseduje i antioksidativni, antimutageni, antitumorski,
apoptotski i genotoksi¢ni potencijal (Canadanovié—Brunet i sar., 2006; Vukovi¢ i sar., 2008;
Stankovic i sar., 2011a; 2011b; MiloSevi¢-Dordevic i sar., 2013; Nikodijevic¢ i sar., 2016; Nasti¢
i sar., 2018). Caj od ove biljke se u narodnoj medicini koristi za le¢enje spazama i ¢i$éenje krvi
(Sari¢-Kundali¢ i sar., 2010). Kao i T. chamaerdys, u Srbiji se koristi za le¢enje digestivnih
tegoba i kao antipiretik, a takode se koristi i u etnoveterini (gavikin i sar., 2013; Jaric¢ i sar.,,
2014).
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1.5.17. Thymus serpyllum L. (majkina dusSica)

Thymus serpyllum L. (Slika 24) je viSegodiSnja
zeljasta biljka visine 20-30 cm (Cancarevié i sar.,,
2013), sa dugackom, pri osnovi odrvenelom
stabljikom u vidu izduZenih stolona, koja razvija
adventivne korenove. Listovi su mali, ¢vrsti, kruti,
uzano elipsasti, na vrhu zaokrugljeni. Na licu i
nali¢ju listova odsustvuju dlake, dok se duz oboda
listova nalaze dugacke dlake. Cvetne grane su
pokrivene dlakama i razvijaju se duZz poloZenog
stabla u nizovima. Cvetovi su sloZeni na vrhu grana u
okruglaste, rede izduzene cvasti (Savulescu i
Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974). Casica je zvonasta,
pokrivena dlakama, a krunica je ljubicaste boje
(Tutin i sar., 1972).

Majkina dusSica raste na peskovitm mestima,
osuncanim padinama i brezuljcima, kao i po ivici
Suma (Savulescu i Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974). Za
rast joj je potrebno dosta toplote i sunceve svetlosti,
te se zato Cesto pronalazi na kamenitim povrSinama
(Cancarevi¢ i sar, 2013). Th. serpyllum je
kontinentalno-evropska vrsta, rasprostranjena u

¢

severnoj i centralnoj Evropi, a takode se pominje u Slika 24. Morfoloske karakteristike

flori Velike Britanije, Spanije, Bugarske, Srbije i biljke Thymus serpyllum L.
zemljama skandinavskog regiona. U Srbiji je Izvor:
rasprostranjena u Vojvodini, posebno na Fruskoj https://commons.wikimedia.org/wiki/
gori (Dikli¢, 1974; Cancarevié i sar., 2013). File:255_Thymus_serpyllum_L.jpg.

Fitohemijski sastav ove biljke je dobro izu¢avan. Njeno etarsko ulje je bogato fenolnim
monoterpenima, predominantno timolom i karvakrolom (Canéarevié i sar.,, 2013; Nikoli¢ i
sar., 2014; Jari¢ i sar., 2015). S druge strane, najcesc¢e detektovana fenolna jedinjenja u ovoj
biljci su flavonoli poput kvercetina, apigenina, luteolina, luteolin-7-0-glukozida, luteolin-0-
glukuronida, eriocitrina i fenolne kiseline poput rozmarinske, kafene, kafeoilhine, hlorogene,
p-kumarinske, p-hidroksibenzojeve kiseline, kao i salvianolinske kiseline I i K (KuliSi¢ i sar.,
2006; Miron i sar., 2011; Jovanovi¢ i sar., 2017). Zahvaljuju¢i bogatom fitohemijskom sastavu,
ova biljka poseduje znacajan farmakoloSki potencijal pri ¢emu su u brojnim nauc¢nim
radovima pokazana njena antioksidativna, antimikrobna, anti-inflamatorna, antitumorska i
citotoksicna dejstva (Algieri i sar., 2014; Nikoli¢ i sar., 2014; Jari¢ i sar., 2015). Majkina dusSica
je jedna od najces¢e koriscenih lekovitih biljaka u Srbiji (Daji¢ Stevanovi¢, 2011), ali i u
drugim delovima sveta, pri ¢emu je joS u drugom veku nove ere Dioskorid napisao: ,svi znaju
za majkinu duSicu”“ (Jari¢ i sar., 2015). Ova biljka se koristi u formi infuza, dekokta, tinktura i
sirupa kao ekspektorans, dezinfekciono sredstvo, sedativ, protiv prehlada i nadimanja.
Poboljsava cirkulaciju krvi i Cesto se koristi za leCenje bolesti i problema gastrointestinalnog i
respiratornog sistema (Naghibi i sar., 2005; Cancarevié i sar., 2013; Savikin i sar., 2013; Jari¢ i
sar., 2015).

1.5.18. Thymus vulgaris L. (timijan)

Thymus vulgaris L. (Slika 25) je poluzbun visine 20-30 cm. Grane su debele i odrvenele,
uspravne ili poloZene, veoma razgranate (Savulescu i Nyarady, 1961). Cvetne grane su
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ravnomerno pokrivene sa svih strana kratkim
dlakama. Donji listovi na cvetnim granama su
povijeni unazad i izgledaju linearno. Ostali
listovi imaju kratku lisnu drsku, na licu su goli,
dok na nali¢ju imaju kratke dlake (Dikli¢, 1974).
Brakteje su sli¢ne listovima, ali su neSto Sire i
nekada sa ravnim obodom, sivo-zelene boje
(Tutin i sar., 1972). Cvasti su izduZene, a cvetovi
su mali, ruzicasti, veoma aromaticni (Savulescu i
Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974). CaSica je
nazubljena: zupci na gornjoj usni caSice su
kratko trouglasti. Gornja usna Kkrunice je
dvoreznjevita, donja troreznjevita (Savulescu i
Nyarady, 1961; Dikli¢, 1974). OraSice su male,
mrke boje (Savulescu i Nyarady, 1961).

Timijan je biljka poreklom sa Mediterana
(Spanija, Portugal, Gréka i Francuska), mada je
introdukovana i u ostale delove Evrope, u Aziju,
Afriku i Severnu Ameriku (Tutin i sar., 1972;
Dikli¢, 1974; Cancarevié i sar., 2013). U Srbiji je
najrasprostranjenija na teritoriji Vojvodine.
Budui da je biljka toplog podneblja, timijan je Slika 25. Morfoloske karakteristike biljke

dobro prilagoden na visoke letnje temperature, Thymus vulgaris L.

a relativno je otporan i na mrazeve u toku zime, Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/
dok slabo podnosi vlaznu sredinu. NajviSe mu File:Thymus_vulgaris_-
odgovara osuncana povrsina koja je zaklonjena -K%C3%B6hler%E2%80%93s_Medizinal-

od vetra (Cancarevié¢ i sar., 2013). Pflanzen-271pg.

Fitohemijski sastav timijana je detaljno izucavan, pri ¢emu je pokazano da poseduje
veliku raznovrsnost fenolnih jedinjenja, ali i drugih sekundarnih metabolita. U etarskom ulju
ove biljke se nalaze znacajne kolic¢ine isparljivih jedinjenja poput timola, y-terpinena, p-
cimena, 6-karena i kariofilena (Boruga i sar., 2014). Eriocitrin, luteolin i njegovi derivati,
apigenin, rutin, kvercetin, rozmarinska, kafena, kafeoilhina, hlorogena, ferulinska, cimetna,
galna, p-kumarinska, p-hidroksibenzojeva, siringinska i vanilinska kiselina su samo neke od
najceS¢e identifikovanih fenolnih jedinjenja u nadzemnim delovima ove biljke (Zgoérka i
Glowniak, 2001; KuliSi¢ i sar., 2006; Kivilompolo i Hyotyldainen 2007; 2009; Roby i sar., 2013;
Pereira i sar, 2016). Takode, dokazane su brojne bioloske aktivnosti timijana poput
antioksidativne, antimikrobne, antitumorske, anti-inflamatorne, antidijabeti¢ne, hepato- i
neuroprotektivne, kao i imunomodulatorne aktivnosti (Canéarevié i sar,, 2013; Boruga i sar.,
2014; Nikoli¢ i sar., 2014; Abdelli i sar., 2017; Aljarah i Hameed, 2018; El-Boshy i sar., 2019).
Timijan ima jaku, prepoznatljivu aromu i koristi se kao zacin (Savulescu i Nyarady, 1961;
Dikli¢, 1974), a odbor Evropske Agencije za hranu i lekove (engl. Herbal Medicinal Product
Committee) svrstava herbu i etarsko ulje timijana u biljne lekove koji se Kkoriste kao
ekspektorans kod kaslja udruzenog sa prehladom (Cancarevié i sar., 2013). U mediteranskim
zemljama se za ekstrakciju etarskog ulja upotrebljava nadzemni deo biljke koji se zatim u
narodnoj medicini koristi kao tonik, adstringens i stimulans (Savulescu i Nyarady, 1961).
Preparati timijana imaju primenu u le¢enju poremecaja digestivnog i respiratornog sistema,
bakterijskih infekcija, bolesti desni, zuba, inflamatornih procesa usne duplje, kao i za
zarastanje rana (Canéarevic’ i sar., 2013; Janackovic¢ i sar., 2019).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Biljke familije Lamiaceae imaju Sirok areal rasprostranjenja, a etnobotanicke studije su
pokazale da su pojedini predstavnici ove familije od davnina cenjeni i koriS¢eni u
tradicionalnoj medicini (preteZno kao tinkture i ¢ajevi) i kulinarstvu kako u svetu, tako i u
Srbiji. lako su one do sada ve¢ bile predmet mnogih savremenih naucnih istrazivanja,
pretragom literature je ustanovljeno da su lekovite biljke familije Lamiaceae sa teritorije
Srbije samo delimi¢no ispitane sa aspekta fitohemije i bioloske aktivnosti.

U skladu sa navedenim, ciljevi ovog rada su bili odredivanje hemijskog sastava i
bioloske aktivnosti metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata 18 vrsta familije Lamiaceae
koje se komercijalno gaje i tradicionalno upotrebljavaju u Srbiji.

Za realizaciju navedenih ciljeva, definisani su slede¢i istrazivacki zadaci:
fitohemijska karakterizacija biljnih ekstrakata:

* spektrofotometrijski, odredivanjem ukupnog sadrZaja fenola, fenolnih
kiselina, flavonoida, flavonola, kumarina i triterpena,

» kvantifikacija fenolnih jedinjenja primenom HPLC-DAD analize;
odredivanje antioksidativnog potencijala biljnih ekstrakata:

* spektrofotometrijski, primenom DPPH, ABTS, FRAP, URP i -
karoten/linolna kiselina testova;

odredivanje genoprotektivnog potencijala biljnih ekstrakata:

* primenom testa relaksacije plazmidne DNK, koris¢enjem pUC19
Escherichia coli XL1-blue,

odredivanje antigenotoksi¢nog potencijala biljnih ekstrakata:

* na prokariotskom modelu, primenom SOS/umuC testa na Salmonella
typhimurium TA1535/pSK1002,

* na eukariotskom modelu, primenom alkalnog komet testa na MRC-5
¢elijskoj liniji;
odredivanje antidijabeti¢nog potencijala biljnih ekstrakata:

* spektrofotometrijski, primenom testova za ispitivanje inhibicije aktivnosti
enzima a-amilaze i a-glukozidaze;

odredivanje antineurodegenerativnog potencijala biljnih ekstrakata:

» spektrofotometrijski, primenom testova za ispitivanje inhibicije aktivnosti
enzima acetilholinesteraze i tirozinaze;

odredivanje antineuroinflamatornog potencijala biljnih ekstrakata:

* na modelu LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija procenjivano vijabilnos¢u i
sposobnos¢u produkcije reaktivnih vrsta kiseonika od strane tretiranih
¢elija, kao i koli¢inom nitrita u supernatantima, indirektnim pokazateljem
sposobnosti produkcije azot oksida od strane tretiranih ¢elija;

* ispitivanjem vijabilnosti SH-SY5Y neurona tretiranih supernatantima
aktiviranih i ekstraktima tretiranih BV2 ¢elija primenom modela transfera
supernatanata;
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odredivanje antitumorskog potencijala biljnih ekstrakata:

* ispitivanjem njihovog uticaja na vijabilnost celijske linije kolorektalnog
kancera (HCT-116 celija) i sposobnost produkcije reaktivnih vrsta
kiseonika i nitrita od strane ovih ¢elija;

odredivanje antibakterijskog potencijala biljnih ekstrakata:

e utvrdivanjem minimalne inhibitorne  koncentracije, primenom
mikrodilucione metode na Ccetiri gram-pozitivne i tri gram-negativne
bakterije,

* ispitivanjem uticaja ekstrakata na adheziju i invaziju Pseudomonas
aeruginosa PAO1 pri infekciji fibroblasta plu¢a (MRC-5 ¢elija),

* ispitivanjem uticaja ekstrakata na formiranje biofilma od strane
Pseudomonas aeruginosa PAO1,

* ispitivanjem uticaja ekstrakata na ve¢ formirani biofilm Pseudomonas
aeruginosa PAO1;

odredivanje uticaja biljnih ekstrakata na zarastanje rane primenom Scratch testa
na MRC-5 ¢elijama.

46



MATERIJAL I METODE



Doktorska disertacija Materijal i metode

3. MATERIJAL I METODE

3.1. Biljni materijal

Biljni materijal koriS¢en u eksperimentalnom radu je nabavljen iz Zive kolekcije
Instituta za proucavanje lekovitog bilja ,Dr Josif Panci¢” (IPLB) i komercijalno je dostupan.
Obuhvata 18 lekovitih, aromatic¢nih i zacinskih biljaka iz familije Lamiaceae gajenih u Srbiji,
sakupljenih u prole¢e 2018. godine. Vauceri za svaku biljnu vrstu su deponovani u herbaru
IPLB (Tabela 3).

Tabela 3. Biljne vrste koriS¢ene u eksperimentalnom radu i brojevi vaucera

herbara IPLB.
Glechoma hederacea L. 302181
Hyssopus officinalis L. 302211
Lavandula angustifolia Mill. 300071
Leonurus cardiaca L. 302221
Marrubium vulgare L. 302241
Melissa officinalis L. 301121
Mentha x piperita L. 301131
Ocimum basilicum L. 302061
Origanum majorana L. 302231
Origanum vulgare L. 302291
Rosmarinus officinalis L. 301211
Salvia officinalis L. 301241
Satureja montana L. s.1. 302311
Sideritis scardica L. 302331
Teucrium chamaedrys L. 302091
Teucrium montanum L. 302351
Thymus serpyllum L. 302321
Thymus vulgaris L. 302361

3.2. Hemikalije i reagensi

Borna kiselina je nabavljena od Moss & Hemoss, Srbija. Etanol, glacijalna siréetna
kiselina, glicerol, hloroform, hlorovodonic¢na kiselina (HCI) i metanol su nabavljeni od Zorka
Pharma, Srbija. Vodonik-peroksid (H202) je nabavljen od Farmanea Galenska Laboratorija,
Srbija, a natrijum hidroksid (NaOH) od Superlab, Srbija. Rifampicin je nabavljen od Hemofarm,
Srbija, a streptomicin od Galenika, Srbija.

Acetilholinesteraza iz Electrophorus electricus (AChE), acetilholin-jodid (AChI), 2’-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijum so (ABTS), agaroza, akarboza,
akridin oranz, aluminijum-nitrat nonahidrat (Al(NOs3)3x9H20), askorbinska kiselina, BaP
(benzo[a]piren), BHA (2(3)-t-butil-4-hidroksianizol), BHT (3,5-di-tert-butil-4-
hidroksitoluen), bromfenol plavo, dibazni natrijum-fosfat (NazHPO4), dimetilsulfoksid
(DMSO0), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), DTNB (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina)),
EDTA (etilendiamin tetraacetatna kiselina), etidijum bromid, Folin-Ciocalteu fenolni reagens,
galantamin, galna kiselina, gvoZzde(Il)-sulfat heptahidrat (FeSO4sx7H20), gvoZzde(IlI)-hlorid
(FeCl3), izo-propanol, kafena kiselina, kalijum dihidrogen fosfat, kalijum acetat (C2H3KO2),
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kalijum hlorid (KCl), kalijum persulfat (K2S20s), koji¢na kiselina, kristal violet, ksilen cijanol,
kvercetin, L-DOPA (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin), linolna kiselina, LMP (engl. low melting point
agarose), Lugolov rastvor, monobazni natrijum fosfat (NaH2PO4), MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid), magnezijum sulfat (MgS04), N-1-naftiletilendiamin-
dihidrohlorid, natrijum bikarbonat (NaHCO3), natrijum dodecil sulfat (SDS), natrijum hlorid
(NaCl), natrijum karbonat (NazCOs3), natrijum acetat (CH3COONa), NMP (engl. normal melting
point agarose), ONPG (orto-nitrofenil-b-galaktozid), pNPG (p-nitrofenil-3-D-glukopiranozid),
RPMI 1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute), rozmarinska Kkiselina, sulfanilamid,
tirozinaza iz Agaricus bisporus, TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), tripton, Trizma baza, Triton X-
100, Tween 40, a-amilaza, a-glukotidaza tip 1 iz Saccharomyces cerevisiae i [3-karoten su
kupljeni od Sigma Chemicals Co., SAD. LMP je nabavljen od Bio-Rad Labaratories, SAD, a
DMEM 5523 (engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium), FBS (engl. Fetal Bovine Serum) i PBS
(engl. Phosphate-Buffered Saline) su nabavljeni od Gibco, Invitrogen, SAD. Dikalijum fosfat,
dinatrijum hidrogen fosfat dodekahidrat, natrijum fosfat dihidrat dibazni i perhlorna kiselina
su nabavljeni od VWR, SAD. Fosforna kiselina je nabavljena od Honeywell, SAD. RNaza A je
nabavljena od Thermo Fisher Scientific, SAD.

Natrijum nitrit (NaNO3) je nabavljen od Dispochem, Velika Britanija. Agar, Brain-
Heartinfusion (BHI) i ekstrakt kvasca su nabavljeni od Lab M Limited, Neogen, Velika
Britanija.

Penicilin/streptomicin je kupljen od PAA Laboratories GmbH, Austrija.

Rastvor skroba (1%) je nabavljen od Carl Roth, Nemacka, NBT (engl. Nitro Blue
Tetrazolium) i resazurin natrijumova so (>90% (LC) C12HeNaO4) od Serva Electrophoresis
GmbH, Nemacka, a acetonitril i mravlja kiselina su nabavljeni od Merck, Nemacka.

NMP je nabavljen od Eurobio, Francuska, a hlorogena kiselina, luteolin-7-0-glukozid,
naringin i rutin su nabavljeni od Extrasynthese, Francuska.

Kalijum dihidrogen fosfat (KHzPO4) je nabavljen od Carl Roth, Spanija. Mueller-
Hintonbroth (Himedia) (MHB) je nabavljen od Biomedics, Spanija.

3.2.1. Rastvori
3.2.1.1. Puferi kori$ceni za antidijabeti¢nu i antineurodegenerativnu aktivnost

Natrijum-fosfatni pufer (0,1 M, pH 6,8, sa 6 mM NacCl):

NaH2P 004 X 2ZH20. e essesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssees 1,123 g
NazHPO4 X 12H20.. s sssssssssssssssssssssssssssens 1,002 g

AV 1O R 35,01 mg
DeStilovana VoA sssssss s sssssssssssssssssssssssssesssssseses do 100 mL

Natrijum-fosfatni pufer (0,1 M, pH 7):

NaH2PO4 X ZH20 oottt e ssse s s saes 0,965 g
NazHPO4 X 12H20. et sss et sses s 1,365 g
LY 1 0}7221 0 =TT 40 o b VRN do 100 mL

Kalijum-fosfatni pufer (0,1 M, pH 6,8):

KZHPO 4ttt s sses 0,865 g
|G 5 7 SO 7T 0,685¢g
DeStiloVana VO s ssssssssssssessasssssssesessssenns do 100 mL
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Tris-HCI (20 mM, pH 7,5):

0 VA4 0 01T 0 1= V2~ 0,24 g
Destilovana Voda. ...t ssss s sssssseenns do 100 mL
pH je podeSena uz pomo¢ koncentrovane HCI.

3.2.1.2. Enzimi Koris¢eni za antidijabeti¢nu i antineurodegenerativnu aktivnost

a-amilaza (0,5 mg/mL):

Lo Vo U =7 VPP 1mg
Natrijum-fosfatni pufer (0,1 M, pH 6,8, sa 6 mM NaCl)......ccouenucn. 2 mL
a-glukozidaza (0,5 U/mL):

O-BlUKOZIAAZA ettt et st e 1 mg
Kalijum-fosfatni pufer (0,1 M, pH 6,8).cccnenenrinnerieresreeneeseiseeseinnens 37,037 mL
Acetilholinesteraza (5 U/mL):

AcCetilNOlINESTEIAZA. ..o rvcereererereeseeere st 1 mg
Tris-HCI pufer (20 mM, PH 7,5) e eeesseeseens 11,765 mL
Tirozinaza (46 U/mL):

TITOZINAZA et reereeeeaeeeresee e e e se s s ss e nee s 1 mg
Natrijum-fosfatni pufer (0,1 M, PH 7)connenenreseenseenseeseineessesnnes 21,739 mL

3.2.1.3. Supstrati korisc¢eni za antidijabeti¢nu i antineurodegenerativnu aktivnost

Skrob (0,2%):

190 SKIOD .t ——————— 1 mL
Natrijum-fosfatni pufer (0,1 M, pH 6,8, sa 6 mM NaCl)....cc.cccounruenee. 4 mL
pNPG (5 mM):

PINP Gttt b b e 15 mg
Kalijum-fosfatni pufer (0,1 M, pH 6,8).cccneonecrrnnercreenreeneesseereessineens 10 mL
DTNB (0,01 M):

)30 N 7 7,92 mg
A= 5 (00 T PP 3mg
Natrijum-fosfatni pufer (0,1 M, PH 7).oeeeierneeeesssssessssesssessseeens 2 mL
AChlI (0,075 M):

O £ PO 21,67 mg
Natrijum-fosfatni pufer (0,1 M, PH 7)connnrecseesseeseeeseeseesesnnees 1 mL
L-DOPA (2,5 M):

|10 ) 2 1,96 mg
Natrijum-fosfatni pufer (0,1 M, PH 7)o 4 mL

3.2.1.3. Rastvori i medijumi kori$¢eni za rast bakterija

BHI - Brain-Heartinfusion:

DeStiloVana VO ssssessssssssssssessssssssssens 1000 mL
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MHB -Mueller-Hinton Broth:

MHB.... s s 21g
2N | TP 15g
Destilovana voda......sss—ns 1000 mL
LB - Luria Broth:

B )00 ) o PP 10g
ERSTIraKt KVASCA...ierreretreeneisessesssisesesessse e ssssssss st ssss s sssasees 5g
INQCL ettt et st sb s s R R b 5g
DeStiloVana VOda. ... ssssssssss st sssessssssssses 1000 mL
LA - Luria Agar:

LN | TP 15g

)5 PPN 1000 mL

Streptomicin - stok 20 mg/mL rastvoren u destilovanoj vodi, finalni stok od 1
mg/mL pravljen u MHB medijumu

Rifampicin - stok 100 mg/mL rastvoren u destilovanoj vodi, finalni stok od 10
mg/mL pravljen u BHI medijumu

3.2.1.4. Rastvori korisceni za test relaksacije plazmida

Rastvor I (sterilan, za izolovanje plazmida)

1 M Tris pufer (pH 7,5).cocncneimeenerneeneenne 1 mL (finalna koncentracija 100 mM)

0,5 M EDTA (pH 8,0)cceccereerrerrereemreereeeeenee 200 pL (finalna koncentracija 10 mm)
RNK-aza (50 mg/mL).erreeereereeeeenes 80 pL (finalna koncentracija 400 pg/mL)
Destilovana voda.......revcneessessssesenesens 8,8 mL

Rastvor Il (sterilan, za izolovanje plazmida)

1T M NAOH. et eseeseesseeens 2 mL (finalna koncentracija 1 M)
1090 SDS.oretrrreressmsimsssssssssssssssssssssssssssssssnns 1,17 mL (finalna koncentracija 1%)
Destilovana voda.......vrcscssessesesssenens 6,83 mL

Rastvor III (sterilan, za izolovanje plazmida)

NatrJUM-ACELAL. ..o s ssesssssssssseans 29g
Glacijalna siréetna KiSelina........ouueceeomrerneennsssessnesnsssssssesssssssssssssessessnes 1,15 mL
DeStiloVana VO sss s sesssssssssesessssenns 8,85 mL

TE pufer (sterilan, za izolovanje plazmida)

TTAS = HCluueeret ettt et s st ss st 10 mM

ED T Attt st b s s s 1 mM (pH 8,0)
1% agaroza (za elektroforezu plazmidne DNK)

AGATOZ8 ettt sttt et b s s R 05g

TBE PULET ..ttt seeseerees et sss s et s st 50 mL
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0,5 x TBE pufer

TTIZIMA DAZA ettt et s s st 54¢g
J210) o 0 T2 10 G K1) 51 = VO 275¢g
0,5 M EDTA (PH 8,0)ucmcnemermeenmessesmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 20 mL
Destilovana VoA sssss s sssssssssssssssssssssssssessssssns 1000 mL

Bromfenol plavo

6 U0 o) TN 3mL
Bromfenol Plavo....... s sesssssessss s ssssssssessssssanes 25 mg
KSIlen ClJanol.. e e ssesssesssssesssssssens 25 mg
Destilovana VOda.......iness s sesss s sssssessesssssssssssssessssssssssns 7 mL

3.2.1.5. Rastvori i medijumi koris¢eni za gajenje, odrzavanje i brojanje celija
DMEM 5523 hranljivi medijum

DMEM 5523 st ssssss st st sssssssssssssens 1 pakovanje
=1 5 (O U 378
DejoniZoVana VOAa......eeerernernsereesesesssesssessesssesssessessssssssssessssssesssessees do 1000 mL

pH je podeSena na 7,1-7,4 uz pomo¢ koncentrovane HCI
osmolalnost medijuma je oko 300 mmol/kg

DMEM 5523 kompletni hranljivi medijum

DMEM 5523 hranljivi medijum........ s 88 mL
FBS ettt ettt bR 10 mL
1,95 M GIUKOZA ettt iseesessesseases et st snst s 1 mL
Antibiotik (penicilin/streptomicin)...... e 1 mL

RPMI 1640 hranljivi medijum

RPMI 1640.cueeeieerreeseiseseesessesesesssess s ssssssssssssssesssssesssesssesssenss 1 pakovanje
NAHC O3 e e 2g
DejoniZoVana VOAa......eesreeseeuseeeeseessesseesseessesssesssessesssssssessesssessssssessss do 1000 mL

pH je podeSena na 7,1-7,4 uz pomo¢ koncentrovane HCI
osmolalnost medijuma je oko 300 mmol/kg

RPMI 1640 kompletni hranljivi medijum

RPMI 1640 hranljivi Medijum. ... seesesssesseensees 88 mL
FBS s 10 mL
1,95 M GlUKOZA.ccuieerreeereee e eeeeseesses et essesssnsss s ssessssessessessas 712 L
Antibiotik (penicilin/streptomicCin).....eeeesmeesseessesseessesssesseesnns 1 mL
Trypan blue 0,4%

TIYPAN DIUC.... ottt st s 4 mg
IXPBS sttt R 1 mL
Slani rastvor fosfatnog pufera (1xPBS, pH 7,4, 270-280 mOsm/L)
INACL ettt et b b e s R 4g

O PP 01g
NAZHPO 41t 0,575g
KH2PO 4t sssssass 01g
Destilovana Voda. ... e ssssssesssesssssssssssseens do 500 mL
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3.2.1.6. Rastvori korisc¢eni za Komet test

Rastvor I (za lizu, pH 10)

= O R 146,6 g
EDT A sttt sasb s bbb bbb bbb s b st 372¢g

M VA 00T T = V2- VT 1,21g
Destilovana VOda......sss s s s ess s sasss s 1000 mL

Nakon podeSavanja pH dodat je 1% Triton X-100 i rastvor je snazno promesan.

Rastvor II (za denaturaciju i elektroforezu, pH 13)

B0 00\ 10 ) 5 T 30 mL
LI\ B0 D0 D - N 5mL
DeStiloVana VO ssssssssssssssssessssssssssens 965 mL

Nije bilo potrebe podesiti pH.

10 M NaOH

INQOH. ettt ettt b s e bbb 40g
DeStiloVana VO ... ssssssss s ssssssssssssssssssssssssssessssssssssssses do 100 mL
0,2 M EDTA

ED T A e ss s s a s bR R bbb bR R n s 744 ¢g
DeStiloVana VO ssss s ssssss s sssssssssessssssssssssses 100 mL

Rastvor III (za neutralizaciju, pH 7,5)

0 VA0 0T T 1= V2= VO 48,44 g
DeStilovVana VOda. ... inneseesesessssess s ssssssssssssessssssssssesanes 1000 mL
Nakon podeSavanja pH rastvor je ¢uvan u frizideru.

1% NMP za prvi sloj

NIVIP...ootteetseessess e sssssss st s bbb 1lg
DestiloVana VOda.......ieniennsins s ees s sssssessessesssssssssssessessssssssasens 99 mL
1% NMP za drugi sloj

NIMP.tortreesesssess s sssssssss s ss s st s s s st 1g
TIXPBS e s esss st R 99 mL
1% LMP

LIMPco et ssse s s esssss s s ss s s s s 1lg
TXPBS et tscssse s sssesss s ssse s st p s s 99 mL

3.3. Priprema ekstrakata

Ekstrakti su pripremljeni tako Sto je ve¢ usitnjeni biljni materijal (10 g) ekstrahovan
metodom Kklasi¢ne maceracije tokom 24 sata na sobnoj temperaturi (10% w/v). Ekstrakcija je
vrSena kori$¢enjem tri rastvaraca: 70% metanola, 70% etanola i kljucale destilovane vode
(100°C). Mesavina biljnog materijala i rastvaraca je izloZena ultrazvu¢nom kupatilu (30°C) sat
vremena pre i sat vremena nakon maceracije. Nakon toga, ekstrakti su dva puta procedeni
kroz filter papir (Whatman No. 1) i viSak rastvaraca je uparen pod smanjenim pritiskom
pomocu rotacionog Biichi rotavapor R-114 evaporatora. Nakon uparavanja, dobijeni sirovi
ekstrakti su cuvani na +4°C.
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Masa suvog ekstrakta je izmerena za svaki uzorak, a prinos ekstrakcije je iznacunat na
osnovu sledece jednacine i predstavljen u procentima:

Prinos (%) = [(m1-mo) / M] x 100%

gde mo predstavlja masu prazne vijale, m1 predstavlja masu vijale sa ekstraktom, (m1 - mo)
predstavlja masu suvog ekstrakta, a M - masu suvog biljnog materijala koris¢enog za
ekstrakciju.

3.4. Priprema bakterijskih sojeva

U eksperimentalnom radu su koriS¢eni gram-pozitivni i gram-negativni bakterijski
sojevi koji su deo laboratorijske kolekcije Katedre za mikrobiologiju BioloSkog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu (Tabela 4).

Tabela 4. Bakterijski sojevi koriS¢eni u eksperimentalnom radu.

Gram-pozitivni sojevi Gram-negativni sojevi
Bacillus subtilis ATCC 6633 Escherichia coli ATCC 25922
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
Listeria innocua ATCC 33090 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692 i PAO1
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Salmonella typhimurium ATCC 14028

Kolonija odgovaraju¢ih bakterija je prebacena u epruvetu sa 5 mL podloge MHB
temperirane na 37°C i ostavljena preko no¢i na 37°C da bi se dobila prekono¢na bakterijska
kultura.

Za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) ekstrakata, bakterije iz
Tabele 4 su gajene do odredene ODsoo u kojoj su kulture odabranih bakterija u
eksponencijalnoj fazi rasta, da bi se za svaki soj dobio odgovaraju¢i broj bakterija po mililitru
(Kolarevic¢ i sar. 2016b):

1. za B. subtilis (2x107/mL) odgovara ODeqo 0,2;

2.za E. faecalis (2,5%x108/mL) odgovara ODsoo 0,2;

3.za L. innocua (2,2x108/mL) odgovara ODeoo 0,2;

4.za S. aureus (1,1x108/mL) odgovara ODsoo 0,2;

5.za E. coli (1,2x108/mL) odgovara ODeoo 0,3;

6.za P. aeruginosa (1,7x108/mL) odgovara ODeoo 0,4;

7.za P. aeruginosa PAO1 (2x107/mL) odgovara ODeoo 0,08;
8.za S. typhimurium (1,5x108/mL) odgovara ODego 0,3.

Potom je za svaki soj pripremljeno razblaZenje kako bi finalna koncentracija bakterija
u inokulumu iznosila 1x106/mL.

Preostala bakterijska kultura koncentracije oko 1x108/mL je centrifugirana (4000 rpm
10 minuta), odliven je supernatant, a talog je resuspendovan u istom volumenu 0,01 M
magnezijum sulfata. Ovako pripremljene Kkulture su zaledene i cuvane za naredne
eksperimente.

Efekat na formiranje biofilma i degradaciju postojeceg biofilma je ispitan na soju
Pseudomonas aeruginosa PAO1. Da bi se dobio odgovarajuci broj bakterija za dalji rad, takode
je spektrofotometrijski izmerena optic¢ka gustina na talasnoj duzini od 600 nm i podeSena na
OD = 0,4 MHB medijumom, kako bi se dobilo oko 1x108 bakterija po mililitru.
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3.5. Izolacija plazmida alkalnom lizom

Plazmid pUC19 (veli¢ine 2686 baznih parova) izolovan je iz Escherichia coli XL1-blue
prema protokolu Birnboim (1983) i Pordevic¢ i sar. (2020).

U dve ependorf tubice (zapremine 2 mL) je centrifugirano 2 x 1,5 mL prekono¢ne
kulture soja E. coli XL1-blue 1 minut na 14.000 obrtaja/min (19.000xg). Kako bi se dodatno
povecala koli¢ina izolovanog plazmida, po odlivanju supernatanta, preko taloga je dodato jo$
po 1,5 mL kulture i postupak centrifugiranja je ponovljen dva puta. Zatim je supernatant
uklonjen pasterovom pipetom i vakuumom, a talog je resuspendovan u 200 pL Rastvora I
(opisan u poglavlju 3.1.1.4.) vorteksovanjem ili viSestrukim uvlaCenjem i izbacivanjem
teCnosti iz nastavka. Rastvor I sadrzi Tris-HCl i EDTA i ima ulogu u razbijanju ¢elija. EDTA
vezuje CaZz*i Mg2+ jone, Sto destabilizuje membranu i dovodi do pucanja ¢elija. Da bi razbijanje
¢elija bilo efikasnije, u ovom koraku se moZe najpre dodati 150 uL Rastvora I, vorteksovati, a
zatim dodati 50 pL lizozima (8 mg/mlL, rastvorenog u Rastvoru I).

Tubice sa reakcionom smesSom su inkubirane 5 minuta na sobnoj temperaturi (ili na
37°C ukoliko je dodat lizozim).

Nakon toga je dodato 200 pL rastvora II (NaOH i SDS), a zatim je paZljivo promesano
nekoliko puta okretanjem tubica i inkubirano na ledu 5 minuta. Rastvor Il je veoma alkalan i
vrsi kompletnu lizu celija, oslobada citoplazmu i dovodi do oslobadanja proteinskih
kompleksa i razdvajanja hromozomske DNK na pojedinacne lance.

Nakon inkubacije na ledu, dodato je 200 pL Rastvora III (glacijalna sir¢etna kiselina i
natrijum-acetat), a tubice su ponovo okretane nekoliko puta gore-dole i inkubirane jos 5
minuta na ledu. Rastvor Il ima ulogu da pokupi proteine i druge necistoce.

Nakon centrifugiranja (5 minuta na 14.000 obrtaja/min) supernatant je pazljivo
prebacen u sterilnu tubicu. Ovim postupkom dolazi do taloZenja celijskih ostataka i necistoc¢a
precipitiranih u prethodnim Kkoracima, pri ¢emu plazmidna DNK ostaje u supernatantu. U
supernatant je dodato 420 uL izo-propanola kako bi plazmid precipitirao, nakon Cega je tubica
vorteksovana i ostavljena 10 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim su tubice centrifugirane jos
10 minuta na 14.000 obrtaja/min, kako bi se u talogu izdvojio plazmid. Supernatant je nakon
toga oprezno uklonjen pasterovom pipetom i vakuumom, bez muckanja, kako ne bi doslo do
povlacenja taloga.

Talog je zatim ispran sa 1 mL 70% etanola i pazljivo promuékan lupkanjem prstima.
Uloga dodatog etanola je u rastvaranju zaostalih soli, s ozbirom na to da je plazmidna DNK
nerastvorna u njemu i to dodatno precis¢ava izolovani plazmid. Nakon centrifugiranja (5
minuta na 14.000 obrtaja/min) supernatant je odstranjen, a talog osuSen na sobnoj
temperaturi (10-15 minuta). Suvi talog u kome se nalaze plazmidi, resuspendovan je u 30 pL
TE pufera, i ova suspenzija je koriS¢ena za elektroforezu ili cuvana u zamrzivacu na -20°C do
daljih istrazivanja.

[zolovani plazmid je proveren nakon 1 h elektroforeze na 1% agaroznom gelu (0,5 x
TBE, 80 V, 300 mA). Proverom je utvrdeno da je oko 80% izolovanog plazmida bilo u
zatvorenoj formi, dok je oko 20% bilo u otvorenoj formi.
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3.6. Priprema celijskih linija
U eksperimentalnom radu su koriS¢ene sledece celijske linije:
1. Normalne celije:
 fibroblasti plu¢a, MRC-5 ¢elijska linija (ECACC no. 84101801);
» mikroglija, BV2 ¢elijska linija;
2. Tumorske celije:

* neuroni, SH-SY5Y celijska linija (model za ispitivanje neuronskih funkcija i
njihove diferencijacije) i

+ Celije kolorektalnog kancera, HCT-116 celijska linija.

3.6.1. Odrzavanje celijske kulture

Odmrzavanje cCelijskih linija je izvedeno na sledeéi nacin: kriotuba sa ¢elijama je
izvadena iz teCnog azota i brzo odmrznuta temperiranjem u vodenom kupatilu na 37°C. Zatim
su Celije pazljivo resuspendovane u 10 mL DMEM (ili RPMI) kompletnog hranljivog medijuma
i prebacene u epruvetu za centrifugiranje sa konusnim dnom. Celije su zatim centrifugirane 5
minuta na 1640 rpm, kako bi se uklonio krioprotektant DMSO zajedno sa medijumom za
krioprezervaciju. Nakon centrifugiranja, supernatant je uklonjen mikropipetom, a celijski
talog je resuspendovan u 5 mL hranljivog medijuma. Celije su potom prebacene u plasti¢ne
posude za kultivaciju, flaskove. U T25 flask (25 cm?2) je zasejano 6,5x105> ¢elija i dopunjeno do
5 mL medijumom, dok je u T75 flask (75 cm?2) zasejano 1-5x10¢ ¢elija i dopunjeno do 10 mL
medijumom.

U cilju pracenja opsteg izgleda kulture, morfoloskih karakteristika ¢elija i prisustva
kontaminacije bakterijama i gljivicama, tokom gajenja Celijske kulture su redovno pregledane
na svetlosnom mikroskopu. U slucaju pojave Zute boje medijuma, izvrSena je njegova zamena
svezim sterilnim medijumom. U slucaju pojave zamucenosti medijuma, Sto je pokazatelj
kontaminacije, ¢elijska kultura je isklju€ena iz dalje kultivacije.

Celijske kulture su gajene u inkubatoru, na temperaturi od 37°C, sa 5% CO3, do pojave
konfluentnog monosloja (80-90% povrsine flaska). Nakon formiranja konfluentnog ¢elijskog
monosloja, kulture su tripsinizirane i dobijene su suspenzije pojedina¢nih celija. Veci deo
suspenzije Celija koriS¢en je za eksperimente, a manji deo je zasejavan u nove flaskove
(pasaziranje), radi dalje kultivacije ¢elija.

3.6.2. Tripsinizacija

Po formiranju konfluentnog celijskog monosloja, kada su c¢elije pokrivale gotovo
kompletnu povrSinu za rast u flasku, radena je tripsinizacija. Iz flaska sa konfluentnim
monoslojem je uklonjen medijum za kultivaciju, nakon cega je pazljivo dodat PBS (5 mL za
T251 10 mL za T75) kako bi se isprale mrtve ¢elije i kako bi se dalje eliminisali celijski debris i
serumski proteini koji mogu da neutrali$u tripsin. Nakon ispiranja monosloja, uklonjen je PBS
i dodat je tripsin (2 mL za T25 ili 4 mL za T75 flaskove) i inkubirano je 3 minuta na 37°C.
Zatim je dodata dvostruko veca zapremina hranljivog medijuma koji je sadrzao FBS kako bi se
neutralisao tripsin (4 mL za T25 ili 8 mL za T75 flaskove), nakon ¢ega su Celije pazljivo sprane
sa zida posude mlazom hranljivog medijuma za kultivaciju. Sadrzaj je prebacen u epruvete i
centrifugiran na 1800 rpm 5 minuta. Nakon uklanjanja supernatanta, talog je resuspendovan
u 5 mL hranljivog medijuma, uzastopnim uvlacenjem i izbacivanjem sadrzaja mikropipetom
nakon cega je odredivan broj Celija.
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3.6.3. Odredivanje broja celija

Za brojanje Celija u celijskoj suspenziji koriS¢en je hemocitometar, odnosno Biirker
komora. Za razlikovanje zZivih i nezivih ¢elija koriS¢ena je boja tripan plavo, koja ne prolazi
kroz cCelijsku membranu ocuvanog integriteta, te Zive Celije ostaju neobojene, odnosno na
svetlosnom mikroskopu se vide kao svetli kruziéi (Strober, 2001).

Uzorak suspenzije Celija (20 pL) je pomeSan sa rastvorom tripan plavog (180 pL da bi
Celije bile razbazene 10 puta) u mikrotubi i 20 pL je dodato na Biirker komoru koja je
prethodno pokrivena pokrovnim staklom i ¢elije su prebrojane pod svetlosnim mikroskopom.

Brojanjem su obuhvacene celije pozicionirane u unutrasnjosti polja, kao i ¢elije na levoj
i donjoj ugraviranoj liniji, a koje su se nalazile unutar 4 najmanja kvadrata. Broj Celija po
mililitru suspenzije je izracunat prema sledecoj formuli:

Broj ¢elijau 1l mL=nx 104 xR,

gde n predstavlja srednju vrednost broja celija u svim pregledanim komoricama (ukupno
Cetiri), a R predstavlja faktor razblaZenja u rastvoru za bojenje.

3.6.4. Zasejavanje celija i tretman ekstraktima za odredivanje antineuroinflamatorne,
citotoksicne i antitumorske aktivnosti

Alikvot ¢elija (100 pL) je zasejan na mikrotitracionu plocu sa 96 bunari¢a (1x10% po
bunari¢u za MRC-5, BV2 i SH-SY5Y celije i 5x104 po bunari¢u za HCT-116 ¢elije). Nakon 24-
Casovne inkubacije, preko formiranog konfluentnog monosloja celija je pazljivo u svaki
bunari¢ dodato 100 pL. DMEM ili RPMI kompletnog hranljivog medijuma sa ekstraktima
odgovarajuce koncentracije (50 pL. medijuma + 50 uL duplo vece koncentracije ekstrakta). Za
BV2 (celije u svaki bunari¢ na mikrotitracionoj ploc¢i je dodato 100 pL LPS i etanolnih
ekstrakata odgovarajuce koncentracije (50 pL LPS finalne koncentracije 1 pg/mL + 50 pL
duplo vece koncentracije ekstrakta). Na svakoj plocCi su postavljene negativne kontrole koje su
sadrzale samo hranljivi medijum, a postavljene su i kontrole alkoholnih rastvaraca tako da je
njihova finalna koncentracija u bunaric¢u bila 0,7%, Sto je odgovaralo njihovoj koncentraciji u
bunari¢ima sa test supstancom.

Inkubacija je nastavljena jo§ 24 sata. Netretirane celije su koriS¢ene kao negativna
kontrola.

3.6.5. Priprema Ccelijske kulture za odredivanje uticaja na adheziju i invaziju
Pseudomonas aeruginosa PAO1

MRC-5 ¢elije su gajene u flaskovima od 75 cm?, odakle je u mikrotitracione ploce sa 12
bunarié¢a prebaceno oko 1x105 ¢elija. Celije su inkubirane u DMEM kompletnom hranljivom
medijumu, na 37°C u prisustvu 5% CO2 48 sati, da bi se dobio konfluentni monosloj.

3.7. Odredivanje fitohemijskog sastava ekstrakata

3.7.1. Ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja

Za odredivanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja kori$¢ena je procedura opisana
od strane Singleton i Rossi (1965). Ovaj test se zasniva na redukciji Folin-Ciocalteu reagensa u
prisustvu uzorka sa visokim sadrzajem fenola, Cime dolazi do formiranja molibden-

volframovog plavog, ¢iji intenzitet linearno raste sa koncentracijom fenola u reakcionoj smesi,
$to se moze meriti spektrofotometrijski.
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U svaku test epruvetu je odmereno po 100 pL ekstrakta odgovarajuce koncentracije
(100, 250 i 500 pg/mL), nakon cega je dodato po 0,5 mL 10% rastvora Folin-Ciocalteu
reagensa i epruvete su postavljene na Sestominutnu inkubaciju u mraku. Nakon inkubacije, u
test epruvete je dodato jos 400 pL 7,5% rastvora natrijum karbonata. Apsorbanca je oCitavana
na 740 nm nakon inkubacije u trajanju od 120 minuta na sobnoj temperaturi, pomoc¢u Perkin
Elmer Lambda Bio UV/VIS spektrofotometra, SAD. Negativna kontrola je sadrzala sve gore
navedene komponente, s tim da je umesto uzorka sadrzala odgovarajuci rastvarac¢ (70%
metanol, 70% etanol ili destilovanu vodu). Svaki uzorak je ispitan u triplikatu. Za
konstruisanje kalibracione krive umesto ekstrakta kori$¢ena je galna kiselina (GK) rastvorena
u destilovanoj vodi u opsegu koncentracija 10 - 100 ug/mL.

Ukupan sadrzaj fenola u ekstraktima je izracunat iz jednacine prave kalibracione krive
za galnu kiselinu (y = 10,219x + 0,0059, Rz = 0,9994) i izraZen je u ekvivalentima galne
kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg EGK/g). Vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost tri ponavljanja + standardna greska.

3.7.2. Ukupni sadrzaj fenolnih kiselina

Metoda za odredivanje ukupnog sadrZaja fenolnih kiselina radena je prema proceduri
koju su opisali Mihailovi¢ i sar. (2016), sa odredenim modifikacijama. U test epruvete je
odmereno po 100 pL ekstrakta odgovarajuc¢e koncentracije (100, 250 i 500 pg/mL), nakon
Cega je dodato po 200 pL Arnovog reagensa (10% w/v natrijum-molibdata i 10% w/v
natrijum-nitrita), 200 uL 0,1 M hlorovodonicne kiseline i 200 pL 1 M natrijum-hidroksida.
Nakon Sto su sve prethodne komponente dodate, dodato je joS 1 mL destilovane vode.
Negativna kontrola je sadrzala sve komponente, s tim da je umesto uzorka sadrzala
odgovarajuci rastvara¢ (70% metanol, 70% etanol ili destilovana voda). Za konstruisanje
kalibracione krive umesto ekstrakta koriséena je kafena kiselina (KK) rastvorena u 50%
etanolu u opsegu koncentracija od 7,8 — 1000 pg/mL. Svaki uzorak je ispitan u triplikatu.
Apsorbanca je ocitavana na 490 nm odmah po dodavanju svih komponenti, pomoc¢u Perkin
Elmer Lambda Bio UV/VIS spektrofotometra, SAD.

Ukupan sadrzaj fenolnih kiselina u uzorcima je izraCunat iz jednaCine prave
kalibracione krive za kafenu kiselinu (y = 0,0009x + 0,0239, Rz = 0,9899) i izraZen je u
ekvivalentima kafene kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg EKK/g suvog ekstrakta).
Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost tri ponavljanja # standardna greska.

3.7.3. Ukupni sadrzaj flavonoida

Za odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida je koriS¢ena procedura koju su razvili
Park i sar. (1997). U test epruvete je odmereno po 0,5 mL uzorka koncentracije 100, 250 i 500
pg/mL, zatim je dodato 2,05 mL 80% etanola, 0,05 mL 10% aluminijum nitrata nonahidrata i
0,05 mL 1 M rastvora kalijum-acetata. Negativna kontrola je sadrzala odgovarajudi rastvarac
(70% metanol, 70% etanol ili destilovanu vodu) umesto uzorka. Za konstruisanje kalibracione
krive je koriS¢en rastvor kvercetina (K) u 96% etanolu, u opsegu koncentracija od 10 do 100
pug/mL. Apsorbanca je ocitavana nakon inkubacije u trajanju od 40 minuta na sobnoj
temperaturi, na 415 nm pomoc¢u Perkin Elmer Lambda Bio UV /VIS spektrofotometra, SAD.

SadrZaj flavonoida u ekstraktima je izracunat iz jednacine kalibracione krive za
kvercetin (y = 10,731x + 0,0043, R2 = 0,9996) i izraZen u ekvivalentima kvercetina po gramu
suvog ekstrakta (mg EK/g). Svaki uzorak je ispitan u triplikatu, a rezultati su prezentovani kao
srednja vrednost tri ponavljanja + standardna greska.
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3.7.4. Ukupni sadrzaj flavonola

Za odredivanje ukupnog sadrzaja flavonola koriS¢ena je procedura koju su opisali
Mihailovi¢ i sar. (2016), sa odredenim modifikacijama. U test epruvete je odmereno 200 pL
ekstrakta odgovarajuce koncentracije (100, 250 i 500 pg/mL) rastvorenih u 100% metanolu,
zatim je dodato 200 pL metanolnog rastvora aluminijum hlorida (20 mg/mL) i 600 pL
metanolnog rastvora natrijum acetata (50 mg/mlL). Negativha kontrola je sadrzala sve
komponente, a umesto uzorka je sadrzala odgovarajuéi rastvara¢ (70% metanol, 70% etanol
ili destilovanu vodu). Za konstruisanje kalibracione krive umesto ekstrakta koriS¢en je
kvercetin (K) rastvoren u 100% metanolu, u koncentracijama od 10 - 500 pg/mL. Apsorbanca
je ocitavana na 440 nm nakon inkubacije u trajanju od 150 minuta, pomoc¢u Perkin Elmer
Lambda Bio UV/VIS spektrofotometra, SAD.

Ukupan sadrzaj flavonola u ekstraktima je izracunat iz jednacine kalibracione krive za
kvercetin (y = 0,0173x + 0,0278, R2 = 0,9966) i izrazen u ekvivalentima kvercetina po gramu
suvog ekstrakta (mg EK/g suvog ekstrakta). Svaki uzorak je ispitan u triplikatu, a rezultati su
prezentovani kao srednja vrednost tri ponavljanja + standardna greska.

3.7.5. Ukupni sadrzaj kumarina

Metoda za odredivanje ukupnog sadrZaja kumarina je radena prema proceduri
opisanoj od strane de Amorim i sar. (2012), sa odredenim modifikacijama, u mikrotitracionim
ploCama sa 96 bunarica. U bunari¢ sa test supstancom na mikrotitracionoj ploci je odmereno 2
uL ekstrakta odgovarajuce koncentracije (100, 250 i 500 pg/mL), nakon cega je dodato 8 pL
destilovane vode i 2 pL rastvora olovo-acetata (5% w/v). U svaki bunari¢ je zatim dodato 28
uL destilovane vode i 160 pl 0,1 M hlorovodoni¢ne kiseline. Slepa proba je pripremljena tako
da sadrzi sve komponente, a umesto uzorka odgovaraju¢i rastvara¢ (70% metanol, 70%
etanol ili destilovanu vodu). Mikrotitraciona ploca sa reakcionim smesama i slepom probom je
inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi, nakon Cega su izmerene apsorbance.
Apsorbance su merene na 320 nm, koriS¢enjem c¢itaca mikrotitracionih ploca Multiskan Sky
Thermo Scientific, Finska.

Za konstruisanje kalibracione krive umesto ekstrakta koriS¢en je kumarin (Ku)
rastvoren u metanolu u slede¢em opsegu koncentracija: 5 do 1000 pug/mL. Svi uzorci su
ispitani u triplikatu. Ukupan sadrzaj kumarina u uzorcima je izracunat iz jednacine
kalibracione krive (y = 0,2440x + 0,0093; R? = 0,9983) i predstavljen je u ekvivalentima
kumarina kao mg EKu/g suvog ekstrakta. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost tri
ponavljanja + standardna greska.

3.7.6. Ukupni sadrzaj triterpena

Metoda za odredivanje ukupnog sadrzaja triterpena je radena prema proceduri koja je
opisana u radu Chang i sar. (2012), sa odredenim modifikacijama, u mikrotitracionim plo¢ama
sa 96 bunaric¢a. U bunari¢ sa test supstancom na mikrotitracionoj plo¢i je odmereno 10 pL
ekstrakta odgovarajuce koncentracije (100, 250 i 500 pg/mL), nakon ¢ega je dodato 15 pL
rastvora vanilin-glacijalne kiseline (5% w/v) i 50 pL perhlorne kiseline. Mikrotitraciona ploca
sa reakcionim smeSama je inkubirana u periodu od 45 minuta na 60°C, nakon Cega je
ohladena na ledu do temperature od 25°C. Zatim je u svaki bunari¢ dodato po 225 puL
glacijalne sirc¢etne kiseline. Slepa proba je pripremljena tako da sadrZi sve komponente, a
umesto uzorka odgovarajuéi rastvara¢ (70% metanol, 70% etanol ili destilovanu vodu).
Apsorbance su merene na 548 nm, koriS¢enjem citaca mikrotitracionih ploa Multiskan Sky
Thermo Scientific, Finska. Za konstruisanje kalibracione krive umesto ekstrakta koriS¢ena je
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ursolna Kkiselina (UK) rastvorena u 100% metanolu, u koncentraciji od 5 do 1000 pg/mL.
Svaki uzorak je ispitan u triplikatu.

Ukupan sadrzaj triterpena u uzorcima je izracunat iz jednacine kalibracione krive (y =
0,0008x + 0,0082, R2 = 0,995) i predstavljen je u ekvivalentima ursolne kiseline kao mg EUK/g
suvog ekstrakta. Rezultati su prezentovani kao srednja vrednost tri ponavljanja * standardna
greska.

3.7.7. HPLC-DAD analiza

Fenolna jedinjenja u ispitivanim ekstraktima su identifikovana uporedivanjem
retencionih vremena i spektra apsorpcije (200-400 nm) nepoznatih pikova sa referentnim
standardima. HPLC-DAD analiza je izvedena na aparatu serije Agilent 1200 (Agilent
Technologies, SAD) opremljenom Lichrospher® 100 RP 18e kolonom (5 mm, 250 x 4 mm).
Mravlja kiselina u vodi (0,17%) predstavljala je mobilnu fazu A, dok je mobilna faza B bila
acetonitril. Zapremina injekcije je iznosila 10 pl, a brzina protoka je bila 0,8 mL/min sa
programom gradijenta (0-53 min 0-100% B). Vreme trajanja analize je bilo podeSeno na 55
minuta. Analiza je sprovedena u tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao miligrami po
gramu (mg/g) suvog ekstrakta * standardna devijacija.

3.8. Odredivanje bioloske aktivnosti ekstrakata

3.8.1. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost ekstrakata biljaka familije Lamiaceae je ispitana koriS¢enjem
pet razliCitih testova: DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS (2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijum so) i FRAP (engl. Ferric-Reducing Ability of
Plasma) testom, testom odredivanja ukupnog redukcionog potencijala, kao i -
karoten/linolna kiselina testom.

3.8.1.1. DPPH test

U DPPH testu se kolorimetrijski prati redukcija DPPH radikala promenom boje DPPH
rastvora od tamno ljubicaste (DPPH radikal) do Zute (redukovani DPPH), do koje se dolazi u
prisustvu antioksidanasa koji deluju kao donori elektrona i prevode DPPH radikal u hidrazin.
Dakle, test se zasniva na redukciji rastvora obojenih stabilnih slobodnih radikala DPPH
redukcionim sredstvom. Kada antioksidativna supstanca redukuje DPPH radikal u prisustvu
vodonika kao donora elektrona, dolazi do obezbojavanja, koje je proporcionalno prisutnim
elektronima u rastvoru, pri ¢emu je redukciona sposobnost testirane supstance veca Sto je
veli stepen obezbojavanja rastvora (Yeo i Shahidi, 2019).

Za odredivanje inhibicije DPPH radikala koris¢ena je procedura koju je razvio Blois
(1958), sa odredenim modifikacijama. Metanolni rastvor DPPH (40 pg/mL) je pripremljen
neposredno pre eksperimenta. Prvo je u svaku test epruvetu dodato po 100 pL ekstrakta
odgovarajuée koncentracije (100, 250 i 500 pg/mL) i 900 pL radnog rastvora DPPH.
Negativna kontrola je sadrzala odgovaraju¢i rastvara¢ (70% metanol, 70% etanol ili
destilovanu vodu) umesto uzorka. BHA, BHT i askorbinska kiselina (AK) su koriS¢eni kao
pozitivne kontrole (referentni antioksidanti ili standardi). Uzorci, negativna i pozitivha
kontrola su pripremljeni u triplikatu. Nakon inkubacije u trajanju od 30 minuta u mraku, na
sobnoj temperaturi, pomo¢u Perkin Elmer Lambda Bio UV/VIS spektrofotometra, SAD, je
merena apsorbanca na 517 nm.
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Inhibicija DPPH radikala u prisustvu testiranog uzorka je izracunata na osnovu sledece
jednacine i izrazena u procentima (%):

Inhibicija DPPH radikala (%) = (Ac- Auz)/Ac x 100,

gde je Ac apsorbanca negativne kontrole i Ay; je apsorbanca reakcije DPPH radikala sa
uzorkom razli¢ite koncentracije. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost tri
ponavljanja + standardna greska.

3.8.1.2. ABTS test

ABTS test je kolorimetrijski test koji se zasniva na gubitku boje ABTS rastvora
uzrokovanog prisustvom antioksidativnog agensa, koji deluje kao donor elektrona i prevodi
ABTS katjon (plavozelene boje) u neutralni, molekulski oblik (bezbojan). Kao i u prethodnom
testu, redukciona sposobnost testirane supstance je veca ukoliko je stepen obezbojavanja
rastvora veci (Erel, 2004).

Inhibicija ABTS radikala ekstraktima je odredena koriS¢enjem procedure koju su
opisali Miller i sar. (1993) sa odredenim modifikacijama. Dvanaest do Sesnaest sati pre
pocetka eksperimenta je izvrSena aktivacija ABTS+ radikala tako S$to je napravljen 7 mM Stok
rastvaranjem ABTS u 2,46 mM rastvora kalijum-persulfata. Neposredno pre eksperimenta je
Stok rastvor razblaZen destilovanom vodom do postizanja sledece apsorbance radnog
rastvora: 0,70 + 0,02 na 734 nm. U 25 pL odgovarajuce koncentracije ekstrakta (100, 250 i
500 pg/mL) ili rastvora AK (pozitivna kontrola) dodato je 1000 pL radnog rastvora ABTS i
epruvete su inkubirane 30 minuta na 30°C. Negativna kontrola je sadrzala odgovarajuci
rastvarac (70% metanol, 70% etanol ili destilovanu vodu) umesto uzorka. Uzorci, negativna i
pozitivna kontrola su pripremljeni u triplikatu. Apsorbanca je merena na 734 nm pomocu
Perkin Elmer Lambda Bio UV/VIS spektrofotometra, SAD.

Inhibicija ABTS radikala u prisustvu testiranog uzorka je izraCunata na osnovu sledece
jednacine i predstavljena je u procentima (%):

Inhibicija ABTS radikala (%) = (Ac - Auz)/Ac x 100,

gde je Ac apsorbanca negativne kontrole, a Ay, je apsorbanca ABTS rastvora sa uzorkom.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost tri ponavljanja + standardna greska.

3.8.1.3. FRAP test

FRAP testom se meri ukupni antioksidativni potencijal uzorka koriste¢i redukciju feri
tripiridiltriazin kompleksa (Fe(IlII)-TPTZ) u fero tripiridiltriazin (Fe(II)-TPTZ) na niskoj pH
vrednosti. Dakle, test meri redukciju feri (Fe3*) u fero (Fe2*) jon u reakcionoj smesi u
prisustvu antioksidativne supstance, pri Cemu se reakcija odigrava na niskim vrednostima pH.
Ova metoda koristi antioksidante kao redukujuce agense, odnosno donore elektrona u
kolorimetrijskim reakcijama gde se, u kiseloj sredini, izaziva formiranje obojenog fero-
kompleksa iz bezbojnog feri-kompleksa (Benzie i Strain, 1996).

FRAP test je izveden prema proceduri koju su opisali Benzie i Strain (1996), sa
odredenim modifikacijama. FRAP reagens je pripremljen neposredno pre eksperimenta tako
da sadrzi natrijum acetatni pufer (300 mmol/L, pH 3,6), 10 mmol/L TPTZ u 40 mmol/L
hlorovodonic¢ne kiseline i 20 mmol/L rastvor gvozde (IlI)-hlorida heksahidrata u odnosu
10:1:1 (v/v/v). Reagens je pre upotrebe ugrejan do 37°C. U 3 mL radnog FRAP rastvora
dodato je 100 pL uzorka (koncentracije 100, 250 i 500 pg/mL) i nakon inkubacije od 4
minuta, merena je apsorbanca na 593 nm koriste¢i Perkin Elmer Lambda Bio UV/VIS
spektrofotometar, SAD. Odgovarajuéi rastvara¢ (70% metanol, 70% etanol ili destilovana
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voda) je bio koriS¢en umesto uzorka da bi se pripremila negativna kontrola. AK, BHA i BHT su
koris¢eni kao pozitivne kontrole.

Za konstrukciju kalibracione krive za Fe(II) koriS¢en je rastvor gvozde sulfat
heptahidrata (200-1600 umol/L) umesto uzorka (y = 0,803x + 0,003, R2 = 0,999), dok su
rezultati izraZeni kao pumol Fe(II)/g suvog ekstrakta i predstavljeni kao srednja vrednost tri
ponavljanja + standardna greska.

3.8.1.4. Ukupni redukcioni potencijal

Ukupni redukcioni potencijal (URP) ekstrakata je odreden metodom koju je razvio
Oyaizu (1986), a po proceduri uvedenoj od strane Tusevski i sar. (2014), sa pojedinim
modifikacijama. Kao i prethodna metoda, i ova metoda se zasniva na praé¢enju redukcionog
potencijala ispitivanog uzorka na redukciju Fe3+* (feri) u Fe2* (fero) jon, usled Cega se razvija
plavo-zelena boja Ciji se intenzitet meri spektrofotometrijski (Jamuna i sar., 2010).

U reakcionu smesu je dodato 100 pL uzorka (koncentracije 100, 250 i 500 pg/mL)
rastvorenog u odgovaraju¢em rastvaracu, 200 pL fosfatnog pufera (0,2 M, pH 6,6) i 200 pL 1%
kalijum heksacijanoferata(IIl). Nakon inkubacije od 20 min (vodeno kupatilo, 50°C) dodato je
200 pL 10% trihlorsirc¢etne kiseline, 200 pL destilovane vode i 40 uL 0,1% gvoZde(11I) hlorida.
Negativna kontrola je pripremljena na isti na¢in kao i reakciona smesa, s tim da je umesto
uzorka dodato 100 pL odgovarajuceg rastvaraca (70% metanola, 70% etanola ili destilovana
voda). Apsorbanca je izmerena nakon 10 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi.

URP uzoraka je izracunat pomocu kalibracione krive AK (0-1 mg/L) (y = 0,0011x +
0,0577, R2 = 0,9949) i rezultati su predstavljeni kao umol ekvivalenata askorbinske kiseline
po gramu suvog ekstrakta (umol EAK/g). Uzorci i standardi su pripremljeni u triplikatu, dok
su rezultati prikazani kao srednja vrednost + standardna greska.

3.8.1.5. R-karoten/linolna Kkiselina test

Princip 3-karoten/linolna kiselina testa se bazira na inhibiciji dekolorizacije rastvora
B-karotena od strane produkata oksidacije linolne kiseline, u prisustvu antioksidativnog
agensa, bududi da antioksidanti mogu reagovati sa slobodnim radikalima nastalim u procesu
oksidacije linolne kiseline ili drugim slobodnim radikalima prisutnim u sistemu. Lipidni
peroksilni radikali (koji mogu biti radikali linolne kiseline) dovode do prekida m-konjugacije
C=C dvostruke veze 3-karotena, ¢ime dolazi do obezbojavanja narandzasto-Zute emulzije [3-
karotena. Linolna kiselina se dodaje reakcionoj smesi jer porast temperature u sistemu dovodi
do formiranja radikala linolna kiseline, koji napadaju B-karoten, $to ima za posledicu
pomenuto obezbojavanje [-karotena. Dakle, dodatkom antioksidativne supstance u reakcionu
smesu za posledicu ima usporavanje obezbojavanja -karotena (Ueno i sar., 2014; Chou i sar.,
2019).

Ovaj test je izveden prema modifikovanoj proceduri koja je opisana od strane
Dapkevicius i sar. (1998). Emulzija je pripremljena rastvaranjem (-karotena (2 mg), linolne
kiseline (50 pL) i Tween 40 (400 mg) u 2 mL hloroforma, nakon ¢ega je hloroform uparen
pomocu rotacionog vakuum uparivaca na 40°C, a suvi ostatak je rastvoren u 200 mL
destilovane vode. U svaku test epruvetu je dodato 1000 pL emulzije i 140 plL ekstrakata
(koncentracije 100, 250 i 500 pg/mL). Kontrola je sadrzala odgovarajuci rastvara¢ umesto
uzorka. Ekstrakti i pozitivne kontrole, BHA, BHT i AK su takode pripremljeni u tri
koncentracije, 100, 250 i 500 pg/mL. Apsorbanca reakcione smeSe je izmerena na 490 nm, i to
apsorbanca negativne kontrole neposredno nakon dodavanja svih komponenti (t = 0 min) i 2
sata nakon inkubacije (t = 120 min), dok je apsorbanca uzoraka izmerena samo u t = 120 min,
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Perkin Elmer Lambda Bio UV/VIS spektrofotometrom, SAD. Antioksidativha aktivnost
uzoraka je odredena pracenjem inhibicije dekolorizacije [B-karotena, koris¢enjem sledece
jednacine:

Inhibicija obezbojavanja [3-karotena (%) = [(A120-K120) / (Ko-K120)] % 100,

gde su A120 i K120 apsorbance merene u t = 120 minuta za uzorke (A) i negativnu kontrolu (K),
dok je Ko apsorbanca negativne kontrole na pocetku eksperimenta (t = 0 minuta). Dobijene
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost tri ponavljanja + standardna greska.

3.8.2. Genoprotektivna aktivnost

Protektivni efekat ekstrakata na =zaStitu super-namotane DNK proucavani su u
acelularnom sistemu primenom testa relaksacije plazmida, koji je ranije opisan od strane
Russo i sar. (2006), pri ¢emu je pracen efekat uzoraka protiv hidroksil radikala (generisanog
fotolizom vodonik-peroksida).

3.8.2.1. Priprema gela i Sema eksperimenta

Eksperiment je prilagoden kadici za elektroforezu, pri ¢emu je koriS¢en Cesalj sa 20
bunari¢a. Bunari¢i na gelu za elektroforezu su popunjavani prema redosledu prikazanom na
Slici 26 (za svaku grupu ekstrakata, metanolni, etanolni i vodeni ekstrakti koriS¢ena je ista
Sema):
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Slika 26. Sema popunjavanja bunariéa u gelu za elektroforezu.
P - neozraceni plazmid; PZ - ozraceni plazmid; E - ekstrakt.

3.8.2.2. Priprema razblazZenja ekstrakata

Kao $to je prikazano na Slici 26, ekstrakti su bili testirani na tri koncentracije: 100, 500
i 1000 pg/mL. RazblaZenja ekstrakata su pripremljena u mikrotitracionoj ploci sa 96 bunarica,
a 1xPBS je koriS¢en kao medijum. U prvih 6 bunari¢a na ploci je dodato 9 uL PBS-a, potom u 6
bunari¢a u drugom redu je dodato po 5 uL PBS-a, dok u tre¢em redu nije dodat PBS.

U svaki od 6 bunari¢a u prvom redu je zatim dodato po 1 uL odgovarajuceg ekstrakta u
koncentraciji 10 mg/mL, potom u svaki od 6 bunari¢a u drugom redu je dodato po 5 pL
uzorka iste koncentracije (10 mg/mL), a u tretem redu je dodato po 10 pL ekstrakta
koncentracije 10 mg/mL. Na ovaj nacin bunari¢i u prvom redu su sadrzali ekstrakt u
koncentraciji 1 mg/mL, u drugom 5 mg/mL, a u trecem 10 mg/mL, a njihova finalna
koncentracija je bila 100, 500 i 1000 pug/mL.
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3.8.2.3. Priprema reakcione smese

Reakciona smeSa se sastojala od PBS-a, vodonik-peroksida i plazmida. Vodonik-
peroksid (3 mM) je imao ulogu u produkciji slobodnih radikala prilikom UV zracenja.
Koncentracija plazmida u smesi 20%, a vodonik-peroksid je dodat plazmidima pre zracenja.

Za 56 bunarica (Slika 26) bilo je potrebno ukupno 900 pL smeSe koja je napravljena
tako Sto se dodalo je 840 uL PBS, 60 pL plazmida i 10 pL vodonik-peroksida (kupovni
hidrogen je razblazen 10x u PBS-u, a potom je u smeSu dodato 10 pL pripremljenog
razblaZenja).

3.8.2.4. Zracenje

Pripremljena reakciona smesa (po 15 pL) je nanesena na poklopac mikrotitracione
ploce od 96 bunari¢a prema Slici 27 (dat je primer za 6 ekstrakata):
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Slika 27. Sema za dodavanje pripremljene reakcione smese za ispitivanje genoprotektivne
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aktivnosti na mikrotitracionu plocu.
E predstavlja ekstrakate, a PZ je ozraceni plazmid, odnosno tretman bez ekstrakata.

U reakcionu smesu (15 pL 1xPBS koji sadrzi 800 ng plazmida pUC19) dodato je po 1,5
pL ekstrakta koncentracije 100, 500 i 1000 pg/mL (opisano u poglavlju 3.8.2.2,; u PZ nije
dodat ekstrakt) i rastvaraca (metanola i etanola) u finalnoj koncentraciji 7%, nakon Cega je
Citava smesa izloZzena UV zracenju (540 J/m?) (3 minuta, UV lampa na 254 nm). Po isteku
zraCenja, na slobodno mesto na poklopcu je dodato jo$ 15 pL reakcione smeSe koja je sluzila
kao negativna kontrola. Interakcija ekstrakata sa plazmidnom DNK prekinuta je dodavanjem
5 uL 6xloading boje (30% (v/v) glicerola, 0,25% (w/v) bromofenol plave i 0,25% (w/v) ksilen
cijanola).

Elektroforeza je vrSena pri konstantnom naponu od 80 V, 300 mA oko sat vremena,
dok bromfenol plavo nije prelazilo 75% gela. Gelovi su posmatrani na UV transiluminatoru
pod ultraljubicastim svetlom na 312 nm i fotografisani digitalnim fotoaparatom, nakon ¢ega su
fotografije analizirane pomocéu softvera Image] (National Institutes of Health, SAD). Svi
tretmani su postavljeni i analizirani u tri pojedina¢na eksperimenta.
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3.8.3. Antigenotoksicna aktivnost

3.8.3.1. Prokariotski model sistem

Inhibicija oSte¢enja DNK izazvana vodonik-peroksidom u ko-tretmanu sa odabranim
ekstraktima procenjena je u SOS/umuC testom, prema protokolu opisanom u Kolarevi¢ i sar.
(2018). Bakterija Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 je Cesto koriS¢eni model sistem
za ispitivanje (anti)genotoksi¢nih agenasa, a sluzi za pracenje niva ekspresije fuzionisanih
umuC i lacZ gena koji se aktiviraju kao odgovor na indukovano oSte¢enje DNK.

Razlog zbog cega je S. typhimurium TA1535/pSK1002 odabran kao model sistem za
ove eksperimente jeste taj Sto ovaj soj sadrzi plazmid pSK1002 sa umuC operonom Kkoji je
spojen sa lacZ genom, odgovornim za aktivnost 3-galaktozidaze, te se ekspresija umuC gena
moze pratiti merenjem aktivnosti ovog enzima (Zegura i sar., 2006). U ovom testu, intenzitet
indukcije SOS odgovora je kvantifikovan stepenom promene boje u sistemu koji korelira sa
kolicinom oSte¢ene DNK u deliji izazvanom njenim izlaganjem vodonik-peroksidu. Drugim
rec¢ima, intenzitet razvoja boje u bunaru je indirektan pokazatelj proizvedene 3-galaktozidaze,
Sto je dalje direktno povezano sa koli¢inom indukovanog oStecenja DNK. Ipak, potrebno je
naglasiti da je ova studija imala kao cilj merenje antigenotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata
familije Lamiaceae nakon indukovanog osSte¢enja DNK, gde je ocekivano smanjenje stope
indukcije SOS odgovora, koje je takode praceno preko intenziteta boje u test sistemu.

Pre pocetka eksperimenata, izvedena je serija preliminarnih tretmana vodonik-
peroksidom i koncentracija od 1,68 mM je izabrana kao najprikladnija za dalja ispitivanja
(visoka stopa indukcije SOS odgovora i niska inhibicija rasta bakterija). Tretman vodonik-
peroksidom u finalnoj koncentraciji od 1,68 mM je izveden tokom 2 sata na 37°C u smeSama
koje su sadrzale 10 pL ekstrakta (koncentracija 125, 250 i 500 pg/mL, prethodno tretirani
vodonik-peroksidom) i 90 pL bakterijske kulture S. typhimurium TA1535/pSK1002 u
eksponencijalnoj fazi rasta. Sterilna bidestilovana voda je koriS¢ena kao negativna kontrola,
dok su metanol ili etanol (finalne koncentracije 3,5%) bili kontrola rastvaraca. Nakon
inkubacije, smeSe su razblazene 10 puta, inkubirane 2 sata na 37°C i utvrdena je brzina rasta
bakterija merenjem apsorbance na 600 nm, na Citatu mikrotitarskih plo¢a (Multiskan FC
Thermo Scientific, SAD). Aktivnost (-galaktozidaze odredena je koriS¢enjem ONPG kao
supstrata nakon inkubacije na sobnoj temperaturi (25°C) u trajanju od 30 minuta. Dalje,
apsorpcija je izmerena na 405 nm primenom referentnog rastvora bez bakterija. Brzina rasta
bakterija (G, engl. Growth) izracunata je pomocu sledece jednacine:

G = ODé600 uzorka / 0Dé00 kontrole

Odnos rasta koji je manji od 0,75, a koji predstavlja 25% inhibicije biomase, smatran je
indikacijom citotoksi¢nosti.

Brzina indukcije (IR, engl. Induction Rate) izracunata je prema sledec¢oj jednacini:
IR = (OD405 uzorka/ OD4os kontrole) x G.

Svi tretmani su izvedeni u tri ponavljanja, u tri individualna eksperimenta.
3.8.3.2. Eukariotski model sistem

3.8.3.2.1. Tretman ¢elija ekstraktima i priprema za SCGE komet test

MRC-5 (10> ¢el./mL) su zasejane u bunarice mikrotitracionih ploca i gajene su na 37°C
(5% COz, 24 h) da bi se postigao monosloj. Nakon ispranja 1xPBS-om ¢elijama je dodat DMEM
hranljivi medijum sa ekstraktima (finalnih koncentracija 25, 50 i 100 pg/mL) prethodno
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tretiranih vodonik-peroksidom. Takode, dodat je rastvarac¢ (kao kontrola rastvaraca) (0,7%),
50 mM vodonik-peroksida kao pozitivna kontrola, dok su u negativnoj kontroli bile
netretirane celije. Celije su gajene sa 5% CO2 na 37°C 24 h.

Nakon tretmana, iz svakog bunari¢a je odliven medijum, a ¢elije su ponovo isprane
1xPBS i zatim su tripsinizovane. Celijska suspenzija je centrifugirana dva puta na 1000 rpm
tokom 10 minuta, a celije resuspendovane u istom volumenu medijuma, izbrojane i
razblaZene do 3x105> ¢el./mL. Ovako pripremljene ¢elije su koris¢ene za komet test.

3.8.3.2.2. Komet test

Komet test je priznata standardna metoda za procenu jednolancanih ili dvolan¢anih
prekida DNK na nivou pojedinacne ¢elije, kao i za procenu sposobnosti razliitih supstanci da
potpomognu reparaciju osSte¢enog DNK molekula (Azqueta i sar., 2014; Beedanagari, 2017). U
ovom testu se prati kretanje negativno naelektrisanih fragenata DNK, kroz gel za
elektroforezu, ka pozitivnoj elektrodi, anodi. Budu¢i da se manji fragmenti oSte¢ene DNK brZe
krecu ka pozitivnoj elektrodi, nakon fluoresecentnog bojenja i softverske vizuelizacije, moZe
se primetiti da se oSte¢ena DNK (,rep“) razdvaja od intaktne DNK (,glava“) (Beedanagari,
2017) i oStecena Celijska jedra podsecaju na komete (Slika 28), te je tako ovaj test dobio svoj
naziv. Za odredivanje stepena oSte¢enja DNK u ovom testu vazno je pratiti oblik, veli¢inu, kao i
koli¢inu ,DNK kometa“.

Slika 28. Karakteristi¢an oblik MRC-5 ¢elija u komet testu.

Slika A predstavlja MRC-5 ¢eliju koja je pripadala kontrolnoj, netretiranoj grupi, dok je na slici E prikazana MRC-
5 ¢elija koja pripada kontrolnoj grupi koja je bila tretirana samo vodonik-peroksidom. Na slikama B-D su
predstavljene MRC-5 cCelije koje ekstraktima biljaka familije Lamiaceae na razli¢itim koncentracijama (25, 50 i
100 pg/mL, respektivno) (foto: M. M. Oalde Pavlovic¢).

KoriS¢ena je alkalna verzija SCGE (engl. single cell gel electrophoresis) komet testa
prema protokolu opisanom u radu Kolarevi¢ i sar. (2016a), sa odredenim modifikacijama. Na
prethodno dobro oprane i odmas¢ene mikroskopske ploCice naneta su tri sloja agaroze. Prvo
je nanet 1% rastvor NMP, a nakon suSenja 24 h sobnoj temperaturi ponovo je naneta 1% NMP
agaroza i ostavljena 5 min na 4°C. Na plocice je potom ponovo nanet 1% rastvor NMP agaroze
i ostavljene su 5 min na 4°C, kako bi se agaroza stegla. Po 30 pL prethodno pripremljenih
suspenzija Celija (sa tretmanima, pozitivnim i negativnim kontrolama) je pomesano sa 70 pL
LMP agaroze temperirane na 30°C, nakon cega je 15 pL ove suspenzije dodato na
mikroskopske plocice prema Slici 29:
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Slika 29. Sema organizacije uzoraka za Komet test na mikroskopskoj plo¢ici.
K- predstavlja negativnu kontrolu, bez vodonik-peroksida i ekstrakata, E oznacava ekstrakt, ci-c3 su razlicite
(opadajuce) koncentracije ekstrakata, a K* predstavlja pozitivnu kontrolu, sa vodonik-peroksidom, ali bez
ekstrakata.

Nakon toga, ploCice su potopljene u hladan rastvor za lizu (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10 mM Tris, 1,5% Triton X-100, pH = 10) tokom 60 minuta. Nakon ovog koraka, plocCice su
poredane u kadicu za elektroforezu i potopljene u hladan rastvor (4°C) za denaturaciju i
elektroforezu (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH = 13). Nakon denaturacije u trajanju od 20
minuta uradena je elektroforeza (0,5 - 0,75 V/cm, 300 mA) u istom rastvoru koji je koris¢en i
za denaturaciju. Nakon elektroforeze, plocice su potopljene 15 minuta u hladan rastvor za
neutralizaciju (0,4 M Tris, pH = 7,5). Fiksacija je izvrSena u hladnom metanolu (15 minuta).
Nakon fiksacije, ploCice su suSene 24 sata u mraku na 4°C. Fiksirane plocice su ¢uvane u kutiji
na sobnoj temperaturi do analize. Neposredno pre analize, ploCice su potopljene u hladnu
destilovanu vodu 15 minuta kako bi se agaroza rehidrirala. Za bojenje plocica koriSc¢en je
akridin oranz (2 pg/mlL). Na svaki gel je naneseno po 20 plL rastvora boje i pokriven je
pokrovnim staklom. PloCice su posmatrane na fluorescentnom mikroskopu (Leica, DMLS,
Austrija), na uveli¢anju 400, uz koriS¢enje ekscitantnog filtera 510-560 nm i grani¢nog filtera
590 nm. Za analizu plocica, koris¢en je softver Comet IV Computer Software (Perceptive
Instruments, Velika Britanija). U svakoj kupoli je prebrojen uzorak od 50 kometa, pri cemu je
po uzorku analizirano ukupno 100 kometa. Nivo oStetenja je procenjen koriS¢enjem
parametra T1% (engl. tail intensity), koji predstavlja procenat DNK u repu komete.

3.8.4. Antidijabeti¢na aktivnost ekstrakata

Antidijabeti¢na aktivnost ekstrakata je odredena koriS¢enjem dva testa: testa inhibicije
aktivnosti enzima a-amilaze i testa inhibicije aktivnosti enzima a-glukozidaze.

3.8.4.1. Inhibicija aktivnosti a-amilaze

Princip inhibicije enzima o-amilaze se zasniva na prekidanju dejstva a-amilaze na
skrob pod uticajem biljnih ekstrakata, tako da dolazi do zaustavljanja njegove digestije u
maltozu. Reakcija je kolorimetrijska, pri ¢emu ja¢i uzorak dovodi do tamno plave boje
reakcione smesSe nakon dodavanja Lugolovog rastvora (jodin/kalijum jodid, koji sluzi kao
indikator), dok reakciona smeSa koja sadrZi uzorak sa slabijom sposobnos¢u inhibicije a-
amilaze slabije boji reakcionu smesu nakon dodavanja Lugolovog rastvora.

Za odredivanje inhibicije a-amilaze koristi se metoda Caraway-Somogy jodin/kalijum
jodid, opisana od strane Zengin i sar. (2014), sa pojedinim modifikacijama. U svaki test
bunari¢ na mikrotitracionoj plo¢i sa 96 bunari¢a je odmereno po 25 pL uzorka (U)
odgovarajuce koncentracije (100, 250 i 500 pg/mL), nakon cega je dodato po 50 pL rastvora
enzima (0,5 mg/mL) u natrijum-fosfatnom puferu (0,1 M, pH 6,8, sa 6 mM natrijum hlorida).
Nakon inkubacije od 10 minuta na 37°C dodato je 50 uL 0,2% skroba i inkubirano jo$ 10
minuta na 37°C. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 25 pL. 1 M hlorovodonic¢ne Kkiseline,
nakon ¢ega je dodato 100 pL Lugolovog rastvora. Kontrola aktivnosti enzima (K1) je sadrzala
pufer umesto uzorka, kontrola supstrata (Kz) je sadrzala pufer umesto enzima, dok je kontrola
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obojenosti uzoraka (B) sadrzala pufer umesto enzima, skroba i Lugolovog rastvora. Kao
pozitivna kontrola kori$¢ena je akarboza. Sva merenja su ponovljena tri puta.

Apsorbanca je oCitana na 630 nm, pomocu ¢itaca mikrotitracionih ploc¢a Multiskan Sky
Thermo Scientific, Finska. Procenat inhibicije (% I) aktivnost a-amilaze je izracunat na osnovu
sledece jednacine:

Inhibicija a-amilaze (%) = [(U-B)-K1] / Kz x 100,

gde U predstavlja apsrobancu reakcione smeSe sa uzorkom, B predstavlja kontrolu obojenosti
uzorka, K1 predstavlja kontrolu rada enzima, a Kz predstavlja kontrolu supstrata.

3.8.4.2. Inhibicija aktivnosti a-glukozidaze

Princip testa inhibicije enzima a-glukozidaze se zasniva na zaustavljanju katalize
konverzije supstrata p-nitrofenil-f-D-glukopiranozida (pNPG) do [B-D-glukopiranozida i p-
nitrofenola, koji je Zute boje i ¢ija se apsorbanca meri na 405 nm.

Test inhibicije a-glukozidaze je raden prema proceduri koju su opisali Wan i sar.
(2013). U bunari¢ sa uzorkom (U) je odmereno po 120 plL ekstrakta odgovarajuce
koncentracije (100, 250 i 500 pg/mL) i po 20 pL rastvora enzima (0,5 U/mL) u kalijum-
fosfatnom puferu (0,1 M, pH 6,8). Nakon inkubacije od 5 minuta na 37°C dodato je 20 pL 5 mM
pNPG i inkubirano 20 minuta na 37°C. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 80 pL 0,2 M
natrijum karbonata u puferu. Negativna kontrola (K) je sadrzala pufer umesto uzorka, dok je
kontrola obojenosti (B) sadrzala sve komponente osim enzima, umesto kog je dodat pufer.
Akarboza je koris¢ena kao pozitivna kontrola. Sva merenja su ponavljena tri puta.

Apsorbanca je oCitana na 405 nm, pomocu ¢itaca mikrotitracionih ploc¢a Multiskan Sky
Thermo Scientific, Finska. Procenat inhibicije (%) aktivnosti a-glukozidaze je izracunat na
osnovu sledece jednacine:

Inhibicija a-glukozidaze (%) = [K-(U-B)] / K x 100,

gde K predstavlja negativnu kontrolu rada enzima, U predstavlja apsorbancu reakcione smeSe
sa uzorkom, a B predstavlja kontrolu obojenosti uzorka.

3.8.5. Antineurodegenerativna i antineuroinflamatorna aktivnost

Antineurodegenerativna aktivnost ekstrakata je odredena KkoriS¢enjem dva
biohemijska testa: testa inhibicije aktivnosti enzima acetilholinesteraze i testa inhibicije
aktivnosti enzima tirozinaze.

S druge strane, antineuroinflamatorna aktivnost ekstrakata su ispitane koriS¢enjem
BV2 ¢elijske linije i modela transfera supernatanata BV2 ¢elija na SH-SY5Y celije u MTT (engl.
Methyl-Thiazol-Tetrazolium), NBT (engl. Nitro Blue Tetrazolium) i Gris (Greiss) testovima.

3.8.5.1. Antineurodegenerativna aktivnost

3.8.5.1.1. Inhibicija aktivnosti acetilholinesteraze

Test inhibicije enzima acetilholinesteraze (AChE) se zasniva na kolorimetrijskoj
reakciji hidrolize acetilholin-jodida, gde dolazi do formiranja Zute boje 5-tio-2-

nitrobenzoatnog anjona koji nastaje kao produkt reakcije DTNB sa tioholinima u prisustvu
AChE.

Aktivnost uzoraka u inhibiciji AChE je merena spektrofotometrijski na osnovu
procedure koju su opisali Ellman i sar. (1961), sa pojedinim modifikacijama. Reakciona smeS$a
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(U) je pripremljena dodavanjem slede¢ih komponenti u svaki bunari¢ mikrotitracione ploce sa
96 bunaric¢a: 140 pL natrijum-fosfatnog pufera (0,1 M, pH 7), 20 pL rastvora DTNB, 20 uL
rastvora uzorka u natrijum-fosfatnom puferu koji sadrzi 5% DMSO (koncentracija uzoraka
100, 250 i 500 pg/mL) i 20 pL rastvora AChE (5 U/mL) u Tris-HCI puferu (20 mM, pH 7,5).
SmesSa bez uzoraka je obelezena kao negativna kontrola (K), a galantamin je koriS¢en kao
pozitivna kontrola. Nakon inkubacije (15 min, 25°C), reakcija je inicirana dodavanjem 10 pL
acetilholin-jodida. Apsorbanca je ocitavana na talasnoj duZini od 412 nm pomocu citaca
mikrotitracionih ploc¢a Tecan Sunrise SN, §vajcarska, opremljenim Xfluor4 softverom.

Procenat inhibicije AChE (%) je izraCunat na osnovu sledece jednacine:
Inhibicija AChE (%) = [K-U / K] x 100,

gde je K - apsorbanca negativne kontrole, a U - apsorbanca reakcione smese sa uzorkom.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost iz tri ponavljanja + standardna greska.

3.8.5.1.2. Inhibicija aktivnosti tirozinaze

Tirozinaza je klju¢ni enzim u prva dva koraka biosinteze melanina, katalizujudi
hidroksilaciju L-tirozina u 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA) i oksidaciju L-DOPA u
dopakinon.

Aktivnost tirozinaze je izmerena koriS¢enjem dopahrom metode, opisane od strane
Masuda i sar. (2005), sa pojedinim modifikacijama.

Razli¢ite koncentracije uzoraka (100, 250 i 500 pg/mL) su rastvorene u natrijum-
fosfatnom puferu (0,1 M, pH 7,0) sa 5% DMSO, dok je koji¢na kiselina rastvorena u natrijum
fosfatnom puferu (0,1 M, pH 7,0) u istim koncentracijama kao i biljni ekstrakti. Reakciona
smesa je pripremljena dodavanjem 80 pL natrijum-fosfatnog pufera, 40 pL rastvora tirozinaze
(46 U/L) i 40 pL uzorka. Smesa bez uzoraka je koriS¢ena kao negativna kontrola (K), a koji¢na
kiselina kao pozitivna kontrola. Nakon dodavanja 40 pL rastvora L-DOPA u puferu i inkubacije
(30 min, 25°C), apsorbanca je merena na talasnoj duzini od 475 nm pomodu Ccitaca
mikrotitracionih plo¢a Tecan Sunrise SN, Svajcarska, opremljenim Xfluor4 softverom.
Procenat inhibicije tirozinaze je izracunat na osnovu sledece jednacine:

Inhibicija tirozinaze (%) = [K-U / K] x 100,

gde je K - apsorbanca negativne kontrole, a U - apsorbanca reakcione smese sa uzorkom.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost iz tri ponavljanja + standardna greska.

3.8.5.2. Antineuroinflamatorna aktivnost

3.8.5.2.1. Odredivanje vijabilnosti BV2 ¢elija (MTT test)

Uticaj etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae je ispitana primenom MTT
testa nakon 24 sata tretmana (Mosmann, 1983). MTT test je kolorimetrijski test za procenu
ukupne mitohondrijske aktivnosti kojom se mozZe izraziti i ¢elijska vijabilnost. Zasniva se na
sposobnosti metabolicki aktivnih ¢elija da redukuju Zutu tetrazolijumovu so (MTT) u
ljubicaste kristale formazana zahvaljuju¢i prisustvu NAD(P)H-zavisnih enzima,
oksidoreduktaze.

Nakon 24 h inkubacije celija sa ekstraktima (finalne koncentracije 10 pg/mL) u
mikrotitracionim plo¢ama sa 96 bunarica, uklonjeno je 100 pL medijuma i u svaki bunari¢ je
dodato 10 pL rastvora MTT (finalne koncentracije 5 mg/mL u PBS) i inkubirano 3 sata na
37°C i 5% COz. Nakon toga je dodato 100 pL SDS-HCI (10% SDS u 0,1% 1 M hlorovodoni¢ne
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kiseline) i ¢elije su ostavljene na inkubaciju preko no¢i u mraku, kako bi se kristali formazana
rastvorili.

Apsorbanca redukovanog MTT-a je izmerena na 540 nm pomocu c¢itaca mikroploca
(LKB 5060-006, LKB Instruments, Austrija). Rezultati su izraZeni kao procenat vijabilnih
¢elija, i izraCunati su na osnovu sledece jednacine:

Vijabilnost ¢elija (%) = [T / K] x 100,

pri ¢emu T predstavlja apsorbancu tretiranih ¢elija, a K apsorbancu netretiranih celija,
odnosno negativne kontrole.

3.8.5.2.2. Odredivanje produkcije reaktivnih oblika kiseonika (NBT test)

Koncentracija superoksid anjon radikala (0O2~) u ¢elijama je odredena NBT testom
(Auclair i Voisin, 1985), koja se zasniva na redukciji NBT Oz~ radikalima, pri ¢emu se formira
diformazan, ljubicasti nerastvorljivi talog, koji se moZe koristiti za kvantifikaciju nivoa
produkovanog Oz~ od strane cCelija.

Nakon inkubacije ¢elija sa ekstraktima (finalne koncentracije 10 pg/mL) u trajanju od
24 sata, uklonjeno je 100 pL hranljivog medijuma i u svaki bunari¢ je dodato 10 pL rastvora
NBT (5 mg/mL u dejonizovanoj vodi), nakon ¢ega su Celije inkubirane 3 h na 37°C i 5% COx.
Kako bi se kvantifikovala produkcija formazana, dodato je 100 uL SDS-HCI (10% SDS u 0,1% 1
M hlorovodonic¢ne kiseline) i ostavljeno na 24-Casovnu inkubaciju u mraku, nakon cega su
izmerene apsorbance na 540 nm na C¢itatu mikrotitracionih plo¢a LKB 5060-006, LKB
Instruments, Austrija. Rezultati su izraZeni kao NBT indeks, izracunat kao odnos izmedu
apsorbanci tretiranih éelija i netretirane kontrole.

3.8.5.2.3. Odredivanje produkcije nitrita (Grisov test)

Odredivanje nitrita (NO2-) kao pokazatelja nivoa NO izvrSeno je
spektrofotometrijskom metodom opisanoj od strane Griess (1879), sa odredenim
modifikacijama. Grisov reagens se sastoji od dve komponente: N-(1-naftil) etilendiamin
dihidrohlorida (10 mg) rastvorenog u dejonizovanoj vodi (10 mL) i 1% sulfanilamida (100
mg) rastvoren u 5% fosfornoj kiselini (10 mL), koje su pomeSane u jednakim zapreminama
neposredno pre nanoSenja na mikrotitracionu plo¢u sa 96 bunari¢a. Grisova reakcija se
zasniva na dvostepenoj reakciji u kojoj zakiseljeni NO2~ produkuje nitrozujuci agens, koji
potom reaguje sa sulfanilamidom daju¢i diazonijum jon. Ovaj jon se kasnije vezuje za N-(1-
naftil) etilendiamin da bi se dobio hromoforni azo-derivat koji apsorbuje svetlost na 540 nm.

Nakon 24 sata inkubacije Celija sa ekstraktima (finalne koncentracije 10 pg/mL), 50 pL
supernatanta iz svakog bunarica je prebaceno na praznu mikrotitracionu plocu. Nakon toga, u
svaki bunari¢ je dodato 50 pL sveZe pripremljenog Grisovog reagensa i ploce su inkubirane 10
minuta u mraku. Nakon inkubacije je izmerena apsorbanca reakcione smese na 540 nm, na
CitaCu mikrotitracionih plo¢a LKB 5060-006, LKB Instruments, Austrija. Koncentracija nitrita
je izracunata iz standardne krive natrijum nitrita i izrazena u pumol /L (uM).

3.8.5.2.4. Model transfera supernatanta

Nakon tretmana BV2 c¢elija LPS-om i etanolnim ekstraktima predstavnika familije
Lamiaceae opisan u poglavlju 3.8.5.2.1., a prema modelu transfera supernatanata (Pislar i sar.,
2017) prebaceno je 100 pL supernatanta BV2 celija tretiranih LPS-om (i biljnim ekstraktima
finalne koncentracije 10 pg/mL) iz svakog bunari¢a mikrotitracione ploce sa 96 bunaric¢a na
mikrotitracionu plocu u kojoj su SH-SY5Y celije dostigle konfluentan rast. Mikrotitracione
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ploce su ostavljene na inkubaciju tokom 24 sata (37°C, 5% COz), nakon cega je uraden MTT
test po istom principu kao Sto je opisano u poglavlju 3.8.5.2.1.

3.8.6. Antitumorska aktivnost

Antitumorski potencijal etanolnih ekstrakata (finalne koncentracije 25, 50 i 100
pg/mL) je ispitan na HCT-116 ¢elijama koriS¢enjem MTT (opisan u poglavlju 3.8.5.2.1.), NBT
(opisan u poglavlju 3.8.5.2.2.), Grisovog (opisan u poglavlju 3.8.5.2.3.) i komet testa (opisan u
poglavlju 3.8.6.2.2., pri Cemu je finalna testirana koncentracija ekstrakata bila 50 ug/mL), dok
je etopozid kori$¢en kao pozitivna kontrola.

Za MTT, NBT i Grisov test, HCT-116 C(elije (1x10°> ¢el./mL) su zasejane u
mikrotitracionim plo¢ama sa 96 bunari¢a i gajene su na 37°C (5% CO2, 24 h) kao Sto je
opisano u poglavlju 3.6.4.

Za komet test, HCT-116 celije (1x10° ¢el./mL) su zasejane u plo¢ama sa 24 bunarica, u
zapremini od 500 pL. Celije su inkubirane 24 sata na 37°C, 5% CO2, nakon ¢ega je dodato 500
ul. odgovarajuée koncentracije etanolnih ekstrakata. Nakon inkubacije u trajanju od 24 sata
(37°C, 5% COz), odvadeno je 1 mL medijuma iz svakog bunarica, a ¢elije su isprane sa 500 pL
1xPBS. Zatim je dodato 100 pL 0,25% tripsina i inkubirano 3 minuta (37°C, 5% COz), nakon
Cega je dodato 300 pL. DMEM kompletnog hranljivog medijuma (da bi se neutralisao tripsin), a
sadrzaj svakog bunari¢a (400 pL) je prebacen u epruvete, nakon cCega je raden komet test,
istom principu kao Sto je opisano u poglavlju 3.8.3.2.2. Rezultati su prikazani kao nivo
oStecenja DNK u netretiranim celijama koje su sluZile kao negativna kontrola, kao i nakon
tretmana ekstraktima i etopozidom, poznatim hemoterapeutikom koji je sluzio kao pozitivna
kontrola.

3.8.7. Antibakterijska aktivnost

Antibakterijska aktivnost ekstrakata je odredena koriS¢enjem testom minimalne
inhibitorne koncentracije (MIK), ispitivanjem uticaja ekstrakata na adheziju i invaziju
Pseudomonas aeruginosa PAO1 pri infekciji Celija fibroblasta pluca, kao i ispitivanjem uticaja
uzoraka na formiranje biofilma i na ve¢ formirani biofilm.

3.8.7.1. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK test)

Minimalne inhibitorne koncentracije metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata
odredivane su mikrodilucionom metodom, u mikrotitracionim plo¢ama sa 96 bunarica,
koriS¢enjem serije dvostrukih razblaZenja testirane supstance. Kao indikator bakterijskog
rasta koriSc¢en je vodeni rastvor resazurina (finalne koncentracije 675 pg/mL).

Stokovi uzoraka su napravljeni tako da sadrze 400 pL medijuma® i 100 pL ispitivanih
metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata koncentracije 10 mg/mL (finalna koncentracija 2
mg/mL). Iz tih Stokova je potom dodato po 200 pL u svaki bunari¢ koji je bio namenjen za
testiranje najviSe koncentracije uzorka. Svi ostali bunariéi su sadrzali po 100 pL medijuma. U
sledecem koraku je napravljen gradijent koncentracije ispitivanih supstanci, tako Sto se
multikanalnom pipetom prebacilo po 100 pL zapremine iz svakog bunari¢a sa viSom
koncentracijom uzorka u sledeée bunari¢e namenjene za testiranje nise koncentracije uzorka,
i tako sve do poslednjeg bunaric¢a, odakle se izbacilo 100 uL zapremine. Nakon ovog koraka se
u svim bunari¢ima nalazila jednaka zapremina (100 pL) i svaki red je bio dvostruko razblazen

! MHB medijum je koris¢en za sve bakterijske sojeve, osim za L. innocua i E. faecalis, za koje je koris¢en BHI
medijum
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u odnosu na prethodni. Potom je u svaki bunari¢ dodato po 80 pL medijuma i po 20 pL
bakterija. S obzirom na to da rezultate nije bilo moguce ocitati na c¢itacu mikrotitracionih
ploca zbog zamucenosti ekstrakata, resazurin (22 uL) je dodat istog dana.

Pored mikrotitracionih plo¢a sa metanolnim, etanolnim i vodenim ekstraktima,
paralelno su radene i kontrole sterilnosti medijuma, rasta bakterija (negativna kontrola),
rastvaraca (za metanol i etanol), kao i odgovaraju¢i antibiotik za svaki bakterijski soj
(pozitivna kontrola). Mikrotitracione ploc¢e su inkubirane 24 h na 37°C.

Kako bi se odredio bakteriostaticki ili baktericidni efekat ispitane supstance, iz svih
bunari¢a u kojima nije bilo rasta (ljubiasto-plava boja) izvrSilo se presejavanje na cvrste
hranljive podloge (MHA), nakon cega su podloge inkubarane 24 h na 37°C. Nakon toga, na
osnovu prisustva ili odsustva rasta bakterija, bilo je moguce utvrditi da li test supstanca
pokazuje bakteriostaticko ili baktericidno dejstvo i na kojoj koncentraciji. Najmanja
koncentracija na kojoj nije bilo rasta bakterija oznacena je kao baktericidna (MBK), a
koncentracija na kojoj je doSlo do rasta bakterija kao bakteriostati¢ka (MIK).

3.8.7.2. Uticaj ekstrakata na adheziju i invaziju Pseudomonas aeruginosa PAO1 pri
infekciji Celija fibroblasta pluca

3.8.7.2.1. Ispitivanje adhezije

Konfluentni monosloj MRC-5 ¢elija je ispran temperiranim PBS-om i u svaki bunari¢ na
mikrotitracionoj plo¢i sa 24 bunaric¢a je dodat 1 mL svezeg DMEM kompletnog hranljivog
medijuma. Zatim je dodat alikvot svake bakterijske kulture tako da je postignut multiplicitet
infekcije (MOI) od 5:1 (bakterije:Celije) i ploce su inkubirane 3 sata na 37°C. Nakon inkubacije
je uklonjen medijum iz zarazenih ¢elija i Celije su isprane 3 puta temperiranim PBS-om. Da bi
se lizirale Celije i odvojile adherirane bakterije, dodato je 100 pL 1% Triton X-100 u svaki
bunari¢. Nakon ovog koraka, Celije su inkubirane 10 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim je
dodato 900 pL LB medijuma. Suspenzije su bile pazljivo homogenizovane mikropipetom.
Bunari¢i bez ¢elija koji su sadrzali samo inokulum bakterija su bili homogenizovani na isti
nacin kao $to je objaSnjeno za bunarice koji su sadrzali suspenzije Celija.

Odgovarajuca razblazenja suspenzija adherentnih bakterija i bakterijskih inokuluma
zasejana su na LA podlogu i inkubirana preko no¢i na 37°C. Nakon inkubacije su prebrojene
izrasle kolonije i uraden je t-test u odnosu na negativnu kontrolu koja je sadrzala etanol
umesto uzorka.

3.8.7.2.2. Ispitivanje invazije

Mikrotitracione ploce u kojima su gajene MRC-5 ¢elije do konfluentnog rasta su isprane
temperiranim PBS-om i u svaki od 24 bunari¢a je dodat 1 mL svezeg DMEM kompletnog
hranljivog medijuma. Nakon toga je dodat alikvot svake bakterijske kulture tako da je
postignut MOI od 5:1 (bakterije:¢elije) i ploce su inkubirane 3 sata na 37°C. Adherirane ¢elije
su isprane medijumom sa 300 pg/mL gentamicina i ploce su inkubirane sat vremena na 37°C.
Nakon uklanjanja medijuma i ¢elije su isprane PBS-om kako bi se uklonile bakterije i lizirane
1% Triton X-100. Sakupljeni lizat je centrifugiran na 4000 rpm (5 minuta) i Celije su isprane
sa 1xPBS kako bi se uklonile bakterije. Po 10 pL razblaZenja bakterija (1x10-1, 1x10-2, 1x10-3i
1x10-4 u u 1xPBS) je zasejano na TSA podlogu i inkubirano 24 sata na 37°C. Nakon toga su
prebrojene kolonije, izracunat je broj bakterija po mililitru i uraden je t-test u odnosu na
negativnu kontrolu koja je sadrzala etanol umesto uzorka.
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3.8.7.2.3. Ispitivanje efekta ekstrakata na formiranje biofilma

Efekat odabranih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae na formiranje biofilma P.
aeruginosa PAO1 je ispitan prema metodi opisanoj od strane Spoering i Lewis (2001). U prve
bunari¢e na mikrotitracionoj ploci je dodato 200 puL MIK koncentracije ekstrakata (osim za H.
officinalis i O. basilicum, gde su koriS¢ene %MIK), a u sve ostale bunarice je dodato po 100 pL
MHB medijuma. Zatim je 100 pL sadrZaja iz prvih bunari¢a prebaceno u druge, iz drugih u
trece, da bi na kraju iz poslednjeg reda bunarica bilo uklonjeno 100 pL sadrzaja, pri ¢emu su
bile testirane MIK i sub-MIK koncentracije. Zatim je u sve bunari¢e dodato po 100 uL kulture
P. aeruginosa PAO1 (1x107 ¢elija po mL), ¢ime su dobijena dvostruka razblaZenja ekstrakata.
Nakon inkubacije od 24 sata na 37°C, odliven je medijum, te je u bunari¢ima ostao formirani
biofilm. Kako bi se uklonile zaostale planktonske bakterije, biofilm je ispran sterilnom
destilovanom vodom dva puta, nakon cega su ploCe ostavljene da se osuSe na sobnoj
temperaturi 15 minuta. Celije u biofilmu su potom fiksirane metanolom (10 minuta), osusene
i obojene 0,1% kristal violetom (15 minuta), kako bi se omogucilo odredivanje mase biofilma.
Nakon bojenja ploce su isprane destilovanom vodom dva puta i ostavljene su da se suse (10
minuta). Kako bi se zaostala boja u potpunosti rastvorila, u svaki bunari¢ je dodato 200 uL
apsolutnog etanola, sadrzaj bunara je prome$an pomoc¢u nastavaka, a 10 minuta nakon toga je
oCitana apsorbanca na 570 nm na citacu mikrotitracionih plo¢a Multiskan FC (Thermo
Scientific, SAD).

Dobijene vrednosti su uporedene sa vrednostima dobijenim za pozitivhu kontrolu
(streptomicin) i rezultati su predstavljeni kao procenat vijabilnih bakterija u novoformiranom
biofilmu.

3.8.7.2.4. Ispitivanje efekta ekstrakata na vec¢ formirani biofilm

Efekti ekstrakta na ve¢ formirani biofilm P. aeruginosa PAO1 su ispitani prema
protokolu opisanom od strane Aleksic i sar. (2017). Nakon inkubacije, mikrotitraciona ploca je
isprana dva puta sterilnim PBS puferom, kako bi se uklonile planktonske bakterije. Nakon
toga je osusena i u bunarice je dodavano po 100 pul. MHB hranljive podloge koja je sadrzala
biljne ekstrakte (u koncentracijama 2xMIK, osim za H. officinalis i O. basilicum, gde su
koris¢ene ¥2MIK), Cija je smeSa prethodno pripremljena (koriS¢ene su iste koncentracije i u
eksperimentu opisanom u poglavlju 3.8.7.2.3.). Nakon 24-¢asovne inkubacije na 37°C, sadrzaj
ploca je uklonjen i ploce su bojene 0,1% kristal violet 15 minuta. Rezultati su evaluirani prema
istoj proceduri kao $to je opisano u poglavlju 3.8.7.2.3.

3.8.8. Uticaj na migraciju ¢elija u in vitro modelu zarastanja rana

Uticaj biljnih ekstrakata na migratorni potencijal MRC-5 ¢elija ispitan je Wound healing
odnosno Scratch testom (Liang i sar., 2007), koji je posluzio kao model za pracenje ,zarastanja
rane“ u konfluentnom Ccelijskom monosloju. Ova metoda je jednostavna za izvodenje, a
omogucava analizu pokretljivosti Celija u razli¢itim eksperimentalnim uslovima. Istovremeno,
ovaj model predstavlja i model mehanicke povrede.

Celijska suspenzija MRC-5 ¢elija, koncentracije 1x105 ¢el./mL je (gajena u DMEM
medijumu sa dodatkom 10% FBS) i zasejana u mikrotitracione ploc¢e sa 6 bunari¢a (3
mL/bunari¢u). Ploe su ostavljene u inkubatoru na 37°C, sa 5% CO:z do formiranja
konfluentnog monosloja. Nakon formiranja monosloja, iz ploca je uklonjen hranljivi medijum,
a zatim je vrhom sterilnog nastavka za mikropipetu (nastavak od 200 pL) provucena prava
linija kroz celijski monosloj pod uravnoteZenim nagibom, pritiskom o podlogu i brzinom
povlacenja, kako bi ogrebotine medusobno bile $to ujednacenijih dimenzija, a ¢elijske ivice
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oko ogrebotine ravne. Na ovakav nacin su u bunari¢ima formirane prazne zone konstantne
Sirine, ovi¢ene konfluentnim ¢elijskim monoslojem. Monosloj je nakon povlacenja linije ispran
DMEM medijumom. Biljni ekstrakti (100 pg/mL) su pripremljeni u hranljivom medijumu bez
dodatka FBS, kako bi se izbegla dalja proliferacija ¢elija. Celijama koje nisu tretirane
ekstraktima, umesto ekstrakata dodat je medijum bez dodatka FBS, i one su oznacCene kao
negativna kontrola.

Neposredno nakon formiranja ogrebotine u ¢elijskom monosloju, kao i posle 24 h
inkubacije, ¢elije su fotografisane digitalnim fotoaparatom, a vidno polje je obuhvatalo
napravljeni prorez i njegovu okolinu. Tokom eksperimenta, a u cilju Sto preciznije
komparacije, fotografisana su uvek ista vidna polja za odgovarajuci tretman, $to je omoguceno
time Sto je na donjem delu bunarica markerom obeleZeno mesto gde je napravljena
ogrebotina. Ispitivanje je izvedeno u triplikatu, a u svakom eksperimentu procenjena je
migracija ¢elija u tri vidna polja. Naknadno je sa fotografija vidnog polja utvrden migratorni
potencijal fibroblasta pod uticajem biljnih ekstrakata, pomo¢u Image] softvera (National
Institutes of Health, SAD). Na osnovu dobijenih vrednosti je preracunat broj i stopa migracije
Celija. Rezultati su prikazani na ova dva nacina iz razloga $to je njihovo ocitavanje subjektivno
budu¢i da ne postoje standardizovani nacini njihovog preraCunavanja, ve¢ se obrada
mikrografija, kao i merenja rade ru¢no u Image] softveru, te je razli¢itim nacinima
prikazivanja rezultata smanjena greska ljudskog faktora procene brzine zarastanja Celijskog
monosloja. Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti u odnosu na kontrolne, netretirane
Celije, preracunate iz tri nezavisne ogrebotine po bunaricu.

[ako je ovaj test veoma jednostavan za primenu, poseduje odredene nedostatke na koje
bi trebalo posebno obratiti paznju tokom njegovog izvodenja (Hulkower i Herber, 2011;
Nyegaard i sar., 2016; Pitz i sar., 2016): (i) materijal od kog je napravljen predmet koji se
koristi za povlacenje linija u bunari¢u mikrotitracione plo¢e moze ogrebati dno bunari¢a na
kom rastu ¢elije; (ii) Sirina pomenutog predmeta kojim se povlaci linija u ¢elijskom monosloju
mora biti ista, zbog Cega je najbolje koristiti isti predmet za povlacenje linija; (iii) ugao pod
kojim se drzi predmet, kao i sila pritiska koja se upotrebljava za povlacenje linija u monosloju
znacajno uti¢u na Sirinu ogrebotine u monosloju; (iv) mikrotitracione ploce se pregledaju u
odredenim vremenskim razmacima, te se mikrografije koje se koriste za obradu podataka
mogu razlikovati u zavisnosti od vidnog polja koje se pregleda; (v) proces obrade rezultata
ovog testa je subjektivan bududi da zavisi od podeSavanja parametara u softveru za obradu,
zbog Cega je najbolje da se slike vidnog polja naprave uz pomo¢ kamere koja je integralni deo
mikroskopa da ne bi doslo do razlike u osvetljenju na razli¢itim slikama; (vi) Sirinu zarasle
ogrebotine na delovima na kojima je doSlo do veée migracije Celija je Cesto tesko odrediti,
zbog Cega se razlikuju rezultati dobijeni izrac¢unavanjem broja ¢elija u ogrebotini i stope
migracija.

3.9. Obrada podataka

Korelacije izmedu rezultata testova za odredivanje antioksidativne, antidijabeticne i
antineurodegenerativne aktivnosti, kao i fitohemijskog sadrzaja ekstrakata su predstavljene
Pirsonovim koeficijentima korelacije (r), koji su interpretirani prema Taylor (1990). Prema
ovom autoru, za vrednosti r niZe od 0,35, korelacija se definiSe kao slaba; za vrednosti izmedu
0,36 i 0,67 korelacija se definiSe kao umerena, dok se za vrednosti u opsegu od 0,68 do 1,
korelacija definiSe kao jaka. Pozitivna korelacija predstavlja linearan odnos izmedu ispitanih
varijabli, odnosno slucaj kada se povecanje jedne varijable poklapa sa povecanjem druge
varijable, dok negativna korelacija podrazumeva obrnut linearan odnos, odnosno slucaj kada
jedna varijabla raste, a druga opada.
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Jednofaktorska ANOVA i Tukey post-hoc test su koriS¢eni kako bi se procenili efekti
rastvaraca na fitohemijski sadrzaj koji je odredivan spektrofotometrijski i HPLC-DAD
analizom, kao i na vrednosti dobijenih testovima za odredivanje antioksidativne,
antidijabeti¢ne i antineurodegenerativne aktivnosti.

T-test je koriS¢en za procenu znacaja inhibicije oSte¢enja DNK u SOS/umuc testu, za ko-
tretman sa ekstraktima u poredenju sa pozitivnom kontrolom, vodonik-peroksidom, kao i za
odredivanje znacajnosti antineuroinflamatorne, antitumorske i antibakterijske (u testovima
adhezije i invazije) aktivnosti uzoraka. Softver Statistica 10 je koriS¢en za obavljanje
statistickih analiza rezultata Komet testa. Zatim, Kolmogorov-Smirnoff test je koris¢en kako bi
se utvrdilo da li podaci imaju normalnu distribuciju. S obzirom na to da je na osnovu ovog
testa pokazano da je potrebno koristiti neparametrijske testove, uradena je Kruskal-Wallis
neparametarska jednosmerna ANOVA. Mann-Whitney U test je primenjen sa ciljem da se
uporedi tretman ekstraktima sa negativnom kontrolom i kontrolom rastvaraca. Nivo
znacajnosti za sve odnose postavljen je na p<0,05.

Kako bi se preracunale IBR (engl. integrated biomarker response) vrednosti, rezultati za
svaki od primenjenih testova pojedina¢no su pre svega standardizovani koriS¢enjem sledece
jednacine:

Yi= (Xi - st) / S.

U gornjoj jednacini, Y; predstavlja standardizovanu vrednost rezultata dobijenu za pojedinacni
uzorak, Xi oznaCava realnu vrednost rezultata dobijenu za pojedinacni uzorak, Xsv je srednja
vrednost svih rezultata dobijenih za jedan rastvarac, dok S predstavlja standardnu devijaciju
za isti rastvarac. U zavisnosti od toga da li je odredena bioloska aktivnost rasta ili opala sa
povecanjem vrednosti Xj, vrednosti Y se dodaje predznak plus (+) ili minus (-):

Zi = Yi (u slucaju da aktivnost raste sa porastom X; vrednosti rezultata)
ili
Zi = - Yi (u slucaju da aktivnost opada sa porastom X vrednosti rezultata).
Standardizovana vrednost Z; se dalje koristi za izraCunavanje S;:
Si=Zi+ |min|

pri ¢emu S; 2 0, a |min| predstavlja apsolutnu minimalnu vrednost S; koja je zabeleZena u
okviru jedne grupe uzoraka. Dobijene vrednosti S; su zatim koriS¢enje za konstrukciju
radijalnih grafika, pri ¢emu one ukazuju na to koji od koriséenih testova u najveéoj meri
doprinosi povecanju ili smanjenju ukupne IBR vrednosti, odnosno u kom testu je odredeni
biljni ekstrakt imao najvisu ili najnizu aktivnost.

Povrsina polja izmedu dve koordinate na radijalnom grafiku (A;) je dobijena primenom
sledece jednacine:

Ai = (Six Sis1 xsina)/ 2,
pri ¢emu o predstavlja ugao koje zaklapaju dve susedne koordinate (Si i Si+1).

Ukupna IBR vrednost pojedinacnog ekstrakta je preraCunata sabiranjem svih (n)
vrednosti A;:

IBR=A1+Az2+..+An

IBR analiza ekstrakata biljaka familije Lamiaceae je uradena iz nekoliko koraka:
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* ukljutivanjem samo testova za odredivanje antioksidativne aktivnosti
(metanolni, etanolni i vodeni ekstrakti testirani primenom pet testova),

* ukljutivanjem samo testova za odredivanje imunomodulatorne aktivnosti
(etanolni ekstrakti testirani primenom 11 testova),

» uklju¢ivanjem samo testova za odredivanje antibakterijske aktivnosti (etanolni
ekstrakti testirani primenom osam testova).

Finalno preracunavanje IBR vrednosti je podrazumevalo:

» koriS¢enje rezultata za metanolne, etanolne i vodene ekstrakte iz 17 testova, kao
i

* koriS¢enje rezutata samo za etanolne ekstrakte iz 28 testova.

IBR metoda se koristi kako bi se objedinio odgovor razli¢itih biomarkera koji se prate
u ekotoksikoloSkim studijama. U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitivanje bioloske aktivnosti
ekstrakata radeno na velikom broju testova koji se ne mogu nazivati biomarkerima u pravom
smislu reci. Medutim, buducéi da ¢e se u ovoj doktorskoj studiji princip IBR metode koristiti
kako bi se objedinile aktivnosti dobijene u razli¢itim testovima, iz poStovanja prema autorima
IBR metodologije (Beliaeff i Burgeot, 2002), zadrZace se originalni naziv metode.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Prinos ekstrakata

Ekstrakti proucavanih biljaka su dobijeni pomocu tri rastvaraca (70% metanol, 70%
etanol i kljucala destilovana voda) u cilju ekstrakcije komponenti razli¢ite polarnosti.
Procenat prinosa ekstrakata varirao je u odnosu na rastvarac koris¢en za ekstrakciju, Sto je
prezentovano u Tabeli 5.

Vodeni ekstrakti sledecih biljnih vrsta: H. officinalis, L. angustifolia, M. officinalis, O.
majorana, R. officinalis, S. montana, T. chamaedrys, Th. serpyllum i Th. vulgaris su imali veci
prinos od metanolnih i etanolnih ekstrakata odgovarajucih biljaka. S druge strane, metanolni
ekstrakti G. hederacea, M. vulgare, M. piperita, O. basilicum, O. vulgare, S. scardica i T.
montanum su imali najveéi prinos u odnosu na ekstrakte ovih biljnih vrsta dobijene drugim
rastvaracima, dok su etanolni ekstrakti L. cardiaca i S. officinalis imali ve¢i prinos u odnosu na
njihove metanolne i vodene ekstrakte. Etanolni ekstrakt M. vulgare je imao najvedi prinos od
svih ispitivanih biljaka (34,1%), dok je najmanji prinos dobijen za vodeni ekstrakt G.
hederacea (9,07%).

Tabela 5. Prinos ekstrakata ispitivanih predstavnika familije Lamiaceae.

Prinos ekstrakata (%)

Biljna vrsta

metanolni etanolni vodeni
G. hederacea 16,88 13,11 9,07
H. officinalis 14,12 10,59 16,63
L. angustifolia 20,11 18,05 31,06
L. cardiaca 14,27 32,09 18,15
M. vulgare 34,10 16,77 14,70
M. officinalis 16,10 16,70 23,60
M. piperita 30,88 18,20 28,27
0. basilicum 28,52 9,92 17,80
0. majorana 13,48 14,28 19,68
0. vulgare 21,68 13,93 20,73
R. officinalis 12,15 10,74 17,98
S. officinalis 18,01 21,91 21,84
S. montana 11,43 11,31 15,32
S. scardica 12,44 10,58 11,25
T. chamaedrys 15,43 16,20 16,75
T. montanum 15,50 13,64 14,66
Th. serpyllum 9,62 9,39 9,72
Th. vulgaris 10,82 11,27 12,42

[ako postoje brojni literaturni navodi koji su u saglasnosti sa rezultatima
predstavljenim u Tabeli 5 (Orhan i sar., 2010; Vidovi¢ i sar., 2014; Duleti¢-LauSevi¢ i sar.,
2018a; Angeloni i sar., 2021; Micovic i sar., 2021), pojedina istrazivanja sugerisu varijacije u
prinosu ekstrakcije za istrazivane biljne ekstrakte (Triantaphyllou i sar., 2001; El-Maati i sar.,
2012; Amessis-Ouchemoukh i sar., 2014a; Duleti¢-Lausevi¢ i sar., 2019). Studije su pokazale
da na pomenutu razliku u dobijenim vrednostima prinosa ekstrakcije umnogome mogu uticati
izbor ekstracionog protokola, vreme ekstrakcije, polarnost rastvaraca, a pre svega biljna vrsta
(Do i sar., 2014; Jovanovic i sar., 2017). Pored navedenih faktora koji uticu na krajnji ishod
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prinosa ekstrakcije, jedan od znacajnijih jeste i temperatura primenjena u ekstrakcionoj
proceduri, odnosno temperatura rastvaraca. Kivilompolo i Hyotyldinen (2007) su potvrdili da
poviSena temperatura utice na povecanje prinosa ekstracije, te se bolji rezultati dobijeni u
okviru ove doktorske disertacije za vodene ekstrakte (Tabela 5) mogu objasniti time Sto je u
ekstrakcionoj proceduri kori§¢ena kljucala umesto hladne destilovane vode.

Nakon ekstrakcije biljnog materijala, pojedini autori tvrde da treba voditi racuna o
duzini ¢uvanja ekstrakata na +4°C, budué¢i da je duzim skladiStenjem ekstrakata na ovoj
temperaturi moguca delimi¢na promena fitohemijskog sastava ekstrakta (Chua i sar., 2018)
kao Sto je konverzija iz jednog fenolnog jedinjenja u drugo (Huynh i sar., 2014; Oyama i sar.,
2018). Ipak, Hudz i sar. (2020) su pokazali da se ukupan sadrzaj flavonoida u etanolnom
ekstraktu S. montana nije znacajno promenio ¢ak ni nakon sedam meseci stajanja na +4°C.

4.2. Sadrzaj i hemijski sastav pojedinih fitokonstituenata ekstrakata
predstavnika familije Lamiaceae

4.2.1. Spektrofotometrijski odreden sadrzaj pojedinih fitokonstituenata

U ovom radu, sadrZaj ukupnih fenola, fenolnih kiselina, flavonoida, flavonola, kumarina
i triterpena u odabranim predstavnicima familije Lamiaceae je ispitivan spektrofotometrijski
koriS¢enjem tri koncentracije ekstrakata: 100, 250 i 500 pg/mL. Rezultati svih primenjenih
testova za kvantifikaciju ukupnog hemijskog sastava ekstrakata su pokazali da postoji
zavisnost sadrzaja fitokonstituenata od koncentracije ekstrakata (Prilog 1). Medutim, u nekim
slu¢ajevima na srednjoj i najniZoj testiranoj koncentraciji pojedina jedinjenja nisu ni bila
detektovana (Prilog 1 - ukupne fenolne kiseline, ukupni flavonoli i ukupni kumarini). Zbog
toga ¢e u narednim poglavljima biti predstavljeni samo rezultati dobijeni testiranjem najvise
koncentracije ekstrakata (500 pg/mL), na Graficima 1-5.

4.2.1.1. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja

Etanolni ekstrakti ispitivanih predstavnika familije Lamiaceae koncentracije 500
pg/mL su imali najviSe ukupnih fenolnih jedinjenja (opseg vrednosti od 34,55 do 236,38 mg
EGK/g). S druge strane, umeren nivo ukupnih fenolnih jedinjenja je detektovan u metanolnim
(opseg vrednosti od 32,17 do 160,69 mg EGK/g), dok je najmanje ukupnih fenola izmereno u
vodenim ekstraktima (opseg vrednosti od 30,21 do 144,3 mg EGK/g). Etanolni ekstrakt O.
vulgare je imao najvise ukupnih fenola u odnosu na sve ispitivane biljke, i to u svim testiranim
koncentracijama ekstrakta. Takode je pokazano da je ovaj ekstrakt koncentracije 500 pg/mL
imao znacajno vise fenolnih jedinjenja u odnosu na metanolni i vodeni ekstrakt iste biljke. U
vodenom ekstraktu M. vulgare, s druge strane, detektovano je najmanje ukupnih fenolnih
jedinjenja, i to u ekstraktima u svim ispitivanim koncentracijama, pri ¢emu se vrednosti
dobijene za metanolni, etanolni i vodeni ekstrakt u koncentraciji 500 pg/mL nisu medusobno
znacajno razlikovale. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima biljaka
familije Lamiaceae je prikazan u Prilogu 1, dok su rezultati dobijeni ispitivanjem uzoraka na
najvisoj koncentraciji prikazani na Grafiku 1.
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Grafik 1. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.

Rezultati su prikazani kao mg EGK/g, za koncentraciju 500 pg/mL.
ays. metanolni, ® vs. etanolni i ¢ vs. vodeni ekstrakt (p<0,05)

4.2.1.2. Sadrzaj ukupnih fenolnih Kiselina

Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina u ispitivanim ekstraktima predstavnika familije
Lamiaceae su prikazane u Prilogu 1, dok su rezultati dobijeni ispitivanjem uzoraka u najvisoj
koncentraciji prikazani na Grafiku 2. Najvise ukupnih fenolnih kiselina u ekstraktima
koncentracije 500 pg/mL je detektovano u metanolnim ekstraktima (opseg od 11,96 do
176,04 mg EKK/g), umeren nivo je detektovan u etanolnim (opseg od 3,81 do 163,81 mg
EKK/g), dok je najmanje ukupnih fenolnih kiselina detektovano u vodenim ekstraktima (3,81
- 132,7 mg EKK/g). U najvisSoj testiranoj koncentraciji, najve¢i sadrzaj ukupnih fenolnih
kiselina je posedovao metanolni ekstrakt M. officinalis, sli¢no kao i etanolni ekstrakt, dok je
vodeni ekstrakt imao znacajno nizi sadrzaj fenolnih kiselina. Medutim, u koncentracijama 250
pug/mL i 100 pg/mL, najvisi nivo ovih jedinjenja je imao O. vulgare (Prilog 1). Etanolni i vodeni
ekstrakti S. scardica u najviSoj testiranoj koncentraciji su imali najnizi nivo ukupnih fenolnih
kiselina od svih ispitivanih uzoraka, 3,81 mg EKK/g, s$to je ujedno i znacajno niZe u odnosu na
metanolni ekstrakt ove biljke. S druge strane, u pojedinim ekstraktima, u nizim
koncentracijama, fenolne kiseline nisu detektovane (Prilog 1).
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Grafik 2. SadrZaj ukupnih fenolnih kiselina u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Rezultati su prikazani kao mg EKK/g, za koncentraciju 500 pg/mL.
ays. metanolni, ® vs. etanolni i ¢ vs. vodeni ekstrakt (p<0,05)
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Grafik 3. SadrZaj ukupnih flavonoida u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Rezultati su prikazani kao mg EK/g, za koncentraciju 500 pg/mL.
ays. metanolni, ® vs. etanolni i ¢ vs. vodeni ekstrakt (p<0,05)

4.2.1.3. Sadrzaj ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ispitivanim ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae
prikazani su u Prilogu 1, dok su rezultati za ekstrakte koncentracije 500 pg/mL prikazani i na
Grafiku 3. Najvec¢i nivo ukupnih flavonoida u ekstraktima koncentracije 500 pg/mlL je izmeren
u metanolnim ekstraktima (opseg od 9,1 do 57,56 mg EK/g), umeren u etanolnim (opseg od
6,96 do 54,8 mg EK/g), dok je najmanji nivo detektovano u vodenim ekstraktima (7,21 - 43,02

mg EK/g). U svim ispitivanim koncentracijama, u etanolnom ekstraktu biljke M. piperita je
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izmeren najvedi sadrzaj ukupnih flavonoida, dok je najmanje izmereno u etanolnom ekstraktu
biljke M. vulgare (6,96 mg EK/gna 500 ug/mL).

4.2.1.4. Sadrzaj ukupnih flavonola

SadrZaj ukupnih flavonola u ispitivanim ekstraktima biljaka familije Lamiaceae su
prikazani u Prilogu 1, dok su rezultati dobijeni koriS¢enjem ekstrakata koncentracije 500
pg/mL prikazani na Grafiku 4. NajviSe ukupnih flavonola u ispitivanim ekstraktima
koncentracije 500 pug/mL izmereno je u etanolnim ekstraktima (opseg od 2,57 do 23,75 mg
EK/g), nesto manji u metanolnim (opseg od 1,3 do 21,9 mg EKK/g), a najmanje u vodenim
ekstraktima ispitivanih biljaka (0,08 - 14,73 mg EKK/g). Etanolni ekstrakt biljke M. piperita je
sadrzao najviSe flavonola i to u svim testiranim koncentracijama, dok su sva tri ekstrakta
biljke M. vulgare koncentracije 500 pg/mL sadrZali najmanje ukupnih flavonola u odnosu na
sve ispitivane uzorke. S druge strane, u pojedinim ekstraktima u niZim koncentracijama
flavonoli nisu ni detektovani.
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Grafik 4. Sadrzaj ukupnih flavonola u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Rezultati su prikazani kao mg EK/g, za koncentraciju 500 pg/mL.
ays. metanolni, ® vs. etanolni i ¢ vs. vodeni ekstrakt (p<0,05)

4.2.1.5. Sadrzaj ukupnih kumarina

Vecina ispitivanih predstavnika familije Lamiaceae poseduje znatne koli¢ine ukupnih
kumarina (Prilog 1). U najviSoj testiranoj koncentraciji alkoholnih ekstrakata (etanolni i
metanolni) izmeren je najvisi nivo kumarina: metanolni u opsegu od <1 do 161,22 mg EKu/g,
etanolni od 11,22 do 126,53 mg EKu/g, dok su vodeni ekstrakti imali manje kumarina od
alkoholnih: u opsegu od <1 do 97,96 mg EKu/g (Grafik 5). Na osnovu analize rezultata ovog
testa se moze videti da metanolni ekstrakt T. montanum sadrzi najviSe kumarina u odnosu na
sve ispitivane ekstrakte (161,22 mg EKu/g na 500 pg/mL), nakon cega slede metanolni
ekstrakti O. majorana, T. chamaedrys i S. officinalis. S druge strane, u etanolnom ekstraktu
pojedinih biljaka, poput G. hederacea, H. officinalis i M. vulgare, izmereno je znatno viSe ovih
jedinjenja nego u odgovaraju¢im metanolnim i vodenim ekstraktima, dok su vodeni ekstrakti
L. angustifolia i 0. vulgare sadrZzali znatno viSe kumarina u odnosu na ekstrakte pripremljene
primenom druga dva rastvaraca. Takode, potrebno je napomenuti da u pojedinim ekstraktima
kumarini nisu detektovani ¢ak ni u najviSoj testiranoj koncentraciji (metanolni ekstrakti H.
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officinalis, L. angustifolia i M. vulgare, kao i vodeni ekstrakti G. hederacea, H. officinalis i M.
vulgare).
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Grafik 5. Sadrzaj ukupnih kumarina u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Rezultati su prikazani kao mg EKu/g, za koncentraciju 500 pg/mL.
ays. metanolni, ® vs. etanolni i ¢ vs. vodeni ekstrakt (p<0,05)

4.2.1.6. Sadrzaj ukupnih triterpena

SadrZaj ukupnih triterpena su ispitivani u ekstraktima odabranih predstavnika familije
Lamiaceae u koncentracijama 100, 250 i 500 pg/mL. Kao i u prethodnim testovima, i u ovom
testu je pokazano da se sadrzaj ovih sekundarnih metabolita povecava sa povecanjem
koncentracije ekstrakta (Prilog 2), medutim kod odredenog broja ispitivanih predstavnika
familije Lamiaceae triterpeni nisu detektovani ¢ak ni u ekstraktima najviSe testirane
koncentracije. U ekstraktima koncentracije 500 pg/mL, najviSe triterpena je detektovano u
metanolnom (opseg od <1 do 210,42 mg EUK/g), a najmanje u vodenom ekstraktu (<1 - 52,12
mg EUK/g). Svi etanolni ekstrakti su imali merljivu koli¢inu triterpena, a opseg se kretao od
1,61 - 109,4 mg EUK/g (Grafik 6). NajviSe triterpena je nadeno u ekstraktima L. angustifolia,
posebno u metanolnom ekstraktu (210,42 mg EUK/g), koji je sadrzao gotovo dva puta visSe
triterpena od etanolnog i Cetiri puta viSe od vodenog ekstrakta. S druge strane, najmanji
sadrzaj triterpena je naden u ekstraktima O. basilicum.
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Grafik 6. SadrZaj ukupnih triterpena u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Rezultati su prikazani kao mg EUK/g, za koncentraciju 500 pg/mL.
ays. metanolni, ® vs. etanolni i ¢ vs. vodeni ekstrakt (p<0,05)

4.2.2. HPLC-DAD analiza ekstrakata odabranih predstavnika familije Lamiaceae

Rezultati HPLC-DAD analize ispitivanih ekstrakata biljaka familije Lamiaceae su
prikazani u Tabelama 6 i 7. Na osnovu ove analize jasno je da je najzastupljenije fenolno
jedinjenje u ispitivanim ekstraktima rozmarinska Kkiselina (Tabela 6). Dobijeni rezultati
ukazuju na to da su generalno metanolni ekstrakti bili najbogatiji ovom fenolnom kiselinom,
dok je u vodenim ekstraktima nadeno najmanje rozmarinske Kkiseline. Najvece koli¢ine
rozmarinske kiseline su izmerene u metanolnom ekstraktu M. officinalis (86,76 mg/g suvog
ekstrakta), mada je vodeni ekstrakt biljke M. piperita takode imao visok sadrzaj rozmarinske
kiseline (84,48 mg/g suvog ekstrakta).

Pored rozmarinske kiseline, odreden je i nivo kafene i hlorogene kiseline (Tabela 6).
Najveca koli¢ina kafene kiseline je prisutna u etanolnom ekstraktu T. montanum (6,94 mg/g
suvog ekstrakta), medutim kada se porede razliciti ekstrakti iste biljke, moZe se primetiti da
su vodeni ekstrakti 11 biljaka (G. hederacea, L. cardiaca, M. officinalis, M. piperita, O. vulgare, R.
officinalis, S. officinalis, S. montana, S. scardica, Th. serpyllum i Th. vulgaris) sadrZzali viSe kafene
kiseline u odnosu na odgovarajuce alkoholne ekstrakte. U svim ispitivanim ekstraktima H.
officinalis, ova fenolna kiselina je detektovana samo u tragovima, odnosno u koli¢cinama koje
su manje od koncentracija standarda koriS¢enih za izradu kalibracione krive.

S druge strane, najve¢i sadrzaj hlorogene Kkiseline je detektovan u metanolnom
ekstraktu S. scardica (5 mg/g suvog ekstrakta). I za ovu fenolnu kiselinu se primecuje da je
najprisutnija u vodenim ekstraktima (kod osam od 18 biljaka: G. hederacea, L. cardiaca, M.
piperita, 0. majorana, O. vulgare, S. officinalis, Th. serpyllum i Th. vulgaris).

Kvercetin je najzastupljeniji u metanolnim ekstraktima (kod osam od 18 biljaka: G.
hederacea, L. cardiaca, M. officinalis, O. basilicum, O. majorana, S. officinalis, S. montana i T.
chamaedrys). U etanolnom ekstraktu S. scardica je ovaj flavonol pronaden u najvecoj kolicini
(17,95 mg/g suvog ekstrakta), dok je u pojedinim metanolnim i vodenim ekstraktima
pronaden u tragovima (Tabela 7).
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Medu kvantifikovanim jedinjenjima, rutin je bio dominantan u metanolnim ekstraktima
10 od 18 ispitivanih biljnih vrsta: G. hederacea, L. angustifolia, M. vulgare, O. vulgare, S.
officinalis, S. montana, S. scardica, Th. serpyllum, Th. vulgaris i T. chamaedrys. Metanolni
ekstrakt T. chamaedrys je imao najviSi nivo ovog flavonolnog glikozida (23,4 mg/g suvog
ekstrakta), dok su pojedini vodeni i etanolni ekstrakti sadrzali rutin samo u trgovima.

NajviSi nivo flavanona naringina je detektovan u ekstraktima S. officinalis, i to u
metanolnom ekstraktu (12,83 mg/g suvog ekstrakta). Ovaj flavonoidni glikozid je generalno
bio najzastupljeniji u metanolnim ekstraktima 12 od 18 ispitivanih biljnih vrsta: G. hederacea,
H. officinalis, M. vulgare, M. officinalis, M. piperita, O. basilicum, O. majorana, S. officinalis, S.
montana, T. chamaedrys, Th. serpyllum i Th. vulgaris. S druge strane, u vodenim ekstraktima je
izmerena najmanja koli¢ina naringina. Generalno, naringin je ujedno i flavonoid koji je
generalno najmanje zastupljen u svim ispitivanim ekstraktima, u odnosu na preostala tri.

Luteolin-7-0-glukozid je jedino identifikovano jedinjenje iz grupe flavona. Kao i
naringin, luteolin-7-0-glukozid je predominantan u ekstraktima S. officinalis, i to posebno u
metanolnom ekstraktu (22,82 mg/g suvog ekstrakta). Za razliku od prethodno opisanih
flavonoida, ovaj glukozid je generalno najprisutniji u etanolnim ekstraktima ispitivanih biljaka
familije Lamiaceae, Sto je slucaj kod osam od 18 ispitivanih biljnih vrsta: L. cardiaca, M.
piperita, 0. majorana, O. vulgare, R. officinalis, S. scardica, T. chamaedrys i Th. vulgaris.
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Fenolna jedinjenja su medu najceS¢e identifikovnim jedinjenjima u biljkama familije
Lamiaceae. Pored toga, Cesto se nailazi na podatak da su terpeni biljaka ove familije, posebno
triterpeni nalaZeni u metanolnim ekstraktima, od izuzetnog znacaja za razvoj novih
bioaktivnih proizvoda, i to zahvaljujuci c¢injenici da su farmakoloski veoma aktivna grupa
jedinjenja (Etsassala i sar., 2021). Medutim, oni su u znatno manjoj meri proucavani i opisani
u ekstraktima biljaka familije Lamiaceae. Prethodna Cinjenica moZe takode biti objaSnjena
time Sto, zbog prisustva nezasi¢enih ugljenikovih veza, terpeni lako reaguju sa oksidansima iz
atmosfere poput OH-, O3 i NOs, zbog Cega imaju kratak vek trajanja (od nekoliko minuta do
nekoliko sati), te ih je veoma tesko identifikovati i pravilno kvantifikovati u biljnom materijalu
(Agatonovi¢-Kustrin i sar., 2020).

U nastavku ovog poglavlja ¢e biti dat prikaz rezultata za svaku od ispitivanih biljnih
vrsta familije Lamiaceae =zajedno sa pregledom dostupnih literaturnih podataka.
Spektrofotometrijski odreden sadrzaj svih konsituenata je prikazan i diskutovan samo za
najvisu testiranu koncentraciju od 500 pg/mL

Glechoma hederacea

Medu ekstraktima G. hederacea detektovano je znacajno viSe ukupnih fenola u
metanolnom ekstraktu (63,23 mg EGK/g), u odnosu na vodeni i etanolni ekstrakt (Grafik 1).

Sli¢an trend kao za sadrzaj ukupnih fenola pronaden je i nakon kvantifikacije fenolnih
kiselina. Naime, vodeni ekstrakt G. hederacea je imao najviSe fenolnih kiselina (73,44 mg
EKK/g), za kojim slede metanolni i etanolni ekstrakti (Grafik 2).

Kvantifikacija ukupnog sadrZaja flavonoida je pokazala suprotan trend u odnosu na
ukupan sadrzaj fenolnih kiselina, pri ¢emu je etanolni ekstrakt sadrzao znacajno viSe
flavonoida (13,98 mg EK/g) od vodenog ekstrakta ove biljne vrste (Grafik 3). Rezultati Barros
i sar. (2010) nisu u saglasnosti sa rezultatima predstavljenim u okviru ove doktorske
disertacije, budu¢i da metanolni ekstrakt G. hederacea iz Portugala koris¢en u studiji ovih
autora, u koncentraciji 50 mg/mL ima duplo ve¢i sadrzaj ukupnih fenola od flavonoida, dok je
u ovoj doktorskoj disertaciji za metanolni ekstrakt G. hederacea na 500 pg/mL dobijen odnos
od oko 6:1 za ukupna fenolna jedinjenja i flavonoide.

Metanolni ekstrakt G. hederacea ispitivan u ovoj doktorskoj disertaciji je sadrzao
znacajno viSe ukupnih flavonola (10,13 mg EK/g) od odgovarajuceg vodenog i etanolnog
ekstrakta (Grafik 4).

Za razliku od prethodnog navedenog, u etanolnom ekstraktu G. hederacea je nadeno
znacajno viSe ukupnih kumarina (37,76 mg EKu/g) u odnosu na metanolni ekstrakt, dok u
vodenom ekstraktu kumarini nisu detektovani (Grafik 5).

Sli¢an trend je primecen i u slucaju triterpena, gde je etanolni ekstrakt imao najviSe
triterpena (13,19 mg EUK/g). Ipak, statistickom analizom je ustanovljeno da ne postoji
znacajna razlika izmedu sadrzaja ovih jedinjenja u etanolnom i metanolnom ekstraktu
(Grafik 6).

HPLC-DAD analizom je ustanovljeno da je metanolni ekstrakt G. hederacea bio
najbogatiji rozmarinskom kiselinom (24,1 mg/g) (Tabela 6), nakon Cega slede kvercetin, rutin,
naringin i luteolin-7-0-glukozid (Tabela 7), dok su u vodenom ekstraktu hlorogena i kafena
kiselina detektovane u najviSoj kolic¢ini (Tabela 6). Detaljnija analiza Varga i sar. (2016) je
pokazala da vodeni ekstrakt G. hederacea poreklom iz Madarske ima 0,1 mg/g suvog ekstrakta
hlorogene kiseline, dok rutin nije detektovan u ovim uzorcima. Njihovi rezultati nisu u skladu
sa rezultatima predstavljenim u okviru ove doktorske disertacije buduci da su autori pronasli
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znacajno nizi sadrzaj hlorogene kiseline ispitivanom ekstraktu, sto moze biti posledica razlike
u ekoloskim i geografskim uslovima u kojima su biljke rasle. Dodatno, za razliku od studije
Varga i sar. (2016), ekstrakti ispitivani u ovoj doktorskoj disertaciji i u studiji Xie i sar. (2014)
su sadrzali rutin. Pored toga, Cho i sar. (2020) su ustanovili da vodeni ekstrakt ove biljke
poreklom iz JuZzne Koreje sadrZi rozmarinsku i trans-kafenu kiselinu, kao i glukuronide
apigenina i luteolina, za koje je poznato da poseduju znacajnu bioloSku aktivnost.

Hyssopus officinalis

Najvisi sadrzaj ukupnih fenola medu ekstraktima H. officinalis, detektovan je u
vodenom ekstraktu (74,28 mg EGK/g), dok je etanolni ekstrakt imao zna¢ajno manje ukupnih
fenola u odnosu na vodeni i metanolni ekstrakt (Grafik 1). Studija sprovedena u Poljskoj
pokazala je slicne rezultate kao i naSa u pogledu distribucije ukupnih fenolnih jedinjenja u
metanolnim i vodenim ekstraktima H. officinalis (Ulewicz-Magulska i Wesolowski, 2019).

U istrazivanju sprovedenom u okviru ove doktorske disertacije je pokazano da su svi
ekstrakti H. officinalis imali slicnu koli¢inu ukupnih fenolnih kiselina (Grafik 2) i ukupnih
flavonoida (Grafik 3), dok je u studiji Vlase i sar. (2014) pokazano da etanolni ekstrakt H.
officinalis poreklom iz Rumunije ima ve¢i sadrzaj fenolnih kiselina u poredenju sa sadrzajem
flavonoida.

Etanolni ekstrakt H. officinalis ispitivan u okviru ove doktorske disertacije je imao
znacajno visi sadrzaj ukupnih flavonola (6,12 mg EK/g) u odnosu na vodeni i metanolni
ekstrakt ove biljne vrste (Grafik 4), dok su kumarini i triterpeni identifikovani jedino u
etanolnom ekstraktu (56,12 mg EKu/g i 26,06 mg EUK/g, ukupni kumarini i triterpeni,
redom) (Grafici 51 6).

HPLC-DAD analizom je ustanovljeno da je u etanolnom ekstraktu H. officinalis
detektovano najviSe rozmarinske (15,11 mg/g) i hlorogene kiseline (3,52 mg/g) (Tabela 6),
kao i kvercetina (11,33 mg/g). Metanolni ekstrakt je sadrZao najviSe naringina, dok su oba
alkoholna ekstrakta H. officinalis sadrzala visu koli¢inu rutina i luteolin-7-0-glukozida u
odnosu na vodeni ekstrakt ove biljke (Tabela 7). VazZno je ista¢i da je u ekstraktima H.
officinalis kafena kiselina nadena u tragovima (Tabela 6), Sto je u skladu sa studijom Vlase i
sar. (2014). Hemijska analiza ekstrakata H. officinalis Vlase i sar. (2014) je pokazala da je
ferulinska kiselina najzastupljenije jedinjenje, Sto je pokazano i u studiji Proestos i sar. (2005).
Dodatno, autori su u ovoj studiji, u metanolnom ekstraktu H. officinalis, takode identifikovali i
kafenu, siringinsku, 2,5-dihidroksibenzojevu i p-hidroksibenzojevu kiselinu. Medu
flavonoidima su autori izdvojli katehin, kao i apigenin, dok su u studiji Vlase i sar. (2014)
izdvojeni izokvercitrin i rutin. S druge strane, Abdel-Megeed i sar. (2020) su prijavili da u
etanolnom ekstraktu H. officinalis poreklom iz Egipta dominiraju hlorogena i galna kiselina,
kao i kvercetin i apigenin-7-0-glukozid. Nasi rezultati ukazuju na to da je u metanolnom i
etanolnom ekstraktu H. officinalis dominantna rozmarinska kiselina, dok je medu
flavonoidima najviSe zastupljen naringin (i kvercetin u etanolnom uzorku). Babich i sar.
(2021) su pokazali da sadrzaj ferulinske kiseline, izokvercetina, kvercetina, kvercetin-7-0-
glukozida, rutina i luteolina u metanolnim ekstraktima H. officinalis znaCajno variraju u
odnosu na supstrat u kom je biljka gajena, Sto su takode uocili Mic¢ovi¢ i sar. (2021) za
rozmarinsku i hlorogenu kiselinu.

Lavandula officinalis

U metanolnom ekstraktu L. angustifolia je detektovan najviSi sadrzaj ispitivanih
sekundarnih metabolita. Naime, ovaj ekstrakt je imao znacajno visi sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja (82,44 mg EGK/g) u odnosu na etanolni i vodeni ekstrakt iste koncentracije
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(Grafik 1), dok se sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina u metanolnom ekstraktu (55,3 mg EKK/g)
znacajno razlikovao samo od sadrzaja fenolnih kiselina u vodenom ekstraktu (Grafik 2).

S druge strane, sadrzaj ukupnih flavonoida i flavonola nije znacajno varirao u odnosu
na koriS¢eni rastvarac¢ (Grafici 3 i 4). Zendo i sar. (2017) su u etanolnom ekstraktu L.
angustifolia poreklom iz Portugala otkrili 34,54 mg EGK/g ukupnih fenola i 14,25 mg
ekvivalenata katehina/g ukupnih flavonoida. Etanolni ekstrakt L. angustifolia iz Rumunije
imao je sli¢ne koli¢ine ukupnih fenolnih jedinjenja (12,44 - 18,16 mg EGK/g) i flavonola (3,37
- 4,85 mg KE/g) Sto je slucaj i sa ekstraktom ispitivanim u ovoj doktorskoj disertaciji (Duda i
sar., 2015).

Medu ispitivanim ekstraktima L. angustifolia, metanolni ekstrakt je imao najvisi sadrzaj
kafene kiseline (Tabela 6), rutina i luteolin-7-0-glukozida (Tabela 7). S druge strane, etanolni
ekstrakt ove biljke je bio najbogatiji rozmarinskom i hlorogenom kiselinom (Tabela 6), kao i
kvercetinom i naringinom (Tabela 7), u odnosu na ostale ekstrakte L. angustifolia. Medu
najdominantnijim fenolnim kiselinama u ekstraktu L. angustifolia iz Portugala, Zendo i sar.
(2017) su identifikovali ferulinsku i rozmarinsku kiselinu, dok je njihov ekstrakt bio bogatiji
rutinom nego kvercetinom. Interesantno je da u uzorku biljke iz Srbije ispitivanim u ovoj
doktorskoj disertaciji luteolin-7-0-glukozid identifikovan u tragovima, dok je u uzorku biljke
poreklom iz Portugala naden u vecoj kolicini. Osim toga, njihova HPLC analiza je sugerisala da
ovaj ekstrakt ima znacCajnu Kolicinu fenolnih Kkiselina, Sto se takode poklapa sa naSim
rezultatima. Duda i sar. (2015) su otkrili ve¢u koli¢inu rozmarinske kiseline u poredenju sa
kafenom kiselinom, Sto je u skladu sa rezultatima predstavljenim u ovoj doktorskoj disertaciji,
medutim kvercetin i luteolin-7-0-glukozid nisu detektovani u uzorcima koji su pomenuti
autori ispitivali.

S druge strane, zanimljivo je da u metanolnom ekstraktu ove biljke ispitivan u okviru
ove doktorske disertacije nisu nadeni kumarini, dok je u vodenom ekstraktu naden najvisi
sadrzaj ovih sekundarnih metabolita (37,76 mg EKu/g) (Grafik 5). Za razliku od ovih
rezultata, u literaturi je pronadeno da su i metanolni ekstrakti L. angustifolia bogati
kumarinima. Naj¢eS¢e detektovani kumarini u L. angustifolia su kumarin i 7-metoksikumarin
(herniarin) (Héral i sar., 2020), a nedavno su iz etil-acetatnog ekstrakta L. angustifolia
izolovana jo$ dva kumarina, lavnadupiron A i B (Yadikar i sar., 2018).

Pored fenolnih jedinjenja, vrste roda Lavandula su bogate i terpenima. Zbog toga nije
iznenadujuce da je u ovoj studiji nadeno da su ekstrakti L. angustifolia najbogatiji triterpenima
od svih ispitivanih ekstrakata: 210,42, 109,4 i 52,12 mg EUK/g u metanolnom, etanolnom i
vodenom ekstraktu L. angustifolia, redom (Grafik 6). U studiji Héral i sar. (2020) je prijavljeno
da je u biljkama roda Lavandula prisutno preko 30 razli¢itih triterpena, ukljucujuci
tetraciklicne, pentaciklicne i steroidne derivate. Medu najceS¢e nalaZenim triterpenima su
betulin, 2a-hidroksiursolna, 2,3-hidroksitormentic¢na, 3-epiursolna, betulini¢na,
mikromericna, oleanolna i ursolna kiselina, a-amirin, S-amirin i uvaol.

Leonurus cardiaca

Medu razli¢itim ekstraktima L. cardiaca nije pokazana znacajna razlika u ukupnom
sadrzaju fenolnih jedinjenja, mada je metanolni ekstrakt imao najvisi sadrzaj ovih jedinjenja
(60,16 mg EGK/g) (Grafik 1). Medutim, u testu u kom je odreden ukupni sadrzaj fenolnih
kiselina primeéen je znacajan uticaj rastvara¢a u ekstraktima L. cardiaca, pri ¢emu je
metanolni ekstrakt sadrzao najviSe ukupnih fenolnih kiselina (58,26 mg EKK/g), nakon Cega
slede etanolni i vodeni ekstrakti (Grafik 2).
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Zanimljivo je da je vodeni ekstrakt ove biljke sadrzao znacajno vise flavonoida (21,13
mg EK/g) od etanolnog i metanolnog ekstrakta (Grafik 3), sto nije bio sluc¢aj sa ukupnim
flavonolima. Naime, u ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da etanolni ekstrakt sadrZzi
znacajno visSe flavonola (10,09 mg EK/g) od vodenog i metanolnog ekstrakta, u kojima je
naden sli¢an nivo ovih jedinjenja (Grafik 4).

Literaturni podaci o spektrofotometrijski odredenom fitohemijskom sadrzaju
ekstrakata L. cardiaca ukazuju na to da ova biljka ima visok sadrzaj ukupnih fenola i fenolnih
kiselina, a nizak sadrzaj ukupnih flavonola (Sadowska i sar., 2017), Sto su pokazali i nasi
rezultati. S druge strane, prema drugoj studiji (Ebrahimzadeh i sar., 2010), razlika izmedu
ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida u metanolnom ekstraktu L. cardiaca nije bila izraZena.
Wong i sar. (2014) su u ekstraktu L. cardiaca detektovali 12,13 mg EGK/g ukupnih fenola,
9,86 mg EK/g ukupnih flavonoida i 2,01 mg EKK/g ukupnih fenolnih kiselina. U ovoj
doktorskoj disertaciji je takode dobijen slican trend sadrzaja ovih fitokonstituentata, mada u
ekstraktima koncentracija nizih od 500 pg/mL, fenolne kiseline nisu bile nadene (Prilog 1).
Ipak, Angeloni i sar. (2021) su pokazali da je etanolni ekstrakt ove biljke relativno bogat
fenolnim kiselinama.

Etanolni ekstrakt ove biljke koncentracije na 500 pg/mL ispitivan u okviru ove
doktorske disertacije je takode imao najvisi sadrzaj ukupnih kumarina (30,61 mg EKu/g) u
odnosu na ostale ekstrakte (Grafik 5), dok su triterpeni pronadeni jedino u etanolnom
ekstraktu (4,5 EUK/g) (Grafik 6).

Vodeni ekstrakt L. cardiaca ispitivan u okviru ove doktorske disertacije je imao najvisi
sadrzaj hlorogene kiseline (2,58 mg/g), a kafena kiselina je prisutna jedino je u vodenom
ekstraktu, dok je u vodenom i etanolnom ekstraktu detektovana ista koli¢ina rozmarinske
kiseline (Tabela 6). Za razliku od toga, u alkoholnim ekstraktima je detektovan veci broj
flavonoida u poredenju sa vodenim ekstraktom: metanolni je imao najviSe kvercetina, dok je
etanolni imao najvise luteolin-7-0-glukozida, rutina i naringina (Tabela 7). Generalno, malo je
literaturnih podataka dostupno o hemijskoj analizi L. cardiaca, medutim Bernatoniene i sar.
(2009) su objavili da etanolni ekstrakt L. cardiaca sadrZi ursolnu kiselinu, rutin, hlorogenu
kiselinu i kvercetin. Prema naSim rezultatima, rutin je najzastupljeniji od svih identifikovanih
jedinjenja. Angeloni i sar. (2021) su pored ursolne i hlorogene kiseline, rutina, kvercetina, u
etanolnom ekstraktu L. cardiaca indentifikovali i kafenu, kafeoilmalnu i trans-ferulinsku
kiselinu, leonurid, verbaskozid, harpagid i forskolin.

Marrubium vulgare

Medu svim ispitivanim ekstraktima M. vulgare etanolni ekstrakt je generalno sadrzao
najvise ispitivanih sekundarnih metabolita i najvisi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (34,55
mg EGK/g). Na osnovu dobijenih rezultata primeceno je da rastvara¢ nema uticaj na koli¢inu
ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima M. vulgare (Grafik 1).

Za razliku od ukupnih fenola, sadrzaj fenolnih kiselina je bio tri puta visi u etanolnom
ekstraktu (30,48 mg EKK/g) u odnosu na metanolni i vodeni ekstrakt (Grafik 2). S druge
strane, u testu odredivanja ukupnih flavonoida nije pokazan uticaj rastvaraca na nivo ukupnih
flavonoida (Grafik 3).

Etanolni ekstrakt M. vulgare je takode imao visi sadrzaj flavonola (2,57 mg EK/g) od
metanolnog i vodenog ekstrakta (Grafik 4), dok kumarini nisu nadeni u metanolnom i
vodenom ekstraktu, ve¢ samo u etanolnom (18,37 mg EKu/g) (Grafik 5).

Wojdito i sar. (2007) su pomoc¢u HPLC analize potvrdili da metanolni ekstrakt M.
vulgare ima veéi sadrzaj fenolnih kiselina u odnosu na flavonoide, Sto je bio sluc¢aj i sa
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rezultatima naSeg rada. Amessis-Ouchemoukh i sar. (2014b) su pokazali da je metanolni
ekstrakt M. vulgare iz Alzira imao Cetiri puta vedi ukupni sadrzaj fenola od flavonoida i
flavonola, medutim, u ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da je razlika izmedu ukupnog
sadrzaja fenola i flavonoida bila manja, a ukupni sadrzaj flavonola je bio 23 puta nizi u
poredenju sa sadrzajem fenolnih jedinjenja.

Etanolni ekstrakt M. vulgare je sadrZao znacajno viSe triterpena (41,18 mg EUK/g) od
metanolnog ekstrakta, dok u vodenom ekstraktu triterpeni nisu detektovani ¢ak ni pri najvi$oj
testiranoj koncentraciji (Grafik 6). Ranije sprovedena istrazivanja ukljuCuju¢i Amessis-
Ouchemoukh i sar. (2014a) su ukazala da ekstrakti M. vulgare uglavnom sadrZe triterpene, ali
su diterpeni poput marubiina, marubenola i drugih bili prisutni u znatno ve¢oj meri.

Metanolni ekstrakt M. vulgare je najbogatiji rozmarinskom i kafenom kiselinom
(Tabela 6), rutinom, luteolin-7-0-glukozidom i naringinom (Tabela 7) u odnosu na ostale
ekstrakte ove biljke. S druge strane, etanolni ekstrakt je imao najviSi sadrzaj hlorogene
kiseline (Tabela 6) i kvercetina (Tabela 7) u odnosu na metanolni i vodeni ekstrakt M. vulgare.
Amessis-Ouchemoukh i sar. (2014a) su identifikovali derivate kafene kiseline, apigenin- i
luteolin-0-glukozida u metanolnom ekstraktu M. vulgare, dok nasi rezultati sugeriSu da je u
ovom ekstraktu dominantna rozmarinska kiselina. S druge strane, A¢imovic¢ i sar. (2020) su
prijavili da se od monoterpenskih derivata nalaze marubinska kiselina, sakranozid A, od
sesviterpenskih laktona - vulgarin, od diterpena pored onih detektovanih u studiji Amensis-
Ouchemoukh i sar. (2014a) prisutni su i derivati marubiina, marubil-acetala, peregrinin,
vulgarol, karnozol, i drugi. Od triterpena identifikovani su samo lupeol i oleanolna kiselina. Na
kraju, Al-Zaban i sar. (2021) su u metanolnom ekstraktu M. vulgare takode identifikovali
ferulinsku kiselinu, premarubiin i luteolin-7-0-D-glukozid kao predominantna jedinjenja, a
pored toga i terniflorin, marubozid, cirzimaritin, galnu kiselinu i amentoflavon.

Melissa officinalis

Metanolni ekstrakt M. officinalis ima slican sastav ukupnih fenolnih jedinjenja kao i
vodeni ekstrakt ove biljke (oko 146 mg EGK/g), dok se njihov sadrzaj znacajno razlikuje od
sastava ukupnih fenolnih jedinjenja u etanolnom ekstraktu (Grafik 1). Mabrouki i sar. (2018)
su u poredenju sa naSim rezultatima detektovali nizi sadrzaj ukupnih fenola etanolnog
ekstrakta M. officinalis iz Portugala.

S druge strane, alkoholni ekstrakti M. officinalis ispitivani u nasoj studiji imaju znacajno
visi nivo preostalih grupa fenolnih jedinjenja, osim kumarina, u odnosu na vodeni ekstrakt.
Tako, metanolni ekstrakt M. officinalis je imao visi sadrzaj fenolnih kiselina (176,04 mg
EKK/g) (Grafik 2), flavonoida (21,16 mg EK/g) (Grafik 3) i flavonola (4,58 mg EK/g) (Grafik 4)
u odnosu na etanolni i vodeni ekstrakt. Za razliku od toga, etanolni ekstrakt je sadrzao slican
nivo kumarina kao i metanolni ekstrakt, i neSto visi sadrzaj kumarina u odnosu na vodeni
ekstrakt (Grafik 5).

Sto se ti¢e detaljnijeg fitohemijskog sastava ekstrakata M. officinalis, primeceno je da
imaju veoma visok sadrzaj rozmarinske kiseline, posebno metanolni ekstrakt (86,76 mg/g)
(Tabela 6), zatim kvercetina, naringina i luteolin-7-0-glukozida (Tabela 7). S druge strane,
etanolni ekstrakt ima najvisi sadrzaj hlorogene kiseline u odnosu na ostale ekstrakte, vodeni
ekstrakt ima najviSi sadrZaj kafene kiseline (Tabela 6), dok je u etanolnom i vodenom
ekstraktu naden najvisSi sadrzaj rutina (Tabela 7). Rezultati Ramanauskiene i sar. (2016) i
Kianersi i sar. (2022) su u skladu sa naSim rezultatima budu¢i da su pokazali da je u
ekstraktima M. officinalis dominantna rozmarinska kiselina. S druge strane, Proestos i sar.
(2005) su identifikovali ferulinsku kiselinu kao dominantnu fenolnu kiselinu, a katehin kao
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dominantan flavonoid u metanolnom ekstraktu M. officinalis, dok je kafene, p-hidrobenzojeve i
2,5-dihidroksibenzojeve kiseline, kao i eriodikciona takode bilo u znac¢ajnoj kolicini.

Pored pomenutih grupa jedinjenja, etanolni ekstrakt M. officinalis sadrzao je oko 50%
viSe triterpena u odnosu na metanolni ekstrakt, dok u vodenom ekstraktu, triterpeni nisu bili
detektovani (Grafik 6). Podaci o ukupnom sastavu triterpena u ekstraktima ove biljke ne
postoje u dostupnoj literaturi.

Mentha x piperita

Ekstrakti M. piperita su imali visok sadrZaj fitokonstituenata. Pri najvisoj testiranoj
koncentraciji, medu ekstraktima M. piperita, vodeni ekstrakt je imao najvisi sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja, 146,01 mg EGK/g, nakon cega sledi etanolni ekstrakt, 130,75 mg EGK/g
(Grafik 1).

Ekstrakti M. piperita ispitivani u okviru ove doktorske disetacije su, pored ekstrakata
M. officinalis, imali najviSe fenolnih kiselina u odnosu na sve ekstrakte ostalih biljnih vrsta, i to
posebno etanolni ekstrakt (161,96 mg EKK/g) (Grafik 2). Ove rezultate je potvrdila i studija
Vladimir-KnezZevi¢ i sar. (2014), gde je pokazano da etanolni ekstrakt M. piperita ima visok
sadrzaj fenolnih kiselina.

U ekstraktima M. piperita je utvrden najvisSe ukupnih flavonoida i fenola u odnosu na
sve ostale ekstrakte predstavnika familije Lamiaceae. Takode je generalno pokazano da izbor
rastvaraca ima znacajan uticaj na koli¢inu ukupnih flavonoida u ispitivanim ekstraktima.
Generalno, alkoholni ekstrakti M. piperita su imali slican sadrZaj ukupnih flavonoida i
flavonola, $to je bilo znacajno viSe u odnosu na vodeni ekstrakt ove biljke (Grafici 3 i 4).

Pretragom literature je ustanovljeno da je fitohemijski sastav ekstrakata M. piperita
Cesto proucavan. Molan i Mahdy (2016) su u vodenom ekstraktu M. piperita poreklom iz Iraka
pronasli znacajno manje ukupnih fenolnih jedinjanja u odnosu na naSe rezultate (Grafik 1,
Prilog 1). S druge strane, Rababah i sar. (2015) su pokazali da su u metanolnom ekstraktu M.
piperita iz Jordana flavonoidi ¢inili veliki udeo ukupnih fenolnih jedinjenja, dok je u nasem
radu pokazano da od ukupnih fenola, manje od 50% su flavonoidi. Znacajno je napomenuti da
treba uzeti u obzir da su u ove dve studije rezultati predstavljeni razli¢itim jedinicama.

HPLC-DAD analizom je takode pokazano da ekstrakti M. piperita imaju znacajnu
kolicinu identifikovanih fenolnih jedinjenja. Naime, vodeni ekstrakt M. piperita ima najviSe
rozmarinske (84,45 mg/g), kafene i hlorogene kiseline (Tabela 6), kao i kvercetina i rutina u
odnosu na ostale ispitivane ekstrakte. S druge strane, u metanolnom i vodenom ekstraktu je
nadena slicna koli¢ina naringina, dok je u metanolnom i etanolnom ekstraktu nadena sli¢na
koli¢ina luteolin-7-0-glukozida (Tabela 7). Vladimir-Knezevic i sar. (2014) su pokazali da je u
etanolnom ekstraktu predominantna rozmarinska kiselina, nakon cega slede kafena,
hlorogena i ferulinska, $to se nacelno poklapa sa nasim rezultatima. Pored pomenutih fenolnih
kiselina, galna, vanilinska, siringinska, p-kumarinska, sinapijska, p-hidroksibenzojeva, cimetna
i druge se mogu nadi u ekstraktima ove biljke (Riachi i De Maria, 2015). U ekstraktima M.
piperita testiranih u okviru nase studije, identifikovani su kvercetin, luteolin-7-0-glukozid,
naringin i rutin, Sto se poklapa sa postoje¢im literaturnim podacima (Mahdavikia i Saharkhiz,
2015; Riachi i De Maria, 2015).

Za razliku od naseg istrazivanja koje je pokazalo visok sadrzaj kumarina u etanolnom
ekstraktu (126,53 mg EKu/g) (Grafik 5), Patil i sar. (2016) su pokazali da je vodeni ekstrakt M.
piperita poreklom iz Indije, imao visi sadrzaj kumarin od etanolnog ekstrakta.
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Etanolni ekstrakt M. piperita je imao i znacajno visi sadrZaj triterpena (54,38 mg
EUK/g) u poredenju sa drugim ekstraktima, $to jos jednom jasno potvrduje uticaj rastvaraca
na koli¢inu, u ovom konkretnom slucaju, triterpena (Grafik 6).

Ocimum basilicum

U poredenju sa ostalim testiranim biljnim vrstama, ekstrakti O. basilicum su imali
relativno nisku zastupljenost spektrofotometrijski odredenih sekundarnih metabolita. Naime,
etanolni i vodeni ekstrakti su sadrzali sli¢nu koli¢inu ukupnih fenolnih jedinjenja (55,14 i1 50,5
mg EGK/g, respektivno), i to znacajno viSe od metanolnog ekstrakta (Grafik 1). S druge strane,
Vlase i sar. (2014) su pokazali znatno visi sadrZzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u etanolnom
ekstraktu O. basilicum poreklom iz Rumunije u odnosu na nase rezultate, medutim autori nisu
naglasili koje koncentracije ekstrakta su ispitivali. Pored toga, u studiji Aburigal i sar. (2017)
je pokazano da lokalitet u velikoj meri utice na koli¢inu ukupnih fenolnih jedinjenja u
ekstraktima O. basilicum.

Svi ekstrakti O. basilicum su imali slican sadrZaj ukupnih fenolnih kiselina (Grafik 2),
flavonoida (Grafik 3), kao i kumarina (Grafik 5).

U nasoj studiji je ustanovljeno da je rastvara¢ imao znacajan uticaj na ukupan sadrzaj
flavonola u ekstraktima O. basilicum, pri cemu je pokazano da etanolni ekstrakt ima znacajno
visi sadrzaj flavonola u odnosu na ostale ekstrakte (Grafik 4). Osim podatka Lee i sar. (2011),
koji su pokazali da acetonski ekstrakt O. basilicum ima vise ukupnih flavonola od R. officinalis i
S. officinalis, $to nije u skladu sa rezultatima nase studije, ne postoje drugi dostupni literaturni
podaci o spektrofotometrijski utvrdenim vrednostima ukupnih flavonola za ve¢inu ispitivanih
biljnih vrsta familije Lamiaceae.

HPLC-DAD analiza je pokazala da metanolni ekstrakt O. basilicum sadrzi najvisi nivo
rozmarinske, kafene i hlorogene kiseline (Tabela 6), naringina, kvercetina i luteolin-7-0-
glukozida, dok je etanolni ekstrakt bio najbogatiji rutinom (Tabela 7). lako su se pojedina
jedinjenja izdvojila kao dominantna u ekstraktima, pregledom literature je ustanovljeno da se
pored njih, u metanolnom ekstraktu ove biljke takode mogu detektovati ferulinska, kafena,
2,5-dihidroksibenzojeva i p-hidroksibenzojeva kiselina, kao i katehin (Proestos i sar., 2005). U
etanolnom ekstraktu su dodatno identifikovane i p-kumarinska kiselina, izokvercetin, rutin,
kvercitrin, kvercetin i luteolin, dok su 2,5-dihidroksibenzojeva, kafena, hlorogena i
rozmarinska kiselina nadene u malim koli¢inama (Vlase i sar., 2014), Sto nije u potpunosti u
saglasnosti sa nasim rezultatima (osim za kafenu kiselinu).

0d svih ispitivanih ekstrakata, ekstrakti 0. basilicum su imali najniZi nivo triterpena.
Naime, u etanolnom ekstraktu je pronadeno 1,61 mg EUK/g, dok u metanolnom i vodenom
ekstraktu triterpeni nisu detektovani ¢ak ni pri najvisoj koncentraciji (Grafik 6). lako do sada
nije bio ispitivan sadrzaj ukupnih triterpena u ekstraktima O. basilicum, pronaden je podatak
da je njegov etil-acetatni ekstrakt imao visok sadrzaj ukupnih terpena (Agatonovi¢-Kustrin i
sar., 2020). Ovi rezultati nisu u skladu sa rezultatima nase studije, Sto se moZe pripisati tome
da su autori kvantifikovali ukupne terpene, u koje spadaju spadaju i druge klase, poput mono-,
di- i triterpena. Takode je znacajno napomenuti da je i izbor rastvaraca koris¢en za ekstrakciju
biljnog materijala mogao imati znacajan uticaj na sadrzaj ovih sekundarnih metabolita u
uzorku.

Origanum majorana

U svim spektrofotometrijskim testovima za odredivanje sadrzZaja fitokonstituenata
ustanovljeno je da rastvara¢ ima znacCajan uticaj na zastupljenost odredenih klasa ovih
jedinejnja u ekstraktima O. majorana. Metanolni ekstrakt ima znacajno visi sadrzaj ukupnih
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fenola (160,69 mg EGK/g) u odnosu na ostale ekstrakte ove biljke (Grafik 1). El-Maati i sar.
(2012) su pokazali da etanolni ekstrakt O. majorana poreklom iz Egipta ima gotovo dvostruko
viSe fenola u odnosu na vodeni ekstrakt, Sto je u skladu sa naSim rezultatima. Roby i sar.
(2013) su takode ispitivali metanolne i etanolne ekstrakte 0. majorana poreklom iz Egipta i
ustanovili da je metanolni ekstrakt imao viSe ukupnih fenola u poredenju sa etanolnim
ekstraktom. U pomenutoj studiji je takode pokazano da ovi ekstrakti imaju manje ukupnih
fenola u odnosu na metanolne i etanolne ekstrakte Th. vulgaris i S. officinalis, Sto je delimi¢no
skladu sa naSim rezultatima. S druge strane, Ulewicz-Magulska i Wesolowski (2019) su
pokazali da je metanolni ekstrakt 0. majorana imao visi sadrzaj ukupnih fenola od vodenog
ekstrakta, Sto je takode u skladu sa nasim rezultatima.

Etanolni ekstrakt 0. majorana ima znacajno viSe ukupnih fenolnih kiselina (117,15 mg
EKK/g) (Grafik 2), flavonoida (35,41 mg EKK/g) (Grafik 3) i flavonola (9,88 mg EK/g) (Grafik
4) u odnosu na ostale ekstrakte ove biljke, Sto potvrduje nalaze prethodne studije El-Maati i
sar. (2012) radene na biljkama poreklom iz Egipta, gde je pokazano da etanolni ekstrakti
imaju visi sadrzaj ukupnih flavonoida u odnosu na odgovarajuce vodene ekstrakte. Prema
njihovim rezultatima, etanolni ekstrakt je sadrzao 50% vise flavonoida od vodenog ekstrakta,
Sto predstavlja trend koji takode prate i nasi rezultati (Grafik 3). Osim podatka da je acetonski
ekstrakt 0. majorana iz Kine imao visi nivo flavonola od Th. serpyllum (Lee i sar., 2011), sto
nije u skladu sa naSim rezultatima, ne postoje dostupni literaturni podataci o
spektrofotometrijski odredenim ukupnim flavonolima za ovu biljnu vrstu.

HPLC-DAD analizom je ustanovljeno da metanolni ekstrakt 0. majorana ima najvise
rozmarinske (48,57 mg/g) i kafene kiseline (Tabela 6), kvercetina i naringina (Tabela 7) u
poredenju sa detektovanim vrednostima u ostalim ekstraktima ove biljke. S druge strane, u
etanolnom ekstraktu je otkriveno najvise luteolin-7-0-glukozida i rutina (Tabela 7), dok je
hlorogena kiselina detektovana u vodenom ekstraktu (Tabela 6). Proestos i sar. (2005) su
hemijskom analizom metanolnog ekstrakta detektovali najviSe ferulinske kiseline, a dodatno
su nadene jos i kafena, p-hidroksibenzojeva i 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina, kao i apigenin i
katehin.

Ekstrakti O. majorana imaju veoma visok sadrZaj ukupnih kumarina, posebno
metanolni ekstrakt (156,12 mg EKu/g) (Grafik 5). Pored toga, metanolni i etanolni ekstrakti
su imali oko 10 puta visi sadrZaj triterpena u odnosu na vodeni ekstrakt (Grafik 6). Pretragom
literature je ustanovljeno da ukupan sadrzaj kumarina i triterpena u ekstraktima ove biljke
vrste do sada nisu ispitivani.

Origanum vulgare

Medu ekstraktima O. vulgare, etanolni je imao najvisi sadrzaj fenolnih jedinjenja,
236,38 mg EGK/g, Sto je 1,5 puta viSe u odnosu na metanolni ekstrakt, i 2,2 puta viSe u odnosu
na vodeni ekstrakt iste biljke (Grafik 1). Ovaj nalaz je u skladu sa literaturnim podacima koji
ukazuju na to da metanolni ekstrakt 0. vulgare ima znacajno visi sadrzaj fenolnih jedinjenja u
poredenju sa vodenim ekstraktom (Skendi i sar., 2017).

Ekstrakti O. vulgare, i to posebno alkoholni ekstrakti, imaju visok sadrZaj fenolnih
kiselina (Grafik 2), flavonoida (Grafik 3) i flavonola (Grafik 4). Parra i sar. (2021) su pokazali
da etanolni ekstrakt O. vulgare sadrzi preko 2,5 puta viSe fenolnih kiselina u odnosu na
flavonoide, Sto je u skladu sa naSim rezultatima. Takode, pokazano je da su ekstrakti O.
vulgare iz Rumunije imali visi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida u poredenju sa
ekstraktima iste biljke poreklom iz Grcke, Sto implicira da lokalitet, klimatski uslovi, ali i faza
rasta u kojoj je biljka prikupljena znacajno uti¢u na sastav fenolnih jedinjenja u njihovim
ekstraktima (Spiridon i sar., 2011; Skendi i sar., 2017). Dodatno, spektrofotometrijska analiza
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ukupnih fenola i flavonoida je pokazala da su metanolni i vodeni ekstrakti O. vulgare bogatiji
ovom grupom fenolnih jedinjenja od Thymus capitatus (Skendi i sar., 2017). Pretragom
dostupne literature je pokazano da ne postoje podaci o spektrofotometrijski odredenom
sastavu ukupnih flavonola za ovu biljku.

Skendi i sar. (2019) su pokazali da metanolni ekstrakt O. vulgare ima vise fenolnih
kiselina (posebno rozmarinske, 4-hidroksibenzojeve, galne, protokatehinske, siringinske,
vanilinske, kafene, ferulinske, sinapijske i p-kumarinske kiseline) u odnosu na flavonoide
(naringenin, luteolin, rutin, kempferol i katehin), pri ¢emu su rozmarinska kiselina i
naringenin dominantna jedinjenja, dok hlorogena kiselina i kvercetin nisu bili detektovani. U
nasoj studiji je vodeni ekstrakt 0. vulgare sadrzao najviSe hlorogene i kafene kiseline (Tabela
6), kao i kvercetina i naringina (Tabela 7). Sa druge strane, etanolni ekstrakt je pretezno
sadrzao rozmarinsku kiselinu i luteolin-7-0-glukozid (Tabele 6 i 7), dok je metanolni ekstrakt
pretezno sadrzao rutin (Tabela 7).

Pored fenolnih kiselina i flavonoida, u ekstraktima O. vulgare je pronaden visok sadrzaj
ukupnih kumarina, posebno u vodenom ekstraktu (96,94 mg EKu/g) (Grafik 5).

Spektrofotometrijskom analizom je utvrdeno da alkoholni ekstrakti O. vulgare imaju do
5,5 puta viSe triterpena u odnosu na vodeni ekstrakt (Grafik 6). Parra i sar. (2021) su pokazali
da je sadrzaj fenolnih monoterpena u etanolnom ekstraktu nizak, medutim njihov zakljucak
jeste da ova jedinjenja ipak mogu imati krucijalnu ulogu u ispoljenoj bioaktivnosti pomenutog
ekstrakta.

Rosmarinus officinalis

Vodeni ekstrakt R. officinalis je sadrzao neSto viSe ukupnih fenolnih jedinjenja u
odnosu na alkoholne ekstrakte (Grafik 1). Ovi rezultati su potvrdili prethodna istrazivanja El-
Maati i sar. (2012), gde je pokazano da vodeni ekstrakt R. officinalis sadrZzi vise ukupnih fenola
u odnosu na etanolni ekstrakt. Uporednom analizom sastava metanolnih ekstrakata veceg
broja vrsta familije Lamiaceae, ustanovljeno je da R. officinalis ima najvisi sadrzaj ukupnih
fenola, dok je za ostale ispitivane vrste pronaden sledeci trend: Th. vulgaris > M. officinalis > O.
majorana > S. officinalis > T. chamaedrys > O. basilicum > Lavandula vera > H. officinalis
(Proestos i sar., 2005), medutim ovi nalazi nisu u u saglasnosti sa naSim rezultatima.

Etanolni ekstrakt R. officinalis ima znacajno viSe fenolnih kiselina (140,85 mg EKK/g) u
odnosu na metanolni i vodeni ekstrakt (Grafik 2), medutim pretragom literature je
ustanovljeno da ne postoje raniji podaci o spektrofotometrijski odredenom ukupnom sadrzaju
fenolnih kiselina u ekstraktima ove biljke.

Metanolni ekstrakt R. officinalis je sadrzao 50-70% vise ukupnih flavonoida u odnosu
na ostale ekstrakte ove biljke (Grafik 3). S druge strane, vodeni ekstrakt je sadrzao nesto vise
flavonola u odnosu na metanolni ekstrakt, i oko dva puta viSe u odnosu na etanolni ekstrakt
(Grafik 4). Ovi rezultati sugeriSu da u metanolnom ekstraktu ima viSe drugih klasa flavonoida
nego u ostalim ekstraktima. Istrazivanja su pokazala da su ekstrakti R. officinalis bogati
flavonoidima (Hossain i sar., 2011; Kontogianni i sar., 2013; De Macedo i sar., 2020), a El-
Maati i sar. (2012) su objavili da etanolni ekstrakt ove biljke sadrzi oko 50% vece koliCine
flavonoida u odnosu na vodeni ekstrakt, sto nije u skladu sa naSim rezultatima.

Pored fenolnih kiselina i flavonoida, u ekstraktima R. officinalis otkriven je visok
sadrzaj kumarina, pri ¢emu je statistickom analizom pokazano da rastvara¢ nije imao
znacajan uticaj na ukupan sadrzaj kumarina u ekstraktima ove biljke (Grafik 5).
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HPLC-DAD analiza otkriva da metanolni ekstrakt R. officinalis u svom sastavu ima viSe
rozmarinske i hlorogene kiseline od etanolnog i vodenog ekstrakta (Tabela 6). Etanolni
ekstrakt, sa druge strane, sadrzi najvise luteolin-7-0-glukozida, a kvercetin je detektovan
jedino u etanolnom ekstraktu (Tabela 7). Za razliku od toga, vodeni ekstrakt je najbogatiji
kafenom kiselinom (Tabela 6), rutinom i naringinom (Tabela 7). Ovi rezultati su u skladu sa
rezultatima studije Sofic i sar. (2010), koji su identifikovali visok nivo rutina u vodenom
ekstraktu R. officinalis. Sa druge strane, Proestos i sar. (2005) su otkrili da se u metanolnom
ekstraktu R. officinalis najviSe nalazi ferulinske kiseline, nakon cega slede 2,5-
dihidroksibenzojeva, kafena, vanilinska, siringinska i p-hidroksibenzojeva kiselina, dok su se
medu flavonoidima izdvojili luteolin i katehin, a rutin, apigenin, naringenin i kvercetin nisu
identifikovani.

Iako je u nasem istrazivanju ustanovljeno da medu ekstraktima R. officinalis, etanolni
ekstrakt ima najmanji sadrZaj ukupnih fenola, flavonoida, flavonola i kumarina, ovaj ekstrakt
ima viSe ukupnih triterpena u odnosu na metanolni ekstrakt, dok u vodenom ekstraktu
triterpeni nisu detektovani (Grafik 6). Pretragom literature je ustanovljeno da ukupni sadrzaj
triterpena u ekstraktima ove biljke do sada nije ispitivan.

Salvia officinalis

U spektrofotometrijskim testovima za odredivanje fitohemijskog sadrzaja ekstrakata S.
officinalis pokazano je da rastvaraC¢ ima znacCajan uticaj na ekstrakciju testiranih grupa
jedinjenja, pri ¢emu su u ovim testovima alkoholni ekstrakti imali znacajno visSi sadrzaj
ispitivanih sekundarnih metabolita u odnosu na vodeni ekstrakt.

Etanolni ekstrakt ima sli¢an nivo ukupnih fenolnih jedinjenja kao i metanolni ekstrakt
(viSe od 130 mg EGK/g), Sto je priblizno 50% viSe u odnosu na vodeni ekstrakt (Grafik 1). Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima studije Stagos i sar. (2012).

Metanolni ekstrakt je sadrzao najviSe ukupnih fenolnih kiselina (103,44, mg EKK/g)
(Grafik 2), flavonoida (53,09 mg EK/g) (Grafik 3) i flavonola (14,87 mg EK/g) (Grafik 4) u
odnosu na preostale ekstrakte.

HPLC-DAD analiza je pokazala da metanolni ekstrakt sadrzi pretezno rozmarinsku
kiselinu (55,62 mg/g), dok vodeni ekstrakt sadrzi pretezno kafenu i hlorogenu kiselinu
(Tabela 6). Takode, metanolni ekstrakt S. officinalis ima najvisi sadrzaj luteolin-7-0-glukozida
i naringina u odnosu na ispitivane ekstrakte ostalih predstavnika familije Lamiaceae, a pored
toga i najvisi sadrZaj rutina i kvercetina u odnosu na ostale ekstrakte S. officinalis (Tabela 7).
Proestos i sar. (2005) su pokazali da je u metanolnom ekstraktu ove biljke predominantna
ferulinska kiselina, nakon cega slede 2,5-dihidroksibenzojeva i p-hidroksibenzojeva kiselina,
dok se medu identifikovanim flavonoidima izdvojio katehin, zatim apigenin i luteolin. U
etanolnom ekstraktu S. officinalis iz Rumunije, Mocan i sar. (2020) su identifikovali epikatehin
kao dominantno jedinjenje, nakon cega slede rutin, katehin, kvercetin, naringin, karvakrol i
benzojeva kiselina, dok hlorogena i p-kumarinska kiselina, kao i naringenin nisu bili nadeni.

Metanolni ekstrakt S. officinalis je sadrzao priblizno 50% viSe kumarina u odnosu na
vodeni ekstrakt (Grafik 5), dok su pri istoj koncentraciji, triterpeni detektovani samo u
etanolnom ekstraktu (Grafik 6). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima studije Mahdi i sar.
(2020), gde je dokazano prisustvo kumarina i terpena u etanolnom ekstraktu S. officinalis.

Satureja montana
Ekstrakti S. montana su bogati fenolnim jedinjenjima, posebno fenolnim kiselinama i
kumarinima, dok je flavonoida i triterpena znatno manje. Pored toga, u ovoj studiji je
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pokazano da rastvara¢ ima znacajan uticaj na ekstrakciju fenolnih jedinjenja (osim
flavonoida) i triterpena iz ekstrakata S. montana.

Medu ispitivanim ekstraktima, etanolni ekstrakt je sadrzao znacajno viSe ukupnih
fenolnih jedinjenja (134,32 mg EGK/g) (Grafik 1) i kumarina (124,49 mg Eku/g) (Grafik 5),
dok je metanolni ekstrakt sadrzao znacajno viSe fenolnih kiselina (130,11 mg EKK/g) u
odnosu na etanolni i vodeni ekstrakt (Grafik 2).

Ekstrakti S. montana sadrzali su sli¢nu koli¢inu flavonoida (od 26,16 do 28,92 mg
EK/g) (Grafik 3), dok je vodeni ekstrakt sadrZzao oko 50% viSe flavonola u odnosu na
alkoholne ekstrakte (Grafik 4). Ovaj nalaz je u skladu sa rezultatima Cavar Zeljkovi¢ i sar.
(2015), koji su pokazali da iako je metanolni ekstrakt ove biljke generalno bogat fenolima,
mali udeo sacinjavaju flavonoidi.

Za razliku od fenolnih jedinjenja, alkoholni ekstrakti S. montana sadrzali su sli¢ne
kolic¢ine triterpena, dok u vodenom ekstraktu triterpeni nisu detektovani (Grafik 6).

HPLC-DAD analiza ekstrakata je pokazala da je u odnosu na ostale ekstrakte ove biljke,
metanolni ekstrakt S. montana bogatiji rozmarinskom kiselinom (Tabela 6), kvercetinom,
rutinom i naringinom (Tabela 7). S druge strane, etanolni ekstrakt je najbogatiji hlorogenom
kiselinom, dok vodeni sadrzi najviSe kafene kiseline (Tabela 6) i luteolin-7-0-glukozida
(Tabela 7). U ranijim studijama je rutin bio kvantifikovan u najvecoj koli¢ini u ekstraktima S.
montana (Lopez-Cobo i sar., 2015; Hudz i sar., 2020), Sto je u skladu sa rezultatima naseg
istrazivanja. S druge strane, Vladimir-Knezevi¢ i sar. (2014) su identifikovali visok sadrzaj
rozmarinske kiseline u etanolnom ekstraktu, Sto je u saglasnosti sa analizom sprovedenom u
okviru nase studije. Medutim, nepoklapanje dobijenih rezultata sa rezultatima ranijih studija
se primecuje kada se porede koli¢ine kafene i hlorogene kiseline. Naime, nadeno je da etanolni
ekstrakt S. montana poreklom iz Hrvatske sadrzi visSe hlorogene kiseline, dok uzorak biljke
ispitivan u okviru ove doktorske disertacije sadrzi viSe kafene kiseline, Sto se moZe pripisati
razlici u ekolo$kim uslovima stani$ta. Pored navedenih, Cavar Zeljkovi¢ i sar. (2015) su u
metanolnom ekstraktu ove biljke identifikovali i vanilinsku, siringinsku, ferulinsku, sinapijska,
4-hidroksibenzojevu i galnu kiselinu, pri ¢emu su oni otkrili znatno manje rozmarinske
kiseline u odnosu na preostale nabrojene.

Sideritis scardica

Ekstrakti S. scardica sadrze relativno malo fenolnih jedinjenja, osim flavonoida i
kumarina. S druge strane, medu ispitivanim ekstraktima ove biljke, najviSe fenolnih kiselina je
sadrzao metanolni ekstrakt. Naime, metanolni ekstrakt je sadrzao znacajno viSe ukupnih
fenolnih jedinjenja (87,3 mg EGK/g) (Grafik 1), flavonoida (26,28 mg EK/g) (Grafik 3) i
kumarina (105,1 mg EK/g) (Grafik 5) u odnosu na ostale ekstrakte ove biljke. Fenolne kiseline
su nadene samo pri najvisoj testiranoj koncentraciji, pri ¢emu ih je bilo gotovo 10 puta viSe u
metanolnom nego u etanolnom i vodenom ekstraktu (Grafik 2). Analizom ekstrakata
makedonske samonikle S. scardica ustanovljeno je da metanolni ekstrakt ove biljke ima gotovo
tri puta veéu koli¢inu ukupnih fenola u poredenju sa vodenim ekstraktom. Pored toga, u
studiji Petreska i sar. (2011) su ukupni sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida bili najveci u
metanolnom ekstraktu, Sto je u skladu sa naSim rezultatima.

Flavonola je, s druge strane, u vodenom i etanolnom ekstraktu S. scardica bilo oko 50%
viSe nego u metanolnom ekstraktu (Grafik 4). Pri istoj koncentraciji, u etanolnom ekstraktu je
pronadeno i oko 50% viSe triterpena nego u metanolnom ekstraktu, dok u vodenom ekstraktu
triterpeni nisu detektovani (Grafik 6).
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Medu svim ispitivanim ekstraktima biljaka familije Lamiaceae, metanolni ekstrakt S.
scardica je sadrzao najviSe hlorogene kiseline (5 mg/g) (Tabela 6), a etanolni ekstrakt je
sadrzao najviSe kvercetina (17,95 mg/g) (Tabela 7). Metanolni ekstrakt je imao viSe rutina u
odnosu na ostale ekstrakte ove biljke, etanolni ekstrakt je imao najvisi sadrzaj rozmarinske
kiseline, naringina i luteolin-7-0-glukozida, dok je vodeni ekstrakt imao znacajno visi sadrzaj
kafene kiseline u odnosu na ostale ekstrakte ove biljke (Tabele 6 i 7). Prema rezultatima nase
studije, ekstrakti S. scardica su uglavnom sadrZzali kvercetin, dok su Petreska i sar. (2011)
otkrili da se metanolni ekstrakt pretezno sadrzi fenil etanoidne glukozide, a vodeni ekstrakt
pretezno flavonoidne 7-0O-diglikozide. S druge strane, Tadi¢ i sar. (2012b) su istraZzivali
hemijski sastav razli¢itih ekstrakata S. scardica, medutim u etanolnom ekstraktu nisu pronasli
nijedno od fenolnih jedinjenja koja su bila identifikovana u dietil-etarskom (bogat
flavonoidnim aglikonima), etil-acetatnom i butanolnom ekstraktu (bogati polarnijim fenolnim
jedinjenjima). Rezultati ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja predstavljeni u okviru naSe
studije su bili niZi od toga Sto su autori prijavili, a uprkos tome, nadene su hlorogena i kafena
kiselina, kao i luteolin-7-0-glukozid, koji nisu nadeni u uzorcima koji su autori ispitivali,
medutim, u studiji Zyzelewicz i sar. (2020) je pokazano da su ova fenolna jedinjenja prisutna u
ekstraktima S. scardica. Znacajno je napomenuti da je biljni materijal za potrebe istrazivanja
Tadi¢ i sar. (2012b) sakupljen u blizini Ljubotena na Sar planini, odakle je sakupljen i
materijal koji je analiziran u ovoj doktorskoj disertaciji. Medutim, uocene razlike u kolicini
pomenutog fitohemijskog sadrzaja ekstrakata se mogu objasniti time da su Tadi¢ i sar.
(2012b) sakupljali materijal u fazi cvetanja biljke, dok je materijal sakupljen za potrebe nase
studije sakupljen pre cvetanja, Sto je u skladu sa studijom Fernando i sar. (2013).

Interesantno je da je u nasem istrazivanju otkriveno da su ekstrakti S. scardica veoma
bogati kumarinima, medutim pretragom literature je ustanovljeno da ova grupa fenolnih
jedinjenja u ekstraktima S. scardica ranije nije ispitana, dok je za druge vrste roda Sideritis
pokazano da imaju visok sadrzaj kumarina (Faiella i sar., 2014; Ognyanov i sar., 2021).

Teucrium chamaedrys

Statisticka analiza rezultata je pokazala da rastvara¢ ima znacajan uticaj na ukupan
sadrzaj fenolnih jedinjenja u ekstraktima T. chamaedrys.

Vodeni ekstrakt je imao neznatno visi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na
etanolni ekstrakt, i dvostruko vi$i u odnosu na metanolni ekstrakt (Grafik 1), Sto je u
saglasnosti sa rezultatima studije Proestos i sar. (2005). U komparativnoj studiji sprovedenoj
od strane Vlase i sar. (2014), pokazano je da etanolni ekstrakt T. chamaedrys ima znacajno
visSe ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na ekstrakte O. basilicum i H. officinalis, Sto je
takode u saglasnosti sa naSim rezultatima.

Alkoholni ekstrakti sadrzali su oko 20-30% viSe fenolnih kiselina (Grafik 2), flavonoida
(Grafik 3) i flavonola (Grafik 4), i gotovo duplo viSe kumarina (Grafik 5), dok je sadrzaj
triterpena bio priblizno sedam puta viSi u odnosu na vodeni ekstrakt ove biljke (Grafik 6).
Vlase i sar. (2014) su pokazali da etanolni ekstrakt T. chamaedrys sadrzi vise ukupnih fenolnih
kiselina i flavonoida u odnosu na etanolne ekstrakte O. basilicum i H. officinalis, $to je u skladu
sa rezultatima naSe studije. S druge strane, etanolni ekstrakt T. chamaedrys iz Severne
Makedonije je imao neSto visi ukupni sadrzaj flavonoida u poredenju sa T. montanum
(Kadifkova Panovska i sar., 2005), Sto nije u skladu sa nasim rezultatima. Vladimir-KnezZevi¢ i
sar. (2014) su pokazali da etanolni ekstrakt T. chamaedrys L sadrzi oko 20% viSe ukupnih
fenolnih kiselina u odnosu na ekstrakt T. montanum.

HPLC-DAD analiza je pokazala da je metanolni ekstrakt T. chamaedrys generalno
najbogatiji rutinom (23,4 mg/g) u odnosu na sve ostale ispitivane ekstrakte predstavnika
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familije Lamiaceae (Tabela 7). Takode, medu ekstraktims T. chamaedrys, metanolni ekstrakt je
najbogatiji rozmarinskom kiselinom (Tabela 6), kvercetinom i naringinom, dok je etanolni
ekstrakt najbogatiji luteolin-7-0-glukozidom, hlorogenom i kafenom kiselinom (Tabele 6 i 7).
Pored toga, generalno je primeceno da su ovi ekstrakti veoma bogati rutinom u odnosu na
ispitivane ekstrakte ostalih predstavnika familije Lamiaceae. Analizom literaturnih podataka,
s druge strane, pronadeno je da su Vladimir-KneZevi¢ (2014) u etanolnom ekstraktu T.
chamaedrys identifikovali hlorogenu, ferulinsku i rozmarinsku kiselinu, dok su dodatno u
metanolnom identifikovane i kafena i galna kiselina, kao i luteolin, apigenin i kvercetin
(Proestos i sar., 2005).

Teucrium montanum

Za razliku od ekstrakata T. chamaedrys, etanolni ekstrakt T. montanum je imao nesto
vi$i sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja od metanolnog ekstrakta, i tri puta visi od vodenog
ekstrakta (Grafik 1). S druge strane, svi ekstrakti T. montanum sadrzali su sli¢an nivo ukupnih
fenolnih kiselina (oko 45 mg EKK/g) (Grafik 2), dok je u etanolnom ekstraktu pronadeno
najviSe ukupnih flavonoida (31,47 mg EK/g) i flavonola (12,81 mg EK/g) (Grafici 3 i 4). Ovi
rezultati su u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima istrazivanja ukupnog sadrzaja
fenola i flavonoida metanolnog i vodenog ekstrakta T. montanum poreklom iz Srbije
(Stankovié i sar., 2011b). Tumbas i sar. (2004) pokazali da je vodeni ekstrakt bogatiji fenolnim
kiselinama od metanolnog, $to je takode bio slucaj sa naSom studijom, dok je pretragom
literature ustanovljeno da nema podataka o spektrofotometrijski odredenom sastavu ukupnih
flavonola za ekstrakte T. montanum.

HPLC-DAD analizom je pokazano da su ekstrakti T. montanum imali najnizi sadrZzaj
rozmarinske kiseline u odnosu na sve ispitivane ekstrakte predstavnika familije Lamiaceae, ali
ujedno i najviSi sadrzaj kafene Kkiseline. Medu ispitivanim ekstraktima T. montanum,
metanolni je imao najviSe hlorogene i rozmarinske kiseline (Tabela 6), dok je vodeni ekstrakt
imao najviSe luteolin-7-0-glukozida (Tabela 7). Sa druge strane, etanolni ekstrakt je sadrzao
najviSe kafene kiseline (Tabela 6), rutina, kvercetina i naringina u odnosu na ostale ekstrakte
ove biljke (Tabela 7). U dostupnoj literaturi ne postoje detaljni podaci o hemijskom sastavu
ekstrakata T. montanum, ali je uoc¢eno da je u vodenom ekstraktu ove biljke sa teritorije Srbije
dominantna galna kiselina, zatim protokatehinska, hlorogena, kafena, ferulinska, dok
vanilinske ima najmanje (Nasti¢ i sar., 2018), medutim, vodeni ekstrakt ispitivan u nasoj
studiji je imao viSe kafene nego hlorogene kiseline. U studiji Nasti¢ i sar. (2018) je pokazano
da je u vodenom ekstraktu T. montanum, medu flavonoidima dominantan naringin, nakon
Cega slede rutin, epikatehin i katehin, Sto je u skladu sa naSim rezultatima za prva dva
pomenuta flavonoida.

Pored fenolnih kiselina i flavonoida, u ekstraktima 7. montanum pronaden je veoma
visok sadrzaj ukupnih kumarina i triterpena, posebno u metanolnom ekstraktu: 161,22 mg
EKu/g (Grafik 5) i 64,03 mg EUK/g, redom (Grafik 6). StatisticCkom analizom je pokazano da
rastvara¢ ima znacajan uticaj na ukupan sadrzaj kumarina i triterpena u ekstraktima ove
biljke.

Thymus serpyllum

Ekstrakti Th. serpyllum su sadrzali visok udeo ukupnih fenolnih jedinjenja, od kojih su
se najviSe izdvojili kumarini, dok je udeo fenolnih kiselina i flavonoida bio slican. U
metanolnom ekstraktu Th. serpyllum pronaden je najvisi sadrzaj ispitivanih grupa fenolnih
jedinjenja, dok je u etanolnom ekstraktu nadeno najviSe triterpena u odnosu na ostale
ekstrakte ove biljke.
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Statistickom analizom je pokazano da rastvara¢ ima znacajan uticaj na ekstrakciju
ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima Th. serpyllum, pri ¢emu je metanolni ekstrakt
sadrzao nesto viSe ukupnih fenolnih jedinjenja od etanolnog, a gotovo dva puta puta visSe od
vodenog ekstrakta (Grafik 1).

U slucaju ukupnih fenolnih kiselina, metanolni ekstrakt je sadrZao najviSe fenolnih
kiselina (56,78 mg EKK/g) u odnosu na vodeni i etanolni ekstrakt (Grafik 2).

Ukupan sadrzaj flavonoida u ekstraktima Th. serpyllum prati i sadrzaj flavonola, pri
¢emu je pokazano da alkoholni ekstrakti imaju oko visi sadrzaj flavonoida u odnosu na vodeni
ekstrakt (Grafik 3). Rastvarac je imao znacajan uticaj na sadrZaj flavonola u ovim ekstraktima,
pri ¢emu se sastav flavonola u ekstraktima ove biljke medusobno znacajno razlikovao (Grafik
4). Ovi rezultati su potvrdili prethodnu studiju Pukic¢ i sar. (2017), gde je pokazano da vodeni
ekstrakt Th. serpyllum poreklom iz Srbije ima relativno nizak udeo flavonoida (16,52%) u
odnosu na ukupna kvantifikovana fenolna jedinjenja.

Do sada nisu nadene studije u kojima su kvantifikovani kumarini u ekstraktima Th.
serpyllum, dok je u naSoj studiji pokazano da je najviSe kumarina imao metanolni ekstrakt
(98,98 mg EKu/g), nakon cega slede vodeni i etanolni (Grafik 5).

HPLC-DAD analizom je ustanovljeno da metanolni ekstrakt Th. serpyllum ima najviSe
naringina i rutina u odnosu na ostale ekstrakte ove biljke (Tabela 7). S druge strane, u
etanolnom ekstraktu Th. serpyllum pronadena je veca koli¢ina rozmarinske kiseline, a vodeni
ekstrakt ima najvise kafene i hlorogene kiseline (Tabela 6), luteolin-7-0-glukozida i kvercetina
(Tabela 7). Jovanovi¢ i sar. (2017) su u etanolnom ekstraktu identifikovali rozmarinsku,
kafenu i salvianolinsku kiselinu, dok je hlorogena nadena samo u tragovima, $to nije u
potpunosti u skladu sa naSim rezultatima. U vodenom ekstraktu Th. serpyllum iz Hrvatske,
Kulisi¢ i sar. (2006) su otkrili ve¢u koli¢inu kvercetina nego u vodenom ekstraktu Th. vulgaris,
dok je u vodenom ekstraktu 0. vulgare nadena jos veca koliCina, Sto je delimi¢no u skladu sa
nasSim rezultatima, buduci da je u uzorcima poreklom iz Srbije, kvercetin bio najzastupljeniji u
ekstraktima Th. serpyllum, nakon Cega slede O. vulgare i Th. vulgaris. Nasi rezultati takode
podrzavaju literaturne podatke koji sugeriSu da su pored kvercetina, u ekstraktima ove biljke
takode prisutni rutin i luteolin-7-0-glukozid (Milevskaya i sar., 2017).

Pretragom literature je ustanovljeno da ukupan sadrzaj triterpena u ekstraktima Th.
serpyllum do sada nije bio istrazivan, medutim nasi rezultati ukazuju na to da alkoholni
ekstrakti sadrze slicnu Koli¢inu triterpena, dok u vodenom ekstraktu triterpeni nisu
detektovani (Grafik 6).

Thymus vulgaris

U alkoholnim ekstraktima Th. vulgaris je nadeno viSe fenolnih jedinjenja i triterpena
nego u vodenom ekstraktu. NajvisSi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja je naden u etanolnom
ekstraktu (110 mg EGK/g), nakon cega slede vodeni i metanolni ekstrakt (Grafik 1), Sto nije u
saglasnosti sa rezultatima studije Roby i sar. (2013) i Ulewicz-Magulska i Wesolowski (2019),
u kojima je pokazano da metanolni ekstrakt ima najvisi sadrzaj ovih jedinjenja. S druge strane,
nasi rezultati su u skladu sa rezultatima El-Maati i sar. (2012), gde je nadeno da je etanolni
ekstrakt Th. vulgaris iz Egipta imao najviSe ukupnih fenolnih jedinjenja u odnosu na ostale
ispitivane predstavnike familije Lamiaceae, dok je njegov vodeni ekstrakt imao priblizno dva
puta manje fenola od etanolnog ekstrakta.

Metanolni ekstrakt je imao >50% viSi sadrzaj fenolnih kiselina u odnosu na etanolni
ekstrakt, i dvostruko visi sadrzaj u odnosu na vodeni ekstrakt (Grafik 2). Metanolni ekstrakt
ove biljke je takode imao najvisi sadrZaj flavonoida u odnosu na ostale ekstrakte ove biljke
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(Grafik 3), kumarina (Grafik 5) i triterpena (Grafik 6), posebno u odnosu na vodeni ekstrakt
koji je pokazao znatno niZe vrednosti u odnosu na metanolni.

Za razliku od prethodno navedenog, u etanolnom ekstraktu pronaden je najvisi sadrzaj
ukupnih flavonola, $to sugeriSe da rastvara¢ ima znacajan uticaj na sadrzaj flavonola u
ekstraktima Th. vulgaris (Grafik 4). El-Maati i sar. (2012) su takode pokazali da etanolni
ekstrakt ove biljke poreklom iz Egipta ima vise flavonoida od vodenog ekstrakta, mada je ta
razlika kod njih bila znatno manja u odnosu na naSe rezultate.

HPLC-DAD analiza je pokazala da metanolni ekstrakt Th. vulgaris medu ispitanim
jedinjenjima dominantno sadrzi naringin i rutin, etanolni ekstrakt ima najviSe rozmarinske
kiseline, dok vodeni ekstrakti sadrzi najviSe luteolin-7-0-glukozida, kafene i hlorogene
kiseline (Tabele 6 i 7). Roby i sar. (2013) su ispitivali hemijski sastav metanolnog ekstrakta i
identifikovali su cimetnu, rozmarinsku, kafenu, hinu, ferulinsku i p-kumarinsku kiselinu, dok
su medu flavonoidima najprisutniji bili apigenin, naringin i luteolin-7-O-rutinozid. U
metanolnom ekstraktu ove biljke su dodatno identifikovane siringinska, 2,5-
dihidroksibenzojeva i p-hidroksibenzojeva kiselina, dok je medu flavonoidima dominantan
luteolin, nakon c¢ega slede apigenin i epikatehin (Proestos i sar., 2005).

Na osnovu prikaza fitohemijskog sastava predstavnika familije Lamiaceae mozZe se
zakljuciti da razliciti uslovi uzgoja biljaka (ukljucujudi lokalitet, klimatske uslove, insolaciju i
druge klimatske faktore), faza rasta, ali i odabir rastvaraca i protokola pripreme ekstrakata,
kao i vremenski period skladiStenja gotovih ekstrakata (na +4°C ili na niZoj temperaturi)
igraju vaznu ulogu u finalnom hemijskom sastavu ovih biljaka (Proestos i sar., 2005; Spiridon i
sar., 2011; Roby i sar., 2013; Vladimir-KnezZevi¢ i sar., 2014; Jovanovic i sar., 2017; Skendi i
sar., 2017; Chuai sar., 2018).

4.3. Antioksidativna aktivnost

Tokom metabolizma aerobne respriacije, covek na dnevnom nivou Koristi oko 250 g
kiseonika, od Cega se 2-5% pretvara u reaktivne vrste kiseonika (RVK). U ovu kategoriju
spadaju sve RVK koje imaju veci oksidativni potencijal (ve¢u reaktivnost) od molekularnog
kiseonika: singlet kiseonik, superoksid anjon, vodonik peroksid i hidroksilni radikal. U
bioloskim sistemima je neophodno odrZavanje balansa izmedu koli¢ine prooksidanasa i
antioksidanasa kako bi se sprecilo oksidativno oSteéenje ¢elija i tkiva. Sposobnost celija da
odrze homeostazu sprecavanjem akumulacije viska prooksidanasa naziva se redoks
homeostaza (Soneja i sar.,, 2005), koju je nekada potrebno dodatno regulisati primenom
egzogenih antioksidativnih agenasa.

U okviru ove doktorske disertacije, za ispitivanje antioksidativne aktivnosti su
primenjene tri grupe testova koje detektuju razli¢ite mehanizme antioksidativnog delovanja
biljnih ekstrakata. U prvu grupu spadaju DPPH i ABTS testovi, kojima se procenjuje
sposobnost antioksidanasa da izvrSe prenos atoma vodonika ili sposobnost za prenos
pojedinacnog elektrona (Erel, 2004; Yeo i Shahidi, 2019). U drugu grupu spada -
karoten/linolna kiselina test ili test izbeljivanja (-karotena. -karoten predstavlja prirodni
antioksidativni pigment koji, izmedu ostalog, ima sposobnost da ublazi posledice oksidativnog
stresa na nivou biomolekula i tkiva (Ueno i sar., 2014; Chou i sar., 2019). Tre(i tip testova su
FRAP test i test odredivanja URP, kojima se prati redukcija feri (Fe3*) u fero (Fe2*) kompleksa,
pri ¢emu se antioksidanti koriste kao redukujuéi agensi (Benzie i Strain, 1996; Jamuna i sar.,
2010).

Antioksidativna aktivnost ekstrakata odabranih predstavnika familije Lamiaceae je
ispitivana u tri koncentracije: 100, 250 i 500 pg/mL. Svim testovima je potvrdena zavisnost
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ispoljene antioksidativne aktivnosti od primenjene koncentracije uzoraka. Rezultati
antioksidativne aktivnosti ekstrakata biljaka familije Lamiaceae su predstavljeni u Prilozima 5
i 6. Budu¢i da je uoceno da testirani ekstrakti pri najviSoj koncentraciji ispoljavaju visok
stepen antioksidativnog dejstva u DPPH, ABTS i -karoten/linolna kiselina testu (>90%), te
poredenje na ovoj koncentraciji nije moguce, na Graficima 7-11 su predstavljeni rezultati
dobijeni pri koncentraciji od 250 pg/mL.

Vecina ispitivanih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae je pri najvisoj testiranoj
koncentraciji pokazala veoma visoku sposobnost hvatanja DPPH radikala (>90%) (Prilog 5),
zbog Cega pri ovoj koncentraciji ekstrakata nisu uocene razlike u sposobnosti hvatanja DPPH
radikala izmedu razlic¢itih biljnih vrsta. Pojedini ekstrakti biljnih vrsta poput M. officinalis, M.
piperita i O. vulgare inhibirali su >90% DPPH radikala ¢ak i pri srednjoj testiranoj
koncentraciji (Grafik 7).
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Grafik 7. Inhibicija DPPH radikala ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Rezultati su prikazani kao procenti inhibicije * standardna greska, za koncentraciju 250 pg/mL. BHA, BHT i
vitamin C su koris¢eni kao pozitivne kontrole.
ays. metanolni ekstrakt, b vs. etanolni ekstrakt, ¢ vs. vodeni ekstrakt, * vs. BHA, * vs. BHT, # vs. vitamin C (p<0,05)

Na osnovu uocCenih razlika u sposobnosti inhibicije DPPH medu razli¢itim tipovima
ekstrakata za sve ispitivane biljne vrste, jasno je da rastvarac koriS¢en za ekstrakciju biljnog
materijala ima znacajan uticaj na antioksidativnu aktivnost ekstrakata. Generalno je
primeceno da najjaCu antioksidativnu aktivnost u DPPH testu imaju alkoholni ekstrakti
ispitivanih biljaka familije Lamiaceae, dok vodeni ekstrakti ispoljavaju slabiju aktivnost.
[zuzetak predstavljaju vodeni ekstrakti H. officinalis, R. officinalis i S. scardica, koji su pokazali
viSu aktivnost u odnosu na alkoholne ekstrakte, posebno etanolne (Grafik 7).

Ekstrakti M. officinalis (metanolni i vodeni ekstrakti), M. piperita (metanolni i etanolni
ekstrakti), kao i O. vulgare (svi ekstrakti) su pri najniZoj testiranoj koncentraciji inhibirali
>40% DPPH radikala, $to je viSe nego sinteticki antioksidanti, BHA i BHT, koji su koriS¢eni kao
pozitivne kontrole (Prilog 5). Ovi rezultati jasno ukazuju na to da su ekstrakti M. officinalis, M.
piperita i O. vulgare najefikasniji antioksidativni agensi u inhibiciji DPPH radikala medu
ispitivanim ekstraktima. Nakon ovih biljaka, prema jacini antioksidativne aktivnosti (>50%
inhibicije DPPH radikala u koncentraciji 250 pg/mlL, odnosno vise ili jednako kao sinteticki
antioksidanti, BHA i BHT) slede R. officinalis i S. officinalis (posebno metanolni i vodeni
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ekstrakt), svi ekstrakti S. montana, kao i alkoholni ekstrakti 0. majorana, T. chamaedrys, T.
montanum, Th. serpyllum i Th. vulgaris. Sa druge strane, ekstrakti M. vulgare i S. scardica su
najslabije inhibirali DPPH radikale (Grafik 7).

Kao i u prethodnom testu, svi ekstrakti M. officinalis, O. vulgare, kao i alkoholni
ekstrakti M. piperita i 0. majorana, su na najviSoj testiranoj koncentraciji pokazali veoma
visoku sposobnost inhibicije ABTS radikala (>90%) (Prilog 5), $to je onemogudilo njihovo
rangiranje prema jacini. S druge strane, analizom rezultata dobijenih testiranjem ekstrakata
koncentracija 100 i 250 pg/mL, mogle su se uociti razlike u aktivnosti ispitanih biljnih vrsta
(Grafik 8).
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Grafik 8. Inhibicija ABTS radikala ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Rezultati su prikazani kao procenti inhibicije + standardna greska, za koncentraciju 250 pg/mL. BHA, BHT i
vitamin C su kori$¢eni kao pozitivne kontrole.
ays. metanolni ekstrakt, b vs. etanolni ekstrakt, ¢ vs. vodeni ekstrakt, * vs. BHA, * vs. BHT, # vs. vitamin C (p<0,05)

Rezultati prikazani na Grafiku 8 ukazuju na cCinjenicu da je efekat antioksidativne
aktivnosti ekstrakata zavisio od upotrebljenog rastvaraca. Pri koncentraciji 250 pg/mlL, svi
ekstrakti su ispoljili znacajno nizu aktivnost inhibicije ABTS radikala u odnosu na koriS¢ene
pozitivne kontrole. Ipak, vodeni ekstrakt M. officinalis, alkoholni ekstrakti M. piperita, kao i
etanolni i vodeni ekstrakti O. vulgare inhibirali su >50% ABTS radikala, zbog ¢ega se mogu
smatrati ja¢im antioksidativnim agensima u odnosu na ostale ispitivane biljne ekstrakte. S
druge strane, najmanja inhibicija ABTS radikala pronadena je za ekstrakte M. vulgare, kao i za
metanolni ekstrakt L. angustifolia.

Kao i u prethodnim testovima koris¢enim za ispitivanje antioksidativne aktivnosti, i u
B-karoten/linolna kiselina testu je primeceno da je ova aktivnost u pozitivnoj korelaciji sa
koncentracijom ekstrakta (Prilog 5). Ipak, na najviSoj testiranoj koncentraciji, aktivnost
pojedinih biljnih ekstrakata premasuje 90% inhibicije obezbojavanja emulzije B-karotena,
zbog Cega nije bilo moguce jasno razlikovanje antioksidativnog potencijala, te su rezultati na
Grafiku 9 prikazani samo za srednju testiranu koncentraciju.

U p-karoten/linolna Kkiselina testu, rastvara¢ ima znacajan uticaj na ispoljenu
antioksidativnu aktivnost ekstrakata. Medu ekstraktima ispitivanim ovim testom, najjacu
antioksidativnu aktivnost su imali metanolni ekstrakti, dok su svi ispitivani ekstrakti imali
znacajno viSu aktivnost od vitamina C, koji je koriS¢en kao jedna od tri pozitivne kontrole. S
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druge strane, slican ili znacajno visSi antioksidativni potencijal u odnosu na druge dve
pozitivne kontrole, BHA i BHT, pokazali su metanolni ekstrakti M. officinalis, S. montana, S.
scardica i T. montanum, metanolni i etanolni ekstrakati R. officinalis i Th. vulgaris, metanolni i
vodeni ekstrakti M. piperita, O. basilicum i T. chamaedrys, etanolni ekstrakt O. vulgare, kao i svi
ekstrakti 0. majorana, S. officinalis i Th. serpyllum (Grafik 9).
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Grafik 9. Inhibicija obezbojavanja -karotena ekstraktima predstavnika familije
Lamiaceae.
Rezultati su prikazani kao procenti inhibicije * standardna greska, za koncentraciju 250 pg/mL. BHA, BHT i
vitamin C su kori$¢eni kao pozitivne kontrole.
ays. metanolni ekstrakt, b vs. etanolni ekstrakt, ¢ vs. vodeni ekstrakt, * vs. BHA, * vs. BHT, # vs. vitamin C (p<0,05)

Antioksidativni kapacitet ispitivanih ekstrakta je dodatno procenjen FRAP testom, pri
Cemu su rezultati pokazali da, kao i u prethodnim testovima, postoji zavisnost jacine
antioksidativnog kapaciteta od testirane koncentracije ekstrakata (Prilog 6). Statistickom
analizom je pokazano da rastvara¢ koriS¢en za ekstrakciju biljnog materijala ima znacajan
uticaj na njihov ispoljeni antioksidativni kapacitet. lako nije bilo moguée odrediti koji je
rastvarac ispoljio najjacu antioksidativnu aktivnost u ovom testu, pokazano je su metanolni
ekstrakti bili aktivniji od etanolnih ekstrakata. S druge strane, u slucaju G. hederacea, L.
cardiaca i T. chamaerdys, vodeni ekstrakti su ispoljili jacu aktivnost u odnosu na alkoholne
ekstrakate.

U FRAP testu, pri koncentraciji 250 pg/mlL, najviSu aktivnost su ispoljile pozitivne
kontrole BHA i vitamin C, dok su pojedini predstavnici familije Lamiaceae, poput M. officinalis,
M. piperita i O. vulgare imali slican antioksidativni kapacitet kao i BHT. Za razliku od toga,
najslabiju aktivnost su imali ekstrakti M. vulgare (Grafik 10).
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Grafik 10. Ukupni antioksidativni kapacitet ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae
meren FRAP testom.
Rezultati su prikazani kao pmol Fe(Il)/g suvog ekstrakta + standardna greska, za koncentraciju 250 pg/mL. BHA,
BHT i vitamin C su kori$ceni kao pozitivne kontrole.
ays. metanolni ekstrakt, b vs. etanolni ekstrakt, ¢ vs. vodeni ekstrakt, * vs. BHA, * vs. BHT, # vs. vitamin C (p<0,05)
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Grafik 11. Ukupni redukcioni potencijal ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae.

Rezultati su prikazani kao umol EAK/g suvog ekstrakta + standardna greska, za koncentraciju 250 pg/mL.
ays. metanolni ekstrakt, b vs. etanolni ekstrakt, ¢ vs. vodeni ekstrakt (p<0,05)

Antioksidativna aktivnost ekstrakata je finalno procenjena na osnovu njihovog URP-a,
pri Cemu je takode primeceno da najvecéa koncentracija ekstrakata ima najvisi URP (Prilog 6).

Kao i u sluCaju prethodna cCetiri testa koriS¢éena za odredivanje antioksidativne
aktivnosti, ukupni URP je generalno zavisio od rastvaraca koji kori$¢en za ekstrakciju biljnog
materijala.
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U URP testu su se izdvojili metanolni ekstrakti, posebno ekstrakt O. vulgare, M.
officinalis, M. piperita i S. montana, kao i etanolni ekstrakti O. vulgare i S. montana, u odnosu na
ostale ispitivane ekstrakte. Sa druge strane, generalno najslabiju antioksidativnu aktivnost u
ovom testu imali su ekstrakti M. vulgare (posebno vodeni ekstrakt) (Grafik 11).

Na osnovu rezultata opisanih spektrofotometrijskih testova moze se zakljuciti da
ekstrakti ispitivanih biljaka familije Lamiaceae svoju antioksidativhu aktivnost ostvaruju
kombinacijom razli¢itih mehanizama, kao Sto je ,hvatanje“ slobodnih radikala doniranjem
vodonikovog atoma ili samo jednog elektrona slobodnim radikalima, pruZanjem zastite
drugim antioksidativnim supstancama, kao i formiranjem helatnih kompleksa sa metalima,
Sto odrazava njihov URP.

Glechoma hederacea

Ekstrakti G. hederacea su pokazali antioksidativni potencijal u svim koris¢enim
testovima. U DPPH testu, etanolni ekstrakt je imao visi antioksidativni efekat u poredenju sa
vodenim i metanolnim ekstraktima, pri ¢emu je imao slicno dejstvo kao i pozitivne kontrole,
BHA i BHT, ali znac¢ajno slabije od vitamina C (Grafik 7).

U ABTS testu, vodeni i metanolni ekstrakti su ispoljili sli¢can inhibitorni efekat, dok je
etanolni ekstrakt imao znacajno slabije dejstvo od vodenog. Svi ekstrakti G. hederacea su imali
znacajno slabiju sposobnost inhibicije ABTS radikala u odnosu na pozitivne kontrole BHA,
BHT i vitamin C (Grafik 8).

Za razliku od ABTS testa, metanolni ekstrakt pokazao je 50% jacu aktivnost u (-
karoten/linolna kiselina testu u odnosu na etanolni i vodeni ekstrakt. Metanolni ekstrakt je
ispoljio jacu aktivnost i u odnosu na vitamin C, dok je njegov nivo inhibicije bio slican onome
koji su ostvarili BHA i BHT pri istoj primenjenoj koncentraciji (Grafik 9).

U trecoj grupi primenjenih testova za odredivanje antioksidativne aktivnosti pokazano
je da je rastvarac imao znacajan uticaj na ispoljenu aktivnost ekstrakata G. hederacea. U FRAP
testu, najbolju aktivnost je imao vodeni ekstrakt, nakon Cega slede metanolni i etanolni
ekstrakti. Medutim, ova aktivnost je bila znacajno slabija od koriS¢enih pozitivnih kontrola
(Grafik 10).

S druge strane, metanolni ekstrakt G. hederacea je imao preko 50% viSi ukupni URP u
odnosu na vodeni i etanolni ekstrakt (Grafik 11).

Dobijeni rezultati za vodeni ekstrakt G. hederacea su u saglasnosti sa istrazivanjima
Chou i sar. (2012), koji su pokazali da je ovaj ekstrakt najbolju aktivnost ostvario inhibicijom
DPPH radikala, zatim Fe2* helatnim potencijalom, dok je inhibicija ABTS radikala bila slabija.
Ipak, autori smatraju da je ovaj ekstrakt imao odli¢nu antioksidativnu aktivnost, zahvaljujuci
sposobnosti da deluje kao donor elektrona i da prekida lancanu reakciju slobodnih radikala.
Takode, ranije je potvrdena koncentraciona zavisnost ovog ekstrakta u (-karoten/linolna
kiselina testu, koja je dovedena u vezu sa hemijskim sastavom ovog ekstrakta (Chou i sar,,
2019), Sto je u skladu sa naSim rezultatima.

Hyssopus officinalis

U testovima za odredivanje antioksidativnog potencijala, ekstrakti H. officinalis su imali
slican efekat kao i ekstrakti G. hederacea. U DPPH testu nije pokazan uticaj rastvaraca na
antioksidativni potencijal ekstrakata H. officinalis, medutim primeceno je da je vodeni
ekstrakt imao jaci efekat u odnosu na metanolni i etanolni ekstrakt. Ipak, ova aktivnost je bila
znacajno niza od pozitivnih kontrola (Grafik 7).
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Sli¢ni rezultati su dobijeni i u ABTS testu, gde je pokazano da je, najbolju aktivnost
imao vodeni ekstrakt, za kojim slede etanolni i metanolni ekstrakti. Ipak, i u ovom slucaju su
svi ekstrakti imali znacajno slabiju aktivnost inhibicije ABTS radikala u odnosu na pozitivne
kontrole (Grafik 8).

Za razliku od ABTS testa, u [B-karoten/linolna kiselina testu je primeceno da je
rastvara¢ imao znacajan uticaj na antioksidativnu aktivnost ekstrakata H. officinalis, pri ¢emu
je najbolja aktivnost dobijena metanolnim ekstraktom, dok su etanolni i vodeni ekstrakti
pokazali slabiju inhibiciju obezbojavanja [3-karotena. Potrebno je naglasiti da su svi ekstrakti
ove biljke imaju jac¢u antioksidativnu aktivnost u ovom testu u odnosu na vitamin C, dok je
samo metanolni ekstrakt imao sli¢nu aktivnost kao BHA i BHT (Grafik 9).

U FRAP i URP testovima, za ekstrakte H. officinalis je pokazano da rastvara¢ ima
znacajan uticaj, pri ¢emu je u ovim testovima primecen isti trend jaCine antioksidativne
aktivnosti - metanolni i vodeni ekstrakti su imali jatu aktivnost od etanolnog ekstrakta, a
znacajno slabiju aktivnost u odnosu na pozitivne kontrole. U FRAP testu, metanolni ekstrakt je
ispoljio slicnu aktivnost kao i vodeni ekstrakt, dok je etanolni ekstrakt imao znacajno slabije
dejstvo (Grafik 10). Pri srednjoj testiranoj koncentraciji, metanolni ekstrakt ove biljke je imao
vi$i URP u odnosu na etanolni i vodeni ekstrakt (Grafik 11).

Babich i sar. (2021) su pokazali da antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata H.
officinalis zavisi od podloge na kojoj biljka raste, kao i da je antioksidativna aktivnost ovih
ekstrakata merena DPPH testom snazno korelisana sa ukupnim sadrzajem fenolnih jedinjenja
i flavona u njima. Micovic¢ i sar. (2021) su pokazali da DPPH aktivnost metanolnog ekstrakta
ove biljke u zavisi od lokaliteta na kom je biljka gajena u Srbiji i Crnoj Gori. Pored toga, njihovi
rezultati dobijeni za DPPH test su u korelaciji sa rezultatima FRAP testa. Ipak, autori su dobili
znatno viSe vrednosti u FRAP testu od vrednosti prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji.

Lavandula angustifolia

U DPPH testu, metanolni ekstrakt L. angustifolia je imao viSu antioksidativnu aktivnost
u odnosu na etanolni i vodeni ekstrakt. Ispoljena aktivnost metanolnog ekstrakta je bila slicna
aktivnosti BHA i BHT, ali ipak znacajno niza od aktivnosti vitamina C (Grafik 7).

Za razliku od DPPH testa, u ABTS testu inhibitorni potencijal metanolnog ekstrakta L.
angustifolia bio je dva puta slabiji u poredenju sa etanolnim i vodenim ekstraktom. Pored
toga, antioksidativna aktivnost sva tri ekstrakta je bila slabija od aktivnosti BHA, BHT i
vitamina C (Grafik 8).

Rezultati ABTS testa su se razlikovali od rezultata (-karoten/linolna kiselina testa, gde
su metanolni i etanolni ekstrakti ispoljili znacajno visi potencijal za inhibiciju u odnosu na
vodeni ekstrakt. Pored toga, metanolni ekstrakt je dostigao slicnu aktivnost kao i BHA i BHT,
etanolni ekstrakt slicnu aktivnost kao i BHT, a sva tri ekstrakta L. angustifolia su imala
znacajno visi efekat u odnosu na vitamin C (Grafik 9).

U FRAP i URP testovima je pokazano da je rastvarac imao znacajan uticaj na ispoljenu
antioksidativnu aktivnost ekstrakata L. angustifolia, pri cemu su svi ekstrakti ove biljke imali
znacajno slabiju aktivnost u odnosu na pozitivne kontrole. U FRAP testu, najjac¢u aktivnost je
imao etanolni ekstrakt, nakon Cega slede vodeni i metanolni ekstrakti (Grafik 10). S druge
strane, metanolni ekstrakt je imao jaCi URP u odnosu na etanolni i vodeni ekstrakt (Grafik 11).

Ferreira i sar. (2006) su pokazali da dekokt L. angustifolia ima viSu antioksidativnu
aktivnost od etanolnog ekstrakta, Sto nije u potpunosti u skladu sa nasSim rezultatima. U
njihovoj studiji, etanolni ekstrakt koncentracije 100 ug/mL je inhibirao 23% DPPH radikala;
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dekokt L. angustifolia je ispoljio svega 10% inhibicije u (3-karoten-linolna kiselina testu, a
inhibirao je 94% DPPH radikala. Budu¢i da su ekstrakti L. angustifolia imali visok sadrzaj
triterpena, mozZe se pretpostaviti da je sastav ovih jedinjenja zasluzan za pokazanu
antioksidativnu aktivnost ekstrakata L. angustifolia, budu¢i da je ranije pokazano da je
antioksidativni kapacitet ekstrakata u korelaciji sa prisustvom terpena, za koje je dokazano da
imaju antioksidativni potencijal (Mocan i sar., 2020). Duda i sar. (2015) su ispitujuéi L.
angustifolia i M. officinalis pokazali da sezona, kao i doba dana branja biljnog materijala,
duZina vremenskog perioda ¢uvanja skladiStenih biljaka ili ekstrakata, geoklimatski i ekoloski
faktori, kao i primenjena metoda ekstrakcije, rastvarac, antioksidativna metoda i pozitivne
kontrole u odnosu na koje se radi poredenje imaju znacajan uticaj na dobijenu koli¢inu
bioaktivnih jedinjenja u ekstraktu, kao i na njihov antioksidativni efekat.

Leonurus cardiaca

U poredenju sa ostalim ispitivanim ekstraktima u ovom radu, ekstrakti L. cardiaca nisu
pokazali znacajan antioksidativni potencijal. U DPPH testu, etanolni ekstrakt je imao jacu
aktivnost od metanolnog i vodenog ekstrakta, ali generalno su svi ekstrakti L. cardiaca imali
znacajno slabije antioksidativno dejstvo u poredenju sa pozitivnim kontrolama (Grafik 7).

Za razliku od DPPH testa, vodeni ekstrakt L. cardiaca je postigao viSu inhibiciju ABTS
radikala u odnosu na metanolni i etanolni ekstrakt. Ipak, i u ovom testu su svi ekstrakti
ispoljili znacajno niZu antioksidativnu aktivnost od BHA, BHT i vitamina C (Grafik 8).

U [-karoten/linolna kiselina testu, ekstrakti L. cardiaca su imali efikasnije
antioksidativno dejstvo u odnosu na prethodna dva testa. Metanolni i vodeni ekstrakti ove
biljke su ispoljili slican efekat, dok je za etanolni ekstrakt zabeleZena neSto niza
antioksidativna aktivnost. Metanolni ekstrakt je postigao jednako efikasnu inhibiciju kao i
BHA i BHT, dok je aktivnost vodenog ekstrakta bila slicna samo aktivnosti BHT. Svi ekstrakti
L. cardiaca su ispoljili znacajno viSu antioksidativnu aktivnost u -karotenu u odnosu na
vitamin C (Grafik 9).

Najbolju aktivnost medu ekstraktima L. cardiaca, u FRAP testu je imao vodeni ekstrakt,
dok je najbolji URP ispoljio metanolni ekstrakt (Grafik 11). Ispitivani ekstrakti L. cardiaca su
imali znacajno slabije dejstvo u FRAP testu u odnosu na kori$éene pozitivne kontrole.

Antioksidativna aktivnost ekstrakta L. cardiaca je generalno do sada bila slabije
istrazivana. Wong i sar. (2014) su dobili 10 puta slabiji efekat inhibicije DPPH radikala
vodenim ekstraktom L. cardiaca u odnosu na rezultat dobijen u okviru ove doktorske
disertacije. S druge strane, Angeloni i sar. (2021) su dobili relativno slabu antioksidativnu
aktivnost etanolnih ekstrakata L. cardiaca. Autori su ipak zakljucili da je primena ove biljke u
tradicionalnoj medicini opravdana jer su, pored antioksidativne, pokazali i znacajnu
inhibitornu aktivnost ekstrakata L. cardiaca na enzime koji se smatraju odgovornim za razvoj
pojedinih neurodegenerativnih oboljenja i dijabetesa.

Marrubium vulgare

Ekstrakti M. vulgare ispitivani u ovom radu su imali najslabiji antioksidativni potencijal
u poredenju sa ostalim isptivanim pripadnicima familije Lamiaceae. U DPPH testu je
primeceno da rastvaral ima znacajan uticaj na antioksidativnu aktivnost ekstrakata M.
vulgare. NajjaCu aktivnost je pokazao metanolni ekstrakt, nakon c¢ega slede etanolni i vodeni
ekstrakti. Ipak, svi testirani ekstrakti ove biljke su imali znacajno slabiju aktivnost u inhibiciji
DPPH radikala u odnosu na koris¢ene pozitivne kontrole (Grafik 7).
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Za razliku od DPPH testa, etanolni ekstrakt je ispoljio bolje dejstvo u inhibiciji ABTS
radikala u odnosu na metanolni i vodeni ekstrakt, mada su svi ekstrakti M. vulgare imali
znacajno slabije dejstvo u odnosu na pozitivne kontrole (Grafik 8).

Najjaci antioksidativni potencijal, ekstrakti M. vulgare su ispoljili u -karoten/linolna
kiselina testu, pri ¢emu je metanolni ekstrakt pokazao najjacu inhibiciju. Ipak, svi ekstrakti M.
vulgare su imali znacajno slabiju aktivnost u -karoten/linolna kiselina testu od sintetickih
antioksidanasa, ali jaCu aktivnost od vitamina C (Grafik 9).

U FRAP testu, ekstrakti M. vulgare su ispoljili veoma nizak antioksidativni kapacitet, pri
¢emu se aktivnost ekstrakata nije znacajno medusobno razlikovala, medutim bila je znacajno
niza od aktivnosti pozitivnih kontrola (Grafik 10).

U URP testu se izdvojio metanolni ekstrakt, koji je imao viSi URP od etanolnog
ekstrakta. U poredenju sa vodenim, etanolni ekstrakt je imao gotovo Cetiri puta visi URP, Sto
ponovo ukazuje na znacajan uticaj rastvaraca u ovom testu (Grafik 11).

U poredenju sa naSim rezultatima, inhibicija DPPH radikala etanolnim ekstraktom M.
vulgare poreklom iz Alzira Hellal i sar. (2020) je bila 5,5 puta visa na koncentraciji koja je bila
10 puta niza. Al-Zaban i sar. (2021) su, sa druge strane, pokazali da metanolni ekstrakt M.
vulgare poreklom iz Saudijske Arabije ima visok antioksidativni potencijal ¢ak i na 10 puta
niZim koncentracijama od onih testiranih u okviru ove doktorske disertacije.

Melissa officinalis

Ekstrakti M. officinalis su medu najaktivnijim ekstraktima biljkama familije Lamiaceae
u testovima za odredivanje antioksidativne aktivnosti. U DPPH testu, ekstrakti M. officinalis su
imali veoma visoku antioksidativnu aktivnost, inhibirajuc¢i >90% DPPH radikala, Sto je slicno
aktivnosti vitamina C, a znacajno viSe od BHA i BHT (Grafik 7).

lako su u ABTS testu ovi ekstrakti imali znacajno nizu aktivnost od pozitivnih kontrola,
ipak su bili medu najaktivnijim ekstraktima biljaka familije Lamiaceae. U ovom testu je
primeceno da rastvara¢ ima znacajan uticaj na ispoljenu antioksidativnu aktivnost ekstrakata
M. officinalis, pri ¢emu je u koncentraciji ekstrakata od 250 pg/mL, medu ekstraktima ove
biljke najjaktivniji bio vodeni ekstrakt, inhibiraju¢i 55,35% ABTS radikala, a najmanje aktivan
je bio metanolni ekstrakt (Grafik 8).

Ekstrakti ove biljke su takode ispoljili veoma visoku inhibitornu aktivnost u j-
karoten/linolna kiselina testu. Metanolni ekstrakt M. officinalis je ispoljio sli¢nu aktivnost kao
i vodeni ekstrakt u -karoten/linolna kiselina testu, dok je etanolni ekstrakt pokazao slabiju
aktivnost od metanolnog ekstrakta. Pored toga, metanolni i vodeni ekstrakti M. officinalis su
ispoljili slicnu aktivnost kao i BHA i BHT, a svi ekstrakti ove biljke su imali zna¢ajno viSu
aktivnost od vitamina C (Grafik 9).

Ekstrakti M. officinalis su ispoljili veoma visoku aktivnost u FRAP i URP testovima, pri
Cemu je pokazano da rastvarac¢ ima znacajan uticaj na aktivnost ekstrakta. U FRAP testu,
ekstrakti M. officinalis su imali najviSi ukupni antioksidativni kapacitet u odnosu na ekstrakte
ostalih biljaka familije Lamiaceae. Medu ekstraktima M. officinalis, najbolju aktivnost je
ispoljio metanolni ekstrakt (800,33 umol Fe(Il)/g), nakon cega slede vodeni i etanolni
ekstrakti. U ovom testu, svi ekstrakti ove biljke su imali znacajno visu aktivnost od BHT, a
znacajno nizu od BHA i vitamina C (Grafik 10).

Metanolni ekstrakt M. officinalis je takode ispoljio znacajno viSi URP (1070,88 umol
EAK/g) od etanolnog i vodenog ekstrakta ove biljke (Grafik 11).
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Ferreira i sar. (2006) su pokazali da etanolni ekstrakt M. officinalis ima slabiju
antioksidativnu aktivnost od dekokta, Sto je u saglasnosti sa rezultatima prikazanim u ovoj
doktorskoj disertaciji za etanolni i vodeni ekstrakt biljke poreklom iz Srbije. U studiji Kwon i
sar. (2006) je pokazano da vodeni ekstrakt M. officinalis pokazuje znacajno jacu inhibiciju
DPPH radikala od vodeno-etanolnog ekstrakta (12% etanol), a u B-karoten/linolna kiselina
testu su ova dva ekstrakta imala slican efekat. Skotti i sar. (2014) su, s druge strane, pokazali
da je medu vodenim ekstraktima razli¢itih biljaka familije Lamiaceae (H. officinalis, M.
officinalis, Origanum dictamnus, O. vulgare i S. officinalis), ekstrakt M. officinalis imao najvisu
antioksidativnu aktivnost u DPPH i ABTS testovima, $to se poklapa sa rezultatima dobijenim u
naSem radu.

Mentha x piperita

Antioksidativna aktivnost ispitivanih ekstrakata M. piperita je bila veoma visoka. U
DPPH testu, alkoholni ekstrakti M. piperita koncentracije 250 pg/mL su imali sli¢cnu aktivnost
kao vitamin C (>90%), znacajno jacu od pozitivnih kontrola BHA i BHT, a 50% jacu aktivnost
od vodenog ekstrakta (Grafik 7).

Oba alkoholna ekstrakta M. piperita su i u ABTS testu ispoljila jacu aktivnost od
vodenog ekstrakta, medutim svi ekstrakti su znacajno slabije inhibirali ABTS radikale od
pozitivnih kontrola BHA, BHT i vitamina C (Grafik 8).

U B-karoten/linolna kiselina testu je, sa druge strane, pokazano da je rastvara¢ imao
znacajan uticaj u ispoljenoj aktivnosti ekstrakata, pri ¢emu je metanolni ekstrakt M. piperita
ispoljio najviSu aktivnost (76,17%), nakon cega slede vodeni i etanolni ekstrakti. Svi ekstrakti
M. piperita su dodatno ispoljili znacajno jacu aktivnost od vitamina C, dok je metanolni
ekstrakt imao znacajno jacu aktivnost i od BHA i BHT. Sa druge strane, vodeni ekstrakt ove
biljke je imao sli¢nu aktivnost kao BHA i BHT (Grafik 9).

Rastvara¢ je takode imao znacajan uticaj na ispoljenu antioksidativnu aktivnost
ekstrakata u FRAP i URP testovima. Metanolni ekstrakt M. piperita je imao znacajno jaci
ukupni antioksidativni kapacitet u FRAP testu od etanolnog i vodenog ekstrakta, a takode i
znacajno visu aktivnost od BHT. Etanolni ekstrakt je, s druge strane, imao sli¢nu aktivnost kao
BHT, dok je vodeni ekstrakt imao znacajno slabiju aktivnost od BHT. Takode, svi ekstrakti su
imali znacajno slabiju aktivnost u FRAP testu od BHA i vitamina C (Grafik 10).

Metanolni ekstrakt M. piperita je ispoljio visi URP od etanolnog i vodenog ekstrakta
(Grafik 11).

Literaturni podaci potvrduju rezultate ove doktorske disertacije koji sugeriSu da
ekstrakti M. piperita imaju visok antioksidativni potencijal. Molan i Mahdy (2016) su pokazali
visoku aktivnost vodenog ekstrakta M. piperita u FRAP i ORAC testovima, pri ¢emu je dobijena
antioksidativna aktivnost imala visoku korelaciju sa ukupnim sadrzajem fenolnih jedinjenja. U
studiji Farnad i sar. (2014) je, medutim, pokazano da je etanolni ekstrakt M. piperita, u odnosu
na metanolni, ima jacu inhibitornu aktivnost prema DPPH radikalima, $to nije bio slucaj sa
ekstraktima ispitanim u naSem radu. Istrazivanja su takode pokazala da je visok sadrzaj
polifenolnih jedinjenja u korelaciji sa visokim antioksidativnim potencijalom (Pavli¢ i sar.,
2021), Sto je u skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije.

Ocimum basilicum

Za razliku od ekstrakata M. piperita, ekstrakti O. basilicum su imali slabiji
antioksidativni potencijal. Takode, pokazano je da rastvarac ima znacajan uticaj na ispoljenu
antioksidativnu aktivnost testiranog ekstrakata O. basilicum. U DPPH testu, metanolni
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ekstrakt O. basilicum je imao znacajno jaci inhibitorni efekat od etanolnog i vodenog ekstrakta,
mada su svi ekstrakti znacajno slabije inhibirali DPPH radikale od pozitivnih kontrola
(Grafik 7).

Etanolni i metanolni ekstrakti O. basilicum su ispoljili slican potencijal u inhibiciji ABTS
radikala, koji je bio nesto jaci u odnosu na vodeni ekstrakt. Ipak, svi ekstrakti ove biljke su
ispoljili znacajno slabiji antioksidativni potencijal u ABTS testu od pozitivnih kontrola
(Grafik 8).

Za razliku od prve grupe testova, u B-karoten/linolna kiselina testu, vodeni i metanolni
ekstrakti 0. basilicum su imali slicnu aktivnost, dok je etanolni imao neSto slabije
antioksidativno dejstvo. U ovom testu, svi ekstrakti O. basilicum su ispoljili znacajno viSu
antioksidativnu aktivnost u odnosu na vitamin C, medutim samo vodeni i metanolni ekstrakt
su imali sli¢an efekat kao BHA i BHT (Grafik 9).

U trecoj grupi testova je rastvara¢ imao znacajan uticaj na antioksidativni efekat
ekstrakata O. basilicum, pri ¢emu je metanolni ekstrakt imao najvisu aktivnost, nakon Cega
slede etanolni i vodeni ekstrakti. U FRAP testu, ekstrakti O. basilicum su ipak ispoljili znacajno
slabiji efekat od pozitivnih kontrola (Grafici 10i 11).

Pretragom literature je ustanovljeno da je antioksidativna aktivnost ekstrakata, ali i
etarskog ulja O. basilicum Cesto bila predmet istrazivanja. Cazzola i sar. (2011) su pokazali su
da je vodeni ekstrakt O. basilicum poreklom iz Italije imao jaci inhibitorni efekat prema DPPH
radikalima od metanolnog ekstrakta, Sto nije u saglasnosti sa rezultatima ove doktorske
disertacije, medutim, u studiji Cazzola i sar. (2011) je vodeni ekstrakt imao visi sadrzaj
fenolnih jedinjenja od metanolnog, Sto objaSnjava jacu aktivnost vodenog ekstrakta. Coelho i
sar. (2018) su pokazali da iako metanolni ekstrakt O. basilicum nizi sadrzaj ukupnih fenola i
flavonoida od etanolnog, metanolni ekstrakt ima bolju antioksidativnu aktivnost, Sto je u
skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije. Slicno, Vlase i sar. (2014) su pokazali da
etanolni ekstrakt T. chamaedrys najbolje inhibira DPPH radikale, dok H. officinalis i O.
basilicum imaju sli¢nu jacinu inhibicije DPPH radikala.

Origanum majorana

0. majorana je poznat po svom antioksidativnom dejstvu, Sto je potvrdeno i u naSem
istrazivanju. U DPPH testu, metanolni i etanolni ekstrakti ove biljne vrste su ispoljili visi
antioksidativni potencijal od vodenog ekstrakta, a njihov efekat je takode bio znacajno visi i
od BHA i BHT. Ipak, ovi alkoholni ekstrakti su ispoljili slabiju aktivnost prema DPPH
radikalima od vitamina C (Grafik 7).

Slican trend antioksidativnog dejstva je dobijen i u ABTS testu, pri ¢emu su etanolni i
metanolni ekstrakti 0. majorana imali znacajno viSu aktivnost od vodenog ekstrakta, mada
nijedan od ovih ekstrakata nije imao visu aktivnost od koriS¢enih pozitivnih kontrola
(Grafik 8).

Ekstrakti 0. majorana, posebno vodeni ekstrakt, su ispoljili najviSu aktivnost u (-
karoten/linolna kiselina testu u odnosu na ekstrakte ostalih ispitivanih predstavnika familije
Lamiaceae, kao i znacajno viSu inhibiciju u odnosu na pozitivne kontrole. Vodeni ekstrakt je
imao viSu aktivnost od metanolnog, dok je etanolni ekstrakt imao najslabiju aktivnost
(Grafik 9).

U trecoj grupi testova je primeceno da antioksidativna aktivnost ekstrakata O.
majorana znacajno zavisi od koriS¢enog rastvaraca. Medu ekstraktima O. majorana, metanolni
ekstrakt je ispoljio znacajno najvisi ukupni antioksidativni kapacitet u FRAP i URP testovima,
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nakon Cega slede etanolni i vodeni ekstrakt. Ipak, u odnosu na koriS¢ene pozitivne kontrole,
ovi ekstrakti su u FRAP testu ispoljili znaCajno niZu antioksidativnu aktivnost (Grafici 101 11).

Ranije je pokazano da ekstrakti, kao i etarsko ulje 0. majorana imaju visok
antioksidativni potencijal (Roby i sar., 2013; Garcia-Risco i sar., 2017). Rezultati ove
doktorske disertacije nisu u skladu sa rezultatima Duleti¢-LauSevi¢ i sar. (2018a), gde je
pokazano da je vodeni ekstrakt O. majorana poreklom iz Srbije imao jacu antioksidativnu
aktivnost u DPPH, ABTS i FRAP testovima u odnosu na etanolni ekstrakt ove biljke, medutim u
skladu su sa rezultatima [-karoten/linolna kiselina testa koji su autori sproveli. Razlog
nepodudaranja rezultata moZe biti taj Sto biljni materijal nije ubran u istoj fenofazi, $to se
ranije pokazalo kao veoma vazan faktor prilikom tumacenja i poredenja rezultata (Duda i sar.,
2015; Jovanovici sar., 2017).

Origanum vulgare

Ekstrakti O. vulgare ispitivani u ovoj disertaciji su imali visi antioksidativni potencijal u
odnosu na ekstrakte 0. majorana. U DPPH testu je pokazano da rastvarac ima znacajan uticaj
na jainu inhibicije DPPH radikala ekstraktima O. vulgare. Najbolju aktivnost je ispoljio
etanolni ekstrakt, nakon ¢ega slede vodeni i metanolni ekstrakt. Svi ekstrakti su pokazali visi
procenat inhibicije DPPH radikala od BHA i BHT, dok je samo etanolni ekstrakt imao slicnu
DPPH inhibitornu aktivnost kao i vitamin C (Grafik 7).

Za razliku od DPPH testa, vodeni ekstrakt je ostvario znacajno jacu inhibiciju ABTS
radikala od etanolnog i metanolnog ekstrakta. Medutim, ipak su svi ekstrakti O. vulgare
pokazali znacajno nizi procenat inhibicije DPPH radikala od koris¢enih pozitivnih kontrola
(Grafik 8).

U B-karoten/linolna Kiselina testu pronaden je slican trend aktivnosti ekstrakata kao i
u DPPH testu, gde je najjacu aktivnost ispoljio etanolni ekstrakt, nakon Cega slede vodeni i
metanolni. Pored toga, primeéeno je da jacina aktivnosti ekstrakata O. vulgare u f-
karoten/linolna kiselina testu znacajno zavisi od kori$¢enog rastvaraca. Eetanolni ekstrakt je
ostvario znacajno viSu inhibiciju obezbojavanja -karotena od pozitivnih kontrola. Pri istoj
koncentraciji, vodeni ekstrakt je imao znacajno jaci efekat od vitamina C, ali sli¢nu aktivnost
kao BHA i BHT. S druge strane, metanolni ekstrakt je imao znacajno jaci efekat od vitamina C,
sli¢nu aktivnost kao i BHT, a znacajno slabiju aktivnost od BHA (Grafik 9).

U FRAP testu, metanolni ekstrakt ove biljke je ispoljio neSto jac¢u inhibiciju u odnosu na
vodeni i etanolni ekstrakt. U ovom testu, svi ekstrakti O. vulgare su imali znacajno jacu
aktivnost od BHT, medutim znacajno slabiju aktivnost od BHA i vitamina C (Grafik 10).

U URP testu je pokazano da rastvara¢ ima znacajan uticaj na ispoljeni redukcioni
potencijal ekstrakata O. vulgare. U odnosu na sve ostale testirane predstavnike familije
Lamiaceae, u URP testu je metanolni ekstrakt O. vulgare ispoljio najvisi antioksidativni
potencijal. Pored toga, ovaj ekstrakt je ispoljio neSto visi URP od etanolnog ekstrakta, i
priblizno 50% viSe od vodenog ekstrakta (Grafik 11).

Ranije je ustanovljeno da O. vulgare ima visok antioksidativni potencijal na koji pre
svega, uticu fenolna jedinjenja, posebno flavonoidi (Sharifi-Rad i sar., 2020; Parra i sar., 2021).
Prethodnu cinjenicu potvrduje i studija Moghrovyan i sar. (2019), u kojoj je pokazano da
etanolni ekstrakt 0. vulgare ima sli¢nu antioksidativnu aktivnost u DPPH testu kao i katehin. U
studiji Martins i sar. (2014) je pokazano da je dekokt O. vulgare imao jaCu antioksidativnu
aktivnost u DPPH, -karoten/linolna kiselina i URP testovima u odnosu na infuziju i etanolni
ekstrakt ove biljke, $to je delimi¢no u saglasnosti sa rezultatima naSe studije. Kao i rezultati
Spiridon i sar. (2011), gde nije postojala znacajna razlika izmedu jacine inhibicije DPPH

113



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

radikala ekstraktima O. vulgare i M. officinalis, medutim ekstrakti L. angustifolia su u njihovoj
studiji pokazali znacajno slabiju antioksidativnu aktivnost.

Rosmarinus officinalis

Ekstrakti R. officinalis su imali slican nivo antioksidativne aktivnosti kao i ekstrakti S.
officinalis. Naime, u prvoj grupi testova je pokazano da rastvaraC ima znacajan uticaj na
ispoljenu jacinu inhibicije DPPH radikala. Medu ekstraktima R. officinalis, najjacu aktivnost u
DPPH testu je ispoljio metanolni nakon cega sledi vodeni, dok je etanolni imao viSe od dva
puta slabiju aktivnost od metanolnog ekstrakta. U ovom testu, svi ekstrakti su ispoljili
znacajno nizu inhibitornu aktivnost od vitamina C, a etanolni ekstrakt je ispoljio znacajno nizu
aktivnost od BHA i BHT. S druge strane, metanolni ekstrakt R. officinalis je ispoljio znacajno
viSu inhibiciju DPPH radikala od BHA i BHT, dok je vodeni ekstrakt ispoljio znacajno visu
inhibiciju od BHT, a sli¢nu kao i BHA (Grafik 7).

U ABTS testu je pronadena donekle drugacija situacija medu ekstraktima R. officinalis,
bududi da je najviSa aktivnost postignuta vodenim ekstraktom ove biljke, nakon ¢ega slede
metanolni i etanolni ekstrakt. U ovom testu, svi ekstrakti su imali znacajno niZu aktivnost u
odnosu na kori$¢ene pozitivne kontrole (Grafik 8).

U B-karoten/linolna kiselina testu je takode pokazano da rastvarac ima znacajan uticaj
na jacinu ispoljene antioksidativne aktivnosti ekstrakata R. officinalis. Najjaca aktivnost je
postignuta metanolnim ekstraktom, dok je vodeni ekstrakt bio preko dva puta slabiji od
metanolnog ekstrakta. Svi ekstrakti su ispoljili znacajno viSu antioksidativnu aktivnost u
odnosu na vitamin C. Metanolni ekstrakt je imao znacajno viSu aktivnost i u odnosu na BHA i
BHT, dok je etanolni ekstrakt ispoljio sli¢cnu aktivnost kao BHA i BHT (Grafik 9).

U FRAP testu, metanolni ekstrakt je ispoljio znacajno viSu aktivnost u odnosu na
vodeni i etanolni ekstrakt. S druge strane, etanolni i vodeni ekstrakti su imali znacajno nizi
efekat testu od koris¢enih pozitivnih kontrola. Metanolni ekstrakt je imao slicnu aktivnost kao
i BHT, mada znacajno niZu od BHA i vitamina C (Grafik 10).

Metanolni ekstrakt R. officinalis je takode imao znacajno visSi URP u odnosu na vodeni i
etanolni ekstrakt, a vodeni ekstrakt znacajno viSi potencijal od etanolnog ekstrakta
(Grafik 11).

Za razliku od rezultata ove doktorske disertacije, Cazzola i sar. (2011) su pokazali da
metanolni i vodeni ekstrakti R. officinalis imaju slicnu jacinu inhibicije DPPH radikala. Autori
su takode pokazali da su ekstrakti S. officinalis imali jacu antioksidativnu aktivnost u odnosu
na ekstrakte R. officinalis, $to je u skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije, kao i sa
studijom Kwon i sar. (2006). Slicno, metanolni ekstrakt R. officinalis je imao visSu
antioksidativnu aktivnost u DPPH, [-karoten/linolna kiselina i FRAP testovima u odnosu na
ekstrakt O. basilicum (Elansary i sar., 2020a). Autori su dodatno testirali pojedina jedinjenja
koja su nadena u ovim ekstraktima i rezultati ukazuju na to da rozmarinska kiselina ima sli¢no
antioksidativno dejstvo kao i metanolni ekstrakt R. officinalis, zbog Cega se moZe pretpostaviti
da ova fenolna kiselina ima znacajan uticaj na ispoljenu antioksidativnu aktivnost. Ipak, pored
rozmarinske kiseline, poznato je da na antioksidativnu aktivnost R. officinalis takode znacajno
uticu i karnozol, karnozinska, oleanolna, kao i ursolna kiselina (Andrade i sar., 2018).

Salvia officinalis

U DPPH testu je pokazano da rastvarac koriS¢en za ekstrakciju ima znacajan uticaj na
ispoljenu antioksidativnu aktivnost ekstrakata S. officinalis. Metanolni ekstrakt je ispoljio
znaCajno viSu antioksidativnu aktivnost od etanolnog i vodenog ekstrakta. Pored toga,
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akoholni ekstrakti su pokazali znacajno viSu inhibiciju DPPH radikala od BHA i BHT, dok je
vodeni ekstrakt imao sli¢nu aktivnost kao i pomenute pozitivne kontrole. Ipak, svi ekstrakti S.
officinalis su imali znac¢ajno slabiju DPPH inhibitornu aktivnost od vitamina C (Grafik 7).

U ABTS testu, sa druge strane, vodeni ekstrakt S. officinalis je imao viSu inhibitornu
aktivnost od metanolnog i etanolnog ekstrakata, dok su alkoholni ekstrakti imali sli¢nu
aktivnost. Svi testirani ekstrakti su imali znacajno nizu inhibitornu aktivnost ABTS radikala u
odnosu na koriS¢ene pozitivne kontrole (Grafik 8).

Medu ekstraktima S. officinalis ispitivanim [(-karoten/linolna kiselina testom,
metanolni ekstrakt je ispoljio najviSu antioksidativnu aktivnost (79,51%), nakon cega slede
etanolni i vodeni ekstrakt. Svi ekstrakti ove biljne vrste su ispoljili znacajno viSu
aktioksidativnu aktivnost u odnosu na koriséene pozitivne kontrole (Grafik 9).

U treCoj grupi testova primenjenih za odredivanje antioksidativne aktivnosti
ekstrakata je utvrdeno da rastvara¢ ima znacajan uticaj na ispoljenu aktivnost ekstrakata S.
officinalis. U FRAP testu, medu ekstraktima S. officinalis najbolju aktivnost je imao metanolni
ekstrakt, nakon cega sledi vodeni, dok je etanolni ekstrakt imao najslabiju aktivnost. Svi
ekstrakti su pokazali znacajno nizi ukupni antioksidativni kapacitet od pozitivnih kontrola,
dok je samo metanolni ekstrakt imao slican efekat kao BHT (Grafik 10).

Medu ispitivanim ekstraktima S. officinalis, metanolni ekstrakt je imao najviSu
aktivnost u URP testu u poredenju sa etanolnim, a posebno vodenim ekstraktom (Grafik 11).

Ferreira i sar. (2006) su pokazali da je dekokt S. officinalis koncentracije poreklom iz
Portugala bio aktivniji od etanolnog ekstrakta u DPPH testu i takode je bio veoma aktivan u (8-
karoten/linolna kiselina testu. Ovi rezultati nisu u skladu sa naSim rezultatima, buduéi da su
etanolni ekstrakti biljke ispitivani u ovoj doktorskoj disertaciji imali jacu antioksidativnu
aktivnost od vodenog ekstrakta. Cazzola i sar. (2011) su pokazali da je metanolni ekstrakt S.
officinalis poreklom iz Italije jaCe inhibirao DPPH radikale od vodenog ekstrakta. Sli¢ne
rezultate su dobili Pereira i sar. (2018) i Mocan i sar. (2020), koji su takode pokazali da
ekstrakti S. officinalis koriste razlic¢ite mehanizme za ispoljavanje antioksidativne aktivnosti
kao Sto su neutralisanje slobodnih radikala, formiranje helatnih kompleksa sa metalima i
posedovanje visokog URP-a.

Satureja montana

Svi ekstrakti S. montana su imali sli¢an nivo antioksidativne aktivnosti u DPPH testu,
dakle nije primecen uticaj rastvaraca na ispoljenu ja¢inu inhibicije DPPH radikala. Sto se tice
pozitivnih kontrola, ekstrakti su postigli znacajno viSu inhibiciju DPPH radikala u odnosu na
BHA i BHT, ali znac¢ajno nizu inhibiciju u odnosu na vitamin C (Grafik 7).

Za razliku od DPPH testa, u ABTS testu je vodeni ekstrakt S. montana u poredenju sa
alkoholnim ekstraktima, znacajno viSe inhibirao ABTS radikale, dok su alkoholni ekstrakti
pokazali sli¢nu jacinu inhibiciju. Ekstrakti S. montana su ostvarili znacajno nizu inhibiciju
ABTS radikala u odnosu na kori$¢ene pozitivne kontrole (Grafik 8).

Alkoholni ekstrakti S. montana su i u B-karoten/linolna kiselina testu pokazali sli¢nu
jacinu inhibicije obezbojavanja (-karotena, pri ¢emu je vodeni ekstrakt imao nesto slabiju
antioksidativnu aktivnost od alkoholnih ekstrakata. Svi testirani ekstrakti S. montana su
ispoljili znacajno viSu inhibiciju obezbojavanja f-karotena u odnosu na vitamin C, ali je vodeni
ekstrakt pokazao znacajno niZu inhibiciju u poredenju sa sintetickim antioksidantima, BHA i
BHT (Grafik 9).
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U trecoj grupi testova metanolni ekstrakt S. montana je bio znacajno aktivniji od druga
dva ekstrakta. U FRAP testu, nije pronadena razlika u ukupnom antioksidativnom kapacitetu
vodenog i etanolnog ekstrakta S. montana. Metanolni ekstrakt S. montana je ispoljio slican
efekat kao i BHT, dok je jaCina njegovog ukupnog antioksidativnog kapaciteta niza od BHA i
vitamina C. Sa druge strane, jaCina antioksidativnog kapaciteta vodenog i etanolnog ekstrakta
je znacajno niZa od jacine antioksidativnog kapaciteta svih pozitivnih kontrola (Grafik 10).

Za razliku od FRAP testa, u URP testu je jasno uoCen razliCiti efekat testiranih
ekstrakata S. montana, Sto podrazumeva znacajan uticaj rastvaraca. Metanolni ekstrakt S.
montana je imao viSi URP u odnosu na etanolni i vodeni ekstrakt. Medu ispitivanim
predstavnicima familije Lamiaceae, metanolni ekstrakt S. montana je bio tre¢i u testu za
odredivanje URP-a, odmah nakon O. vulgare i metanolnog ekstrakta M. officinalis (Grafik 11).

U DPPH i FRAP testovima za ekstrakte S. montana nije uocen znacajan efekat
rastvaraca, medutim Serrano i sar. (2011) su pokazali da je u vodeni ekstrakt ove biljke imao
znacajno viSu aktivnost od etanolnog ekstrakta. U studiji Vidovi¢ i sar. (2014) je donet
zaklju¢ak na antioksidativnu aktivnost ekstrakata S. montana ne utiCu pojedinacna jedinjenja,
vec da su za ovu aktivnost najverovatnije odgovorne sinergisticke i antagonisticke interakcije
razli¢itih fitokonstituenata. Ipak, znaCajno je pomenuti da su jedinjenja sa visokim
antioksidativnim potencijalom, kao $to su fenolni monoterpeni (y-terpinen, linalol, oleanolna i
ursolna Kkiselina), u visokom procentu cCesto prisutnu u biljkama roda Satureja
(Bahramnezhad i sar., 2021).

Sideritis scardica

Ekstrakti S. scardica su, u poredenju sa ostalim ispitanim ekstraktima biljaka familije
Lamiaceae, pripadali grupi sa slabijim antioksidativnim potencijalom. U DPPH testu je
pokazano da rastvara¢ koriS¢en za ekstrakciju ima znacajan uticaj na ispoljenu
antioksidativnu aktivnost ekstrakata S. scardica. Najjac¢a aktivnost je utvrdena za metanolni
ekstrakt, nakon Cega sledi vodeni, dok je etanolni ekstrakt pokazao dva puta slabije dejstvo od
metanolnog ekstrakta. Medutim, svi testirani ekstrakti S. scardica su imali znacajno nizu
inhibiciju DPPH radikala u odnosu na koriS¢ene pozitivne kontrole (Grafik 7).

U ABTS testu su vodeni i metanolni ekstrakti S. scardica imali sli¢nu aktivnost, dok je u
poredenju sa njima, etanolni ekstrakt slabije inhibirao ABTS radikale. Svi testirani ekstrakti S.
scardica su znacajno slabije inhibirali ABTS radikale u odnosu na kori$¢ene pozitivne kontrole
(Grafik 8).

Metanolni ekstrakt S. scardica je ispoljio najvisi kapacitet inhibicije u $-karoten/linolna
kiselina testu, dok su etanolni i vodeni i etanolni ekstrakti imali slican efekat. Pored toga,
metanolni ekstrakt je ispoljio slican nivo inhibicije kao i sinteticki antioksidanti, BHA i BHT.
Vodeni i etanolni ekstrakti S. scardica su pokazali sli¢nu inhibiciju kao i BHT, a znacajno niZu
od BHA. Svi ekstrakti su pokazali jacu inhibiciju u ovom na testu u poredenju sa vitaminom C
(Grafik 9).

U trecoj grupi testova, ekstrakti S. scardica su imali znaCajno slabiju aktivnost u odnosu
na koriS¢ene pozitivne kontrole. U FRAP testu je pokazano da rastvarac ima znacajan uticaj na
ukupni antioksidativni kapacitet ekstrakata S. scardica. U ovom testu, najjacu aktivnost je
imao metanolni ekstrakt koji je bio nesto jaci od vodenog i preko tri puta jaci od etanolnog
ekstrakta (Grafik 10).

U URP testu, za razliku od prethodnog testa, alkoholni ekstrakti S. scardica su ispoljili
slican efekat, dok je vodeni ekstrakt imao slabiji efekat u odnosu na alkoholne ekstrakte
(Grafik 11).
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Antioksidativna aktivnost ekstrakata S. scardica nije izucavana u tolikoj meri kao i
antioksidativna aktivnost vecine predstavnika familije Lamiaceae ispitivanih u naSem radu.
Karapandzova i sar. (2013) su prijavili znatno slabiju aktivnost u hvatanju DPPH radikala
etanolnim ekstraktom biljke S. scardica u odnosu na naSe rezultate, iako su biljke skupljane u
blizini Ljubotena, Srbija, a za analizu koriS¢eni nadzemni delovi. Studija Irakli i sar. (2018) je
pokazala da je infuz S. scardica ispoljio razlicitu jacinu inhibicije DPPH radikala u zavisnosti od
toga iz kog dela biljke je napravljen. Naime, infuz listova je ispoljio najjacu inhibiciju DPPH
radikala, zatim su prema opadajucoj aktivnosti poredani sledeci delovi biljke: nadzemni delovi
i cvetovi, dok je najslabiju aktivnost ispoljio infuz izdanaka S. scardica.

Teucrium chamaedrys

U prvoj grupi testova za odredivanje antioksidativne aktivnosti je primeceno da je
medu ekstraktima T. chamaedrys, najjacu inhibitornu aktivnost imao etanolni ekstrakt. U
DPPH testu je pokazano da rastvara ima znacajan uticaj na ispoljenu antioksidativnu
aktivnost ekstrakata T. chamaedrys. Etanolni ekstrakt je inhibirao viSe DPPH radikala u
odnosu na metanolni i vodeni ekstrakt i ispoljio znacajno jacu inhibiciju DPPH radikala u
odnosu na BHA i BHT. Metanolni ekstrakt je ostvario sli¢nu jac¢inu inhibicije kao i BHA i BHT,
dok je vodeni ekstrakt imao znacajnu slabiju aktivnost u odnosu na oba sinteticka
antioksidanta. Svi ekstrakti T. chamaedrys su imali znacajno slajbije antioksidativno dejstvo u
poredenju sa vitaminom C (Grafik 7).

U ABTS testu je najbolju aktivnost ispoljio etanolni ekstrakt, koja se znacajno
razlikovala od aktivnosti metanolnog ekstrakta. Ipak, svi testirani ekstrakti T. chamaedrys su
znacajno slabije inhibirali ABTS radikale u odnosu na pozitivne kontrole (Grafik 8).

Sli¢éno kao i u ABTS testu, i u B-karoten/linolna kiselina testu je utvrdena znacajna
razlika izmedu metanolnog i etanolnog ekstrakta T. chamaedrys kao i izmedu vodenog i
etanolnog ekstrakta ove biljke, pri ¢emu je metanolni ekstrakt imao najjacu aktivnost, a
etanolni najslabiju. Metanolni i vodeni ekstrakti su ispoljili slican antioksidativni efekat kao i
BHA i BHT, dok je etanolni ekstrakt imao znacajno slabiji efekat od ovih sintetickih
antioksidanasa. Svi ekstrakti T. chamaedrys su ispoljili viSi protektivni efekat prema (-
karotenu u odnosu na vitamin C (Grafik 9).

U FRAP i URP testovima, ekstrakti T. chamaedrys su imali znacajno slabiji efekat u
odnosu na pozitivne kontrole. U FRAP testu, vodeni ekstrakt T. chamaedrys je imao znacajno
jaci ukupni antioksidativni kapacitet u odnosu na metanolni ekstrakt (Grafik 10).

Primenom URP testa je pokazano da je rastvara¢ imao znacajan efekat na ispoljeni URP
ekstrakata T. chamedrys, pri ¢emu se URP svih testiranih ekstrakata ove biljne vrste
medusobno znacajno razlikovao: metanolni ekstrakt je ispoljio jacu aktivnost od etanolnog i
vodenog ekstrakta (Grafik 11).

Stankovi¢ i sar. (2010) i Faiku i sar. (2019) su uocili slican trend antioksidativne
aktivnosti ekstrakata T. chamaedrys kao Sto je dobijen u naSem radu. Naime, i u ovim
studijama je etanolni ekstrakt T. chamaedrys jace inhibirao DPPH radikale u odnosu na
metanolni ekstrakt, dok je vodeni ekstrakt ostvario najslabije dejstvo. Sli¢no, u studiji
Vujanovic¢ i sar. (2019), pokazano je da etanolni ekstrakti T. chamaedrys i T. montanum imaju
slicnu aktivnost u ABTS testu, kao i to da ovi ekstrakti svoje antioksidativno dejstvo ostvaruju
koris¢enjem razlic¢itih mehanizama.

117



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Teucrium montanum

Ekstrakti T. montanum su ostvarili generalno slabiju antioksidativnu aktivnost u
odnosu na ekstrakte T. chamaedrys. U DPPH testu je pokazano da rastvara¢ ima znacajan
uticaj na inhibitorni efekat ekstrakata T. montanum, pri ¢emu je najjacu aktivnost ispoljio
metanolni ekstrakt, dok je efekat vodenog ekstrakta bio tri puta slabiji. U poredenju sa
pozitivnim kontrolama, BHA i BHT, metanolni ekstrakt je pokazao znacajno viSu inhibiciju,
dok je etanolni ekstrakt znacajno viSu aktivnost pokazao u odnosu na BHT, a sli¢cnu kao BHA.
Oba alkoholna ekstrakta su pokazala znacajno slabiju aktivnost u odnosu na vitamin C.
Inhibitorni potencijal vodenog ekstrakta je bio znatno nizi u odnosu na sve pozitivne kontrole
(Grafik 7).

U ABTS testu, inhibitorni efekat etanolnog ekstrakta T. montanum je bio znacajno visi u
poredenju sa vodenim i metanolnim ekstraktima. Svi ekstrakti T. montanum su imali znacajno
slabiju inhibiciju ABTS radikala u odnosu na testirane pozitivne kontrole (Grafik 8).

U B-karoten/linolna kiselina testu metanolni ekstrakt T. montanum je ispoljio jaci
protektivni efekat u poredenju sa vodenim ekstraktom. Metanolni ekstrakt je imao sli¢an
efekat kao i BHA i BHT, dok je etanolni ekstrakt imao slican efekat kao BHT i znacajno slabiji
od BHA. Vodeni ekstrakt je, s druge strane, imao znacajno slabiji protektivni efekat prema (-
karotenu u odnosu na BHA i BHT. Svi ekstrakti ove biljne vrste su imali znacajno jaci
inhibitorni efekat u odnosu na vitamin C (Grafik 9).

U FRAP testu, alkoholni ekstrakti T. montanum su ispoljili viSu aktivnost u odnosu na
vodeni ekstrakt. Svi ekstrakti ove biljne vrste su imali znacajno niZu aktivnost u odnosu na
testirane pozitivne kontrole (Grafik 10).

U URP testu je uoCeno da je rastvara¢ imao znacajan uticaj na redukcioni potencijal
ekstrakata T. montanum, pri ¢emu se njihova aktivnost znacajno razlikovala. U ovom testu je
metanolni ekstrakt bio najaktivniji (Grafik 11).

Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji su u skladu sa rezultatima studije
Vujanovic¢ i sar. (2019) za etanolni ekstrakt T. montanum, medutim razlikuju se od rezultata
Stankovic i sar. (2011b) bududi da su autori pokazali da je metanolni ekstrakt, u poredenju sa
vodenim, pokazao slabiju inhibiciju DPPH radikala. Pored toga, ustanovljeno je da ekstrakti T.
montanum imaju visok antioksidativni potencijal, te da je njihovo antioksidativno dejstvo u
korelaciji sa bogatim fitohemijskim sastavom (Canadanovié-Brunet i sar., 2006).

Thymus serpyllum

Rastvarac¢ je imao znacajan uticaj na aktivnost ekstrakata Th. serpyllum u inhibiciji
DPPH radikala. Naime, etanolni je ispoljio nesto visu inhibiciju DPPH radikala od metanolnog
ekstrakta, kao i do 50% viSu aktivnost od vodenog ekstrakta. Alkoholni ekstrakti su imali
znacajno jacu inhibiciju DPPH radikala od BHA i BHT, dok je vodeni ekstrakt imao znacajno
slabiju antioksidativnu aktivnost sinteti¢kih antioksidanasa. Ekstrakti Th. serpyllum su ispoljili
znacajno slabiju inhibiciju DPPH radikala u poredenju sa vitaminom C (Grafik 7).

U ABTS testu je pokazan drugaciji trend aktivnosti pomenutih ekstrakata, pri ¢emu su
etanolni i vodeni ekstrakti imali sli¢nu, ali viSu aktivnost u poredenju sa metanolnim
ekstraktom. Svi ekstrakti Th. serpyllum su znacajno slabije inhibirali ABTS radikale u
poredenju sa pozitivnim kontrolama (Grafik 8).

U B-karoten/linolna kiselina testu nije primeéeno da rastvara¢ ima znacajan uticaj na
ispoljenu antioksidativnu aktivnost ekstrakata Th. serpyllum. Svi ekstrakti su imali slican
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efekat kao i BHA i BHT, medutim ostvarili su znacajno viSu inhibiciju u poredenju sa
vitaminom C (Grafik 9).

U trecoj grupi testova je primeceno da rastvara¢ ima znacajan efekat na ispoljenu
antioksidativnu aktivnost ekstrakata Th. serpyllum. U FRAP testu je najbolju aktivnost imao
metanolni ekstrakt, pri ¢emu je imao za oko 30% viSu aktivnost od vodenog ekstrakta. Svi
ekstrakti su pokazali znacajno slabiji ukupni antioksidativni kapacitet u odnosu na koriS¢éene
pozitivne kontrole (Grafik 10).

U URP testu je takode primeceno da je metanolni ekstrakt Th. serpyllum ispoljio jaci
potencijal od etanolnog i vodenog ekstrakta (Grafik 11).

lako su Duki¢ i sar. (2017) pokazali da ekstrakti Th. serpyllum pripremljeni prema
razli¢itim protokolima koriste brojne mehanizme antioksidativnog dejstva (lipidna
peroksidacija, ,hvatanje i redukcija slobodnih radikala), znac¢ajno je napomenuti da su ovi
rezultati razli¢iti od rezultata koji su predstavljeni u ovvoj doktorskoj disertaciji. Naime,
autori su dobili antioksidativni efekat na znatno visSim koncentracijama u odnosu na
koncentracije ekstrakata koriS¢ene u nasem radu. U studiji Kindl i sar (2015) je pokazano
slicno dejstvo etanolnih ekstrakata Th. serpyllum i Th. vulgaris na inhibiciju DPPH radikala kao
i u ovoj doktorskoj disertaciji. Autori su, pored toga, pokazali i visok kapacitet ovih ekstrakata
da neutraliSu NO radikale, $to je od izuzetnog znacaja za borbu protiv oksidativnog stresa,
budué¢i da NO moZe reagovati sa superoksidom i formirati visoko reaktivne azotne vrste, a
povecdana proizvodnja NO takode moZe doprineti patogenezi neurodegenerativnih bolesti i
inflamatornih povreda tkiva.

Thymus vulgaris

Sli¢no kao Sto je bio slucaj sa ekstraktima Th. serpyllum u prvoj grupi testova, etanolni
ekstrakt Th. vulgaris ima znacajno jaci efekat na inhibiciju DPPH i ABTS radikala od
metanolnog ekstrakta. U DPPH testu je primeceno da rastvara¢ ima znacajan uticaj na
ispoljenu antioksidativnu aktivnost ovih ekstrakata. Najbolju aktivnost je pokazao etanolni
ekstrakt, nakon cega slede metanolni i vodeni ekstrakti. Etanolni ekstrakt je imao znacajno
jacu inhibiciju DPPH radikala od BHA i BHT, inhibicija metanolnog ekstrakt bila je slicna
njihovoj, dok je vodeni ekstrakt pokazao znacajno slabiju inhibitornu aktivnost u odnosu na
BHA i BHT. Svi ekstrakti su ispoljili slabiju inhibiciju DPPH radikala u odnosu na vitamin C
(Grafik 7).

Sli¢no kao i ekstrakti Th. serpyllum, u ABTS testu je metanolni ekstrakt Th. vulgaris
ostvario znacajno slabiju inhibiciju ABTS radikala u odnosu na etanolni i vodeni ekstrakt. Svi
ekstrakti su ispoljili znacajno slabiju inhibiciju ABTS radikala od testiranih pozitivnih kontrola
(Grafik 8).

U B-karoten/linolna kiselina testu, alkoholni ekstrakti Th. vulgaris su imali slican nivo
protektivnog efekta prema [B-karotenu, dok je vodeni ekstrakt imao neSto slabiji efekat.
Etanolni ekstrakt je ispoljio znacajno visi efekat u odnosu na BHT, a sli¢an kao i BHA, dok je
metanolni ekstrakt ispoljio sli¢an efekat kao i BHA i BHT. Za razliku od toga, vodeni ekstrakt je
ostvario slican stepen inhibicije kao i BHT, a znacajno niZi od BHA. Svi ekstrakti Th. vulgaris su
ostvarili znacajno visi protektini efekat 3-karotena u odnosu na vitamin C (Grafik 9).

U testovima iz treCe grupe, rastvaraC je imao znacajan uticaj na ispoljenu
antioksidativnu aktivnost Th. vulgaris. U oba testa je najviSu antioksidativnu ostvario
metanolni ekstrakt, za kojim slede etanolni i vodeni ekstrakt. Ipak, u FRAP testu su svi
ekstrakti Th. vulgaris ostvarili znaCajno niZi efekat u odnosu na koriSéene pozitivne kontrole
(Grafici 101 11).
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Antioksidativni potencijal ekstrakata, ali i etarskog ulja Th. vulgaris je veoma dobro
izuCavan u prethodnim studijama (Pi¢uri¢-Jovanovic i sar., 1995; Cancarevic i sar., 2013; Roby
i sar,, 2013; Nikoli¢ i sar., 2014; Kindl i sar., 2015; Taghouti i sar., 2020), gde je pronadeno da
ova biljka ostvaruje veoma zapazene antioksidativne efekte putem razli¢itih mehanizama.
Etarska ulja biljaka roda Thymus su ¢eS¢e bila proucavana od njihovih ekstrakata, pri ¢emu se
glavnim nosiocima njihove bioloske aktivnosti smatraju timol i karvakrol. Mnoge biljke
familije Lamiaceae sadrZe specificne terpene poput a- i y-terpinena, fenolne diterpene poput
karnozinske kiseline, monoterpenske alkohole poput karvakrola, derivate fenolnih kiselina
poput rozmarinske i kafene Kkiseline, flavonoide poput kvercetina i rutina, kao i kumarine
(Agatonovi¢-Kustrin i sar., 2020). Imajuéi u vidu da je oksidativni stres u osnovi mnogih
bolesti Coveka, kao i Cinjenjicu da u danasSnje vreme postoji tendencija sve ¢eS¢e zamene
sintetickih proizvoda prirodnim preparatima, tzv. funkcionalnom hranom (Zengin i sar., 2014;
Nazir i Wani, 2021), neophodno je detaljno prouciti fitohemijski sadrzaj ovih preparata i
otkriti mreZu puteva i mehanizama kojima se smanjuju posledice oksidativnog stresa uz
pomo¢ prirodnih proizvoda, a to podrazumeva i proucavanje drugih bioloskih aktivnosti
prirodnih preparata.

4.4. Genoprotektivna aktivnost

Slededi korak ove studije je bio da se ispita da li ekstrakti biljaka familije Lamiaceae
ispoljavaju genoprotektivnu aktivnost prema acelularnoj, odnosno plazmidnoj DNK. Princip
ove metode se zasniva na tome da hidroksilni radikal (OH-), koji nastaje fotolizom vodonik-
peroksida uz pomo¢ UV zraka, reaguje sa azotnim bazama, ¢cime dovodi do prekida lanca DNK,
Sto dalje rezultira cepanjem super-spiralizovane kruzne plazmidne DNK u otvorenu
kruznu/linearnu formu (Russo i sar., 2006; Yumrutas i Saygideger, 2010; Salehi i sar., 2019).
Prekid dvolancanog molekula DNK pod uticajem oksidativnog stresa daje znacajne
informacije u vezi antioksidativnih i prooksidativnih svojstava supstanci na celijske
komponente (Asadi i sar., 2019a).

Genoprotektivna aktivnost ekstrakata je testirana na plazmidnoj DNK u tri
koncentracije (100, 500 i 1000 pg/mL) i u tri nezavisna eksperimenta. Plazmidna DNK je
tretirana vodonik-peroksidom i UV svetlom, kako bi se generisali hidroksilni radikali. Budu¢i
da jedino negativna kontrola nije tretirana ekstraktima, ocekivalo se da ¢e imati najveci
procenat otvorenog oblika plazmida, odnosno da ¢e plazmidna DNK biti najviSe oStecena.
Rezultati su pokazali da svi testirani ekstrakti imaju genoprotektivno dejstvo na modelu
plazmida E. coli. Naime, ekstrakti su smanjili nivo oSte¢enja DNK, odnosno dobijen je nizi
procenat otvorenog oblika plazmidne DNK u poredenju sa negativnom kontrolom koja je
tretirana samo vodonik-peroksidom i UV zracima, ali ne i ekstraktima. S druge strane, tretman
metanolom i etanolom u koncentracijama u kojima su bili prisutni u ekstraktima nije pokazao
efekat na plazmidnu DNK.

Rezultati ispitivanja genoprotektivne aktivnosti dobijeni za metanolne, etanolne i
vodene ekstrakte biljaka familije Lamiaceae prikazani su na Graficima 12a-12c. Svi ispitivani
ekstrakti pokazali su znacajan efekat prema generisanim OH- u poredenu sa negativnom
kontrolom. Najja¢i genoprotektivni efekat je dobijen za ekstrakte u najviSoj testiranoj
koncentraciji, 1000 pg/mL, a najslabiji za ekstrakte u najniZoj testiranoj koncentraciji, 100

pg/mL.
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Grafik 12. Genoprotektivna aktivnost ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae.
a) metanolni ekstrakti, b) etanolni ekstrakti, c) vodeni ekstrakti. Rezultati su predstavljeni kao procenat (%)
otvorene forme plazmidne DNK. * vs. kontrola (p<0,05)

Iako su svi ekstrakti imali znac¢ajnu genoprotektivnu aktivnost prema plazmidnoj DNK,
kada su rezultati izraZeni kao ICso vrednosti, primeceno je da su vodeni ekstrakti pruzali
najbolju zastitu DNK (dobijen je manji procenat otvorene forme DNK), Sto je prikazano na
Grafiku 13. ICso vrednosti za genoprotektivnu aktivnost vodenih ekstrakata su varirale u
opsegu od 164 do 432 pg/mL. Najjace genoprotektivno dejstvo u grupi vodenih ekstrakata su
imali M. piperita i Th. vulgaris, nakon ¢ega slede S. officinalis, T. chamaedrys i T. montanum, R.
officinalis i O. vulgaris, dok su najslabije dejstvo imali ekstrakti M. vulgaris i O. basilicum.
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Grafik 13. Genoprotektivna aktivnost ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae
predstavljena kao ICso vrednost (pug/mL).

Sledeca grupa ekstrakata prema stepenu ispoljene genoprotektivne aktivnosti su bili
metanolni, Ciji je opseg ICso vrednosti varirao od 273 do 742 pg/mL. Medu metanolnim
ekstraktima, najjac¢e genoprotektivno dejstvo su ispoljili ekstrakti M. piperita, T. chamaedrys,
0. vulgare i R. officinalis, 0. majorana, Th. serpyllum, Th. vulgaris i S. officinalis, dok je najslabije

dejstvo ispoljio ekstrakt O. basilicum.

Etanolni ekstrakti, s druge strane, su ispoljili najslabiju aktivnost, pri ¢emu su ICso
vrednosti varirale od 330 do 970 pg/mL. Medu njima, najsnaznije genoprotektivno dejstvo su
imali ekstrakti Th. serpyllum i T. chamaedrys, O. vulgare, 0. majorana i T. montanum i S.
scardica dok je najslabije dejstvo ispoljio ekstrakt O. basilicum.

Kada se uzmu u obzir rezultati dobijeni za sva tri ekstrakta samo jedne biljke, na
osnovu Grafika 13, moZe se zakljuciti da su M. piperita i T. chamaedrys imale generalno najjace
genoprotektivno dejstvo prema plazmidnoj DNK. S druge strane, najslabiji genoprotektivni
potencijal su ispoljili ekstrakti O. basilicum.

Genoprotektivni efekat prema plazmidnoj DNK je do sada ispitivan samo za nekoliko
predstavnika familije Lamiaceae, pri ¢emu su to mahom biljke koje nisu bile objekat
istrazivanja ove doktorske disertacije. Poredenjem metanolnih i vodenih ekstrakata Sest vrsta
roda Salvia, Cetiri vrste roda Mentha i dve roda Sideritis, pokazano je da postoji razlika u
njihovoj genoprotektivnoj aktivnosti, pri ¢emu je pokazano da biljke roda Sideritis imaju
najslabiju aktivnost (Stagos i sar., 2012), Sto nije u saglasnosti sa rezultatima prikazanim u
ovoj disertaciji. IstraZivanje sprovedeno na Teucrium polium je pokazalo da su vodeni
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ekstrakti u koncentraciji od ¢ak 40 mg/mL pruZili znac¢ajnu zaStitu za superspiralizovanu DNK
(Tepe i sar., 2011). S druge strane, metanolni ekstrakt T. ramosissimum u koncentraciji 250 i
500 pug/mL je pokazao zastitni efekat prema plazmidnoj DNK izloZenoj vodonik-peroksidu i
UV zracenju (Sghaier i sar., 2015).

Interesantno je da su vodeni ekstrakti pokazali najveéi genoprotektivni potencijal u
ovoj studiji, uprkos tome Sto su bili najmanje aktivni u in vitro testovima kojima je odredena
antioksidativna aktivnost. Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima, budu¢i da je u
studiji Yumrutas i Saygideger (2010), gde su ispitivani metanolni i heksanski ekstrakti dve
vrste Lamiaceae, Marrubium parviflorum i Lamium amplexicaule iz Turske. Heksanski
ekstrakti su pokazali slabu aktivnost u DPPH testu, mada je njihov genoprotektivni potencijal
bio veoma visok. Autori su pretpostavili da bi nepolarna jedinjenja u heksanskim ekstraktima
mogla biti odgovorna za zastitu plazmidne DNK. S druge strane, ova jedinjenja u vodenim
ekstraktima 18 predstavnika familije Lamiaceae poreklom iz Srbije koji su pokazali najbolju
genoprotektivnu aktivnosti nisu detektovana HPLC analizom. Moguce objaSnjenje bi moglo da
bude prisustvo drugih, aktivnih nefenolnih jedinjenja kao Sto su terpeni, posebno heterozidi
glikozilovanih diterpena i triterpena sa vecom molekulskom masom, koji se u poredenju sa
drugim rastvaracima obicno nalaze u ve¢im koli¢cinama u vodenim ekstraktima Pored toga,
slabija aktivnost alkoholnih ekstrakata moze biti posledica formiranja razli¢itih kompleksa
fenolnih jedinjenja koji poseduju viSe fenolnih grupa i/ili imaju manju molekulsku masu od
jedinjenja koja se nalaze u vodenim ekstraktima (Do i sar., 2014).

Budud¢i da su prethodne studije (Sevgi i sar., 2015), kao i ova doktorska disertacija,
potvrdile da ispitivani ekstrakti efikasno uklanjaju slobodne radikale, $to se moZe povezati sa
njihovom sposobno$¢u uklanjanja slobodnih radikala nastalih UV fotolizom vodikovog
peroksida, te bi stoga mogli imati vaznu ulogu u zastiti DNK. S obzirom na to da ne postoji
dovoljno literaturnih podataka o genoprotektivnom efektu na plazmidnu DNK za ekstrakte
predstavnika Lamiaceae koji su objekat istraZivanja ove doktorske disertacije, dobijeni
rezultati su od velikog znacaja, posebno ako se ima u vidu da su njihovi ekstrakti pokazali
visok genoprotektivni potencijal.

4.5. Antigenotoksicna aktivnost

4.5.1. Prokariotski model sistem

Antigenotoksi¢ni efekat ekstrakata je prvenstveno ispitivan na model sistemu S.
typhimurium TA1535/pSK1002, bakterijskom soju sa deficijencijom u nukleotidnoj eksciziji,
gde je pracena indukcija SOS odgovora u reakciji na oSteéenje DNK. SOS/umuC test je
prepoznat kao osetljiv sistem za detekciju, kako genotoksi¢nih, tako i antigenotoksi¢nih
agenasa (Kolarevié¢ i sar., 2018; 2019). Princip SOS/umuC testa je sledeci: ukoliko se u genomu
bakterije proizvedu genotoksi¢ne lezije, dolazi do pokretanja SOS mehanizma popravke
oStecenja, pri cemu e se eksprimirati gen umuC, kao deo opSteg SOS odgovora (Simic i sar.,
1998).

Rezultati ko-tretmana metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata sa vodonik-
peroksidom prikazani su na Graficima 14a-14c, respektivno. Medu metanolnim ekstraktima,
M. officinalis, 0. majorana, S. montana i S. scardica (500 pg/mL), O. basilicum i T. chamaedrys
(2501 500 pg/mL), R. officinalis, S. officinalis i T. montanum (125, 250 i 500 pg/mL) su doveli
do znacCajnog smanjenja oSte¢enja DNK izazvanog vodonik-peroksidom u poredenju sa
negativnom kontrolom (Grafik 14a).
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Medu etanolnim ekstraktima, M. vulgare, S. officinalis, S. montanum, S. scardica i T.
chamaedrys (500 pg/mL), T. montanum (250 pg/mL) i Th. vulgaris (125, 250 i 500 pg/mL) su
znacajno smanjili oSte¢enje DNK izazvano vodonik-peroksidom u poredenju sa negativnom
kontrolom (Grafik 14b).

Vodeni ekstrakti, kao ni kontrole rastvaraca (70% metanol i 70% etanol) nisu znacajno
indukovali SOS odgovor u test sistemu (Grafik 14c).

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se uociti da su alkoholni ekstrakti, pored znacajne
antioksidativne aktivnosti, bili najefikasniji i u redukciji ekspresije gena umuC, Sto nije
iznenadujuce bududi da imaju visok sadrzaj fenolnih jedinjenja. Takode, ne moZe se odbaciti
ni uloga drugih grupa metabolita, poput pojedinih grupa terpena za koje je ranije pokazana
antioksidativna aktivnost (A¢imovi¢ i sar., 2020) u zastiti prokariotskog genioma.

U ovoj disertaciji je po prvi put pokazana sposobnost ispitivanih predstavnika familije
Lamiaceae da, sa izuzetkom vodenog ekstrakta G. hederacea, za koga je pokazan dozno-
zavisan antigenotoksi¢ni potencijal na S. typhimurium (Chou i sar., 2012), redukuju
oksidativna oStecenja DNK u prokaritskom modelu. Izuzetak je jedino vodeni ekstrakt G.
hederacea, koji je prethodno ve¢ pokazao dozno-zavisan antigenotoksi¢ni potencijal na
razlic¢itim sojevima S. typhimurium (Chou i sar., 2012). Bez obzira na ¢injenicu da ne postoje
raniji literaturni podaci o antigenotoksitnom efektu ispitivanih predstavnika familije
Lamiaceae u prokariotskom sistemu, vazno je napomenuti da bi rezultati SOS/umuC testa
mogli biti pogodni za fundamentalne studije o ulozi velikog broja supstanci prirodnog i
veStackog porekla, kao i enzima. Naime, ranije je pokazano da se sistemi za testiranje umu
takode mogu koristiti za validaciju (anti)-genotoksi¢nih testova i za analizu mehanizama
biotransformacije agenasa koji mogu imati genotoksic¢an uticaj na ljude (Oda, 2016).
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Grafik 14. Antigenotoksi¢na aktivnost ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae ispitana u
prokariotskom modelu.
a) metanolni ekstrakt, b) etanolni ekstrakti, c) vodeni ekstrakti. Rezultati su predstavljeni kao stopa
indukcije SOS odgovora kod bakterije S. typhimurium. kuz202 predstavlja pozitivnu kontrolu, bakterije
tretirane vodonik-peroksidom (H202). Metanol (MetOH) i etanol (EtOH) predstavljaju kontrole rastvaraca.
*vs. K02 (p<0,05)
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4.5.2. Eukariotski model sistem

Pre ispitivanja antigenotoksi¢nog potencijala ekstrakata na humanim ¢elijama, testiran
je njihov efekat na vijabilnost, odnosno metabolicku aktivnost MRC-5 ¢elija. Budu¢i da nijedna
od testiranih koncentarcija ekstrakata (25, 50 i 100 pg/mL) nije u znacajnoj meri uticala na
metabolicku aktivnost ovih ¢elija, antigenotoksi¢ni efekat istih koncentracija praéen je komet
testom u kome je kao mutagen koris¢en vodonik-peroksid.
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Grafik 15. Antigenotoksi¢na aktivnost metanolnih ekstrakata predstavnika familije

Lamiaceae ispitana u eukariotskom modelu.
Rezultati su predstavljeni kao procenat intenziteta repa komete u odnosu na negativnu i pozitivohu
kontrolu. 4 vs. negativna kontrola, * vs. pozitivna kontrola

Antigenotoksi¢na aktivnost metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata prikazana je na
Graficima 15, 16 i 17. Ve¢ina ekstrakata je pokazala dejstvo zavisno od koncentracije, pri cemu
je najveCa antigenotoksi¢na aktivnost dobijena na najviSim testiranim koncentracijama.
Gotovo svi ekstrakti su pokazali znacajnu antigenotoksi¢nu aktivnost u koncentraciji 100
ug/mL, veéina njih je imala znacajan antigenotoksic¢ni efekat u koncentraciji 50 pg/mL, dok je
bilo i onih koji su i pri najmanjoj koncentraciji doveli do znacajnog smanjenja oStecenja
molekula DNK u poredenju sa pozitivnom kontrolom tretiranom vodonik peroksidom.
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Grafik 16. Antigenotoksi¢na aktivnost etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae

ispitana u eukariotskom modelu.
Rezultati su predstavljeni kao procenat intenziteta repa komete u odnosu na negativnu i pozitivhu
kontrolu. dvs. negativna kontrola, * vs. pozitivna kontrola

Metanolni ekstrakti koji su znacajno smanjili oStecenje DNK u odnosu na pozitivnu
kontrolu tretiranu vodonik peroksidom su: L. cardiaca, M. piperita, O. basilicum, 0. majorana,
R. officinalis i S. scardica (50 i 100 pg/mL), kao i M. vulgare, O. vulgare, S. officinalis, S. montana,
T. chamaedrys i Th. vulgaris (100 pg/mL) (Grafik 15).

Etanolni ekstrakti koji su znacajno smanjili ostecenje DNK u odnosu na pozitivhu
kontrolu su: S. scardica (25 i 100 pg/mlL), L. cardiaca, M. vulgare, O. basilicum, R. officinalis i
Th. vulgaris (50 i 100 pg/mL), kao i G. hederacea, M. piperita, O. majorana, S. officinalis, T.
chamaedrysi T. montanum (100 ug/mL) (Grafik 16).
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Grafik 17. Antigenotoksi¢na aktivnost vodenih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae

ispitana u eukariotskom modelu.
Rezultati su predstavljeni kao procenat intenziteta repa komete u odnosu na negativnu i pozitivohu
kontrolu. 4 vs. negativna kontrola, * vs. pozitivna kontrola

Svi vodeni ekstrakti osim 0. majorana, doveli su do znacajnog smanjenja oSteéenja
DNK u odnosu na pozitivnu kontrolu na najviSoj testiranoj koncentraciji (100 pg/mL), a neki i
na srednjoj i najmanjoj (50 i 25 pg/mL). Na osnovu iznetih podataka se moZze zakljuciti da su
rezultati dobijeni u ovom testu u korelaciji sa rezultatima dobijenim u testu kojim je
odredivana genoprotektivna aktivnost na plazmidnoj DNK. U komet testu su se posebno
izdvojili vodeni ekstrakti H. officinalis, O. vulgare i T. chamaedrys, koji su doveli do znacajnog

smanjenja osStecenja DNK na nivo netretiranih ¢elija, i to pri svim testiranim koncentracijama
(Grafik 17).

Detaljnom pretragom literature je ustanovljeno da postoji ogranicen broj studija koje
ukazuju na antigenotoksi¢nu aktivnost biljaka ¢iji smo protektivni efekat prema MRC-5
Celijama testirali u ovom radu, a koji bi mogli da budu uporedeni sa nasim rezultatima.
Antigenotoksic¢ni efekti nekih od predstavnika familije Lamiaceae su pokazani na humanim
limfocitima (etarsko ulje cveta L. angustifolia), humanim leukocitima (metanolni ekstrakt H.
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officinalis), humanim enterocitima (etanolni ekstrakt H. officinalis), kao i na ¢elijama jajnika
hréaka (metanolni ekstrakt Leonurus sibiricus) (Sitarek i sar., 2016; Sabahi i sar., 2018;
Borrelli i sar., 2019; Kalemba-Drozdz i Cierniak, 2019; Micovi¢ i sar., 2021). Navedene studije
su pokazale sposobnost ovih biljaka da stimuli§u zdrave celije da izvrSe popravku osteéenja
DNK nastalih oksidativnim stresom i/ili da zastite DNK od oksidativnih lezija.

Carvalho i sar. (2011) su pokazali da etanolni ekstrakt M. officinalis zna¢ajno smanjuje
oStecenje DNK celija periferne krvi miSa izazvano metil metansulfonatom, dok vodeni ekstrakt
ove biljke nije pokazao antigenotoksi¢nu aktivnost. Pored toga, zabeleZeno je da etanolni
ekstrakti O. basilicum imaju sposobnost neutralisanja Stetnih efekata vodonik-peroksida u
nekim celijama sisara (Gliez i sar., 2017). Takode, Gateva i sar. (2015) su pokazali da tretman
vodenim ekstraktom S. officinalis dovodi do znac¢ajnog smanjenja oSte¢enja DNK u humanim
limfocitima. S druge strane, Razavi-Azarkhiavi i sar. (2014) su pokazali da etanolni ekstrakt R.
officinalis, za razliku od vodenog, pruza zastitu genetskom materijalu humanih limfocita od
oStecenja izazvanih vodonik-peroksidom, dok su naSi ekstrakti ispoljili slican nivo aktivnosti
prema humanim fibroblastima plu¢a. Takode, tretman limfocita pacova etanolnim
ekstraktima Satureja hortensis rezultirao je znacajnim smanjenjem oStecenja DNK izazvanog
vodonik-peroksidom (Mosaffa i sar., 2006), medutim u literaturi nema dostupnih podataka o
efektima ekstrakata S. montana.

U studiji Kapiszewska i sar. (2005), Thymus piperella je pokazao bolju antigenotoksi¢nu
sposobnost (zaSticeno oko 40% DNK humanih limfocita) u poredenju sa Origanum
heracleoticum (zaSticeno svega oko 5% DNK). Medutim, rezultati ove doktorske disertacije
sugeriSu da ne postoji znacajna razlika izmedu efekata ekstrakata ispitivanih predstavnika
roda Thymus i Origanum.

4.6. Antidijabeti¢na aktivnost

Oksidativni stres, Cija je posledica povecana produkcija RVK-a, igra klju¢nu ulogu u
patogenezi dijabetesa, a glavni molekularni mehanizmi ukljuCeni u razvoj ove bolesti su
povezani sa metabolizmom glukoze i lipida. U uslovima hiperglikemije, primecuje se
prekomerna proizvodnja RVK-a tokom glikolize, Sto dalje dovodi do ostecenja DNK i
naknadne aktivacije enzima za reparaciju DNK. Takode, poviSeni nivoi RVK-a dovode do
oksidativnog oSteCenja [-Celija pankreasal, ¢ime se utiCe na kvantitet i kvalitet sekrecije
insulina. Zbog toga je potrebno identifikovati glavne biohemijske markere reakcija slobodnih
radikala, kao i odnos reakcija oksidativnog stresa sa infamacijom, koji predstavlja dodatni
kriterijum za pracenje progresije bolesti (Darenskaya i sar., 2021).

Predstavnici familije Lamiaceae i njihovi sekundarni metaboliti su i ranije bili objekat
kako in vitro, tako i in vivo istrazivanja antidijabeti¢nog potencijala, medutim treba imati u
vidu da su njihovi ekstrakti znatno manje istrazivani od etarskih ulja, kao i ¢injenicu da za
mnoge od ovih biljaka nije testirana aktivnost na inhibiciju a-amilaze i a-glukozidaze. Prema
Etsassala i sar. (2021), samo je nekoliko biljaka familije Lamiaceae koje imaju i tradicionalnu
primenu u terapiji dijabetesa bilo predmet ranijih naucnih studija, poput Ajuga iva, Ballota
nigra, Calamintha officinalis, Marrubium vulgare, i pojedine vrste roda Lavandula, Leonotis,
Ocimum, Salvia i Teucrium.

1 7 q:: . - - . . v s PR P o
Celije koje se nalaze u pankreasnim ostrvcima, koje sintetiSu i sekretuju insulin i amilin
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Antidijabeti¢ni potencijal ekstrakata biljaka familije Lamiaceae je u ovoj doktorskoj
disertaciji procenjen tako S$to je testirana njihova sposobnost da inhibiraju aktivnost a-
amilaze i a-glukozidaze, dva klju¢na enzima zaduZena za razgradnju ugljenih hidrata.

Efekti ovih ekstrakata na aktivnost enzima o-amilaze su prikazani u Prilogu 7. Na
osnovu dobijenih rezultata se moZe primetiti da nijedan ekstrakat nije efikasno inhibirao
aktivnost ovog enzima. Zapravo, od 54 ispitivanih ekstrakata, etanolni ekstrakt Th. vulgaris je
pokazao najvisi procenat inhibicije a-amilaze, koji je iznosio 2,27% na koncentraciji 500
pg/mlL, dok je pozitivna kontrola, akarboza, testirana pri istoj koncentraciji inhibirala 93,24%
aktivnosti ovog enzima.
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Grafik 18. Inhibicija aktivnosti enzima a-glukozidaze ekstraktima predstavnika familije
Lamiaceae.
Rezultati za ekstrakte koncentracije 250 pg/mL su predstavljeni kao procenti (%) * standardna greska u
poredenju sa pozitivnom kontrolom, akarbozom.
ays. metanolni ekstrakt, b vs. etanolni ekstrakt, ¢ vs. vodeni ekstrakt, * vs. akarboza (p<0,05)

S druge strane, u testu inhibicije a-glukozidaze, ekstrakti su pokazali znatno vecu
aktivnost prema ovom enzimu nego prema a-amilazi, ispoljavaju¢i dejstvo zavisno od
testirane koncentracije (Prilogu 7). Na osnovu rezultata prikazanih na Grafiku 18 se moZe
videti da postoji statisticki znacajna razlika izmedu ekstrakata predstavnika familije
Lamiaceae dobijenih razli¢itim rastvaracima. StatistiCka analiza je pokazala da vodeni
ekstrakti, poput M. piperita, S. montana i Th. serpyllum znacajno viSe inhibiraju aktivnost a-
glukozidaze u odnosu na akarbozu testiranu pri istoj koncentraciji. Za razliku od toga, svi
ekstrakti H. officinalis, L. angustifolia, L. cardiaca, M. vulgare, metanolni i etanolni ekstrakti G.
hederacea, etanolni ekstrakt O. basilicum, kao i etanolni i vodeni ekstrakti S. scardica nisu
ispoljili efekat na aktivnost ispitanog enzima (Prilog 7).

Glechoma hederacea

Medu ekstraktima G. hederacea, u testu inhibicije a-glukozidaze se jedino istakao
vodeni ekstrakt, koji je pokazao koncentraciono-zavisnu inhibiciju, pri ¢emu je u koncentraciji
250 pg/mL inhibirao 26,19% aktivnosti ovog enzima (Grafik 18). Aktivnost G. hederacea na
inhibiciju a-amilaze i a-glukozidaze nije do sada istrazena, dok su Ishihara i sar. (2007)
pokazali da vodeni ekstrakt ove biljke mozZe spreciti porast nivoa postprandijalne glukoze u
krvi pacova.
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Hyssopus officinalis

Ranije je pokazano da jedinjenja izolovana iz ekstrakata H. officinalis imaju sposobnost
inhibicije a-glukozidaze, Cime se pretpostavlja da bi ekstrakti ove biljke mogli imati
inhibitorni efekat na postprandijalnu hiperglikemiju (Fathiazad i Hamedeyazdan, 2011). Za
etanolni ekstrakt ove biljke je dokazano da moZe dovesti do smanjenja niva glukoze u krvi
pacova nakon pet nedelja primene na nivo izmeren u kontrolnoj grupi (Abdel-Megeed i sar.,
2020). Autori smatraju da je ova aktivnost omogucena zahvaljuju¢i visokom sadrzaju
apigenina i hlorogene kiseline, za koje se, izmedu ostalog, zna da inhibiraju glukoneogene
enzime jetre, Sto za posledicu ima modulaciju metabolizma glukoze. Pored toga, u pomenutoj
studiji, ovaj ekstrakt je regulisao koncentraciju proinflamatornog citokina TNF-a (engl. tumor
necrosis factor a), a za kafenu kiselinu, koja je takode nadena u ovom ekstraktu u visokoj
kolicini, je poznato da pored uticaja na smanjenje TNF-a moZe dovesti i do stimulacije enzima
za razgradnju insulina (Chang i sar., 2015). S druge strane, analize nase studije pokazuju da
ovaj ekstrakt sadrzi kafenu kiselinu samo u tragovima, dok hlorogene kiseline ima malo.
Budu¢i da se ove fenolne kiseline smatraju nosiocima antidijabeti¢ne aktivnosti kod H.
officinalis, nije iznenadujuce to Sto ovaj ekstrakt nije imao efekta na aktivnost enzima
testiranu u okviru ove doktorske disertacije (Prilog 7).

Lavandula angustifolia

Inhibitorna aktivnost ekstrakata L. angustifolia prema a-amilazi i a-glukozidazi je
retko proucavana, Sto korelira sa Cinjenicom da njeni ekstrakti nemaju efekta na aktivnost
ovih enzima (Agatonovi¢-Kustrin i sar., 2020; Prilog 7). S druge strane, metanolni ekstrakt L.
angustifolia je pokazao sposobnost da reguliSe dijabeticku dislipidemiju, koja dovodi do
insulinske rezistencije i komplikacija kod DTZ2, inhibicijom aktivnosti hormon senzitivne
lipaze i lipaze pankreasa u in vitro uslovima (Issa i sar., 2011). Autori su takode ispitivali
aktivnost rozmarinske i galne kiseline na ove enzime i ustanovljeno je da je galna kiselina
pokazala znatno bolju aktivnost od rozmarinske kiseline, zbog ¢ega se aktivnost metanolnog
ekstrakta L. angustifolia pripisuje upravo galnoj kiselini.

Leonurus cardiaca

L. cardiaca je do sada bio objekat istrazivanja antidijabeti¢ne aktivnosti u malom broju
studija. U studiji Wong i sar. (2014) gde je ispitivan potencijal vodenih ekstrakata Sest biljaka
u inhibiciji aktivnosti «-glukozidaze, ekstrakt L. cardiaca nije pokazao antidijabeti¢nu
aktivnost. Za razliku od toga, u studiji Angeloni i sar. (2021) je pokazano da etanolni ekstrakt
ove biljke ispoljava inhibitornu aktivnost i prema a-amilazi i prema a-glukozidazi, medutim
ova aktivnost je bila viSe od 4 puta slabija od aktivnosti koju je ispoljila akarboza. U navedenoj
studiji je, medutim, primenjena viSa koncentracija ekstrakta L. cardiaca od one testirane u
ovom radu, Sto moZe biti razlog odsustva aktivnosti ekstrakata L. cardiaca u naSoj studiji
(Prilog 7).

Marrubium vulgare

lako ekstrakti M. vulgare ispitivani u okviru ove doktorske disertacije nisu ispoljili
antidijabeti¢nu aktivnost, brojna in vitro, ali i in vivo istrazivanja su pokazala da ekstrakti M.
vulgare poseduju ovu aktivnost, $to nije iznenaduju¢e kada se ima u vidu da se ova biljka
tradicionalno primenjuje u terapiji DT2 (Etsassala i sar., 2021). Hellal i sar. (2020) su pokazali
da anti-a-glukozidazna aktivnost zavisi od Kkoncentracije etanola koji je koriS¢en za
ekstrakciju i da su ekstrakti pripremljeni primenom 80% etanola najefikasnije inhibirali
aktivnost ovog enzima. Uoceni stepen inhibicije a-glukozidaze etanolnim ekstraktom M.
vulgare nije u saglasnosti sa odsustvom aktivnosti etanolnog ekstrakta ispitivanog u nasoj
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studiji, Sto se moZe pripisati Cinjenici da su Hellal i sar. (2020) koristili 10 puta visu
koncentraciju ekstrakta od one koju smo mi koristili (Prilog 7). Ipak, pokazano je da je
primena metanolnih i vodenih ekstrakata M. vulgare dovela do znacajnog smanjenja glukoze u
krvi, kao i znacajnog povecanja sadrZzaja insulina u plazmi i glikogena u tkivima dijabeti¢nih
pacova (Boudjelal i sar., 2012; Elberry i sar., 2015). Pored toga, ekstrakti M. vulgare svoje
antidijabeti¢ne efekte mogu ostvariti inhibicijom apsorpcije ugljenih hidrata iz creva (¢ime
dovode do smanjenja postprandijalne glukoze u krvi), zatim smanjenjem nivoa interferona-y i
NO-a u pankreasu, ukupnog holesterola, lipoproteina niske gustine (LDL) i triglicerida kod
miSeva sa dijabetesom (Etsassala i sar., 2021).

Melissa officinalis

U ovoj studiji je pokazano da na testiranim koncentracijama, ekstrakti M. officinalis
nemaju inhibitornu aktivnost prema a-amilazi. S druge strane, prema a-glukozidazi je uocena
koncentraciono-zavisna inhibicija (Prilog 7), pri ¢emu je znacajna aktivnost na koncentraciji
250 pg/mL zabeleZena za etanolni ekstrakt (58,17%), nakon cega slede metanolni i vodeni
ekstrakti, medu kojima nije nadena statisticki znaCajna razlika (Grafik 18). Rezultati
istrazivanja Kwon i sar. (2006) su, poput rezultata nase studije, pokazali da vodeni i vodeno-
etanolni (12% etanol) ekstrakti M. officinalis nemaju efekta na aktivnost a-amilaze, mada su
pri koncentraciji 500 pg/mL, etanolni ekstrakti jace inhibirali a-glukozidazu (oko 80%) od
vodenih ekstrakata (oko 50%). Studija sprovedena na streptozotocinom? indukovanim
dijabetesom kod pacova je pokazala da etanolni ekstrakt (70% etanol) M. officinalis
poboljSava funkciju B-Celija pankreasa tako S$to povecava gustinu i broj ovih ¢elija, kao i
gustinu i ukupnu zapreminu pankreasnih ostrvaca, a takode dovodi i do smanjenja glukoze u
krvi (Ashkani-Esfahani i sar., 2021). Pored toga, primena etanolnog ekstrakta (70% etanol) M.
officinalis kod pacijenata sa dijabetesom je dovela do poboljSanja glikemijskog statusa,
hiperlipidemije i hipertenzije, pri cemu nisu zapaZeni nikakvi neZeljeni efekti (Asadi i sar.,
2019b).

Mentha x piperita

Nasuprot a-amilazi, ekstrakti M. piperita su uspesno inhibirali aktivnost a-glukozidaze.
Pri koncentraciji 250 pg/mL, najbolju aktivnost prema ovom enzimu je ispoljio vodeni
ekstrakt (82,55%), Sto je znacajno veca inhibicija u poredenju sa efektom pozitivne kontrole
akarboze. U poredenju sa vodenim ekstraktom, etanolni i vodeni ekstrakt su pokazali tri,
odnosno 4,5 puta nizi procenat inhibicije ovog enzima (Grafik 18). Pavli¢ i sar. (2021) su
ispitivali antidijabeti¢nu aktivnost etarskog ulja i ekstrakata M. piperita poreklom iz Srbije i
pokazali da je njihova aktivnost prema a-amilazi znatno niZa nego prema a-glukozidazi, bez
obzira na koris¢enu metodu ekstrakcije i rastvarac, sto je u skladu sa rezultatima nase studije.
Slican trend je primecen i u studiji Cam i sar. (2020), s tim da u njihovom istraZivanju vodeni
ekstrakt ove biljke nije imao aktivnost prema a-amilazi, dok se za inhibiciju a-glukozidaze
ovim ekstraktom smatra da su zaduzena pre svega fenolna jedinjenja poput rozmarinske i
kafene kiseline i katehina. Za razliku od rezultata prethodno izloZenih studija, Molan i Mahdy
(2016) su za vodeni ekstrakt M. piperita koncentracije 5 mg/mL poreklom iz Iraka zabelezili
58,7% inhibicije aktivnosti a-amilaze i 84,7% inhibicije aktivnosti a-glukozidaze, $to znaci da
ovaj ekstrakt ima znatno niZi efekat u odnosu na ekstrakt biljke ispitivan u okviru ove
doktorske disertacije.

2 Streptozotocin je lek koji se koristi u hemioterapiji, a takode specifi¢cno unistava f3-Celije pankreasa, ¢ime dovodi
do smanjenja nivoa insulin. Ovaj lek se ¢esto upotrebljava u istrazivanjima za indukovanje dijabetesa kod glodara
(Azimi i sar., 2021).
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Ocimum basilicum

Ekstrakti O. basilicum ispitivani u ovoj doktorskoj disertaciji nisu pokazali znacajnu
antidijabeticnu aktivnost (Grafik 18). Ipak, brojne studije su pokazale hipoglikemijski,
hipolipidemijski i hepatoprotektivni efekat ekstrakata O. basilicum kako in vitro, tako i in vivo
(Etsassala i sar., 2021). U studiji El-Beshbishy i Bahashwan (2012), vodeni ekstrakt O.
basilicum je inhibirao aktivnost a-glukozidaze na niZim koncentracijama nego aktivnost a-
amilaze, medutim autori su koristili znatno vece koncentracije ekstrakta: I1Cso 21,31 do 42,5
mg/mL. Kao i u prethodnoj studiji, i u studiji Shanak i sar. (2021), metanolni ekstrakt ove
biljke je ispoljio jaCu inhibiciju a-glukozidaze u odnosu na a-amilazu. Za vodeni ekstrakt ove
biljke je takode pokazano da pored inhibicije ova dva enzima, dovodi i do znacajnog smanjenja
holesterola i triglicerida u plazmi, u akutnoj hiperlipidemiji izazvanoj koriS¢enjem Triton VR-
1339 kod pacova (Ch i sar., 2015), dok je kod pacova sa streptozotocinom indukovanim
dijabetesom doveo do hipoglikemijskog efekta (Purushothaman i sar., 2018).

Origanum majorana

Ekstrakti 0. majorana su pokazali znacajan inhibitorni potencijal prema a-glukozidazi,
posebno etanolni ekstrakt, koji je u koncentraciji 250 pg/mL inhibirao 55,52% aktivnosti
ovog enzima, $to se nije znacajno razlikovalo u poredenju sa akarbozom. Metanolni i vodeni

ekstrakti su, sa druge strane imali znacajno slabiju aktivnost od etanolnog ekstrakta
(Grafik 18).

Pretragom literature je ustanovljeno da ekstrakti 0. majorana nisu cesto bili objekat
istraZivanja inbibitorne aktivnosti a-amilaze i a-glukozidaze. Ipak, za metanolni ekstrakt
listova ove biljke je pokazano da inhibira aktivnost a-glukozidaze, pri ¢emu se smatra da su za
tu aktivnost zasluZni flavonoidi izolovani iz ovog ekstrakta: skutelarein, 6-hidroksiapigenin-7-
O-B-D-glukopiranozid, 6-hidroksiluteolin-7-0-3-D-glukopiranozid, 6-hidroksiapigenin-7-0-(6-
O-feruloil)-B-D-glukopiranozid i 6-hidroksiluteolin-7-0-(6-0-feruloil)-£-D-glukopiranozid
(Kawabata i sar., 2003). Za razliku od toga, in vivo istraZivanja ove biljke su ipak ¢es¢a i
pokazano je da antidijabeti¢na svojstva ekstrakata 0. majorana poticu od fenolnih kiselina i
flavonoida kao $to su rozmarinska i ferulinska kiselina, apigenin, naringenin, hesperetin,
luteolin, arbutin, kvercetin i katehin. Takode, neke studije su pokazale da ferulinska kiselina
ispoljava antidijabeti¢ni potencijal putem nekoliko mehanizama: povecanja insulina u plazmi,
stimulacije sinteze glikogena poreklom iz jetre - glikoneolize, povecanja aktivnosti
glukokinaze i smanjenja regulacije glukozo-6-fosfataze i fosfoenolpiruvat karboksikinaze (van
Son i sar.,, 2011). Pored toga, za apigenin i naringenin je nadeno da znacajno poboljsavaju
homeostazu glukoze smanjenjem nivoa glukoze u krvi, serumskih lipida i indeksa rezistencije
na insulin, poboljSavaju toleranciju na glukozu, a takode poboljsavaju i vaskularnu endotelnu
disfunkciju, poveéavaju proizvodnju NO posredovanu insulinom i inhibiraju inflamatorni
odgovor u endotelnim celijama posredstvom NF-kB (Jung i sar., 2016; Ren i sar., 2016). Osim
toga, pomenuta fenolna jedinjenja, kao i neki terpeni, efikasno smanjuju nivo RVK-a i
obnavljaju B-¢elije pankreasa od efekata oksidativnog stresa (Bouyahya i sar., 2021; Etsassala
i sar., 2021), ¢ime se njihova antidijabeti¢na aktivnost dovodi u direktnu vezu sa njihovim
potentnim antioksidativnim sposobnostima.

Origanum vulgare

Medu ispitivanim ekstraktima O. vulgare, najbolji antidijabeti¢ni potencijal su pokazali
vodeni i etanolni ekstrakti koncentracije 250 ug/ml, 47,35 i 42,33% inhibicije a-glukozidaze,
Sto je preko tri puta viSi nivo inhibicije u odnosu na metanolni ekstrakt (Grafik 18).
Agatonovi¢-Kustrin i sar. (2020) su pokazali visok nivo inhibicije a-amilaze primenom etil-
acetatnih ekstrakata O. vulgare, S. officinalis i Th. vulgaris. S druge strane, u studiji Parra i sar.
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(2021), etanolni ekstrakt O. vulgare je imao Sest puta slabiji efekat na aktivnost a-amilaze u
odnosu na aktivnost a-glukozidaze, pri cemu je ekstrakt O. vulgare bio aktivniji od akarboze u
testu inhibicije aktivnosti a-glukozidaze. Autori sugeriSu da bi za pomenute aktivnosti mogli
biti odgovorni sinergisticki efekti terpena i fenolnih kiselina koje se nalaze u ovim
ekstraktima. Pored inhibicije, pre svega, a-glukozidaze, pokazano je da ekstrakti O. vulgare
mogu dovesti do smanjenja apsorpcije glukoze, inhibicije glukoneogeneze, poboljSanja
metabolizma lipida, kao i pojaCane ekspresije/funkcije glukoznog transportera 2, $to se
takode povezuje sa visokim sadrZajem flavonoida, fenolnih glikozida i fenolnih kiselina.
Primena ekstrakata O. vulgare je takode dovela do smanjenja oksidativnog oStecenja, Sto za
posledicu ima smanjenje tolerancije na insulin i hipoglikemiju (Yu i sar., 2021).

Rosmarinus officinalis

Ekstrakti R. officinalis su imali znac¢ajno slabiju aktivnost u odnosu na akarbozu, pri
¢emu su vodeni i metanolni ekstrakti koncentracije 250 pg/mL ostvarili sliCan procenat
inhibicije a-glukozidaze (20,72 i 18,24%), dok je najslabiju aktivnost prema ovom enzimu
ispoljio etanolni ekstrakt (Grafik 18). Ekstrakti R. officinalis su retko ispitivani u smislu
inhibicije aktivnosti enzima a-amilaze i a-glukozidaze. U studiji Cazzola i sar. (2011), vodeni
ekstrakt R. officinalis koncentracije 1000 pg/mL inhibirao je 30% aktivnosti a-amilaze. S
druge strane, u studiji Kwon i sar. (2006), vodeni i etanolni ekstrakti R. officinalis nisu
inhibirali aktivnost a-amilaze, ve¢ samo aktivnost a-glukozidaze, Sto je u skladu sa
rezultatima ove doktorske disertacije. Ispitivanjem aktivnosti frakcija ekstrakta R. officinalis
bogatih flavonoidima, Belmouhoub i sar. (2017) su pokazali da je dietil-etarska frakcija
ekstrakta efikasnija u inhibiciji a-glukozidaze od butanske frakcije, koja je ujedno bila
aktivnija od akarboze. Ovaj rezultat je interesantan iz razloga Sto je ukupni sadrZaj fenola i
flavonoida u dietil-etarskoj frakciji bio niZi nego u butanskoj frakciji, iz cega se moze zakljuciti
da druge, nepolarne komponente poput flavonoidnih aglikona, mogu imati ve¢i udeo u
ispoljenoj aktivnosti prema a-glukozidazi. Ekstrakti R. officinalis i njihovi polifenoli i terpeni,
pre svega rozmarinska i karnozinska kiselina imaju znacajne antidijabeticke efekte u
razlicitim in vivo modelima DT2 i efekte slicne insulinu u in vitro modelima, $to je takode
dovedeno u vezu sa njihovim jakim antioksidativnim dejstvima (Etsassala i sar., 2021).

Salvia officinalis

Sva tri ispitivana ekstrakta S. officinalis su ispoljila znacajno slabiju inhibiciju a-amilaze
i a-glukozidaze u odnosu na akarbozu. Ipak, metanolni i etanolni ekstrakti su pokazali slicnu
inhibitornu aktivnost prema a-glukozidazi (14,78 i 10,9% inhibicije a-glukozidaze,
respektivno), dok je vodeni ekstrakt imao znacajno slabiju aktivnost (Grafik 18). Mahdi i sar.
(2020) i Javid i sar. (2021) su pokazali da etanolni i metanolni ekstrakti ove biljke imaju jaci
inhibitorni efekat na aktivnost a-amilaze nego na aktivnost a-glukozidaze, Sto nije slucaj sa
naSim rezultatima, kao ni sa rezultatima studija Pereira i sar. (2018) i Mocan i sar. (2020).
Pored inhibicije pomenutih enzima, u drugim studijama je pokazano da S. officinalis ima Sirok
spektar primena, ukljucujuéi primenu u terapiji dijabetesa zahvaljuju¢i svojim
hipoglikemijskim i hipolipidemijskim efektima (Etsassala i sar., 2021). Metanolni ekstrakti S.
officinalis znacajno smanjuju nivo glukoze u serumu pacova sa dijabetesom tipa 1. S druge
strane, u poredenju sa metforminom, poznatim antidijabeti¢cnim lekom koji se koristi u
terapiji DT2, je pokazano da ekstrakti ove biljke imaju slican terapeutski potencijal kao
pomenuti lek. Vodeni ekstrakt S. officinalis smanjuje proizvodnju glukoze u jetri, poveéava
delovanje insulina, a pored toga ostvaruje i efekte sli¢ne insulinu (Eidi i Eidi, 2009).
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Satureja montana

Medu ekstraktima S. montana, vodeni ekstrakt je imao najbolju antidijabeti¢nu
aktivnost izmerenu u testu inhibicije a-glukozidaze, pri ¢emu je inhibirao 72,11% aktivnosti
ovog enzima, $to je znacajno viSe u odnosu na pozitivnu kontrolu. S druge strane, etanolni i
metanolni ekstrakti pri istoj koncentraciji su postigli znacajno nizi procenat inhibicije
aktivnosti a-glukozidaze (Grafik 18). U studiji Trifonova i sar. (2021), vodeni ekstrakt S.
kitaibelii je pokazao ¢ak Sest puta vecu inhibiciju a-glukozidaze od akarboze. Metanolni
ekstrakt S. tymbra, s druge strane, je imao znatno slabiju aktivnost od akarboze i u testovima
inhibicije a-amilaze i a-glukozidaze, pri ¢emu je bio jedan od retkih ekstrakata koji je jace
inhibirao aktivnost a-amilaze od a-glukozidaze (Tundis i sar., 2010), $to nije bio slucaj sa
nasSim rezultatima. Mirazi i sar. (2016) su, s druge strane, povezali antioksidativni i anti-
inflamatorni efekat etanolnog ekstrakta S. montana, sa njegovim antidijabeticnim dejstvom
kod pacova sa dijabetesom indukovanim streptozotocinom. Ovi autori smatraju da, buduci da
streptozotocin oStecuje [-Celije pankreasnih ostrvaca i celijsku DNK, ovaj ekstrakt moZe
doprineti zastiti ili regeneraciji oStecenog tkiva pankreasa od upale i nekroze povecanjem
aktivnosti superoksid dismutaze i glutation peroksidaze, ¢ime se utice na tok ove bolesti i
sprecava povecanje glikemije i insulina kod bolesnih pacova.

Sideritis scardica

Ekstrakti S. scardica nisu pokazali znacajan antidijabeti¢ni potencijal u testiranim
koncentracijama, dok je jedino metanolni inhibirao aktivnost a-glukozidaze, i to na najviSoj
testiranoj koncentraciji (21,7% inhibicije) (Prilog 7). Efekti ekstrakata S. scardica na aktivnost
a-amilaze i a-glukozidaze nisu do sada ispitivani, medutim ispitivani su efekti drugih vrsta
roda Sideritis. Tundis i sar. (2010) su pokazali da je metanolni ekstrakt S. perfoliata imao
slabiju aktivnost od heksanskog ekstrakta, mada su oba ekstrakta imali slabiju aktivnost
prema a-amilazi nego prema a-glukozidazi. Za razliku od prethodne studije, metanolni
ekstrakti S. albiflora, S. leptoclada, S. pisidica i S. stricta, su inhibirali aktivnost a-amilaze.
Metanolni ekstrakti ovih biljaka nisu ispoljili efekat u testiranim koncentracijama prema a-
glukozidazi, dok su heksanski imali bolju aktivnost (Deveci i sar., 2020). Pored ovih studija,
antidijabeti¢na aktivnost vrsta roda Sideritis nije detaljnije istraZena.

Teucrium chamaedrys i T. montanum

Ekstrakti T. chamaedrys i T. montanum nisu pokazali znacajan antidijabeti¢ni
potencijal, mada se moze primetiti da su ekstrakti 7. montanum koncentracije 500 pg/mL ipak
inhibirali aktivnost a-glukozidaze u nesto visSem procentu (9,53 - 11,97%) u odnosu na
ekstrakate T. chamaedrys (3,37 - 6,63%) (Prilog 7). Anti-a-amilazna i anti-a-glukozidazna
aktivnost ekstrakata T. chamaedrys i T. montanum su do sada istrazivane samo u okviru jedne
studije, gde je pokazano da je etanolni ekstrakt T. montanum imao bolju inhibitornu aktivnost
prema ovim enzimima od ekstrakta T. chamaedrys, pri Cemu su oba ekstrakta ispoljili izuzetno
slabu aktivnost prema a-amilazi (Vujanovi¢ i sar., 2019), Sto je u saglasnosti sa naSim
rezultatima. Autori sugerisu da je ispoljena, kako anti-a-amilazna, tako i anti-a-glukozidazna,
aktivnost povezana sa visokim sadrZajem fenolnih jedinjenja u ovim ekstraktima, kao i sa
njihovom izrazenom antioksidativnom aktivnosc¢u, $to se takode pretpostavlja za druge vrste
ovog roda koje imaju antidijabeti¢ni potencijal (Vujanovic¢ i sar., 2019; Etsassala i sar., 2021).

Pored toga, za ekstrakte T. polium je poznato da poseduje hipoglikemijski i
hipolipidemijski potencijal, te se neretko predlaze za dalja istrazivanja antidijabeti¢cne
aktivnosti. Takode, vodeni ekstrakt T. cubense dovodi do smanjenja nivoa glukoze u plazmi

.....
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aktivacije apsorpcije glukoze, a u adipocitima rezistentnim na insulin dovodi do inkorporacije
glukoze (Etsassala i sar., 2021).

Thymus serpyllum i Th. vulgaris

Medu ispitivanim ekstraktima familije Lamiaceae koncentracije 250 pg/mL, ekstrakti
Th. serpyllum su pokazali najvisi antidijabeti¢ni potencijal, posebno vodeni, koji je inhibirao
¢ak 96,73% aktivnosti a-glukozidaze, Sto je znacajno viSe u odnosu na akarbozu pri istoj
koncentraciji. Etanolni i metanolni ekstrakti ove biljke su imali slican efekat za inhibiciju ovog
enzima kao akarboza (59,92 i 57,86% za etanolni i metanolni ekstrakt, respektivno). Sa druge
strane, ekstrakti Th. vulgaris su imali slabije antidijabeticno dejstvo prema «-glukozidazi od
ekstrakata Th. serpyllum. Ipak, etanolni ekstrakt Th. vulgaris je inhibirao ovaj enzim u slicnom
procentu kao i akarboza (62,31% za etanolni ekstrakt), dok su metanolni i vodeni ekstrakti
imali znacajno slabije dejstvo (Grafik 18).

Za razliku od ekstrakata drugih vrsta roda Thymus, ekstrakti Th. serpyllum i Th. vulgaris
nisu do sada bili objekat studija anti-a-amilazne i anti-a-glukozidazne aktivnosti, a za
ekstrakte Th. serpyllum nisu ispitivani ni drugi aspekti antidijabeti¢ne aktivnosti. U studiji
Azimi i sar. (2021) je pokazano da etanolni ekstrakti Th. vulgaris ne dovode do normalizacije
hiperglikemije, Sto ukazuje na to da se delovanje ekstrakta ove biljke na disfunkciju jetre ne
odnosi na sistemske parametre povezane sa metabolizmom glukoze, ve¢ je primeceno da ovaj
ekstrakt nastoji da uravnotezi dislipidemiju kod pacova sa dijabetesom indukovanim
streptozotocinom. Zapravo, pokazano je da etanolni ekstrakt ove biljke ima hipolipidemijski
efekat time Sto dovodi do smanjenja triglicerida i LDL-holesterola i poveéanja HDL-
holesterola. Pored toga, utice na smanjenje ekspresije bcl-2, bax i gena za kaspaze 319, ¢ime
ispoljava anti-apoptotske efekte i pomaze u odrZavanju ¢elija tkiva jetre. Autori sugeriSu da se
ove aktivnosti povezane sa visokim sadrzajem fenolnih i terpenskih jedinjenja u ekstraktu ove
biljke, a takode i sa njenim antioksidativnim efektima.

Slab inhibitorni efekat prema o-amilazi, kao i jak inhibitorni efekat prema a-
glukozidazi, kakav su ispoljile i ispitivane vrste familije Lamiaceae, predstavlja pozeljnu
strategiju u prevenciji i terapiji DT2. Naime, a-amilaza razlaZe skrob na disaharide, a a-
glukozidaza razlaZze oligo- i disaharide na monosaharide, te se smatra da je inhibicija
aktivnosti a-glukozidaze ipak znacajnija od inhibicije aktivosti a-amilaze zbog toga Sto se na
takav nacCin moze efikasnije usporiti dostupnost ugljenih hidrata koji bi bili supstrat za
produkciju glukoze u crevima (Kajaria i sar, 2013). Pored toga, treba naglasiti da
antidijabeti¢ni lekovi koji funkcioniSu na bazi inhibicije a-amilaze ¢esto dovode do nadimanja,
abdominalnih bolova, dijareje i drugih tegoba gastrointestinalnog trakta kod pacijenata sa
dijabetesom, ¢ime se povecava bakterijska fermentacija nesvarenih ugljenih hidrata u crevima
(Salesisar., 2012).

Rezultati dobijeni u in vitro uslovima ipak ne mogu u potpunosti objasniti mehanizme
koji uticu na digestiju ugljenih hidrata kod ljudi, posebno ako se ima u vidu ¢injenica da su
gotovo sve dosadasnje studije radene na a-glukozidazi poreklom iz kvasca, a pokazano je da
se molekularna struktura ovog enzima u velikoj meri razlikuje od strukture humane a-
glukozidaze, zbog cega se mozZe ocekivati da bi kod ljudi terapeutski agensi imali drugaciji
efekat (Dej-adisai i sar., 2021).

Za Kkraj, znacajno je naglasiti da pored molekularnih mehanizama, na efikasnost
inhibicije ovih enzima znacajan uticaj imaju i bioloska dostupnost ispitivanih agenasa, pH,
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temperatura, odnos supstrata i enzima, kao i vreme odigravanja reakcije, odnosno aktivnost
enzima u organizmu.

4.7. Antineurodegenerativna i antineuroinflamatorna aktivnost

Nedavno je otkriveno da enzim a-amilaza ima znacajnu ulogu u neuroinflamaciji koja
je povezana sa Alchajmerovom bole$¢u. Naime, kako bi pravilno funkcionisale, mozdane celije
zahtevaju konstantno snabdevanje glukozom, a kako bi se sprecio rizik od nedostatka glukoze
u slucaju poviSene potrebe za energijom ili hipoglikemije, mozak Kkoristi glikogenske
polisaharide kao depo rezervne energije. Drugim recima, aktivnost a-amilaze u mozgu
predstavlja rezervni sistem koji primarno funkcioniSe u patoloSkim stanjima kada je
astrocitima potrebna energija za brzo reagovanje (Agatonovi¢-Kustrin i sar., 2020). Zbog toga
se smatra da u slucaju Alchajmerove bolesti, nizak nivo aktivnosti ovog enzima moze dovesti
do progresivnog gubitka pamcenja (Byman i sar., 2021), te je znacajno da primenjeni
terapeutici ne vrSe njegovu inhibiciju. S druge strane, poznato je da osobe obolele od
dijabetesa imaju povecanu incidencu oboljevanja od Alchajmerove bolesti (Mittal i sar., 2016),
a lekovi koje koriste pacijenti sa dijabetesom se Cesto baziraju na inhibiciji aktivnosti a-
amilaze (Sales i sar, 2012). Zbog toga je naredna istrazivanja potrebno usmeriti ka
detaljnijem definisanju uloge ovog enzima u fizioloSkim uslovima u mozgu, posebno u mozgu
osoba sa neurodegenerativnim bolestima. Budu¢i da biljke familije Lamiaceae ispitivane u
ovoj doktorskoj disertaciji nisu inhibirale a-amilazu, u narednim koracima ove studije je
ispitan njihov neuroprotektivni efekat u biohemijskim, ali i bioloskim modelima.

Antineurodegenerativna aktivnost ekstrakata ispitivanih biljaka familije Lamiaceae u
ovom radu je odredena koriS¢enjem dva testa - testa inhibicije enzima AChE i testa inhibicije
enzima tirozinaze. Rezultati ovih istraZivanja su pokazali da ispitivani ekstrakti nemaju
dejstvo zavisno od koncentracije i prikazani su u Prilogu 8 i na Graficima 19 i 20.

Rezultati testa inhibicije aktivnosti enzima acetilholinesteraze ekstraktima ispitivanih
biljaka familije Lamiaceae koncentracije 250 ug/mL su prikazani na Grafiku 19, pri ¢emu se
moZe primetiti da su vodeni ekstrakti znacajno vise inhibirali aktivnost enzima AChE u
odnosu na ostale tipove ekstrakata, osim u slucaju ekstrakata R. officinalis i S. officinalis, kod
kojih su etanolni bili najaktivniji. Statisticka analiza je takode pokazala da je veéina ekstrakata
ispoljila aktivnost slicnu ili veCu u poredenju sa pozitivnom kontrolom, galantaminom
(60,97%), osim u slucaju alkoholnih ekstrakata L. angustifolia, M. vulgare, svih ekstrakata O.
majorana i metanolnog ekstrakta T. chamaedrys. Najjacu aktivnost su pokazali ekstrakti O.
basilicum, posebno vodeni i etanolni (86-90%), koji su bili oko 2,2 puta aktivniji od
metanolnog ekstrakta M. vulgare, koji je pri istoj koncentraciji ispoljio najmanju sposobnost
inhibicije aktivnosti AChE. Statisticka analiza je pokazala da odabir rastvaraca za ekstrakciju
znacajno utiCe na ispoljenu aktivnost ekstrakata u inhibiciji AChE.
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Grafik 19. Inhibicija aktivnosti enzima acetilholinesteraze ekstraktima predstavnika familije
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Grafik 20. Inhibicija aktivnosti enzima tirozinaze ekstraktima predstavnika familije
Lamiaceae.

poredenju sa pozitivnom kontrolom, koji¢nom kiselinom.
ays. metanolni ekstrakt, b vs. etanolni ekstrakt, ¢ vs. vodeni ekstrakt, * vs. koji¢na kiselina (p<0,05)

Inibicija aktivnosti tirozinaze je procenjena u odnosu na koji¢nu kiselinu, a rezultati
ovog testa za ekstrakte koncentracije 250 pg/mL su prikazani na Grafiku 20. U ovom testu
odabir rastvaraca koji je koriS¢en za ekstrakciju u vecini slucajeva nije igrao znacajnu ulogu,
osim u slucaju G. hederacea, O. basilicum, S. officinalis, S. montana i Th. vulgaris, gde alkoholni
ekstrakti imaju znacajno vecu aktivnost u odnosu na vodeni ekstrakt. S druge strane, u slucaju
L. cardiaca i S. scardica, vodeni ekstrakt je pokazao najjacu aktivnost. Takode, vecina
ekstrakata, osim metanolnog G. hederacea, metanolnog i vodenog H. officinalis, kao i oba
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alkoholna ekstrakta L. cardiaca, ima sli¢nu ili znacajno visu aktivnost od koji¢ne Kkiseline
(45,59%). Najjacu aktivnost je ispoljio metanolni ekstrakt S. montana (76,97%), dok je
metanolni ekstrakt L. cardiaca imao upola slabiju aktivnost.

Dok je aktivnost biljnih ekstrakata i etarskih ulja na inhibiciju enzima asociranih sa
neurodegeneracijom, posebno AChE i tirozinaze, intenzivho proucavana, njihova
antineuroinflamatorna aktivnost je rede bila predmet istrazivanja iako je utvrdena veza
izmedu unosa hrane bogate supstancama sa antioksidativnim dejstvom i smanjene incidence
mnogih inflamatornih bolesti u ¢ijoj se osnovi nalazi oksidativni stres.

S obzirom na to da su ispitivani ekstrakti pokazali znacajnu antineurodegenerativnu
aktivnost, u sledetem koraku ove doktorske disertacije je ispitan njihov
antineuroinflamatorni potencijal. Antineuroinflamatorna aktivnost je testirana samo za
etanolne ekstrakte biljaka familije Lamiaceae. Uticaj etanolnih ekstrakata u koncentraciji 10
pg/mL na funkciju éelija mikroglije, BV2 ¢elije, koje su aktivirane lipopolisaharidom (LPS) je
ispitivan koriS¢enjem tri testa, MTT, NBT i Grisovog testa, a rezultati su prikazani na Graficima
21-24.

U MTT testu je odreden efekat etanolnih ekstrakata biljaka familije Lamiaceae na
metabolicku aktivnost LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija (Grafik 21), pri ¢emu je cilj ovog testa bio
da se prati da li nakon 24-¢asovnog tretmana ekstraktima ispitivanih biljaka nivo metabolicke
aktivnosti ovih Celija moZe da se vrati na nivo neaktivnih celija. Zaista, pokazano je da svi
ekstrakti dovode do znacajnog povecanja metaboli¢ke aktivnosti ovih celija, do ili iznad nivoa
kontrolnih ¢elija.
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Grafik 21. Antineuroinflamatorni efekat etanolnih ekstrakata predstavnika familije

Lamiaceae odreden MTT testom.
Rezultati za ekstrakte koncentracije 10 pg/mL su predstavljeni netretirane Celije, dok LPS oznacava Celije
tretirane samo LPS-om.
* ys. kontrola (p<0,05)

U NBT testu je procenjen uticaj etanolnih ekstrakata na produkciju RVK-a od strane
LPS-om aktiviranih BV2 c¢elija (Grafik 22). Rezultati ovog testa su prikazani kao indeks, koji
predstavlja odnos izmedu apsorbanci LPS-om aktiviranih i ekstraktima tretiranih celija i
negativne kontrole, izra¢unat na 100% vijabilnih ¢elija. Svi etanolni ekstrakti biljaka familije
Lamiaceae su znacajno uticali na smanjenje produkcije RVK-a od strane LPS-om aktiviranih
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BV2 (Celija, pri cemu je nivo produkcije RVK-a u ekstraktima tretiranim ¢elijama doveden na
nivo produkcije RVK-a od strane netretiranih, kontrolnih ¢elija.
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Grafik 22. Antineuroinflamatorni efekat etanolnih ekstrakata predstavnika familije
Lamiaceae odreden NBT testom.

Rezultati za ekstrakte koncentracije 10 ug/mL su predstavljeni kao srednja vrednost indeksa NBT * standardna

Koncentracija NO (pM})

greska. Kontrola predstavlja netretirane celije, dok LPS oznacava Celije tretirane samo LPS-om.
* ys. kontrola (p<0,05)
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Grafik 23. Antineuroinflamatorni efekat etanolnih ekstrakata predstavnika familije
Lamiaceae odreden Grisovim testom.

Rezultati za ekstrakte koncentracije 10 pg/mL su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije azot
monoksida (NO) # standardna greska. Kontrola predstavlja netretirane Celije, dok LPS oznacava celije tretirane
samo LPS-om.

* ys. kontrola (p<0,05)
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U Grisovom testu, kontrolne ¢elije su produkovale izuzetno male koncentracije NO
(0,42 uM), dok su BV2 celije aktivirane LPS-om produkovale velike koncentracije NO (35,03
uM) (Grafik 23). Rezultati ovog testa su pokazali da etanolni ekstrakti uticu na aktivirane
Celije da znacajno smanje produciju NO-a koja je indukovana LPS-om.

Na kraju, istrazivanje antineuroinflamatorne aktivnosti etanolnih ekstrakta
predstavnika familije Lamiaceae je zaokruZeno ispitivanjem njihovog uticaja primenom
modela transfera supernatanata LPS-om aktiviranih i ekstraktima tretiranih BV2 ¢elija u
kulturu SH-SY5Y neurona. Ovi neuroni su tretirani supernatantima BV2 c¢elija koje su
prethodno bile aktivirane LPS-om i tretirane ekstraktima biljaka (Grafik 24). Rezultati ovog
testa su pokazali da svi testirani biljni ekstrakti normalizuju vijabilnost SH-SY5Y neurona na
nivo netretiranih, kontrolnih ¢elija.
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Grafik 24. Neuroprotektivni efekat etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae.
Rezultati za ekstrakte koncentracije 10 pg/mL su predstavljeni kao srednja vrednost vijabilnosti SH-SY5Y
neurona * standardna greska. Kontrola predstavlja netretirane celije, dok LPS oznacava ¢elije tretirane samo
LPS-om.

* ys. kontrola (p<0,05)

Mikroglija predstavljaju rezidentne Celije imunskog sistema mozga, koje se karakterisu
jedinstvenim homeostatskim fenotipom i ¢vrstom regulacijom mikrookruZenja centralnog
nervnog sistema (CNS). Svoje funkcije, ¢elije mikroglije ostvaruju tako Sto utiCu na vijabilnost
neurona i sinaptogenezu, a takode se aktiviraju u razli¢itim patoloskim stanjima CNS-a
(povredama mozga, infekcijama, mozdanom udaru i neurodegeneraciji) (Colonna i Butovsky,
2017). U eksperimentalnim uslovima se ove celije najceS¢e aktiviraju LPS-om, koji je
termostabilna neproteinska komponenta celijskog zida bakterija. Vezivanjem LPS za
receptore na mikrogliji dovodi do aktivacije protein kinaze C, protein-tirozin kinaze i NF-xB,
koji su ukljuceni u oslobadanje citotoksi¢nih faktora, kao Sto su NO i proinflamatorni citokini
(Qin i sar., 2004). Stoga je aktivacija mikroglije LPS-om dobar model sistem za ispitivanje
antineuroinflamatornog efekta razlic¢itih supstanci.

Celije nervnog sistema su podlozne delovanju mehanizama oksidativnog stresa zbog
visoke metabolicke aktivnosti, odnosno velike potrosnje kiseonika (Rocamora i sar., 2020),
dostupnosti tranzicionih metala i auto-oksidabilnih kateholamina, obilju polinezasi¢enih
masnih Kiselina, kao i prisustva relativno neefikasnih mehanizama antioksidativne odbrane.
Oksidativni stres je pokretaC patogeneze mnogih Dbolesti, izmedu ostalih i
neurodegenerativnih, prvenstveno zbog Stetnog delovanja RVK-a na kriticne Ccelijske
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komponente kao Sto su proteini, fosfolipidi i DNK, $to moZe dovesti do poremecaja celijske
homeostaze, a Sto dalje ima implikacije u razvoju i/ili progresiji bolesti. U patoloSkim
stanjima, proizvodi oksidativnog oStecenja se Cesto akumuliraju u velikim koli¢inama u
tkivima i telesnim teCnostima, a akumulacija markera oksidativnih oSteéenja lipida, proteina i
nukleinskih kiselina, kao i prelaznih metala kao Sto su gvozde i bakar, dokazana je u
mozdanom tkivu mnogih pacijenata obolelih od Alchajmerove bolesti. lako RVK mogu da
interaguju sa velikim brojem biomolekula unutar neurona, oksidativno ostecenje proteina bi
posebno moglo biti vazno u neurodegenerativnim bolestima jer dovodi do poremecaja
metabolizma, proteostaze (dinamicke regulacije uravnotezenog, funkcionalnog proteoma) i
aberantne redoks signalizacije u neuronima i ¢elijama mikroglije, aktivacije pojedinih kinaza
ili oksidativne modifikacije redoks-osetljivih transkripcionih faktora (Ganguly i sar., 2021).

Mitohondrije su centri intenzivnog Ccelijskog disanja, zbog cega one ujedno
predstavljaju i izvor RVK-a koji mogu izazvati oksidativni stres. Povecanjem RVK-a,
mitohondrije indukuju ¢eliju da se podvrgne apoptozi povecanjem permeabilnosti spoljasnje
mitohondrijalne membrane, smanjenjem mitohondrijalnog transmembranskog potencijala,
oslobadanjem citohroma C i daljom produkcijom RVK-a. Drugim rec¢ima, RVK proizvedeni u
mitohondrijama mogu izazvati oSte¢enje membrane mitohondrija, Sto moZe dovesti do
apoptoze c¢elija (Coelho i sar., 2017). Povecana proizvodnja RVK-a od strane aktivirane
mikroglije nastaje aktivacijom NADPH oksidaza, enzima koji u€estvuju u stvaranju RVK-a, kao
Sto su superoksid radikal (02~) i H202 (Colonna i Butovsky, 2017). Zbog toga bi inhibicija ovog
enzima mogla predstavljati odlicnu metu za sprec¢avanje nastanka oksidativnog stresa kod
pacijenata sa neurodegenerativnim oboljenjima, budué¢i da RVK mogu izazvati degeneraciju
neurona, a redoks-signalnim putevima mogu stimulisati formiranje i oslobadanje
proinflamatornih citokina od strane mikroglije (Ganguly i sar., 2021).

Dakle, produZena produkcija RVK-a izazvana proinflamatornim medijatorima moze
izazvati oksidativno oSte¢enje DNK molekula. S druge strane, oksidativni stres moZe biti
posledica povecanja proizvodnje RVK-a, smanjenja aktivnosti antioksidativnih enzima kao Sto
su glutation peroksidaze, superoksid dismutaze i katalaze, ili smanjenja nivoa neenzimskih
antioksidanasa poput glutationa. Vazno je ista¢i da RVK imaju vaznu ulogu u LPS-indukovanoj
toksic¢nosti aktivacijom NF-xB, koji indukuje ekspresiju gena za inflamatorne medijatore, ¢ime
se oksidativni stres dovodi u direktnu vezu sa inflamatornim procesima, koji zajedno za
posledicu mogu imati razvoj brojnih patoloskih stanja (Chou i sar., 2019).

S druge strane, NO je molekul koji se sintetiSe zahvaljujuci azot oksid sintazama (engl.
nitric oxide synthases, NOS) i ima klju¢nu ulogu u brojnim fizioloSkim procesima kao Sto su
regulacija proliferacije, prezivljavanje i diferencijacija neurona budué¢i da funkcioniSe kao
neurotransmiter, ali i kao vazodilatator. Medutim, NO u reakciji sa superoksid anjonom (0%),
stvara peroksinitrite (ONOO-), moéne pro-oksidanse koji dovode do oStecenja biomolekula,
povecanja peroksidacije lipida, i patoloSkih procesa ukljuCuju¢i smrt neurona, koja dalje
dovodi do razvoja razli¢itih neurodegenerativnih bolesti (Calabrese i sar., 2007; Wahby i sar.,
2015; Javadian i sar., 2016). Progres neurodegenrativnih bolesti se sve ¢eS¢e dovodi u vezu sa
akutnom ili hroni¢nom neuroinflamacijom posredovanom mikroglijom. Ovakva
neuroinflamacija predstavlja koordinirani ¢elijski odgovor na oSteéenje tkiva nervnog sistema
i karakteriSe je oslobadanje proinflamatornih faktora (citokina, proteaza i toksi¢nih slobodnih
radikala) od strane mikroglije. Zbog toga, odgovarajuca regulacija procesa neuroinflamacije
olakSava proces oporavka budu¢i da je glavna svrha akutne neuroinflamacije uklanjanje
Stetnog izvora kako bi se mozak vratio u fizioloSko stanje. Medutim, sa druge strane,
nekontrolisana neuroinflamacija moze izazvati sekundarnu povredu Kontinuiranom
aktivacijom mikroglije (Yuste i sar., 2015; Colonna i Butovsky, 2017).
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Glechoma hederacea

Ekstrakti G. hederacea su pokazali odlican antineurodegenerativni i
antineuroinflamatorni potencijal. U testu inhibicije AChE se najviSe istakao vodeni ekstrakt,
koji je inhibirao 73,09% aktivnosti ovog enzima, Sto je znatno viSe u odnosu na galantamin,
kao i alkoholne ekstrakte (Grafik 19). Pretragom literature je ustanovljeno da do sada nije
ispitan uticaj ekstrakata G. hederacea na aktivnost enzima AChE.

U testu inhibicije aktivnosti tirozinaze, etanolni ekstrakt G. hederacea je ispoljio
najbolji potencijal, inhibiraju¢i 46,24% aktivnosti ovog enzima, Sto se nije znacajno
razlikovalo od koji¢ne kiseline i vodenog ekstrakta, dok je metanolni ekstrakt ispoljio nesto
slabiju aktivnost (Grafik 20). Qiao i sar. (2012) su ispitivali efekat vodenog ekstrakta G.
hederacea koncentracije 200 pg/mL, medutim nije utvrdena znacajna inhibitorna aktivnost
prema tirozinazi (svega 10% inhibicije), Sto je znato manje od naSih rezultata. S druge strane,
autori su takode pokazali antimelanogeni efekat ovog ekstrakta, koji je povezan sa njegovom
inhibicijom transkripcije gena za tirozinazu.

Chou i sar. (2019) su pokazali da vodeni ekstrakt G. hederacea dovodi do inhibicije
produkcije NO u LPS-om aktiviranim RAW 264.7 makrofagima, kao i do inhibicije LPS-om
indukovane ekspresije iRNK za TNF-q, IL-6 i IL-13 u RAW 264.7 makrofagima. U ovoj studiji,
autori su pokazali da vodeni ekstrakt G. hederacea pored toga Sto smanjuje proizvodnju
proinflamatornih medijatora u LPS-om aktiviranim makrofagima, takode normalizuje njihovu
sekreciju i ekspresiju. Pored pomenutih studija, ekstrakti G. hederacea do sada nisu bili
objekat istrazivanja antineuroinflamatorne niti neuroprotektivne aktivnosti, dok je u nasem
radu pokazano da je etanolni ekstrakt ove biljke imao znac¢ajan antineuroinflamatorni efekat u
svim primenjenim testovima (Grafici 21-24).

Hyssopus officinalis

Svi ekstrakti H. officinalis su ispoljili znacajno visu inhibiciju AChE od galantamina,
medutim i u ovom slucaju se najviSe istakao vodeni ekstrakt, koji je inhibirao 84,49%
aktivnosti ovog enzima (Grafik 19). Wszelaki i sar. (2010) su pokazali da metanolni ekstrakti
H. officinalis nemaju znacajnu inhibitornu aktivnost prema AChE, budu¢i da su na 100 pg/mL
dobili samo 5,2% inhibicije aktivnosti, $to je znatno manje od inhibicije koja je prikazana u
ovoj doktorskoj disertaciji (Prilog 8). S druge strane, etanolni ekstrakt H. officinalis je ispoljio
slican efekat prema tirozinazi kao koji¢na kiselina, inhibirajuéi 42,58% aktivnosti ovog
enzima, dok su vodeni i metanolni ekstrakti imali nesto slabije dejstvo (Grafik 20).

Pretragom literature je ustanovljeno da su efekti ekstrakata H. officinalis prema
tirozinazi, kao i antineuroinflamatorna svojstva njegovog etanolnog ekstrakta, po prvi put
ispitani u ovoj doktorskoj disertaciji. Pri tome, etanolni ekstrakt je ispoljio znacajnu
antineuroinflamatornu aktivnost prema BV2 (¢elijama i smanjio je citotoksi¢nost njihovih
solubilnih produkata na SH-SY5Y neurone (Grafici 21-24). U studiji Salehi i Setorki (2017),
pokazano je da etarsko ulje H. officinalis poseduje neuroprotektivni potencijal tako Sto kod
pacova promoviSe pamcenje i uenje poveéanjem opsteg antioksidativnog kapaciteta.

Lavandula angustifolia

U testu inhibicije AChE, najbolju aktivnost medu ekstraktima L. angustifolia ispoljio je
vodeni ekstrakt (59,4% inhibicije), Sto se nije znacajno razlikovalo od aktivnosti pozitivne
kontrole. Za razliku od toga, etanolni i metanolni ekstrakti su imali znacajno slabije dejstvo od
vodenog ekstrakta, kao i od pozitivne kontrole (Grafik 19). Ferreira i sar. (2006) su pokazali
da dekokt L. angustifolia (500, 1000 i 5000 pg/mL) ne dovodi do inhibicije AChE, dok je
etanolni ekstrakt (500 i 1000 pg/mL) inhibirao 26,6%, odnosno 28,4% aktivnosti ovog
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enzima, $to je znacajno slabije dejstvo u odnosu na nase rezultate. S druge strane, metanolni
ekstrakt je ispoljio gotovo tri puta viSi stepen inhibicije AChE u poredenju sa vodenim
(Adsersen i sar., 2006), Sto je delimi¢no u saglasnosti sa naSim rezultatima.

U testu inhibicije tirozinaze, ekstrakti L. angustifolia su pokazali medusobno sli¢no
dejstvo, medu kojima se izdvojio vodeni ekstrakt sa najviSim stepenom inhibicije (45,66%)
(Grafik 20). Aktivnost ovih ekstrakata prema tirozinazi nije detaljno ispitivana, medutim, Hsu
i sar. (2007) su pokazali da vodeni ekstrakt L. angustifolia koncentracije 40 pg/mL inhibira
50% aktivnosti tirozinaze. Zanimljivo je da su autori pronasli koncentraciono-zavisnu
aktivnost uzorka, dok u naSem radu zavisnost od koncentracije nije uoc¢ena. Adsersen i sar.
(2006) su sugerisali da je L. angustifolia odlican kandidat za dalja ispitivanja antiholinergicke i
neuroprotektivne aktivnosti, $to su kasnije dokazali i Rabiei i Rafieian-Kopaei (2014) za
etanolni ekstrakt L. angustifolia, koji dovodi do smanjenja propustljivosti krvno-mozdane
barijere i oporavka neuroloSkih funkcija pacova, Sto se dovedi u vezu sa povecanjem
endogene antioksidativne odbrane i inhibicijom oksidativnog stresa u mozgu pacova.
Medutim, antineuroinflamatorna aktivnost ekstrakata L. angustifolia do sada nije testirana,
dok je u nasem istrazivanju pokazano da etanolni ekstrakt ove biljke dovodi do znacajnog
anti-inflamatornog dejstva (Grafici 21-24).

Leonurus cardiaca

Ekstrakti L. cardiaca su pokazali znacajan potencijal u inhibiciji AChE, pri ¢emu su svi
inhibirali njegovu aktivnost znacajno jace od galantamina. U ovom testu, najvise se istakao
vodeni ekstrakt (83,71%), za kojim slede etanolni i metanolni, a statisticka analiza je pokazala
da je rastvarac igrao znacajnu ulogu u ekstrakciji jedinjenja sa sposobnos¢u inhibicije AChE
(Grafik 19). S druge strane, ekstrakti su pokazali slabiju inhibiciju tirozinaze, mada je vodeni
ekstrakt imao slicnu aktivnost kao i kojicna kiselina (41,33% inhibicije), dok su alkoholni
ispoljili medusobno sli¢an stepen inhibicije (Grafik 20). Angeloni i sar. (2021) su pokazali da
etanolni ekstrakt L. cardiaca viSe od dva i po puta efikasnije inhibira aktivnost AChE nego
tirozinaze, medutim u poredenju sa pozitivnim kontrolama, ova aktivnost je okarakterisana
kao slaba. Ovi rezultati su delimi¢no u saglasnosti sa naSima, gde je pokazano da su svi
ekstrakti L. cardiaca imali ja¢u inhibitornu aktivnost prema AChE nego prema tirozinazi.

U hemijskom modelu ispitivanja uticaja na inhibiciju NO radikala, vodeni ekstrakt L.
cardiaca (1000 pg/mL) je pokazao dobar efekat tako Sto je inhibirao 50% ovih radikala,
medutim ova aktivnost je u studiji Wong i sar. (2014) interpretirana kao antioksidativna
aktivnost buduéi da nije radena na Celijama nervnog sistema. Etanolni ekstrakt L. cardiaca
ispitivan u ovoj doktorskoj disertaciji je pokazao znacajnu antineuroinflamatornu aktivnost
(Grafici 21-24), medutim slicna aktivnost nije ustanovljena u ranijim studijama, ve¢ je
pokazan samo neuroprotektivni efekat leonurina, alkaloida izolovanog iz L. cardiaca. Smatra
se da je neuroprotektivni efekat leonurina omogucen njegovim uticajem na smanjenje
formiranja RVK-a, ¢ime se odrZava pravilno funkcionisanje mitohondrija i inhibira ulazak
neurona u apoptozu (Qi i sar, 2010).

Marrubium vulgare

U testu inhibicije AChE, vodeni ekstrakt M. vulgare je pokazao sli¢an stepen inhibicije
(57,37%), kao i galantamin, dok su etanolni i metanolni ekstrakti imali slabiju inhibitornu
aktivnost AChE. Statisticka analiza je pokazala da se inhibitorna aktivnost AChE ispitivanih
ekstrakata medusobno znacajno razlikovala (Grafik 19). Metanolni ekstrakt M. vulgare je u
studiji Al-Zaban i sar. (2021) inhibirao 50% AChE u koncentraciji 400 pg/mL, Sto nije u
saglasnosti sa rezultatima predstavljenim u ovoj doktorskoj disertaciji, budu¢i da su autori
dobili slabiju inhibitornu aktivnost.
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U testu inhibicije tirozinaze, metanolni ekstrakt M. vulgare koncentracije 250 pg/mL je
pokazao jaci inhibitorni efekat (52,1%) od kojicne kiseline, dok su etanolni i vodeni ekstrakti
ispoljili medusobno sli¢an inhibitorni efekat, kao i efekat slican koji¢noj kiselini (Grafik 20). U
studiji Namjoyan i sar. (2015), etanolni ekstrakt M. vulgare je pokazao slabu inhibiciju
tirozinaze (ICso vrednost 2,82 mg/mL), pri ¢emu je odredeno da je to nekonkurentna
inhibicija, Sto znaci da se vezuje za enzim-supstrat kompleks, proizvodi deaktivirani enzim-
supstrat-inhibitor kompleks i ne moZe se vezati za slobodnu tirozinazu. S druge strane,
koji¢na Kkiselina je pokazala meSovitu inhibiciju, Sto podrazumeva da se moZe vezati za
slobodni enzim i enzim-supstrat kompleks i smanjiti afinitet supstrata za tirozinazu. U ovoj
doktorskoj disertaciji je pokazano da je etanolni ekstrakt M. vulgare doveo do znacajne
antineuroinflamatorne aktivnosti (Grafik 21-24). Shaheen i sar. (2014) su proucavali
potencijalni inhibitorni efekat sedam jedinjenja izolovanih iz M. vulgare na proizvodnju NO od
strane LPS-om aktiviranih makrofaga i utvrdili da su sva jedinjenja imala inhibitorni efekat na
proizvodnju NO. Jedinjenje 4’,5,7-trihidroksiflavon je inhibiralo ¢ak 98,3% produkcije NO od
strane inducibilne NOS (iNOS), i jedino je ovo jedinjenje takode moglo da inhibira produkciju
RVK-a od strane zimozanom?3 aktiviranih ukupnih fagocita krvi.

Melissa officinalis

Svi ekstrakti M. officinalis su pokazali znacajnu inhibitornu aktivnost prema AChE u
odnosu na pozitivnu kontrolu, pri ¢emu se vodeni ekstrakt posebno istakao, inhibirajuci
76,09% aktivnosti AChE, za kojim slede alkoholni ekstrakti (preko 60% inhibicije). Statisticka
analiza je pokazala da se inhibitorna aktivnost AChE ispitivanih ekstrakata medusobno
znacajno razlikovala (Grafik 19). Dekokt M. officinalis iz Portugala nije imao aktivnost prema
AChE u koncentracijama nizim od 1000 ug/mlL, dok je na 1000 pg/mL inhibirao svega 12,8%
aktivnosti ovog enzima. Za razliku od toga, etanolni ekstrakt ove biljke koncentracije
500 pg/mL je inhibirao 17,8% aktivnosti AChE (Ferreira i sar., 2006). Adsersen i sar. (2006)
su zabeleZili izostanak inhibicije AChE metanolnim i vodenim ekstraktima M. officinalis iz
Danske u koncentraciji 100 pg/mL. Ovi rezultati nisu u saglasnosti sa nasim rezultatima
prikazanim, gde je prikazano da je vodeni ekstrakt M. officinalis aktivniji od njenog etanolnog
ekstrakta u svim ispitivanim koncentracijama.

Ekstrakti M. officinalis su imali visi inhibitorni potencijal prema tirozinazi od koji¢ne
kiseline, pri ¢emu su svi ekstrakti pokazali slicnan inhibitorni efekat, inhibiraju¢i preko 50%
aktivnosti tirozinaze (Grafik 20). Pored toga, etanolni ekstrakt je ispoljio znacajnu
antineuroinflamatornu aktivnost (Grafici 21-24). Jeong i sar. (2018) su pokazali su da je
etanolni ekstrakt M. officinalis (200 pg/mL) jaCe inhibirao aktivnost tirozinaze od arbutina,
koji je koriS¢en kao kontrola. Takode su pokazali da je hloroformska frakcija ekstrakta
znacajno inhibirala proizvodnju NO od strane RAW 264.7 makrofaga, Sto ukazuje na njenu
anti-inflamatornu aktivnost. S druge strane, rozmarinska kiselina je dovela do smanjenja
ekspresije M1 markera iNOS (marker aktivirane mikroglije) i nivoa proinflamatornih faktora,
ukljuCuju¢i TNF-q, IL-1f3 i IL-6, a do povecanja ekspresije M2 markera Arg-1 (asociran sa
neuroprotekcijom) i inhibicije produkcije RVK (Coelho i sar, 2017). Dakle,
antineuroinflamatorna aktivnost etanolnog ekstrakta M. officinalis zabeleZena u nasoj studiji
bi se mogla objasniti visokim nivom rozmarinske kiseline, koja je sposobna da smanji
oslobadanje inflamatornih faktora i stvaranje RVK-a i NO-a odgovornih za efektorske funkcije
M1 mikroglije.

3 liganda cCelijskog zida kvasaca koji se ¢esto koristi u istrazivanjima za indukciju inflamacije
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Lee i sar. (2008), su ranije pokazali da se u osnovi neuroprotektivne aktivnosti
rozmarinske kiseline prema SH-SY5Y ¢elijama nalazi odlaganje apoptoze neurona i stimulacija
antioksidativnog molekula hem oksigenaze-1. Ovi rezultati su u skladu sa nasim rezultatima,
gde je za ispitivanje neuroprotektivne aktivnosti ekstrakata koriS¢en model transfera
supernatanata tretiranih aktiviranih BV2 ¢elija.

Mentha x piperita

U testu inhibicije AChE, svi ekstrakti M. piperita su ispoljili slicnu aktivnost kao i
pozitivna kontrola, inhibirajuci preko 60% aktivnosti tirozinaze, pri ¢emu rastvarac nije igrao
znacajnu ulogu u ispoljenoj aktivnosti (Grafik 19). M. piperita je Cesto bila objekat ispitivanja
antineurodegenerativne i neuroprotektivne aktivnosti, medutim treba naglasiti da je njeno
etarsko ulje ¢es¢e bilo testirano od ekstrakata. U studiji Vladimir-KneZevi¢ i sar. (2014) je
uoCena koncentraciona zavisnost prema aktivnosti AChE, Sto se razlikuje od nasih rezultata.
Pored toga, ovi autori su pokazali da etanolni ekstrakt M. piperita koncentracije 500 ug/mL
inhibira 45% aktivnosti AChE, Sto je niZe od vrednosti predstavljene u ovoj doktorskoj
disertaciji (60,73% inhibicije AChE, Prilog 8).

Pored toga, svi ekstrakti M. piperita koncentracije 250 pg/mL su ispoljili znacajnu
inhibitornu aktivnost prema tirozinazi u odnosu na koji¢nu Kiselinu, inhibiraju¢i oko 50%
aktivnosti enzima, pri ¢emu rastvarac nije imao znacajan uticaj na ispoljenu aktivnosti (Grafik
20). Hamed i sar. (2021) su pokazali da je vodeni ekstrakt ove biljke koncentracije 50 mg/mL
inhibirao 82,2% aktivnosti tirozinaze, Sto je viSe od koriS¢ene pozitivne kontrole (73,4%),
medutim autori su ekstrakte pravili prema drugacijem protokolu za ekstrakciju u odnosu na
protokol koris¢en u naSem radu. Takode, Pavli¢i sar. (2021) su pokazali da sastav ekstrakata
M. piperita, kao i njihova bioloSka aktivnost varira u odnosu na koriS¢enu ekstrakcionu
proceduru. Ipak, svi ekstrakti su imali znatno slabiju anti-AChE aktivnost od anti-tirozinazne
aktivnosti.

Etanolni ekstrakt M. piperita je ispoljio znaCajnu antineuroinflamatornu aktivnost u
odnosu na netretirane kontrolne cCelije, Sto je prikazano na Graficima 21-24. Anti-inflamatorna
svojstva M. piperita su od ranije poznata, medutim u ovoj doktorskoj disertaciji je po prvi put
odreden uticaj njenih ekstrakata na funkciju aktivirane mikroglije. Pretragom literature je
ustanovljeno da je za ovu aktivnost zasluzan sveobuhvatni fitohemijski sastav ovih ekstrakata.
Za neke komponente ekstrakata M. piperita, poput rozmarinske, kafene, hlorogene i ferulinske
kiseline, kvercetina, rutina, naringenina i drugih je poznato da imaju neuroprotektivni
potencijal koji ispoljavaju poveéanjem otpornosti neurona na oksidativni stres, modulacijom
brojnih enzima asociranih sa neurodegeneracijom, kao i modulacijom mehanizama éelijske
smrti (Hanafy i sar., 2020).

Ocimum basilicum

Svi ekstrakti O. basilicum su pokazali veoma visok antineurodegenerativni potencijal
izmeren testovima inhibicije AChE i tirozinaze. U testu inhibicije AChE, svi ekstrakti su imali
znacajno jaci efekat u odnosu na pozitivnu kontrolu, pri ¢emu su se posebno istakli vodeni i
etanolni ekstrakti (89,96, odnosno 85,98% inhibicije), dok je metanolni bio neSto manje
efikasan, Sto je potvrdeno i statistickom analizom (Grafik 19). U testu inhibicije tirozinaze, s
druge strane, najviSe su se istakli alkoholni ekstrakti (60,71% inhibicije etanolnim i 58,5%
inhibicije metanolnim ekstraktom), pri ¢emu su imali znacajno viSu aktivnost od koji¢ne
kiseline, dok je vodeni ekstrakt imao slicnu aktivnost kao i kojitna kiselina (Grafik 20).
Metanolni i etanolni ekstrakti O. basilicum poreklom iz Portugala koncentracije 50 pg/mL su
pokazali znacajno niZu aktivnost od pozitivnih kontrola u testovima inhibicije AChE (5%
inhibicije metanolnim ekstraktom, 2,5% inhibicije etanolnim) i tirozinaze (33% inhibicije
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metanolnim ekstraktom, 30% inhibicije etanolnim) (Coelho i sar., 2018). Ovi rezultati su u
saglasnosti sa naSim rezultatima inhibicije tirozinaze, medutim ne i sa rezultatima inhibicije
AChE, budu¢i da je metanolni ekstrakt O. basilicum poreklom iz Srbije ispoljio slabiju
inhibitornu aktivnost prema AChE od etanolnog ekstrakta.

Etanolni ekstrakt O. basilicum je ispoljio znacajnu antineuroinflamatornu aktivnost
(Grafici 21-24), Sto je u skladu sa Aye i sar. (2019), koji su pokazali da etanolni ekstrakt listova
0. basilicum (10-1000 pg/mL) dovodi do smanjenja proizvodnje NO-a od strane RAW 264.7
makrofaga aktiviranih LPS-om u poredenju sa neaktiviranim i netretiranim ¢elijama. U studiji
Liu i sar. (2017) je pokazano da je cikori¢na kiselina, fenolna kiselina prisutna u ekstraktima
O. basilicum, povecala vijabilnost LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija i inhibirala je proizvodnju
RVK-a i NO-a od strane ovih ¢elija, $to je u korelaciji sa njenom antioksidativnom aktivnoscu.
Pored toga, i za druga aktivna jedinjenja O. basilicum poput apigenina, eugenola, miretenala,
luteolina, rozmarinske i karnozinske kiseline, je poznato da poseduju neuroprotektivni
potencijal, medutim, sami ekstrakti 0. basilicum istrazivani su u znatno manjoj meri (Seyed i
sar., 2021).

Origanum majorana

Ekstrakti O. majorana su pokazali znacajno slabiju inhibitornu aktivnost prema AChE u
odnosu na galantamin, pri cemu su se jedino vodeni (56,04%) i metanolni ekstrakt (48,95%)
medusobno znacajno razlikovali (Grafik 19). S druge strane, u testu inhibicije tirozinaze je
pokazano da su svi ekstrakti imali znacajno viSi stepen inhibicije od pozitivne kontrole. Ipak, u
ovom testu se neznatno viSe istakao etanolni ekstrakt, inhibiraju¢i 63,03% aktivnosti
tirozinaze, dok su metanolni i vodeni ekstrakti ostvarili neSto nizi stepen inhibicije (Grafik
20). U studiji Duleti¢-LauSevic i sar. (2018a), vodeni ekstrakt O. majorana poreklom iz Srbije
je imao jacu inhibitornu aktivnost prema AChE od etanolnog ekstrakta i nije detektovana
koncentraciona zavisnost, Sto je u skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije. Medutim,
autori su prijavili slabiju aktivnost ekstrakata 0. majorana i prema AChE i tirozinazi: u
koncentraciji 100 ug/mlL, etanolni ekstrakt je inhibirao 5,96% aktivnosti AChE i 7,87%
aktivnosti tirozinaze, a vodeni je inhibirao 8,6% aktivnosti AChE i 7,77 % aktivnosti
tirozinaze.

Takode, etanolni ekstrakt 0. majorana je pokazao znacajnu antineuroinflamatornu
aktivnost (Grafici 21-24). Za razliku od etarskog ulja, antineuroinflamatorna aktivnost
ekstrakata 0. majorana nije do sada ispitana.

Origanum vulgare

U testu inhibicije AChE, vodeni i etanolni ekstrakti O. vulgare su ispoljili slican efekat na
inhibiciju ovog enzima (270%), Sto je znacajno viSi procenat u odnosu na galantamin. S druge
strane, najslabiju aktivnost je ispoljio metanolni ekstrakt, ¢iji je procenat inhibicije bio sli¢an
galantaminu (Grafik 19). Za razliku od toga, Adsersen i sar. (2006) su zabelezili odsustvo
inhibicije AChE vodenim ekstraktom O. vulgare iz Danske koncentracije 100 pug/mL, dok je

metanolni ekstrakt inhibirao svega 3% njegove aktivnosti.

U testu inhibicije tirozinaze, svi ekstrakti 0. vulgare su ispoljili znac¢ajnu inhibiciju od
oko 60%, Sto je bio viSi procenat od onog dobijenog za koji¢nu kiselinu (Grafik 20).
Moghrovyan i sar. (2019) su dobili 6,5% inhibicije tirozinaze etanolnim ekstraktom O.
vulgare, medutim ovaj rezultat se ne moZe uporediti sa rezultatima predstavljenim u ovoj
doktorskoj disertaciji jer autori nisu naveli na kojoj je koncentraciji ekstrakt ispitivan.

Etanolni ekstrakt O. vulgare je pokazao znacajnu antineuroinflamatornu aktivnost
(Grafici 21-24), dok je u studiji Javadian i sar. (2016), metanolni ekstrakt O. vulgare ispoljio

147



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

anti-inflamatorno dejstvo na mikroglijalne Celije inhibicijom ekspresije iNOS i TNF-a. Smatra
se da je za ovu aktivnost u velikoj meri zasluZan timol, koji je prethodno identifikovan u
ispitivanom ekstraktu. Pored toga, nadeno je da etanolni ekstrakt ove biljke, pored inhibicije
TNF-q, inhibira IL-6 kao i produkciju NO-a od strane RAW 264.7 ¢elija, bez uticaja na njihovu
vijabilnost (Mir i sar., 2021).

Rosmarinus officinalis

Etanolni (71,96%) i vodeni ekstrakti R. officinalis (65,67%) su u testu inhibicije AChE
ispoljili znacajno vecu aktivnost od galantamina, dok je metanolni ekstrakt imao je slicnu
aktivnost kao i galantamin. Ipak, primeceno je da se aktivnost metanolnog i vodenog ekstrakta
nije medusobno znacajno razlikovala (Grafik 19). Adsersen i sar. (2006) su pokazali da je
metanolni ekstrakt R. officinalis koncentracije 100 pg/mL efikasnije inhibirao aktivnost AChE
od vodenog (17% i 12% inhibicije, respektivno), $to nije u saglasnosti sa naSim rezultatima
(66,09% i 71,07% inibicije na istoj koncentraciji, Prilog 8).

U testu inhibicije tirozinaze, svi ekstrakti R. officinalis su imali znacajan inhibitorni
efekat (*60%) u odnosu na koji¢nu kiselinu (Grafik 20). Antitirozinazna aktivnost ekstrakata
R. officinalis je ispitivana u studiji Chiocchio i sar. (2018), i utvrdeno je da metanolni ekstrakt
ove biljke koncentracije 50 pg/mL inhibira 19% aktivnosti tirozinaze. Pored pomenute
studije, u literaturi nema dodatnih podataka o inhibiciji tirozinaze ekstraktima R. officinalis,
mada je za ursolnu, 12-O-metilkarnozinsku i betulinsku kiselinu koje su izolovane iz
ekstrakata ove biljke pokazano da reguliSu ekspresiju tirozinaze u HMV-II humanim
melanoma ¢elijama (Kai i sar., 2015).

Etanolni ekstrakt R. officinalis je ispoljio znacajnu antineuroinflamatornu aktivnost
(Grafici 21-24). Kuhlmann i Rohl (2006) su ukazale na to da bi karnozinska kiselina mogla biti
odgovorna za anti-inflamatornu aktivnost metanolnog ekstrakta R. officinalis prema LPS-om
aktiviranoj mikrogliji ispoljenu smanjenjem produkcije NO-a. Medutim, karnozinska kiselina
nije stabilno jedinjenje, ve¢ nakon ekstrakcije veoma brzo oksidira u karnozol, te se zbog toga
ne moze tvrditi koji je od ova dva diterpena glavni nosilac bioloske aktivnosti ruzmarina.
Pored karnozinske kiseline i karnozola, pokazano je da i rozmarinska kiselina ima znacajan
doprinos u bioloSkim efektima R. officinalis (Habtemariam, 2016). Takode, ekstrakti R.
officinalis imaju sposobnost modulacije sinapticke transmisije, ¢ime dovode do
neuroprotektivnog efekta (Khalid i sar., 2020).

Salvia officinalis

Ekstrakti S. officinalis su pokazali znac¢ajan antineurodegenerativni potencijal u odnosu
na pozitivne kontrole. Naime, u testu inhibicije AChE, etanolni i vodeni ekstrakti su pokazali
znacajno jacu inhibitornu aktivnost (oko 80%) u odnosu na galantamin. Za razliku od toga,
metanolni ekstrakt je imao znacajno slabiju aktivnost, dostiZuju¢i vrednost slicnu onoj za
pozitivnu kontrolu (Grafik 19). U studiji Ferreira i sar. (2006), dekokt S. officinalis u
koncentracijama niZim od 1000 pg/mL nije inhibirao aktivnost AChE, dok je u koncentraciji
1000 pg/mL inhibirao svega 6% aktivnosti ovog enzima. S druge strane, etanolni ekstrakt ove
biljke koncentracije 500 pg/mL je inhibirao 16,4% aktivnosti enzima. Ovi rezultati nisu u
potpunosti u skladu sa rezultatima prikazanim u ovoj doktorskoj disertaciji buduéi da su
ekstrakti S. officinalis iz Srbije bili generalno znatno aktivniji na svim ispitivanim
koncentracijama u poredenju sa ekstraktima S. officinalis iz Portugala.

U testu inhibicije tirozinaze, svi ekstrakti su imali znacajno jac¢u inhibitornu aktivnost
od kojicne kiseline, mada su alkoholni ekstrakti imali znacajno jacu aktivnost (>60%) od
vodenog (<60%) (Grafik 20). Etanolni ekstrakt S. officinalis poreklom iz Rumunije nije ispoljio
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antitirozinaznu aktivnost (Mocan i sar., 2020), dok je u studiji Duleti¢-Lausevi¢ i sar. (2019)
pokazano da su etanolni ekstrakti ove biljke poreklom iz Srbije ispoljili ve¢u aktivnost od
vodenih. Pored toga, u studiji Duleti¢-Lausevic i sar. (2019) nije detektovana aktivnost zavisna
od koncentracije, $to je u skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije.

Etanolni ekstrakt S. officinalis poseduje znacajnu antineuroinflamatornu aktivnost
(Grafici 21-24). Uticaj ekstrakata S. officinalis na neuroinflamaciju nije do sada ispitivan iako
su njegovi anti-inflamatorni i neuroprotektivni efekti poznati od ranije (Mohebbati i sar.,
2017). Kolac i sar. (2017) smatraju da ova biljka ostvaruje svoj anti-inflamatorni potencijal
povedanjem aktivnosti endogenih antioksidativnih enzima, kao i modulacijom ekspresije
kljucnih pro- i anti- inflamatornih molekula, $to su potvrdili i Vieira i sar. (2020).

Ekstrakti S. officinalis su imali najvisi sadrzaj naringina u odnosu na sve ispitivane
ekstrakte. Za ovaj flavonoid je ranije pokazano da u LPS-om aktiviranim BV2 ¢éelijama dovodi
do inhibicije oslobadanja IL-1f3, kao i do koncentraciono-zavisnog smanjenja proizvodnje NO-
a od strane aktiviranih BV2 ¢elija i inhibicije aktivacije p65/NF-kB signalnog puta, koji je inace
kljucan za proinflamatorni odgovor (Bai i sar., 2019). Na osnovu prethodno navedenog, moze
se pretpostaviti da je ovo fenolno jedinjenje, izmedu ostalog, zasluZzno za
antineuroinflamatornu aktivnost ekstrakta S. officinalis.

Satureja montana

Ekstrakti S. montana su u testu inhibicije AChE ispoljili znacajno visu aktivnost u
odnosu na galantamin, pri ¢emu je najviSa aktivnost zabeleZena za vodeni ekstrakt (73,77%).
Ispoljena inhibitorna aktivnost prema AChE se znacajno razlikovala u zavisnosti od rastvaraca
koji je koriS¢en za ekstrakciju (Grafik 19). U studiji Vladimir-KnezZevi¢ i sar. (2014) je uoCeno
da etanolni ekstrakt S. montana ima visok sadrzaj fenolnih kiselina i znac¢ajnu antioksidativnu
aktivnost. Etanolni ekstrakt koncentracije 250 pg/mL ispitivan u njihovoj studiji je inhibirao
24% aktivnosti AChE, Sto je znacajno slabije u odnosu na ekstrakt ispitivan u nasem radu.

Ekstrakti S. montana su ispoljili znacajno viSu aktivnost inhibicije tirozinaze u odnosu
na pozitivnu kontrolu, od kojih je najviSi procenat inhibicije imao metanolni ekstrakt
(76,97%) (Grafik 20). Pretragom literature je ustanovljeno da ne postoje raniji podaci o
efektima ekstrakata S. montana na inhibiciju aktivnosti tirozinaze. Za razliku od ekstrakata,
etarska ulja biljaka roda Satureja su cesce bila predmet sli¢nih istrazivanja.

Etanolni ekstrakt S. montana je pokazao znacajnu antineuroinflamatornu aktivnost
(Grafici 21-24), dok su literaturni podaci o anti-inflamatornoj aktivnosti ekstrakata ove biljke
oskudni. Suvi ekstrakt S. montana je ispoljio anti-inflamatornu aktivnost kod pacova sa
karagenan-indukovanom inflamacijom (Vilmosh i sar., 2021), a kod miSeva je metanolni
ekstrakt ove biljke doveo do smanjenja NO u serumu, ¢ime je smanjena tioglikolatom
indukovana inflamacija (Bahramnezhad i sar., 2021).

Sideritis scardica

[spitivani ekstrakti S. scardica su ispoljili znacajan antineurodegenerativni potencijal. U
testu inhibicije AChE, medu ekstraktima S. scardica, najbolju aktivnost je ispoljio vodeni
ekstrakt (81,95%), nakon Cega slede etanolni i metanolni ekstrakt, ¢ija se aktivnost statisticki
znacajno razlikovala u odnosu na vodeni ekstrakt (Grafik 19). Takode, u testu inhibicije
tirozinaze, najsnaznija inhibitorna aktivnost je uocena za vodeni ekstrakt (59,65%), nakon
Cega slede alkoholni ekstrakti (Grafik 20). Pretragom literature je pokazano da inhibitorna
aktivnost ekstrakata S. scardica prema AChE i tirozinazi nije do sada ispitana, mada su druge
vrste ovog roda Cesto objekat ispitivanja antineurodegenerativne aktivnosti. Neke od najceSce
ispitivanih vrsta su S. albiflora, S. leptoclada, S. libanotica, S. perfoliata i S. stricta. U studiji
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Sarikurkcu i sar. (2020), metanolni ekstrakt S. perfoliata je imao jacu inhibitornu aktivnost
prema AChE a slabiju inhibitornu aktivnost prema tirozinazi od njenog vodenog ekstrakta, sto
je suprotno od nasih rezultata. S druge strane, metanolni ekstrakti S. albiflora i S. leptoclada na
koncentracijama nizim od 200 pg/mL nisu inhibirali aktivnost AChE, dok je metanolni
ekstrakt S. albiflora koncentracije 200 ug/mL inhibirao oko 50% jace aktivnost tirozinaze od
ekstrakta S. leptoclada (Deveci i sar.,, 2019). Ovi rezultati takode nisu u skladu sa nasim
rezultatima, gde su ekstrakti S. scardica bili aktivniji prema AChE nego prema tirozinazi.

Etanolni ekstrakt S. scardica je pokazao znacajnu antineuroinflamatornu aktivnost
(Grafici 21-24). U studiji Knorle (2012) je ispitivan efekat metanolnih, etanolnih i vodenih
ekstrakata S. scardica na unos serotonina, noradrenalina i dopamina u sinaptozome mozga
pacova i unos serotonina u ljudske ¢elije horiokarcinomna (JAR ¢elije). Njihovi rezultati su
pokazali da su ekstrakti S. scardica inhibirali unos ovih monoamina u sinaptozome mozga
pacova odgovaraju¢im transporterima, pri ¢emu su alkoholni ekstrakti bili efikasniji od
vodenog ekstrakta. Budué¢i da je inhibicija transportera humanog serotonina metanolnim
ekstraktom takode bila veoma efikasna, zakljuCeno je da ovi ekstrakti mogu biti od velike
koristi u terapiji mentalnih poremecaja povezanih sa neispravhom monoaminergi¢nom
neurotransmisijom (poremecaji anksioznosti, hiperaktivnosti povezane sa deficitom paZnje,
depresija, oStecenja i/ili neurodegenerativne bolesti). Medutim, iako su biljke roda Sideritis
poznate u narodnoj medicini kao anti-inflamatorni agensi (Todorova i Trendafilova, 2014), u
literaturi ne postoje podaci o antineuroinflamatornoj aktivnosti njihovih ekstrakata.

Teucrium chamaedrys i T. montanum

U testu inhibicije AChE, metanolni ekstrakti T. chamaedrys i T. montanum su ispoljili
znacajno slabiju aktivnost (oko 60%) od galantamina. Za razliku od toga, vodeni i etanolni
ekstrakti T. chamaedrys su ispoljili slican inhibitorni efekat kao i galantamin, a vodeni i
etanolni ekstrakti 7. montanum su imali znacajno jacu inhibitornu aktivnost od galantamina
(Grafik 19). U studiji Vladimir-KneZevi¢ i sar. (2014) je pokazano da etanolni ekstrakt T.
chamaedrys poreklom iz Hrvatske (500 pg/mL) ima 1,4 puta vecu AChE aktivnost od
etanolnog ekstrakta T. montanum, Sto nije u saglasnosti sa nasim rezultatima, budu¢i da je pri
istoj koncentraciji etanolni ekstrakt T. chamaedrys iz Srbije slabije inhibirao aktivnost AChE
od ekstrakta T. montanum.

U testu inhibicije tirozinaze, svi ekstrakti T. chamaedrys i T. montanum su ispoljili
znacajno vecu inhibitornu aktivnost u odnosu na koji¢nu kiselinu. Pri koncentraciji od 250
pg/mL nije bilo znacajne razlike u aktivnosti ovih ekstrakata u odnosu na korisc¢eni
ekstrakcioni rastvarac: ekstrakti obe biljke su inhibirali aktivnost tirozinaze za oko 60%
(Grafik 20). U studiji Vujanovic i sar. (2019) je pokazano da je etanolni ekstrakt T. chamaedrys
poreklom iz Srbije 3,2 puta efikasnije inhibirao aktivnost tirozinaze od etanolnog ekstrakta T.
montanum, $to nije bio slucaj sa uzorcima ispitivanim u ovoj disertaciji, gde nije uoCena
znacajna razlika izmedu aktivnosti ekstrakata ove dve biljne vrste.

Etanolni ekstrakti T. chamaedrys i T. montanum su ispoljili znacajnu
antineuroinflamatornu aktivnost (Grafici 21-24). Pretragom literature je pokazano da efekat
ekstrakata T. chamaedrys i T. montanum na neuroinflamaciju do sada nije ispitan. Ipak, za
pojedine komponente njihovih ekstrakata, kao $to su verbaskozid, forzitozid B, harpagid, 8-0-
acetil-harpagid, cirziliol i f-arbutin je ranije pokazano da imaju anti-inflamatorni, kao i
neuroprotektivni efekat (Frezza i sar., 2018).
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Thymus serpyllum i Th. vulgaris

Ekstrakti Th. serpyllum i Th. vulgaris su pokazali slican trend inhibicije AChE. Pojedini
ekstrakti ovih biljaka su imali sli¢an inhibitorni efekat prema AChE kao galantamin, dok su
neki imali znacajno ve¢i inhibitorni efekat od galantamina. Medu ekstraktima Th. serpyllum i
Th. vulgaris, najvisi inhibitorni efekat su ispoljili vodeni ekstrakti (oko 70%), nakon cega slede
etanolni, a zatim i metanolni ekstrakti (Grafik 19). S druge strane, etanolni ekstrakti Th.
serpyllum i Th. vulgaris poreklom iz Hrvatske (500 pg/mL) imali su niZi stepen inhibicije AChE
u odnosu na naSe rezultate, pri ¢emu su autori pokazali da je ekstrakt Th. vulgaris 1,3 puta
aktivniji od ekstrakta Th. serpyllum (Kindl i sar., 2015). Za razliku od toga, ekstrakti ispitivani
u ovoj disertaciji nisu pokazali znacajnu razliku prilikom inhibicije AChE. U studiji Adsersen i
sar. (2006) nije zabeleZena inhibicija AChE metanolnim i vodenim ekstraktima Th. vulgaris iz
Danske na koncentraciji 100 pg/mL, Sto nije u skladu sa nasim rezultatima.

U testu inhibicije tirozinaze, ekstrakti Th. serpyllum i Th. vulgaris su imali znacajno veci
inhibitorni efekat u odnosu na koji¢nu kiselinu. Ekstrakti Th. serpyllum se nisu medusobno
znacajno razlikovali prema ispoljenom antitirozinaznom efektu (bez obzira na rastvarac,
inhibicija ekstraktima je bila oko 60%). S druge strane, alkoholni ekstrakti Th. vulgaris su
ispoljili znacajno jace dejstvo (69,68%) u odnosu na vodeni ekstrakt (60,64%) (Grafik 20). U
studiji Chiocchio i sar. (2018), metanolni ekstrakti Th. serpyllum i Th. vulgaris su imali isti
procenat inhibicije tirozinaze (26% inhibicije pri koncentraciji 50 pg/mL), $to je u saglasnosti
sa nasim rezultatima.

Etanolni ekstrakti Th. serpyllum i Th. vulgaris su ispoljili znacajnu
antineuroinflamatornu aktivnost (Grafici 21-24). Pretragom literature je ustanovljeno da
antineuroinflamatorni efekat ekstrakata ove vrste roda Thymus nije do sada ispitivan,
medutim njihova etarska ulja, kao i pojedinacna jedinjenja su cesto bili objekat slicnih
istrazivanja. Pokazano je da pored inhibicije enzima odgovornih za razvoj
neurodegenerativnih bolesti, monoterpenski fenoli timol i karvakrol izolovani iz etarskog ulja
ovih biljaka dovode i do smanjenja kognitivnog deficita in vivo (Tundis i sar., 2018). Takode,
kod rotenonom indukovane neurodegeneracije u mozgu pacova, timol je doveo do znacajnog
smanjenja gubitka dopaminergickih neurona, oksidativnog stresa i inflamacije. Ove efekte je
timol ostvario pospesujuci o¢uvanje endogenih antioksidativnih odbrambenih mehanizama i
smanjenjem inflamatornih medijatora: citokina IL-1f, IL-6 i TNF-a, enzima iNOS i COX-2, i
transkripcionog faktora NF-xB (Javed i sar., 2019).

Pojedine studije sugeriSu da pacijenti oboleli od neurodegenerativnih bolesti imaju
povecani rizik za razvoj odredenih tipova tumora. Naime, primeéeno je da su geni koji
uzrokuju neurodegeneraciju cesto mutirani ili abnormalno eksprimirani u tumorskim
¢elijama. Mnogi geni koji su eksprimirani u tumorskim oboljenjima i/ili neurodegeneraciji
igraju znacajnu ulogu u kontroli ¢elijskog ciklusa, reparaciji DNK i brojnim signalnim
putevima (Plun-Favreau i sar., 2010; Jackson i sar., 2021). Zbog toga se oCekuje da ¢e buduca
istrazivanja identifikovati prognosticke markere zajednicke za neurodegeneraciju i tumor koji
bi mogli rezultirati poboljSanim imunomodulatornim terapeutskim strategijama.

4.8. Antitumorska aktivnost

Istrazivanja su pokazala da umereni nivoi RVK-a uti¢u na proliferaciju i diferencijaciju

Celija, medutim, pri vecoj koncentraciji RVK-a moze do¢i do zaustavljanja rasta ili ¢ak do smrti
tumorskih celija (tzv. ,Pristup poviSenih RVK-a“). Ovakav pristup implicira da su pod
uslovima poviSenih RVK-a, tumorske ¢elije osetljivije na dodatni oksidativni stres (Trivellini i
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sar.,, 2016; Perillo i sar.,, 2020). Medutim, takode postoje indicije da je uloga RVK-a u
tumorskim ¢elijama dvojaka, Sto znaci da bi te celije mogle biti osetljivije pri smanjenim
koncentracijama RVK-a (tzv. ,Pristup smanjenih RVK“) (Wang i Yi, 2008). Budu¢i da bi RVK
mogle funkcionisati i kao proinflamatorni medijatori (Naik i Dixit, 2011), smanjeni nivoi RVK-
a bi se mogli odraziti na zastitu normalnih, susednih ¢elija od oksidativnog oStec¢enja. Takode,
NO ima vaznu homeostatsku ulogu u ljudskom telu (Costa i sar., 2021), medutim studije
ukazuju na to da pored toga, NO predstavlja signalni molekul sa klju¢nom ulogom u modulaciji
procesa tumorogeneze. Uloga NO-a u tumorogenezi nije u potpunosti razjaSnjena zbog brojnih
funkcionalnih aktivnosti koje NO ima kako u normalnim, tako i u patofizioloSkim stanjima.
Ipak, pokazano je da NO moze direktno ili indirektno dovesti do oStecenja DNK, a takode moze
ometati popravku DNK, i/ili izazvati posttranslacione modifikacije, Sto dalje dovodi do
potencijalnog razvoja tumora, njegove promocije i progresije (Rao, 2004). Medutim, znacajno
je napomenuti da je u viSim koncentracijama NO citotoksi¢an za tumorske celije i moze
inhibirati rast tumora (Sinha, 2020).

Tumorske éelije proliferiSu brze od normalnih, te se smatra da su zbog toga osetljivije
na efekte antitumorskih agenasa Blagosklonny (2006), a takode je pokazano da oSte¢enje DNK
igra vaznu ulogu u inicijalnom koraku procesa tumorogeneze (Beedanagari, 2017).

Biljke familije Lamiaceae poseduju Sirok spektar sekundarnih metabolita koji svojim
sinergistickim delovanjem ostvaruju znacajne bioloSke efekte. Zahvaljuju¢i svom bogatom
fitohemijskom sastavu, ove biljke poseduju sposobnost da uti¢u na razli¢ite faze razvoja
tumora, dok u isto vreme imaju i imunomodulatornu aktivnost na normalno tkivo.
Antitumorska aktivnost supstanci je Cesto posledica njihove antioksidativne aktivnosti, te su
zbog toga biljke familije Lamiaceae odli¢ni kandidati za ispitivanje antitumorskog potencijala.

Za ispitivanje antitumorske aktivnosti ekstrakata biljaka familije Lamiaceae
selektovani su samo etanolni ekstrakti, budu¢i da su oni u naSem preliminarnom istrazivanju
bili aktivniji od metanolnih i vodenih ekstrakata odgovarajuc¢ih biljaka. Antitumorski
potencijal je dalje ispitivan na Celijskoj liniji kolorektalnog kancera, HCT-116 ¢elijskoj liniji, a
rezultati antitumorske aktivnosti su predstavljeni na Graficima 25-28.
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Grafik 25. Antiproliferativni efekat etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae u
MTT testu.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska. Kontrola predstavlja netretirane celije.
* (p<0,05) vs. kontrola, ** (p<0,01) vs. kontrola
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Od 18 etanolnih ekstrakata, samo ekstrakti L. angustifolia koncentracija 50 i 100
png/mlL, O. basilicum koncentracija 25, 50 i 100 pg/mL i R. officinalis koncentracije 25 pg/mL
su doveli do znacajnog smanjenja proliferacije HCT-116 ¢elija. Ostali ekstrakti nisu ispoljili
efekat na smanjenje proliferacije ovih tumorskih ¢elija (Grafik 25).

Buduci da su pojedini ispitivani ekstrakti ispoljili antiproliferativni efekat na celijsku
liniju kolorektalnog tumora, u narednim koracima ove studije ispitivan je njihov efekat na
modulaciju produkcije RVK-a i NO-a od strane ovih celija.

U NBT testu je procenjen efekat na produkciju RVK-a od strane HCT-116 (¢elija.
Ekstrakt G. hederacea (50 i 100 pg/mL), H. officinalis (50 i 100 ug/mL), M. officinalis (50 i 100
ng/mkL), M. piperita (100 pg/mL), O. basilicum (100 ug/mL), R. officinalis (50 i 100 pg/mL), S.
officinalis (100 pg/mL) i S. montana (100 pg/mL) su doveli do znaCajnog smanjenja
produkcije RVK-a od strane HCT-116 ¢elija. S druge strane, ekstrakti L. angustifolia (50 i 100
png/mkL) i Th. vulgaris (100 pg/mL) su znacajno povecali produkciju RVK-a od strane HCT-116
Celija. Rezultati ovog testa su predstavljeni na Grafiku 26.
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Grafik 26. Antitumorski efekat etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae u NBT

testu.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost indeksa + standardna greska. Kontrola predstavlja netretirane ¢elije.
* (p<0,05) vs. kontrola, ** (p<0,01) vs. kontrola, *** (p<0,001) vs. kontrola

153



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

240 - X
220
% 200 -
3 180 -
S 160 -

=
[
o o

100 -

o
o
I

*
*

Koncentracija N
o]
S
=
BAi

M
*

S
o

|
H *

*
*

3]
o
1

sk
o TR *
I N I B 6 N o

=

)
:"]H'I
E3
£
3
3
Ed
#
*
*

=
=

o

L. cardiaca
M. vulgare
M. piperita
0. vuigare
S. montana
S.scardica
Th. vulgaris
Kontrola

G. hederacea
H. officinalis

L. angustifolia
M. officinalis
0. basificum

0. majorana
R. officinalis

S. officinalis
T.chamaedrys
T. montanum
Th. serpyilum

O025pug/mL O50pg/mL 0100 pg/mL

Grafik 27. Antitumorski efekat etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae u

Grisovom testu.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost koncentrcije azot monoksida (NO) + standardna greska. Kontrola
predstavlja netretirane celije.
* (p<0,05) vs. kontrola, ** (p<0,01) vs. kontrola, *** (p<0,001) vs. kontrola

Rezultati ispitivanja uticaja etanolnih ekstrakata biljaka familije Lamiaceae na
produkciju NO od strane HCT-116 celija su predstavljeni na Grafiku 27. U ovom testu je
pokazano da ekstrakti L. angustifolia (25, 50 i 100 pg/mL), L. cardiaca (50 i 100 pg/mL), M.
vulgare (100 pg/mL), M. officinalis (25 pg/mL), M. piperita (25 i 50 pg/mL), O. basilicum (25 i
50 pg/mL), R. officinalis (25 i 50 pg/mL), S. officinalis (25, 50 i 100 pg/mL), S. montana (25 i
50 pg/mL), S. scardica (25 pg/mL) i Th. vulgaris (100 pg/mL) dovode do znacajnog poveéanja
produkcije NO-a u HCT-116 celijama. Primeceno je da je najveéi efekat na produkciju NO-a
dobijen pri najmanjoj testiranoj koncentraciji (25 pg/mL).
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Grafik 28. Genotoksic¢na aktivnost etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae na
HCT-116 celijsku liniju.
Rezultati su predstavljeni kao procenat intenziteta repa (IR%) komete u odnosu na netretiranu kontrolu (k) i
etopozid (E, pozitivna kontrola).
dys. netretirana kontrola, * vs. etopozid (p<0,05)

Rezultati ispitivanja genotoksi¢nog potencijala etanolnih ekstrakata predstavnika
familije Lamiaceae na HCT-116 C(elijsku liniju su prikazani na Grafiku 28. Svi etanolni
ekstrakti, osim R. officinalis, S. officinalis i Th. serpyllum, su znacajno povecali nivo oStecenja
DNK u ovim tumorskim ¢elijama, medutim samo je O. basilicum ispoljio genotoksi¢ni efekat
slican etopozidu. Na Slici 30 su prikazane dobijene reprezentativne slike nukleoida, odnosno
»kometa“ HCT-116 celija u komet testu.
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Slika 30. Reprezentativne slike nukleoida HCT-116 celija.
Nivoi oStec¢enja nukleotida HCT-116 Celija su predstavljeni kao intenzitet repa komete (%): A - 18,97%, B -
29,94%, C - 38,08%, D - 46,58%, E - 56,74% i F - 78,28% (foto: M. M. Oalde Pavlovi¢).

U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da se antiproliferativna aktivnost ekstrakata
pojedinih predstavnika familije Lamiaceae na HCT-116 ¢elije moZe objasniti modulacijom
proizvodnje RVK-a i NO-a. U skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije su i nalazi drugih
studija koje su pokazale da ekstrakti ovih biljaka, kao i njihova etarska ulja, indukuju pove¢anu
proizvodnju RVK-a u tumorskim celijama debelog creva i dovode do njihove apoptoze i
inhibicije proliferacije (Weidner i sar., 2015; Pérez-Sanchez i sar., 2019), Sto se pokazalo kao
efikasan pristup u terapiji tumora (Perillo i sar., 2020). S druge strane, literaturni podaci koji
govore o sposobnosti ovih biljaka da moduliSu produkciju NO-a u tumorskim celijama su
veoma retki.

U literaturi je malo studija o genotoksi¢cnom efektu predstavnika familije Lamiaceae
testiranih u ovoj disertaciji na HCT-116 cCelijsku liniju. Medutim, pokazano je da pojedine vrste
familije Lamiaceae ispoljavaju genotoksi¢ni efekat na razlic¢ite tumorske éelije, ukljucujuci
Celije adenokarcinoma debelog creva, tumora dojke i ovarijuma (Grujici¢ i sar., 2020; Micovic i
sar., 2021).

Glechoma hederacea

Etanolni ekstrakt G. hederacea poseduje slabiji antitumorski potencijal na ispitivanim
koncentracijama na HCT-116 ¢elije u odnosu na ostale ekstrakate biljaka familije Lamiaceae. U
MTT testu, ekstrakt ove biljke je sa povecanjem koncentracije stimulisao rast vijabilnosti ovih
¢elija (Grafik 25). Etanolni ekstrakt G. hederacea koncentracije 50 i 100 pug/mL je znacajno
smanjio produkciju RVK-a (Grafik 26), a nije uticao na produkciju NO-a u HCT-116 celijama
(Grafik 27). U komet testu je ovaj ekstrakt na koncentraciji od 100 pg/mL, indukovao znatno
nizi nivo oStec¢enja DNK molekula u HCT-116 ¢elijama u poredenju sa etopozidom (Grafik 28).

Antitumorska aktivnost ekstrakata G. hederacea na ¢elijama kolorektalnog kancera nije
prethodno detaljno istrazena. Medutim, u studiji Kumarasamy i sar. (2006) je pokazano da su
hederacin A i B, dva alkaloida izolovana iz metanolnog ekstrakta ove biljke, inhibirala rast
Caco-2 Celija humanog kolorektalnog adenokarcinoma. Pored toga, pokazano je da ursolna
kiselina, koja je inace prisutna u G. hederacea u visokom procentu, moze uticati na G0/G1
kontrolnu tacku Celijskog ciklusa i dovesti do inhibicije replikacije DNK u HCT-15 ¢elijama, $to
za posledicu ima inhibiciju proliferacije ovih ¢elija (Li i sar., 2002).

Hyssopus officinalis

Etanolni ekstrakt H. officinalis je ispoljio slabiji antitumorski potencijal u odnosu na
ostale ispitivane ekstrakte. Ipak, iako nije uticao na vijabilnost HCT-116 ¢elija (Grafik 25), na
50 i 100 pg/mL je doveo do znacajnog smanjenja produkcije RVK-a u odnosu na netretirane

celije (Grafik 26), Sto moze sugerisati odreden nivo antitumorskog potencijala. S druge strane,
u Grisovom testu nije prime¢eno njegovo znacajno dejstvo u odnosu na netretirane celije
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(Grafik 27), medutim u komet testu je ovaj ekstrakt na 100 pg/mL znacajno povecao oStecenje
molekula DNK ispitivanih tumorskih c¢elija u odnosu na netretirane c¢elije. Ipak, stepen
oStecenja DNK izazvan ekstraktom H. officinalis je bio znacajno nizZi od stepena oSteéenja
izazvanih etopozidom (Grafik 28).

U studiji Micovi¢ i sar. (2021), metanolni ekstrakti H. officinalis poreklom iz Srbije i
Crne Gore su pokazali vremenski-nezavisnu genotoksi¢nu aktivnost na SW-480 ¢elije. Ipak,
autori su poredili ovu genotoksi¢nu aktivnost sa aktivno$¢éu ovih ekstrakata prema Hela
¢elijama cervikalnog kancera, ¢ime su ustanovili da se njihova aktivnost na SW-480 (¢elije
mozZe okarakterisati kao slaba.

Lavandula angustifolia

Etanolni ekstrakt L. angustifolia je jedan od retkih ekstrakata ispitivanih u ovoj studiji
koji je znacajno smanjio vijabilnost HCT-116 celija u odnosu na netretirane tumorske celije
(Grafik 25). Pored toga, u ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da je antitumorski efekat
etanolnog ekstrakta L. angustifolia posredovan povecanjem produkcije RVK-a (Grafik 26) i
NO-a (Grafik 27) u HCT-116 celijama, kao i njegovim genotoksi¢nim efektom na ove celije
(Grafik 28).

Uticaj ekstrakata L. angustifolia na ¢elije kolorektalnog kancera do sada nije istrazivan.
Ipak, pojedine studije koje ukazuju na to da etarsko ulje ove biljke, zahvaljujuci linalolu, linalil
acetatu i 1,8-cineolu, moZe indukovati ¢elijsku smrt Caco-2 ¢elija (Donadu i sar., 2017). Pored
pomenute aktivnosti, pokazano je da etarsko ulje ove biljke takode moZe imati i
antinociceptivno dejstvo nakon operacije kolorektalnog kancera (Yu i Seol, 2017).

Leonurus cardiaca

Etanolni ekstrakt L. cardiaca nije znac¢ajno smanjio vijabilnost HCT-116 ¢elija u odnosu
na netretirane tumorske celije (Grafik 25), a takode nije imao efekta ni na modulaciju
produkcije RVK-a (Grafik 26). Ipak, etanolni ekstrakt na 50 i 100 ug/mL je doveo do znacajnog
povecanja koncentracije NO-a u HCT-116 ¢elijama (Grafik 27), a u koncentraciji 100 pg/mL je
takode ispoljio znacajnu genotoksi¢nu aktivnost koja je bila niza u poredenju sa etopozidom
(Grafik 28). Pretragom literature je ustanovljeno da ne postoje podaci koji govore o uticaju
ekstrakata L. cardiaca na Celije kolorektalnog kancera.

Marrubium vulgare

Etanolni ekstrakt M. vulgare nije uticao na vijabilnost celija kolorektalnog tumora
(Grafik 25), mada je doveo do povecanja produkcije RVK-a (Grafik 26) i znaajno povecao
produkciju NO-a od strane ovih tumorskih ¢elija u koncentraciji od 100 pg/mL (Grafik 27). Na
istoj koncentraciji, u komet testu je pokazano da ekstrakt M. vulgare znacajno povecava
oSte¢enja DNK HCT-116 celija koje je ipak bilo znaCajno manje u poredenju sa cCelijama
tretiranih etopozidom (Grafik 28).

Pretragom literature je utvrdeno da ne postoje podaci o uticaju ekstrakata M. vulgare
na cCelije kolorektalnog kancera, medutim pokazana je antiproliferativna aktivnost
metanolnog ekstrakta Marrubium thessalum i izolovanih jedinjenja (posebno akteozida,
leukoseptozida A, forzitozida B, izoakteozida i dekafeoil-akteozida) na HCT-116 ¢elije. Ipak,
zanimljivo je da flavonoidi izolovani iz M. thessalum nisu uticali na smanjenje proliferacije
ovih ¢elija (Argyropoulou i sar., 2012).
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Melissa officinalis

Etanolni ekstrakt M. officinalis nije uticao na vijabilnost HCT-116 ¢elija (Grafik 25), ali
je znacajno smanjio njihovu produkciju RVK-a (Grafik 26). Sa druge strane, etanolni ekstrakt
je povecao produkciju NO-a u odnosu na netretirane celije, pri ¢emu je to povecanje
produkcije bilo znacajno vise u odnosu na ekstrakte ostalih testiranih predstavnika familije
Lamiaceae (Grafik 27). Etanolni ekstrakt M. officinalis je takode ispoljio zna¢ajno genotoksi¢no
dejstvo na HCT-116 celije, mada je intenzitet tog dejstva bio slabiji u odnosu na etopozid
(Grafik 28).

Encalada i sar. (2011) su otkrili su da etanolni ekstrakt M. officinalis ima citotoksi¢no
dejstvo na HCT-116 Ccelije, medutim ova aktivnost moZe biti posledica primene visoke
koncentracije uzorka (1000 pg/mL), za razliku od deset puta niZe koncentracije, koja je
koris¢ena u naSem radu. U studiji Weidner i sar. (2015) je pokazano da je ova aktivnost
posledica visokog sadrzaja rozmarinske kiseline u ekstraktima M. officinalis, koja je i sama
imala visok citotoksi¢ni efekat na HCT-116 celije. Pored toga, autori su pokazali da etanolni
ekstrakt M. officinalis pri koncentracijama visim od 1000 pg/mL dovodi do inhibicije
proliferacije HT-29 i T84 celija kolorektalnog kancera i indukuje apoptozu pove¢anjem RVK-a.
Medutim, na nizim koncentracijama uzorka, autori nisu dobili aktivnost na HCT-116 celijama.

Mentha x piperita

Etanolni ekstrakt M. piperita nije imao efekat na vijabilnost HCT-116 cCelija (Grafik 25).
S druge strane, ovaj ekstrakt je pokazao znacajan antitumorski potencijal usled smanjenja
produkcije RVK-a i povecanja produkcije NO-a u ovim CcCelijama, kao i genotoksicnom
aktivnos$¢u koje su ispoljili na HCT-116 tumorske celije (Grafici 26-28).

Elansary i sar. (2020b) su pokazali da je metanolni ekstrakt M. piperita imao
antiproliferativni/citotoksi¢ni efekat na HT-29 ¢elije (¢elijska linija adenokarcinoma debelog
creva). Autori su pripisali ispoljenu aktivnost metanolnog ekstrakta M. piperita visokom
sadrzaju rozmarinske kiseline i naringina u ispitivanom ekstraktu, za koje je od ranije poznato
da imaju antiproliferativni efekat na mnogim tumorskim ¢éelijskim linijama.

Ocimum basilicum

Etanolni ekstrakt O. basilicum je pokazao najbolji antitumorski potencijal u odnosu na
sve ostale ekstrakte predstavnika familije Lamiaceae ispitivanih u ovoj doktorskoj disertaciji.
Ovaj ekstrakt je bio jedan od retkih koji su znacajno smanjili vijabilnost HCT-116 ¢elija (Grafik
25). Pored toga, ekstrakt O. basilicum je znacCajno smanjio produkciju RVK-a (Grafik 26) i
znacajno povecao produkciju NO-a u odnosu na netretirane celije (Grafik 27). Pored toga,
znacCajno je naglasiti da je etanolni ekstrakt O. basilicum jedini izazvao oStecenje DNK
tumorskih celija slicnog intenziteta kao etopozid pri istoj koncentraciji (Grafik 28).

Pretragom literature je ustanovljeno da ekstrakti O. basilicum do sada nisu bili objekat
sli¢nih istraZivanja. Sa druge strane, in silico studija radena na izolovanim komponentama
etarskog ulja listova ove biljke, kao Sto su eugenol, germakren, mentol i $-elemen, pokazuje da
ona imaju snaZzan antitumorski potencijal na regulatorne gene humanog kolorektalnog
kancera. Naime, visok afinitet vezivanja ovih jedinjenja za pojedine onkogene, kao $to je BRAF
onkogen, moZe izazvati njihovu inaktivaciju, ¢ime je omoguéena antitumorska aktivnost
etarskog ulja O. basilicum (Purushothaman i sar., 2019). S druge strane, ustanovljeno je da
metanolni ekstrakt 0. sanctum smanjenjem produkcije NO-a dovodi do prevencije nastanka
pojedinih tumora (Kim i sar., 1998). Pomenuto smanjenje produkcije NO-a pod uticajem
ekstrakta ove biljke nije u skladu sa rezultatima ove doktorske disertacije. Ipak, pokazano je
da smanjenje, ali i povecanje produkcije NO-a, kao i RVK-a, mozZe za posledicu imati poremecaj
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metabolizma tumorskih celija, Sto dalje vodi ka razli¢itim antitumorskim mehanizmima (Rao,
2004; Wang i Yi, 2008; Naik i Dixit, 2011; Trivellini i sar., 2016; Perillo i sar., 2020; Sinha,
2020; Costai sar., 2021).

Origanum majorana

Etanolni ekstrakt O. majorana koncentracija nizih od 100 pg/mL nema uticaja na
vijabilnost HCT-116 celija. Medutim, na koncentraciji 100 ug/mL znacajno povecava njihovu
vijabilnost (Grafik 25). S druge strane, modulacija produkcije RVK-a i NO-a od strane HCT-116
Celija nije detektovana ni na jednoj testiranoj koncentraciji (Grafici 26 i 27). Ovaj ekstrakt je
ispoljio znacajno genotoksicno dejstvo na HCT-116 celije, ali je to dejstvo ipak znacajno slabije
u odnosu na etopozid (Grafik 28).

Za razliku od rezultata ove doktorske disertacije, Benhalilou i sar. (2019) su pokazali
da znatno viSe koncenracije etanolnog ekstrakta O. majorana (ICso vrednost za HT-29 i Caco-2
Celije iznosi 498 pg/mL i 506 pg/mL nakon 24-Casovnog tretmana), imaju snaZan
antiproliferativni efekat na navedene ¢elija humanog kolorektalnog kancera. Etanolni ekstrakt
0. majorana ispitivan u studiji Benhalilou i sar. (2019) je takode izazvao oSte¢enje DNK,
pokrenuo autofagiju i aktivirao apoptotski put zavisan od kaspaza 3 i 7, najverovatnije
aktivirajuc¢i kaskadu TNF-a. Sli¢na aktivnost je pokazana i za kempferol, flavonol koji je ¢esto
prisutan u ekstraktima O. majorana. Prema, Choi i sar. (2018), kempferol je povecanjem
produkcije RVK-a doveo do aktivacije kaspaza i stimulacije apoptoze u HCT-116 ¢elijama.

Origanum vulgare

Etanolni ekstrakt 0. vulgare nije imao efekta na vijabilnost HCT-116 ¢elija nakon 24-
Casovnog tretmana (Grafik 25). Medutim, u istrazivanju Grbovi¢ i sar. (2013), metanolni
ekstrakt O. vulgare sa teritorije Srbije je smanjio vijabilnost HCT-116 celija u zavisnosti od
primenjene koncentracije i duZine tretmana. Naime, u koncentraciji ekstrakta 500 pug/mlL,
prezivljavanje HCT-116 celija nakon 24-¢asovnog tretmana je smanjeno na 15%, a nakon 72-
Casovnog tretmana na 10%. S druge strane, primenom niZe koncentracije ekstrakta, 100
pg/ml, vijabilnost celija nakon 24-Casovnog tretmana je smanjena na 30%, a nakon 72-
Casovnog tretmana na 5%. Ipak, u naSem radu su testirane niZe koncentracije ekstrakta, Sto
moZe biti razlog odsustva efekta.

Ekstrakt O. vulgare ispitan u naSem radu takode nije imao efekat na produkciju RVK-a i
NO-a u HCT-116 (elijama (Grafici 26 i 27). Sa druge strane, ovaj ekstrakt je ispoljio
genotoksicni potencijal u komet testu, ali je intenzitet izazvanih oSte¢enja DNK HCT-116 ¢elija
bio znacajno slabiji od efekta iste koncentracije etopozida (100 ug/mL) (Grafik 28).

Rosmarinus officinalis

Etanolni ekstrakt R. officinalis ne uti¢e na vijabilnost HCT-116 celija (Grafik 25), a
takode ne ispoljava ni genotoksican efekat prema ovim tumorskim celijama (Grafik 26).
Medutim, na 50 i 100 pg/mL doveo je do znacajne redukcije RVK-a u poredenju sa
netretiranim ¢elijama (Grafik 27), dok je na 25 i 50 pg/mL doveo do znacajnog povecanja
produkcije NO-a (Grafik 28). Ovakav rezultat ukazuje na sposobnost modulacije metabolickih
mehanizama u ovim tumorskim ¢elijama i potencijalni antitumorski efekat.

[strazivanje Valdés i sar. (2015) je pokazalo da su ekstrakti lista R. officinalis bogati
rozmarinskom i karnozinskom kiselinom, imali antiproliferativno dejstvo na HT-29 ¢elije tako
Sto su zaustavljali ¢elijski ciklus i stimulisali apoptozu. Pored toga, Pérez-Sanchez i sar. (2019)
su pokazali da ekstrakt ove biljke dobijen superkriticnom ekstrakcijom snazno inhibira
proliferaciju, migraciju i formiranje agregata Celija kolorektalnog adenokarcinoma, HT-29 i
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SW480. Tretman ovim ekstraktom je takode doveo do rasta produkcije RVK-a u ovim
¢elijama, i njihove nekroze. Elansary i sar. (2020a) su pokazali da metanolni ekstrakt R.
officinalis imao vecu citotoksi¢nu aktivnost prema HT-29 ¢elijama nego metanolni ekstrakt O.
basilicum zahvaljujudi visokom sadrZaju rozmarinske kiseline.

Salvia officinalis

Dobijeni rezultati su pokazali da etanolni ekstrakt S. officinalis ne utice na vijabilnost
HCT-116 celija (Grafici 25). Jedino na najviSoj testiranoj koncentraciji etanolni ekstrakt S.
officinalis je znacajno redukovao produkciju RVK-a (Grafik 26), dok je znacajno povecanje
produkcije NO-a uoceno na svim koncentracijama (Grafik 27). Ipak, etanolni ekstrakt S.
officinalis nije ispoljio genotoksi¢ni efekat prema HCT-116 ¢elijama (Grafik 28).

Pretragom literature je ustanovljeno da ne postoje ranije studije antiproliferativnog
uticaja ekstrakata S. officinalis na HCT-116 ¢elije, medutim za druge vrste roda Salvia, poput S.
fruticosa, S. lanigera i S. ringens je pokazano da smanjuju proliferaciju HCT-116 ¢elija (Alimpi¢
i sar,, 2015; Duleti¢-LauSevic¢ i sar., 2018b). Takode je pokazano da etarsko ulje S. officinalis
ima efekat na razli¢ite tumorske celije debelog creva (Caco-2, HT-29 i HCT-116) zahvaljujuci
visokom sadrzaju 1,8-cineola, a-tujona i kamfora (Luca i sar., 2020).

Satureja montana

Iako etanolni ekstrakt S. montana nije smanjio vijabilnost HCT-116 ¢elija (Grafik 25),
pokazao je znacajan antitumorski potencijal. Testirani ekstrakt je doveo do koncentraciono-
zavisnog smanjenja produkcije RVK-a (Grafik 26), dok je znacajno povecanje produkcije NO-a
u HCT-116 ¢elijama dobijeno na 25 i 50 pg/mL (Grafik 27). Pored toga, etanolni ekstrakt S.
montana je ispoljio znacajan genotoksi¢ni potencijal prema HCT-116 ¢elijama u odnosu na
netretiranu kontrolu, medutim njegov efekat je bio znacajno slabiji od genotoksi¢nog efekta
iste koncentracije etopozida (Grafik 28).

Pretragom literature je ustanovljeno da ne postoje podaci o efektima ekstrakata S.
montana na HCT-116 celije kolorektalnog kancera. Medutim, pokazano je da etarsko ulje ove
biljke ima citotoksi¢no dejstvo na LS174 celijsku liniju kolorektalnog kancera (Kundakovi¢ i
sar., 2014). Ovi autori su naglasili da efikasnost etarskog ulja ove biljke zavisi od njegovog
fitohemijskog sastava, koji je u direktnoj vezi sa lokalitetom na kom je biljka rasla.

Sideritis scardica

Etanolni ekstrakt S. scardica nije ispoljio znacajnu antitumorsku aktivnost u svim
testovima koriS¢enim u ovoj doktorskoj disertaciji. Nije uoCen uticaj ovog ekstrakta na
vijabilnost HCT-116 celija (Grafik 25), kao ni na modulaciju produkcije RVK-a (Grafik 26). S
druge strane, na najmanjoj testiranoj koncentraciji ovaj ekstrakt je znacajno povecao
produkciju NO-a (Grafik 27), i ispoljio znacajan genotoksic¢ni potencijal, indukujuci oStecenja
DNK. Medutim, ova oStecenja su bila slabijeg intenziteta u odnosu na etopozid testiran na istoj
koncentraciji (Grafik 28).

Pretragom literature je ustanovljeno da S. scardica nije do sada bila objekat sli¢nih
istrazivanja. Medutim, metanolni ekstrakti listova dve endemicne vrste poreklom iz Turske,
Sideritis ozturkii i S. niveotomentosa, su ispoljili citotoksi¢ni efekat na DLD1 C(celije
kolorektalnog kancera. Ekstrakt S. ozturkii je doveo do stimulacije ekspresije razlicitih pro-
apoptotskih gena u ovim celijama, posebno kaspaza 3, zahvaljujuéi ¢emu se smatra da ove
biljke predstavljaju odlicne kandidate za detaljnija istrazivanja antitumorskih mehanizama
(Simsek Sezer i Uysal, 2018; 2021).
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Teucrium chamaedrys i T. montanum

Etanolni ekstrakti T. chamaedrys i T. montanum ispitivani su generalno pokazali slab
antitumorski potencijal, pri ¢emu nisu uticali na vijabilnost, niti na produkciju RVK-a i NO-a
od strane HCT-116 celija (Grafici 25-27). Medutim u komet testu je primeéena znacajna
genotoksi¢na aktivnost ekstrakat obe vrste ovog roda Teucrium, ali je efekat bio slabiji u
poredenju sa genotoksi¢noScu iste koncentracije etopozida (Grafik 28). U studiji Stankovi¢ i
sar. (2011a), metanolni ekstrakti ovih biljaka poreklom iz Srbije, posebno ekstrakt T.
montanum, su redukovali proliferaciju HCT-116 ¢elija. Pored toga, autori su pokazali da
metanolni ekstrakti obe biljke indukuju apoptozu HCT-116 celija i smanjuju produkciju
superoksid anjon radikala i NO, medutim ovi antitumorski efekti su bili najjac¢i nakon 24-
Casovnog tretmana, dok je njihova efikasnost slabila tokom vremena. Milutinovi¢ i sar. (2019)
su pokazali da metanolni ekstrakt T. chamaedrys ispoljava selektivnu citotoksi¢nost prema
SW-480 celijama kolorektalnog kancera (ICso nakon 24 sata je iznosio 53,27 pg/mL, dok
nakon 72 sata je iznosio 20,87 pg/mL), a ne i prema normalnim HaCaT keratinocitima, pri
¢emu su indukovali apoptozu samo SW-480 celija. Autori su takode pokazali da metanolni
ekstrakt T. chamaedrys inhibira ekspresiju CIP1A1, CIP1B1, GSTP1, MRP1 i MRPZ gena u
SW480 ¢elijama, Sto je dovedeno u vezu sa visokim sadrZajem kafene kiseline. Mukanganyama
i sar. (2011) smatraju da bi inhibicija ovih gena mogla da poveca terapijsku efikasnost
antitumorskih lekova, zbog Cega je rezultat studije Milutinovic i sar. (2019), gde se istice visok
antitumorski potencijal ekstrata T. montanum, od velikog znacaja. Pored toga, metanolni
ekstrakt T. montanum poreklom iz Srbije je takode ispoljio citotoksican efekat na SW-480
¢elije i indukovao je kaspaza-nezavisnu apoptozu ovih ¢elija (Nikodijevi¢ i sar., 2016).

Thymus serpyllum i Th. vulgaris

Etanolni ekstrakt Th. serpyllum nije pokazao antitumorsku aktivnost u testovima za
procenu antitumorskog potencijala (Grafici 25-28). Takode ne postoje ni literaturni podaci
koji opisuju njegove efekte na kolorektalni kancer. Za razliku od etanolnog ekstrakta Th.
serpyllum, etanolni ekstrakt Th. vulgaris svoju antitumorsku aktivnost prema HCT-116
¢elijama ostvaruje povecanjem produkcije RVK-a i NO-a (Grafici 26 i 27), kao i indukcijom
oStecenja DNK (Grafik 28). U studiji Al-Menhali i sar. (2015), vodeni ekstrakt Th. vulgaris je
redukovao proliferaciju HCT-116 ¢elija pra¢enu apoptozom, o Cemu svedoli poveéana
aktivnost kaspaza 3 i 7. Pored toga, znacajno je inhibirao adheziju, migraciju i invazivni
potencijal HCT-116 ¢elija. Vazno je pomenuti da karvakrol, monoterpensko fenolno jedinjenje
Siroko prisutno u ovim biljnim vrstama, indukuje apoptozu posredovanu mitohondrijama
time Sto remeti homeostazu kalcijuma u ¢elijama humanog horiokarcinoma (Lim i sar., 2019).

lako je potrebno uraditi dodatne studije da bi se bolje razjasnio mehanizam
antitumorskog delovanja biljnih ekstrakata, moZe se zakljuciti da biljke familije Lamiaceae
poseduju sposobnost da selektivno deluju na ¢elije kolorektalnog kancera tako $to dovode do
povecanja intracelularnih RVK i smanjenja vijabilnosti, $to moZe biti dobra strategija za
le¢enje ove Siroko rasprostranjene bolesti, posebno ako se uzme u obzir da su sinteticki
antitumorski agensi obi¢no toksi¢ni za normalne celije. PoZeljno je razviti terapiju sa
kombinovanom sposobnoscu zastite normalnih celija i izazivanja oStecenja tumorskih celija.
Rezultati ove studije su dokazali da medu ispitivanim uzorcima, etanolni ekstrakt O. basilicum,
ne samo da ima antigenotoksi¢no dejstvo na normalne Celije, ve¢ je smanjio i preZivljavanje
HCT-116 ¢elija, modulirao produkciju RVK-a, a u komet testu pokazao slican genotoksicni
efekat kao etopozid. Ranije je pokazano da etopozid utice na masSineriju za popravku oStecenja
time Sto je sprecava da spoji lance DNK, Sto mozZe imati presudan antitumorski efekat (Atha i
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sar., 2020), te se na osnovu rezultata ove disertacije moZe postaviti hipoteza da bi sli¢an
efekat na masineriju za popravku oSte¢enja DNK mogao imati i etanolni ekstrakt O. basilicum.
Pored toga, tumorske ¢elije su osetljivije na spoljne stimuluse koji mogu uticati na njihovu
proizvodnju RVK (Perillo i sar., 2020). Imajuci to u vidu, moZe se zakljuciti da su prirodne
supstance sa snaznim antioksidativnim efektom viSe nego sposobne da deluju kao potencijalni
antitumorski lekovi, te bi bilo opravdano da se buduca istrazivanja usmere ka razja$njenju
njihovih mehanizama delovanja u viSim model sistemima.

Zbog imunokompromitujuce prirode oboljenja, osobe obolele od razli¢itih tipova
tumora su osetljivije na bakterijske infekcije, Sto potencijalno moZe dovesti do poremecaja u
njihovom rezimu lecenja i produZene hospitalizacije. lako je zahvaljuju¢i adekvatnoj
antibiotskoj terapiji stopa mortaliteta ovih pacijenata opala tokom proteklih godina,
bakterijske infekcije i dalje predstavljaju pretnju osobama sa imunokompromituju¢im
oboljenjima (Bhat i sar., 2021). Zbog toga je u slede¢em koraku ove doktorske disertacije
ispitan antibakterijski efekat ekstrakata biljaka familije Lamiaceae na pojedine model sisteme
humanih patogena.

4.9. Antibakterijska aktivnost ekstrakata biljaka familije Lamiaceae

Bakterije imaju tendenciju vezivanja za razliCite povrSine, jer im ta osobina, u
evolutivnom smislu, omoguéava bolje prezivljavanje, posebno ako se ima u vidu da se
hranljive materije ¢eS¢e mogu naéi na C¢vrstoj povrsini. Iz tog razloga su bakterije razvile
razliCite specijalizovane strukture i sloZene ligandske interakcije koje im daju sposobnost da
prepoznaju i vezuju se (adheriraju) za razliCite abioticke (inertni materijali) ili bioticke
povrSine (¢elije ili tkiva). Pored adhezije za odredenu povrSinu, mnoge bakterije imaju
sposobnost formiranja biofilma zahvaljujuéi proizvodnji odredenih polisaharida, koji zajedno
sa supstancama sa povrsine koju pokusavaju da kolonizuju, ¢ine kompleksni matriks (Dunne,
2002). Terminom ,film“ su naucnici pokusali da objasne zapazanje da su se bakterije, alge i
protisti vezivali i razmnoZavali na staklenim plocicama koje su na svojoj povrSini imale
kapljice slatke ili morske vode. U takvim uslovima je primec¢eno da se ti mikroorganizmi,
posebno oni iz jezerske vode, razvijaju u ,,ujednacenom filmu“ (Henrici, 1933).

Termin ,biofilm“ je uveden Sezdesetih godina XX veka, kada je istraZivano
preciS¢avanje otpadnih voda, a kasnije je poceo da se upotrebljava u medicinskoj i
stomatolo$koj mikrobiologiji (Flemming i sar., 2021). Moderne definicije biofilma ukljucuju tri
neizostavne komponente: mikroorganizam, matriks i povrSinu na kojoj se Siri film
mikroorganizama, $to podrazumeva da ukoliko jedna od tih komponenti izostane, ne dolazi do
razvoja biofilma (Dunne, 2002; Flemming i sar., 2021). Prema savremenoj IUPAC definiciji,
biofilm predstavlja agregat mikroorganizama u kom su C(elije cesto ugradene u
samoproizvedeni matriks ekstracelularnih polimernih supstanci koje su povezane medusobno
i/ili su adherirale za povrsinu (Vert i sar., 2012). Unutar biofilma, pojedinacne planktonske
bakterijske Celije se vezuju jedna za drugu, ¢ime formiraju struktuiranu kompoziciju koja im
omogucava bolje prezivljavanje u razli¢itim uslovima sredine. Bakterijske ¢elije koje formiraju
biofilm zajedno prate promene Zivotne sredine i imaju visoku toleranciju kada su u pitanju
uslovi sredine kao $to su RVK, ograni¢ena dostupnost nutrijenata i vode, nizak pH. Zapravo,
struktura biofilma, povrsina na koju je adherirao i polimerni matriks koji bakterijske ¢elije
produkuju sadrzi visok nivo nutrijenata i vode koji im omogucava slobodni transfer gena,
metabolita i enzimske interakcije, Sto za posledicu moZe imati promene u ekspresiji
komponenti na povrsini bakterijskih celija, determinanti virulencije, kao i u iskori$¢avanju
dostupnih mikronutrijenata (Gambino i Cappitelli, 2016; Mirzaei i sar., 2020).
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Generalno, bakterije mogu preZiveti terapiju antibioticima time S$to razvijaju
mehanizme tolerancije, odnosno otpornosti na njih. Tako, perzisteri predstavljaju
subpopulaciju bakterijskih ¢elija koje su prolazno tolerantne na antibiotike, zbog Cega cesto
sporo rastu ili zaustavljaju svoj rast, medutim nakon letalnog nivoa stresa, sposobne su da
nastave sa rastom. Formiranje takvih pertistentnih ¢elija uspostavlja fenotipsku heterogenost
unutar bakterijske populacije, Sto je od velike vaZnosti za prilagodavanje promenama Zivotne
sredine (Fisher i sar., 2017). Bakterijski biofilmovi se mogu smatrati specificnim tipom
perzistentne bakterijske infekcije, koji pored rezistencije na antibiotike razvijaju i rezistenciju
na imunski sistem domacina, Sto za posledicu ima razvoj ozbiljnih infekcija. Zapravo, smatra
se da je preko 60% bakterijskih infekcija ljudi u razvijenim drZavama izazvano bakterijskim
biofilmovima (Chen i Wen, 2011), te uklanjanje biofilma predstavlja veliki problem sa kojim
se Covek danas susrece. Biofilm se obi¢no moZe ukloniti mehanicki ili pomo¢u biocidnih
agenasa, medutim to je najceS¢e samo delimi¢no uklanjanje. Kao Sto je ve¢ napomenuto,
bakterijske celije koje sacinjavaju biofilm su rezistentnije na antimikrobne agense od
planktonskih bakterija (Gambino i Cappitelli 2016), a izbegavanjem odbrambenih
mehanizama imunskog odgovora coveka, terapija pojedinih infekcija je znatno otezana
(Mirzaei i sar., 2020). Takode, s obzirom na to da se biofilm moZe formirati i na abiotickim
povrsinama, postoje sve vece potrebe za pronalazenjem nacina za njihovo suzbijanje posebno
sa medicinskih uredaja i opreme kao S$to su Kkateteri. Pored toga, oslobadanje
mikroorganizama iz biofilma moZe izazvati ozbiljne, ¢esto po Zivot pacijenta opasne, infekcije
(Slettengren i sar., 2020).

Na osnovu strategija koje koriste za invaziju domacina, kao Sto su izbegavanje ili
odupiranje urodenom imunskom odgovoru, oStecenje celija i razmnozavanje u specificnim
uslovima, bakterije se mogu podeliti na nekoliko grupa. Invazivne bakterije. predstavljaju
patogene koji mogu da vrSe invaziju razli¢itih delova tela u kojima bakterije obi¢no nisu
prisutne, kao Sto su krvotok, misi¢i, masna tkiva i mozdane ovojnice (Drevets i sar., 2004). U
invazije bakterije spada i P. aeruginosa, ciju infekciju karakteriSu tri osnovna stadijuma: (i)
adhezija za celiju domacina i njena kolonizacija, (ii) lokalna infekcija penetracijom i
internalizacijom tkiva, (iii) diseminacija bakterije putem krvotoka.

Pocetni stadijumi penetracije tkiva (cepanje proteina ekstracelularnog matriksa i
¢vrstih spojeva) i invazije Celija domacina su kriti¢ni za opstanak bakterija i uspostavljanje
infekcije. Za bakterijski soj P. aeruginosa PAO1 je pokazano da je invazija Celija nezavisna od
proizvodnje LPS ili citotoksi¢nosti, i da se odigrava putem odgovora domacina posredovanog
receptorom. Zapravo, eksperimentalno je dokazano da ove bakterije produkuju i oslobadaju
tzv. sekretom. Sekretom se sastoji od toksina, proteaza, lipaza i lizina, koji omogucavaju
bakteriji efikasniju invaziju ¢elija domacina (Ravichandran i sar., 2015). Znacajno je
napomenuti da je afinitet vezivanja P. aeruginosa vedi za Celije koje su zahvacéene inflamacijom
ili su na drugi na¢in kompromitovane, nego za normalne, zdrave Celije (Ahmed i sar., 2014),
zbog Cega je upotreba antioksidativnih i anti-inflamatornih agenasa, posebno u patoloskim
stanjima, krucijalna.

Povecanje otpornosti bakterija, posebno gram-negativnih, na antibiotike predstavlja
ozbiljnu pretnju po zdravlje ljudi Sirom sveta. Smatra se da ukoliko se ovaj trend nastavi,
vremenom se ¢ak ni jednostavne infekcije visSe ne¢e moc¢i leciti poznatim antibioticima (Ezadi i
sar.,, 2019). Odredivanje senzitivnosti bakterija na antibakterijske agense je od izuzetnog
znacaja, ne samo za kontrolu i leCenje infekcija, ve¢ i za uporedivanje efikasnosti pomenutih
agenasa, Sto se moZe uraditi razli¢itim metodama, a pre ostalih, zahtevnijih metoda,
primenjuje se jednostavni i univerzalno prihvaceni MIK test (Veiga i sar., 2019). U ovom testu
se efikasnost antibiotskog agensa moze proceniti njihovom sposobnoséu da inhibiraju rast
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bakterija (minimalna inhibitorna koncentracija, MIK) ili da ubiju bakterije (minimalna
baktericidna koncentracija, MBK) (Bonev i sar., 2008).

Za odredivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakata familije Lamiaceae korisceni su:
test minimalne inhibitorne koncentracije (MIK test), test adhezije i invazije kao i testovi za
odredivanje uticaja na formiranje biofilma i na ve¢ formirani biofilm (Tabelama 8-9 i na
Graficima 29-31).

U Tabeli 8 su prikazane minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije metanolnih
i vodenih ekstrakta ispitivanih predstavnika familije Lamiaceae, dok rezultati za vodene
ekstrakte nisu prikazani jer nisu pokazali antibakterijsko dejstvo (MIK je bio >1000 pg/mL, a
MBK nije detektovan). Generalno, antimikrobni efekat je bio izrazeniji prema gram-pozitivnim
u poredenju sa gram-negativnim bakterijama, sa izuzetkom E. faecalis. Od svih testiranih
bakterija, najvecu osetljivost je pokazao B. subtilis, etanolni ekstrakt H. officinalis i metanolni
ekstrakt S. scardica su imali istu vrednost MIK, 31,25 pg/mL, dok je MIK etanolnog ekstrakt S.
officinalis bio 62,5 pg/mL. Za razliku od E. coli i S. typhimurium, kod kojih je za sve testirane
ekstrakte MIK bio ve¢i od 1000 pg/mL, MIK vrednosti etanolnih ekstrakata za P. aeruginosa je
u opsegu 250 - 500 pg/mL (Tabela 8). Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da su
alkoholni ekstrakti, posebno etanolni, pokazali bolju antibakterijsku aktivnost od vodenih
ekstrakata. Znacajno je napomenuti da je pozitivna kontrola, antibiotik streptomicin, pokazao
najjacu antibakterijsku aktivnost (B. subtilis, 3,125 pg/mL, E. coli 12,5 i S. typhimurium 3,125
pg/mL), dok etanol u testiranim koncentracijama nije imao efekta na rast ispitanih bakterija.

U testu u kome je prac¢ena adhezija nije dobijena inhibicija adhezije P. aeruginosa PAO1
za MRC-5 c¢elijsku liniju ni za jedan od testiranih ekstrakata.
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Grafik 29. Uticaj etanolnih ekstrakata biljaka familije Lamiaceae na invaziju Pseudomonas

aeruginosa PAO1 pri infekciji ¢elija fibroblasta pluca.
* (p<0,05) vs. kontrola

U testu uticaja na invaziju P. aeruginosa PAO1 pri infekciji MRC-5 celija, metanolni i
vodeni ekstrakti nisu redukovali broj bakterija. U istom testu, svi testirani etanolni ekstrakti,
osim H. officinalis i M. officinalis, su smanjili broj bakterija sposobnih za invaziju MRC-5 ¢elija
(Grafik 29).
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Za pracenje inhibitornog efekta etanolnih ekstrakata familije Lamiaceae na formiranje i
degradaciju ve¢ formiranog biofilma koriS¢en je P. aeruginosa PAO1. Odabir ekstrakata za
testiranje izvrSen je na osnovu dobijenih MIK vrednosti kod P. aeruginosa (ATCC 15442).
Testirani su svi ekstrakti kod kojih je MIK bio 250 pg/mlL (Tabela 8), osim S. scardica, zbog
njegove slabe rastvorljivosti.

U testu inhibicije formiranja biofilma, etanolni ekstrakti su testirani u opsegu od 156
do 1250 pg/mlL, a rezultati su predstavljeni na Grafiku 30. Uticaj rastvaraca, odnosno etanola,
testiran je u opsegu 0,937 - 7,5% i ustanovljeno je da ne utiCe na vijabilnost bakterija tokom
formiranja biofilma. Streptomicin je testiran u opsegu 0,781 - 6,25 pg/mlL, pri ¢emu na ovim
koncentracijama nije primeéeno smanjenje vijabilnosti bakterija. NajviSe testirane
koncentracije ekstrakata odgovaraju vrednostima MIK za P. aeruginosa PAO1 (Tabela 9), osim
za H. officinalis i O. basilicum, gde su najviSe vrednosti odgovarale “%MIK. Svi testirani
ekstrakti su pokazali inhibitorni efekat na formiranje biofilma, posebno ekstrakti H. officinalis,
M. officinalis, M. piperita i O. basilicum. Znacajno je naglasiti da, osim u slucaju M. piperita, O.
basilicum i T. montanum, najviSe koncentracije ekstrakata nisu imale najjaci inhibitorni efekat.
Najvisi nivo inhibicije formiranja biofilma pokazali su ekstrakati O. vulgare, 54,57%, i H.
officinalis, 50,9%, na istoj koncentraciji 625 pg/mL.
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Doktorska disertacija

Rezultati i diskusija

Vijabilnost bakterija u biofilmu (%)

Tabela 9. Minimalne inhibitorne (MIK) i baktericidne (MBK) koncentracije ekstrakata i

pozitivne kontrole za soj Pseudomonas aeruginosa PAO1.

Biljna vrsta MIK MBK 2xMIK 1L,MIK 1,4MIK
H. officinalis 5000 >5000 10000 2500 1250
M. officinalis 1250 2500 2500 625 312
M. piperita 1250 2500 2500 625 312
0. basilicum 5000 >5000 10000 2500 1250
0. majorana 1250 2500 2500 625 312
0. vulgare 1250 2500 2500 625 312
R. officinalis 1250 2500 2500 625 312
S. montana 1250 2500 2500 625 312
T. chamaedrys 1250 2500 2500 625 312
T. montanum 1250 2500 2500 625 312
Th. serpyllum 1250 2500 2500 625 312
Th. vulgaris 1250 2500 2500 625 312
Streptomiocin 6,25 6,25 12,5 3,125 1,562
Rezultati su prikazani kao pg/mL.
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Grafik 30. Uticaj etanolnih ekstrakata biljaka familije Lamiaceae na formiranje biofilma.

Rezultati su predstavljeni procentom vijabilnih bakterija u novoformiranom biofilmu. Koncentracije

ekstrakata su prikazane u legendi grafika; koncentracije etanola (EtOH) su bile 0,937; 1,875; 3,751 7,5%, dok su
koncentracije streptomicina bile 0,781; 1,562; 3,125 6,25 pg/mL
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Dejstvo odabranih ekstrakata biljaka familije Lamaiceae na degradaciju ve¢ formiranog
biofilma je prikazano na Grafiku 31. Etanolni ekstrakti su ispitivani u opsegu 312 - 2500 pg/mL,
etanol u opsegu 1,875 - 15%, a streptomicin 1,562 - 12,5 pg/mL. Za razliku od prethodnog testa,
etanol je degradirao 22,48% veC postojeCeg biofilma na najviSoj testiranoj koncentraciji, a
streptomicin je delovao dozno-zavisno, pri ¢emu je na najviSoj testiranoj koncentraciji od 12,5
pg/mL samo 28,3% bakterija u biofilmu bilo vijabilno. NajviSe testirane koncentracije ekstrakata
odgovaraju vrednostima 2xMIK, osim za H. officinalis i O. basilicum, za koje najviSe koncentracije
odgovaraju vrednostima %2MIK (Tabela 9). U ovom testu, za razliku od prethodnog, nisu svi
ispitivani ekstrakti pokazali aktivnost i interesantno je da ekstrakti O. vulgare i H. officinalis, koji
su pokazali visoku inhibiciju formiranja biofilma, u testu degradacije biofilma nisu imali efekta.
Takode, pokazano je da najviSe koncentracije ekstrakata nemaju efekta na degradaciju biofilma,
osim u slucaju M. officinalis. Medu ispitivanim ekstraktima, najbolju aktivnost je pokazao ekstrakt
T. chamaedrys, koji je na 625 pg/mL degradirao 57,74% ve¢ formiranog biofilma. Dobar
potencijal za degradaciju biofilma su pokazali i ekstrakti M. piperita, O. basilicum i Th. vulgaris,
posebno pri niZim koncentracijama.
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Grafik 31. Uticaj etanolnih ekstrakata biljaka familije Lamiaceae na ve¢ formirani biofilm.
Rezultati su predstavljeni procentom vijabilnih bakterija u biofilmu. Koncentracije ekstrakata su prikazane u legendi
grafika; koncentracije etanola (EtOH) su bile 1,875; 3,75; 7,5 i 15%, dok su koncentracije streptomicina bile 1,562;
3,125;6,25112,5 pg/mL.

Glechoma hederacea

Ekstrakti G. hederacea generalno nisu ispoljili znacajan antibakterijski efekat, osim
etanolnog ekstrakta koji je znacajno inhibirao invaziju P. aeruginosa PAO1 pri infekciji humanih
fibroblasta pluca. Sto se tice MIK testa, ekstrakti na koncentracijama nizim od 500 pg/mL nisu
inhibirale rast bakterija, dok su alkoholni ekstrakti na 500 pg/mL inhibirali rast B. subtilis, L.
innocua, S. aureus i P. aeruginosa (Tabela 8).
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Za razliku od ovih rezultata, Kumarasamy i sar. (2002) su pokazali da je metanolni
ekstrakt inhibirao pojedine bakterije pri niZim koncentracijama (E. faecalis i P. aeruginosa na 125
pug/mkL, S. aureus i E. coli na 250 pg/mL, B. subtilis na 500 pg/mL). Medutim potrebno je naglasiti
da su autori koristili bakterijske sojeve koji nisu deo ATCC kolekcije, kao i to da je metanolni
ekstrakt ove biljke u njihovoj studiji ispoljio znacajno slabije dejstvo od pozitivne kontrole, Sto je
u skladu sa nasSim rezultatima. Zbog slabog inhibitornog potencijala koji su ovi ekstrakti pokazali
prema P. aeruginosa, nije testirana njihova aktivnost na formiranje i degradaciju biofilma P.
aeruginosa PAO1.

Hyssopus officinalis

Medu ispitivanim ekstraktima H. officinalis, u MIK testu najbolju antibakterijsku aktivnost
je pokazao etanolni ekstrakt na B. subtilis (MIK 31,25 pg/mL), dok je na 250 pg/mL inhibiran i
rast S. aureus i P. aeruginosa (Tabela 8). Iz ovog razloga, u daljem radu je praéen efekat etanolnog
ekstrakta na formiranje i degradaciju biofilma. Na koncentraciji od 625 pg/mL ekstrakt je
inhibirao formiranje biofilma od 50,9% i degradaciju ve¢ formiranog biofilma od 19,96% (Grafici
29 i 30). Medutim, etanolni ekstrakt H. officinalis nije znacajno inhibirao invaziju P. aeruginosa
PAO1 pri infekciji MRC-5 celija.

U studiji Vlase i sar. (2014) je pokazano da je etanolni ekstrakt H. officinalis znacajno
inhibirao S. aureus, $to nije bio slucaj sa L. monocytogenes, E. coli i S. typhimurium. Ovi rezultati su
u skladu sa naSim rezultatima MIK testa za pomenute gram-pozitivne bakterije, kao i sa studijom
Hassanshahiyan i sar. (2018), u kojoj je dobijen bolji antibakterijski efekat u MIK testu za
etanolni, nego za metanolni ekstrakt. Medutim, Hassanshahiyan i sar. su za ispitivanje
antibakterijske aktivnosti koristili ekstrakte H. officinalis znatno viSih koncentracija, tako da su
detektovali inhibiciju ¢ak i E. coli (MIK 25 mg/mL). Pored toga, pokazali su da je etanolni ekstrakt
ove biljke efikasnije inhibirao formiranje biofilma P. aeruginosa (oko 90% na 6,25 mg/mL), dok
su metanolni i etanolni ekstrakti podjednako dobro inhibirali degradaciju biofilma ove bakterije
(>80% na 6,25 mg/mL). Takode, znacajno je napomenuti da su u pomenutoj studiji, pored toga,
ekstrakti H. officinalis uspeSno inhibirali i formiranje i degradaciju biofilma Bacillus cereus, S.
aureus, E. coli, Acinetobacter baumannii i Klebsiella pneumoniae.

Lavandula angustifolia

U MIK testu, alkoholni ekstrakti L. angustifolia su najbolji antibakterijski efekat imali na B.
subtilis (MIK 250 ug/mL), slabiji efekat je dobijen kod L. innocua, S. aureus i P. aeruginosa (MIK
500 pg/mL), dok na ostale bakterije nisu imali efekat (Tabela 8). Zbog slabog inhibitornog efekta
koji su ovi ekstrakti pokazali prema P. aeruginosa, nije testirana njihova aktivnost na formiranje i
degradaciju biofilma P. aeruginosa PAO1.

Interesantno je da je u studiji Zendo i sar. (2017), etanolni ekstrakt L. angustifolia pokazao
odlican efekat prema meticilin-senzitivnom i meticilin-rezistentnim sojevima S. aureus (MSSA i
MRSA), kada se zna da su ovi sojevi senzitivni samo na nekolicinu antibakterijskih agenasa.
Prema podacima autora, etanolni ekstrakt L. angustifolia je inhibirao i MSSA i MRSA u opsegu
MIK vrednosti od 63 - 1000 pg/mL, Sto je povezano sa visokim sadrzajem fenola u ispitivanom
ekstraktu. Pretragom literature je ustanovljeno da uticaj ekstrakata L. angustifolia na adheziju i
invaziju bakterija prilikom infekcije eukariotskih ¢elija do sada nije ispitivan. Za razliku od toga,
postoji podatak da inhibira formiranje biofilma Campylobacter jejuni, gram-negativne bakterije
¢iji biofilmovi ugrozavaju industriju hrane (Ramic i sar., 2021).
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Leonurus cardiaca

Alkoholni ekstrakti L. cardiaca, posebno etanolni, najbolji efekat su ispoljili prema B.
subtilis (etanolni ekstrakt, MIK 125 pg/mL i metanolni ekstrakt, MIK 250 pg/mL) i prema S.
aureus (etanolni ekstrakt, MIK 250 pg/mL i metanolni ekstrakt, MIK 500 pg/mL). Medu
ekstraktima ove biljke, jedino je etanolni ekstrakt inhibirao rast P. aeruginosa (MIK 500 pg/mL)
(Tabela 8), ali usled visoke MIK vrednosti efekat na formiranje i degradaciju biofilma P.
aeruginosa PAO1 nije pracen.

U testu uticaja na invaziju P. aeruginosa PAO1 pri infekciji MRC-5 ¢elija etanolni ekstrakt L.
cardiaca je pokazao znacajnu inhibiciju invazione aktivnosti ove bakterije.

Micota i sar. (2016) su pokazali da acetonski ekstrakt L. cardiaca inhibira rast S. aureus na
MIK od ¢ak 6 mg/mlL, i da znacCajno inhibira njegovu adheziju u eksperimentalnom modelu
endokarditisa (60-75% inhibicije). Medutim, autori su detektovali svega 5% inhibicije u procesu
formiranja biofilma S. aureus.

Marrubium vulgare

Za razliku od metanolnog i vodenog ekstrakta, etanolni ekstrakt M. vulgare je pokazao
antibakterijski potencijal u MIK testu, pri ¢emu je rast B. subtilis i S. aureus inhibirao na MIK 250
ug/mkL, dok je rast L. innocua i P. aeruginosa inhibirao na MIK 500 pg/mL (Tabela 8). S obzirom
na to da ekstrakt nije inhibirao rast P. aeruginosa u koncentracijama nizim od 500 pg/mL, nije bio
dalje selektovan za testiranje uticaja na formiranje i degradaciju biofilma P. aeruginosa PAO1.
Etanolni ekstrakt M. vulgare je ispoljio znacajan inhibitorni efekat na invaziju P. aeruginosa PAO1
prilikom infekcije fibroblasta pluc¢a (Grafik 29).

Generalno u studiji Al-Zaban i sar. (2021) su koriS¢ene znatno viSe koncentracije
ekstrakata, pri ¢emu je metanolni ekstrakt M. vulgare pokazao slab antibakterijski potencijal
prema gram-pozitivnim bakterijama inhibiraju¢i rast E. faecalis na MIK 12,5 mg/mL, a B. cereus,
L. monocytogenes i S. aureus na MIK 25 mg/mL. S druge strane, u slucaju gram-negativnih
bakterija, autori su pokazali da je Klebsiella pneumoniae bila najsenzitivnija (MIK 6,25 mg/mL),
zatim E. coli i P. aeruginosa (MIK 12,5 mg/mL), dok je najrezistentnija bila S. typhimurium (MIK
25 mg/mL). Za razliku od toga, u studiji Mssillou i sar. (2021), etanolni ekstrakt M. vulgare je
ispoljio bolju antibakterijsku aktivnost prema testiranim gram-pozitivnim (MIK 2,5 i 1,87
mg/mlL, za B. subtilis i S. aureus) u odnosu na gram-negativne bakterije (MIK 2,51 5 mg/mL, za E.
coli i Salmonella enterica) (Mssillou i sar., 2021). Uticaj etanolnog ekstrakta korena M. vulgare na
formiranje biofilma i adheziju MRSA je proucavali su Quave i Smeltzer (2009), pri ¢emu je
ustanovljeno da je ovaj ekstrakt pokazao koncentraciono-zavisno dejstvo u oba testa. Najbolje
inhibitorno dejstvo na formiranje biofilma je bilo pri koncentraciji 128 pg/mL (31% inhibicije
biofilma) a adheziju biofilma za plastiku je inhibirao pri koncentraciji ICso od 8 pg/mL.

Melissa officinalis

Ekstrakti M. officinalis imaju generalno visok bioloski potencijal, Sto je potvrdeno i u
testovima za odredivanje antibakterijske aktivnosti. U MIK testu, najbolji inhibitorni efekat je dao
metanolni ekstrakt na S. aureus i etanolni na P. aeruginosa (MIK 250 pg/mL), dok su isti ekstrakti
slabije inhibirali rast B. subtilis (MIK 500 ug/mL). Etanolni ekstrakt je inhibitorao i rast L. innocua
i S. aureus (MIK 500 pg/mL) (Tabela 8). S druge strane, etanolni ekstrakt nije znacajno inhibirao
invaziju P. aeruginosa prilikom infekcije MRC-5 ¢elija (Grafik 29), dok je inhibicija formiranja
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biofilma P. aeruginosa PAO1 od 47,38% dostignuta na 312 pg/mL (Grafik 30). Jedino na najniZoj i
najvisoj testiranoj koncentraciji etanolni ekstrakt M. officinalis je doveo do degradacije vec
formiranog biofilma (12,43% i 21,08%, Grafik 31).

Vodeni ekstrakt M. officinalis nije pokazao antibakterijsku aktivnost ni na jednoj od
testiranih koncentracija uklju¢ujuéi i najvisu od 1000 pg/mL. Canadanovi¢-Brunet i sar. (2008)
su pokazali da ovaj ekstrakt na MIK 1,25 mg/mL inhibira rast B. cereus i S. aureus, dok na E. coli i
P. aeruginosa nije imao efekat ni na 10 mg/mL. Ovaj rezultat je delimi¢no u saglasnosti sa
studijom Stefanovi¢ i Comié (2012), gde je MIK vrednost vodenih ekstrakata M. officinalis za E.
coli i P. aeruginosa iznosila 20 mg/mL, a za B. subtilis i S. aureus 5 mg/mL. U studiji Stefanovi¢ i
Comié¢ (2012), etanolni ekstrakt M. officinalis je imao slabije dejstvo od vodenog na E. coli i P.
aeruginosa (MIK 40 mg/mL). Znacajno je napomenuti da su autori utvrdili 3,5 puta visi sadrzaj
ukupnih fenola u vodenom ekstraktu u odnosu na etanolni, Sto nije slucaj sa rezultatima
dobijenim u ovoj doktorskoj disertaciji. Pretragom literature je ustanovljeno da ekstrakti M.
officinalis nisu do sada bili objekat istraZivanja uticaja na adheziju, invaziju ili formiranje i
degradaciju biofilma bakterija.

Mentha x piperita

U MIK testu, etanolni ekstrakt M. piperita je na 250 pg/mL inhibirao rast P. aeruginosa, a
na 500 ug/mL rast L. innocua. Metanolni ekstrakt je na 500 pg/mL inhibirao rast B. subtilis i S.
aureus (Tabela 8). U studiji Elansary i sar. (2020b), najbolja antibakterijska aktivnost metanolnog
ekstrakta M. piperita prema P. aeruginosa, zatim za S. aureus, E. coli, L. monocytogenes i B. cereus,
pripisana je aktivnosti njegovih komponeti, hlorogenoj i kafenoj kiselini. U studiji Patil i sar.
(2016) je dobijen efikasniji inhibitorni efekat na rast S. aureus vodenim ekstraktom nego
etanolnim, dok je etanolni ekstrakt snaZnije inhibirao rast B. cereus. Ertiirk (2006) je takode
pokazao da etanolni ekstrakt M. piperita ima antibakterijski potencijal prema B. subtilis, S. aureus,
E. colii P. aeruginosa na MIK 5 mg/mL.

Etanolni ekstrakt ispitivan u okviru ove doktorske disertacije je takode znacajno inhibirao
invaziju P. aeruginosa PAO1 pri infekciji ¢elija fibroblasta pluc¢a (Grafik 29). Iako ne postoje ranije
studije o uticaju ekstrakata ove biljke na invaziju bakterija pri infekciji eukariotskih celija
pokazano je da dihlormetanski:metanolni (1:1) ekstrakt M. piperita stimuliSe adheziju P.
aeruginosa ATCC 9027, a inhibira adheziju klinickog izolata P. aeruginosa (Sandasi i sar., 2011).

Etanolni ekstrakt M. piperita ispitivan u ovoj doktorskoj disertacijie je inhibirao
formiranje biofilma (inhibicija od 46,88% i 48,05% postignuta je na najnizoj i najvisoj testiranoj
koncentraciji, Grafik 30) i na najniZoj testiranoj koncentraciji je degradovao 45,35% formiranog
biofilma P. aeruginosa PAO1 (Grafik 31). Sandasi i sar. (2011) su pokazali da od ispitanih vrsta
ukljuCujuci Cetiri vrste familije Lamiaceae, jedino dihlormetanski:metanolni (1:1) ekstrakt M.
piperita inhibira stvaranje biofilma P. aeruginosa ATTC 9027 (13% inhibicije pri koncentraciji
750 pg/mL) i klini¢kog izolata (38% inhibicije pri koncentraciji 1000 pg/mL).

Ocimum basilicum

Alkoholni ekstrakti O. basilicum su u MIK testu pokazali antibakterijski potencijal prema
nekim gram-pozitivnim bakterijama, ali i prema P. aeruginosa, koja spada u gram-negativne
bakterije. Medu ispitivanim ekstraktima O. basilicum, najbolju aktivnost su imali etanolni
ekstrakti (B. subtilis i P. aeruginosa MIK 250 pg/mlL, i S. aureus MIK 500 pg/mL) (Tabela 8). Ovi
rezultati su u skladu sa istrazivanjima Vlase i sar. (2014), koji su pokazali da je etanolni ekstrakt
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efikasnije inhibirao rast S. aureus od L. monocytogenes, E. coli i S. typhimurium. Prema
bakterijama roda Bacillus ispitivane u studiji Adigiizel i sar. (2005), metanolni ekstrakt O.
basilicum je imao jace dejstvo nego etanolni ekstrakt (MIK 62,5-125 pg/mL i 125 pg/mlL,
respektivno), Sto nije u skladu sa naSim rezultatima. S druge strane, autori su pokazali da
metanolni ekstrakt efikasnije inhibira rast E. coli od etanolnog ekstrakta (MIK 125 pg/mL i 250
pug/mL), dok su suprotne vrednosti dobijene za S. aureus (MIK za metanolni ekstrakt 250 ug/mL,
a za etanolni 125 pg/mL).

Ekstrakti ispitivani u ovoj doktorskoj disertaciji nisu znacajno inhibirali invaziju P.
aeruginosa PAO1 pri infekciji MRC-5 ¢elija (Grafik 29). Etanolni ekstrakti O. basilicum su efikasno
inhibirali formiranje biofilma (sve testirane koncentracije su pokazale sli¢can nivo inhibicije koji
je na najviSoj dostigao 45,55%) i degradaciju ve¢ formiranog biofilma P. aeruginosa PAO1
(37,15%), na gotovo svim testiranim koncentracijama (Grafici 30 i 31). Etanolni ekstrakt ove
biljke ispitivan u studiji Pratiwi i sar. (2015) je inhibirao samo formiranje biofilma S. aureus, ali
nije delovao na njegovu degradaciju. Takode, u istoj studiji nije pokazan efekat etanolnog
ekstrakta na formiranje i degradaciju ve¢ formiranog biofilma P. aeruginosa PAO1.

Origanum majorana

Metanolni ekstrakt O. majorana je najbolji inhibitorni efekat ostvario prema B. subtilis
(MIK 250 pg/mL), dok je nesto slabije inhibirao L. innocua i S. aureus (MIK 500 pg/mL). Znacajno
je napomenuti da je ovaj ekstrakt jedini pored etanolnog ekstrakta S. officinalis, inhibirao rast E.
faecalis na 500 pg/mL. Etanolni ekstrakt je najbolji inhibitorni efekat ostvario prema P.
aeruginosa (MIK 250 pg/mL), dok je B. subtilis, L. innocua i S. aureus inhibirao pri koncentraciji
500 pg/mL (Tabela 8). U studiji Duleti¢-LauSevi¢ i sar. (2018a), etanolni i vodeni ekstrakti O.
majorana poreklom iz Srbije nisu imali efekta na ispitivane gram-negativne bakterije, ali su
pokazali da etanolni ekstrakti imaju antibakterijski potencijal u slu€aju gram-pozitivnih
bakterijai, $to je u skladu sa nasim rezultatima. Isti su prikazali da etanolni ekstrakt 0. majorana
ima najbolju inhibitornu aktivnost prema B. subtilis (MIK 625 pg/mL), L. innocua i S. aureus (MIK
625 pg/mL), dok je skoro 5 mg/mL bilo potrebno za inhibiciju rasta E. faecalis.

Etanolni ekstrakt O. majorana ispitivan u okviru ove doktorske disertacije je znacajno
inhibirao invaziju P. aeruginosa PAO1 pri infekciji Celija fibroblasta plu¢a (Grafik 29). Najbolji
efekat na formiranje biofilma P. aeruginosa PAO1 je ostvaren pri koncentraciji 625 pg/mL
(32,59% inhibicije) (Grafik 30), dok je degradacija biofilma bila 38,1% na koncentraciji od 312
pg/mL (Grafik 31). Za razliku od toga, u studiji Varposhti i sar. (2013), etanolni ekstrakt O.
majorana nije inhibirao formiranje biofilma P. aeruginosa 214, ve¢ je naprotiv, stimulisao njegovo
formiranje. Pored toga, pretragom literature je ustanovljeno da ne postoji veci broj podataka o
uticaju ekstrakata O. majorana na formiranje i degradaciju bakterijskog biofilma, kao ni o
njihovom uticaju na bakterijsku infekciju eukariotskih ¢elija.

Origanum vulgare

Medu ekstraktima O. vulgare, najbolji antibakterijski efekat u MIK testu je pokazao
etanolni ekstrakt, koncentracija od 250 pg/mL je inhibirala rast B. subtilis, S. aureus i P.
aeruginosa, dok je metanolni ekstrakt inhibirao B. subtilis, L. innocua i S. aureus na 500 pg/mL
(Tabela 8). Ashraf i sar. (2011) su pokazali da metanolni ekstrakti imaju bolji antibakterijski
potencijal od vodenih ekstrakata, Sto je u skladu sa naSim rezultatima. U studiji Parra i sar.
(2021), etanolni ekstrakt O. vulgare je rast B. subtilis, S. aureus, E. coli i P. aeruginosa inhibirao na
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156 pg/mL, dok su Coccimiglio i sar. (2016) pokazali da etanolni ekstrakt ove biljke inhibira S.
aureus, E. coli i P. aeruginosa na MIK 25 pg/mL.

U testu inhibicije invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji MRC-5 ¢elija, etanolni ekstrakt je
ostvario znacajno dejstvo u odnosu na negativnu kontrolu (Grafik 29). Takode, ovaj ekstrakt je na
koncentraciji od 625 pg/mL inhibirao formiranja biofilma P. aeruginosa PAO1 od 54,57% (Grafik
30), a na koncentraciji 312 pg/mL doveo je do degradacije ve¢ formiranog biofilma od 34,01%
(Grafik 31). Pretragom literature je ustanovljeno da je do sada intenzivno proucavan uticaj
etarskog ulja O. vulgare na bakterijski biofilm, medutim ne postoje podaci o uticaju ekstrakata
ove biljke na formiranje i degradaciju ve¢ formiranog biofilma.

Rosmarinus officinalis

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da vodeni ekstrakt R. officinalis nema
antibakterijsku aktivnost, dok je etanolni ekstrakt inhibirao rast B. subtilis (MIK 62,5 pg/mL), S.
aureus i P. aeruginosa (MIK 250 pg/mL) i L. innocua (MIK 500 pg/mL) (Tabela 8). U MIK testu,
metanolni ekstrakt je najbolji inhibitorni efekat ostvario prema B. subtilis (MIK 125 pg/mL), L.
innocua (MIK 250 pg/mL) i S. aureus (MIK 500 pg/mL). Takode, ovaj ekstrakt je, pored
metanolnog ekstrakta 0. majorana, jedini inhibirao rast E. faecalis na 500 pg/mL). Etanolni
ekstrakt R. officinalis je, s druge strane, inhibirao rast B. subtilis (MIK 62,5 pg/mL), S. aureus i P.
aeruginosa (MIK 250 pg/mL), kao i L. innocua (MIK 500 pg/mL) (Tabela 8). U studiji Jafari-Sales i
Hossein-Nezhad (2020) je pokazano da metanolni ekstrakt R. officinalis inhibirao rast S. aureus i
E. coli tek na 25 mg/mL, dok je rast P. aeruginosa inhibirao na 6,25 mg/mL.

Ekstrakti R. officinalis ispitivani u okviru ove doktorske disertacije nisu inhibirali adheziju
P. aeruginosa PAO1 pri infekciji fibroblasta pluéa. Medutim, postoji podatak da je
dihlormetanski:metanolni (1:1) ekstrakt ove biljke inhibirao adheziju P. aeruginosa ATCC 9027 i
klini¢nog izolata P. aeruginosa (Sandasi i sar., 2011).

Etanolni ekstrakt R. officinalis je znacajno inhibirao invaziju P. aeruginosa PAO1 pri
infekciji fibroblasta plu¢a (Grafik 29). Ovaj ekstrakt je pri koncentraciji 625 pg/mL ostvario
najvisi inhibitorni efekat na formiranje biofilma P. aeruginosa PAO1 (34,28%, Grafik 30), dok je
degradaciju biofilma inhibirao samo na najniZim koncentracijama, 625 i 312 pg/mL (24,9 i
18,94% degradacije, respektivno, Grafik 31). Etanolni ekstrakt R. officinalis je u studiji Quave i
Smeltzer (2009) inhibirao rast S. aureus MRSA na MIKso* 512 pg/mL, a formiranje biofilma S.
aureus MRSA, na ICso 8 pg/mL. S druge strane, Zarei Yazdeli i sar. (2021) su pokazali da
metanolni ekstrakt R. officinalis inhibira formiranje biofilma P. aeruginosa ATCC1074, ali i
klini¢kih izolata P. aeruginosa na koncentraciono-zavisan nacin.

Salvia officinalis

Medu ekstraktima S. officinalis, najbolji efekat u MIK testu je ispoljio etanolni ekstrakt, i to
prema B. subtilis (MIK 62,5 ug/mL) i S. aureus (MIK 125 ug/mL). Pored metanolnog ekstrakta Th.
vulgaris, etanolni ekstrakt S. officinalis je, u odnosu na ostale ispitane ekstrakte predstavnika
familije Lamiaceae, najjace inhibirao rast L. innocua (MIK 250 pg/mL). Pored toga, ovaj ekstrakt
je, pored metanolnog ekstrakta O. majorana, ostvario i inhibiciju rasta E. faecalis (MIK 500
pug/mL). Mocan i sar. (2020) su za gram-pozitivne bakterije dobili dobili sledece rezultate: MIK za
B. cereus, S. aureus i L. monocytogenes = 180 pg/mL, MIK za P. aeruginosa i S. typhimurium = 90

4 MIKso predstavlja minimalnu inhibitornu koncentraciju koja inhibira 50% rasta mikroorganizama.
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pug/mL, MIK za E. coli = 45 pg/mL. Ovi rezultati nisu u saglasnosti sa rezultatima predstavljenim u
okviru ove doktorske disertacije, kao ni sa radom Mosafa i sar. (2014), gde je inhibicija rasta
pomenutih bakterija postignuta primenom znacajno viSih koncentracija ekstrakata.

Buduéi da je etanolni ekstrakt S. officinalis u MIK testu inhibirao rast P. aeruginosa tek na
500 pg/mL (Tabela 8), u daljem radu nije pracen njegov efekat na formiranje i degradaciju
biofilma P. aeruginosa PAO1. U studiji Lekbach i sar. (2019), ekstrakti S. officinalis su sprecili
formiranje biofilma, ali i degradirali ve¢ formirani biofilm P. aeruginosa i imali su baktericidan
efekat na sesilne bakterije.

U testu invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji fibroblasta pluca, etanolni ekstrakt je
pokazao znacajan efekat (Grafik 29).

Satureja montana

Etanolni ekstrakt S. montana je pokazao najbolji antibakterijski efekat od svih ispitivanih
ekstrakata ove biljke, pri cemu je u MIK testu najviSe inhibirao rast B. subtilis i P. aeruginosa (MIK
250 pg/mL) i L. innocua i S. aureus (MIK 500 pg/mL). Metanolni ekstrakt je u MIK testu najbolje
inhibirao rast B. subtilis i L. innocua (MIK 500 pg/mL) (Tabela 8), dok vodeni ekstrakt S. montana
nije imao antibakterijsku aktivnost ni u jednom od koriS¢enih testova za odredivanje
antibakterijske aktivnosti. Antibakterijska aktivnost ekstrakata S. montana dobijena u okviru ove
doktorske disertacije u MIK testu je bila znacajno jaca nego u studiji Serrano i sar. (2011). U ovoj
studiji je pokazano da vodeni ekstrakti ne uticu na inhibiciju rasta testiranih bakterija, dok
etanolni inhibiraju rast L. innocua, L. monocytogenes, E. coli i S. thyphimurium na znacajno viSim
vrednostima MIK (MIK 3 mg/mL za testirane bakterijske vrste roda Listera, MIK 15,1 mg/mL za
E. coli i MIK 30,3 mg/mL za S. typhimurium). Pored toga, etarsko ulje ove biljke ispoljilo znacajno
viSu antibakterijsku aktivnost u odnosu na njene ekstrakte.

U testu inhibicije invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji MRC-5 ¢elijama, etanolni
ekstrakt S. montana ispitivan u okviru ove doktorske disertacije je pokazao znacajan efekat u
odnosu na negativnu kontrolu (Grafik 29). Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima studije
Simunovié i sar. (2020), gde je pokazano da etanolni ekstrakt ove biljke koncentracije 62,5 pg/mL
inhibira invaziju jednog gram-negativnog bakterijskog soja, Campylobacter jejuni 11168, pri
invaziji epitelijalnih INT407 celija, za ¢ak 81%, a njihovu adheziju na pomenute celije inhibira za
15%.

Etanolni ekstrakt S. montana koncentracije 625 pg/mL je ostvario najbolji efekat na
formiranje biofilma P. aeruginosa PAO1, pri cemu je dostignuta inhibicija od 46,62% (Grafik 30).
S druge strane, najbolji efekat na degradaciju biofilma ove bakterije, etanolni ekstrakt je ostvario
na najmanjoj testiranoj koncentraciji - 39,16% (Grafik 31). Pretragom literature je ustanovljeno
da je, za razliku od ekstrakata S. montana, inhibitorna aktivnost etarskog ulja ove biljke na
formiranje i degradaciju biofilma intenzivno proucavana. IstraZivanja Maraghi i sar. (2021) su
pokazala znacajnu inhibiciju vezivanja S. aureus u toku prve faze formiranja biofilma metanolnim
ekstraktom Satureja khuzistanica, koji je na koncentraciji 50 mg/mL doveo i do razgradnje
formiranog biofilma. Uporedujuci koncentracije ekstrakata koriS¢ene u navedenom i naSem radu,
moZe se zakljuciti da je S. montana uzgajana u Srbiji pokazala veoma visok potencijal inhibicije
kako formiranja, tako i degradacije biofilma.

174



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Sideritis scardica

Od svih ispitanih metanolnih ekstrakata biljaka familije Lamiaceae, ekstrakt S. scardica
ispoljio najbolji antibakterijski efekat na rast B. subtilis (MIK 31,25 pg/mL), dok je etanolni
ekstrakt slabije inhibirao rast B. subtilis (MIK 125 pg/mL). Metanolni i etanolni ekstrakti su
pokazali antibakterijski efekat i na S. aureus (MIK 250 pg/mL) i L. innocua (MIK 500 pg/mL). U
studiji Tadi¢ i sar. (2012a) je pokazano da je etanolni ekstrakt inhibira rast S. aureus, MIK 1280
ug/mkL, E. faecalis MIK > 2560 ug/mL, a E. coli i P. aeruginosa, MIK 2560 pg/mL. Poredenjem
rezultata navedenog inaSeg rada moZe se uocCiti da je antibakterijska aktivnost ekstrakata
ispitanih u ovoj doktorskoj disertacije znatno jaca, iako je radi o biljnom materijalu sakupljenom
na istom geografskom podrucju. Iako je etanolni estrakt inhibirao rast P. aeruginosa na MIK 250
pug/mL (Tabela 8) koja se koristi za detekciju inhibitornog dejstva na formiranje i degradaciju
biofilma P. aeruginosa PAO1, zbog slabe rastvorljivosti nije mogao biti testiran.

U testu inhibicije invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji fibroblasta pluc¢a, etanolni
ekstrakt S. scardica je ostvario znacaj efekat (Grafik 29). Pretragom literature je ustanovljeno da
ne postoje sli¢na istrazivanja, te je ovo prva studija koja je obuhvatila uticaj ekstrakata S. scardica
na formiranje i degradaciju bakterijskog biofilma, kao i invaziju bakterija tokom infekcije
eukariotskih celija.

Teucrium chamaedrys i T. montanum

Za razliku od vodenih ekstrakata T. chamaedrys, antimikrobni potencijal su pokazali
alkoholni ekstrakti kod nekih gram-pozitivnih bakterija kao Sto su B. subtilis, L. innocua i S. aureus
(MIK 500 pg/mL), kao i kod P. aeruginosa (MIK 250 pg/mL). Sli¢ni rezultati su dobijeni i sa
ekstraktima T. montanum, pri ¢emu je najbolji efekat pokazao etanolni ekstrakt, MIK kod B.
subtilis i S. aureus je bio 500 ug/mL, a kod P. aeruginosa MIK 250 ug/mL (Tabela 8). Ovi rezultati
su u saglasnosti sa rezultatima Vlase i sar. (2014), koji su pokazali da je etanolni ekstrakt T.
chamaedrys imao odli¢no inhibitorno dejstvo prema S. aureus (bolje od gentamicina) i prema L.
monocytogenes, dok je slabo inhibirao rast E. coli i S. typhimurium u disk difuzionom testu. U
studiji Stankovi¢ i sar. (2012) je pokazano da je za inhibiciju rasta odredenih bakterija potrebna
veca koncentracija ekstrakata T. chamaedrys nego Sto je koriS¢ena u okviru ove doktorske
disertacije (MIK 5 mg/mL za E. coli i 1,25 mg/mL za P. aeruginosa), dok je rast S. aureus inhibiran
metanolnim ekstraktom pri MIK 78 pg/mL. Takode, autori su pokazali da metanolni ekstrakti T.
montanum i T. chamaedrys inhibiraju rast E. coli na istoj koncentraciji (MIK 5 mg/mL), ali isti
ekstrakt T. chamaedrys ima bolji antimikrobni efekat na P. aeruginosa (MIK 2,5 mg/mL) i S.
aureus ATCC 25923 (MIK 150 pg/mL).

Etanolni ekstrakt T. chamaedrys testiran je znacajno inhibirao invaziju P. aeruginosa PAO1
pri infekciji fibroblasta pluca (Grafik 29). Takode, ostvario je i najbolji efekat na inhibiciju ve¢
formiranog biofilma (57,31% inhibicije pri koncentraciji 625 pg/mlL, Grafik 31). U testu inhibicije
formiranja biofilma P. aeruginosa PAO1, najbolju aktivnost je ostvario pri koncentraciji 625
pug/mL inhibiraju¢i 39,36% biofilma (Grafik 30). Etanolni ekstrakt T. montanum je pokazao
znacajnu inhibiciju invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji MRC-5 Ccelija (Grafik 29), a
podjednako dobar efekat je pokazao i na sprecavanje formiranja biofilma na 625 i 1250 pg/mL
(42,13%, Grafik 30). Na koncentraciji od 625 pg/mL, etanolni ekstrakt 7. montanum je doveo do
najveCe degradacije biofilma P. aeruginosa PAO1 (38,3%, Grafik 31). Kao i u slucaju T.
chamaedrys, ni za ekstrakte T. montanum ne postoje studije o uticaju na adheziju i invaziju
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bakterija pri infekciji eukariotskih ¢elija, kao ni u njihovom uticaju na formiranje i degradaciju
bakterijskog biofilma.

Thymus serpyllum

Alkoholni ekstrakti Th. serpyllum su u MIK testu pokazali jednaku inhibiciju rasta B.
subtilis i L. innocua (MIK 500 pg/mL), dok je u slucaju S. aureus (MIK 500 pg/mL) i P. aeruginosa
(MIK 250 pg/mL) etanolni ekstrakt bio efikasniji (Tabela 8). Ekstrakt Th. serpyllum je u studiji
Jovanovi¢ i sar. (2021) najefikasnije inhibirao rast E. faecalis (MIK 313 pg/mL), zatim na B.
cereus, S. aureus i L. monocytogenes (MIK 1,25 mg/mL), dok je najslabije inhibirao rast E. coli i S.
enterica (MIK 5 mg/mL). Ovi rezultati su delimicno u skladu sa rezultatima ove doktorske
disertacije. S druge strane, Ivasenko i sar. (2021) su pokazali da je etanolni ekstrakt inhibirao
rast P. aeruginosa na 5 mg/mL, Sto je znacajno visa koncentracija od MIK vrednosti dobijenih u
nasem radu.

U testu inhibicije invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji fibroblasta pluc¢a, etanolni
ekstrakt Th. serpyllum je imao znacajnu aktivnost (Grafik 29). Najbolju inhibitornu aktivnost na
formiranje biofilma, etanolni ekstrakt je ostvario pri koncentraciji 312 pg/mL (42,45% inhibicije,
Grafik 30). Prema vec formiranom biofilmu, etanolni ekstrakt Th. serpyllum je ispoljio obrnutu
koncentracionu zavisnost, pri ¢emu je najbolji efekat ostvaren na najmanjoj koncentraciji
(24,56% degradacije biofilma, Grafik 31). Pretragom literature je ustavnoljeno da do sada ne
postoje studije o uticaju ekstrakata Th. serpyllum na adheziju i invaziju bakterija pri infekciji
eukariotskih ¢elija, kao ni u njihovom uticaju na formiranje i degradaciju bakterijskog biofilma.
Medutim, postoji podatak da je vodeni ekstrakt listova Th. serpyllum koriS¢en kao redukciono i
stabilizaciono sredstvo za jone srebra (Ag) prisutne u rastvoru Ag nanocestica, koje su, tako
napravljene, pokazale visoku inhibiciju biofilma S. aureus (Erci i Torlak, 2019).

Thymus vulgaris

U MIK testu, metanolni ekstrakt Th. vulgaris je, pored metanolnog ekstrakta R. officinalis,
pokazao najbolji inhibitorni efekat na L. innocua, inhibirajuci rast pri MIK 250 pug/mL. Metanolni,
kao i etanolni ekstrakt Th. vulgaris, su na istoj MIK vrednosti inhibirali rast B. subtilis (MIK 250
ug/mL). Prema P. aeruginosa, etanolni ekstrakt je ostvario bolji efekat od metanolnog ekstrakta,
inhibirajuc¢i rast ove bakterije pri MIK 250 pg/mL (Tabela 8). Ovi rezultati su delimi¢no u
saglasnosti sa rezultatima Mohsenipour i Hassanshahian (2015), gde je pokazano da su
metanolni ekstrakti efikasnije inhibirali rast ispitivanih bakterija. Naime, u njihovoj studiji,
najbolji efekat je dobijen na P. aeruginosa, zatim S. aureus i B. cereus, dok je E. coli bila
najrezistentnija.

lako ekstrakti Th. vulgaris nisu imali efekta na adheziju P. aeruginosa pri infekciji
fibroblasta pluca, studija Sandasi i sar. (2011) je pokazala da dihlormetanski:metanolni (1:1)
ekstrakt Th. vulgaris inhibira jedino adheziju klini¢nog izolata P. aeruginosa, dok adheziju P.
aeruginosa ATCC 9027 stimuliSe.

U testu inhibicije invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji MRC-5 ¢elija, etanolni ekstrakt je
ostvario znacajan efekat (Grafik 29). Pored toga, etanolni ekstrakt Th. vulgaris je pokazao sli¢nu
inhibiciju formiranja biofilma P. aeruginosa PAO1, pri ¢emu je na testiranim koncentracijama
dostignut plato, mada je ipak najbolji efekat ostvaren na 625 ug/mL (37,22%, Grafik 30).
Interesantno je da, za razliku od testa inhibicije formiranja biofilma, na degradaciju biofilma,
etanolni ekstrakt Th. vulgaris je imao bolji efekat, pri ¢emu je najbolje delovala najniza
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koncentracija (47,54%, Grafik 31). Na osnovu ovih rezultata, kao i rezultata studije Mohsenipour
i Hassanshahian (2015) moZe se zakljuciti da inhibitorno dejstvo ekstrakata Th. vulgaris na
biofilm zavisi pre svega od faze razvoja biofilma, bakterijskog soja, rastvaraca koris¢enog za
ekstrakciju, kao i primenjene koncentracije ekstrakta. Pored toga, u pomenutoj studiji je
primeceno da ekstrakti Th. vulgaris slabije deluju na gram-negativne nego na gram-pozitivne
bakterije (metabolicka aktivnost S. aureus je smanjena za 74,47%, a P. aeruginosa za 29,38%).

4.10. Uticaj na migraciju ¢elija u in vitro modelu zarastanja rana

Do formiranja rana dolazi nakon odredenih trauma i u patoloSkim stanjima, kao $to su
inflamacija, dijabetes, reumatoidni artritis ili tumor. Tako nastale rane je potrebno tretirati kako
bi brze zarastale, a takode i kako bi se sprecila invazija bakterija, budu¢i da je pokazano da
bakterijska infekcija moZe odloziti ili ¢ak spreciti zatvaranje i zarastanje rana (Edwards i
Harding, 2004; Zenao i sar., 2017).

U akutnim ranama privremeno dolazi do povecanja nivoa prooksidanasa. lako su
mehanizmi antioksidativne odbrane zasnovani na postepenoj eliminaciji oksidativnog stresa, kod
hroni¢nih rana je proces uspostavljanja redoks homeostaze otezan zbog nekontrolisane
produkcije RVK i RVA tokom faze inflamacije. lako je antioksidativni odgovor poviSen na mestu
hroni¢nih rana, dolazi do smanjenja antioksidativne efikasnosti usled viska prooksidanasa,
poremecaja i disbalansa redoks homeostaze. Pored toga, NO na tim mestima reaguje sa drugim
prooksidansima, Sto pored oksidativnog, za posledicu ima i pojavu nitrozativnog stresa, zbog
cega hroni¢ne rane ostaju u fazi inflamacije i nemaju spontanu tendenciju stvaranja
granulacionog tkiva koji bi doveo do zarastanja. Imajuci u vidu navedene ¢injenice, preporucuje
se tretiranje rana antioksidativnim agensima koji smanjuju oksidativno oStecenje Ccelija i
pospesuju zarastanja rana (Soneja i sar., 2005).

Do danas je pokazano da ekstrakti nekoliko stotina biljnih vrsta imaju mogu¢nost da
moduliSu proces zarastanja rana zahvaljujuéi bioloski aktivnim fitohemijskim komponentama,
posebno njihovim antioksidativnim, imunomodulatornim i antibakterijskim efektima (Ghosh i
Gaba, 2013). Budud¢i da su nabrojana dejstva ekstrakte biljaka familije Lamiaceae ve¢ pokazana u
ranijim studijama i u ovoj doktorskoj disertaciji, finalni deo nasSih istraZivanja je bio usmeren na
ispitivanje uticaja metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata odabranih biljaka familije
Lamiaceae na migraciju MRC-5 ¢elija. MRC-5 celijska linija je odabrana kao veoma pogodna za
ispitivanje aktivnosti zarastanja rana in vitro (Abe i sar., 2000).

U okviru ove doktorske disertacije efekti ekstrakata biljaka familije Lamiaceae (100
ug/mL) na zarastanje monosloja su procenjeni na osnovu broja €elija i stope njihove migracije za
24 sata na mestu ogrebotine Celijskog monosloja, a u odnosu na netretirane, kontrolne celije.
RaCunanjem Pearsonovih koeficijenata je ustanovljeno da izmedu ova dva nacina prikazivanja
rezultata postoji jaka korelacija (r = 0,72 za metanolne ekstrakte, r = 0,85 za etanolne ekstrakte i
r = 0,81 za vodene ekstrakte) (Grafik 32). Obradene mikrografije za metanolne, etanolne i vodene
ekstrakte su prikazane u Prilozima 9-11.
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Grafik 32. Uticaj metanolnih (a), etanolnih (b) i vodenih (c) ekstrakata biljaka familije Lamiaceae
na migraciju celija fibroblasta pluca.
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Na osnovu dobijenih rezultata uoceno je da su etanolni ekstrakti predstavnika familije
Lamiaceae imali najbolji efekat na migraciju ¢elija fibroblasta plu¢a (Grafik 32B), nakon cCega
slede vodeni (Grafik 32C), i na kraju metanolni ekstrakti, koji su pokazali najslabije dejstvo
(Grafik 32A). Medu etanolnim ekstraktima, G. hederacea je u poredenju sa netretiranom
kontrolom imao 4,72% viSe Celija u ogrebotini uz stopu migracije od 1,86%, dok je tretman L.
cardiaca imao sli¢an broj €elija i stopu migracije kao i kontrolna grupa (Grafik 32B, Prilog 10).
Ipak, u odnosu na netretirane celije, nijedan ekstrakt nije pokazao statisti¢ki znacajan efekat n
zrastranje monosloja celija.

Kao Sto je vec¢ reCeno, dve veoma znacajne karakteristike obnove tkiva prilikom zarastanja
rana su proliferacija i migracija Celija. Test analize ogrebotina monosloja ¢elija koji je koris¢en u
okviru ove disertacije predstavlja in vitro model koji oponaSa ranu i na osnovu njega je
procenjena brzina zarastanja rana migracijom celija, ali ne i proliferacijom buduéi da u medijum
u kom su rastvoreni ekstrakti nije bio dodat FBS, Cime je sprecena proliferacija fibroblasta pluca.
Pravljenjem ogrebotine, poremecen je Celijski monosloj i prekinute su interakcije izmedu celija,
Sto je dovelo do povecanja koncentracije faktora rasta i citokina na ivici ogrebotine, ¢ime je
pokrenuta migracija ¢elija (Pitz i sar., 2016).

[ako u okviru ove doktorske disertacije nije pokazano da ispitivani ekstrakti biljaka
familije Lamiaceae u koncentraciji 100 pg/mL imaju znacajan uticaj na migraciju celija i
zarastanje monosloja, pretragom literature je ustanovljeno da ekstrakti ispitivanih biljaka u vecoj
ili manjoj meri uti¢u na zarastanje rana (Amri i sar., 2017; Karimzadeh i Farahpour, 2017; Ehsani
i sar.,, 2021). Treba imati u vidu da su, iako je proliferacija Celija fibroblasta pluca bila sprecena,
ekstrakti testiranih biljaka familije Lamiaceae poreklom iz Srbije povecavali vijabilnost ovih
Celija, te se ne moZe iskljuciti njihova uloga u stimulaciji proliferacije i zarastanju rana.

Dakle, u narednim istrazivanjima je neophodno da se ispita pomenuta hipoteza o
kombinovanom dejstvu ovih ekstrakata na proliferaciju i migraciju ¢elija fibroblasta pluca, a
takode i uvesti modifikacije metode uz pomo¢ kojih bi se ona optimizovala i na takav nacin
smanjila greska ljudskog faktora u tumacenju rezultata.

4.11. Opsta diskusija
SadrZaj i hemijski sastav pojedinih fitokonstituenata ekstrakata

Faktori koji doprinose sastavu i kvantitetu ekstrahovanih komponenti iz biljnog materijala
su, pre svega, izbor protokola i rastvaraCa za ekstrakciju. Na rastvorljivost razlicitih fenolnih
jedinjenja znacajno utiCe polarnost rastvaraca, zbog Cega je veoma teSko primeniti proceduru
pogodnu za ekstrahovanje svih prisutnih polifenola (Jovanovi¢ i sar., 2017). Ipak, metanol, etanol,
kao i smeSe ovih alkohola sa vodom u razli¢itim odnosima (binarni sistem rastvaraca) uspesno
koriste se za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja iz lekovitih i aromati¢nih biljaka. Voda se Cesto
koristi kao rastvarac zbog svoje netoksi¢nosti, izrazito polarnih svojstava, kao i mogu¢nosti da se
u njoj rastvori Sirok spektar fitokonstituenata. Pored toga, pokazano je da ¢ak i mala koliina
vode u binarnoj smesi rastvaraCa ima znacajan uticaj jer dovodi do pojave polarnije sredine,
olakSava ekstrakciju polifenolnih jedinjenja, a povecanje temperature vode povecava efikasnost
ekstrakcije. Metanol i etanol su, s druge strane, manje polarni rastvaraci od vode i netoksi¢ni su u
niskim koncentracijama (Serrano i sar., 2011; Jovanovi¢ i sar., 2017; Abubakar i Haque, 2020).
Metanol se generalno koristi za ekstrakciju polifenola manje molekulske teZine, dok se u etanolu,,
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pomenutih osobina rastvaraca, kao i zbog Siroke primene tinktura i c¢ajeva u tradicionalnoj
medicini, u ovoj doktorskoj disertaciji su ispitivani metanolni, etanolni i vodeni ekstrakti 18
predstavnika familije Lamiaceae sa teritorije Srbije.

U ovoj studiji je odreden je sadrzaj fitokonstituenata spektrofotometrijski, kao i hemijski
sastav ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae HPLC-DAD analizom. lako je pokazano da su u
ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae dominantni razliciti fitokonstituenti, potrebno je
naglasiti da je najc¢esce identifikovana fenolna kiselina bila rozmarinska, a da je najcesce
identifikovani flavonoid bio luteolin-7-0-glukozid, Sto je u saglasnosti sa dostupnim literaturnim
podacima.

Pored analize sadrzaja i hemijskog sastava osnovnih fitokonstituenata, ispitana je i
bioloSka  aktivnost ekstrakata: antioksidativna, genoprotektivna, antigenotoksicna,
antidijabeti¢na, antineurodegenerativna i antineuroinflamatorna, antitumorska, antibakterijska,
kao i uticaj ekstrakata na migraciju celija. Budu¢i da je svaka bioloska aktivnost ispitivana
primenom veceg broja testova, bilo je neophodno proceniti njihovu korelaciju, ali i detektovati tip
ekstrakta i biljnu vrstu sa najboljim bioloskim potencijalom, $to je uradeno IBR analizom.

Korelacija izmedu hemijskog sastava ekstrakata i rezultata testova za odredivanje
bioloske aktivnosti, kao i medusobna Kkorelacija rezultata pomenutih testova je definisana
Pirsonovim koeficijentom korelacije (r), a rezultati su prikazani u Tabelama 10 i 11. Pojedine
vrednosti r prikazane u Tabelama 10-11 izra¢unate su samo za rezultate etanolnih ekstrakata jer
su ili samo oni bili testirani, ili su bili bioloski aktivniji.

Tabela 10. Korelacija spektrofotometrijski odredenog hemijskog sastava i fenolnih jedinjenja
identifikovanih HPLC-DAD analizom sa testovima za odredivanje bioloske aktivnosti ekstrakata.

Ukupne fenolne
UKkupni flavonoli
Kafena kiselina

Ukupna fenolna
Kiseline

jedinjenja
Luteolin-7-0-

Rozmarinska
glukozid

Ukupni
flavonoidi
UKkupni
kumarini
UKkupni
triterpenoidi
kiselina
Hlorogena
kiselina
Kvercetin
Rutin
Naringin

S

0,09

=
()
o~
=
K
ul

DPPH | 0,7

[ee]
=}
~
[e0]

0,66

&
U1
N}

054 01 0,67

R
=
~
'
2
]
[y
R
=
S

ABTS | 0,77 0,74 0,65 0,59 0,53 -0,09 0,73

L
w
=]
'
R
=
=
L
]
[y

0,04 024 0,51

-karoten/linolna

Lo 0,43 0,27 0,52 0,29 0,37 0,05 0,49 0,27 -0,15 0,23 0,01 0,51 0,51
kiselina

FRAP | 0,77 0,89 0,62 047 059 -0,06 0,79 022 -0,10 0,24 0,09 0,29 0,51

URP | 0,79 0,79 0,71 058 064 012 0,71 0,20 -0,12 0,24 0,14 0,30 0,58

Relaksacija

. 0,56 0,29 0,54 0,59 0,53 0,26 0,24 0,36 0,01 0,18 0,18 0,19 0,48
plazmidne DNK*
SOS/umucC | -0,19 -0,07 -0,14 -0,22 -0,39 -0,25 -0,14 -031 -0,14 -0,37 0,06 0,11 0,24

Komet test na MRC-

5 celii « | 048 -015 -0,67 -0,65 -0,47 0,06 -029 -014 016 -0,23 -0,23 -0,37 -049
celljjama

a-glukozidaza | 054 044 054 047 033 -0,10 0,63 041 -0,10 0,24 -0,18 0,29 0,47
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Acetilholinesteraza | -0,15 -0,15 -0,11 -0,09 -0,17 -0,40 -020 -0,13 034 006 -0,35 0,08 -0,08
Tirozinaza | 0,49 0,36 0,55 0,32 0,68 -0,03 0,48 045 -0,19 0,30 0,19 0,45 0,53
MTT na BV2
PR « | 0,00 -0,15 0,21 0,12 -0,31 0,38 0,18 -0,07 -0,15 -0,10 -0,43 0,57 0,45
¢elijama
NBT na BV2
L. -040 -0,11 -042 -041 -041 -0,07 -0,30 -0,49 0,20 0,09 -0,04 -0,22 -0,20
¢elijama*
Gris na BV2
L. 0,16 0,16 0,32 0,25 0,13 0,51 0,15 0,08 -0,17 0,10 -0,13 0,53 0,46
¢elijama*
MTT na SH-SY5Y
PR « | 0,63 0,59 0,44 0,22 0,17 0,32 0,69 0,12 -0,36 -0,29 0,00 0,19 0,64
¢elijama
MTT na HCT-116
PR « | "041 -0,05 -037 -032 -0,25 0,06 -0,10 -0,52 0,03 -002 0,06 -021 -0,35
¢elijama
NBT na HCT-116
L. 0,18 0,63 0,22 0,02 0,29 -0,22 0,26 -0,12 -025 -0,19 0,06 -0,11 0,05
¢elijama*
Gris na HCT-116
KT « | 021 0,60 0,09 -006 040 -0,05 0,41 0,02 -0,13 034 -0,05 0,03 -0,14
¢elijama

Komet test na HCT-

116 ¢elii «| 006 -001 -0,04 001 -007 -016 -0,25 0,09 0,03 0,15 0,07 -0,22 -0,25
celljjama

MIK na B. subtilis | 0,18 0,21 0,19 0,16 0,31 0,46 0,19 -0,14 0,03 0,20 0,11 0,19 0,22
MIK na E. faecalis | 0,24 0,32 0,25 0,05 047 0,24 0,24 0,12 0,02 0,23 0,26 0,29 0,32
MIK na L. innocua | 0,25 0,33 0,33 0,28 045 0,40 0,30 -0,12 0,00 0,20 0,15 0,20 0,32

MIK na S. aureus | 0,19 0,21 0,11 0,12 0,08 0,32 0,17 -0,22 0,09 0,18 -0,07 0,10 0,18

MIK na P.

] 0,44 0,33 0,37 0,28 0,56 -0,26 0,34 0,25 0,18 0,33 0,16 0,04 0,15
aeruginosa*
Invazija P.

. -0,06 0,04 0,37 0,34 0,20 0,15 0,06 -0,07 -019 -0,18 -0,11 0,15 0,21
aeruginosa PAO1*
Formiranje

biofilma P. | 0,52 0,32 0,25 0,29 0,10 -0,27 0,26 0,03 0,11 -0,09 -0,08 -0,20 0,09
aeruginosa PAO1*
Degradacija
biofilma P. | 0,38 0,22 0,57 0,53 0,43 -0,20 0,13 022 -026 -0,12 0,36 0,09 0,29
aeruginosa PAO1*
Stopa migracije

MRC-5 éeliia* -0,15 0,27 -0,24 -0,31 -0,38 -0,11 -0,01 -0,38 -0,10 -0,25 -0,19 -0,28 -0,08
-5 celija

r - Pirsonovi koeficijenti korelacije; Ir| < 0,35 slaba korelacija (neobojena polja); 0,36 < Ir| < 0,67 umerena korelacija
(zelena polja); 0,68 < |r| < 1 jaka korelacija (roze polja) (Taylor, 1990); * - r samo za etanolne ekstrakte.
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Jaka korelacija je ustanovljena izmedu ukupnih fenolnih jedinjenja, ukljucujuéi fenolne
kiseline, i antioksidativne aktivnosti u DPPH, ABTS, FRAP i URP testovima; izmedu ukupnih
flavonoida i URP testa, kao i izmedu ukupnih kumarina i sposobnosti inhibicije tirozinaze. S
druge strane, od pojedinacnih jedinjenja, jedino je visoko prisustvo rozmarinske Kkiseline bilo u
korelaciji sa antioksidativnom aktivno$¢u u ABTS, FRAP i URP testovima, kao i sa stepenom
citotoksicnosti prema SH-SY5Y neuronima (Tabela 10). Rezultati ovih analiza ukazuju na to da bi
ukupna i pojedinacna fenolna i terpenska jedinjenja, mogla biti nosioci detektovane bioloSke
aktivnosti.

Umerena korelacija je nadena izmedu ukupnih fenolnih jedinjenja i rezultata
antioksidativne aktivnosti u [-karoten/linolna Kkiselina testu, genoprotektivne aktivnosti,
antigenotoksicne aktivnosti u eukariotskom modelu, sposobnosti inhibicije a-glukozidaze i
tirozinaze, produkcije RVK-a od strane BV2 ¢elija, stepena citotoksi¢nosti prema SH-SY5Y i HCT-
116 celijama, inhibicije rasta P. aeruginosa, kao i izmedu ukupnih fenolnih jedinjenja i inhibicije
formiranja i degradacije ve¢ postojeceg biofilma P. aeruginosa PAO1 (Tabela 10). Ovaj tip
korelacije izmedu rezultata spektrofotometrijski odredenih sadrzaja fitohemijskih jedinjenja ili
pojedinacnih identifikovanih fenolnih jedinjenja i testova za odredivanje razli¢itih bioloskih
aktivnosti bi mogao ukazati na delimi¢an uticaj pomenutih sekundarnih metabolita na
ispoljavanje ispitanih bioloskih aktivnosti.

Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina je bio u umerenoj korelaciji sa inhibicijom aktivnosti a-
glukozidaze i tirozinaze, vijabilnosti SH-SY5Y neurona, kao i produkcijom RVK-a i NO-a od strane
HCT-116 celija. Budu¢i da su sve vrednosti r bile pozitivnhe, moZe se re¢i da sa povecanjem
ukupnih fenolnih kiselina raste i detektovana bioloska aktivnost (Tabela 10).

Ukupni flavonoidi su takode pokazali umerenu korelaciju sa rezultatima testova u kojima
su praCene antioksidativna, genoprotektivna i antigenotoksi¢na aktivnost u eukariotskom
modelu, inhibicije a-glukozidaze i tirozinaze, kao i sa produkcijom RVK-a od strane BV2 ¢elijama,
stepenom citotoksi¢nosti na SH-SY5Y neurone i HCT-116 celije, inhibicijom rasta P. aeruginosa,
inhibicija invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji fibroblasta pluca, a takode i sa degradacijom
biofilma P. aeruginosa PAO1 (Tabela 10).

Pokazana je umerena korelacija izmedu ukupnog sadrzaja flavonola i rezultata testova
antioksidativne aktivnosti (osim [-karoten/linolna Kkiselina testa), genoprotektivne i
antigenotoksic¢ne aktivnosti u eukariotskom modelu, stepena inhibicije a-glukozidaze, produkcije
RVK-a od strane BV2 ¢elija, kao i sa degradacijom ve¢ formiranog biofilma P. aeruginosa PAO1
(Tabela 10).

S druge strane, sadrzaj kumarina je umereno korelisao sa rezultatima testova
antioksidativne, genoprotektivne i antigenotoksi¢ne aktivnosti, produkcijom RVK-a od strane
BV2 i NO-a od strane HCT-116 ¢elija, inhibicijom rasta E. faecalis, L. innocua i P. aeruginosa, kao i
sa degradacijom ve¢ formiranog biofilma P. aeruginosa PAO1 i migracijom MRC-5 Ccelija
(Tabela 10).

Slicno kao za flavonole, umerena korelacija je utvrdena izmedu ukupnih triterpena i
sposobnosti inhibicije AChE, vijabilnosti i produkcije NO-a od strane BV2 celija, kao i inhibicije
rasta B. subtilis i L. innocua (Tabela 10).

Pored jake korelacije izmedu koli¢ine rozmarinske kiseline i rezultata pojedinih testova za
odredivanje bioloSke aktivnosti, utvrdena je i umerena korelacija izmedu ove fenolne kiseline i
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rezultata antioksidativne aktivnosti (DPPH i ABTS testova), sposobnosti inhibicije aktivnosti a-
glukozidaze i tirozinaze, kao i produkcije NO-a od strane HCT-116 ¢elija. Dobijeni rezultati
pokazuju da se sa povecanjem koncentracije rozmarinske Kkiseline u ekstraktima povecava
njihova bioloska aktivnost. Umerena korelacija koli¢ine rozmarinske Kkiseline u ekstraktima
biljaka familije Lamiaceae i [-karoten/linolna kiselina testa (Tabela 10), povezana je i sa
relativno polarnom prirodom rozmarinske kiseline, Sto sugeriSe da ekstrakti bogati
rozmarinskom kiselinom imaju dobar potencijal da zaStite ve¢ postojece antioksidante u sistemu,
medutim treba imati u vidu da polarnost jedinjenja Cesto moze predstavljati prepreku prilikom
prodiranja kroz ¢eliju u in vivo sistemu.

Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji su pokazali da kafena kiselina, pored
inhibicije a-glukozidaze i tirozinaze, delimi¢no doprinosi i genoprotektivnom efektu ekstrakata.
Nasuprot tome, utvrdena je negativna umerena korelacija izmedu koli¢ine kafene Kiseline i
produkcije RVK-a od strane BV2 celija, vijabilnosti HCT-116 ¢elija, kao i migracije MRC-5 celija
prilikom zarastanja monosloja (Tabela 10). Negativna umerena korelacija je pronadena i izmedu
koli¢ine hlorogene kiseline i stepena citotoksi¢nosti prema SH-SY5Y neuronima (Tabela 10).

Koli¢ina naringina u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae je bila u umerenoj
korelaciji sa rezultatima -karoten/linolna kiselina testa. Kao i u sluc¢aju rozmarinske Kkiseli, nije
iznenadujuce Sto korelacija izmedu koli¢ine naringina i antioksidativnog efekta detektovanog u
ovom testu nije jaka budu¢i da je naringin polarno jedinjenje, odnosno glikozid, a -
karoten/linolna kiselina je test koji se, pre svega, koristi za merenje antioksidativne aktivnosti
nepolarnih agenasa (Prieto i sar., 2012). Pored toga, koli¢ina naringina je umereno korelisala sa
genoprotektivnom aktivno$¢u ekstrakata, inhibicijom tirozinaze, kao i vijabilno$¢u i produkcijom
NO-a od strane BV2 ¢elija (Tabela 10).

Koli¢ina luteolin-7-0-glukozid je bila u umerenoj korelaciji sa rezultatima testova
antioksidativne i genoprotektivne aktivnosti. Pored toga, postojala je umerena korelacija sa
inhibicijom aktivnosti tirozinaze, vijabilnoS¢u i produkcijom NO-a od strane BV2 ¢elija, kao i sa
vijabilno$¢u SH-SY5Y neurona (Tabela 10).

Medu ispitivanim grupama sekundarnih metabolita i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja,
najslabiju korelaciju sa testovima za odredivanje bioloSke aktivnosti su imali rutin (negativna
umerena korelacija sa vijabilnos¢u BV2 ¢elija i pozitivna umerena Kkorelacija sa degradacijom
formiranog biofilma P. aeruginosa PAO1), kvercetin (negativha umerena Kkorelacija sa
antigenotoksi¢cnom aktivnos¢u u prokariotskom modelu) (Tabela 10).

Generalno, na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 10, moZe se uociti jaca korelacija
izmedu rezultata testova za odredivanje bioloSke aktivnosti ekstrakata i sadrzaja njihovih
fitokonstituenata u poredenju sa rezultatima pomenutih testova za odredivanje bioloSke
aktivnosti ekstrakata i pojedina¢nih jedinjenja, Sto moZe biti posledica sinergistickog efekta
komponenti ekstrakata. Takode, ovi rezultati ukazuju da je koli¢ina fitokonstituenata dobar
pokazatelj bioloSkog potencijala ekstrakata.

Korelacija rezultata testova antioksidativne aktivnosti ispitivanih ekstrakata i drugih
bioloskih aktivnosti

Svi ispitivani ekstrakti predstavnika familije Lamiaceae su ispoljili antioksidativno dejstvo
in vitro, a buduci da je oksidativni stres u osnovi mnogih savremenih bolesti Coveka, u narednim
koracima ove studije su ispitane i druge bioloSke aktivnosti koje su povezane antioksidativnim
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dejstvom. Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da se antioksidativna aktivnost
ekstrakata ispitivanih predstavnika familije Lamiaceae, pored direktne sposobnosti da izvrse
prenos atoma vodonika ili pojedinacnog elektrona, zastite drugih antioksidativnih supstanci i
reakcija oksido-redukcije, manifestuje i time Sto ovi ekstrakti pruZaju zastitu genetiCkom
materijalu, a takode pospesuju i odredene mehanizme reparacije molekula DNK, $to je primeceno
kako u prokariotskom, tako i u eukariotskom modelu.

Rezultati dobijeni razli¢itim testovima za odredivanje antioksidativne aktivnosti su
medusobno ispoljili jaku korelaciju. Rezultati Pirsonove korelacije potvrduju prethodnu
kategorizaciju testova za odredivanje antioksidativne aktivnosti prikazanu u poglavlju 4.3, prema
kojoj su DPPH i ABTS testovi svrstani u jednu grupu (rpepu-asts = 0,77); FRAP i URP testovi u
zasebnu grupu (rrrapr-ure = 0,87), dok su B-karoten/linolna kiselina testom ispitivani drugaciji
mehanizmi antioksidativnog delovanja od prethodne dve grupe testova (r u opsegu od 0,31 -
0,48), zbog Cega je ovaj test svrstan u zasebnu grupu (Tabela 11).

Rezultati testova antioksidativne aktivnosti ekstrakata su umereno korelisali sa
rezultatima genoprotektivne aktivnosti, kao i sa sposobnosSc¢u inhibicije aktivnosti tirozinaze.
Rezultati DPPH testa su, pored toga, umereno korelisali sa aktigenotoksicnom aktivnoS¢u u
prokariotskom modelu, produkcijom RVK-a od strane LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija i NO-a od
strane HCT-116 C¢elija, inhibicijom rasta B. subtilis, kao i sa inhibicijom formiranja biofilma P.
aeruginosa PAO1 (Tabela 11).

Izmedu rezultata ABTS testa i inhibicije aktivnosti «o-glukozidaze utvrdena je jaka
korelacija, dok su rezultati ABTS testa umereno korelisali sa rezultatima antigenotoksi¢ne
aktivnosti, efektom na smanjenje neurocitotoksi¢nog potencijala solubilnih produkata LPS-om
aktiviranih BV2 ¢elija, inhibicijom rasta P. aeruginosa, kao i degradacijom formiranog biofilma P.
aeruginosa PAO1. (Tabela 11).

Rezultati B-karoten/linolna kiselina testa su jako pozitivno korelisali sa smanjenjem
neurocitotoksi¢nog potencijala solubilnih produkata LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija. Za razliku od
toga, rezultati [-karoten/linolna kiselina testa su umereno do slabo korelisali sa
antigenotoksi¢cnom aktivnoséu u eukariotskom modelu, sposobnos¢i inhibicije aktivnosti a-
glukozidaze, kao i vijabilnoS¢u i produkcijom RVK-a i NO-a od strane LPS-om aktiviranih BV2
¢elija (Tabela 11).

Rezultati FRAP i URP testa su umereno korelisali inhibicijom rasta B. subtilis, sposobnos¢u
inhibicije aktivnosti a-glukozidaze, citotoksicnom aktivno$¢u prema SH-SY5Y neuronima, kao i sa
inhibicijom formiranja i degradacije ve¢ formiranog biofilma P. aeruginosa PAO1 (Tabela 11).
Pored toga, rezultati FRAP testa su umereno korelisali i sa antigenotoksicnom aktivnoS¢u u
prokariotskom modelu, produkcijom RVK-a od strane LPS-om aktiviranih BV2 C(celija i
produkcijom NO-a od strane HCT-116 ¢elija, kao i sa inhibicijom rasta P. aeruginosa (Tabela 11).

Dakle, jake i umerene korelacije uoCene izmedu antioksidativne aktivnosti i drugih
ispitivanih bioloskih aktivnosti predstavljaju dokaz njihove povezanosti sa ublazavanjem ili
eliminacijom negativnih efekata oksidativnog i nitrozativnog stresa in vitro. Ipak, potrebno je
naglasiti da se pojedini mehanizmi ovih bioloskih aktivnosti mogu razlikovati u in vivo sistemima
zbog dejstva drugih, unutrasnjih, faktora.
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IBR analiza antioksidativne aktivnosti

Iako je uobicajeno je da se IBR analiza koristi za vizuelizaciju bioloskih efekata
zagadivaca i tumacenje odnosa izmedu razli¢itih biomarkera i nivoa kontaminacije (Beliaeff i
Burgeot, 2002), u ovoj doktorskoj disertaciji je IBR metoda prilagodena za analizu rezultata
testova bioloSke aktivnosti ispitivanih ekstrakata sa ciljem da se predstavi njihov ukupni
bioloski potencijal i izdvoji najaktivniji uzorak. Rezultati ove analize predstavljaju sumirani
zbir ukupne bioloSke aktivnosti ekstrakata, u formi histograma, koji su dobijeni na osnovu
radijalnih grafika. Na osnovu IBR analize antioksidativne aktivnosti ekstrakata pokazano je da
je uticaj rastvaraca veoma znacajan budu¢i da su metanolni ekstrakti generalno ispoljili
najjacu aktivnost, nakon Cega slede etanolni, dok su vodeni ekstrakti imali najslabiju
antioksidativnu aktivnost.

Sa radijalnih grafika prikazanih u Prilogu 12 preracunate su IBR povrsine za ukupnu
antioksidativnu aktivnost (Prilozi 13 i 14), pri ¢emu se moZe primetiti da su medu ispitivanim
ekstraktima, metanolni ekstrakti M. piperita i M. officinalis, kao i etanolni ekstrakt 0. vulgare
ispoljili najjaci ukupni antioksidativni potencijal.

Na osnovu histogramskog prikaza rezultata IBR metode, 0. vulgare i M. officinalis su se
izdvojili kao najjaci antioksidativni agensi, dok je za M. vulgare primeéeno da ima najslabiji
antioksidativni potencijal (Prilozi 13 i 14).

Korelacija rezultata testova genoprotektivne i antigenotoksi¢ne aktivnosti ispitivanih
ekstrakata i drugih bioloskih aktivnosti

Budu¢i da su ispitivani ekstrakti ispoljili genoprotektivnu aktivnost na acelularnom
model sistemu, dalje je ispitivan njihov antigenotoksi¢ni efekat na bakterijskom modelu, kao i
na humanim fibroblastima pluca.

U ovoj studiji je po prvi put ispitivana i potvrdena genoprotektivna i antigenotoksi¢na
aktivnost pojedinih biljnih vrsta familije Lamiaceae. Naime, genoprotektivna aktivnost je bila
poznata jedino za pojedine biljne vrste roda Marrubium, Mentha, Salvia, Sideritis i Teucrium,
dok aktivnost biljnih vrsta koje su bile objekat ove doktorske disertacije do sada nije bila
ispitivana. Genoprotektivni efekat predstavnika familije Lamiaceae mozZe biti posledica
visokog sadrzaja fenolnih jedinjenja u njihovim ekstraktima, budu¢i da je pokazano da
izolovana rozmarinska, kafena, vanilinska, ferulinska, cimetna, siringinska, hlorogena, p-
hidroksibenzojeva, galna i protokatehinska kiselina (Sevgi i sar., 2015), kao i katehin, luteolin,
apigenin, kvercetin, kempferol, hiperozid, kvercitrin i rutin imaju visok genoprotektivni
potencijal (Zhu i sar., 2017).

Takode, u ovoj doktorskoj disertaciji je po prvi put opisana antigenotoksi¢na aktivnost
SOS/umuC testom za sve ispitivane biljne vrste familije Lamiaceae, dok je jedino
antigenotoksi¢na aktivnost G. hederacea bila od ranije poznata. Pored toga, po prvi put je
komet testom ispitana i opisana antigenotoksitna aktivnost slede¢ih biljnih vrsta: G.
hederacea, L. cardiaca, M. vulgare, M. piperita, O. majorana, O. vulgare, S. montana, S. scardica,
T. chamaedrys, T. montanum, Th. serpyllum i Th. vulgaris.

Prethodna istraZivanja ukazuju na to da bi se antigenotoksi¢ni potencijal ovih biljaka
mogao pripisati prisustvu fenolnih jedinjenja u njihovim ekstraktima (Kapiszewska i sar.,
2005; Sghaier i sar., 2015; Sabahi i sar., 2018). Naime, pokazano je da rutin inhibira aktivnost
ciklooksigenaza i lipoksigenaza, a pospeSuje stvaranje neenzimskih lipidnih medijatora, ¢ime
inhibira proinflamatornu signalizaciju, $to za posledicu ima spre¢avanje nastanka promena u
funkciji Celijske  membrane fibroblasta izazvane UV zracenjem. Dakle, sprecavanjem
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prekomerne ekspresije proteina indukovanu UV zra¢enjem proteina ukljucenih u organizaciji
i ekspresiji DNK, kao i spre¢avanjem biosinteze pojedinih proteina (Gegotek i sar., 2020) ovaj
flavonoid bi potencijalno mogao omoguciti ekstraktima biljaka familije Lamiaceae sposobnost
sprecavanja genotoksi¢nih oSte¢enja humanog molekula DNK.

Koeficijenti korelacije genoprotektivne aktivnosti i ostalih bioloSkih aktivnosti
prikazani su samo za rezultate etanolnih ekstrakata. Izmedu rezultata genoprotektivne i
antigenotoksi¢ne aktivnosti u eukariotskom modelu, citotoksi¢nosti prema HCT-116 ¢elijama
i migracije MRC-5 celija, utvrdena je negativna umerena korelacija. S druge strane, pozitivna
umerena korelacija je utvrdena izmedu rezultata genoprotektivne aktivnosti i sposobnosti
inhibicije aktivnosti a-glukozidaze, produkcije NO-a od strane LPS-om aktiviranih BV2 celija,
inhibicije rasta L. innocua, kao inhibicije invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji fibroblasta
pluca (Tabela 11).

Kao $to je ranije naglaseno, ispitivanje antigenotoksi¢nog efekta ekstrakata je radeno
koris¢enjem dva model sistema, medutim izracunavanjem koeficijenata korelacije izmedu ova
dva testa utvrdena je slaba korelacija, $to je ocekivano buduci da ovi testovi ispituju razli¢ite
mehanizme antigenotoksi¢nog dejstva ekstrakata.

Koeficijenti korelacije antigenotoksi¢ne sa ostalim bioloSkim aktivnostima su
predstavljeni samo za etanolne ekstrakte. Negativna umerena korelacija je pronadena izmedu
rezultata SOS/umuC testa i produkcije NO-a od strane HCT-116 C¢elija, inhibicije rasta B.
subtilis i P. aeruginosa, inhibicije formiranja biofilma P. aeruginosa PAO1 i migracije MRC-5
¢elija. S druge strane, pozitivna umerena korelacija je pokazana izmedu rezultata SOS/umuC
testa i vijabilnosti BV2 i SH-SY5Y celija, kao i produkcije RVK-a i NO-a od strane LPS-om
aktiviranih BV2 ¢elija (Tabela 11).

Za razliku od SOS/umuC testa, rezultati komet testa su jako negativno korelisali sa
degradacijom biofilma P. aeruginosa PAO1. Umereno negativno su korelisali samo sa
inhibicijom rasta P. aeruginosa, a umereno pozitivno sa produkcijom RVK-a od strane LPS-om
aktiviranih BV2 ¢elija, inhibicijom rasta S. aureus i migracijom MRC-5 ¢elija (Tabela 11).

Korelacija rezultata testova antidijabeti¢ne aktivnosti ispitivanih ekstrakata i drugih
bioloskih aktivnosti

lako literaturni podaci sugeriSu da pojedine biljne vrste familije Lamiaceae poseduju
sposobnost inhibicije aktivnosti a-amilaze pri viSim koncentracijama ekstrakata, u ovoj
doktorskoj disertaciji, ekstrakti ispitivanih predstavnika familije Lamiaceae nisu ispoljili ovaj
efekat. Pored toga, ekstrakti H. officinalis, L. angustifolia, L. cardiaca, M. vulgare, kao i etanolni i
vodeni ekstrakti S. scardica i etanolni ekstrakt O. basilicum nisu ¢ak ni pri najviSoj testiranoj
koncentraciji inhibirali aktivnost a-glukozidaze, dok su ekstrakti Th. serpyllum imali najbolji
efekat u ovom testu. Ipak, postoje podaci da se brojne biljke familije Lamiaceae koriste u
tradicionalnoj medicini za kontrolu i lecenje dijabetesa, Sto nije iznenadujuce s obzirom na to
da su fenolna jedinjenja poznati inhibitori enzima klju¢nih za metabolizam ugljenih hidrata u
organizmu, sa sposobnos¢u da moduliSu njihovu digestiju, te se zahvaljujuéi njima moze vrsiti
kontrola glikemijskog indeksa pojedinih prehrambenih proizvoda (Kajaria i sar., 2013).

Buduéi da ispitivani ekstrakti predstavnika familije Lamiaceae nisu imali aktivnost
prema o-amilazi, ovaj test nije uzet u obzir prilikom izracunavanja koeficijenata korelacije.

Rezultati antidijabeti¢ne aktivnosti dobijeni testom inhibicije a-glukozidaze su jako
korelisali samo sa rezultatima antioksidativne aktivnosti u ABTS testu. Negativna umerena
korelacija je utvrdena izmedu sposobnosti inhibicije aktivnosti a-glukozidaze i produkcije
RVK-a od strane LPS-om aktiviranih BV2 celija, kao i inhibicije rasta B. subtilis. Umerena
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korelacija nadena izmedu rezultata antidijabeticne aktivnosti ekstrakata i inhibicije rasta B.
subtilis je posebno znacajna iz razloga $to su osobe obolele od dijabetesa generalno podloZnije
bakterijskim infekcijama (Liu i sar., 2004), a izmedu ostalog i infekcijama bakterija roda
Bacillus.

Sa druge strane, pozitivna umerena korelacija je utvrdena izmedu sposobnosti
inhibicije aktivnosti a-glukozidaze i rezultata DPPH testa, sposobnosti inhibicije aktivnosti
tirozinaze, citotoksi¢nosti prema SH-SY5Y neuronima, produkcije NO-a od strane HCT-116
¢elija i inhibicije rasta P. aeruginosa (Tabela 11).

Korelacija rezultata testova imunomodulatorne aktivnosti ispitivanih ekstrakata i
drugih bioloskih aktivnosti

Terminom imunomodulatorna aktivnost obuhvacene su antineurodegenerativna,
antineuroinflamatorna i antitumorska aktivnost, kao i aktivnost zarastanja rana, bududi da
preko stimulacije, odnosno inhibicije komponenti ukljucenih u ove aktivnosti, u ljudskom
organizmu moZe do¢i do modulacije kako urodenog, tako i adaptivnog imunskog odgovora.

Rezultati antineurodegenerativne i antineuroinflamatorne aktivnosti su blisko
povezani sa rezultatima antidijabeti¢ne aktivnosti ekstrakata dobijenih u ovoj studiji. Naime,
ranija istrazivanja su pokazala da je izostanak aktivnosti ekstrakata prema a-amilazi poZeljan
s obzirom na to da je aktivnost ovog enzima u mozgu neophodna u odredenim patoloskim
stanjima. Tacnije, zahvaljuju¢i aktivnosti a-amilaze moze se spreciti progresivni gubitak
pamcenja, na primer, u slu¢aju Alchajmerove bolesti (Agatonovi¢-Kustrin i sar., 2020; Byman i
sar.,, 2021). Budu¢i da je incidenca oboljevanja od Alchajmerove bolesti povecana kod
dijabeticara (Mittal i sar., 2016), kod njih je neophodno izbegavati lekove koji funkcionisu po
principu inhibicije aktivnosti a-amilaze, zbog ¢ega su rezultati ove doktorske disertacije od jo$
veceg znacaja jer ukazuju na to da se ovaj problem potencijalno moZe prevazi¢i upotrebom
terapije zasnovanoj na biljnim preparatima. Ova tvrdnja posebno dobija na znacaju kada se
uzme u obzir da je u okviru ove studije pokazano da predstavnici familije Lamiaceae imaju
odlicnu sposobnost inhibicije enzima Kklju¢nih za procese neurodegeneracije: AChE i
tirozinaze.

Pored inhibicije enzima odgovornih za pocetak i progresiju neurodegenerativnih
bolesti, veliku pretnju predstavljaju i neuroinflamatorni procesi, koji izazivaju, ali i ubrzavaju
proces pomenutih bolesti. Kao $to je prethodno napomenuto, u okviru ove studije su dobijeni
ohrabrujud¢i rezultati koji sugeriSu da predstavnici familije Lamiaceae, odnosno njihovi
etanolni ekstrakti, imaju znacajan antineuroinflamatorni potencijal time $to normalizuju
vijabilnost mikroglijalnih ¢elija nakon indukcije inflamacije, smanjuju produkciju RVK-a i NO-
a od strane ovih makrofaga, a takode je pokazano da normalizuju i vijabilnost samih
neuronskih c¢elija. U okviru ove doktorske disertacije je po prvi put predstavljena
antineuroinflamatorna aktivnost ekstrakata O. majorana, S. scardica, T. chamaedrys, T.
montanum, Th. serpyllum i Th. vulgaris. Za razliku od toga, antineuroinflamatorna i
antineuroinflamatorna aktivnost preostalih biljnih vrsta je od ranije poznata, kao i
antineurodegenerativna i antineuroinflamatorna aktivnost pojedinih fitokonstituenata
izolovanih iz ovih biljaka, poput rozmarinske, kafene, hlorogene, ferulinske i cikori¢ne
kiseline, kvercetina, rutina, naringenina, leonurina, timola i karvakrola (Qi i sar., 2010;
Habtemariam, 2016; Coelho i sar., 2017; Tundis i sar., 2018; Hanafy i sar., 2020; Mir i sar.,,
2021; Seyed i sar., 2021).

IzraCunavanjem Kkoeficijenata korelacije je utvrdeno da je sposobnost inhibicije
aktivnosti tirozinaze jace korelirala sa rezultatima ostalih bioloskih aktivnosti od sposobnosti
inhibicije aktivnosti AChE. Rezultati testova inhibicije AChE i tirozinaze su medusobno imali
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slabu korelaciju, $to nije iznenadujuce bududi da su ovi enzimi ukljuceni u razli¢ite aspekte
neurodegeneracije, zbog Cega se ovim testovima odreduju drugaciji mehanizmi delovanja
biljnih ekstrakata.

Rezultati antineurodegenerativne aktivnosti odredena sposobnosc¢u inhibicije AChE su
umereno korelisali sa produkcijom RVK-a od strane HCT-116 ¢elija, kao i sa inhibicijom rasta
B. subtilis i S. aureus (Tabela 11).

Pozitivnha umerena korelacija je utvrdena izmedu sposobnosti inhibicije aktivnosti
tirozinaze i inhibicije rasta P. aeruginosa, kao i degradacije biofilma P. aeruginosa PAO1. Ovaj
nalaz je veoma znacajan buduc¢i da postoje podaci da bakterije produkuju pro-inflamatorne
faktore i neurotoksine koji mogu imati vazne uloge u razvoju i/ili kaskadi dogadaja koji
dovode do neurodegeneracije. Posebno vaZzan agens u ovakvim dogadajima jeste LPS, koji
preko stimulacije produkcije pojedinih pro-inflamatornih faktora moze uticati na
neurodegeneraciju. Budu¢i da je LPS endotoksin gram-negativnih bakterija, infekcija bilo
kojom gram-negativnom bakterijom, pa i P. aeruginosa, teoretski moze dovesti do razvoja
Parkinsonove bolesti (Smeyne i sar., 2021). Pored toga, sposobnost inhibicije aktivnosti
tirozinaze je negativno umereno korelisala sa migracijom MRC-5 ¢elija (Tabela 11), Sto je
ocekivano buduc¢i da pored znacajne uloge ovog enzima u Parkinsonovoj bolesti, tirozinaza je
znacajna za biosintezu melanina u kozi. Naime, inhibitori tirozinaze koji imaju sposobnost da
regulisu produkciju RVK-a u tkivima se ¢esto koriste u procesima zarastanja rana (Kim i sar.,
2016).

Ispitivanjem antineuroinflamatorne aktivnosti ekstrakata je odreden njihov uticaj na
smanjenje inflamatornog odgovora BV2 celija i SH-SY5Y neurona izazvanog LPS-om. Jaka
korelacija je utvrdena izmedu vijabilnosti LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija i njihove produkcije
NO-a, dok je umerena korelacija utvrdena izmedu uticaja ekstrakata na produkciju NO-a od
strane LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija i vijabilnosti SH-SY5Y neurona. S druge strane, rezultati
antineuroinflamatorne aktivnosti ekstrakata i sposobnosti inhibicije AChE su slabo korelisali,
dok su rezultati antineuroinflamatorni aktivnosti ekstrakata i njihove sposobnosti inhibicije
tirozinaze pokazali slabu do umerenu korelaciju (Tabela 11). Umerena korelacija koja je
pronadena izmedu rezultata antineurodegenerativne i antineuroinflamatorne aktivnosti
ekstrakata biljaka familije Lamiaceae je od velike vaznosti za nastavak detaljnijih istrazivanja
mehanizama antineuroinflamatorne aktivnosti ekstrakata, budué¢i da se inflamacija, kao i
oksidativni 1 nitrozativni stres nalaze u osnovi mnogih bolesti, izmedu ostalog i
neurodegenerativnih.

Uticaj ekstrakata na vijabilnost LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija je negativno umereno
korelisao sa rezultatima genotoksi¢ne aktivnosti na HCT-116 Celijama, kao i sa inhibicijom
formiranja biofilma P. aeruginosa PAO1. Sa druge strane, uticaj ekstrakata na vijabilnost LPS-
om aktiviranih BV2 ¢elija je pozitivho umereno korelisao sa inhibicijom rasta B. subtilis
(Tabela 11).

Zanimljivo je da je produkcija RVK-a od strane LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija umereno
korelisala sa gotovo svim testovima koriS¢enim za odredivanje antibakterijske aktivnosti
ekstrakata. Tako je produkcija RVK-a od strane LPS-om aktiviranih BV2 celija umereno
korelisala sa inhibicijom rasta E. faecalis, L. innocua, S. aureus, kao i P. aeruginosa, sa
inhibicijom formiranja i degradacije biofilma P. aeruginosa PAO1, ali i sa migracijom MRC-5
Celija (Tabela 11). Ovi nalazi su od velikog znacaja budu¢i da inflamacija posredovana
modulacijom produkcije RVK-a ima veliki uticaj kako na bakterijske infekcije, tako i na
zarastanje rana (poglavlja 4.9.1 4.10.).
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Rezultati uticaja ekstrakata na modulaciju produkcije NO-a od strane LPS-om
aktiviranih BV2 c¢elija su umereno negativno korelisali sa genotoksicnom aktivnoSéu
ekstrakata prema HCT-116 ¢elijama, kao i sa inhibicijom formiranja biofilma P. aeruginosa
PAO1. S druge strane, pozitivna umerena korelacija je nadena izmedu uticaja ekstrakata na
modulaciju produkcije NO-a od strane LPS-om aktiviranih BV2 celija i pojedinih testova za
odredivanje antibakterijske aktivnosti ekstrakata: inhibicijom rasta E. faecalis, L. innocua, S.
aureus, kao i inhibicijom invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji MRC-5 ¢elija (Tabela 11).
Kao i prethodni, i ovi nalazi su veoma znacajni budu¢i da inflamacija posredovana
modulacijom produkcije RVA ima znacajan uticaj na odgovor imunskog sistema na bakterijske
infekcije (poglavlje 4.9.).

Za kraj, utvrdeno je da je citotoksi¢nost prema SH-SY5Y neuronima negativno umereno
korelisala sa genotoksi¢noscu ekstrakata prema HCT-116 ¢elijama (Tabela 11).

U ovoj studiji, antitumorska aktivnost je ispitivana na HCT-116 celijama
kolorektalnog kancera preko citotoksi¢nog uticaja etanolnih ekstrakata predstavnika familije
Lamiaceae i modulacije produkcije RVK-a i NO-a, kao i genotoksi¢nog uticaja ekstrakata na
ove tumorske celije. Dobijeni rezultati ukazuju na to da se antiproliferativna i genotoksicna
aktivnost ovih ekstrakata pojedinih predstavnika familije Lamiaceae prema HCT-116 ¢elijama
moze objasniti modulacijom proizvodnje RVK-a i NO-a. Pretragom literature je ustanovljeno
da ne postoje literaturni podaci o antitumorskoj aktivnosti ekstrakata L. cardiaca, M. vulgaris,
S. officinalis, S. montana, S. scardica i Th. serpyllum na ¢elijama kolorektalnog kancera, vec je
ona po prvi put istrazena u okviru ove doktorske disertacije.

Znacajno je pomenuti da mnoga fenolna i neka terpenska jedinjenja izolovana iz
biljaka familije Lamiaceae ispoljavaju antitumorsku aktivnost na ¢elije kolorektalnog kancera:
rozmarinska, kafena kiselina, apigenin, naringin, kempferol, karvakrol, ursolna, karnozinska i
oleinska kiselina (Han i sar., 2018; Lim i sar., 2019; Milutinovi¢ i sar., 2019; Elansary i sar.,
2020a). Ekstrakti biljaka ispitivanih u okviru ove doktorske disertacije su izuzetno znacajni
kandidati za dalja istrazivanja antitumorske aktivnosti, budu¢i da je utvrdeno da koriste
razliCite efikasne mehanizme za borbu protiv ¢elija kolorektalnog tumora, a u dostupnoj
literaturi je pokazano da deluju i na druge tipove tumora.

Izracunavanjem koeficijenata korelacije je utvrdeno da rezultati testova koriS¢enih za
ispitivanje antitumorske aktivnosti ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae medusobno
nemaju jaku korelaciju. Jedina umerena korelacija je nadena izmedu modulacije produkcije
RVK-a i NO-a od strane HCT-116 ¢elija pod uticajem etanolnih biljnih ekstrakata, dok su ostale
korelacije oznacene kao slabe (Tabela 11). Ovi nalazi se mogu objasniti time da su biljni
ekstrakti koristili razli¢ite mehanizme antitumorske aktivnosti, koje je u budué¢im
istraZivanjima potrebno detaljnije ispitati.

Modulacija produkcije RVK-a je umereno korelisala sa migracijom fibroblasta plu¢a
prilikom zarastanja monosloja (Tabela 11), a znacaj RVK-a tokom zarastanja monosloja je
opisan u poglavlju 4.10.

S druge strane, genotoksi¢na aktivnost ekstrakata prema HCT-116 (elijama je
negativno umereno korelisala sa inhibicijom rasta L. innocua i S. aureus, kao i sa inhibicijom
invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji fibroblasta plu¢a. Za razliku od toga, direktna
umerena korelacija je nadena izmedu rezultata genotoksi¢ne aktivnosti ekstrakta prema HCT-
116 ¢elijama i inhibicije formiranja i degradacije biofilma P. aeruginosa PAO1 (Tabela 11). Ovi
nalazi su od velikog znacaja budué¢i da je imunokompromitovani organizam sklon Cestim
bakterijskim infekcijama, a u ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da etanolni ekstrakti
biljaka familije Lamiaceae imaju potencijala da deluju kao efikasni imunomodulatorni agensi.
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IBR analiza imunomodulatorne aktivnosti

Na osnovu rezultata imunomodulatorne aktivnosti etanolnih ekstrakata ispitivanih
biljaka familije Lamiaceae uradena je IBR analiza. Ova analiza je podrazumevala
standardizaciju rezultata dobijenih testovima za odredivanje antineurodegenerativnog
(testovi inhibicije AChE i tirozinaze), antineuroinflamatornog (MTT, NBT i Grisov test na BV2
¢elijskoj liniji, kao i MTT test na SH-SY5Y celijskoj liniji) i antitumorskog potencijala (MTT,
NBT, Grisov i komet test na HCT-116 celijama), kao i stopom migracije MRC-5 ¢elija pod
uticajem ekstrakata biljaka familije Lamiaceae (Prilog 15).

Sa radijalnih grafika predstavljenih u Prilogu 15 preracunate su IBR povrSine za
imunomodulatornu aktivnost etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae i rezultati
analize su prikazani u Prilozima 16 i 17. Rezultati ove analize sugeriSu da je najviSi
imunomodulatorni potencijal ispoljio etanolni ekstrakt 0. basilicum, nakon Cega slede
ekstrakti R. officinalis i S. officinalis, dok je najslabiji potencijal ispoljio etanolni ekstrakt T.
montanum.

Znacajno je istaci da iako su Pirsonovi koeficijenti korelacije pokazali jaku i umerenu
korelaciju izmedu rezultata pojedinacnih testova antioksidativne i imunomodulatorne
aktivnosti, kada se wuzmu u obzir IBR vrednosti dobijene za antioksidativnu i
imunomodulatornu aktivnost, primecuje se slaba korelacija (r = 0,07). Ovaj nalaz nije
zacudujuc kada se ima u vidu ¢injenica da je u okviru ove doktorske disertacije ispitivano 18
biljaka familije Lamiaceae koje pripadaju razli¢itim rodovima, zbog ¢ega nije oCekivana jaca
korelacija izmedu ovih aktivnosti. Kao Sto je naglaseno u poglavlju 1.4., pregled literaturnih
podataka ukazuje na to da ove biljke ispoljavaju razlicite bioloSke aktivnosti, odnosno razlicit
bioloski potencijal, Sto je u saglasnosti sa nalazima opisanim u okviru ove doktorske
disertacije.

Korelacija rezultata testova antibakterijske aktivnosti ispitivanih ekstrakata i drugih
bioloskih aktivnosti

Biljke sa antibakterijskim potencijalom sve viSe privlaCe paZnju nauc¢nika zahvaljujuci
Cinjenici da je mnogobrojnim studijama pokazana bolja bioraspolozivost aktivnih prirodnih
jedinjenja biljaka poput fenolnih jedinjenja i terpena u odnosu na sinteticki dobijene lekove.
Savremene studije pokazuju da ekstrakti i etarska ulja biljaka, ali i njihovi izolovani
fitokonstituenti mogu imati uticaja na rast kako gram-pozitivnih, tako i gram-negativnih
bakterija, na formiranje biofilma, kao i adheziju i invaziju bakterija prilikom infekcije razlicitih
Celija i tkiva (Stegdrus i sar., 2021).

U ovoj doktorskoj disertaciji, antibakterijska aktivnost je ispitivana MIK testom za sve
ekstrakte 18 predstavnika familije Lamiaceae, pri cemu se pokazalo da su etanolni ekstrakti
bili najaktivniji, zbog ¢ega su oni bili dalje ispitivani u testu invazije P. aeruginosa PAO1
prilikom infekcije fibroblasta plu¢a, a dodatno su ekstrakti bili selektovani za testiranje u
testovima inhibicije formiranja i degradacije biofilma P. aeruginosa PAO1.

Rezultati MIK testa dobijeni za razlic¢ite bakterije su se medusobno razlikovali, pri
¢emu je izmedu MIK testa na gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterijama utvrdena slaba
korelacija (Tabela 11). Ovaj rezultat je o¢ekivan buduéi da gram-negativne bakterije poseduju
spoljasnju membranu sa hidrofilnim polisaharidnim lancem, koja funkcionise kao hidrofobna
barijera za veliki broj sekundarnih metabolita biljaka (Stegarus i sar., 2021). Jaka korelacija je
utvrdena jedino izmedu inhibicije rasta B. subtilis i S. aureus, dok je umerena korelacija
utvrdena izmedu inhibicija rasta E. faecalis i L. innocua, E. faecalis i S. aureus, kao i izmedu
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inhibicije rasta L. innocua i S. aureus (Tabela 11). Ovi nalazi su ocekivani budu¢i da prema
klasifikaciji po Gramu, sve pomenute vrste pripadaju gram-pozitivnim bakterijama.

Rezultati testa invazije P. aeruginosa PAO1 su pozitivho umereno korelisali sa
inhibicijom rasta L. innocua, a negativho umereno sa inhibicijom formiranja biofilma P.
aeruginosa PAO1 (Tabela 11).

Sposobnost ekstrakata da inhibiraju formiranje i stimuliSu degradaciju ve¢ postojeceg
biofilma P. aeruginosa PAO1 je medusobno umereno korelisala. Umerena korelacija je
pronadena izmedu sposobnosti ekstrakata da inhibiraju formiranje biofilma P. aeruginosa
PAO1 i rast E. faecalis, kao i izmedu sposobnosti degradacije ve¢ formiranog biofilma P.
aeruginosa PAO1 i inhibicije rasta P. aeruginosa, B. subtilis i S. aureus (Tabela 11).

Migracija cCelija prilikom zarastanja monosloja MRC-5 C(elija je pored rezultata
genoprotektivne aktivnosti, antigenotoksicnog efekta ekstrakata, sposobnosti inhibicije
tirozinaze i produkcije RVK-a od strane LPS-om aktiviranih BV2 ¢elija, kao i HCT-116 ¢elija
(opisano u prethodnim delovima poglavlja 4.11.), umereno korelisala i sa inhibicijom rasta S.
aureus i P. aeruginosa, kao i sa sposobnos¢u degradacije biofilma P. aeruginosa PAO1 (Tabela
11). Ovi rezultati su od izuzetnog znacaja za dalja istraZivanja zarastanja rana kod
imunokompromitovanih osoba.

IBR analiza antibakterijske aktivnosti

IBR analiza je podrazumevala standardizaciju rezultata MIK testa na B. subtilis, E.
faecalis, L. innocua, S. aureus i P. aeruginosa; testa invazije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji
fibroblasta pluca; testa inhibicije formiranja i degradacije biofilma P. aeruginosa PAO1. MIK
test na E. coli i S. typhimurium i test adhezije P. aeruginosa PAO1 pri infekciji fibroblasta pluc¢a
nisu uzeti u obzir za ovu analizu iz razloga Sto nijedan etanolni ekstrakt nije pokazao
aktivnost u pomenutim testovima. Pored toga, IBR analiza antibakterijske aktivnosti je
obuhvatila standardizaciju i graficku prezentaciju rezultata dobijenih za etanolne ekstrakte
odabranih predstavnika familije Lamiaceae: H. officinalis, M. officinalis, M. piperita, O.
basilicum, 0. majorana, O. vulgare, R. officinalis, S. montana, T. chamaedrys, T. montanum, Th.
serpyllum i Th. vulgaris, $to je prikazano u Prilozima 18-20.

Nalazi IBR analize su pokazali da je najbolji antibakterijski potencijal ispoljio etanolni
ekstrakt S. montana, nakon cega sledi ekstrakt O. vulgare, dok je, kao i u slucaju
imunomodulatorne aktivnosti, najslabiji antibakterijski potencijal ispoljio etanolni ekstrakt T.
montanum (Prilozi 19 i 20).

Nalazi dobijeni IBR analizom testova za odredivanje antibakterijske aktivnosti su slabo
korelisali sa nalazima dobijenim IBR analizom testova za odredivanje antioksidativne i
imunomodulatorne aktivnosti ekstrakata.

IBR analiza svih bioloskih aktivnosti ekstrakata

IBR analiza ukupnog bioloSkog potencijala ekstrakata je sprovedena putem dve
podanalize:

1. podanaliza koja je obuhvatila rezultate za metanolne, etanolne i vodene
ekstrakte,

2. podanaliza koja je obuhvatila rezultate samo za etanolne ekstrakte.

Kao Sto je prethodno prikazano, kako bi se stekao uvid u to koje se biljke izdvajaju u
odnosu na koriséenu grupu testova, rezultati dobijeni razli¢itim testovima grupisani su na tri
velike grupe: antioksidativna, imunomodulatorna i antibakterijska grupa testova. Pored toga,
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na Slikama 31 i 32, Graficima 33 i 34, kao i u Prilozima 21 i 22 ¢e biti prikazani rezultati
objedinjene IBR analize, sa ciljem da se izdvoji predstavnik familije Lamiaceae koji je u ovoj
doktorskoj disertaciji ispoljio generalno najvisi bioloski potencijal.
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Slika 31. Radijalni grafici dobijeni IBR analizom rezultata bioloSkih aktivnosti ekstrakata
predstavnika familije Lamiaceae.
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Prvom IBR podanalizom obuhvaceni su rezultati ekstrakata svih 18 predstavnika
familije Lamiaceae dobijeni analizom 17 testova, Sto ujedno predstavlja i broj testova u kojima
su ispitani metanolni, etanolni i vodeni ekstrakti ovih biljaka (53,12% svih testova). Na
osnovu radijalnih grafika sa Slike 31, izraCunate su IBR povrsine za svaki ispitivani ekstrakt
(Prilog 21, Grafik 33), te je pokazano da su etanolni ekstrakti imali generalno najvisi bioloski
potencijal, nakon cega slede metanolni, dok su vodeni ekstrakti imali najnizi ukupni bioloski
potencijal.

Ovom analizom je takode pokazano da je medu ispitivanim predstavnicima familije
Lamiaceae, bioloSki najaktivnija biljna vrsta bila 0. vulgare, nakon Cega sledi M. officinalis,
zatim S. officinalis, M. piperita, R. officinalis, S. montana, Th. serpyllum, O. majorana, Th.
vulgaris, T. chamaedrys, S. scardica, T. montanum, O. basilicum, H. officinalis, G. hederacea, L.
cardiaca, L. angustifolia. Kao $to je ranije naglaseno, i ovom analizom je pokazano da je najnizi
bioloski potencijal ispoljio M. vulgare (Grafik 33).
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Grafik 33. PovrsSina radijalnih dijagrama prikazanih na Slici 31.
Veca povrsina ukazuje na veci bioloski potencijal ispitivanih ekstrakata.

Medutim, budu¢i da su pojedinim testovima ispitivani samo etanolni ekstrakti
predstavnika familije Lamiaceae, bilo je neophodno uraditi detaljniju IBR analizu koja ce
obuhvatiti najveci broj koriS¢enih testova. Nakon $to su izostavljeni rezultati testa inhibicije
a-amilaze, MIK testa na E. coli i S. typhimurium, kao i testa adhezije P. aeruginosa PAO1 pri
infekciji fibroblasta pluéa zbog izostanka aktivnosti ekstrakata (Slika 32), sveobuhvatna IBR
analiza bioloSke aktivnosti etanolnih ekstrakata je podrazumevala standardizaciju rezultata
28 testova, odnosno 87,5% svih koriS¢enih testova u ovoj doktorskoj disertaciji.

Pomenuta sveobuhvatna IBR analiza je pokazala da je najbolji ukupni bioloski
potencijal u ovoj doktorskoj disertaciji imao etanolni ekstrakt S. officinalis, nakon Cega slede
etanolni ekstrakti O. vulgare, R. officinalis, M. officinalis, O. majorana, S. montana, M. piperita,
Th. vulgaris, Th. serpyllum, T. chamaedrys, O. basilicum, S. scardica, L. angustifolia, L. cardiaca,
M. vulgare, H. officinalis i T. montanum. Ovom analizom je, medutim, pokazano da je medu
ispitivanim ekstraktima, etanolni ekstrakt G. hederacea imao generalno najniZi bioloski
potencijal (Prilog 22, Grafik 34).
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Slika 32. Radijalni grafici dobijeni IBR analizom rezultata svih ispitivanih bioloskih aktivnosti
etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae.
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kazuje na veci bioloski potencijal ispitivanih etanolnih ekstrakata.

v

Grafik 34. Povrsina radijalnih dijagrama prikazanih na Slici 32.
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5. ZAKLJUCCI

U ovoj doktorskoj disertaciji je izvrSena analiza sadrzZaja i hemijskog sastava osnovnih
fitokonstituenata metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata 18 aromati¢nih i lekovitih
predstavnika familije Lamiaceae sa teritorije Srbije, kao i sveobuhvatno istraZivanje njihove
antioksidativne, genoprotektivne, antigenotoksi¢ne, antidijabetiCne, antineurodegenerativne,
antineuroinflamatorne, antitumorske i antibakterijske aktivnosti, kao i njihovog uticaja na
zarastanje rane u in vitro modelu. Na osnovu rezultata predstavljenih u okviru ove doktorske
disertacije izvedeni su sledeci zakljucci:

Vodeni ekstrakti predstavnika familije Lamiaceae su imali veéi prinos u odnosu na
metanolne i etanolne ekstrakte odgovarajucih biljaka.

Ekstrakti predstavnika familije Lamiaceae obiluju sekundarnim metabolitima,
posebno onima iz grupe fenolnih jedinjenja. Koli¢ina fenolnih jedinjenja, ali i
triterpena, u ekstraktima ispitivanih biljnih vrsta se statisti¢ki znacajno razlikuje u
zavisnosti od primenjenog rastvaraca.

Etanolni ekstrakt Origanum vulgare je imao najviSi sadrZaj ukupnih fenola u
odnosu na sve ispitivane biljke, a metanolni ekstrakt Melissa officinalis je imao
najvisi sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina. NajviSi sadrzaj ukupnih flavonoida je
izmeren u etanolnom ekstraktu Mentha x piperita, a najvisi sadrzaj ukupnih
flavonola u metanolnom ekstraktu ove biljke. Metanolni ekstrakt Teucrium
montanum je sadrzao najviSe kumarina, dok je najviSe triterpena bilo prisutno u
ekstraktima Lavandula angustifolia, posebno u metanolnom ekstraktu.

Najprisutnija fenolna kiselina u ekstraktima ispitivanih predstavnika familije
Lamiaceae je bila rozmarinska kiselina, a najprisutniji flavonoid luteolin-7-0-
glukozid.

U svim testovima za odredivanje antioksidativne aktivnosti uoCena je zavisnost
antioksidativnog efekta od koncentracije ekstrakta. Najjacu antioksidativnu
aktivnost u DPPH testu, na 250 pg/mL, imali su ekstrakti M. officinalis, alkoholni
ekstrakti M. piperita i etanolni ekstrakt O. vulgare, inhibirajuéi znacajno viSe DPPH
radikala od sintetic¢kih antioksidanata, BHA i BHT. U ABTS testu, vodeni ekstrakt M.
officinalis, alkoholni ekstrakti M. piperita, kao i etanolni i vodeni ekstrakti O.
vulgare inhibirali su najviSe ABTS radikala, ali znacajno manje od vitamina C. U -
karoten/linolna Kkiselina testu, najbolju aktivnost je ispoljio vodeni ekstrakt
Origanum majorana, znacajno visu od svih pozitivnih kontrola. NajviSu aktivnost u
FRAP testu su imali svi ekstrakti M. officinalis, znacajno viSu jedino od BHT, dok je
u URP testu metanolni ekstrakt O. vulgare imao najbolju aktivnost u poredenju sa
ostalim testiranim ekstraktima. Na osnovu IBR analize, 0. vulgare i M. officinalis su
se izdvojile kao vrste sa najjacim antioksidativnim potencijalom.

[ako su svi ekstrakti predstavnika familije Lamiaceae pokazali znacajnu
genoprotektivnu aktivnost, vodeni ekstrakti, posebno M. piperita i Thymus vulgaris,
su pruZzali najvisi nivo zastite plazmidne DNK.

Najjacu antigenotoksi¢nu aktivnost u prokariotskom modelu Salmonella
typhimurium TA1535/pSK1002 su pokazali etanolni ekstrakti Rosmarinus
officinalis i Salvia officinalis, dok su na modelu ¢elija fibroblasta plu¢a posebno
dobru aktivnost imali ekstrakti Hyssopus officinalis, Leonurus cardiaca i Marrubium
vulgare.
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U testu inhibicije a-glukozidaze ispitivani ekstrakti su ispoljili koncentraciono-
zavisno dejstvo, dok u testu inhibicije enzima a-amilaze nije ispoljen efekat. Vodeni
ekstrakti M. piperita, Satureja montana i Thymus serpyllum koncentracije
250 yg/mL su znacajno viSe inhibirali aktivnost a-glukozidaze u odnosu na
akarbozu pri istoj koncentraciji.

Vecina ekstrakata je ispoljila inhibitornu aktivnost na AChE i tirozinazi, sli¢nu ili
vecu u poredenju sa pozitivnim kontrolama. NajviSi nivo inhibicije AChE, na
koncentraciji 250 pg/mlL, ispoljili su etanolni i vodeni ekstrakti Ocimum basilicum,
dok je najefikasniji u inhibiciji tirozinaze bio metanolni ekstrakt S. montana. Svi
etanolni ekstrakti ispitivanih biljaka su znacajno povecali metabolicku aktivnost
LPS-om aktiviranih BV2 mikroglijskih ¢elija i doveli su do smanjenja produkcije
RVK-a i NO-a, Sto jasno ukazuje na antineuroinflamatornu aktivnost ispitanih
ekstrakata. Primenom modela transfera supernatanata LPS-om aktiviranih i
ekstraktima tretiranih BV2 ¢elija u kulturu SH-SY5Y neurona pokazano je da svi
testirani biljni ekstrakti smanjuju neurocitotoksi¢ni potencijal solubilnih molekula
oslobodenih od strane LPS-om aktivirane mikroglije.

Ekstrakti L. angustifolia, O. basilicum i R. officinalis su znacajno smanjili
proliferaciju HCT-116 Ccelija. Ispitivani ekstrakti su ispoljili dvojaki efekat na
produkciju RVK-a od strane HCT-116 ¢elija, te su ekstrakti Glechoma hederacea, H.
officinalis, M. officinalis, M. piperita, O. basilicum, R. officinalis, S. officinalis i S.
montana znacajno smanjili produkciju RVK-a od strane HCT-116 ¢elija, dok su je
ekstrakti L. angustifolia i Th. vulgaris znaCajno povecali. Procenom uticaja
ekstrakata na produkciju NO-a od strane HCT-116 c¢elija pokazano je da su na
povecanje produkcije NO-a uticali ekstrakti L. angustifolia, L. cardiaca, M. vulgare,
M. officinalis, M. piperita, O. basilicum, R. officinalis, S. officinalis, S. montana,
Sideritis scardica i Th. vulgaris. Svi etanolni ekstrakti, osim R. officinalis, S. officinalis
i Th. serpyllum, znacajno su povecali nivo oSteenja DNK u ovim tumorskim
¢elijama, dok je genotoksicni efekat sli¢an etopozidu ispoljio jedino O. basilicum.

Rezultati IBR analize imunomodulatorne aktivnosti ispitivanih ekstrakata, koja je
obuhvatila obradu podataka  dobijenih za  antineurodegenerativnu,
antineuroinflamatornu i antitumorsku aktivnost, kao i efekat na zarastanje rane,
sugeriSu da je najbolji imunomodulatorni potencijal ispoljio etanolni ekstrakt O.
basilicum, nakon Cega slede ekstrakti R. officinalis i S. officinalis.

U MIK testu, antimikrobni efekat je bio izraZeniji u slucaju gram-pozitivnih
bakterija, sa izuzetkom Enterococcus faecalis. Najvisu osetljivost je pokazao
Bacillus subtilis, i to na etanolni ekstrakt H. officinalis i metanolni ekstrakt S.
scardica. Nijedan od testiranih ekstrakata nije inhibirao adheziju Pseudomonas
aeruginosa PAO1 za MRC-5 ¢elije, ali su svi etanolni ekstrakti, osim H. officinalis i
M. officinalis, znacajno redukovali invaziju bakterija na MRC-5 Celije. Najefikasniji u
inhibiciji formiranja biofilma P. aeruginosa PAO1 su bili etanolni ekstrakti O.
vulgare i H. officinalis, dok su etanolni ekstrakt Teucrium chamaedrys i ekstrakti M.
piperita, O. basilicum i Th. vulgaris, posebno pri nizim koncentracijama, imali efekat
na njegovu degradaciju. Na osnovu IBR analize, najbolji antibakterijski potencijal je
pokazan za etanolni ekstrakt S. montana, nakon ¢ega sledi ekstrakt O. vulgare.

0Od svih testiranih ekstrakata, jedino je etanolni ekstrakt G. hederacea stimulisao
migratorni potencijal MRC-5 ¢elija.
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[zmedu testova koriS¢enih u analizi hemijskog sastava osnovnih fitokonstituenata i
testova za odredivanje bioloske aktivnosti ekstrakata predstavnika familije
Lamiaceae dobijeni su svi tipovi korelacija: negativna i pozitivna, jaka, umerena i
slaba korelacija, Sto je takode bio slu¢aj i u medusobnom poredenju testova za
odredivanje bioloske aktivnosti. Pirsonovi koeficijenti korelacije ukazuju na to da
fenolna jedinjenja imaju veéi uticaj na jaCinu ispoljene bioloske aktivnosti
ekstrakata od triterpena.

U 53,12% koris¢enih testova, IBR analizom alkoholnih i vodenih ekstrakata
familije Lamiaceae je pokazano da je bioloSki najaktivniji bio 0. vulgare, nakon
njega M. officinalis, dok je najniZi bioloSki potencijal ispoljio M. vulgare.

U 87,5% koriScenih testova, IBR analizom etanolnih ekstrakata je pokazano da je
najbolji ukupni bioloski potencijal imao ekstrakt S. officinalis, nakon cega sledi
ekstrakt O. vulgare, dok je etanolni ekstrakt G. hederacea imao generalno najnizi
bioloski potencijal.

U ovoj doktorskoj disertaciji je po prvi put testirana i potvrdena genoprotektivna,
kao i antigenotoksi¢na aktivnost ispitivanih predstavnika familije Lamiaceae.
Takode, po prvi put je komet testom detaljno odredena antigenotoksi¢na
aktivnost: G. hederacea, L. cardiaca, M. vulgare, M. piperita, O. majorana, O. vulgare,
S. montana, S. scardica, T. chamaedrys, T. montanum, Th. serpyllum i Th. vulgaris.
Pored toga, ova studija po prvi put daje uvid u antineuroinflamatornu aktivnost
ekstrakata 0. majorana, S. scardica, T. chamaedrys, T. montanum, Th. serpyllum i Th.
vulgaris i antitumorsku aktivnost ekstrakata L. cardiaca, M. vulgaris, S. officinalis, S.
montana, S. scardica i Th. serpyllum na ¢elijama kolorektalnog kancera.

Imajuéi u vidu rezultate predstavljene u disertaciji, buduca istrazivanja bi trebalo
usmeriti ka detaljnijem ispitivanju hemijskog sastava pomenutih predstavnika
familije Lamiaceae, kao i ispitivanju pojedinacne bioloSke aktivnosti njihovih
fitokonstituenata, ali i njihovog sinergistickog dejstva. Pored toga, potrebno je
uraditi optimizaciju procesa ekstrakcije sa ciljem da se otkrije Sto efikasnija
procedura kojom bi se dobio najvisi prinos ekstrakcije, ali i najveci broj aktivnih
sekundarnih metabolita. S obzirom na to da su u ovoj studiji za ispitivane biljke po
prvi  put dokazane i opisane genoprotektivna, antigenotoksi¢na,
antineuroinflamatorna i antitumorska aktivnost prema (¢elijskoj liniji
kolorektalnog karcinoma, a imaju¢i u vidu i porast broja rezistentnih bakterija na
postojece antibiotike, u buduénosti bi trebalo viSe paznje usmeriti ka ispitivanju
mehanizama delovanja ovih ekstrakata u sloZenijim, in vivo model sistemima, sa
ciliem dobijanja efikasnijih i bezbednijih terapeutskih agenasa. Budu¢i da su se
ispitivani ekstrakti pokazali kao dobri imunomodulatori, neophodno je dalje
ispitati njihov efekat na imunski sistem, Sto je od posebne vaZnosti u
postpandemijskoj eri, kada je adekvatno funkcionisanje imunskog sistema
krucijalno za efikasnu borbu sa infekcijom SARS-CoV-2 virusa.
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Doktorska disertacija Prilozi

PRILOG 1

Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja u metanolnim, etanolnim i vodenim ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Rezultati su prikazani u koncentracijama ekstrakata 500, 250 i 100 pg/mL kao srednja vrednost iz tri ponavljanja + standardna greska.

Biljna vrsta Ukupan sadrzaj fenola Ukupan sadrzaj fenolnih Kkiselina Ukupan sadrzaj flavonoida Ukupan sadrzaj flavonola Ukupan sadrzaj kumarina

ikoncentracija (ug/mL) metanolni etanolni vodeni | metanolni etanolni vodeni | metanolni etanoln‘ vodeni metanolni |etanolni vodeni | metanolni etanolni vodeni

500 63,23£0,26 44,24+1,25 47,50£0,45 61,22+1,92 43,81£0,74 73,44£1,70 11,12+0,22 13,98+0,14 8,61£0,50 10,13+0,38 4,52+0,09 5,25%0,25 4,08+1,67 37,76£1,95 nd

G. hederacea 250 32,60+0,99 23,27+0,34 23,30+0,06 19,37£2,67 13,07£1,61 35,67£0,64 7,40£0,20  7,83%0,06 3,70£0,23 2,92+0,35 0,22+0,05 2,13%0,17 nd 24,49+1,67 nd
100 13,22£0,10 9,37£0,13  9,050,18 5,11£0,56 7,89£1,28 21,22+1,11 2,67£0,05 1,99£0,08  1,43£0,22 0,92+0,12 nd 0,74£0,07 nd 3,06£1,95 nd
500 68,44+0,20 46,69+0,98 74,28+1,18 62,70£0,74 55,67£0,64 59,37£1,61 10,01£0,54 7,99%0,67 7,43+1,08 3,98+0,10 6,12+£0,08 4,00£0,10 nd 56,12£2,57 nd
H. officinalis 250 37,55%0,72 27,41£0,91 38,73x0,75 12,33+1,28 11,96x1,61 12,70£1,61 7,18+0,11 3,92+0,20  2,71x0,22 1,73+£0,14 2,50£0,12  2,07+0,08 nd 11,22£1,95 nd
100 14,95+0,21 10,94+0,09 16,38+0,14 11,56+2,06 nd nd 1,25+0,11 1,37+0,05 0,50+0,06 nd 0,69+0,14 0,49+0,13 nd nd nd

500 82,44+1,83 62,25£1,71 56,02+0,38 55,30£1,34 44,19+2,25 39,37£1,61 11,12£0,78 7,89+0,14  7,21£0,16 7,20£0,10 6,93+£0,08 6,70£0,07 nd 11,22£1,95 37,76%1,95

L. angustifolia 250 47,96x0,79 33,28£0,40 28,68+0,34 18,26x2,06 17,89+1,28 nd 2,99+0,31 2,99+0,24  2,46x0,11 2,57+0,05 2,07£0,12 1,50+0,24 nd nd 20,41£1,67
100 19,94+0,62 13,35+0,09 12,21+0,17 6,04+0,98 nd nd 0,78+0,11 1,53+£0,06  0,81£0,05 1,19£0,20 0,86x0,23  0,24+0,03 nd nd nd

500 60,16+1,22 57,88+1,82 54,65+0,87 58,26x1,61 31,96+1,96 22,70+0,98 9,10+0,34  15,88+0,40 21,13£0,39 5,50£0,09 10,09£0,20 6,45+0,17 | 16,33x1,67 30,61£2,63 19,39+1,95

L. cardiaca 250 30,41£0,27 29,63£0,80 26,69+0,51 17,15£2,67 nd nd 5,28+0,16  8,76x0,45 11,09+0,52 0,97£0,10 1,53+0,14 1,11%0,03 nd 9,18£1,95 2,04£1,18
100 12,50£0,42 11,36£0,34 10,71£0,09 nd nd nd 2,05£0,08  3,20+0,03 1,99+0,06 nd 0,24£0,07 nd nd nd nd
500 32,17+1,10 34,55+0,52 30,21+0,21 11,96x1,96 30,48+0,98 10,85+0,98 10,10+0,28  6,96x0,14  8,64+0,63 1,30£0,15 2,57+0,04 0,08+0,05 nd 18,37+2,63 nd

M. vulgare 250 15,67£0,20 17,30+0,49 14,26+0,12 9,00+0,64 12,70+1,61 4,56+0,64 5,56+0,11 3,76x0,17  3,98%0,19 0,22+0,07 1,34+0,09 0,03+0,02 nd 10,20+1,18 nd
100 6,21+0,23 7,06:0,17  5,49+0,10 nd 4,56+0,64 nd 1,74+0,11 1,53+0,06  0,28+0,06 nd nd nd nd nd nd

500 147,7743,31 132,46+0,82 145,85+2,16 | 176,04+3,70 163,81+3,92 132,70£3,23 | 21,16+1,18 16,03%1,43 15,19£0,48 4,58+0,13 3,46+0,07 3,88+0,06 | 108,16+3,53 110,20+2,89 96,94+2,57
M. officinalis 250 79,40+2,18 70,30+0,88 74,22+0,80 61,22+2,80 67,89+1,11 40,48+1,34 11,25£0,65 10,13£0,25 5,97%0,12 0,90£0,17 0,960,13 1,30+0,32 | 44,90£1,67 47,96+1,95 23,47+1,95

100 32,40+0,71 30,64+0,34 31,72+0,20 19,37+1,34 39,74+0,98 13,81£0,74 4,17+0,14  3,48+0,27 0,87%0,16 0,15+0,08 0,17£0,05 nd 23,47+1,95  21,43£1,95 7,14£1,95

500 144,15+#1,54 130,75%0,17 146,01£1,71 | 123,07+2,43 161,96+1,34 86,41+0,98 57,56+1,64 54,80+0,92 43,02+0,48 | 21,90+0,20 23,75+0,30 10,07+0,15 | 87,76+2,63 126,53+2,89 39,80+1,95
M. piperita 250 77,12+2,37 70,79£1,21  76,27+1,53 51,59+1,61 54,56+1,70 16,41+0,98 32,00£0,25 30,85+0,20 21,31£0,19 | 11,09+0,12 11,34#0,15 5,33x0,12 | 42,86+1,18 51,02+#1,18 18,37£2,63

100 33,74+0,91 31,03+#1,58 33,15%0,46 8,26x1,48 11,22+1,70 2,33x0,64 12,06+0,16 11,28+0,34 4,32%0,06 3,71x0,24 4,23+0,09 1,26+0,08 | 26,53+2,63  28,78+3,53 5,10+1,02
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Biljna vrsta Ukupan sadrzaj fenola Ukupan sadrZaj fenolnih kiselina Ukupan sadrzaj flavonoida Ukupan sadrzaj flavonola Ukupan sadrzaj kumarina

ikoncentracija (ng/mL) metanolni etanolni vodeni | metanolni etanolni vodeni | metanolni etanoln| vodeni metanolni etanolni vodeni metanolni etanolni vodeni

500 38,76%1,52 55,14£0,88 50,50£0,59 18,263,16 10,85£3,03 15,30£1,61 18,92+1,98 18,67+0,45 16,84£0,55 3,58+0,07 598£0,04 2,12%0,21 | 20,41+2,89 26,53%4,86 16,33+1,67

0. basilicum 250 19,71+0,23 29,14+0,21 24,28%0,10 9,00£0,64 19,00£1,92 nd 8,58+0,20 10,28+0,19 8,76+0,33 0,96x0,27 2,67£0,12 0,55%0,31 3,06+1,95 7,14£1,95 2,04£1,18

100 7,68+0,21 11,59+0,35 9,800,15 nd 11,960,37 nd 3,02+0,11 3,23x0,11  2,46x0,41 nd 0,36x0,07 0,20+0,11 nd nd nd

500 160,69+0,35 122,23+2,37 105,60+0,20 | 81,59+3,70 117,1543,16 45,67+2,57 25,13+0,11 35,41+0,43 21,030,19 8,86x0,26 9,88£0,25 6,56+0,31 | 156,12+5,10 91,84+4,86 39,80+2,57
0. majorana 250 82,60+2,00 64,01+1,52 58,07+1,04 19,74+2,25 52,33£2,31 10,48+0,98 11,65+0,45 17,83+0,37 8,48%0,16 1,96x0,18 558+0,11 3,09£0,08 | 59,18+2,68  12,24+1,67 14,29+1,18

100 35,14+0,59 26,66+0,72  23,59£0,31 2,70£0,74 25,67£1,92 nd 4,54+0,22  6,37+0,46  6,03£0,35 0,45+0,05 2,02£0,13 1,88£0,17 | 18,37£2,63 nd nd

500 158,24+1,05 236,38+0,20 105,89+1,14 | 160,85+3,53 137,89£2,31 101,96+2,89 | 47,03£0,80 42,47+0,51 32,49+0,72 | 12,30%0,03 16,56+0,13 9,13+0,35 | 77,55%3,73  40,82%1,67 96,94+3,49
0. vulgare 250 82,14+1,53  129,25%0,60 60,75£0,65 96,04+1,48 74,19£1,61 36,04+2,89 22,49+0,32 19,36+0,11 12,93%0,46 4,73+0,10 7,60£0,14 543£0,16 | 26,53+2,63 33,67+1,95 21,43+1,02

100 34,46%0,63 51,97£1,61 25,09£0,12 40,48+2,67 27,89+1,28 22,70+0,98 8,36+0,43  6,90+0,22 4,82+0,22 1,17+0,03 3,36+0,13  2,65+0,08 3,06£1,95 4,08+1,67 2,02+1,18

500 111,53£1,09 109,06£1,47 139,42+1,26 | 119,37+4,37 140,85£3,03 116,78+3,85 | 40,76+1,10 23,70£1,09 29,05£0,19 9,36+0,32 581£0,17 12,02+0,40 | 97,96%2,36  82,65+3,49 92,68+3,49
R. officinalis 250 57,32+0,31 54,09£1,35 76,37+0,43 72,33 £2,31 33,07+0,98 33,44£2,57 18,52+0,66 12,09+0,16 14,82+0,22 3,75+0,08 2,50£0,03 5,77£0,25 | 41,84+3,49  29,59+3,06 39,80+1,95

100 23,5940,06 21,73£0,17 29,82 1,43 | 28,26%1,61 17,52£2,25 23,44+0,64 7,18+0,16  4,170,05 6,03£0,23 1,57+0,33 1,32+0,12  2,84x0,13 | 16,33+1,67 13,27£1,95 14,29+1,18

500 131,89+0,38 134,89+1,68 84,98+1,08 | 103,44£1,70 99,00+4,84 64,56%3,21 53,09£1,07 43,86+0,83 39,98+0,49 | 14,87+0,42 13,83%0,06 14,73%0,04 | 132,65+2,63 91,84£4,25 97,96+2,89
S. officinalis 250 70,79+1,24 69,26£3,33 44,63%0,37 | 46,78£3,57 53,81£2,89 30,85+1,34 26,93+0,39 19,95+0,03 20,50+0,08 8,84£0,23 6,91£0,12 8,01£0,17 | 23,47+1,95 15,31£1,02 21,43+1,95

100 29,27+0,49 27,87+0,57 16,68+0,51 18,26+0,37 11,59+0,98 0,48+0,37 9,48+0,19  7,09%0,17 8,86+0,53 4,17+0,21 2,54£0,12  3,09£0,10 7,14+1,95 nd 4,08+1,67

500 106,67£2,10 134,32+0,28 118,35+1,39 | 130,11+0,64 101,96£2,06 75,67£3,90 26,16+0,59 28,92+0,33 27,34+0,08 9,09+0,38 8,35+0,32 12,82+0,40 | 124,49+6,12 59,18+3,91 55,10+2,63

S. montana 250 55,17£1,08 66,52£0,70 63,49+0,91 64,56+1,92 44,93+2,06 38,26+2,06 10,47+0,31 12,30+0,12 12,46+0,14 4,39+0,16 4,06£0,18 6,62+0,17 | 51,02+1,18  26,53£2,63 21,43£3,49
100 21,99+0,24 28,49£0,45 23,95£0,57 19,74+1,34 5,67+0,64 1,59+0,37 3,85£0,11 4,04£0,14  4,570,12 2,48+0,20 1,40£0,07 3,48+0,20 | 11,22+1,95 8,16x1,67 4,08+1,67
500 87,30+2,12 50,28+0,51 57,26x0,49 36,41£2,67 3,81£1,61 3,81£0,98 26,28+0,54 17,43+0,24 16,87 £0,31 5,41£0,17 8,24+0,28 8,84+0,14 | 105,10£1,95 78,57£1,95 39,80+3,49

S. scardica 250 45,35+1,00 24,83+1,18 30,18%0,24 nd nd nd 11,50£0,22  6,87+0,05 6,93+0,24 2,67+0,09 3,60+0,31 4,89+0,22 50,00£1,95 20,41%3,73 12,24+1,67
100 18,67+0,24 9,57£0,28 12,01+0,46 nd nd nd 4,48+0,20  2,43+0,17 2,61£0,28 1,40+0,29 1,48+0,10 2,34+0,12 13,27£1,95 4,08+1,67 nd

500 50,31£0,97 99,04+2,04 110,23%2,09 | 77,89%3,85 72,33£3,21 57,15%4,17 32,28+£0,62 25,940,46 30,51£0,65 8,340,18 11,76£0,21 7,10+0,47 | 141,84+4,21 125,51+1,95 69,39+2,89
T. chamaedrys 250 25,84£0,52 51,25%0,35 61,30%0,97 29,74+1,61 16,41+1,96 11,22+1,70 15,57+0,31 14,82+0,16 15,78+0,24 5,37+0,13 6,81+0,07 3,98+0,07 | 67,35+2,63 53,06+1,67 27,55+3,86

100 10,32+0,28 23,17£0,74 25,06£0,34 5,30£0,74 3,81x1,61 nd 4,76+0,06 5,87+0,50  6,00+£0,59 3,230,02 3,36+0,18 1,40£0,34 | 15,31#2,57 11,22%1,95 6,12+2,63

500 114,21£0,74 147,74+2,12 46,95£0,47 45,67+2,31 43,81+1,34 48,63+3,92 29,36x0,76 31,47+0,85 15,29+0,14 8,62+0,29 12,81+0,10 8,39£0,03 | 161,22+1,18 111,22+1,95 79,59+4,86
T. montanum 250 56,54+2,70 79,21£2,15 24,800,21 18,63+0,74 36,41+2,25 24,56%1,11 13,70+0,14 17,37+0,49 7,27%0,03 3,94+0,06 7,53+0,10 3,88+0,17 | 60,20+3,86  46,94+2,63 39,80+1,02

100 25,32+1,75 35,37£1,00 10,19+0,49 0,85+0,37 10,11£1,11 5,67+0,64 4,69+0,47  7,02+0,81  2,39+0,25 2,02+0,07 2,32+0,07 1,76+0,12 | 20,41£1,67 10,20+2,63 7,14+1,95
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Biljna vrsta Ukupan sadrzaj fenola Ukupan sadrZaj fenolnih kiselina Ukupan sadrzaj flavonoida Ukupan sadrzaj flavonola Ukupan sadrzaj kumarina

ikoncentracija (ng/mL) metanolni etanolni vodeni | metanolni etanolni vodeni | metanolni etanoln| vodeni metanolni etanolni vodeni metanolni etanolni vodeni

500 147,09£0,69 121,87+2,66 78,65+1,43 | 56,78 £1,28 43,81+1,61 34,19£2,06 34,48+0,46 32,65+0,41 19,04£0,25 | 16,29+0,17 14,19£0,15 9,84+0,23 | 98,98+4,53  7551£2,63 81,63+4,41

Th. serpyllum 250 77,15+1,84 64,63+0,73 43,98+0,81 43,8143,23 21,96%2,25 32,33£3,21 15,29£0,17 14,54+0,43 7,6840,25 7,47+0,32 591£0,15 4,62+0,21 62,24+1,95  44,90+1,67 33,67+1,95

100 31,39£1,10 26,92+0,06 16,48+0,03 20,85+0,98 nd 5,67+1,92 541£0,11 5,72%0,22  3,51+0,05 3,52+0,12 3,13x0,10 2,36+0,18 | 16,33%3,49 9,18+£1,95 7,14£1,02

500 68,38+1,10  110,00+3,13 75,42+0,62 | 114,56+1,28 68,63+2,25 53,44+4,63 38,87£0,83 37,43x0,75 16,03£0,67 12,03£0,29 14,33x0,37 8,59+0,22 | 113,27%4,21 90,82+2,57 44,90+2,36

Th. vulgaris 250 35,08+0,68 59,16+0,95 40,85+0,34 | 61,22+1,92 43,81+0,74 73,44£1,70 11,12£0,22 13,98+0,14 8,61£0,50 6,83+0,15 8,97+0,03 5,39£0,27 | 87,76%2,63 56,12+2,57 28,57+3,33

100 31,36%1,19 25,97£1,16 16,25%0,59 19,37£2,67 13,07£1,61 35,67+0,64 7,40£0,20  7,83%0,06 3,70£0,23 1,860,12 3,88£0,07 3,65%0,09 | 39,80+£1,95 15,31%1,95 9,18£1,95

nd - nije detektovano

Ukupan sadrZzaj fenola - mg GAE /g suvog ekstrakta

Ukupan sadrzaj fenolnih kiselina - mg CAE/g suvog ekstrakta
Ukupan sadrZzaj flavonoida - mg QE/g suvog ekstrakta
Ukupan sadrzaj kumarina - mg KE/g suvog ekstrakta
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PRILOG 2

Ukupni sadrZaj triterpena u metanolnim, etanolnim i vodenim ekstraktima predstavnika

familije Lamiaceae.

Rezultati su prikazani za koncentracije ekstrakata 500, 250 i 100 pg/mL kao miligrami ekvivalenata ursolne
kiseline po gramu suvog ekstrakta (mg UAE/g) + standardna greska.

Biljna vrsta

Ukupni sadrzaj triterpena

i koncentracija (ng/mL)  metanolni etanolni vodeni

500 9,01+1,66 13,1940,32 nd
G. hederacea 250 3,86x0,74 4,72+1,14 nd
100 nd nd nd
500 nd 26,06+2,94 nd
H. officinalis 250 nd 14,16+1,49 nd
100 nd nd nd

500 210,42+4,22 109,40+4,90 52,12 +1,11

L. angustifolia 250  90,09+£1,49  52,34+3,00 8,15+0,43
100  13,73%1,55 3,86+0,74 nd
500 nd 4,50£1,70 nd
L. cardiaca 250 nd nd nd
100 nd nd nd
500 16,73%1,39  41,18+2,03 nd
M. vulgare 250 12,01+1,72  13,73+0,86 nd
100 nd nd nd
500 15,44+1,17 23,81%1,70 nd
M. officinalis 250 12,44+1,72  14,16£1.29 nd
100 nd nd nd

500 37,32+#2,03  54,38+3,21 10,30+2,23
M. piperita 250  30,89+0,74  24,88+2,39 nd
100 2,57%0,74 nd nd
500 nd 1,61+0,81 nd
0. basilicum 250 nd nd nd
100 nd nd nd

500 32,50%1,92  28,96%3,66 2,57+0,53
0. majorana 250 17,16+0,86  20,16+1,14 nd
100 nd nd nd

500 24,77+2,19  26,06+1,69 4,50+0,64
0. vulgare 250 19,31+0,74 20,59+1,97 nd
100 2,57+0,74 nd nd
500 39,58+1,22  50,84+1,93 nd
R. officinalis 250 24,88+1,14 35,61+1,14 nd
100 nd 9,44+1,14 nd
500 nd 46,01+£1,92 nd
S. officinalis 250 nd 32,60+0,43 nd
100 nd 1,72+0,43 nd
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Biljna vrsta UKupni sadrzaj triterpena
i koncentracija (ng/mL)  metanolni etanolni vodeni

500 19,95#1,11 19,31+1,89 nd
S. montana 250 17,16+0,43 17,59+1,14 nd
100 2,15+0,43 nd nd
500 23,17#0,53  35,39+2,26 nd
S. scardica 250 18,88+0,43 24,88+1,87 nd
100 6,86+0,43 2,57+0,74 nd

500 28,31+0,91 27,67+2,00  4,18+0,81
T. chamaedrys 250 27,03+0,74 26,17+0,43 nd
100  13,73+0,86 7,29+0,43 nd

500 64,03+1,61 43,76%x1,74  2,90+0,81
T. montanum 250 55,77+1,14 38,65+1,31 nd
100  34,32+1,14  32,18+1,49 nd
500 16,41+1,85 19,31%2,17 nd
Th. serpyllum 250  15,87+0,43 17,59+2,81 nd
100 1,72+0,43 nd nd

500 53,73%3,58 41,83%#4,12 15,44+0,74
Th. vulgaris 250  24,45+0,74  22,31+4,09 nd
100 1,29+0,74 nd nd

nd - nije detektovano
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PRILOG 3

HPLC-DAD hromatogram za ekstrakte Origanum majorana.
a) Metanolni ekstrakt 0. majorana;

b) Etanolni ekstrakt O. majorana;

c) Vodeni ekstrakt O. majorana

a)

mAU

600

400

200

25 a0 a5 40 45

b)

min

C) mAL

600

400

25 30 35 40 45

min
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PRILOG 4

Polifenolna jedinjenja determinisana HPLC-DAD analizom i njihova retenciona vremena.

Broj pika Standardno jedinjenje Retenciono vreme (min)
1 Hlorogena kiselina 13,96
2 Kafena kiselina 14,83
3 Rutin 17,82
4 Luteolin-7-0-glukozid 18,18
5 Naringin 19,47
6 Rozmarinska kiselina 19,98
7 Kvercetin 23,69
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PRILOG 5

Antioksidativna aktivnost metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae ispitana DPPH, ABTS i

B-karoten/linolna kiselina testovima.
Ekstrakti su ispitani na tri koncentracije, 500, 250 i 100 pg/mL, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska.

Biljna vrsta DPPH ABTS B-karoten/linolna Kiselina

i koncentracija (ng/mL) | metanolni etanolni vodeni | metanolni etanolni vodeni metanolni etanolni vodeni
500 | 67,54+0,54 81,47+1,53 68,76+0,19 | 37,05+0,38 43,82+1,60 51,93+0,13 | 79,37+0,81 61,00+0,70 62,55+2,74
G. hederacea 250 | 38,35+0,17 54,71+1,08 38,73+0,49 | 20,82+0,21 17,94+1,60 22,30+1,40 | 65,15+1,11 42,82+0,80 42,41+1,60
100 | 12,23+0,17 20,13+1,08 15,97+0,46 | 12,13+0,39 11,94+0,77 11,41+0,25 | 28,21+1,15 13,18%1,17 19,57+0,65
500 | 59,72+0,24 69,36+1,22 72,83+0,33 | 44,40+0,27 57,44+0,13 65,65+0,22 | 70,51+2,07 69,17+1,39 73,33+0,79
H. officinalis 250 | 41,03+0,29 40,61+1,76 43,59+0,25 | 18,61+1,31 25,66+0,05 29,02+0,71 | 55,48+1,30 46,77+2,29 30,78+1,24
100 | 13,68+0,29 17,46+1,76 18,51+0,25 | 15,14+0,55 15,28+0,89 14,33+1,00 | 32,05+0,82 7,64+1,55 12,62+0,75
500 | 80,31+0,82 69,08+0,22 60,16+0,19 | 34,73+0,56 59,57+1,31 42,85+0,70 | 69,00+1,83 66,80+1,39 31,39+0,35
L. angustifolia 250 | 53,70+0,19 38,27+1,01 35,26+0,95 | 10,22+0,30 23,93+0,83 23,50+0,63 | 57,23+1,34 52,83+1,47 31,06%£1,95
100 15,16+0,19 15,16+1,01 13,54+0,95 | 9,26+0,41 16,43+0,29 12,51+0,33 4,08+1,02 12,78+2,06 14,75+1,35
500 | 55,870,442 75,43+0,54 54,62+0,57 | 49,03£0,21 34,06:0,42 40,77+0,32 | 58,62+1,91 68,38+1,60 76,03+1,74
L. cardiaca 250 | 31,56+0,28 46,68+1,70 29,64+0,30 | 13,57+0,34 13,43+0,75 17,60+0,53 | 58,16+0,71 4598+1,30 56,74+1,42
100 | 11,96+0,28 16,48+1,70 12,80+0,30 | 9,36+0,31 9,69+0,13 9,12+0,61 23,08+£1,12 23,58+1,30 25,82x0,99
500 | 47,82+0,41 43,22+0,14 30,39£0,17 | 28,50£0,32 35,41£0,27 21,21+0,83 | 76,46x1,11 67,46%2,07 67,09+0,14
M. vulgare 250 | 26,89+0,38 19,34+0,46 14,22+0,46 | 9,35%0,30 13,09+0,25 9,02+0,29 55,36+2,74 31,36+1,03 45,11+0,98
100 9,39+0,38 9,25+0,46 6,28+0,46 7,02+0,30 9,07+0,55 5,68+0,46 14,22+1,52  21,21+0,35 19,15%1,61
500 | 93,08+0,17 93,58+0,17 92,36+0,38 | 99,23+0,17 98,50+0,27 98,89+0,13 | 75,87+1,46 72,99+126 67,09+2,12
M. officinalis 250 | 90,50+0,60 93,29+0,07 92,42+0,39 | 43,79+0,93 48,25+0,42 55,35+0,29 | 65,62+0,58 56,65+0,92 58,87+1,64
100 | 41,81+0,60 38,47+0,08 48,19+0,39 | 28,08+0,38 29,70+0,67 29,18+0,31 | 15,62+1,31 21,08+0,86 27,66+1,37
500 | 93,33x0,20 94,46x0,16 91,99+0,22 | 99,42+0,22 99,18+0,24 80,39+0,53 | 82,10£1,55 84,05+1,24 99,53%1,91
M. piperita 250 | 93,40+0,44 92,80+0,37 61,27+1,64 | 56,50+0,13 55,49+1,13 46,09+1,00 | 76,17£0,49 46,30+2,33 63,05+1,60
100 | 55,86+0,44 40,09+0,37 23,88+1,64 | 28,22+0,66 35,00+0,69 28,13+0,39 | 47,160+1,22 19,94+0,38 48,38+0,43

259



Doktorska disertacija

Prilozi

Biljna vrsta DPPH ABTS B-karoten/linolna kiselina

i koncentracija (tg/mL) metanolni etanolni vodeni metanolni etanolni vodeni metanolni etanolni vodeni
500 69,95+0,33 54,02+0,52 51,61+0,14 | 51,79+0,21 48,70+£1,05 35,22+0,47 | 79,01+£0,33 68,23+0,79 97,64+1,79
0. basilicum 250 | 42,50+0,98 34,43+0,21 27,68+0,04 | 20,24+0,27 21,29+1,04 14,77+0,50 | 62,59+0,77 47,72+0,62 63,68+1,09
100 15,84+0,98 14,05+0,21 11,89+0,04 | 11,75+0,29 13,23+0,19 10,70+0,77 | 37,90+1,82 25,21+0,49 44,17+1,28
500 | 93,55+0,25 95,02+0,05 92,58+0,14 | 96,86+0,41 99,08+0,17 62,85+0,87 | 89,14+1,01 88,03+2,22 95,60+1,29
0. majorana 250 58,82+0,41 57,77+0,82 35,97+0,90 | 46,71+0,47 49,59+0,62 27,67+0,75 75,56+0,77 60,97+0,38 84,28+0,57
100 32,66+0,41 32,29+0,82 25,46+0,90 | 21,39+0,54 28,80+1,14 15,09+0,10 | 48,64+1,05 19,52+1,27 56,15+£2,53
500 | 94,48+0,28 95,37+0,14 93,47+0,08 | 99,42+0,22 93,38+0,19 91,50+0,46 | 85,06+1,10 81,91+0,38 88,68+0,82
0. vulgare 250 73,23+1,24 92,16x0,10 81,22+1,35 | 50,12+0,39 52,61+0,62 56,45+1,23 | 54,32+1,60 68,09+1,11 59,91+0,54
100 40,16+1,24 51,84+0,10 42,38+1,35 | 27,94+1,12 24,74+0,37 28,75+0,10 | 38,27+2,35 38,75+1,17 28,16%2,24
500 94,98+0,05 88,99+0,03 93,74+0,08 | 84,11+0,76 52,95+0,29 71,98+1,34 | 90,25+0,54 84,33+2,50 81,29+0,69
R. officinalis 250 64,14+0,59 30,35+0,76 56,60+0,76 | 40,96+0,67 28,68+0,70 46,09+0,21 | 75,31+0,54 62,39+196 33,65+0,96
100 37,25+0,59 23,61+0,76 35,56+0,76 | 20,44+0,19 13,61+0,25 18,34+1,95 | 64,81+0,93 36,04+0,38 30,26+0,98
500 | 94,90+0,08 95,21+0,85 92,43+0,05 | 97,49+0,56 69,13+0,25 58,79+1,01 | 91,98+1,10 88,03+1,13 89,31+0,31
S. officinalis 250 | 82,23+0,24 77,00+0,32 53,09+0,68 | 34,15+0,74 31,32+0,62 38,85+1,42 | 79,51+1,25 68,09+2,16 66,98+0,27
100 39,41+0,24 37,05+0,32 31,64+0,68 | 25,84+0,34 15,76x0,46 17,62+0,74 | 60,74+0,86 37,18+0,89 21,84+1,48
500 | 94,98+0,03 95,09+0,06 93,74+0,14 | 81,84+0,29 70,58+0,72 72,03+0,51 | 66,99+1,04 71,04+0,79 62,51+0,11
S. montana 250 61,16x0,50 63,76+£0,36 62,52+0,89 | 39,95+0,39 37,03+0,92 45,76x0,46 | 61,02+2,72 57,49+2,32 47,74+2,57
100 32,89+0,50 30,63+0,36 37,59+0,89 | 18,19+1,04 16,24+0,75 22,40+0,96 | 28,61+0,82 37,91+1,26 37,02+1,41
500 87,56+0,27 37,00£0,14 67,40+0,88 | 69,42+1,10 34,88+0,43 44,96+0,68 | 72,24+0,66 73,99+0,61 67,76+0,95
S. scardica 250 27,11+0,83 12,78+0,35 20,44+0,10 | 25,18+0,46 14,92+0,94 28,49+0,51 | 61,16x1,49 50,85+2,33 54,10+1,67
100 21,11+0,83 2,70+0,35 17,80+0,43 | 10,55+0,42 7,02+0,72 12,56+0,05 | 43,51+2,29 35,69+1,64 30,53+0,92
500 | 95,25+0,14 95,25+0,17 93,86+0,17 | 48,16+0,83 63,48+1,02 51,93+0,75 | 68,42+0,89 61,53+2,41 64,81+0,93
T. chamaedrys 250 55,13+0,46 61,27+0,34 44,31+0,51 | 25,85+0,13 30,26+0,63 28,11+0,82 61,30+2,38 44,92+0,98 57,20+2,09
100 33,74+0,46 35,09+0,34 26,38+0,51 | 12,94+0,27 15,62+0,36 14,33+0,60 | 38,94+1,53 31,27+2,05 30,97+1,79
500 | 95,29+0,06 94,17+0,03 89,73+0,13 | 42,27+0,40 50,19+0,19 42,37+0,62 | 68,52+1,55 60,77+1,26 64,26+1,15
T. montanum 250 68,82+0,39 56,18+0,50 22,55+0,47 | 18,47+0,92 27,67+0,89 21,06+0,47 | 58,47+1,49 51,98+1,80 47,32+1,63
100 30,29+0,39 27,66%0,50 21,07+0,47 | 11,17+0,41 9,79+0,33 10,41+£0,69 | 33,92+1,31 22,57+1,53 27,29+0,74
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Biljna vrsta DPPH ABTS B-karoten/linolna kiselina
i koncentracija (tg/mL) metanolni etanolni vodeni metanolni etanolni vodeni metanolni etanolni vodeni

500 94,63+0,05 94,75+0,05 92,55+0,05 | 87,29+0,34 77,25+0,25 74,15+0,05 70,49+1,81 72,24+0,29 68,63+1,04

Th. serpyllum 250 60,63+1,46 68,63+0,38 43,82+0,89 | 34,53+0,88 42,97+0,90 42,21+1,73 | 63,28+1,72 59,89+2,33 58,05+1,07
100 31,54+1,46 34,95+0,38 27,39+0,89 | 15,52+0,42 16,00+0,41 19,44+0,42 | 39,09+1,31 34,66+2,13 36,14+1,31

500 | 94,40+0,03 94,59+0,14 92,08+0,27 | 64,78+0,08 76,67+0,36 63,00+0,41 | 71,80+0,05 75,41+0,50 63,83+0,48

Th. vulgaris 250 53,81+0,49 66,55+0,20 40,65+0,72 | 35,25+0,08 42,97+1,13 42,69+0,84 | 65,11+£0,62 68,93+1,23 53,95+1,26
100 32,56+x0,49 33,33+0,20 28,03+0,72 | 17,19+0,22 19,87+0,31 15,62+0,22 | 50,59+2,73 44,54+0,39 31,86+1,93

Pozitivne kontrole

B-karoten/linolna kiselina

500 75,43+0,67 ~100,00 87,58+0,83

BHA 250 55,43+0,79 91,38+0,60 64,47+0,31

100 36,20+0,38 64,95+0,37 57,70+1,10

500 71,90+1,08 ~100,00 80,97+1,64

BHT 250 52,01+0,31 =100,00 59,12+0,83

100 32,73+0,34 55,11+0,26 56,29+0,83

500 89,59+0,10 ~100,00 14,15+0,54

Vitamin C 250 89,70+0,06 ~100,00 6,92+0,96
100 89,42+0,10 55,70+0,40 <1

DPPH test - procenat (%) inhibicije DPPH radikala
ABTS test - procenat (%) inhibicije ABTS radikala
B-karoten/linolna kiselina test - procenat (%) inhibicije obezbojavanja (-karotena

261



Doktorska disertacija Prilozi

PRILOG 6

Antioksidativna aktivnost metanolnih, etanolnih i vodenih ekstrakata predstavnika familije

Lamiaceae ispitana FRAP testom i testom ukupnog redukcionog potencijala.
Ekstrakti su ispitani na tri koncentracije, 500, 250 i 100 pg/mL, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost
standardna greska.

Biljna vrsta FRAP Ukupni redukcioni potencijal
i koncentracija (ug/mL) metanolni etanolni vodeni metanolni etanolni vodeni
500 | 567,87+4,00  454,55+5,03  520,55+2,88 | 811,48+2,89 760,27+5,33  727,85+2,69
G. hederacea 250 267,75+1,44 223,74%2,99 291,82+2,99 535,12+2,89 366,33+2,69 367,24%4,24
100 105,02+2,31 116,23+1,66 112,49+0,42 166,64+2,78 184,82+5,45 196,03+1,32
500 | 584,06%£2,59  501,04%4,39  565,38+1,44 | 806,03+2,37 703,00+5,25 803,61+1,60
H. officinalis 250 | 306,35+1,25  262,35%¥2,53  293,48+0,42 503,91+5,01 343,91+0,52  426,03+1,60
100 116,65+4,89 117,06+4,49 115,82+1,90 195,42+1,69 166,64+2,92  169,36%3,19
500 182,65+2,08 528,02+1,44 432,13+5,43 878,45+1,39 689,97£2,99  631,48£1,32
L. angustifolia 250 | 105,02+3,62  281,44+2,59  237,44+520 | 554,21+2,12 369,06+3,69 315,12+1,60
100 33,62+1,44 127,85+5,30 85,10+3,69 196,9445,61 187,55+2,29  159,36+2,78
500 | 249,90+2,53 217,10%¢291  252,37#3,69 | 619,97+5,39 539,67+531  481,48+4,21
L. cardiaca 250 | 116,23+4,68  108,34*2,16  137,40+4,39 | 370,88+3,94  283,3044,76 266,03£3,21
100 41,93+0,83 42,76%2,99 56,04+3,13 106,64+5,01 119,67+496  111,7945,04
500 | 139,48+1,25  121,63+291  157,33#5,58 | 375,12+3,08  293,30+3,16 186,33+4,99
M. vulgare 250 67,25+1,90 61,85+3,69 63,51+4,37 259,06£2,37 173,61£2,42 44,52+4,88
100 16,60+2,20 18,682,88 12,87+0,42 100,58+0,80 65,73+£1,39 1,18+0,52

500 | 1364,88+2,59 1256,12+5,77 1436,28+2,91 | 1716,64+5,01 1536,64+3,67 1631,18+2,41
M. officinalis 250 | 800,33+¥4,09  726,03+2,59  763,39+4,00 | 1070,88+3,69 785,12+1,69 773,61+2,37
100 | 327,94#3,24  405,15+3,40 350,77#2,20 | 536,33%x1,32  400,27+091 414,21+1,60
500 | 1098,38+3,59 1009,55+3,24 843,50+4,21 | 1521,18+5,25 1434,52+4,21 989,97+5,39
M. piperita 250 | 599,00+2,88 568,70+4,68  464,51+518 | 1040,88+3,49  785,12+4,01 579,67+5,61
100 | 247,82#2,16  263,59+5,77  154,42+2,59 536,94+4,24  379,36+5,01 249,97+3,21
500 | 460,77+3,59  372,77+2,53  348,69+1,90 | 647,243,221 623,91+£0,91 612,39+3,87
0. basilicum 250 | 232,884£1,90 195,10+520 161,48+2,91 505,73+4,17  377,554#3,28 339,97+3,94
100 88,42+2,16 79,70+£5,03 77,21£5,75 228,45+5,68 166,33+x2,37  132,09+2,92
500 | 848,90+4,33  831,88+5,03  615,61£3,69 | 1099,36+1,57 1227,24+2,12 799,97+4,46
0. majorana 250 453,30+£2,49 419,68+4,37 320,46+2,31 775,42+3,49 732,39£2,89 426,63+5,84
100 172,27+4,09 235,37+3,29 131,17+3,40 397,24+2,89 373914553 166,64+2,10

500 | 1200,50+5,62 819,01+4,68 1161,48+3,96 | 1532,39+4,27 1553,91+3,19 1461,48+3,41
0. vulgare 250 | 739,73%3,29  598,17+2,20  605,23+5,18 | 1261,48+3,49 1091,48+4,99 857,54+3,96
100 | 234,12#3,80 277,71x2,59  244,08+3,59 | 623,91+4,67 47542+421 386,94+1,09

500 | 1058,12+2,99 528,44+291 1010,38%4,57 | 1302,10+5,55 1246,33+2,12 1339,06+4,73
R. officinalis 250 | 600,66+2,08 361,56+396  561,23+2,20 | 926,03+4,24  710,58+2,89 749,97+5,81
100 244,50+1,50 169,78+3,96 194,69+3,96 433,91+3,44 368,76+£3,37 362,67+1,52

500 | 1038,19+2,72 853,05+5,18  783,31+2,88 | 1403,91+4,58 1139,36+1,57 1064,52+2,98
S. officinalis 250 | 547,53£3,96  417,60+1,50 467,00+3,80 | 910,58%3,49 708,15+1,60 544,82+2,78
100 | 223,74#3,40 187,21+5,05 190,12+2,72 | 455,12+1,32 346,94+2,42  268,15+4,24
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Biljna vrsta FRAP Ukupni redukcioni potencijal
i koncentracija (ng/mL)  metanolni etanolni vodeni metanolni etanolni vodeni
500 916,15+1,81 682,03£3,24 821,50+2,53 1561,48+3,69 1370,88+2,64 1199,36%5,25
S. montana 250 | 542,96+4,71  457,87+1,81  463,26+4,71 | 1065,12+536 927,55+3,64 765,12+3,72
100 | 239,52+1,66  234,54+2,53  203,82+5,40 | 494,52+4,08  384,52+1,60 311,79+1,60
500 | 361,98+5,05 172,69+4,39  408,05+1,81 753,91+3,78 771,79+4,37  496,03+4,96
S. scardica 250 231,22+2,31 95,06+0,42 169,36£2,59 491,48+4,46 502,09+3,44 329,67+2,37
100 84,68+2,88 50,64+3,62 60,61£2,99 211,18+1,39 221,18+2,29 119,67+2,19
500 | 603,57+2,72  595,68+1,50  789,54+3,13 | 1144,21+1,99 1118,15+4,76 945,42+3,80
T. chamaedrys 250 378,1745,30 384,39+4,21 400,58+2,20 826,94+2,69 646,33+3,49 550,88+4,88
100 | 140,31+4,68  194,27+1,25  129,93+0,42 299,97+2,12 301,79+£1,99  283,30+2,12
500 435,87+1,44 398,51£3,29 527,19+2,31 1091,79+4,21 844,21+4,88 723,30%2,48
T. montanum 250 | 301,78+2,53  291,41+1,44  228,73+2,31 786,33+2,12 532,09+5,06 446,03+2,98
100 | 112,08+0,72  142,38+2,72 88,00£2,20 373,61+£5,26  256,94£2,59 163,91£2,78
500 | 787,05+1,44 682,86+291  836,03+3,69 | 1394,52+5,15 1214,82+5,25 996,33+4,53
Th. serpyllum 250 | 507,68+2,53  45579+4,31  438,36+3,80 | 946,03x546  780,58+2,98 690,88+4,46
100 168,12+5,43 209,22+1,44 167,70x2,99 411,7945,04 373,00£3,28  287,24+4,21
500 | 879,62+4,33  837,28+4,89  758,82+2,91 | 1182,40+539 1195,73+2,78 1098,45+3,78
Th. vulgaris 250 | 538,40+2,91 504,36%¥4,49  396,01+3,59 | 816,64+2,92 780,27+2,92  639,97+3,94
100 | 212,12#3,69  225,40+3,13  183,06+2,59 | 373,30%4,59  363,30+2,69 275,73+3,19
Pozitivne kontrole Ukupni redukcioni potencijal
500 3304,75+1,90 -
BHA 250 1596,33+0,69 -
100 572,85+3,29 -
500 804,73+0,77 -
BHT 250 559,00+0,96 -
100 413,03+1,88 -
500 1763,77£1,16 -
Vitamin C 250 1021,00£2,21 -
100 576,17+4,39 -

FRAP test - umol Fe(II)/g suvog ekstrakta
Ukupni redukcioni potencijal - pmol AAE/g suvog ekstrakta
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Inhibicija aktivnosti enzima a-amilaze i a-glukozidaze metanolnim, etanolnim i vodenim

ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Ekstrakti su ispitani u tri koncentracije, 500, 250 i 100 pug/mlL, a reuzltati su prikazani kao srednja vrednost *

standardna greska.

Biljna vrsta a-amilaza a-glukozidaza
ikoncentracija (ug/mL) metanolni etanolni  vodeni metanolni  etanolni vodeni
500 0,27+0,01 0,75%0,02 1,19+0,05 nd nd 28,74+0,98
G. hederacea 250 0,19+0,05 0,41+0,07 0,29+0,09 nd nd 26,19+0,59
100 0,20+0,03 0,29+0,02 0,30+0,06 nd nd 22,36+1,28
500 0,18+0,02 0,86+0,06 0,22+0,00 nd nd nd
H. officinalis 250 0,42+0,20 0,40+0,04 0,21+0,05 nd nd nd
100 0,13+0,02 0,35+0,03 0,23+0,02 nd nd nd
500 0,09+0,06 0,39+0,04 0,16+0,00 nd nd nd
L. angustifolia 250 | 0,12+0,04 0,37%0,05 0,17£0,05 nd nd nd
100 0,10+0,04 0,36x0,07 0,40+0,03 nd nd nd
500 1,10+0,15 0,41+0,05 0,20+0,03 nd nd nd
L. cardiaca 250 0,37+0,05 0,31+0,04 0,20+0,02 nd nd nd
100 0,16+0,06 0,27+0,03 0,25+0,02 nd nd nd
500 0,39+0,06 0,89+0,18 1,46+0,03 nd nd nd
M. vulgare 250 0,44+0,09 0,56+0,07 0,61+0,09 nd nd nd
100 0,23+0,01 0,29+0,01 0,25+0,02 nd nd nd
500 0,82+0,23 1,80+0,12 0,35+0,02 | 34,42+2,08 56,23+1,08 34,05+2,91
M. officinalis 250 | 0,30+0,04 0,23+0,02 0,38+0,08 | 35,98+1,02 58,17£1,93 34,42+0,66
100 0,22+0,04 0,42+0,03 0,40+0,02 | 20,01+1,30 44,34+0,58 15,36+1,23
500 1,11+0,02 1,45+0,06 0,29+0,03 | 69,26+x0,40 50,83+0,29 92,62+0,19
M. piperita 250 0,60+0,05 0,75+0,10 0,58+0,02 | 27,22+0,53 17,71+1,49 82,55+1,64
100 0,23+0,03 0,39+0,01 0,17+0,02 | 4,04%0,45 nd 53,61+£1,48
500 0,65+0,17 0,32+0,01 0,24+0,06 | 4,48%0,96 nd 27,13+2,14
0. basilicum 250 0,32+0,03 0,25+0,02 0,20+0,04 nd nd 6,32+1,26
100 0,39+0,07 0,23+0,01 0,26+0,06 nd nd nd
500 0,35+0,03  2,24+0,13 0,27+0,03 | 34,97+2,66 56,32+1,24 58,83+1,02
0. majorana 250 0,29+0,01 0,81+0,06 0,23+0,01 | 17,89+1,83 55,52+2,22 37,87+1,68
100 0,24+0,03 0,31+0,00 0,34+0,10 | 6,14+1,06 40,35+0,86 11,80+1,17
500 0,63+0,07 1,57+0,16 0,15+0,02 | 24,09+0,60 50,85+1,17 78,40+0,25
0. vulgare 250 0,40+0,04 0,66+0,10 0,26+0,05 | 14,00+1,82 42,33+0,22 47,35+0,89
100 0,34+0,08 0,31+0,05 0,23+0,02 | 14,18+1,05 25,08+1,36 14,67+0,27
500 0,32+0,14 0,67+0,31 0,66+0,06 | 41,52+0,70 22,53+1,88 46,97+1,45
R. officinalis 250 0,39+0,12 0,36+0,05 0,29+0,03 | 18,24+1,08 13,93+1,04 20,72%0,36
100 0,40+0,08 0,29+0,01 0,28+0,02 | 8,70x1,90 nd 0,87+0,07
500 1,25+0,60 0,62+0,06 0,93+0,10 | 40,73+1,43 40,98+1,15 17,83+1,14
S. officinalis 250 0,67+0,01 0,52+0,07 0,71+0,03 | 14,78+0,57 10,90+1,57 5,03+2,86
100 0,63+0,05 0,30+0,03 0,26+0,01 | 4,57+0,52 4,74+1,16 nd
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Biljna vrsta a-amilaza a-glukozidaza
ikoncentracija (1g/mL) metanolni etanolni  vodeni metanolni  etanolni vodeni
500 1,11+0,28 1,16%£0,02 0,97+0,11 | 32,83¥1,09 39,93+0,64 89,38+0,36
S. montana 250 | 0,58+0,09 0,62+0,01 0,29+0,01 | 29,34+0,51 37,66+1,14 72,11+0,54
100 | 0,40+0,07 0,71+0,06 0,34+0,08 | 7,50+1,04 17,24+0,64 38,41+0,60
500 | 1,55+0,20 1,73+0,05 0,15+0,03 | 21,70+1,06 nd nd
S. scardica 250 | 0,68+0,06 0,83+x0,04 0,24+0,03 nd nd nd
100 | 0,44+0,04 0,37£0,08 0,16+0,03 nd nd nd
500 | 1,35+0,02 0,88+0,08 nd 6,63+1,81  3,80+0,96  3,37%0,12
T. chamaedrys 250 0,67+0,06 0,39+0,03 0,22+0,02 | 2,15%0,73 nd nd
100 | 0,28+0,00 0,24+0,01 0,23+0,04 nd nd nd
500 1,08+0,07 2,24+0,25 0,15+0,01 | 9,53#0,43 11,24+0,74 11,97%1,65
T. montanum 250 | 0,44+0,02 0,41+0,08 0,15+0,01 | 3,36+1,38 nd nd
100 | 0,24+0,01 0,31£0,05 0,15+0,01 nd nd nd
500 | 1,05+0,09 1,51+0,09 0,25+0,02 | 46,42+0,81 64,74+1,05 98,98+0,24
Th. serpyllum 250 0,44+0,02 0,62+0,03 0,24+0,02 | 57,86+1,42 59,92+1,77 96,73+1,11
100 0,29+0,03 0,31+0,04 0,21+0,01 | 38,24+0,50 44,24+1,15 88,07+1,26
500 | 1,60+0,02 2,27+0,09 0,25+0,02 | 43,41+1,88 58,93£1,97 66,34+1,02
Th. vulgaris 250 | 0,51+0,03 0,76+0,02 0,21+0,01 | 44,34+1,66 62,31+2,08 40,18+1,37
100 | 0,29+0,04 0,34+0,01 0,22+0,05 | 24,20+0,93 2591+1,56 15,06+0,41
Pozitivne kontrole a-amilaza a-glukozidaza
500 93,24+0,99 71,35+0,54
Akarboza 250 85,47+1,53 58,06+0,58
100 43,72+1,65 36,76+1,82

nd - nije detektovano
a-amilaza - procenat (%) inhibicije aktivnosti a-amilaze
a-glukozidaza - procenat (%) inhibicije aktivnosti a-glukozidaze
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Inhibicija aktivnosti enzima acetilholinesteraze i tirozinaze metanolnim, etanolnim i vodenim

ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.
Ekstrakti su ispitani u tri koncentracije, 500, 250 i 100 ug/mlL, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost *

standardna greska.

Biljna vrsta Acetilholinesteraza Tirozinaza
i koncentracija (ug/mL) metanolni  etanolni vodeni  metanolni  etanolni

500 | 57,84+1,64 70,36x0,71 74,14+1,08 | 47,53+0,94 48,17+0,57 46,67+0,78
G. hederacea 250 | 59,50+0,23 65,63+0,51 73,09+0,79 | 37,63+0,78 46,24+0,94 41,08+0,57
100 | 57,08+0,50 71,11+1,14 71,79+0,70 | 32,04+1,14 42,37+1,20 36,77+0,37
500 | 76,17+1,27 80,64+0,50 88,00+0,62 | 44,95+0,86 47,31+0,78 43,87+0,37
H. officinalis 250 | 77,67+0,53 79,59+0,34 84,49+0,43 | 38,92+0,78 42,58+0,37 39,35+0,37
100 | 79,73+0,52 82,70+0,02 87,34+0,45 | 40,65+1,29 43,23+1,34 38,92+1,20
500 | 40,15+0,61 61,42+0,51 56,96+1,01 | 40,87+1,60 45,89+0,79 45,66+0,82
L. angustifolia 250 | 53,88+0,76 54,37+0,11 59,40+0,89 | 40,64+0,23 42,47+0,40 45,66+1,21
100 | 62,60+0,05 63,79+0,73 57,49+0,80 | 37,44+0,60 48,40+1,14 48,86+1,39
500 | 74,00+0,52 76,24+0,40 83,14+0,21 | 34,93+1,05 36,76+x1,14 42,01+1,00
L. cardiaca 250 | 69,61+0,50 77,62+0,72 83,71+0,20 | 35,16+0,82 36,53+0,82 41,32+1,14
100 | 73,86+0,21 78,19+0,28 81,12+0,40 | 40,41+1,58 44,06+0,82 45,89+1,05
500 | 41,64+0,94 45,04+1,07 55,93+0,86 | 56,69+0,53 47,11+0,80 51,10+1,40
M. vulgare 250 | 40,26+2,29 52,34+0,88 57,37+0,78 | 52,10+1,25 49,30+0,53 49,70+1,20
100 | 54,52+0,56 55,44+1,38 57,37+0,78 | 54,09+0,53 44,11+1,11 51,90+1,44
500 | 63,46+1,27 68,81+0,42 77,88+0,56 | 57,68+1,21 56,29+0,35 54,89+0,72
M. officinalis 250 | 63,05£1,23 69,24+0,87 76,09+0,55 | 59,88+1,25 59,08+0,53 57,29+1,21
100 | 67,22+0,63 70,15+0,87 76,41+0,26 | 54,89+1,21 54,49+0,60 50,10+1,06
500 | 59,59+0,74 60,73+0,03 65,27+1,22 | 53,42+1,10 57,62+0,66 62,91+1,01
M. piperita 250 | 62,29+0,32 64,38+0,19 64,80+0,46 | 49,45+1,17 51,66+x1,01 54,53+1,10
100 | 57,55+0,29 61,08+0,63 63,01+0,75 | 50,55+0,58 52,76+0,58 52,98+0,38
500 | 71,82+0,75 85,87+0,12 90,52+0,13 | 61,37+1,17 64,24+1,67 52,32+0,66
0. basilicum 250 | 71,63+0,38 85,98+0,95 89,96+0,50 | 58,50+0,58 60,71+1,10 49,01+0,66
100 | 71,81+0,62 87,57+1,14 89,30+0,21 | 56,29+1,01 51,88+1,55 56,07+0,96
500 | 52,64+0,33 53,13+0,99 68,17+1,18 | 59,40+1,07 62,18+0,98 60,04+1,13
0. majorana 250 | 48,95+1,24 52,86x0,60 56,04+0,77 | 57,91+0,93 63,03+0,57 57,91+1,54
100 | 49,34+1,57 53,06£0,45 60,88+1,45 | 54,27+0,43 59,19+0,43 56,62+0,77
500 | 60,77+£1,28 67,45+1,13 75,81+2,72 | 63,03+t0,43 64,53+1,30 58,55+1,30
0. vulgare 250 | 58,32+0,58 68,81+2,16 70,18+0,69 | 62,82+1,70 63,46+0,37 59,62+0,74
100 | 59,03+0,47 67,88+0,34 73,55#1,82 | 60,90+1,33 61,11+0,43 58,55+1,40
500 | 65,98+1,19 72,48+0,87 66,23+0,27 | 60,31+1,58 66,89+0,88 66,01+0,58
R. officinalis 250 | 64,32+0,21 71,96+0,67 65,67+1,27 | 60,09+0,79 61,40+1,10 59,65+1,58
100 | 66,09+0,34 74,47+0,46 71,070,445 | 57,02+1,16 56,36+0,58 60,96+0,79
500 | 78,20+0,53 79,69+0,51 78,16+0,53 | 63,60+0,58 65,13+0,38 59,65+0,79
S. officinalis 250 | 63,76x1,10 81,78+0,43 78,77+0,42 | 61,84+0,66 63,60+0,58 55,92+1,00
100 | 73,13+1,37 74,04+1,22 78,88+0,28 | 57,68+1,54 58,33+1,33 56,14+0,58
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Biljna vrsta Acetilholinesteraza Tirozinaza
i koncentracija (ug/mL) metanolni  etanolni vodeni  metanolni  etanolni vodeni
500 | 70,47+0,35 69,85+0,20 71,55+0,73 | 62,28+1,22 60,53+1,00 61,18+0,66
S. montana 250 | 67,09+0,85 67,62+0,43 73,77+0,90 | 76,97+0,38 60,09+0,44 59,65+0,79
100 | 67,19+0,47 71,46x0,78 73,00+0,43 | 55,70+0,79 58,77+0,22 60,53+0,66
500 | 73,53+0,36 76,63+0,16 82,91+0,74 | 58,55+0,66 55,26+0,66 58,77+1,33
S. scardica 250 | 77,89+0,20 78,26%0,55 81,95+098 | 57,89+0,76 53,51+0,22 59,65+1,44
100 | 78,20+0,85 80,70+1,35 83,06+1,04 | 62,06x0,58 59,43+0,88 59,65+1,16
500 | 47,49+0,75 54,79+0,67 59,97+0,48 | 61,15+1,08 58,49+0,89 61,15+0,74
T. chamaedrys 250 | 51,71+x0,60 57,63+0,54 60,86+0,29 | 59,51+0,71 58,90+0,71 60,12+1,42
100 | 50,78+1,29 59,49+0,47 60,91+0,75 | 61,35x0,94 59,71+1,43 64,01+0,74
500 | 61,79+0,23 62,48+0,45 70,72+0,74 | 64,01+0,89 55,01+1,43 62,58+1,28
T. montanum 250 | 60,17+0,36 66,23+0,49 72,83+0,54 | 63,39+1,34 59,92+0,20 61,15+0,54
100 | 64,55+0,19 68,26x0,54 71,66+0,28 | 70,55+0,35 60,74+0,94 63,39+0,89
500 | 56,04+1,50 61,20+0,42 71,07+0,52 | 64,26+0,72 64,86+1,12 63,65+0,53
Th. serpyllum 250 | 56,90+0,80 63,11+1,15 71,27+0,61 | 62,45+0,53 64,06+0,53 60,84+0,60
100 | 60,56+0,69 6591+0,34 70,06+£1,01 | 63,25+1,04 65,86+0,20 62,45+1,06
500 | 51,06+0,54 64,96+0,74 71,61+1,54 | 63,65+0,53 66,27+0,60 67,47+1,20
Th. vulgaris 250 | 62,18+0,26 63,31+0,80 68,61+0,65 | 69,68+0,72 67,27+1,06 60,64+1,57
100 | 53,57£0,38 62,31+0,53 69,69+1,32 | 67,27+1,57 60,64+1,57 64,46+1,20
Pozitivne kontrole Acetilholinesteraza Tirozinaza
500 76,00£0,46 -
Galantamin 250 60,97+1,06 -
100 40,69+1,58 -
500 - 49,26x1,12
Koji¢na Kkiselina 250 - 45,59+1,12
100 - 25,33+£1,87

Acetilholinesteraza - procenat (%) inhibicije aktivnosti acetilholinesteraze
Tirozinaza - procenat (%) inhibicije aktivnosti tirozinaze
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Obradene mikrografije ogrebotina u monosloju MRC-5 C(elija tretiranih metanolnim
ekstraktima biljaka familije Lamiaceae.

R. officinalis

LR

-~

ARG
Th. serpyllum
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Obradene mikrografije ogrebotina u monosloju MRC-5 ¢elija tretiranih etanolnim ekstraktima
biljaka familije Lamiaceae.

Prilozi

Th. serpyllum J Th Vulgans Kontroia (24 h) Kontrola (0 h)
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Prilozi

Obradene mikrografije ogrebotina u monosloju MRC-5 celija tretiranih vodenim ekstraktima
biljaka familije Lamiaceae.

g o >IN

Th. serpyh'm i o . i | Kontrola (0 h)

270



Doktorska disertacija

Prilozi

PRILOG 12

Radijalni grafici dobijeni IBR analizom

predstavnika familije Lamiaceae.

rezultata antioksidativne aktivnosti

G. hederacea H. officinalis L. angustifolia
DPPH test DPPH test DPPH test
5 5 H
4 4 4
3 3 3
URP test i I ABTS test URP test i _ABTS test URP test i ABTS test
R ) o
FRAP test “B-karoten/linolna FRAP test “B-karoten/linolna FRAP test “B-karoten/linolna
kiselina test kiselina test kiselina test
L.cardiaca M.vulgare M. officinalis
DPPH test DPPH test DPPH test
3 5 5
4 4+ 4 ‘
3 3 3
URP test 2 ABTS test URP test 2 ABTS test URP test 2 ABTS test
14 / x 1
a I 0 0
FRAP test " B-karoten/linolna FRAP test " B-karoten/linolna FRAP test " B-karoten/linolna
kiselina test kiselina test kiselina test
M. piperita Q. basilicum 0. majorana
DPPH test DPPH test DPPH test
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4 | 4 4
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kiselina test kiselina test kiselina test
0.vulgare R. officinalis S. officinalis
DPPH test DPPH test DPPH test
5 5 s
4 ‘ ‘ 4 ‘
3 3 3
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URP test g ‘ ABTS test URP test i | ABTS test URP test ¢ 7 JABTS test
y Yy 1 l
0 o 0
FRAP test " B-karoten/linolna FRAP test " B-karoten/linolna FRAP test " B-karoten/linolna
kiselina test kiselina test kiselina test
S.montana S.scardica T chamaedrys
DPPH test DPPH test DPPH test
5 5 H
4 4 +
3 3 3
URP test # ABTS test URP test ¢ 2 ABTS test URP test . _ 5 ABTS test
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a (1S )
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DPPH test DPPH test DPPH test
5 5 5
4 + 4
3 3 3
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Kkiselina test

kiselina test

Kkiselina test

ekstrakata

Metanolni ekstrakt
Etanolni ekstrakt

Vodeni ekstrakt
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Povrsina radijalnih dijagrama prikazanih u Prilogu 12.

tioksidativni potencijal ispitanih ekstrakata.
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IBR vrednosti dobijene na osnovu standardizovanih parametara za antioksidativnu aktivnost
ekstrakata.

. Ekstrakt
Biljna vrsta . . .
metanolni etanolni vodeni
G. hederacea 3,90 2,31 2,53
H. officinalis 3,47 2,66 2,57
L. angustifolia 1,98 3,11 1,47
L. cardiaca 1,15 1,09 1,38
M. vulgare 0,27 0,09 0,01
M. officinalis 20,50 16,39 17,86
M. piperita 21,67 13,61 9,98
O. basilicum 3,49 1,97 1,59
0. majorana 12,40 10,51 6,00
0. vulgare 18,13 20,80 16,16
S. officinalis 15,47 10,55 8,86
S. rosmarinus 15,09 5,78 7,70
S. montana 12,78 10,79 9,36
S. scardica 3,04 0,49 2,00
T. chamaedrys 7,48 6,00 8,73
T. montanum 6,43 4,90 1,94
Th. serpyllum 11,22 11,24 8,03
Th. vulgaris 10,46 13,05 6,75
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Radijalni grafici dobijeni IBR analizom rezultata
ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae.
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PRILOG 16

Povrsina radijalnih dijagrama prikazanih u Prilogu 15.

Veca povrsina ukazuje na ve¢i imunomodulatorni potencijal ispitanih etanolnih ekstrakata.
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PRILOG 17

IBR vrednosti dobijene na osnovu standardizovanih parametara za imunomodulatornu
aktivnost etanolnih ekstrakata.

G. hederacea
H. officinalis
L. angustifolia
L. cardiaca

M. vulgare

M. officinalis
M. piperita

0. basilicum
0. majorana
0. vulgare

S. officinalis

S. rosmarinus
S. montana

S. scardica

T. chamaedrys
T. montanum
Th. serpyllum
Th. vulgaris

Biljna vrsta Etanolni ekstrakt

6,83
8,30
12,00
10,86
9,45
12,96
9,68
19,10
10,54
11,77
18,63
15,70
10,71
11,85
7,25
5,03
8,76
9,24
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PRILOG 18

Radijalni grafici dobijeni IBR analizom rezultata antibakterijske aktivnosti etanolnih
ekstrakata odabranih predstavnika familije Lamiaceae.

H. officinalis
1

5
8 4 2
3
2
1
Ti— —ef‘ ——3
6 ‘ 4
5
0. basilicum
5
8 ‘ 2
3
2
1
7 +‘ 3
6 ‘ 4
5
R. officinalis
51
T
3
2
1
T———9 ——3
6 ‘ 4
5
T montanum
1
5
8 ‘ 2
3
2
i
7 +‘ 3
6 ‘ 4
5

M. officinalis
1

5

8 4 2
3
..
1
7 [ —3
6 ‘ 4
5
0.majorana
5
8 4 2
3
2
S
7 *ﬁ*‘i ——3
6 ‘ 4
5
S. montana
5
g 1 ‘ 2
3
2
1
7 ——3
6 ‘ 4
5
Th. serpyllum
1
5
8 4 ]
3
2
1
7 e—‘ ——3
6 ‘ 4
5

M. piperita
1

5

4 4

3

2

1

+‘ ——3
=Y
5
0.vulgare

1

5

2 2

3

B

1

T —w‘ /3
>
5
T chamaedrys

" 1

1 2

3

2

1 - MIK test na B. subtilis

2 - MIK test na E. faecalis

3 - MIK test na L. innocua

4 - MIK test na S. aureus

5 - MIK test na P. aeruginosa

6 - Test invazije P. aeruginosa PAO1 pri

infekciji fibroblasta pluéa

aeruginosa PAO1

7 467‘ i 3 7 - Test inhibicije formiranja biofilma P.

‘ 8 - Test degradacije biofilma P. aeruginosa PAO1

5 Etanolni ekstrakt
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PRILOG 19

Povrsina radijalnih dijagrama prikazanih u Prilogu 18.

Veca povrsina ukazuje na veci antibakterijski potencijal ispitanih etanolnih ekstrakata.

Povrsina

18
16
14
12
10

o N B Oy Co

H. officinalis

M. officinalis

M. piperita

0. basilicum

0. majorana

0. vulgare

R. officinalis

S. montana

T. chamaedrys

T. montanum

Th. serpylium

Th. vulgaris
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PRILOG 20

IBR vrednosti dobijene na osnovu standardizovanih parametara za antibakterijsku aktivnost

etanolnih ekstrakata.
Biljna vrsta Etanolni ekstrakt

H. officinalis 12,40
M. officinalis 10,47
M. piperita 12,37
0. basilicum 10,91
0. majorana 10,84
0. vulgare 15,34
R. officinalis 12,90
S. montana 15,90
T. chamaedrys 13,76
T. montanum 9,41

Th. serpyllum 10,13
Th. vulgaris 10,39
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PRILOG 21

IBR vrednosti dobijene na osnovu standardizovanih parametara za biolosku aktivnost

ekstrakata.

Biljna vrsta

H. officinalis
L. angustifolia
L. cardiaca

M. vulgare

M. officinalis
M. piperita

0. basilicum
0. majorana
0. vulgare

R. officinalis
S. officinalis
S. montana

S. scardica

T. chamaedrys
T. montanum
Th. serpyllum
Th. vulgaris

metanolni

4,31
4,07
5,46
4,85
2,08
15,47
14,78
6,86
13,98
15,24
17,21
13,50
14,27
10,80
9,64
8,46
11,58
12,37

Ekstrakt

etanolni

9,32
10,86
9,46
10,85
8,51
19,50
15,26
8,32
17,30
22,21
17,76
22,96
17,02
11,91
12,71
10,59
15,49
15,13

vodeni

4,38
3,55
2,21
1,85
1,22
13,29
12,22
4,75
6,99
13,10
7,21
9,19
10,55
4,83
8,26
6,01
11,76
9,76

G. hederacea
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PRILOG 22

IBR vrednosti dobijene na osnovu standardizovanih parametara za biolosku aktivnost

etanolnih ekstrakata.

G. hederacea
H. officinalis
L. angustifolia
L. cardiaca

M. vulgare

M. officinalis
M. piperita

0. basilicum
0. majorana
0. vulgare

R. officinalis
S. officinalis

S. montana

S. scardica

T. chamaedrys
T. montanum
Th. serpyllum
Th. vulgaris

Biljna vrsta Etanolni ekstrakt

5,68
7,52
9,18
8,58
7,57
13,65
12,53
9,87
13,40
15,96
14,06
17,44
13,26
9,41
10,12
7,19
11,69
11,74
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PRILOG 23

Spisak skracenica

ABTS - 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
AChE - acetilholinesteraza

ORAC - engl. oxygen radical absorbance capacity

AK - askorbinska kiselina

ANOVA - engl. Analysis of Variance

ATCC - engl. American Type Culture Collection

BHA -butil-hidroksianizol

BHI - engl. Brain-Heartinfusion

BHT -butil-hidroksitoluen

BV2 - normalna ¢elijska linija mikroglije misa

Caco-2 - Celijska linija humanog kolorektalnog adenokarcinoma
CFU - engl. Colony-Forming Unit

CNS - centralni nervni sistem

COX-2 - engl. Cyclooxygenase-2

cel. - Celija

DAD - viSekanalni detektor (engl. Diode-Array Detector)
DLD1- ¢elijska linija humanog kolorektalnog adenokarcinoma
DMEM - engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO - dimetilsulfoksid

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DT1 - dijabetes tipa 1

DT2 - dijabetes tipa 2

E - ekvivalent

ECACC - engl. European Collection of Authenticated Cell Cultures
EDTA - etilendiamin tetraacetatna kiselina

EtOH - etanol

FBS - engl. Fetal Bovine Serum

Fe(II)- fero jon

Fe(III) - feri jon

FRAP - engl. Ferric-Reducing Ability of Plasma

Gh - Glechoma hederacea

GK - galna kiselina

GSK3p - engl. Glycogen Synthase Kinase 3

H20; - vodonik peroksid

HCT-116 - ¢elijska linija humanog kolorektalnog tumora

Ho - Hyssopus officinalis
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HPLC - tefna hromatografija pod visokim pritiskom (engl. High-Performance Liquid
Chromatography)

HT-29 - ¢elijska linija humanog kolorektalnog adenokarcinoma

IBR - engl. Integrated Biomarker Response

ICso - Koncentracija uzorka koja inhibira 50% radikala/aktivnosti enzima/oStecenja
DNK/rasta ¢elija

IL - interleukin

iNOS - inducibilna NOS

INS-1 celije - engl. Insulin-secreting cell line 1

IPLB - Institut za proucavanje lekovitog bilja ,Dr Josif Panci¢”
IR - engl. Induction Rate

iRNK - informaciona RNK

IUPAC - engl. International Union of Pure and Applied Chemistry
JAR - Celijska linija humanog horiokarcinoma

K - kvercetin

KK - kafena kiselina

Ku - kumarin

LA - engl. Luria Agar

La - Lavandula angustifolia

LB - engl. Luria Broth

Lc - Leonurus cardiaca

L-DOPA - 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin

LMP - agaroza niske tacke topljenja (engl. Low Melting Point)
LPS - lipopolisaharid

LS174 - celijska linija humanog kolorektalnog kancera

MBK - minimalna baktericidna koncentracija

MetOH - metanol

MHB - engl. Mueller-Hintonbroth

MIK - minimalna inhibitorna koncentracija

Mo - Melissa officinalis

MOI - engl. Multiplicity of Infection

Mp - Mentha piperita

MRC-5 - normalna ¢elijska linija humanih fibroblasta pluca
MRSA - meticilin-rezistentni soj Staphylococcus aureus

MTT - engl. Methyl-Thiazol-Tetrazolium

My - Marrubium vulgare

n.v. - nadmorska visina

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NBT - engl. Nitro Blue Tetrazolium

nd - nije detektovano

NF-xB - engl. Nuclear Factor k-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells
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NLRP3 - engl. NLR Family Pyrin Domain Containing 3
NMP - agaroza normalne tacke topljenja (engl. Normal Melting Point)
NO - azot oksid
NO" - radikal azot oksida
NOS - engl. Nitric Oxide Synthases
02~ - superoksidni jon
Ob - Ocimum basilicum
OD - opticka gustina (engl. Optical Density)
OH' - hidroksilni jon
Om - Origanum majorana
ONOO- - peroksinitrit
Ov - Origanum vulgare
p vrednost - vrednost verovatnoce (engl. probability value)
p.n.e. - pre nove ere
p65 - transkripcioni faktor p65
PBS - engl. Phosphate-Buffered Saline
pH- mera aktivnosti jona vodonika
pNPG - p-nitrofenil-f-D-glukopiranozid
r - Pirsonov koeficijent korelacije
R - rutin
RAW 264.7 - normalna Celijska linija makrofaga misa
RNK - ribonukleinska kiselina
RVA - reaktivni oblici azota
RVK - reaktivni oblici kiseonika
RPMI - engl. Roswell Park Memorial Institute
SAD - Sjedinjene Americke DrZzave
sar. - saradnici
SARS-CoV-2 - engl. Severe Acute Respiratory Syndrome-Related Coronayvirus-2
SCGE - engl. Single Cell Gel Electrophoresis
SDS - natrijum dodecil sulfat
SH-SY5Y - Celijska linija neurona misa
s.I. - lat. sensu lato
Sm - Satureja montana
So - Salvia officinalis
Sr - Salvia rosmarinus
Ss - Sideritis scardica
SW-480 - Celijska linija humanog tumora kolona
SZ0 - Svetska Zdravstvena Organizacija
T25 flask - flask povrSine 25 cm?
T75 flask - flask povrSine 75 cm?
T84 - Celijska linija humanog tumora kolona
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Tc - Teucrium chamaedrys

Ths - Thymus serpyllum

Thv — Thymus vulgaris

TI - intenzitet repa komete (engl. Tail Intensity)
Tm - Teucrium montanum

TNF-a - engl. Tumor Necrosis Factor A
LDL - lipoprotein niske gustine

HDL - lipoprotein visoke gustine
TPTZ - 2,4,6-tripiridil-s-triazin

tr — tragovi

UK - ursolna Kkiselina

URP - ukupni redukcioni potencijal
UV - engl. Ultraviolet

vs. - u odnosu na (engl. versus)

w/v - engl. weight/volume
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PRILOG 24
Spisak slika

Slika 1. Bacillus subtilis (Ehrenberg) CONM. ...t sssesessesss s sesssssssss s ssssssssans 21
a) izgled kulture na hranl]1v0] p0d1021
(izvor: h
modlflkovano)
b) bakterijske ¢elije posmatrane mikroskopom

(izvor: https://www.flickr.com/photos /23925401 @N06/5558175110/).

Slika 2. Enterococcus faecalis (Andrewes & Horder) Schleifer & Kilpper-Balz. .......coneenieneene. 22
a) izgled kulture na hranljivoj podlozi
(izvor: https://www.flickr.com/photos/13930485@N05/1417959903/);
b) bakterijske celije posmatrane mlkroskopom
(izvor: h
modlflkovano)

Slika 3. Listeria monocytogenes (MUurray i Sar.) PiTi€. ... sssssseeans 23
a) izgled kulture na hromatogenoj selektivnoj podlozi

(izvor: https://www.flickr.com/photos/76475368@N04/6847656016/, modifikovano);

b) bakterijske Celije posmatrane mikroskopom

(izvor: https://www.flickr.com/photos /avp1990/7864289590/).

Slika 4. Staphylococcus aureus ROSENDACK. ...ttt 23

a) izgled kulture na hranljivoj podlozi

(izvor: https://www.flickr.com/photos/therubinlab /50039461832 /);

b) bakterijske celije okruzene humanim limfocitima, posmatrane skeniraju¢im elektronskim
mlkroskopom

Slika 5. Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers. ... 24

a) izgled kulture na hranljivoj podlozi

(izvor: https://www.flickr.com/photos/13930485@N05/1418842994/);

b) bakterijske ¢elije posmatrane skeniraju¢im elektronskim mikroskopom

(izvor: https://www flickr.com/photos /nihgov/24661308922/).

Slika 6. Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) MigUla. ..o ssesssesnes 25
a) izgled kulture na hranljivoj podlozi
(izvor: https://www.flickr.com/photos/therubinlab /50051412277 /in /photostream/,
modifikovano);
b) bakterijske Celije posmatrane skemra]uc1m elektronsklm mlkroskopom
(izvor: h

Slika 7. Salmonella typhimurium (Loeffler) Castellani & Chalmers. .....cccomeneenmeeneersmsesneeesseesseeennes 25
a) izgled kulture na hranljivoj podlozi

(izvor: https://www.flickr.com/photos /therubinlab /50044581602 /);

b) bakterijske Celije posmatrane skeniraju¢im elektronskim mikroskopom

(izvor: https://www.flickr.com/photos/microbeworld /5807837573 /).

Slika 8. Morfoloske karakteristike biljke Glechoma hederacea L. ... neenneeoseersseesseeesseesseenns 26
Izvor: https://www.flickr.com /photos/biodivlibrary/27163044570/.

Slika 9. Morfoloske karakterlstlke bll]ke Hyssopus OffiCiNGIS L ..ot eaeees 27
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Slika 10. MorfoloSke karakteristike biljke Lavandula angustifolia Mill. ..........cnenreeseeeneeenne 28

Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lavandula angustifolia -

K%C3%B6hler%E2%80%93s Medizinal-Pflanzen-087.jpg.

Slika 11. Morfoloske karakteristike biljke Leonurus cardiaca L. ... nenssensereneessesesseessssesseennens 29
Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:263 Leonurus cardiaca L.j

K%C3%B6hler%E2%80%93s Medlzlnal Pﬂanzen 224.jpg.
Slika 13. Morfoloske karakterlstlke biljke Melzssa oﬁ“ cmalzs L ............................................................ 31

Izvor: https:

K%C3%B6hler%E2%80%935 Medlzmal Pﬂanzen 094.jpg.

Slika 14. MorfoloSke karakteristike biljke Mentha x piperita L. .......eneenseesnseneesssesssessseeens 32

Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mentha %C3%97 piperita -

K%C3%B6hler%E2%80%93s Medizinal-Pflanzen-095.jpg.

Slika 15. MorfoloSke karakterlstlke bll]ke Oczmum baszllcum L ........................................................... 33

Izvor: https:

echnologlcarum cum earum fructus ususque descriptione %3D (Tab. 122) (8096970445).jpg.
Slika 17. MorfoloSke karakterlstlke bll]ke Orlganum vulgare P 35

Izvor: https:

K%C3%B6hler%E2%80%93s Medizinal- Pﬂanzen 258.jpg.

Slika 19. MorfoloSke karakteristike biljke Salvia officinglis L. ........eneeneenseessessesssesssseenns 37
[zvor: https://www.flickr.com/photos/biodivlibrary/6972241336/.

Slika 20. Morfoloske karakterlstlke biljke Sature]a montana P 38

Deutschlands ﬂora in abblldungen nach der natur - vol. 20 - t. 17.jpg.

Slika 21. Sideritis scardica L ................................................................................................................................ 39

Izvor: https:

Enghsh botany, or Coloured figures of Brltlsh plants - vol. 7 - t. 1094.jpg.

Slika 23. Morfoloske karakteristike biljke Teucrium montanum L. ... necnsenseeneenssinseens 41
Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Teucrium montanum 0074.j

K%C3%B6hler%E2%80%93s Medlzlnal Pﬂanzen 271.jpg.
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Slika 26. Sema popunjavanja bunariéa u gelu za eleKtrofOreZU ... .mmmrreremssssssmssssssesessssesssssssssssseee 63

Slika 27. Sema za dodavanje pripremljene reakcione sme$e za ispitivanje genoprotektivne

aktivnosti na MiKrotitraCioNU PLOCUL ...ttt ee b sss s s 64

Slika 28. Karakteristican oblik MRC-5 €elija U KOmMet teStU.....cocureneenneenerneeeseeseiecessesseeseeeseesseesseenne 66
foto: M. M. Oalde Pavlovi¢

Slika 29. Sema organizacije uzoraka za komet test na mikroskopskoj plo€iCi......rmne: 67

Slika 30. Reprezentativne slike nukleoida HCT-116 €elija......ccumnenresmenmmenesnessneineinsesseesseesseensees 156

foto: M. M. Oalde Pavlovié¢

Slika 31. Radijalni grafici dobijeni IBR analizom rezultata bioloSkih aktivnosti ekstrakata
predstavnika familije LamiaCeae....u s sssss s sssssssss s sssssssssssssssssanesns 193

Slika 32. Radijalni grafici dobijeni IBR analizom rezultata svih ispitivanih bioloskih aktivnosti
etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae........cocooenmereeneerneeneseneeseessesseeesesssesssesnnes 195
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PRILOG 25
Spisak tabela

Tabela 1. Literaturni pregled nazastupljenijih fenolnih kiselina u biljkama familije
82 1 4 LB ol T 9

Tabela 2. Literaturni pregled nazastupljenijih flavonoida u biljkama familije
E2 1 0L E= ol T 10

Tabela 3. Biljne vrste koriS¢ene u eksperimentalnom radu i brojevi vaucera herbara IPLB....48
Tabela 4. Bakterijski sojevi koriS¢eni u eksperimentalnom radu.......oeeemeeneneenmesneeseesseeseennees 54
Tabela 5. Prinos ekstrakata ispitivanih predstavnika familije Lamiaceae.........cccoomnerrensrnsesenens 78

Tabela 6. Fenolne kiseline detektovane pomo¢u HPLC-DAD analize u ekstraktima
predstavnika familije LamiaCeae......cummermmmmeninessssssssssssssssssssssssssssssssssssssses sessssssssssssssssssssssssssssssssssnes 86

Tabela 7. Flavonoidi detektovani uz pomo¢ HPLC-DAD analize u ekstraktima predstavnika
faMiliJE LaMIACRAE. ...t ss b e s bR 87

Tabela 8. Minimalne inhibitorne (MIK) i baktericidne (MBK) koncentracije ekstrakata i
pozitivnih kontrola za iSpitane DaKterije. ... s 166

Tabela 9. Minimalne inhibitorne (MIK) i baktericidne (MBK) koncentracije ekstrakata i
pozitivne kontrole za soj Pseudomonas aeruginosa PAO ... eneeneensenesseeeessesseseessesssessens 167

Tabela 10. Korelacija spektrofotometrijski odredenog hemijskog sastava i fenolnih jedinjenja
identifikovanih HPLC-DAD analizom sa testovima za odredivanje bioloske aktivnosti
L2y 0 0 =1 = TSP 180

Tabela 11. Medusobna korelacija testova za odredivanje bioloSke aktivnosti ekstrakata....185
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PRILOG 26
Spisak grafika

Grafik 1. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktima predstavnika familije
E2 1 0L E= ol TP 80

Grafik 2. Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina u ekstraktima predstavnika familije

D02 40D U T U 81
Grafik 3. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.............. 81
Grafik 4. Sadrzaj ukupnih flavonola u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae................. 82
Grafik 5. Sadrzaj ukupnih kumarina u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae............... 83
Grafik 6. Sadrzaj ukupnih triterpena u ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae............... 84
Grafik 7. Inhibicija DPPH radikala ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae.........cccco...... 103
Grafik 8. Inhibicija ABTS radikala ekstraktima predstavnika familije Lamiaceae........cccoruenee. 104

Grafik 9. Inhibicija obezbojavanja [3-karotena ekstraktima predstavnika familije
2 0 L= ol TP 105

Grafik 10. Ukupni antioksidativni kapacitet ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae

METreN FRAP L@STOIM et s s 106
Grafik 11. Ukupni redukcioni potencijal ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae............ 106
Grafik 12. Genoprotektivna aktivnost ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae................ 121

a) metanolni ekstrakti
b) etanolni ekstrakti
c) vodeni ekstrakti

Grafik 13. Genoprotektivna aktivnost ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae
predstavljena kao ICso vIednost (/ML) ..cemererreeserseesessssssssssesssssssesssssssssssssssesssesssessssssssssssssas 122

Grafik 14. Antigenotoksicna aktivnost ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae ispitana u
ProKariotSKOM MOAEIU...cureercrssreseseres s s bbb s s pann s 125
a) metanolni ekstrakti
b) etanolni ekstrakti
c) vodeni ekstrakti

Grafik 15. Antigenotoksi¢na aktivnost metanolnih ekstrakata predstavnika familije
Lamiaceae ispitana u eukariotSKOmM MOdelU.. ... sesssssssssens 126

Grafik 16. Antigenotoksi¢na aktivnost etanolnih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae
ispitana u eukariotSKOM MOAEIU........oiviecrr e ———————_——— 127

Grafik 17. Antigenotoksi¢na aktivnost vodenih ekstrakata predstavnika familije Lamiaceae
ispitana u eukariotSKOM MOAEIU. ... ss s st sssnsaes 128
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Grafik 18. Inhibicija aktivnosti enzima a-glukozidaze ekstraktima predstavnika familije
D02 40D U T U 130

Grafik 19. Inhibicija aktivnosti enzima acetilholinesteraze ekstraktima predstavnika familije
DE2 40D U T U 138

Grafik 20. Inhibicija aktivnosti enzima tirozinaze ekstraktima predstavnika familije
DF )0 01 = o] U 138

Grafik 21. Antineuroinflamatorni efekat etanolnih ekstrakata predstavnika familije
Lamiaceae 0dreden MTT STOIM. ... rereeeesseesesssesssesessesssesssessssssssssessssssessssssssssssssssssssss sesssssssssssssssssssns 139
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UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTnncanun-a MapuaHa Oanhe MaBnosuh
Opoj nHagekca 63013/2015
UsjaBrbyjem

[a je 4OKTOpCKa AucepTauuja nog Hacrosom

,DUOSOLLIKA aKTUBHOCT _eKCTpakaTa __KoMepuujanHuX JNEeKOBUTUX Ouibaka
damunuje Lamiaceae ns Cpoumje".

® pe3ynTaTt CoOnCTBEHOr UCTpaXuneadkor paaa,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y LENMHU HX y AenoBuMa Huje Guna npeanoxeHa
3a pobuvjakbe 6uno koje Aunnome npema CTYAWCKMM nporpaMmmma Apyrux
BMCOKOLLIKOFICKMX YCTaHOBA,

e [acy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBEAEHU U

e [a HWCaM KpLIMO/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO MHTENeKTyarnHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokTopaHpa

Y Bbeorpaay, 07.05.2022.




U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paga

Wme n npesnme aytopa Mapwnana Oanhe NaenoBuh
Bpoj nHpekca B3013/2015
Cryamjckn nporpam Buonoruja

Hacrnoe papa ,buonolka akTMBHOCT eKcTpakaTa KOMepLMjanHUX NEKOBUTUX Burbaka
damunmje Lamiaceae ns Cpbuje”

MeHTOp ap bpaxka Bykosuh-aunh 1 ap Hemawa Pajuyesuh

lMNoTnucanu/a Mapuana Oanhe NaBnosuh

UsjaBreyjeMm fa je wtamnaHa Bepsuja MOr LOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €NeKTPOHCKO)
Bep3nju kKojy cam npepao/na 3a o6jaBrbmBakbe Ha noptany [OurutanHor
peno3uTtopujyma YHuBep3uteTa y beorpaay.

[ossorbaBam ga ce objaBe MOju NWMYHM nojauun Be3aHuW 3a Jobujarbe akagemckor
3Bakba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe M Npe3nMMe, roanHa u MecTo poflewa u gatym
onbpaHe paaa.

OB/ nMYyHM nogaum Mory ce o06jaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama aurutarnHe
bnbnunoTeke, y enekTpoOHCKOM KaTanory n y nybnukauvjama YHueep3suteta y beorpaay.

MoTnuc gokropaHaa

Y Bbeorpaay, 07.05.2022.




UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuepauteTcky 6ubnuoteky ,CBeTo3ap MapkoBuh® ga y OurutanHu
penosuTopujyMm YHusepsauteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTauujy noj
HaCroBOM:

,DVONoLLIKa aKTMBHOCT eKcTpakaTta KoMepLujanHuxX NEeKoBUTUX Owrbaka damunnje
Lamiaceae 13 Cpbuje” koja je Moje ayTopcko aesno.

OucepTaumjy ca cBMM npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKoOM oopmaTty NorogHoM
3a TpajHO apxvBUpakeE.

Mojy OOKTOpCKY AncepTtauujy noxpamweHy y [AurutanHu penosutopujym YHusepauTeTa
y beorpagy mory aa kopucte CBM KOju NOLWTYjy oApeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nvueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4mo/na.

1. AyTtopcTBO

2. AyTopCcTBO — HEKOMepLMjanHo

3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUjANHO — AENUTU NoA UCTUM YCroBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTopCcTBO — AEnnTK Nog UCTUM YCrnoBMMa

(Monmmo ga 3aoKkpyxuTe camo jedHy O LecT MOHyheHMX nuueHuM, KpaTak onmc
NUUEeHUM aT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y Bbeorpaay, 07.05.2022.




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBak€, OUCTPUOYLMjy M jaBHO caomniTaBake
Jena, v npepage, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH of cTpaHe ayTopa
Unu gaeaoua nuvueHue, Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of cBux
nuueHum.

2. AytopcTtBo — HekomepuwmjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpnbyunjy 1 jaBHO
caorwiTaBarwe fena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of
CTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He [03BOrbaBa koMepuujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTOopcTBO - HeKkomepuujanHo — 6e3 npepage. [do3BorbaBaTe YyMHOXaBawe,
anctpubyumnjy n jaBHo caonwTaBakwe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa wnu
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede ume ayTopa Ha HadvH ogpeheH o
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby fena. Y ogHOCY Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM FMLEHLIOM Ce orpaHvuyaBsa
Hajsehn obum npaBa kopulhekwa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKomepuwujanHo — Jenutu noAa uctum ycrnosuma. [o3BorbaBaTe
YMHOXaBah-e, ANCTpMbyunjy 1 jaBHO caoniTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBeae
umMe ayTopa Ha HauvH ofpeheH of cTpaHe ayTopa WUnu gaBaola fMUEHLE U ako ce
npepaga AuctpubyMpa noa WCTOM WM CAMYHOM nuvueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa kKomepuumjanHy ynotpedy aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, NnpeobnukoBarwa Unn ynotpebe genay cBom geny,
ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuMH ofdpeheH of cTpaHe ayTopa Wiy AaBaola
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BOSbaBa KoMepuuvjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - JenuTu nog uCTMM  ycroBuma. [lo3BorbaBaTe YyMHOXaBame,
anctpubyunjy n jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha
HaunMH ogpefeH o CTpaHe ayTopa WNM JaBaoua NuUeHue W ako ce npepaja
auctpubyupa nog MCTOM WAM CAMYHOM nndeHuom. OBa nuvueHua [03BorbaBa
KoMepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuvuHa je coTBEPCKMM NuLeHuama,
OOHOCHO nuueHLama OTBOPEHOr Koaa.



