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Izvod

Predmet istrazivanja u ovoj disertaciji je bilo ispitivanje in vifro 1 in vivo
anti/prooksidantnih svojstava ekstrakata V. album sa sedam razliCitih domacina, in vivo
ispitivanje uticaja ovih ekstrakta na parametre oksidativnog stresa kod malignih Celija. Pokazano
je da postoje znaajne razlike u sadrzaju antioksidantnih jedinjenja u listu imele sa sedam
razli¢itih domacina. U daljim eksperimentima je potvrdeno da postoje znacajne razlike u in vitro
antioksidantnim svojstvima ispitivanih ekstrakata imele. Iako je vecina ispitivanih ekstrakata
pokazala znaCajna antioksidantna svojstva, ekstraktima imele sa gloga i kleke bi se mogla
pripisati prooksidantna svojstva. Ekstrakti V. album su ispoljili razli¢it antioksidantni i
hepatoprotektivni potencijal kod in wvivo oksidativnog stresa izazvanog CClg-om kod
eksperimentalnih Zivotinja. I ovde su, u skladu sa in vitro eksperimentima, ekstrakti imele sa
gloga i kleke pokazali moguéi prooksidantni in vivo efekat. Namece se zakljucak da bi vecina
primenjenih imelinih ekstrakata mogla da pokaZze pozitivne efekte u oCuvanju antioksidantne
ravnoteze u normalnim tkivima kao efikasni antioksidanti. Na$i rezultati pokazuju da bi imela
potencijalno mogla da bude korisna u prevenciji oSteenja jetre uzrokovanih oksidativnim
stresom. Proverena je hipoteza u kojoj vodeni ekstrakti imele sa razlicitih domacina pokazuju
citotoksiénu aktivnost u celijama Ehrlich-ovog tumora (EAC) in vivo, zahvaljujuéi indukeciji
oksidativnog stresa ovim celijama. Ekstrakti imele su davani eksperimentalnim Zivotinjama na
tri nadina — kao pretretman, tretman i posttretman. ZnaCajno smanjenje incidence tumora je
uodeno u svim grupama Zivotinja koje su primale V. album ekstrakte u predenju sa kontrolnom
EAC grupom. Najvete smanjenje broja tumorskih celija je uofeno u grupama koje su
pretretirane ekstraktima imele, iako se znacajno manji broj ¢elja EAC uoleva i u grupama sa
razvijenim tumorom. Aktivnosti antioksidantnih enzima ukazuju na odsustvo oksidativnog stresa
u ¢elijama EAC. Medutim, nakon davanja ekstrakata V. album uoCavaju se znalajne promene

aktivnosti ovih enzima, $to je verovatno posledica indukeij oksidativnog stresa u ¢elijjama EAC.
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Abstract

The subject of this thesis was to investigate the in vitro and in vivo anti/prooxidant
properties of V. album extracts from different host trees, as well as to investigate the in vivo
oxidative stress of malignant cells and possible mechanism of cytotoxic activity of the mentioned
extracts. It has been shown that there are significant differences in antioxidant compounds
amount in mistletoe leaves grown on seven different host trees. Due to the mentioned fact, it was
further confirmed that there are also significant differences in in vifro antioxidant properties of
examined mistletoe extracts. Although the majority of examined extracts exhibited significant
antioxidant properties, certain prooxidant activity could be ascribed to mistletoe extracts from
the hawthorn and juniper host trees. V. album extracts exhibited different antioxidant and
hepatoprotective potential against in vivo CCly-induced oxidative stress in experimental animals.
Again, at this point, mistletoe extracts from hawthorn and juniper host trees showed potential
prooxidative effects in vivo. Our data suggest that mistletoe may be potentially useful in the
prevention of the liver injuries caused by oxidative tissue damage, but emphasise the need of
further elucidation of mechanisms of its action. We tested the hypothesis that the different
aqueous V. album extracts exhibit cytotoxic properties in Ehrlich carcinoma (EAC) cells in vivo
due to the induction of oxidative stress. Mice were implanted with EAC cells before, at the time
of or after pretreatment with the extract. A significant reduction in the incidence of cancer was
observed in all groups that received the V. album extract compared to the EAC control group.
The largest decrease was observed in mice pretreated with the V. album extract, although
significantly reduced numbers of EAC cells were also observed in animals with developed
carcinoma. The activities of antioxidative enzymes in the EAC cells suggested the absence of
oxidative stress. However, changes in the antioxidative enzymes activities observed after
administration of the V. album extract might be due to the induction of oxidative stress in the

EAC cells.
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1. UVOD

Pored znaCajnih dostignu¢a medicine u oblasti dijagnostike, profilaktike i1 lecenja
malignih bolesti, oni jo§ uvek odnose veliki broj Zivota, zauzimaju¢i po smrtnosti, prema
podacima svetske statistike, drugo mesto posle kardiovaskularnih bolesti. U savremenoj etapi
razvoja medicinske nauke osnovne metode le€enja malignih bolesti su hirurgija i1 terapija
zratenjem. Ove metode, koje se primenjuju odvojeno, ili ¢eS¢e udruzeno, na zalost, ne daju uvek
zeljene rezultate. Danas, antitumorske preparate, delimo na pet grupa: hormonski preparati,
alkilirajuéi agensi, preparati na bazi lekovitih biljaka, antitumorski antibiotici i, na kraju, ostali
preparati. Svi ovi preparati su razli¢iti, ne samo po hemijskom sastavu ve¢ i po mehanizmu svog
delovanja.

Posebno mesto u savremenoj hemoterapiji malignih bolesti zauzimaju preparati biljnog
porekla, kao $to su kolhamin (omain), vinblastin, vinkristin, podofilin i njegovi derivati,
peucedanin, itd. Treba spomenuti i pokusaj primene u onkoloskoj terapiji onih preparata biljnog
porekla koji ne poseduju antitumorske osobine, ali sadrze supstance koje imaju analgetski efekat,
kao i supstance koje uticu na poboljSanje aktivnosti Zeludacno-crevnog trakta, jetre, mokracnog
sistema, itd., §to objektivno poboljSava opSte stanje bolesnika. Znacajno mesto u ovoj grupi
preparata bi mogla zauzeti i V. album zbog svoje citotoksi¢ne aktivnosti i imunomodulisucih
svojstava. Medutim, mehanizam dejstva imelinih ekstrakata, kao i postojanje razlika izmedu
ekstrakata (u zavisnosti od domacina) jo§ uvek nisu dovoljno razjasnjeni. Ova disertacija bavi se
jednim od moguc¢ih mehanizama — vezom anti/prooksidantne aktivnosti i citotoksi¢nosti sedam

odabranih ekstrakata V. album.
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2. KARAKTERISTIKE Viscum album L.

2.1. Bioloske karakteristike Viscum album L.

Evropska imela (Viscum album L.) je poluparazitska biljka Cetinarskog i listopadnog
drveca. Rasprostranjena je Sirom Evrope, Azije 1 Severne Afrike (severnoamericka imela je
potpuno drugacija vrsta). NajceSce se nalazi na hrastu, kestenu, crnoj topoli, i stablima vocki
(jabuka, kruska,...), pa ¢ak, mada retko, i na boru i omorici (Barney 1 sar., 1998). Opste
primenjeni evropski taksonomski sistemi ubrajaju V. album u red Santalales, familija
Loranthaceae (Tutin i sar., 1964). Mesto Evropske imele u sistematici biljaka je, mnogo godina,
izazivalo brojne kontroverze zbog promenljivosti biljaka unutar roda Viscum. Problemi su
uglavnom bili prouzrokovani morfoloskim karakteristikama kao Sto su veli€ina i oblik listova
odnosno boja i oblik bobica. Na primer, po jednoj dosta prihvacenoj sistematici, razlikuju se tri
vrste imele (V. album, V. abietis Beck i V. laxum Boiss) (Szafer i sar., 1967); Viscum album se
odlikuje plodom manje ili vi§e sfernog oblika, zute ili bele boje, Viscum abietis sé javlja samo na
drvetu jele (4bies alba Miller) sa ovalnim plodom bele boje, dok se Viscum laxum moze naci na
boru (Pinus sp.) ili omorici (Picea sp.), mnogo je manja od prethodne dve i plodova svetlo Zute
boje. Ball je u Flora Europaea (Tutin i sar., 1964) uveo drugaciju nomenklaturu, koju je kasnije
prihvatio i Rutkowski (1998), a po kojoj se pomenute vrste odnose na, redom, podvrste: V.
album ssp. album L., V. album ssp. abietis (Wiesb.) Abrom., i V. album ssp. austriacum (Wiesb.)
Vollm. Nasuprot Flora Europaea, ameri¢ki sistem koji je opisao Cronquist ukljucuje V. album
ne u Loranthaceae veé u Viscaceae (Cronquist, 1981). U pocetku, familija Viscaceae je smatrana
subfamilijom Loranthaceae. Tek nakon opseznih bioloskih istrazivanja, ona je postala zasebna
familija (Calder i Bernhardt, 1983), koja danas broji oko 350 vrsta.

Imela (Viscum album L.) je zimzeleni grm (Tucakov, 1997), €iji se pre€nik krece od 0,5
do 1 m, koji kao poluparazit raste u kroSnjama drveca. Listovi su uski i1 duguljasti, jeziastog

oblika, duZine 4 do 6 cm, bez peteljki, kozasti i tvrdi sa prugastim zilama. Rasljasto na krajevima
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ogranaka stoje po dva lista. Bobice su okrugle, prec¢nika 6 do 9 mm, socne, bele i Zuckastobele
boje, a sazrevaju u periodu od novembra do januara. Sadrze jednu zelenkastu semenku obavijenu
sluzavom i lepljivom masom.

Iako bi se pomenute bioloske karakteristike i razlike mogle obi¢nom ¢&itaocu uéiniti male
i zanemarljive, one su jedan od veoma vaznih parametara koje svaki istraziva¢ koji radi na
parazitskim biljkama mora da poznaje. Jer, od vrste domacina i prirode bioloskih veza koje se
ostvaruju, zavisi i fitohemijski sastav biljke parazita, a samim tim i njen kvalitet u smislu

zastupljenosti aktivnih komponenti (Kintzios 1 Barberaki, 2000).

2.2. Fitohemijske karakteristike Viscum album L.

Prva ispitivanja hemijskog sastava imele sproveo je Reinch, 1860. godine. On je
analizirao lepljivu supstancu prisutnu u bobicama imele, koju je nazivao viscin. Danas, znamo da
je V. album bogat izvor razli¢itih farmakoloski aktivnih jedinjenja. Glavne grupe sekundarnih
metabolita nadenih u imeli su: lektini, viskotoksini, flavonoidi, fenilkarboksilne kiseline,
polisaharidi, biogeni amini (feretilamin, tiramin, histamin, acetilholin), alkaloidi, polipeptidi,
terpenoidi, saponini, tanini, aminokiseline, fitosteroli, vitamini, 1 Citav niz drugih jedinjenja.

U ovoj disertaciji, nekoliko grupa jedinjenja (lektini, viskotoksini, flavonoidi),
karakteristi¢nih za imelu, bie detaljno opisano, s obzirom na njihov izuzetan medicinski znacaj.
Smatra se da su ove grupe jedinjenja odgovorne za citotoksi¢ni i imunomoduliSuci efekat imele,

kao i da bi njihovo prisustvo moglo da imeli pripise i anti/prooksidantna svojstva.

2.2.1. Lektini

Najjednostavnija definicija lektina je da su to kompleksne molekule koje sadrze i protein
i Secere, 1 koje imaju sposobnost da se vezu za celijsku membranu. Tako mogu da izazovu
razli¢ite biohemijske promene, §to moze biti razlog blagotvornim efektima imele. Iako najcesce

vezivani za imelu, lektini su molekule prisutne u tkivima gotovo svih Zivih organizama.
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Medutim, lektini iz imele se izdvajaju zbog svog Sirokog spektra razliitih osobina i
potencijalnih primena u farmakologiji, poljoprivredi, itd.

V. album lektini (VAL) pripadaju tipu 2 ribozom inaktivirajuc¢ih proteina (RIP). Za
razliku od tipa 1 RIP, koji se sastoje od jednog polipeptidnog lanca, RIP tipa 2 se sastoje od dva
polipeptidska lanca, od kojih jedan ima ulogu vezivanja galaktoze (najCe3ca SeCerna komponenta
lektina). RIP 2 se originalno sintetiSe kao jedan polipeptidski lanac u kome postoji domen za
vezivanje galaktoze, a u toku posttranslacionih transformacija ovaj polipeptid se cepa, $to
rezultuje stvaranjem proteina koji se sastoji od dva lanca povezana hidrofobnim vezama i
disulfidnim mostovima (Stirpe i sar., 1992). Ova dva lanca glikoproteina (lektina) oznaena su
kao lanci A i B. Lanac A poseduje visoko specifiénu N-glikozidaznu aktivnost, tj. cepa N-
glikozidnu vezu adeninassz4 28S rRNK u jetri pacova i ostalih eukariota (Endo 1 sar., 1988), Sto
veliku 608 subjedinicu eukariotskih ribozoma €ini nesposobnom da se veze za faktor elongacije
2 (EF-2), sto dalje rezultuje inhibicijom sinteze proteina (Stirpe i sar., 1992). S obzirom na
aktivnost lanca A, pretpostavlja se da je ovaj molekul sposoban da izazove smrt ¢elije. Kako je
rRNK veoma ofuvana u toku evolucije, tip 2 RIP pokazuje ribozom inaktivirajuce osobine kod
Sirokog spektra organizama, medutim vecu aktivnost pokazuje na sisarskim ribozomima. Lanac
B ima tzv. "galaktoza-specificni" domen, kojom se lektin vezuje za povrsinu Celije, izaziva in
vifro ¢elijsku aglutinaciju i povecani ulazak toksina, a $to je razlog vece citotoksic¢nosti tipa 2
RIP u poredenju sa jednolan¢anim tipom 1 RIP.

Iz V. album su izolovana tri razli¢ita lektina (MLI, MLII, MLIII) i opisane su njihove
osobine (Franz i sar., 1985). Nedavno, opisan je jo§ jedan lektin, oznacen kao VisalbCBA
(Peumans i sar., 1996). Lektin VisalbCBA se sastoji od dva identina lanca, pokazuje
specifi¢nost za vezivanje N-acetilglukozamin oligomera (sli¢no hitinu), 1 mnogo je manji (10
kDa) od ostalih lektina izolovanih iz imele. MLI (takode poznat kao V. album aglutinin ili
viskumin) ima molekulsku masu od 115 kDa. To je glikoprotein koji specifi¢no vezuje D-

galaktozu (Pevzner i sar.,, 2004; Wacker i sar., 2004), 1 koji se sastoji od dve identi¢ne
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nekovalentno vezane subjedinice, tj. od ukupno cetiri lanca, po dva lanca iz svake subjedinice.
MLII, molekulske mase 60 kDa i sa jednom subjedinicom, je D-galaktoza 1 N-acetil-D-
galaktozamin specifiéni glikoprotein koji se sastoji iz dva lanca. MLIII (50 kDa) ima, takode,
jednu subjedinicu, i dvolan¢ani je glikoprotein koji specifiéno vezuje N-acetil-D-galaktozamin
(Tonevitsky i sar., 2004).

MLI se isti¢e po svojoj §irokoj primeni u imunologiji i onkologiji s obzirom da je ovaj
lektin pokazao da poseduje najizraZenije imunomoduliSuce i antitumorske osobine (Hajto 1 sar.,
1989).

Najnovija hemijska ispitivanja se uglavnom bave ispitivanjem strukture lektina (Wacker i
sar., 2004; Pevzner i sar., 2004; Tonevitsky i sar., 2004; Kourmanova i sar., 2004; Edlund 1 sar.,

2000).

2.2.2. Viskotoksini

Viskotoksini bi se najjednostavnije mogli definisati kao male proteinske molekule koje
imaju citotoksi¢no delovanje i mogucu ulogu u stimulaciji imunskog sistema. Viskotoksini (VT)
pokazuju visoku strukturnu sli¢nost sa biljnim «- i P-tioninima, koji su cisteinom bogati
polipeptidi, molekulske mase oko 5 kDa, Siroko rasprostranjeni u endospermu semenki, a takode
i u nekim drugim tkivima (Orru i sar., 1997). Viskotoksini sadrze tri disulfidna mosta (Sest
cisteinskih ostataka). Raspored disulfidnih mostova je takav da oni grade jednu neobiCnu
strukturu, oznadenu kao "koncentri¢ni oblik". Smatra se da ona stabilizuje opstu strukturu, koja
se javlja kod razliGitih malih proteinskih molekula sposobnih da intereaguju sa celijskim
membranama. Viskotoksini se sintetiSu kao vece proteinske molekule (oko 15 kDa), koji se dalje
transformi$u unutar celije (Holtorf i sar., 1998).

Okarakterisano je $est izoformi viskotoksina: Al, A2, A3, B, i1 1-PS, kao 1 U-PS (tabela

2.1), za koji se pokazalo da je proizvod transformacije 1-PS. Dodatno, Schrader-Fisher 1 Apel

(1993) su otkrili postojanje jo§ dve neobiéne varijante. Ova dva nova viskotoksina, oznacen
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ThilVal i Thil Va2, sadrze osam umesto Sest cisteinskih ostataka. Koli¢ina i sastav viskotoksina

zavise od podvrste V. album, stabla domacina, kao i godi$njeg doba (tabele 2.1 12.2).

Tabela 2.1. Prisustvo viskotoksina u pojedinim podvrstama V. album

Podvrsta Prisutni VT Nisu nadeni
V. album subsp. Al, A2, A3, B 1-PS
album

V. album subsp. | B, velike koli¢ine 1-PS, U- | Al

austriacum PS, male koli¢ine A2, A3
V. album subsp. Al, A3, B, 1-PS, U-PS A2
abietis

Cini se da su disulfidni mostovi viskotoksina sustinski faktor citotoksi¢nosti, jer oni
odreduju trodimenzionalnu strukturu molekule i njenu sposobnost da se vezuje za membranske
lipide (Ochocka 1 Piotrowski, 2002). Ovome u prilog ide i ¢injenica da raskidanje disulfidnih
mostova VT potpuno eliminiSe njihovu citotoksi¢nost. Uz to, Bussing i saradnici (1999) smatraju
da znacajnu ulogu u citotoksi¢nosti imaju reaktivni kiseoni¢ni intermedijeri.

Najnovija ispitivanja se uglavnom bave ispitivanjem strukture viskotoksina buduci da im
se, kao i lektinima, pripisuje veliki farmakoloski znacaj. Na primer, Debreczeni i sradnici (2003)
bave se rasvetljavanjem strukture VT A3 sastavljenog od dva monomera povezana hidrofobnim
interakcijama, Ciji se svaki monomer sastoji od 46 aminokiselina sa tri disulfidna mosta. Dalje,
Romagnoli i saradnici su 2003. godine identifikovali i opisali strukturu novog VT C1 iz azijske
V. album ssp. coloratum ohwi i pokazali njegovu antimikrobnu aktivnost kao i visok stepen
citotoksiénosti. Da su biohemijski mehanizmi dejstva VT razliéiti i da su usko vezani za
strukturu VT, pokazali su i Coulon i saradnici (2003); ova grupa objaSnjava da nemogucnost VT
B da interreaguje sa modelom plazma membrane (za razliku od VT A2 i A3) lezi u odsustvu
aminokiselinskog ostatka Arg25 preko koga se VT verovatno vezuju za membrane i ispoljavaju

razli¢ite farmakoloske efekte.
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Tabela 2.2. Sadrzaj i sastav viskotoksina tri podvrste evropske V. album (Ochocka i Piotrowski,

2002)
Sadrzaj VT (% od ukup)
Podvrsta Domac¢in  Vreme Al A2 A3 B PS-V  Ukupni
branja VT (mg/g)
V. album Malus jun 15,9 39.0 364 8,7 nd 2,6
ssp. album  (jabuka) decembar 15,6 32,0 425 9.9 nd 3.3
Quercus  jun 157 32,6 45,8 5,9 nd 4,0
(hrast) decembar 12,4 323 46,8 9.6 nd 4.1
Ulmus jun I3 36,3 35,6 124 nd 3.7
(brest) decembar 16,2 31.7 ' 36,5 156/ nd 4,8
Robinia  ns 12,4 36,1 379 13,7 nd 5.7
(bagrem)
Populus  ns 17,9 39,8 37,0 5,3 nd 5,6
(topola)
Betula ns 14,7 37,7 343 123 __.nd 22
(breza)
lis¢arsko  * 15,1 352 398 9,9 nd 3,9
drvece
V. album Pinus jun nd Ly a2 113 &5 1,4
Ssp. (bor)
austriacum decembar nd 0,6 8,0 172 692 | 5
" nd 0,9 4,1 14,1 80,7 1.3
V. album Abies jun 5,6 pd . 725 6,5 151 37
SSp. (Jela)
abietis decembar 6,7 nd 76,5 4.4 12,5 4.8
o 5,6 ndumngRgl. (o8 13,61 439

Napomena: nd, nije detektovan; ns, nije naznadeno; *, sve uzorke su izmerili Schaller 1 sar.

(1998) (ukljuéujuéi i one koji nisu navedeni u tabeli); PS-V, suma viskotoksina 1-PS i U-PS
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2.2.3. Flavonoidi

Do sada je u biljkama pronadeno vise od 4000 hiljade flavonoida (Ohshima 1 sar., 1998).
Ovako velika raznolikost flavonoida moze se objasniti brojnim modifikacijama ove osnovne
strukture, a radi lakSe sistematizacije, flavonoidi su podeljeni u deset podgrupa (Harborne,
1989).

Fitohemijska ispitivanja V. album su ukazala na postojanje niza flavonoida u listovima.
Najnoviji rezultati ukazuju da su izvesne koli¢ine flavonoida lokalizovane na spoljasnjoj strani
listova, u tzv. kutikularnom vosku (Wollenweber i sar., 2000), i1 da se mogu dobiti kada se biljni
materijal ispere sa organskim rastvaraima, kao Sto su aceton ili hloroform. U stvari, da su
flavonoidi znaajni konstituenti listova imele, objavili su jo§ Becker i Exner (1980). Oni su
dokazali prisustvo kvercetina i jo§ sedam njegovih metil derivata. Ovi flavonoli su, medutim,
identifikovani iz metanolnih ekstrakata, a njihova lokalizacija nije razmatrana.

Tri flavanona, naringenin-7-metiletar (sakuranetin), naringenin-5,7-dimetiletar (prilog) i
eriodiktiol-3’-metiletar (homoeriodiktiol), su takode pronadena u ekstraktima lista imele, zajedno
sa kvercetin-7,3’-dimetiletrom i kvercetin-3-metil-etrom (Lorch 1993). Ranije su objavljeni
podaci o prisustvu tri halkona i dva flavanona kao glikozida (Fukunaga i sar., 1987) (jedan od
ovih halkona, 2'-hidroksi-4',6'-dimetoksihalkon-4-glukozid, nasli su jo§ 1980. godine Becker i
Exner) (prilog). Dokazano je prisustvo flavanon glikozida i flavonol glikozida u Viscum
alniformosanae (Chou 1sar., 1999).

Wollenweber i njegovi saradnicu (2000) su sproveli istrazivanje o kvalitativnom i
kvantitativnom sastavu listova V. album, uzimajuc¢i u obzir i promenu tokom vegetacionog
perioda, i dobili zanimljive rezultate. Rezultati dobijeni TLC (engl. thin layer chromatography)
hromatografijom potvrdili su prisustvo kvercetin-3,7,3’-trimetiletra, kvercetin-3,7 1 kvercetin-
3,3’-dimetiletara, kvercetin-3-metiletra, kamferol-3,7-dimetiletra i kamferol-3-metiletra (prilog).
Najveéi sadrzaj ovih jedinjenja je pronaden kod mladih listova u razvoju, u prolece. Faza

intenzivnog razvoja lista prouzrokuje pad koncentracije tokom leta. U toku jeseni, povecana
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sekrecija flavonol aglikona se odvija verovatno tokom novembra. Treba napomenuti da su muske
biljke imale znatno manje koli¢ine flavonoida nego Zenske biljke. Ovi rezultati su se malo
razlikovali od rezultata koje su dobili Becker 1 Exner (1980), jer ovi autori navode razlike samo
izmedu evropskih i japanskih imela, ali ne i razlike unutar grupe evropske imele (sa razlicitih
stabala domacina). Naime, Wollenweber i saradnici su u uzorku V. album sa domacina Abies i
Pinus, identifikovali kvercetin-3-metiletar (5to isti autori potvrduju i u kasnijim radovima, Haas i

sar., 2003), a koji se ne pominje u radovima Becker-a 1 Exner-a.

2.2.4. Ostali konstituenti Viscum album L.

Veé je napomenuto da je u imeli, osim ove tri klase jedinjenja, prisutan i €itav niz drugih
jedinjenja: fenilkarboksilne kiseline (gentisinska i kafena, prilog), polisaharidi, biogeni amini
(feretilamin, tiramin, histamin, acetilholin), alkaloidi (Capernaros, 1994), polipeptidi, terpenoidi,
saponini, tanini, aminokiseline, fitosteroli, vitamini.

Rezultatt HPLC (engl. high performance liquid chromatography) analiza pokazali su
prisustvo razli¢itih fenolnih kiselina u imeli sakupljenoj sa razli¢itih domacina, poput laktona o-
kumarinske kiseline, digalne kiseline, vanilne 1 salicilne kiseline (prilog). Ukupno je
hromatografski identifikovana 21 fenolna kiselina u listovima V. album sa razli€itih domacina.
Jedinjenja su bila ili slobodna ili u obliku estara 1 glikozida. Komparativna hromatografija je
pokazala razlike u kvalitativnom sastavu ispitivanih jedinjenja u razli¢itom biljnom materijalu.
Na primer, o-kumarinska kiselina je nadena samo u imeli sa Quercus robur. Digalna kiselina je
nadena samo u biljnom materijalu sa Acer plantanoides. Kvalitativni 1 kvantitativni sastav imele
sa Malus domestica i Pyrus communis pokazao je znacajne slicnosti Sto se tice fenolnih kiselina.
Uz to, vanilna kiselina, odsutna u svim ostalim imelama, izgleda da je karakteristika prethodno
pomenutih imela. Kvantitativna HPLC analiza pokazala je znafajan udeo salicilne kiseline
(39,55mg%) u imeli sa Sorbus aucuparia. Osim u ovom uzorku, ovo jedinjenje je bilo prisutno

samo u malim koli¢inama u biljkama sa Populus nigra (15,3mg%) 1 Quercus rubur (2,63mg%). -

\
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Terpenoidi su klasa jedinjenja koja je veoma rasprostranjena u V. album, posebno u
listovima. Daleko najdominantnija komponenta iz klase terpenoida je oleanolna kiselina
(karofilin, C30Has03), koja €ini 70-80% ukupnih terpenoida. Drugi triterpenoidi, kao betulin (lup-
20-en-3,28p-diol) i betulinska kiselina, B-amirin i lupeol (prilog), javljaju se samo u malim
koli¢inama (Wollenweber 1 sar., 2000). Interesantno je pomenuti i jedan od najnovije izolovanih
acikliénih monoterpenskih diglukozida iz V. album ssp. album, ¢ija je struktura rastumacena,
2,6-dimetilokta-2,7-dien-1,6-diol-6-0-[6’-0-p-D-apiofuranozil]-B-D-glukopiranozid (Deliorman
i sar., 2001). Ovaj monoterpenoid je izolovan iz butanolnog ekstrakta listova i stabla imele
(prilog).

Udeo alifaticnih jedinjenja je znaCajno manji, a relativne koli¢ine se krecu od 20 do
30%. Alifati¢na jedinjenja podrazumevaju alkane 1 primarne alkohole kao glavne komponente,
dok su aldehidi, slobodne masne kiseline 1 alkil estri prisutni u mnogo manjim koli¢inama
(Wollenweber i sar., 2000). Duzine lanca alifati¢nih jedinjenja je u opsegu uobicajenom kod
biljaka (Bianchi, 1995). Mala odstupanja se mogu uociti kod estara, gde su predominantni
homolozi C3s-Csz. Alkani su sastavljeni uglavnom od Cy9 sa malim varijacijama u toku razvoja
lista (Wollenweber i sar., 2000). Profili primarnih alkohola, aldehida i slobodnih masnih kiselina
su u opsegu Ci;-Cso sa Cy kao glavnim konstituentom. Ovi rezultati potvrdeni su i GC/MS
(engl. gas chromatography/mass spectrometry) analizom CO, ekstrakata lista imele (Cebovic,
2003; 2005).

Malo literaturnih podataka postoji o ugljovodonicima, masnim kiselinama (Jung 1 sar.,

2004).

2.3. Farmakolo$ka svojstva pojedinih komponenti ekstrakata Viscum album L.
I pored relativno velikog broja radova u vezi sa hemijskim sastavom i farmakoloskim
osobinama V. album, do 1951. godine, nije bilo dovoljno jasno koji je aktivni princip zasluzan za

delovanje imele na razvoj tumora. Te godine, ruski nauénici Menjsikov 1 Gurevic su iz V. album
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izolovli dva bioloski aktivna jedinjenja i1 antagonista, koja su tada dobila naziv foksomezin i
nekromelin (uzeto iz: Balickij i Voroncova, 1994). Toksomezin je kod eksperimentalnih
zivotinja izazivao kratkotrajno povecanje krvnog pritiska, ubrzanje ritma i smanjenje amplitude
sréanog ritma, pojavu nekroze na mestima davanja, te razliCitu sposobnost inhibicije rasta
pojedinih tumora — sarkoma M-1 i 180; ove promene su u slu¢aju nekromelina bile reverzibilne.
Kasnije su Wester i Niehaus (1965) izolovali iz V. album proteinsku frakciju koja je posedovala
snazno inhibitorno dejstvo na rast ¢éelija sarkoma 180 i HeLa ¢elija”. Danas se zna da su se
tadasnje proteinske frakcije sastojale od lektina i viskotoksina, glavnih aktivnih principa
ekstrakata V. album.

Wenzel-Seifert 1 saradnici (1997) su u svojim istraZzivanjima uocili razlicitu
citotoksi¢nost imelinih lektina, dokazujuéi da najizrazeniji efekat ima MLI. Medutim oni, kao 1
neki drugi aﬁtori pre njih (Urech i sar., 1995; Nicotera i sar., 1994; Gabius i sar., 1992), ukazuju
na ¢injenicu da razliGite Celijske kulture pokazuju razli¢itu osetljivost na delovanje MLI, pri
demu su neke potpuno rezistentne. Bussing i saradnici su pokazali (1996, 2000) da je MLIII
najaktivniji u indukciji apoptozne smrti limfocita ¢oveka u kulturi. S druge strane, Hajto i
njegovi saradnici (1989) su pokazali da je lanac B (sa vezanim ugljenim-hidratom) odgovoran za
stimulaciju aktivnosti urodenoubilackih Celija (engl. natural-killer cell, NK) in vivo, dok je lanac
A potpuno neaktivan.

Fizioloska funkcija viskotoksina je nejasna, iako se pretpostavlja da oni, zbog svoje
citotoksi¢nosti, Stite biljke od infekcija mikroorganizmima, verovatno tako Sto dovode do
ostecenja bioloskih membrana mikroorganizama. Do danas je sproveden relativno mali broj
istrazivanja koja za cilj imaju ispitivanje citotoksi¢nih karakteristika i potencijalne primene
viskotoksina u medicini. Konopa i njegovi saradnici (1980) su dokazali citotoksi¢nost razli€itih

viskotoksina u éelijskim kulturama, a Hajto i njegovi saradnici. (1989) su ukazali na

" Karakteristika ovi Celija je abnormalno brza proliferacija, ¢ak i u poredenju sa ostalim malignim celijama. HelLa
éelije poseduju aktivni oblik enzima telomeraze koji spre¢ava skracivanje telomera koje se javlja tokom procesa
starenja ili u sluéaju ¢elijske smrti. Na ovaj nacin HeLa celije prevazilaze tzv. Hayflick-ov limit, odn. maksimalan
broj deoba normalnih ¢elija pre odumiranja. Detaljnije u Sharrer (2006) i Masters (2002).

14
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citotoksi¢nost ekstrakata imele (iz kojih su uklonjeni lektini) in vivo kod ljudi. Efekat je uocen na
limfocitima, a zakljuCeno je da on moZe biti posledica prisustva viskotoksina kao glavnih
komponenata "bez-lektinskih" ekstrakata. Medutim, uporednim eksperimentima je pokazano da
viskotoksini imaju ipak relativno mali citotoksi¢ni efekat u poredenju sa lektinima, posebno
lektinom MLI (Urech i sar., 1995). Korisno je napomenuti da ukupna citotoksi¢nost vezana za
viskotoksine zavisi od podvrste V. album, s obzirom na razlike kako u kvantitativnom tako i u
kvalitativnom sastavu viskotoksina (tabele 2.1 1 2.2). Bussing i njegovi saradnici (1998) su
predotili razlike u delovanju razli¢itih viskotoksina na limfocite Coveka. Pronadeno je da su
viskotoksini A1, A2, A3 i 1-PS izazito citotoksiéni, dok je u slucaju viskotoksina B, ovaj efekat
bio znatno manje naglasen.

Za metilovane flavonoide je poznato da poseduju antifungalne i antibakterijske osobine
(Tomas-Barberan i sar., 1988). Flavonoidi su takode sposobni da smanje efekte UV zracenja
(Proksch i Rodriguez, 1985). Neka od najnovijih istrazivanja dokazuju antioksidantnu aktivnost
flavonoida (Areias i sar., 2001), kao i sposobnost ove klase jedinjenja da inhibifaju proces
lipidne peroksidacije (Cos i sar., 2001). Pretpostavlja se, da zbog pomenutih svojstava,
flavonoidi imaju i &itav niz drugih farmakoloskih aktivnosti, kao Sto su hepatoprotektivna,
antimutagena, antiinflamatorna, antialergijska, kardioprotektivna, itd. (Cook 1 Samman, 1996;
Middleton, 1996). Medutim, poslednjih godina pojavile su se indicije da neki flavonoidi, koji su
smatrani antioksidansima, mogu, u odgovaraju¢im in vitro uslovima, da iniciraju ostecenja
nelipidnih komponenti, kao, na primer, DNK, proteina i ugljenih hidrata (Decker, 1997). Zbog
ovoga je neophodno pazljivo utvrditi uslove pod kojima flavonoidi deluju kao antioksidansi.

Fenolne komponente poseduju Siroki opseg bioloskih i farmakoloSkih aktivnosti. Nadeno
je da su glikozidni estri kafene kiseline inhibitori aktivnosti 5-lipooksigenaze i sledstveno sinteze
leukotriena iz arahidonske kiseline, te se smatra da mogu da budu potencijalni antialergijski 1
antiinflamatorni agensi (Harborne, 1989). Za fenolne kiseline je utvrdeno da poseduju

antioksidantnu aktivnost, buduéi da inhibiraju lipidnu peroksidaciju (Cebovié i sar., 2001).
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2.4. Farmakoloska svojstva ekstrakata Viscum album L.

V. album se vekovima tradicionalno koristila kao pomoéno lekovito sredstvo. Iako nije
nauéno potvrdeno, pretpostavlja se da se imela mogla koristiti jo§ od 16. veka za poboljSanje
cirkulacije. Druge nepotvrdene primene su se odnosile na terapiju steriliteta, zapaljenja
zglobova, reumatizma, gihta, velikog kaslja, astme, ateroskleroze, visokog krvnog pritiska,
glavobolje, poremecaja menstrualnog ciklusa i simptoma menopauze, dijareje, tahikardije.
Takode, imela se koristila kao sredstvo za smirenje. Potvrdeno je korisno dejstvo ekstrakta 1
Cajevi V. album u le€enju visokog krvnog pritiska, ateroskleroze, problema varenja i uklanjanju
simptoma nervne napetosti. Takozvana "imelina voda" se koristi u terapiji promrzlina i
varikoziteta. Pretpostavlja se da V. album poseduje i antiinflamatorna (Lavastre i sar., 2004),
imunomodulisu¢a (Kovacs, 2004; Klopp i sar., 2001; Chernyshov i sar.,, 2000) i antivirusna
svojstva (Karagoz i sar., 2003).

Najzad, svaka pri¢a o imeli i medicini bi bila nepotpuna ako bi se zanemarila primena
ekstrakata imele u terapiji malignih bolesti. Rudolf Steiner (1861-1925), osnivaé Drustva za
istrazivanje kancera (Society for Cancer Research), u Arlesheim-u, Svajcarska, prvi put je uveo
imelu u terapiju karcinoma jo§ 1921. godine. UCinjeni su znatni napori da se klasi¢nim
farmakoloskim i klini¢kim ispitivanjima objasne efekti, i utvrdi efikasnost ovih preparata. Od
50-ih godina proslog veka do danas dostupno je oko 350 radova, od Cega je stotinak objavljeno u
poslednjih pet godina, §to potvrduje sve vece interesovanje nau¢nika za ovu biljku. Objavljeni
radovi se uglavnom bave detekcijom i izolovanjem aktivnih principa V. album (lektini,
viskotoksini, fenolna jedinjenja, i dr.) i farmakoloskim ispitivanjima ekstrakata ili pojedinih
komponenti u in vitro i in vivo sistemima.

U poslednjih pet godina velika paZnja je posvecena in vifro ispitivanjima antitumorskih
svojstava ekstrakata V. album ili pojedinih komponenti izolovanih iz ovih ekstrakata. Dokazano

je da viscin, betulinska, oleanilna i ursolna kiselina inhibiraju rast i indukuju apoptozu Molt4,
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K562 i U937 leukemijskih celija (Urech 1 sar.,, 2005). Do danas je sprovedeno i nekoliko
klinickih ispitivanja (Bock i sar,, 2004; Mansky i sar., 2003; Mabed i sar., 2004; Grossarth-
Maticek 1 sar., 2001), mahom u Nemackoj. Duong Van Huyen i1 saradnici (2003) su pokazali da
ekstrakti V. album sa razliitih domacina imaju razliCite efekte. Naime, ovi autori su ispitivali
citotoksi¢ne efekte ekstrakata lista imele sa hrasta, jabuke i1 bora na limfoblastoidne i monocitne
éelijske linije. Ekstrakti imele sa hrasta i jabuke su dozno zavisno inhibirali proliferaciju T
éelijske linije, dok je B celijska linija pokazala rezistenciju na ispitivane ekstrakte. S druge
strane, ekstrakt imele sa bora ni u jednom sluaju nije pokazao citotoksi¢ni efekat. Postoji malo
dostupne literature koja ispituje mogucu povezanost antitumorskog delovanja ekstrakata V.
album sa delovanjem na oksidativni stres i produkciju reaktivnih kiseoni¢nih ¢estica (ROS). Kim
je, sa svojim saradnicima (2004), pokazao da tretman aglutininom V. album ssp. coloratum
dovodi do znaajnog poveéanja koli¢ine ROS u Hep3B tumorskoj celijskoj liniji, do gubitka
potencijala membrane mitohondrija, kao i da tretman sa antioksidantom, N-acetil-L-cisteinom,
inhibiraju¢i produkciju ROS spredava apoptozu ovih Celija. Ranija istrazivanja ovih autora (Kim
i sar., 2003) su dovela u vezu delovanje imelininog lektina-II sa prekomernim nastankom
vodonik peroksida kod U937 leukemijskih celija. S druge strane, Timoshenko i njegovi saradnici
(2001) ukazuju da bi se primenom imelinih lektina tokom imunoterapije C3H/Hel]
adenokarcinoma sa interleukinom-2 mogli izbeéi neZeljeni efekti prouzrokovani prekomernim

nastankom azot monoksida.

2.5. Oksidativni stres

Aerobni organizmi, ukljuujuéi Coveka, energiju neophodnu za odrzavanje normalnog
metabolizma obezbeduju putem respiracije. S druge strane, odavno je poznato da je molekulski
kiseonik toksi¢an (Matsuo, 1993). Sa hemijskog aspekta, respiracija predstavlja niz reakcija u
kojima dolazi do redukcije molekulskog kiseonika u vodu. U toku normalnog aerobnog

metabolizma, u elektron transportnom lancu mitohondrija, jedan deo molekulskog kiseonika
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(oko 3%) se delimi¢no redukuje, pri ¢emu nastaju: superoksid anjon radikal (O;"), vodonik
peroksid (H;O;), hidroksil radikal (OH"), i na kraju voda (H;0O). Ovo su takozvane reaktivne

kiseoniéne estice (ROS), a 0," i OH" su, takode, 1 slobodni radikali (tabela 2.4).

Tabela 2.4. Reaktivne kiseoni¢ne Cestice (Pordevi€ i sar., 2000)

Komponenta Poluzivot Mehanizmi stvaranja

0" (superoksid anjon Spontana i enzimska Jednoelektronska redukcija

radikal) dismutacija O; (u reakcijama
autooksidacije)

HOO® (perhidroksilni Bl Protonovana forma O,

radikal)

H;0; (vodonik-peroksid) Stabilna enzimska redukcija | Dvoelektronska redukcija
0,

OH" (hidroksil radikal) 107s Troelektronska redukcija O,

RO" (alkoksi radikal) 10°s Organski radikal kiseonika

ROO’ (peroksi radikal) s Oduzimanje H atoma od
organskih hidroperoksida

ROOH (organski 3

hidroperoksid)

"0, (singletni kiseonik) 10°s Prvo ekscitirano stanje
(energija)

RO* (karbonil radikal) - Fotoemisija

Ako ove reaktivne Cestice nastanu u vecoj koli¢ini od one koja moze da se kontrolile, one
dovode do tzv. oksidativnog oSteCenja celije. Ove Cestice, iako su prisutne u malim
koncentracijama u c¢eliji, stupaju u reakcije sa svim biomolekulima (lipidima, proteinima,
nukleinskim kiselinama, Secerima). Stoga se moZe reci da su svi aerobni organizmi neprestano
izloZzeni oksidativnom stresu. ROS nastaju u razlicitim celijskim odeljcima (tabela 2.5),
medutim, kvantitativno gledano, mitohondrije i mikrozomi su odgovorni za nastanak najveceg

dela ROS.
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Normalna koli¢ina slobodnih radikala u organizmu je veoma mala (3-30 -10™* grama
superoksid anjon radikala po gramu tkiva). Medutim, efekti su im veoma razorni, posto lan¢ana
reakcija omogucava da jedan slobodan radikal izazove promene na hiljadama molekula i osteti
DNK, RNK, enzime u ¢elijskim membranama ili dovede do nastanka produkata lipooksigenacije
pre nego $to bude inaktivisan. Ovde treba napomenuti ne male poteskoce prilikom detekcije i
pracenja ROS, kako zbog velikog broja oblika i intermedijera koje mogu da formiraju, tako i
zbog izuzetno velike reaktivnosti i brzine hemijskih reakcija u kojima ucestvuju.

Kao odgovor na toksi¢no delovanje kiseonika, kod aerobnih organizama je, u toku
evolucije, doSlo do stvaranja slozenih mehanizama antioksidativne zastite, kao i mehanizama
popravke oksidativnih oStecenja. Ova dva suprotna procesa, oksidativni stres i antioksidativna
zastita, se nalaze u stalnom ekvilibrijumu u ¢eliji (slika 2.1), i funkcioniSu izuzetno dobro dok ih

neki od endogenih ili egzogenih faktora ne promeni.

Tabela 2.5. Celijski izvori slobodnih radikala (adaptirano iz Freeman, 1984)

Celijska komponenta Molekuli odgovorni za nastanak slobodnih radikala

Plazma membrana Lipooksigenaza

Ciklooksigenaza

NADPH oksidaza
Mitohondrije Elektron transportni lanac

Ubihinon (Koenzim Q)

NADH dehidrogenaza
Mikrozomi Elektron transportni lanac

Citohrom Pq,sg
Citohrom bs
Peroksizomi Oksidaze

Flavoproteini

Ostale komponente Hemoglobin
Ksantin oksidaza

Flavini
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Antioksidativna zaStita podrazumeva antioksidantne enzime i bioloske antioksidanse.
Antioksidantni sistemi uklju¢uju superoksid dismutazu (SOD), koja vrsi dismutaciju superoksid
anjon radikala do molekulskog kiseonika i vodonik peroksida, katalaza (CAT), koja transformiSe
vodonik peroksid do molekulskog kiseonika i vode, glutation peroksidaza koja redukuje
hidroperokside do alkohola i, takode, redukuje vodonik peroksid do vode, glutation-S-transferaza
koja redukuje hidroperokside do alkohola, itd. (slika 2.2). Biolo3ki antioksidansi ukljucuju
vodorastvorne antioksidanse, kao §to su glutation (redukovani oblik: GSH, oksidovani oblik:
GSSG); askorbinska i mokraéna kiselina, kao i liposolubilne antioksidante, kao 3to su vitamin E

(uglavnom a-tokoferol), ubihinoni i karotenoidi.

Formiranje slobodnih Anti-oksidanti
radikala Scavenging enzimi

sl s sy lrctdamtia 1 £
Lipidna peroksidacija Popravka

Oksidativni stres Detoksifikaciia

T

Slika 2.1. Sematski prikaz ravnote’e izmedu faktora oksidativnog stresa i sistema

antioksidativne zastite u ¢eliji

Takode se smatra da su mehanizmi popravke oksidativnih oSte¢enja neophodni za
odrzavanje homeostaze u organizmima. Oksidovana DNK moze biti popravljena delovanjem
enzima kao 3to su endonukleaze i glikozilaze. Oksidovani proteini mogu biti uklonjeni dejstvom
proteaza. Oksidovani lipidi mogu biti redukovani dejstvom glutation peroksidaze u toku ili
nakon hidrolize sa fosfolipazom.

Kada mehanizmi zaStite od oksidativnog stresa funkcioni$u, aerobni organizmi mogu
izbe¢i oSte¢enja prouzrokovana reaktivnim kiseoni¢nim Cesticama i slobodnim radikalima.

Tesko je, medutim, pretpostaviti da ovakvi sistemi mogu da pruze apsolutnu zaStitu bioloskim
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sistemima od ojte¢enja. Reaktivne kiseoni¢ne cCestice i slobodni radikali koji "umaknu"
antioksidantnim sistemima, mogu da izazovu oksidativna oStecenja, a oksidativna ostecenja koja
"umaknu" mehanizmima popravke mogu da izazovu patoloske promene. Ako je ovo slucaj,
narusena ravnoteza izmedu oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, moZe da ubrza proces

starenja, ili uslovi pojavu mnogih bolesti.

ﬁﬁw
Cm:bsnl.lu Enﬂ.ap}.azmau]n X /

hs “'H‘?ﬂa{.i

o 238H NADP+ DH:
Gi’-’er Y _
HO 5 ROHA"T  TSpaascA NADPH « H e’ a0

Slika 2.2. Celijski izvori ROS i sistemi antioksidantne zadtite

Floyd (1993) daje interesantno tumacenje oksidativnog stresa. Prema ovom autoru,
nametnuti oksidativni stres se moZe oznaéiti kao potencijal oksidativnog ostecenja, P,. Vec je
re¢eno da je priroda razvila nekoliko sistema antioksidativne zastite, koji imaju sposobnost da
sprede nastajanje kiseonikovih toksiénih "sporednih proizvoda". Tako, potencijalu oksidativnog
odtecenja se suprotstavlja kapacitet antioksidantne zastite, A.. Ova dva suprotna procesa nalaze
se u dinamickoj ravnotezi, kao §to je prikazano u jednacini 1:

(1) Py < Ac

@) Po-A=P
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U stvarnosti, potencijal oksidativnog ostecenja je veci nego kapacitet antioksidativne
zadtite, pa tako postoji mala koli¢ina toksi¢nih kiseonikovih radikala koji uspevaju da izbegnu
odbrambeni sistem celije. Ova Cinjenica je prikazana u jednalini 2, gde P', predstavlja deo
toksi¢nih kiseonikovih radikala koji uspevaju da izbegnu odbrambene sisteme u svakodnevnom
zivotu "normalne" jedinke, $to dovodi do starenja, ali ne i do bolesti.

Opravdanost ovakvog tumacenja bi se mogla osporiti pitanjem zasto bi priroda dozvolila
da se sve vreme javlja mala koliina oksidativnog ostecenja? U odbranu ovakve tvrdnje, mogla
bi se ista¢i ¢injenica da odredena koli¢ina, na primer, oksidovanih proteina i nukleinskih kiselina
egzistira sve vreme u cCelijama; a Cinjenica da su ove makromolekule oksidovane, svakako
potvrduje postojanje oksidativnih procesa koji su se prethodno dogodili. Jedan od najoliglednijih
primera koji potvrduju ovakvu teoriju je, u celijama gotovo sveprisutan, lipofuscin, pigment
starenja. Iako postoje nedoumice oko taCne prirode lipofuscina, nema sumnje da on nastaje
oksidativnim mehanizmima, najverovatnije kao produkt oksidovanih lipida i proteina. Osvrcuci
se ponovo na pitanje zadto priroda dozvoljava da se dogadaju oksidativna oStecenja, moglo bi se
reci da je to najverovatnije zahvaljujuéi €injenici da:

* bi bilo neophodno utrositi suvise energije na izgradnju dovoljno odbrambenih sistema koji bi
spreéili sva oksidativna ostecenja, te stoga,
* priroda verovatno koristi male koli¢ine reaktivnih kiseoni€nih Cestica za signalne reakcije u

procesu razvoja ili diferencijacije, a na kraju i evolucije.

2.5.1. Oksidativni stres i NO

Azot monoksid nastaje iz aminokiseline L-arginin delovanjem enzima azot(II)-oksid

sintaze (NOS) (Wiesinger, 2001):
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Reakcija izmedu superoksid anjon radikala i azot monoksida je izuzetno brza, a konstanta
brzine je k=7-10° (mol/dm®)'s” (Huic i Padmaja, 1993). Smatra se da je gradenje ONOO"
primarni put metabolizma NO. U normalnim, nestresnim uslovima koncentracija O;" je znatno
manja od koncentracije NO. Nastajanje ONOO™ tako uglavnom zavisi od koncentracije O;". Na
stvaranje ONOO", takode utie reakcija NO sa oksihemoglobinom (HbO7) kao 1 dismutacija O;”
delovanjem superoksid dismutaze (SOD).

Smatra se da je za oksidativni stres izazvan azot monoksidom uglavnhom odgovorna
peroksinitrilna kiselina (ONOOH). Poluzivot ONOOH od 1,9s omogucuje joj difuziju od
nekoliko celijskih dijametara. Peroksinitrilna kiselina moze lako da difunduje kroz delijske
membrane, a ONOOQO™ kroz anjonske kanale u ekstracelularnu sredinu. Time je posrednim putem
omoguéena i migracija hidroksil radikala (OH’) koji nastaje razlaganjem ONOOH. Ovim
mehanizmom je ONOOH ukljuena u niz peroksidativnih reakcija kao na pr. lipidnu
peroksidaciju, oksidativnu modifikaciju aminokiselina, oksidaciju riboze 1dr. (slika 2.3).

Toksi¢nost peroksinitrita smanjuju povecane koncentacije NO i O;" usled hemijskih
reakcija sa ONOO:

ONOO™ + NO — NO; + NOy
ONOO™ + 0" —» NO; + O + NO7
Maksimalna toksi¢nost se javlja kada su koncentracije NO 1 O;" ekvivalentne. Verovatno je
mitohondrija najvazniji izvor ONOO™ unutar celije zbog nastanka O,” u procesu respiracije.

Najvazniju ulugu u kontroli formiranja ONOO" u mitohondriji igra Mn-SOD.
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Slika 2.3. Metaboli¢ki putevi peroksinitrilne kiseline

Izuzetnu vaZnost ima ekstracelularna SOD (EC-SOD) u regulaciji intracelularnog signalnog

procesa. Superoksid anjon radikal, O,", nastao delovanjem NADPH-oksidaze (NADPH-Ox), u

reakciji sa NO daje toksi¢ni ONOO". Ekstracelularna SOD dovodi do snizenja koncentracije O;",

pa samim tim i ONOO™ u vancelijskom prostoru dok se koncentracija NO povecava. Tako EC-

SOD posredno regulile koncentraciju NO u vancelijskoj sredini (Fattman 1 sar., 2000) (slika 2.4).

NADPH-Ox
02 > 02"-
H+
>—> ONOQO- —— NO; + OH-
Arg ———» NO- l
- citotoksi¢nost
EC-SOD - inflamacija

- degradacija proteina

\J

cGMP
- relaksacija glatkih misica

- neurotransmisija

Ciljna ¢elija| - anti-inflamatorna aktivnost

Slika 2.4. Uloga EC-SOD u regulaciji aktivnosti NO
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Hemijske reakcije NO mogu da daju citotoksian ili citoprotektivan efekat. Azot
monoksid je toksian kada je prisutan u velikim koncentracijama (npr. 0,5-1,0 mM natrijum
nitroprusid je toksi¢an za zivotinje). U tom slu¢aju NO reaguje 1 sa malim koli¢inama superoksid
anjon radikala dajuci izuzetno toksi¢ni peroksinitrit (slika 2.5). S druge strane, NO moze da

reaguje sa reaktivnim intermedijerima lipidne perksidacije kao §to su alkil (R"), alkoksi (RO") i

peroksi (ROQO") radikali i da tako zaustavi propagaciju ove lanCane reakcije.

Slika 2.5. Metabolizam i citotoksi¢nost azot monoksida

2.6. Oksidativna oStecenja osnovnih biomolekula

Reakcije ROS sa organskim supstratima su slozene, ¢ak i u in vitro uslovima sa
homogenim rastvorima. U biolodkim sistemima, postoji jo§ visi stepen sloZenosti zbog osobina
povriina membrana, naelektrisanja, lokalizacije enzima u celijama, kao i osobina supstrata i
katalizatora.

Priroda oksidativnog oStecenja koje dovodi do smrti celije nije uvek ocigledna.

Mehanizmi putem kojih kiseoni¢ni radikali o§tecuju membranske lipide su dobro prouceni, a
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oksidativno ostecenje koje se javlja kao posledica, je Cesto iskljuCivo povezano sa reakcijama
peroksidacije membranskih lipida. Medutim, ono Sto se nekada previdi u istraZivanjima, je

¢injenica da ROS reaguju i sa proteinima i nukleinskim kiselinama.

2.6.1. Oksidativno oStecenje lipida — lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija predstavlja oksidativno oStecenje razli¢itih lipidnih molekula i
kompleksnih biomolekula koje u sebi sadrze lipide (Halliwell i Gutteridge, 1989). Lipidi ¢elijske
membrane (fosfolipidi, glikolipidi i holesterol) predstavljaju najcesce mete oksidativnog napada.
Peroksidacija lipida je jedan od najbolje proucenih procesa osteCenja Celije u uslovima
oksidativnog stresa (Kagan, 1988). Prva definicija ovog procesa (pofetkom 19. veka), kao
oksidativna dezintegracija nezasicenih lipida, podrazumevala je da su lipidi koji sadrze vise od
dve dvostruke veze jedini supstrat za ovu reakciju. Oksidativno oste¢enje, medutim, obuhvata i
oksidaciju holesterola (Dushkin i sar., 1996), a gotovo je nemoguce odvojiti ovaj proces od
‘oksidativne modifikacije proteina (Vaughan, 1997, Berlett i Stadtman, 1997), s obzirom na

interakcije izmedu lipida i proteina u ¢elijskim membranama.

2.6.2. Oksidativno oStecenje proteina

S obzirom da su proteini glavni éelijski strukturni i funkcionalni konstituenti, i oni su,
takode, mesto mnogih oksidativnih o3tecenja uzrokovanih slobodnim radikalima (Pacifici i
Davies, 1991). Veé duze vreme je poznato da je in vifro oksidacija proteina obino pracena
strukturnim modifikacijama, koje za posledicu imaju odredene fizikohemijske promene. Na
primer, fragmentacija, agregacija, i povecana podloZnost proteolizi, samo su neke od tipi¢nih i
vaznih promena uocenih na proteinima kada se oksiduju. Oksidativna modifikacija proteina je
dokazana u starenju (Pacifici i Davies, 1991), kao i kod mnogih bolesti i stanja, kao Sto su plu¢ni

emfizem, katarakta (Garner i Spector, 1980), reumatoidni artritis (Chapman i sar., 1989),
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hronié¢ni alkoholizam, kancerogeneza, razliita neuroloska obolenja, diabetes mellitus, obolenja
jetre i bubrega (Niederau i sar., 1999) i dr.

Iako stepen i tip efekta na proteinima u velikoj meri zavisi od radikala koji se u
reakcijama oslobadaju i vremena izlaganja, moguce je izvrsiti sledecu podelu (Stadtman, 1990):
* Modifikacija primarne strukture proteina, kao posledica:

- modifikacije pojedinih aminokiselina

- gubitka pojedinih aminokiselina

- agregacije proteina

- frégmentacije proteina
* Modifikacija sekundarne i tercijarne strukture proteina, koja dovodi do:

- promena rastvorljivosti (jaca hidrofobnost ili hidrofilnost)

- promena naelektrisanja (ka pozitivnijem ili ka negativnijem)

Oksidativna modifikacija aminokiselina Cesto dovodi do nastanka nekih drugih oblika
aminokiselina, §to uti¢e na funkcionalnu aktivnost samog proteina. Medutim, treba napomenuti
da nije svaka oksidacija aminokiselina "pogubna" za njenu funkciju. U celiji se i prirodno
desavaju oksidacije koje dovode do stvaranja derivata aminokiselina, koji mogu uci u dalje
metaboli¢ke puteve. Na primer, od leucina se mogu dobiti razliditi tipovi hidroksileucina,
triptofan oksidacijom daje N-formil kinurenin, histidin oksidacijom daje aspartat, dok tirozin

procesom oksidacije ulazi u put sinteze keteholamina (DOPA) (Davies, 1988).

2.6.3. Oksidativno oStecenje DNK

Kao 3to je veé napomenuto, promene uzrokovane dejstvom slobodnih radikala nisu
ograni¢ene samo na membranske lipide (Davies, 1988). Zbog svoje izuzetne reaktivnosti,
slobodni radikali su sposobni da modifikuju ve¢inu biomolekula, ukljudujuéi DNK.

Molekul DNK predstavlja hemijsku osnovu nasledivanja kod svih prokariotskih i

eukariotskih ¢elija. Promene strukture genetskog materijala dovode do genetskih gresaka koje se
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nazivaju mutacije. Pored brojnih faktora koji mogu pokazati mutagena svojstva, najveci znacaj
svakako pripada reaktivnim kiseoni¢nim &esticama. One mogu biti odgovorne za nastanak
malignih alteracija ukoliko zahvate specifi¢ne protoonkogene (Pordevi¢ i sar., 2000).

Najcesce vrste ostecenja strukture DNK su: prekid lanca DNK, interakcija baza unutar
jedne ili izmedu dve DNK spirale, izmena, gubitak, ili modifikacija baza, stvaranje pirimidin
dimera, interakcija sa proteinima, lipidnim peroksidima (malonildialdehid), produktima
glukooksidacije, oksidativna modifikacija deoksiriboze, i dr. OStecenjima DNK izazvanim
"Fentonovim oksidansima" mogu da podlegnu i baze i SeCerna komponenta. Razgradnja baza
moze da da mnogobrojne proizvode, ukljudujuéi 8-hidroksiguanin, hidroksimetilureu, ureu,
timinglikol, timin i adenin otvorenog prstena, zasi¢ene proizvode, i Citav niz drugih.

S obzirom na ovako veliki broj promena koje se pod dejstvom slobodnih radikala mogu
desavati na DNK, s pravom bi se moglo postaviti pitanje: Kako genom uopste prezivljava kad je
izlozen stalnom ataku koji je poguban za strukturu DNK? U celiji postoji niz mehanizama
(enzimskih i neenzimskih sistema) i redoks reakcija kojima se sprecava, neutraliSe ili minimizira

ovaj Stetan efekat.

2.7. Mehanizmi antioksidativne zastite

U toku evolucije, kao adaptivni odgovor na toksi¢no delovanje kiseonika, kod aerobnih
organizama je doSlo do stvaranja kompleksnih mehanizama zastite od oksidativnih oStecenja.
Osnovna uloga ovih mehanizama je da smanje koli¢inu i nekontrolisano stvaranje slobodnih
radikala i njihovih prekursora u ¢eliji.

Mehanizmi antioksidativne zastite podrazumevaju dva nivoa:
* primarna i

* sekundarna antioksidativna zastita.
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Primarna antioksidativna zastita ukljucuje:

* enzimske sisteme: superoksid dismutaza, katalaza, ksantin oksidaza, peroksidaza, glutation
peroksidaza, glutation reduktaza, i dr.
* neenzimske sisteme:

- liposolubilna jedinjenja: vitamin E, vitamin A, B-karoteni, koenzim Q, i dr.

- hidrosolubilna jedinjenja: vitamin C, glutation, mokra¢na kiselina, transferin,
ceruloplazmin, i dr.

Posebno mesto u ovim odbrambenim sistemima, 1 veoma vaznu antioksidantnu aktivnost
pokazuju flavonoidi i druga fenolna jedinjenja biljnog porekla (Popovi€ i sar., 2002). Ove grupe
jedinjenja su, zbog svojih osobina, poslednjih godina privukle veliku paznju naucnika. Najnovija
obimna istrazivanja iz oblasti hemije i biohemije upravo za cilj imaju traganje za odgovorom da
li, i kako ove, veoma rasprostranjene molekule u biljnom svetu, mogu pomoci u zastiti od
oksidativnog stresa, i bolesti koje se javljaju kao posledica tog stresa.

Takode, farmakoloski aktivne supstance, kao $to su: nesteroidni antiinflamatorni lekovi
(Halliwell, 1994), blokatori kalcijuma (Janero i sar., 1988), alopurinol (Miwa-Nishimura i sar.,
1990), N-acetilcistein (Aruoma, 1996), ostvaruju neenzimsku antioksidativnu zastitu putem
razli¢itih mehanizama.

Osobine i mehanizam dejstva jedinjenja kojima se pripisuje uloga u primarnoj
antioksidativnoj zastiti detaljno su opisani (Freeman, 1984; Floyd, 1993; Pordevic i sar., 2000,
Cebovié, 2003, magistarski rad).

Sekundarna antioksidativna zastita podrazumeva enzime, koji u€estvuju u ispravljanju
nastalog oksidativnog ostecenja lipida, proteina i nukleinskih kiselina. To su prvenstveno
proteoliticki enzimi, fosfolipaza A2, klasi¢na i fosfolipid-zavisna glutation peroksidaza,
glikozilaze, endo- i egzonukleaze, DNA ligaze, DNA polimeraze, itd. Ovi enzimi "popravljaju”
osteéene DNA molekule, odstranjuju oksidovane masne kiseline membranskih lipida i kroz

procese degradacije i ponovne sinteze obnavljaju oksidovane aminokiseline, odnosno proteine.
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2.8. Uloga oksidativnog stresa u malignoj transformaciji Celije

Svaki poremecaj ravnoteze izmedu stvaranja reaktivnih metabolita kiseonika i njithovog
uklanjanja mehanizmima antioksidativnog, rezultuje nastankom oksidativnog stresa. U
oksidativnom stresu poveéano je stvaranje i nagomilavanje reaktivnih metabolita, Sto za
posledicu ima oksidativne procese destrukcije ¢elijskih komponenti i genetskog materijala.

Utvrdivanje taénog udinka slobodnih radikala u patogenezi razli€itih bolesti je izuzetno
tesko, zbog njihovog kratkog poluZivota i nedostatka dovoljno osetljivih metoda za njihovu
direktnu detekciju u bioloskim sistemima. Zato je kod mnogih bolesti jos uvek aktuelno pitanje,
da li je prisustvo slobodnih radikala uzrok, ili posledica patoloSkog stanja.

Mnoga istrazivanja su, ipak, ukazala na povezanost oksidativnog stresa i mnogobrojnih
patoloskih stanja organizma. Do sada je poznato da povecana produkcija kiseoni¢nih radikala i
neadekvatna antioksidativna odbrana, predstavljaju znadajne uzroke starenja, i razvoja bolesti,
kao §to su ateroskleroza, osteoporoza, neurodegenerativne (Alzheimer-ova i Parkinson-ova
bolest) maligne bolesti (Seis, 2002).

Ukazano je veé na &injenicu da i molekulski kiseonik moze da pokaze toksi¢no dejstvo
ukoliko je organizam izloZen njegovoj povecanoj koncentraciji. Izlaganje ljudi dejstvu poviSenog
pritiska vazduha (p>1 atm) ili dejstvu &istog kiseonika (p=1 atm) dovode do oStecenja centralnog
nervnog sistema pracenih konvulzijama koje su u korelaciji sa snizenjem koncentracije
neurotransmitera, y-aminobuterne kiseline (GABA), kao i oStecenja pluca i ishemije (Mayer i
sar., 1992). Povisene koncentracije kiseonika prouzrokuju poremecaj u funkciji endokrinih
7lezda (Fotte, 1976). Krvarenje, poznato kao retroletalna fibroplazija, je postalo poletkom
Setrdesetih godina 20. veka veoma rasprostranjeno obolenje kod nedonos¢adi, da bi se 1957.
godine uzrok ovog obolenja doveo u vezu sa velikom koncentracijom kiseonika u inkubatorima

za prevremeno rodene bebe (Halliwell, 1994). Medutim, vazno je naglasiti da je toksi¢no dejstvo
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samog molekulskog kiseonika na aerobe zanemarljivo, i da su ROS, u stvari, ti koji su
najodgovorniji za Stetno delovanje kiseonika.

ROS mogu da nastanu u svim c¢elijama (tkivima i organima), §to moZe da ima ozbiljne
reperkusije u &itavom organizmu. Organizam koristi antioksidantne rezerve u borbi protiv
slobodnih radikala, tako da pracenje promena antioksidantnog statusa moze da bude dragoceno
za ranu detekciju bolesti.

Oksidativni stres i maligne bolesti

Kancerogeneza je sloZeni, viSestepeni proces koji obi¢no ukljuuje kaskadu dogadaja u
kojima poremecaj funkcije jednog gena aktivira lan¢ane promene koji konaéno vode ka nastanku
malignog fenotipa celije. U razvoju tumora najcesce se, didakticki, razdvajaju tri faze: inicijacija,
promocija i progresija. Pojmovi inicijacija i promocija u vezi su sa dejstvom kancerogenih
agenasa (Kovacevi¢, 2006).

Inicijacija predstavlja inicijalni dogadaj u kancerogenezi koji predisponira Celiju na
malignu alteraciju. Inicijaciju izazivaju hemijski, fizi¢ki ili bioloSki agensi koji direktno i
ireverzibilno menjaju mlekularnu strukturu DNK (Kovacevi¢, 2006). Promociju izazivaju agensi
koji menjaju ekspresiju genetskih informacija celije. Faza promocije razvoja tumora pokazuje
izrazitu organospecifi€nost, a u zavisnosti od prirode tumorskog promotora, razlikuju se i
mehanizmi delovanja. Tumorski promotori su agensi (medijatori) koji ne deluju direktno na
genom delije, ve¢ ostvaruju epigenetske efekte (uticu na enzime, receptore, transkripcione
faktore i druge znaéajnel regulatorne proteine). Uz to, za razliku od inicijacije koja je
ireverzibilna promena, promocija moZe imati reverzibilan karakter. U evoluciji neoplazme,
inicijacija i promocija karateriSu ranu fazu njenog razvoja.

Mnoga organska i neorganska jedinjenja mogu delovati kao promotori ¥ili inicijatori
kancerogeneze (Pordevi¢ i sar., 2000): policikli¢ni aromatini ugljovodonici (benzo(a)piren,
dimetil benzantracen), aromati¢ni amini (2-acetilamino-fluoren, N-metil-4-aminobenzen),

nitrozoamini (dimetilnitrozoamin), razli¢iti lekovi — alkiliraju¢i agensi (ciklofostamid,
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dietilstilbestrol), komponente hrane (daktinomicin, aflatoksin B1), arsen, azbest, berilijum,
kadmijum, hrom, itd. Na osnovu mehanizma delovanja, svi agensi — tumorski promotori, mogu
biti svrstani u genotoksi¢ne i negenotoksi¢ne. Genotoksi¢ni efekti nastaju direktnim delovanjem
neke supstance ili njenog metabolita na genom, tj. DNK celije. Oni izazivaju mutacije DNK. Iz
toga proizilazi Siroko zastupljen stav da je najve¢i broj mutagena kancerogen. Klasa
negenotoksi&nih kancerogena podrazumeva agense koji ne reaguju sa DNK, ve¢ su stimulatori
proliferacije, kao i grupu supstanci poznatu kao citotoksini. No, ova podela ipak nije stroga,
budué¢i da mnoge supstance mogu da ispolje oba efekta. U ovu grupu bi se svakako mogle
svrstati ROS, s obzirom da one pored genotoksi¢ne aktivnosti, dovode i1 do Citavog niza
epigenetskih promena (Hussain i sar., 2003).

Brojni podaci (Abelev i Kopnin, 2000; Sun, 1990) sugeriSu da posebno mesto u
kancerogenezi pripada slobodnim radikalima za koje se smatra da deluju kao promotivni agensi.
* Superoksid anjon ali i mnogi peroksidi su promoteri tumorskog rasta, dok neki antioksidanti
deluju kao antipromoteri i anti-karcinogeni.

* Slobodni radikali se dovode u vezu sa oStecenjem DNK, kao i sa inhibicijom prirodnih
bioloskih sistema popravke.

* Slobodni radikali i ROS mogu da menjaju ekspresiju gena mobilisu¢i depoe kalcijuma, koji
aktiviraju ¢itav niz Celijskih kinaza, fosfataza i transkripcionih faktora.

* Lipidna peroksidacija prouzrokovana slobodnim radikalima i ROS se takode smatra jednim od
uzrokujucih faktora razvoja karcinoma.

U relaciji oksidativni stres — kancerogeneza, prisutna je dilema: da li poremecaj u
prooksidativnom i antioksidativnom potencijalu ¢elije predstavlja jedan od uzroka
kancerogeneze ili su ove promene posledice kancerogeneze? Mnoga saznanja idu u prilog
pretpostavci da je oksidativni stres jedan od uzroka kancerogeneze.

Vec je reeno da ROS ostecuju DNK i modifikuju proteine. Prvi jasan dokaz efekta na

DNK je fragmentacija hromozoma pod dejstvom vodonik peroksida u prisustvu aktivatora
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peroksidacije Fe’™ (Oberley i Oberley, 1994). I razli¢iti sekundarni produkti lipidne
peroksidacije, kao Sto su lipidni peroksidi, aldehidi (4-hidroksinonenal) i malonildialdehid
(MDA), predstavljaju mutagene faktore. S druge strane, MDA nastaje 1 pri procesu degradacije
2-deoksiriboze indukovane gvozdem (Cheeseman i Slater, 1993). Interakcije do kojih dolazi
izmedu MDA, na jednoj, i proteina, enzima, RNK, DNK 1 fosfolipida, na drugoj strani, mogu
dovesti do kovalentne modifikacije ovih supstrata. Malonildialdehid brzo reaguje sa e-amino
grupom aminokiselina (lizin, histidin, tirozin i arginin), kao i1 sa amino grupama adenina i
citozina, dovodeéi do interakcija protein-protein ili protein-nukleinska kiselina (Mukai i
Goldstein, 1976). Inaktivacija antioksidantnih sistema zastite, kao i enzima koji vrie reparaciju
DNK i proteina, ostvarena oksidacijom njihovih SH- grupa, takode, predstavlja molekulsku bazu
kancerogeneze (Henle et al., 1999). Osim pomenutih, visoko reaktivni molekuli za DNK in vitro
su hidroksil radikal (OH) i peroksinitrit (ONOQ"). Efekat hidroksil radikala in vivo je teSko
utvrditi zbog njegovog veoma kratkog poluZivota, ali je za peroksinitrit, medutim, dobro poznato
da moze da difunduje u celiji i vr§i oSteCenja, narocito tokom hroni¢nih inflamacija. Manje
reaktivan molekul je NO koji takode difunduje 1 izaziva somatske mutacije protoonkogena 1 gena
supresora (Hussain i sar.,, 2003). Iako je tesko utvrditi specificnu ulogu NO u kancerogenezi, on
kao agens koji modifikuje proteine vazne za funkciju celije, moZe delovati na celijski ciklus,
apoptozu i proces reparacije DNK, a time indukovati 1 malignu transformaciju (Oberley, 2002).
Pokazano je da NO posreduje u pojavi angiogeneze (Sharma i sar., 1995). Kada se govori o
povezanosti ROS i maligniteta, valja pomenuti 1 osobinu ROS da aktiviraju transkripciju nekih
protoonkogena ukljuéujuéi Fos, Jun i c-Myc (Lyu i sar., 2002) koji stimuliSu rast. Od posebnog
znaaja je mutacija p53 gena koju moZe izazvati NO i koja stoji duboko u vezi sa
kancerogenezom. Na kraju valja re¢i i da postoje brojni inflamacijski procesi, izazvani ne samo
virusima i bakterijama, ve¢ 1 hroni¢nim mehani¢kim i hemijskim nadrazajima tokom kojih se
produkuju slobodni radikali i koji predstavljaju rizik za pojavu maligniteta (Hussain i sar., 2003).

Ovo bi se moglo objasniti, makar delimi¢no, aktivacijom enzima kao Sto je NO sintaza
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(Kovadevi¢, 2006). Enzim NO sintaza (inducibilna, iNOS) moZe produkovati mikromolarne
koli¢ine NO, kljuénog molekula u inflamatornoj kancerogenezi. Sem toga, pojatana aktivnost
iNOS i pojafana ekspresija vaskularnog endotelijalnog faktora rasta, VEGF (Mayers i sar., 1985)
imaju za posledicu pojavu neovaskularizacije Sto ukazuje da ovaj enzim igra znacajnu ulogu iu
progresiji neoplazme.

Antioksidansi i maligne bolesti

Poveéan unos antioksidanasa, bilo putem hrane, ili kao suplemenata ishrani, povezan je
sa smanjenom udestalo$¢u karcinoma (Block i sar., 1992). Epidemioloske studije su pokazale da
su niski nivoi antioksidanasa povezani sa pove¢anom ucestalo§¢u odredenih karcinoma.

Linxian u Kini je poznat po najve¢em procentu obolelih od karcinoma jednjaka u svetu.
Nedavno sprovedeno istrazivanje je pokazalo da je dodatak antioksidanasa u ishrani smanjio
smrtnost od karcinoma za priblizno 13% u periodu od 5 godina (Blot i sar., 1993).

Ono 3to jo$ uvek nije sa sigurno$¢u poznato je, da li je snizen ukupni antioksidantni
status primarni /ili sekundarni efekat. Kombinacija ova dva efekta najverovatnije odrazava sliku
situacije in vivo.

Antioksidantna jedinjenja deluju kao integrisani sistem i neki antioksidanti male
molekulske mase (na pr. flavonoidi i fenolna jedinjenja iz biljaka) bi mogli biti vaZni za

regeneraciju drugih antioksidanata, a time mogude i u prevenciji nastanka malignih oboljenja.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj istrazivanja je ispitivanje in vitro i in vivo uticaja ekstrakata imele (Viscum album L.)
sa razi¢itth domacina na stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih Cestica i aktivnost antioksidantnih

enzima u normalnim i tumorskim celijama.

Da bi se realizovao cilj:

1. odredivan je sadrzaj razliCitih bioaktivnih jedinjenja: hlorofila a i b, karotenoida, vitamina C,
ukupnih fenola, tanina, ukupnih flavonoida, antocijanidina i galne kiseline u uzorcima listova V.

album sa sedam razlic¢itih domacina.

2. u in vitro uslovima je ispitivan uticaj ekstrakata V. album na
a) proces in vitro lipidne peroksidacije (LPx) indukovane sa CCly kao poznatim
veoma snaznim induktorom oksidativnog stresa, koris¢enjem komercijalnog
preparata lipozoma kao model sistema celijske membrane
b) produkciju hidroksil (OH) radikala..
c¢) stvaranje DPPH radikala.
d) ukupan antioksidantni potencijalprimenom FRAP metode.

e) stvaranje azot monoksida (NO).

3. uin vivo uslovima ispitivano je dejstvo ekstrakta V. album na
a) funkciju jetre, enzimske parametre oksidativnog stresa 1 serumske parametre
oksidativnog ostecenja jetre izazvanog CCls-om.
b) rast Ehrlich-ovih ascitnih tumora implantiranth NMRI miSevima 1 biohemijske
parametre oksidativnog stresa (antioksidantni enzimi: XOD, CAT, Px, GSHPx, GR,

sadrzaj GSH, intenzitet LPx) u ¢elijama tumora.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. Biljni materijal

Listovi imele, sa V. album koja raste na razliCitim domacinima (bagrem (Robinia
pseudoacacia), kruska (Pyrus communis), $ljiva (Prunus domestica), topola (Populus nigra),
glog (Crataegus oxycanta), Sipak (Rosa canina) i kleka (Juniperus communis)), sakupljeni su u
prole¢e na Fruskoj Gori (Vojvodina, Srbija), odnosno na prostoru Hercegovine — Romanija,

Perucac (Republika Srpska, Bosna i Hercegovina).

4.2. Priprema biljnih ekstrakata

Listovi imele, sa pomenutih domacina, osuSeni na vazduhu (5g), usitnjeni u mikseru,
korid¢éeni su za pripremu vodenih ekstrakata V. album koji su se koristili u daljim
eksperimentima. Aktivne komponente su ekstrahovane sa metanolom (MeOH), postupkom
maceracije tokom tri dana. Rastvara je zatim uparen pomocu vakuum uparivaca. Sirovi MeOH
ekstrakti su zatim procedeni preko guste filter hartije i razblazeni sa vodom kako bi se dobili Cisti
5% vodeni ekstrakti V. album listova sa razli¢itih domacina. Ekstrakti su Cuvani u frizideru (4-
8°C). Pripremljeni ekstrakti su koriceni u in vitro ispitivanjima, a eksperimentalnim Zivotinjama

u in vivo eksperimentima su davani intraperitonealno (i.p).

4.3. Fitohemijsko ispitivanje ("screening'" test) Viscum album L.

Za "screening" test, posebno su pripremljeni infuzi listova imele sa pojedinih domacina.
Inﬁ;z je pripremljen tako §to je 6 g osusenog i usitnjenog biljnog materijala preliveno sa 60 mL
kljugale destilovane vode. Nakon 15 minuta, infuz je proceden i kori¢en u daljem radu.

Prisustvo pojedinih klasa sekundarnih biomolekula dokazano je postupcima prikazanim u

tabeli 4.1.
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Tabela 4.1. Postupak za dokazivanje pojedinih klasa sekundarnih biomolekula

Klasa sekundarnih | Postupak dokazivanja | Promena koja upucuje na
biomolekula pojedinih klasa pozitivou reakciju '
Antocijani 1 mL infuza + HCI crvena ili
crvenonarandzasta boja
rastvora
Leukoantocijani 1 mL infuza + 1 mL EtOH | crvena ili
zakiSeljenog sa HCI, | crvenonarandzasta boja
zagrevanje rastvora
Flavonoidi 1 mL infuza + 4 mL 50% | crvenoljubicasta ili
EtOH + nekoliko kapi ccHCI | crvenonarandZasta boja
+ Mg opiljci rastvora
Tanini 2 mL infuza + 1-2 kapi 1% | crvenkasta ili zelena boja
FeCl; rastvora
Alkaloidi 1 mL infuza zakiSeljenog sa | pojava taloga
1 M H;SO; + Mayer-ov
reagens’
Slobodni hinonski derivati | 2 g usitnjenog biljnog | crvena boja filtrata

materijala + 5 mL CHCL
(maceracija) + KOH(NaOH)

Vezani hinonski derivati

1 mL infuza + 1 mL 5% HCI,
zagreva se 3 min. + CHCls,

crvena boja ekstrakta

ekstrakcija
CHCl; ekstrakt -
KOH(NaOH)
Saponini snazno muckanje pojava pene
Supstance sa steroidnom | 1 mL alkoholnog ekstrakta | ljubiasta boja rastvora

strukturom

infuza + nekoliko kapi
CH;COOH + 3 mL rastvora
(CH;COOH:ccH,S04=50:1)

koja prelazi u zelenu

Cijanogeni heterozidi

infuz se zagreva, a isparenja
dovode u vezu sa Zutom
pikronatrijumovom hartijom

crvena boja
pikronatrijumove hartije

* - Ova reakcija nije dovoljno specifi¢na, jer je daju i holin, amini, kvaternerne amonijumove

soli, i dr. Ako se test ponovi sa Dragendorfovim reagensom, pojava zutog taloga dokaz je prisustva

alkaloida.

Odredivanje sadrzaja pojedinih klasa sekundarnih biomolekula sa potencijalnim

anti/prooksidantnim karakteristikama, radeno je po postupcima preuzetim iz Popovi¢ i Malenci¢

(2006).
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4.3.1. Odredivanje sadrzaja karotenoida i hlorofila

Za odredivanje sadrzaja karotenoida i hlorofila u uzorcima listova V. album sa razlicitih
domacéina kori¢ena je spektrofotometrijska metoda po Wettsteinu (1957).

Listovi zelene biljke sitno se iseckaju makazama (izbegavati glavni lisni nerv) i odmeri se
0,4 g. Biljnom materijalu se doda na vrh Spatule CaSO4 Cime se neutraliSu kiseline koje se
izluCuju iz éelija u toku homogenizacije i spre€ava izdvajanje Mg iz hlorofila. Homogenizacija
se vrii sa 10 mL 80% acetona (oko 3 min). Zeleni rastvor se filtrira preko vate (ili guste filter
hartije) i levka direktno u odmerni sud. Preostalo biljno tkivo u avanu se po potrebi jo$ jedan put
homogenizuje, a avan i tu¢ak se isperu acetonom. Odmerni sud se zatim dopuni 80% acetonom
do crte.

Apsorbancija acetonskog rastvora hlorofila i karotenoida se ocitava na spektrofotometru
na talasnim duZzinama od 440, 644 i 662 nm naspram 80% acetona (slepa proba). Nakon
olitavanja na spektrofotometru izraunava se sadrZaj hlorofila i karotenoida u biljnom tkivu i
izrazava jedinicom mg/g suve materije iz sledecih jednacina (Popovic¢ i Malencic, 2006):

Chla = (9,784 x Agsz — 0,99 X Asas) x V/(1000 x m)
Chlb = (21,42 X Agss — 4,65 x Ags2) x V(1000 x m)
Car = (4,695 x A4s0 — 0,268 x (Aa + AD))

gde je:

Chla - koncentracija hlorofila a (mg hlorofila a/g s.m.)
Chld - koncentracija hlorofila b (mg hlorofila »/g s.m.)
A — otitane apsorbancije ekstrakata hlorofila na spektrofotometru na odredenim talasnim
duzinama prikazanim u indeksu

V' — ukupna zapremina ekstrakta u 80% acetonu (mL)
m — odmerena masa biljnog materijala (g)

Aa - 9,784 x Agsz — 0,99 x Agus

Ab - 21,42 X A644 T 4,65 X A@ﬁg
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4.3.2. Odredivanje sadrzaja L-askorbinske kiseline (vitamina C)

Odredivanje sadrzaja vitamina C zasniva se na njegovoj velikoj redukcionoj moéi.
NajéeSce se kao reagens koristi 2,6-dihlorfenol-indofenol (DFIF), koji je, kada se nalazi u
oksidovanom obliku, u kiseloj sredini ruzi€asto obojen dok je u baznoj sredini plavo obojen. Pri
titraciji rastvora ili ekstrakta koji sadrze L-askorbinsku kiselinu rastvorom DFIF-a, dolazi do

oksidacije askorbata i redukcije DFIF-a (slika 4.1).

O=C 0= _{|:C—| c
HO—(": D Q ik NQOH
H—J:J I
HO— C —H HO— C H Cl
CHQOH EHQOH
L-askorbmska 2,6-dihlorfenolindofenol L-dehidroaskorbmnska redukovani DFIF
kiselna DFIF (plava boja) kiselna (nuzicasta boja)

Slika 4.1. Oksidacija askorbata i redukcija DFIF-a uz promenu boje.

Za odredivanje se odmeri 0,2 g biljnog materijala (listova V. album sa razliCitih
domaéina) i homogenizuje u porcelanskom avanu uz dodatak kvarcnog peska. Homogenatu se
doda 15 mL 0,2% CH;COOH. Nastalu suspenziju dobro izmesati i filtrirati u odmerni sud od
100 mL. Odmerni sud se dopuni istim rastvorom kiseline. Alikvoti od 20 mL ekstrakta se zatim
zakisele sa 2-3 kapi glacijalne siretne kiseline i titruju sa DFIF-om do pojave postojane
ruzicaste boje.

Sadrzaj vitamina C (mg%) izratunava se pomocu formule:

mg%vit.C = M- 100

geB
gde je:
A —broj mL rastvora DFIF-a utroSenih za titraciju
T — titar rastvora (broj g supstance u 1 mL rastvora; 1)
V — ukupno razblazenje (100 mL)
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B — odmerna proba (20 mL)
g — odvaga uzorka (0,2 g)
100 - %

4.3.3. Odredivanje ukupnih fenola (po Folin-Ciocalteu)

Folin-Ciocalteu fenolni reagens na kome se zasniva ova metoda sam ne sadrzi fenole.
Zapravo, ovaj reagens stupa u reakciju sa fenolnim jedinjenjima i ne-fenolnim redukujucim
supstancama pri ¢emu nastaju hromogeni koji se mogu detektovati spektrofotometrijski. Boja
koja se razvija u tom sluCaju nastaje kao posledica premeStanja elektrona u alkalnoj pH u
procesu redukcije kompleksa fosfomolibdenske-fosfotungstenske kiseline gde nastaju hromogeni
u kojima metali imaju nizu valencu (Maksimovic¢ i sar., 2005).

Homogenizovani (spra§éni) biljni materijal (list V. album sa razlicitih domacina) nalije se
sredstvom za ekstrakciju (0,1 M HCl u etanolu; na 1 L EtOH 8,6 mL HCI) u odnosu 1:1 (ako jeu
pitanju sveZ, soan materijal). Ako je u pitanju suvi, spraseni materijal, 200 mg se odmeri u ¢aSu
od 25 mL, i doda se 10 mL ekstrakcionog sredstva (1:50, m/V). Ova smesa se stavi 45 minuta na
magnetnu mesalicu, a zatim profiltrira kroz normalni laboratorijski filter papir. U literaturi se
preporuuje upotreba rastvaraca vodeni acetonski (70%) i metanolni (50%) rastvor. Ekstrakcija
se vrsi na tamnom i hladnom mestu, po mogucnosti §to krace (ultrazvu¢no vodeno kupatilo 20
min na sobnoj temperaturi).

Slepa proba — ra.dna proba, izuzev §to u slepu ne ide 0,1 mL uzorka (umesto toga: 0,1 mL
vode)

Radna proba — 8,4 mL demineralizovane vode

0,1 mL uzorka
0,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa (prethodno ga rastvoriti sa vodom 1:2,
¢uvati u frizideru u tamnoj boci)

Promuckati i ostaviti da stoji 3-6 min.
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1,0 mL 20% zasi¢enog rastvora Na,COs (40 g rastvoriti u 150 mL vode i

dopuniti do 200 mL). Snazno promuckati.

Nakon 30-60 min meri se apsorbancija na 720 nm (preuzeto iz Popovi¢ 1 Malenci¢,
2006). Izralunavanje sledi iz kalibracione krive standarda (+)-katehina (ili taninske kiseline,
Merck) koja se pravi na osnovu razliCitih koncentracija katehina (izmedu 30 i 500 mg
katehina/L). Rezultati se ocitavaju u mg katehina/L (mg kateh/LL = apsorbancija uzorka x
873,74), a zatim preraunavaju na mg//00g suve mase:
mg kateh/L : 1000 = mg kateh/mL

mg kateh/mL x 50 = mg kateh/g s.m. x 100 = mg kateh/100g s.m.

Tabela 4.2. Kalibraciona kriva odredivanja ukupnih fenola

Rastvor Destilovana | Folin-ov Rastvor Apsorbanca | (+)-katehin
(+)-katehina | voda reagens Na,CO3 na 725nm (ug)
(0,Img/mL) | (mL) (mL) (mL)

(mL) _

0,00 0,50 0,25 0 0,000 0

0,02 0,48 0,25 10 0,112 2

0,04 0,46 0,25 20 0,218 4

0,06 0,44 0,25 30 0,327 6

0,08 0,42 0,25 40 0,432 8

0,10 0,40 0,25 50 0,538 10

4.3.4. Odredivanje ukupnih tanina

Nerastvorni polivinil polipirolidon (polivinil polipirolidone, PVPP; Sigma, P 6755)
vezuje tanine (Hagerman i sar., 2000). Odmeriti 100 mg (0,1 g) PVPP u 100x12 mm epruvetu.
Dodati 1,0 mL destilovane vode i 1,0 mL biljnog ekstrakta (100 mg PVPP je dovoljno da veze 2
mg ukupnih fenola; ako je njihov sadrzaj u biljnom materijalu veéi od 10 % s.m., razblaZiti

ekstrakt). SnaZno promuckati. Epruvete staviti na 4°C 15 min, opet promuckati, zatim
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centrifugirati 10 min na 3000 o/min. Odliti supernatant. U njemu su sadrzani samo prosti, ne
taninski fenoli. Tanini su vezani za PVPP (precipitirani).

Odrediti sadrzaj ukupnih fenola (po prethodnoj metodi) u supernatantu. Potrebno je
udvostruéiti zapreminu uzorka tj. da bude 0,2-0,3 mL jer je ekstrakt ve¢ dvostruko razblazen u
postupku plus deo tanina se gubi iako su vezani za PVPP. Kao rezultat se dobija sadrzaj
netaninskih fenola, a sadrzaj tanina u uzorku se dobije iz razlike sadrzaja ukupnih fenola
(odredeno po prethodnoj metodi) i sadrzaja netanina (odredeno po ovom postupku), jer svi tanini

jesu fenoli ali svi fenoli nisu tanini. Izratunavanje se vrsi po prethodnom postupku.

4.3.5. Odredivanje ukupnih flavonoida

1 g samlevene droge homogenizovati sa 20 mL rastvora za ekstrakciju (u 140 mL MeOH
se doda 50 mL destilovane vode i 10 mL ¢ccCH3COOH) i uz meSanje ostaviti da stoji 60 min.
Nakon toga preko vate procediti rastvor u odmerni sud od 100 mL, pa vatu isprati tri puta sa po
20 mL rastvora za ekstrakciju i dopuniti istim rastvorom do crte. 2,5 mL ovog rastvora preneti u
odmerni sud od 50 mL i dopuniti destilovanom vodom do crte.

Flavonoidi daju sa metalnim jonima odgovaraju¢e metalo-komplekse. Narolito je
znatajan Al-kompleks jer se on vezuje za ukupne flavonoide pa se sumarni apsorpcioni
maksimum lako odreduje (Rechner, 2000).

Slepa proba - radna proba, osim $to u slepu ne ide rastvor AICl; (umesto toga
destilovana voda, ukupno 3,5 mL)

Radna proba — 5,0 mL ekstrakta

1,0 mL destilovane vode
2,5 mL rastvora AICl; (rastvoriti 133 mg AlClx6H;0 i 400 mg
CH;COONa u 100 mL destilovane vode)

Spektrofotometrijsko ocitavanje se vrsi na talasnoj duzini 430 nm u staklenim kivetama.
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Za svaki uzorak odreduje se apsorbanca iz razlike apsorbance Ar.p. — As.p. Zatim se crta
kalibraciona kriva koja predstavlja funkciju zavisnosti apsorbance od koncentracije rutina. Iz
kalibracione krive se olitava koncentracija flavonoida u biljnom materijalu 1 izraCunava po
obrascu (Popovi¢ i Malenci¢, 2006):
0,0025¢g s.m. : AE(g) =100g s.m. : xg UF. HJIOg'1 s.m.

Odnosno, 5,0 mL uzorka sadr#i 0,0025 g biljnog materijala, a ako je Ar.p.s30 iznosila
0,02, to odgovara na kalibracionoj krivoj koli¢ini od 10 pg rutina = 0,01 mg = 0,00001 g. Dakle,
0,0025 : 0,00001 = 100 : x,

x = 0,4¢g tj. 400mg rutina 100g™ s.m.

Tabela 4.3. Kalibraciona kriva odredivanja ukupnih flavonoida

Rastvor rutina | Destilovana Rastvor AlCl; | Apsorbanca na | Rutin (ug)
(mL) voda (mL) (mL) 430nm

0 12 5 0 0

1 1 5 0,025 10

2 10 5 0,040 20

3 9 5 0,065 30

-+ 8 5 0,090 40

5 7 3 0,110 50

6 6 5 0,125 60

7 5 5 0,150 70

4.3.6. Odredivanje proantocijanidina (kondenzovanih tanina)

Proantocijanidini ili flavolani su kondenzovani proizvodi katehina (ili epikatehina) i
flavan-3,4-diola. Postoje dve vrste ovih dimernih jedinjenja: procijanidin B u kome su monomeri
povezani jednom vezom, i proantocijanidin A; u kome su monomerne jedinice povezane sa dve
valence. Ova jedinjenja pokazuju antioksidantne efekte (Porter i sar., 1986).

U epruvetu se pipetira 0,5 mL ekstrakta (po potrebi razblazenog sa 70% acetonom, ako
ocitanja apsorbance u uzorku prelaze 0,6) i dodati 3,0 mL butanol-HCI reagensa (95:5 v/v) 10,1
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mL feri reagensa (2% feri amonijum sulfat u 2 M HCI). Snazno promuckati, i staviti na kljucalo
vodeno kupatilo 60 min. Nakon hladenja o¢itava se apsorbanca na 550 nm.

Proantocijanidini se izrazavaju u % suve mase, kao leukocijanidin ekvivalenti, po
slede¢oj formuli:
(Asso x 78,26 x razblazenje) / (Yos.m.),
pri &emu se podrazumeva da je E'™ '™ **°"™ za Jeukocijanidin = 460. Faktor razblazenja je 1 ako
70% aceton nije dodat u uzorak. Tamo gde jeste, faktor razblaZenja iznosi: 0,5 mL/ (zapremina

uzetog ekstrakta).

4.3.7. Odredivanje slobodne galne kiseline

Otpipetira se 200 pL biljnog ekstrakta (za odredivanje ukupnih fenola) u epruvetu
160x12 mm (4 epruvete po uzorku). Zatim se ukloni organski rastvaral iz uzorka pomocu
vakuum susnice. Doda se 200 uL 0,1 M H,SO4 u epruvete sa osusenim biljnim ekstraktom. U tri
epruvete se doda 300 uL rastvora rodanina (Sigma R 4375; 0,667% m/v u metanolu), a u cetvrtu
300 uL MeOH (kontrola). Nakon 5 min doda se 200 uL rastvora 0,5 M KOH u sve epruvete.
Sadeka se 2,5 min i doda 4,3 mL destilovane vode. Nakon 15 min meri se apsorbanca na 520 nm.

Izratunavanje sledi iz kalibracione krive standarda galne kiseline koja se pravi na osnovu

razli¢itih koncentracija galne kiseline (Inoue i Hagerman, 1988).

4.4. In vitro ispitivanje antioksidantnih svojstava Viscum album L. sa razliCitih

domaéina

4.4.1. Merenje intenziteta lipidne peroksidacije
Intenzitet peroksidacije lipida odreden je iz koli¢ine malonildialdehida (MDA), nastalog
u procesu peroksidacije membranskih lipida, modifikovanom metodom po Buege-Aust-u (1978).

Takozvani TBA test (TBA-tiobarbiturna kiselina) je jedna od najéesce primenjivanih metoda za
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odredivanje intenziteta peroksidacije nezasicenih masnih kiselina koje se nalaze u sastavu
Gelijskih membrana. Metoda se zasniva na formiranju obojenog kompleksa TBA sa MDA, koji
nastaje u reakciji malonildialdehida kao produkta peroksidacije lipida, i tiobarbiturne kiseline

(slika 4.2). Kompleks pokazuje maksimum apsorpcije na 532 nm.

i
CHZ _— ‘ \|r
| 1 N N
CHO H=CH—CH
OH OH OH
Tiobarbiturna kiselina Malonildialdehid Obojeni kompleks
(TBA) (MDA) (sa max. apsorpcije 532 nm)

Slika 4.2. TBA — test, reakcija formiranja obojenog kompleksa TBA sa MDA

Kao model sistem bioloske membrane kori3c¢en je komercijalni preparat prolipozoma
"PRO-LIPO S" (Lucas Meyer GmbH & Co., Hamburg, Nemacka) sa 30% fosfatidilholina soje,
pH=5-7. Preparat lipozoma je dobgen tako §to su "PRO-LIPO S" prolipozomi razblazeni sa
demineralizovanom vodom (1:10). Rastvaranje se odvijalo u ultrazvu¢nom kupatilu, 20-30
minuta na sobnoj temperaturi. Dobijeni lipozomi su bili dijametra 225-250 nm sa udelom
fosfolipida od 3% i kori3¢eni su za in vitro odredivanje intenziteta peroksidacije lipida.

* Kontrola: suspenzija lipozoma

rastvor FeSOy, ¢=7,50 102 mol/L
rastvor askorbinske kiseline, ¢=3,50 -10° mol/L
fosfatni pufer, pH 7,4
50%-ni rastvor etanola (EtOH)
* Proba: suspenzija lipozoma
rastvor FeSOy, ¢=7,50 -10% mol/L
rastvor askorbinske kiseline, ¢=3,50 -10” mol/L

fosfatni pufer, pH 7,4
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odgovarajuéi biljni ekstrakt
Reakciona smeda je inkubirana na sobnoj temperaturi 60 minuta. Po isteku vremena,
reakcionoj smesi je dodat rastvor EDTA, ¢=0,1 mol/L, kao 1 TBA reagens. Epruvete su zatim
stajale 20 minuta na kljualom vodenom kupatilu (stopiranje reakcije). Nakon hladenja,
reakciona smesa je centrifugirana na 3000 o/min tokom 10 minuta. Apsorbancija je merena na

532 nm. Svaki uzorak je raden u pet ponavljanja.

4.4.1.1. Merenje intenziteta lipidne peroksidacije lipozoma u kombinaciji sa
rastvorom ugljentetrahlorida
* Kontrola: suspenzija lipozoma
rastvor FeSQy, ¢=7,50 102 mol/L
rastvor askorbinske kiseline, ¢=3,50 -10” mol/L
fosfatni pufer, pH 7.4
50%-ni rastvor etanola (EtOH)
rastvor CCl; u 50% etanolu
* Proba: suspenzija lipozoma
rastvor FeSO,, ¢=7,50 -107 mol/L
rastvor askorbinske kiseline, ¢c=3,50 -10” mol/L
fosfatni pufer, pH 7,4
odgovarajuci biljni ekstrakt:
rastvor CCls u 50% etanolu

Dalji tok eksperimenta je bio isti kao i u prethodnom slu¢aju.

4.4.2. Merenje intenziteta produkcije hidroksil radikala (OH")
Intenzitet produkcije hidroksil radikala (OH") je odreden pracenjem hemijske reakcije

degradacije deoksiriboze (slika 4.3). Reakciju po&inju OH" radikali, dobijeni u Fentonovoj
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reakciji’, oduzimanjem atoma vodonika sa deoksiriboze, pri ¢emu nastaju proizvodi koji reaguju
sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA-test). Nastali proizvodi, medu kojima je najvazniji
malonildialdehid, odreduju se spektrofotometrijskom metodom po Buege-Aust-u.

2+ 3+ 2 =
Fe " F "HiOy —* Fe 1 .OH * OH

HOH,;C HOH,C ¢ HOH,;C o HOH,C o
"OH . %)
z ? %
OH OH 00 OH 0 OH
OH H,0 OH OH OH
; HOHz(Lj/ 0 HOH,C o
HO, 0, ;
+ 7 0O
H,0, 0, = ({ e 2 : Ll
/ OH
(le:ZOH (EHO
+
COOH |CH2
CHO

Slika 4.3. Degradacija 2-deoksi-D-riboze do MDA

* Kontrola: suspenzija lipozoma
rastvor vodonik peroksida, ¢=9,00 -10° mol/L
rastvor FeS04, ¢=1,00 -107 mol/L
rastvor 2-deoksi-D-riboze, ¢=5 107 mol/L
50% rastvor etanola (EtOH)

* Proba: suspenzija lipozoma

rastvor vodonik peroksida, ¢=9,00 -10™ mol/L

" U reakciji Fe*" jona sa vodonik peroksidom (H,O:) nastaje hidroksil radikal, koji je glavni pokretad
razgradnje 2-deoksiriboze do krajnjih produkata, od kojih je za samu metodu najvazniji MDA.
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rastvor FeSO4, ¢=1,00 -10” mol/L
rastvor 2-deoksi-D-riboze, ¢=5 -107 mol/L
odgovarajuci biljni ekstrakt:

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

4.4.2.1. Merenje intenziteta produkcije hidroksil radikala (OH") u kombinaciji sa
rastvorom ugljentetrahlorida
* Kontrola: suspenzija lipozoma
rastvor vodonik peroksida, ¢=9,00 107 mol/lL
rastvor FeSOy, ¢=1,00 10 mol/L
rastvor 2-deoksi-D-riboze, ¢=5 <10 mol/L
50% rastvor etanola (EtOH)
rastvor CCls u 50% etanolu
* Proba: suspenzija lipozoma
rastvor vodonik peroksida, ¢=9,00 -10° mol/L
rastvor FeSO4, ¢=1,00 +107 mol/L
rastvor ?.-deoksi-D-ribozé, ¢=5 10 mol/L
odgovarajuci biljni ekstrakt
rastvor CCls u 50% etanolu

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

4.4.3. Odredivanje stepena inhibicije DPPH radikala
Odredivanje stepena inhibicije DPPH radikala — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala
(slika 4.4) je jedna od veoma pogodnih metoda za odredivanje antioksidantnog potencijala

biljnih preparata u in vitro sistemima. Metoda se zasniva na promeni ljubiCaste boje DPPH
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radikala u Zutu kada je on inhibiran, odnosno “uhvacen” od strane antioksidanata iz ispitivanog

ekstrakta.
e
O,N o
O
P e
Slika 4.4. DPPH radikal

U 1 mL 100%-og rastvora ispitivanog ekstrakta dodaje se 1 mL 90 pumol/L rastvora
DPPH radikala. Rastvor se oboji ljubi¢asto. Intenzivno se mucka 5 minuta. Ukoliko rastvor
pozuti, inhibicija je 100% i pravi se razblaZeniji rastvor. RazblaZenje se pravi sve dok boja
rastvora, tokom muckanja ne ostane svetlo ljubiasta. Radi se sa rastvorom tako odredene
koncentracije i jo§ Cetiri razblaZenija rastvora (8to sa osnovnim (100%) ¢ini Sest rastvora).

* Slepa proba: 4 mL metanola

* Korekcija: 10 uL odgovarajuceg ispitivanog ekstrakta V. album

* Kontrola: 1 mL 90 umol/L rastvora DPPH radikala

3 mL metanola
* Proba: 1 mL 90 pumol/L rastvora DPPH radikala
3 mL metanola
50, 20, 10 uL odgovarajuceg ispitivanog ekstrakta V. album
Ovako pripremljene epruvete se ostave da odstoje lh, a zatim se stepen inhibicije

odreduje spektrofotometrijski, na 515 nm. Svaki uzorak je raden u pet ponavljanja.

4.4.4. Odredivanje ukupnog antioksidantnog potencijala FRAP metodom
U cilju dobijanja potpunije informacije o antioksidantnim svojstvima ispitivanih

ekstrakata V. album sa sedam razliitih domacina, u ovoj disertaciji je testirana i ukupna
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antioksidantna aktivnost metodom FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power Assay), (Benzie i
Strain, 1999). Ovo je spektrofotometrijska metoda zasnovana na redukciji Fe’* u Fe®', pod
uticajem biljnog ekstrakta.

FRAP reagens (2,4,6-tris(2-piridil)-1,3,5-triazin, slika 4.5) je dobijen meSanjem tri
rastvora, A, B i C u odnosu 10:1:1. Rastvor A je predstavljao 300 mmol/L acetatni pufer pH=3,6;
rastvor B — 10 mmol/L TPTZ u 40 mmol/L HCl i rastvor C — 20 mmol/L FeCls. U FRAP reagens
je dodato 100 ul uzorka. Svi antioksidanti prisutni u ekstraktu koji imaju dovoljno nizak redoks
potencijal redukuju jone Fe’*. Fero-joni (Fe®"), nastali na ovaj nalin, grade sa prisutnim
ligandom plavo obojeni kompleks, Fe*"-TPTZ (gvoZde-tripiridiltriazin).

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

Kontrolni rastvor predstavlja 100 pumol/L rastvor Fe*" jona.

Svaki uzorak je raden u pet ponavljanja.

/|
S Y
=N
|
—
lN\ N l\
= N~

Slika 4.5. TPTZ - 2,4,6-tris(2-piridil)-1,3,5-triazin
4.4.5. Odredivanje stepena inhibicije stvaranja azot monoksida, NO

Inhibicija azot monoksida je odredena spektrofotometrijskim merenjem stvaranja

nitritnih jona (Harald i sar., 1996). Azot monoksid, nastao iz natrijum nitroprusida (SNP) u

50


http://www.tcpdf.org

vodenom rastvoru pri fizioloskim pH, reaguje sa kiseonikom dajuci nitritne jone koji se odreduju
pomocu Griess-ove reakcije.

Izvor azot monoksida bio je SNP (SNP rastvoren u fosfatnom puferu pH=7). Griess-ov
reagens predstavlja smeSu 1% SA (sulfanilamida) i 0,1% NEDA (N-(l-naftil)-etilen-
diamindihidrohlorid).

Radna proba je pripremljena meSanjem SNP-a (natrijum nitroprusid), rastvora uzorka
(odgovarajuceg ispitivanog ekstrakta V. album u fosfatnom puferu) i fosfatnog pufera pH=7.

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

Radna 1 slepa proba su zatim inkubirane 60 minuta na svetlosti istog intenziteta. Nakon
inkubacije dodat je Griess-ov reagens, u slepu i u radnu probu. Oba rastvora su razblazena sa
destilovanom vodom.

Apsorbancije radne 1 slepe probe su merene u odnosu na destilovanu vodu na 546 nm.
Inhibicija NO se izrazava procentualno u odnosu na slepu probu. Svaki uzorak je raden u pet

ponavljanja.

4.5. In vivo ispitivanja anti/prooksidantnih i citotoksi¢nih efekata Viscum album L.

sa razli¢itih domaéina

4.5.1. Eksperimentalne Zivotinje

Postupak rada sa Zivotinjama 1 svi eksperimentalni protokoli su sprovedeni u skladu sa
Pravilnikom o radu i koris€enju laboratorijskih Zivotinja koji ureduje Eticka komisija pri
Univerzitetu u Novom Sadu. Tokom izrade ove disertacije koris¢ene su dve wvrste
eksperimentalnih Zivotinja: muzjaci 1 Zenke miSeva soja Hannover National Medical Institute
(Hann:NMRI) 1 muZjaci 1 Zzenke pacova soja Sprague Dawley. Sve Zivotinje su dobijene iz
laboratorije Samostalnog odseka za biohemiju Instituta za laboratorijsku medicinu, Klini¢kog

centra Novi Sad (Novi Sad, Vojvodina, Srbija). Sve eksperimentalne Zivotinje su ¢uvane u
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odgovaraju¢im kavezima, u strogo kontrolisanim uslovima temperature (25°C) 1 vlaZnosti
vazduha (30-50%), pri rezimu svetlo-12h/tama-12h. Takode, eksperimentalne Zivotinje su imale
slobodan pristup odgovarajucoj standardnoj hrani za miseve (LM sa 19% proteina, Veterinarski
zavod Subotica, Vojvodina, Srbija), odnosno pacove (PA sa 20% proteina, Veterinarski zavod
Subotica, Vojvodina, Srbija) i vodi. /n vivo eksperimenti iz ove disertacije radeni su sa NMRI
miSevima oba pola, starosti 6-8 nedelja, telesne mase 25 g+10%, i pacovima Sprague Dawley
oba pola, starosti 7-8 nedelja, telesne mase 200-250 g

Eksperimenti su uradeni sa pripremljenim vodenim ekstraktima V. album sa razlicitih
domacina (poglavlje 3.2.). Sve zivotinje su jednokratno primale intraperitonealno (i.p.)
odgovarajuce ekstrakte, odnosno fizioloski rastvor (kontrolna grupa).

Postupak in vivo ispitivanja

1. In vivo ispitivanja na Sprague Dawley pacovima su planirana i radena prema programu
prikazanom u slede¢em pregledu.
Grupa CTRL - kontrolna grupa; Zivotinje koje su primale fiziologki rastvor, 1 mL/kg telesne
mase (1.p) tokom 7 dana, (n=6)
Grupa CTRL+CCls — negativna kontrolna grupa; Zivotinje koje su primale fiziologki rastvor, 1
mL/kg telesne mase (i.p) tokom 7 dana i rastvor ugljentetrahlorida (CCly), 2 mL/kg telesne mase,
sedmog dana, 24 h pre Zrtvovanja, (n=6)
Grupa A - Zivotinje tretirane sa ispitivanim vodenim V. album ekstraktom, 1 mL/kg telesne mase
(i.p.) tokom 7 dana, (n=6)
Grupa B - Zivotinje tretirane $a ispitivanim vodenim V. album ekstraktom, 2 mL/kg telesne mase
(1.p.) tokom 7 dana, (n=6)
Grupa C - zivotinje tretirane sa ispitivanim vodenim V. album ekstraktom, 3 mL/kg telesne mase
(1.p.) tokom 7 dana, (n=6)
Grupa ACCl, - zivotinje tretirane sa ispitivanim vodenim ¥, album ekstraktom, 1 mL/kg telesne

mase (i.p.) tokom 7 dana, i 2 mL/kg telesne mase CCly sedmog dana, 24 h pre Zrtvovanja, (n=6)
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Grupa BCCly — Zivotinje tretirane sa ispitivanim vodenim V. abum ekstraktom, 2 mL/kg telesne
mase (1.p.) tokom 7 dana, i 2 mL/kg telesne mase CCly sedmog dana, 24 h pre zrtvovanja, (n=6)
Grupa CCCL; — Zivotinje tretirane sa ispitivanim vodenim V. album ekstraktom, 3 mL/kg telesne
mase (1.p.) tokom 7 dana, 12 mL/kg telesne mase CCly sedmog dana, 24 h pre Zrtvovanja, (n=6)

Na kraju eksperimenta (dan 8), Zivotinje su izmerene, anestezirane sa izofluoranom i
dekapitovane. Uzorci krvi za biohemijske analize su dobijeni iz venae cava inferior. Masa jetre
je izmerena nakon uklanjanja Zucne kese. Uzorci mase 1 g su homogenizovani u TRIS-
HCl/saharoznom medijumu (50 mM, 0,25 M, pH 7,40), 1:3, 4°C, pomo¢u Potter-Elvehjem-ovog
seta za homogenizaciju. Zatim je dobijeni homogenat centrifugovan na 3000 o/min tokom 10
min, a koncentracija proteina je odredena biuretskom metodom primenom bovinog serum
albumina kao standarda (Wood, 1989). Eksperiment je ponovljen za svaki ispitivani ekstrakt.

2. MiSevi soja NMRI podeljeni su u grupe od po 6 jedinki u svakoj i tretirane po
slede¢em programu:

Grupa EAC — zivotinje sa implantiranim celijama Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma (EAC),
tretirane sa po 2 mL/kg fizioloSkog rastvora, 1.p., (n=6)

Grupa PRETRETMAN - zivotinje pretretirane sa po 2 mL/kg ispitivanog vodenog ekstrakta lista
V. album/dan, 1.p., tokom 7 dana, (n=6)

Grupa TRETMAN - Zivotinje tretirane sa po 2 mL/kg ispitivanog vodenog ekstrakta lista V.
album/dan, 1.p., 7 dana, od dana implantacije EAC, (n=6)

Grupa POSTTRETMAN - miSevi post-tretirani sa po 2 mL/kg ispitivanog vodenog ekstrakta
lista V. album/dan, i.p., tokom 7 dana, 7 dana nakon imlantacije EAC, (n=6)

Po zavrSetku 14-og dana od dana implantacije EAC, sve Zivotinje su zrtvovane, sakupljen
je ascites EAC za dalje biohemijske analize. Eksperiment je ponovljen za svaki od sedam
ispitivanih ekstrakata (poglavlje 4.2). Da bi se proverila hipoteza da se uticaj ekstrakata na rast i
razvoj tumora zasniva na promeni antioksidantnog statusa u celijama EAC, isti postupak je

ponovljen i sa jednim antioksidansom, N-acetil-L-cisteinom (Sigma, SmM). Takode,
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eksperiment je raden sa muZjacima 1 Zenkama, odvojeno, polaze¢i od pretpostavke da rast
Ehrlich-ovog tumora moze biti propagiran hormonskim statusom Zenki.

NAPOMENA: Za eksperimente je uzeta standardna doza 2 mL/kg telesne mase, Sto je bilo u
skladu sa opstim postupkom opisanim u literaturi. Ipak, prethodnim pilot eksperimentom je
proverena zavisnost uticaja ekstrakata imele na celije EAC od primenjene doze, a osim doze 2
mL/kg, provereno je i pet slabijih doza (1,5 mL/kg, 1 mL/kg, 0,5 mL/kg, 0,2 mL/kg, 0,1 mL/kg).

U ovom segmentu, odredivan je samo procenat ostecenih ¢elija.

4.5.2. Eksperimentalne metode u in vive ispitivanjima

In vivo ispitivanje antioksidantnih svojstava V. album sa razliitih domacina,
podrazumevalo je pracenje biohemijskih parametara (iz homogenata jetre i hemolizata krvi)
oksidativnog stresa, kao i ispitivanje potencijalnog hepatoprotektivnog efekta ekstrakata imele
nakon intoksikacije sa ugljentetrahloridom (CCly).

Biohemijski testovi su ukljucivali odredivanje aktivnosti nekoliko antioksidantnih
enzima: ksantin oksidaze, XOD (Bergmayer, 1970), katalaze, CAT (Beers i Sizer, 1950),
peroksidaze, Px (Simon i sar., 1974), glutation peroksidaze, GSHPx (Chin 1 sar., 1976), glutation
reduktaze, GR (Goldberg i Spooner, 1983), kao i sadrzaja redukovanog glutationa, GSH
(Beuthler i sar.,, 1983), i intenziteta lipidne peroksidacije, LPx (Buege i Aust, 1978). U cilju
dobijanja podataka o potencijalnom hepatoprotektivnom dejstvu ispitivanih ekstrakata
odredivani su slede¢i parametri: AST, ALT, bilirubin, sadrzaj hidroksiprolina i DNA iz
hepatocita.

Ksantin oksidaza (XOD)

Sadrzaj ksantin oksidaze (XOD) je odreden spektrofotometrijski na osnovu promene
apsorbancije na 293 nm, pri prelazu ksantina u mokracnu kiselinu.

Na uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 pL, dodato je 3 mL fosfatnog

pufera, pH 7,5 (optimalna pH za XOD), u kome se nalazio rastvor EDTA i ksantin u
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koncentraciji od 1 mol/L. Nakon odredenog vremena, reakcija je stopirana, a reakciona smesa
centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta. Merena je apsorbancija reakcionog produkta na
293 nm, a rezultati su izraZeni u nmol/mg proteina (¢=1,2 -10* L/mol-cm),

Katalaza (CAT)

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

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

_ Peroksidaza (Px)

Sadrzaj peroksidaze (Px) je odreden primenom vodonik peroksida kao supstrata.

Na uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 pL, dodato je 3 mL fosfatnog pufera
(0,1 mol/L, pH 7), 50 uL rastvora gvajakola (o-metoksifenol), c=2 107 mol/L, i 40 uL rastvora
vodonik peroksida (0,14 mL 30%-nog H;0; u 100 mL H;0). Nakon odredenog vremena,
reakcija je stopirana, a reakciona smesa centrifugirana na 3000 o/min u toku 10 minuta. Merena
je apsorbancija reakcionog produkta na 436 nm, a rezultati su izrazeni u nmol/mg proteina
(e=2,3 -10* L/mol-cm).

Glutation peroksidaza (GSHPx)

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

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

Glutation reduktaza (GR)

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

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

Redukovani glutation (GSH)

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

Odredivanje GSH u krvi: U uzorak hemolizata krvi zapremine 2 mL, dodato je 3 mL
rastvora 4%-ne sulfosalicilne kiseline 1 centrifugirano 10 minuta na 3000 o/min. Potom je na
odredenu zapreminu supernatanta dodat Ellman-ov reagens u odnosu 1:4. Merena je
apsorbancija nastalog obojenog proizvoda na 412 nm. Sadrzaj GSH izradunat je iz molarnog
apsorpcionog koeficijenta (e=1,36 .10* L/mol-cm), a preratunat na mL eritrocita preko
hematokrita.

Odredivanje GSH u homogenatu: Uzorak homogenata jetre, zapremine 1 mlL,
centrifugiran je sa 2 mL rastvora 4%-ne sulfosalicilne kiseline, 10 minuta na 3000 o/min.

Odredena zapremina supernatanta je pomesana sa rastvorom Ellman-ovog reagensa u odnosu

" Ellman-ov reagens predstavlja smesu 0,2 mol/L rastvora DTNB i 1 -10° mol/L rastvora KP;, pH 8
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1:40. Merena je apsorbancija na 412 nm. Sadrzaj GSH izraunat je iz molarnog apsorpcionog
koeficijenta, a preratunat na mg proteina preko ukupnih proteina.

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Ukupni proteini odredeni su biuretskom metodom.

Na uzorak homogenata jetre 20-50 pL, dodato je 3 mL rastvora biuretskog reagensa
(CuS0O4 -5H;0 - 0,15%, K,Na-tartarat - 0,6%, rastvor KI - 0,1% u 0,85 mol/L NaOH i
deoksiholat - 1,5%), i nakon 30 minuta merena je apsorbancija nastalog jedinjenja na 540 nm.
Sadrzaj proteina odreden je na osnovu kalibracione krive dobijene merenjem razliCite
koncentracije BSA (5-50 mg/L).

Intenzitet lipidne peroksidacije (LPx)

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

Uzorak homogenata jetre (hemolizata krvi) 20-50 pL, je zagrevan 15 minuta na
klju¢alom vodenom kupatilu sa 3 mL rastvora Cinidle (tiobarbiturna kiselina 0,375% u 15%
TCA (3,75 g TBA + 15 g CC5COOH + 20,72 mL 37% HCI + jedna-dve kapi c.-tokoferola na
1L rastvora)). Rastvor je zatim centrifugiran 10 minuta na 3000 o/min i merena je apsorbancija
nastalog proizvoda reakcije na 535 nm. Rezultati su izraZzeni u nmol/mg proteina (e=1,56 .10°
L/mol-cm).

Serumski parametri funkcije jetre — AST, ALT, bilirubin

SadrZaj serumske aspartat transaminaze (AST) i alanin transaminaze (ALT) je odreden
fotometrijski, merenjem koli¢ine nastalog hidrazona na 546 nm po Reitmann-u 1 Wotton-u.
Detaljan opis eksperimenta se moze naci u Spasic 1 sar. (2000).

Sadrzaj bilirubina je odreden fotometrijski, primenom reakcije sa dijazo reagensom.
Detaljan opis eksperimenta se moZe naci u Kovacevic (1994).

Odredivanje hidroksiprolina
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Koncentracija hidroksiprolina u jetri je odredena prema Woessner-ovoj metodi
(Woessner, 1961).

Odredivanje sadriaja DNA hepatocita

Za biohemijsko odredivanje sadrzaja DNA hepatocita, uzorci jetre su obradeni kao $to je
detaljno objasnjeno u literaturi (Schulte-Hermann i sar., 1988).

In vivo ispitivanja citotoksicnosti eksrakata Viscum album L. sa razlicitih domacina za
celije Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma

Odredivanje broja tumorskih celija i celijske vijabilnosti

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

Vijabilnost celija je odredena na primenom tripan plavog (0,4% rastvor u Krebs-Ringer-
ovom fosfatnom puferu), boje koja ne ulazi u intaktne celije, ve¢ boji oStecene celije. Rezultati
su izrazeni kao % ostecenih Celija.

Biohemijski testovi

Aktivnosti nekoliko antioksidantnih enzima (XOD, CAT, Px, GSHPx, GR), koli¢ina

redukovanog GSH i intenzitet lipidne peroksidacije (LPx) su odredivani u EAC ¢elijama.

4.6. Statisticka analiza

Rezultati, dobijeni merenjem Sest uzoraka, izraZeni su kao srednja vrednosttstandardna
devijacija srednje vrednosti. Uraden je Studentov #-test radi identifikacije statistickih razlika. p
vrednosti 0,05 ili nize (p<0,05) smatrane su statisticki znacajnim. Za poredenje rezultata
dobijenih za razlidite ekstrakte, razlicite doze ekstrakata, razliCite nacine aplikacije ekstrakata, ili

razlike po dva parametra (ekstrakt/doza, odnosno ekstrakt/nalin aplikacije), koriScene su dve
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statisticke metode: jednofaktorska i dvofaktorska analiza varijane (ANOVA). ZnaCajne
statistiCke razlike su identifikovane primenom dva post-hoc testa: Tuckey testa, 1 Bonferroni

post-hoc testa.
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5. REZULTATI

5.1. Fitohemijski sastav Viscum album L. ssp. album sa razlicitih domacina

Fitohemijska ispitivanja prisustva pojedinih klasa sekundarnih biomolekula u listovima
V. album sa razlicitih domacina, uradena su primenom tzv. screening testa. Detaljan opis
postupka dat je u eksperimentalnom delu u tabeli 4.1.

U svim ispitivanim uzorcima lista V. album sa sedam razlicitih domacina dokazano je
prisustvo leukoantocijana, flavonoida, tanina, alkaloida, saponina i supstanci sa steroidnom
strukturom, a nije dokazano prisustvo antocijana, slobodnih hinonskih i vezanih hinonskih
derivata, kao i cijanogenih heterozida.

Dobijeni rezultati pokazuju da se sastav pojedinih uzoraka listova imele sa razliditih
domacéina medusobno ne razlikuje. Medutim, potrebno je naglasiti da iako su svi ispitivani uzorci
listova V. album veoma slicnog fitohemijskog sastava, to ne znaci da su i koli¢ine pojedinih

sekundarnih biomolekula istovetne, $to moze bitno da uti¢e na antioksidantna svojstva.

5.2. Kvantitativni sadrzaj pojedinih klasa sekundarnih biomolekula u listu Viscum
album L. sa razli¢itih domacéina

Da bi se stekao detaljniji uvid u postojanje eventualnih razlika u sastavu ispitivanih
ekstrakata V. album sa razli¢itth domacina, a koje bi se mogle odslikati na
antioksidantna/prooksidantna svojstva u daljim eksperimentima, odredene su koli¢ine sledecih
klasa jedinjenja: karotenoida (i hlorofila a i 4), L-askorbinske kiseline (vitamina C), ukupnih
fenola, ukupnih tanina, ukupnih flavonoida, proantocijanidina i galne kiseline. Sadrzaj navedenih
klasa sekundarnih biomolekula u listu V. album sa razli¢itih domacina prikazan je u tabeli 5.1.

Najveca kolic¢ina hlorofila @ je izmerena u listu imele sa bagrema, zatim slede imela sa
topole, kruske, kleke, Sljive i Sipka, a najmanja koli¢ina je odredena u listu imele sa gloga.
Srednje vrednosti sadrzaja hlorofila a se znaCajno razlikuju (F=40,022; p<0,001). Sadrzaj

hlorofila a je u listu imele sa bagrema bio znacajno veci u odnosu na ostale domacine. Daljom
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analizom je utvrdeno da se uzorci lista imele sa Sljive, Sipka i gloga medusobno znaéajno ne
razlikuju po sadrzaju hlorofila a, i da su izmerene koli¢ine znacajno nize od ostalih. Znacajne
medusobne razlike nisu pokazali ni uzorci imele sa topole, kruske i kleke.

Koli¢ine hlorofila & su varirale u zavisnosti od domacina i izmedu srednjih vrednosti je
postojala znacajna razlika (F=12,852; p<0,001). Utvrdeno je da se koli¢ina hlorofila b, izmerena
u listu imele sa bagrema, znacajno razlikovala u odnosu na ostale uzorke sa drugih domacina
(osim kleke). Iako je sadrzaj hlorofila 4 bio najveci u imeli sa gloga, ova vrednost se znacajno
razlikovala samo od vrednosti dobijenih za imelu sa kleke i kruske, dok se ostali uzorci
medusobno nisu zna€ajno razlikovali.

Najveca koli¢ina karotenoida nadena je u listu imele sa bagrema, a najmanja u listu imele
sa Sipka. Najmanja koli¢ina karotenoida, izmerena u imeli sa Sipka, nije se statisticki razlikovala
od karotenoida imele sa gloga i topole. Koli¢ina karotenoida u imeli sa bagrema i kruske se
znalajno razlikovala od ostalih ispitivanih uzoraka (F=61,800; p<0,001). Vazno je napomenut!i i
da su se ostali uzorci medusobno znaajno razlikovali po sadrzaju karotenoida, osim kleke i

sljive, odnosno kruske.
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Kada je u pitanju koli€ina vitamina C, izdvojile su se tri grupe. Prva grupa obuhvatala bi
list imele sa Sipka — 1,7540,16 mg%, druga grupa listove imele sa kruske, Sljive, topole i gloga,
sa koli¢inom od oko 1,20 mg% vitamina C, i treca grupa list imele sa bagrema i kleke, oko 0,5
mg%. Sadrzaj vitamina C u imeli sa Sipka se znacajno razlikovao od ostalih dobijenih vrednosti
(F=34,626; p<0,001). Takode, koli¢ine vitamina C izmerene u listu imele sa bagrema i kleke, su
bile znacajno razliCite od ostalih uzoraka. Znacajne razlike su uocene i izmedu uzorka imele sa
gloga i kruske, odnosno §ljive. Iako su uocene mnoge znacajne razlike u koli¢ini vitamina C u
zavisnosti od domacdina, postavlja se pitanje koliko bi ove razlike mogle biti znadajne za
antioksidantna/prooksidantna svojstva, s obzirom na nestabilnost same L-askorbinske kiseline.

Najveci sadrzaj ukupnih fenola (izrazen preko katehinskih ekvivalenata) je zabeleZen u
listu V. album sa topole a nesto niZe vrednosti su dobijene za list imele sa $ljive i kleke. Na
polovini tabele su se nasle koli¢ine ukupnih fenola izmerene za list imele sa Sipka i1 bagrema, dok
je najmanja koli¢ina dobijena za list imele sa gloga. Dalje, potvrdeno je postojanje znacajnih
razlika (F=256,794; p<0,001) u koli¢ini ukupnih fenola izmedu svih uzoraka lista imele sa
razli¢itih domacéina. Izuzeci od ovog pravila su bili list imele sa topole 1 $ljive, odnosno Sipka i
bagrema, medu kojima nije bilo znaajnih razlika. UoCene razlike bi mogle imati uticaja na
razlicit antioksidantni/prooksidantni potencijal ispitivanih ekstrakata V. album.

Koli¢ine tanina odredene u uzorcima lista V. album bile su znagajno razliCite u zavisnosti
od domacina. UoCene su tri grupe uzoraka. U prvu grupu su uvrsteni list imele sa topole, §ljive i
kleke, drugoj grupi pripadaju list imele sa bagrema i §ipka, sa relativno bliskim vrednostima za
tanine, a najnize koli¢ine ukupnih tanina su izmerene za list imele sa kruske i gloga. Znacajne
razlike nisu postojale izmedu tri para uzoraka imele: glog/kruska, Sipak/bagrem, Sljiva/kleka. Ovi
parovi su se, medutim, medusobno znacajno razlikovali po sadrzaju ukupnih tanina (F=188,726;
p<0,001).

Koli¢ina ukupnih flavonoida u listovima V. album sa razli¢itih domacina se kretala u

Sirokom rasponu od 163,2-958,6 mg rutina/100 g suvog biljnog materijala. Najveca
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koncentracija ukupnih flavonoida je izmerena u listu imele sa Sipka, a sle{ie vrednosti dobijene
za list imele sa §ljive, topole i krusSke. Najniza vrednost za ukupne flavonoide je dobijena za list
imele sa gloga, a slede vrednosti nadene za list imele sa bagrema i kleke. Utvrdeno je da se list
imele sa Sipka i §ljive medusobno znaCajno ne razlikuju po sadrzaju flavonoida, ali da se
znaGajno razlikuju od ostalih uzoraka (F=23,619; p<0,001). Ostali ekstrakti se medusobno
znaajno ne razlikuju po sadrzaju flavonoida (izuzetak bi ¢inio list imele sa topole u odnosu na
list imele sa kruske odnosno gloga).

Koli¢ina proantocijanidina u listovima V. album sa razli¢itih domacina se kretala oko 230
mg leukoantocijanidina/100 g suvog biljnog materijala, sa razlikama izmedu domacina (tabela
5.1). Najveca koli¢ina je odredena za list imele sa Sipka, a najmanja za list imele sa gloga.
Znacajne razlike potvrdene su za sadrzaj proantocijanidina u listu imele sa Sipka u odnosu na list
imele sa gloga, kruSke, kleke i topole (F=9,376; p<0,001), a znalajne razlike su zabelezene i
izmedu lista imele sa gloga i lista imele sa bagrema, odnosno Sljive. Ostali uzorci se medusobno
znacajno ne razlikuju.

Slobodna galna kiselina nije identifikovana u listu imele sa topole, gloga 1 kleke.
Pozitivan rezultat su dali list imele sa bagrema, §ljive, kruske 1 Sipka. Najveca koli¢ina slobodne
galne kiseline je nadena u listu imele sa $ljive i ona se jedino znacajno razlikovala (F=67,304,

p<0,001) od ostalih uzoraka u kojima je ova molekula identifikovana.

5.3. In vitro antioksidantna svojstva vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa
razli¢itih domacina

In vitro antioksidantna svojstva lista V. album sa razlicitih domacina ispitivana su prema
protokolu opisanom u eksperimentalnom delu teze. Ispitivanja su izvedena sa sa osnovnim
rastvorima (A) i Cetiri razblaZenija rastvora dobijena dodatkom 0,5 mL (B), 1 mL (C), 1,5 mL

(D) i2 mL (E) vode na 1 mL osnovnog rastvora. Sva merenja su ponovljena pet puta. Vrednosti
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dobijene sa razblaZzenim rastvorima ili nisu pokazivale doznu zavisnost ili se nisu razlikovale od

osnovnih, tako da su u tabelama prikazani samo rezultati dobijeni sa osnovnim rastvorima.

5.3.1. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domaéina na
intenzitet lipidne peroksidacije lipozoma

Rezultati ispitivanja prikazani su u tabeli 5.2, iz koje se vidi da su svi vodeni ekstrakti
lista V. album, statisticki znacajno smanjili intenzitet in vitro lipidne peroksidacije (LPx)
lipozoma u odnosu na kontrolu. Najjaéi inhibitorski efekat pokazali su ekstrakti imele sa topole i
Sljive (bez znalajne medusobne razlike), i on se znacajno razlikovao od preostalih ekstrakata
(domadini: kruska, bagrem, Sipak i kleka) medu kojima znacCajne razlike nisu uoCene, a najslabiji

efekat je pokazao ekstrakt imele sa gloga.

Tabela 5.2. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina na intenzitet

lipidne peroksidacije lipozoma, bez prisustva i u prisustvu CCl.

CTRL Domaéin
Bagrem | Kruska | Sljiva Topola | Glog Sipak Kleka

88,4135 39,2453 | 44,042 | 19,412,0 | 12,943,2 | 55,243,6 | 38,6+2,4 | 36,4+2,4

CTRL
+CCly4

213,9+11,0 | 126,5+6,2 | 28,7£1,1 | 56,5+3,0 | 87,5+1,1 | 121,642,9 | 56,1+4,5 | 99,2+6,7

Intenzitet lipidne peroksidacije je izraZen u nmol MDA/mL lipozoma. Rezultati su prikazani u obliku
srednja vrednost£SD.

CTRL - kontrola;

Navedene razlike u sposobnosti ekstrakata V. album sa razli€itih domacina da inhibiraju
proces in vitro lipidne peroksidacije su zatim dovedene u vezu sa sadrzajem nekih od
sekundarnih biomolekula odredenih u poglavlju 5.2 - fenolinim jedinjenjima, taninima,

flavonoidima, proantocijanidinima i karotenoidima. Rezultati su prikazani na slici 5.1.

65


http://www.tcpdf.org

2500

P y = AZ5 T + 27985
2 E) RI=08314
1500

TEE

mghkatehina'i100gsbm
g
-//
o
q
i
[i
mpgkatehina' 00gsbm
g B
-/

1000
500 \\. ™
0 : 0
o 10 20 30 40 50 80 0 10 b 30 40 50 80
nmolMDA/mL lipozoma nmal MDA/mL lipozoma
1200 P S R PR R e T 50 e Ry e e ey
; RIS y = -10,738¢ + 016,62; 5 1 proantocianidini y=-1,9811x + 303,78
pi= 07087 : 300 + % .
1000 = g T ] —Ri =0z
E - € ol - O
£ wo " 5 =0
g \\ Sl m = Ao
5 600 L - B W
£ \\\k = 150
E -muz g ]
g E a ¥ E 100
m] ] 3=
ot . . . T o
] 10 2 a0 40 50 80 a 10 20 0 40 50 60
nmol MOA/mL lipozoma nmolMDA/mL lipozoma
B oo it s o S B i s F S
karctenoidl By = 0,0041x + 0,3048
g reomeE
| 08 =
3 05 8
=B pERSEREESTIR
(-}
g 04 e |
i= —
o 02 :
]
E gy ]
0 - - - -
0 10 20 10 40 50 80

nmolMBA/mL lipozoma

Slika 5.1. Promena intenziteta in vitro lipidne peroksidacije u funkciji koncentracije nekih

sekundarnih biomolekula iz Viscum album L. sa razli¢itih domacina.

Dobijeni rezultati pokazuju da je intenzitet LPx u zna€ajnoj negativnoj korelaciji sa koli¢inom
fenolnih jedinjenja (r = - 0,947) i tanina (r = - 0,912) i nesto slabijoj, takode negativnoj korelaciji
sa koli¢inom flavonoida (r = - 0,545) i proantocijanidina (r = - 0,3990). Sadrzaj karotenoida u
uzorcima lista V. album sa razli¢itih domacina nije uticao na in vitro peroksidaciju lipozoma (r =
0,2319) na nacin koji je bio uoCen za ostale biomolekule, odnosno nije uoCena linearna veza
izmedu ova dva parametra.

Dodatak ugljentetrahlorida (CCly), kao Sto je ocekivano, znacajno je povecao koli€inu
MDA, produkta nastalog oksidativnim ostecenjem lipozoma (tabela 5.2.). Svi vodeni ekstrakti

lista V. album, statisti¢ki znaajno su smanjili intenzitet in vitro lipidne peroksidacije izazvane
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dodatkom CCls u odnosu na kontrolnu, CCls grupu, ali su sve vrednosti bile znagajno nize u
odnosu na kontrolu (F=433,027; p<0,001). Najslabiji efekat u prisustyu CCly su pokazali

ekstrakti imele sa bagrema i gloga, a najjaci ekstrakti imele sa kruske.

5.3.2. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domaéina na
intenzitet produkcije hidroksil ("OH) radikala

Rezultati ispitivanja uticaja vodenog ekstrakata lista V. album sa razli¢itih domacina na
intenzitet produkcije hidroksil ("OH) radikala, bez prisustva i u prisistvu CCly prikazani su u
tabeli 5.3.

Vodeni ekstrakti V. album sa bagrema, kruske i $ljive nisu statisti¢ki znagajno uticali na
produkciju “OH radikala, za razliku od ekstrakata imele sa topole, gloga, Sipka i kleke, koji su

znafajno pojacali nastanak *OH radikala (F=64,488; p<0,001).

Tabela 5.3. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina na intenzitet

produkcije hidroksil (*OH) radikala.

CTRE Domacéin
Bagrem  |Kruska Sljiva Topola Glog Sipak Kleka

1,16£0,05 |1,25+0,09 |1,21£0,01 [1,17+0,06 |1,46+0,06 |1,51+0,05 |2,00+0,137]2,09+0,18"

CTBL
+CCL

1,93+0,13 [1,38+0,18"|1,39+0,08" |1,40+0,037[2,31+0,24 [2,00£0,21 [2,20+0.35 |2,21+0,14

Intenzitet produkcije "OH radikala je izrazen u nmolMDA/mg deoksiriboze. Rezultati su prikazani u
obliku srednja vrednost+SD
CTRL - kontrola; " - statisti¢ki znadajno povecanje intenziteta produkcije "OH radikala u odnosu na

CTRL; ™ - statisti¢ki zna¢ajno smanjenje intenziteta produkeije "OH radikala u odnosu na CTRL+CCl.;

Dodatak ugljentetrahlorida (CCly) doveo je do odekivanog, pojatanog nastanka *‘OH

radikala u odnosu na kontrolnu vrednost, 1,93+0.13 nmol MDA/mg deoksiriboze, $to je iznosilo
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oko 66% (tabela 5.3.). Ekstrakti lista imele sa bagrema, kruske i 3ljive su pokazali znacajno
smanjenje produkcije *OH radikala u poredenju sa kontrolnom grupom (sa CCly), (F=17,083;
p<0,001). Ostali ekstrakti imele sa topole, gloga, Sipka i kleke nisu se znacajno razlikovali od
CCly-kontrole u ispitivanom in vitro sistemu, kao ni medu sobom. Na slici 5.2 je dat graficki

prikaz produkcije *OH radikala u zavisnosti od primenjenog osnovnog ekstrakta imele.

T Y S S NP I N e Nl P m CTRL
m Bagrem
0O Kruska
O Sljiva

@ Topola
o Glog

m Sipak
O Kleka

CTRL
O Bagrem
o Kruska
m Sljiva

@ Topola
m Glog

m Sipak
m Kleka

nmolMDA/mg deoksiriboze

Ekstrakt Ekstrakt + CCl4

Slika 5.2. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina i kombinacije
ovih ekstrakata i CCly na intenzitet produkcije hidroksil ("OH) radikala.
Rezultati su prikazani u obliku srednja vrednost+SD; CTRL — kontrola; " - statisti¢ki znalajno povecanje

produkcije "OH radikala u odnosu na konrolu CTRL; ** - statisti¢ki znagajno smanjenje produkcije *OH

radikala u odnosu na konrolu CTRL + CCly;

5.3.3. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina na
intenzitet inhibicije DPPH® radikala

In vitro antioksidantni kapacitet ispitivanih ekstrakata V. album prikazan je preko
sposobnosti ekstrakta da "hvata" stabilni slobodni radikal — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin (DPPH).

Rezultati su prikazani kao procenat "uhvaéenih", odnosno redukovanih DPPH radikala.
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Odredene su i ICsy vrednosti za svaki ekstrakt (koncentracija ekstrakta pri kojoj dolazi do
redukcije 50% DPPH radikala).

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razli€itih domaéina na
intenzitet inhibicije DPPH radikala prikazani su u tabeli 5.4, kao i vrednosti dobijene primenom

standardnog rastvora trolox-a.

Tabela 5.4. Uticaj razliCitih vodenih ekstrakata lista Viscum album L. na intenzitet inhibicije

DPPH"’ radikala.
Konc. ekstr.

100% 50% 10% 5% 2,5% 1%
Ekstrakt Inhibicija DPPH radikala %
TROLOX [ 99,8+0,1 | 71,3+1,2 | 45,8+1,5 |[31,5£0,4 | 14,620,1 | 12,5+0,5
Bagrem | 100 86,5+0,6" | 36,1+0,6" | 18,1+0,9" | 10,0402 | 5,6+1,2"
Kruska | 100 89.4+1,6 |70,7+1,5 |[35,7+0.2° |202+1,9" | 10,7407
Sljiva 100 99,0+0,9° | 93,3408 | 46,4+0,8° |22,9+1,0° | 10,3406
Topola 100 83,2+0,7 | 67,4+0,5" | 33,3+0,2" | 16,3+1,1" | 8,6+0,8"
Glog 96,3+0,6 | 83,7£0,9° | 51,240,9" | 25,540,4 | 10,242,8" | 6,1+1,3"
Sipak 99.5+03 | 93,4+0.4" |73,3+0,4° [37,7+1,3° [209+14 [67+01"
Kleka 76,2+1,7 | 39,7+1,17 | 20,9+1,17 | 10,1£0,8™ [0 0"

Rezultati su prikazani u obliku srednja vrednost=SD; " - statisti¢ki znaéajno povecanje inhibicije DPPH
radikala u odnosu na ekvivalentnu koncentraciju TROLOX-a; ™ - statisticki znaGajno smanjenje inhibicije

DPPH radikala u odnosu na ekvivalentnu koncentraciju TROLOX-a

Iz tabele 5.4 se moze uoCiti da su osnovni rastvori ekstrakata V. album sa bagrema,
kruske, §ljive 1 topole u potpunosti inhibirali DPPH radikal, a da je sposobnost osnovnog
rastvora ekstrakta imele sa Sipka da inhibira DPPH radikal bila istovetna sa aktivno$cu
standardnog rastvora TROLOX-a. Nesto slabiju aktivnost je pokazao ekstrakt imele sa gloga, a

najslabiju ekstrakt imele sa kleke, ¢ija je anti-DPPH aktivnost bila znac¢ajno niza u odnosu na
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korid¢eni standard. RazblaZzenja osnovnih rastvora ekstrakata imele sa razli¢itih domacéina
pokazala su znacajna odstupanja od aktivnosti TROLOX-a.

Kako bi uporedili sposobnost razli¢itih ekstrakata da inhibiraju DPPH radikal, graficki su
odredene ICso vrednosti za svaki ekstrakt, a rezultati su prikazani na slici 5.3. Najveéi
antioksidantni kapacitet, izra€unat na osnovu inhibicije DPPH radikala, uo€en je kod vodenog
ekstrakta lista V. album sa 3ljive, sa ICso vrednosti 5,5%. To znaci da je rastvor koncentracije
5,5%, inhibirao 50% ukupne koli¢ine DPPH radikala. PonaSanje ovog ekstrakta znadajno se
razlikovalo od ponaSanja standardnog rastvora TROLOX-a. Veoma dobar antioksidantni
kapacitet su pokazali 1 vodeni ekstrakti lista V. album sa Sipka (ICsp - 6,9%), kruske (ICs -
7,2%), topole (ICsp - 7,6%) 1 gloga (ICsq - 9,7%). Nesto slabiji antioksidantni kapacitet u odnosu
na pomenute ekstrakte pokazao je vodeni ekstrakt lista imele sa bagrema, sa ICsy vrednoséu
21,3%, iako je ova vrednost bila veoma bliska standardnom rastvoru TROLOX-a. Koristeci
inhibiciju DPPH radikala kao parametar antioksidantne mo¢i ekstrakata, najmanji kapacitet, a
time 1 najslabiji antioksidantni potencijal, pripisan je vodenom ekstraktu lista imele sa kleke, &ija

je ICsp vrednost iznosila 64,1%, $to je bila statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na standardni

rastvor TROLOX-a koji je koriSten kao kontrola.
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Slika 5.3. Uticaj razli¢itih vodenih ekstrakata lista Viscum album L. na intenzitet inhibicije

DPPH’ radikala i odredene 1Csy vrednosti.

Rezultati su prikazani u obliku srednja vrednostSD; * - statisticki znaCajna razlika u odnosu na

ekvivalentnu koncentraciju TROLOX-a; ® — ekstrakt lista V. album sa odgovaraju¢eg domacina; A —
TROLOX standardni rastvor
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5.3.4. Ukupna antioksidantna aktivnost vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa
razli¢itih domacina merena FRAP metodom

U cilju dobijanja potpunije informacije o antioksidantnim svojstvima ispitivanih
ekstrakata V. album, ispitivana je i ukupna antioksidantna aktivnost primenom FRAP metode

(engl. Ferric Reducing Antioxidant Power Assay). Rezultati su prikazani u jedinicama FRAP, §to

odgovara 100 pmol/L Fe®.

Tabela 5.5. Ukupna antioksidantna aktivnost vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa

razli¢itih domacina.

Ekstrakt/domaéin | Kontrola | Bagrem Kruska Sljiva Topola
1,03+£0,01 | 1,33+0,33 | 2,404+0,03 | 2,15+0,01
FRAP (100
1,00+0,00 | Glog Sipak Kleka
umol/L Fe(II)
r 1,5240,02 | 2,74+0,11 | 1,45+0,03

m Kontrola
3 *
S‘? * E @ Bagrem
2 25 -
o *
£
g o R " O Kruska
=
E » . -
S 15 5 . o Sliiva
S —= s
[
A o i O Topola
b= i
LS 2
Z 05 —| m Glog
g
0 o Sipak
Ekstrakt (100%)
@ Kleka

Slika 5.4. Ukupna antioksidantna aktivnost vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razlicitih

domadina.

Rezultati su prikazani u obliku srednja vrednost+SD; * - statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu

(1FRAP jedinica)
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Do povecanja FRAP vrednosti doslo je kod vodenih ekstrakata lista V. album sa kruske
(33%), 3ljive (139%), topole (115%), Sipka (170%) i kleke (44%). Vodeni ekstrakt lista V. album
sa bagrema (2,8%) nije statistiCki znacajno uticao na antioksidantnu aktivnost merenu u FRAP
jedinicama. Sve uolene razlike u ukupnom antioksidantnom kapacitetu ekstrakata su bile
statisticki znadajne, a takode, znaCajne su bile i razlike izmedu ekstrakata (F=933,392; p<0,001).

S obzirom da su uolene razlike u ponaSanju ekstrakata imele sa razliitth domacina,
provereno je da li postoji korelacija izmedu FRAP antioksidantnog potencijala i sadrzaja
pojedinih biomolekula u ovim uzorcima (slika 5.5.). Slaba pozitivna linearna korelacija dobijena
je sa sadrzajem fenola (r = 0,430), tanina (r = 0,339) i proantocijanidina (r = 0,424), a vrlo jaka
pozitivna linearna korelacija sa sadrzajem flavonoida (r = 0,856) i vitamina C (r = 0,770).
Izmedu sadrzaja karotenoida i FRAP antioksidantnog kapaciteta postojala je jaka negativna

linearna korelacija (r = -0,745).

5.3.5. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razlifitih domacina na
stepen inhibicije azot monoksida, NO

U tabeli 5.6 i na slici 5.6 prikazani su rezultati odredivanja uticaja razli¢itih vodenih
ekstrakata lista V. album na stepen inhibicije azot monoksida, NO, merenjem stvaranja nitritnih
jona. Odredivanja su radena za osnovni rastvor (100%) i pet razblaZzenja (50%, 25%, 10%, 5% i
1%). S obzirom da tri najveéa razblaZenja nisu pokazala aktivnost, prikazani su rezultati za

osnovni rastvor (100%-ni) i dva razblaZenja, 50% i 25%.
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Slika 5.5. Promena in vitro FRAP antioksidantnog potencijala u funkciji koncentracije nekih

sekundarnih biomolekula iz Viscum album L. sa razli¢itih domacina.

Ekstrakti lista V. album sa razliitih domacina, razli¢ito su uticali na inhibiciju azot
monoksida, NO. Ekstrakt imele sa bagrema je znacajno inhibirao nastanak NO, a ekstrakti imele
sa topole i §ipka su znaCajno povecali produkciju NO. Ostali ekstrakti su u nekim

koncentracijama pokazali inhibitorni, a nekim su pojacali nastanak NO.

74


http://www.tcpdf.org

Tabela 5.6. Uticaj razli¢itih koncentracija vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razliCitih

domacina na stepen inhibicije azot monoksida, NO.

Domacin Koncentracija

100% 50% 25%
Bagrem | 6,5+1,5 12,3+2,17 10,040,5"""
Kruska 1,5+1,8 7,743.4" 874847
Sljiva 7.0+2.4 5,5+0,4 4.0+1,5""
Topola 8,6+2.4 -12,6+4,7 -15,1£1,6"
Glog 2.24+2.0 2,041,2 501,17
Sipak -13,945,1 42+1,0° 21,5+3,9""
Kleka 6,2+1,8 7,6+1,2 4,7+1,9

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SD; - statisticki znadajna razlika u odnosu na alikvot 100%;

" - statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na alikvot 50%

5.4. Svojstva vodenih ekstrakata Viscum album L. sa razlic¢itih domacina u sistemu

in vivo ostecenja jetre izazvanih CCly-om

Hepatotoksi¢nost ugljentetrahlorida (CCly) se Cesto koristi kao model za proucavanje
oSteéenja jetre, izazvanih slobodno radikalskim reakcijama (Cheesman, 1982; Smuckler, 1976). I
u ovoj disertaciji, CCly je koris¢en za proveru potencijalnih protektivnih svojstava vodenih
ekstrakata lista V. al/bum sa razli¢itih domacina, pre i posle administracije CCls.

Tretman sa CCly znacajno je smanjio masu zivotinja u odnosu na netretiranu, za oko 24%
(tabela 5.7). Medutim, tretman sa ekstraktima imele je znaajno uticao na ovu vrednost, a neki
ekstrakti su Gak ponistili negativan efekat CCls, odrzavajuéi telesnu masu u okviru kontrolnih
vrednosti. Dobijene srednje vrednosti telesne mase u ovim grupama znacajno su se razlikovale

(F=34,117; p<0,001) u zavisnosti od primenjenog ekstrakta.
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% inhibicije NC

* 1

Ekstrakt

O Bagrem 25
O Bagrem 50
O Bagrem 100

O Kruska 25
O Kruska 50
O Kruska 100

O Sljiva 25
O Sliiva 50

O Sljiva 100

O Topola 25
O Topola 50
O Topola 100

B Glog 25
B Glog 50
B Glog 100

a Sipak 25
O Sipak 50

0 Sipak 100

@ Kleka 25
@ Kleka 50

@ Kleka 100

Slika 5.6. Uticaj razli¢itih koncentracija vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih

domacina na stepen inhibicije azot monoksida, NO.

Rezultati su prikazani u obliku srednja vrednost£SD; * - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na alikvot

100%

Tabela 5.7. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina na telesnu

masu zivotinja (g)

CTRL Domacin

Bagrem Kruska Sljiva Topola Glog Sipak Kleka
2492485 [247,084,9 |248,5+3,8 [247,5+42 [247,5+4,2 [207,2+59" [248,9+5.6 [236,1+4,7
CTRL
+CCly
189,749,9" 1237,8+6,7  [244,4+7,1" |209,2+6,8™""|231,7+8,1""'|189,7+8,1" [237,4+6,8" '|193,6+5,3

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost£SD od $est pacova. * - statisti¢ki znatajna razlika u odnosu na

CTRL kontrolnu grupu; - statisti¢ki znagajna razlika u odnosu na CTRL-CCl, grupu
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CCly je uticao na smanjenje mase jetre kao Sto je uticao na smanjenje mase zivotinja, a
ekstrakti koji su po dodatku CCls u znacajnoj meri sprecili gubitak u telesnoj masi, spreéili su i

gubitak u masi jetre (F=35,047; p<0,001) (tabela 5.8).

Tabela 5.8. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina na masu jetre

zivotinja (g)

CTRL Domacin
Bagrem Kruska Sljiva Topola Glog Sipak Kleka

10,4409 [10,4+0.7 [10,6+0,5 10,0405 |10,1+0,4 |8,09+0,56" |10,1£0,5 |[9,40+035"

CTRL
+CCl,

6,07+0,32" 19,82+0,46" [9,85+0,75"" |8,64+0,357"9,13£0,20"""(6,11+0,45" |9,60+0,56 " |6,33+0,37"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SD od Sest pacova. ~ - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na

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

U tabeli 5.9 prikazani su rezultati isitivanja uticaja ekstrakata V. album sa razli¢itih
domacina na koli¢inu hepati¢ne DNA pre i nakon intoksikacije sa CCls. Intoksikacija sa CCly
dovela je do znaCajnog smanjenja koliCine hepatiéne DNA, a efekat je u odredenoj, zna¢ajnoj
(F=10,826; p<0,001) meri zavisio od imelinog domacina (vrste ekstrakta). Od domacina je
znacajno zavisila i sposobnost ekstrakata imele da zaustave pad koli¢ine hepaticne DNA
uzrokovan tretmanom sa CCl (F=33,243; p<0,001).

Jedan od parametara ostecenja jetre, hidroksiprolin, je odreden u hidrolizatu tkiva jetre u
svim ispitivanim grupama Zzivotinja, a rezultati su predstavljeni u tabeli 5.10. Kao i do sada,
ekstrakti imele sa gloga 1 kleke su se znaajno razlikovali od kontrole i ostalih ekstrakata
(F=11,479, p<0,001), i1 povecali sadrzaj hidroksiprolina u hidrolizatu jetre (bez medusobnih
razlika). Grupe tretirane sa ostalim ekstraktima se ni po sadrzaju hidroksiprolina nisu razlikovale
od netretirane kontrolne grupe. Sadrzaj hepati€nog hidroksiprolina se znafajno povecao po
tretmanu sa CCly, i bio je 3,2 puta veci kod CCly-tretiranih Zivotinja nego kod kontrolne grupe.

Ekstrakti imele sa §ljive, gloga i kleke nisu uspeli da poniste ovaj negativan efekat, odnosno,
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dobijene srednje vrednosti se nisu razlikovale od CCl, kontrole, kao ni medu sobom. Ostali
ekstrakti su pokazali pozitivan efekat, znacajno snizili vrednosti CCly-kontrole ka vrednostima

netretirane grupe (F=26,211; p<0,001), a nisu uo¢ene znacajne medusobne razlike.

Tabela 5.9. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razliCitih domacina na sadrZaj

hepati¢ne DNA (mg DNA/100 g t.m.)

CTRL Domacgin

Bagrem Kruska Sljiva Topola Glog §ipak Kleka
6,23+0,23 [6,34+0,18 [6,22+0,08 [6,20+0,09 |6,24+0,10 |[5,1240,13" |5,98+0,19 |6,31+0,13
CTRL
+CCl,
4.63+0,19" |5,56+0,21%"5,89+0,13"""(6,00+0,17"" [6,08+0,12" |4,06+0,12" |6,17+0,12" |4,89+0,13"""

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost£SD od Sest pacova. " - statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na

CTRL kontrolnu grupu; ™" - statisticki znagajna razlika u odnosu na CTRL-CCl. grupu

Tabela 5.10. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razlicitih domacina na sadrzaj

hidroksiprolina u hidrolizatu jetre (ug/100 mg hemolizata jetre)

CTRL Domacin

Bagrem Kruska Sljiva Topola Glog Sipak Kleka
28,2+6,5 (27,4449 (28,5452 [28,147,2 [28,846,0 (38,1458 (28,2446 [32,55.4
CTRL
+CCly
01,4+10,5" |39,448,3"" [32,446,0™ |86,3+4,9" (34,0457 |84,649,8" [37,846,07"|93,8+7,1°

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SD od Sest pacova. ~ - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na

CTRL kontrolnu grupu; ™ - statisticki znacajna razlika u odnosu na CTRL-CCl, grupu

Aktivnost AST se znaCajno menjala (F=6,924; p<0,01) u zavisnosti od primenjenog
ekstrakta (imelinog domacina). Svi ekstrakti V. album su pojatali aktivnost AST, ali je ovo
povecanje bilo statistiCki znaCajno samo za ekstrakt imele sa gloga, ¢ime se ovaj ekstrakt jos
jednom izdvojio od ostalih po svojim karakteristikama. Ostali ekstrakti se nisu znacajno

razlikovali od kontrole, kao ni medu sobom. O¢ekivano, administracija CCls je viSestruko
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povecala aktivnost serumske AST (viSe od 8 puta). ZnacCajne razlike postoje kada je u pitanju
odabir ekstrakata (F=23,216; p<0,001), te aktivnost AST zna¢ajno zavisi od domacina sa koga je
imela sakupljena. Aktivnost AST je bila znaCajno niza kod Zivotinja koje su pre administracije
CCl, primale i neki od sledecih ekstrakata imele — sa Sipka, topole, kruske, §ljive ili bagrema.

Ovi ekstrakti se nisu znacajno razlikovali medu sobom.

Tabela 5.11. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli€itih domacina na aktivnost

AST (U/L)
CTRL Domacin

Bagrem Kruska Sljiva Topola Glog Sipak Kleka
72,0+16,1 [|74,4+11,6  |72,0+13,9  [124,4427,17 [83,2436,4  |123,8+30,8"|73,8+19,5  [95,4+23,9
CTRL
+CCl,4

L

592,6+180,57/236,5+83,8""" 164,4+39,8"

£ b

172,3+56,277°(253,9+39,0""477,4+47,9"| 146, 4+25,1"

347.6161.1"

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost=SD od $est pacova. ~ - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na

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

Svi ekstrakti imele su malo povecali aktivnost ALT, ali je ovo povecanje bilo znaajno
jedino kod tretmana sa ekstraktom imele sa gloga (F=16,162; p<0,001). Razlike u efektu ostalih
ekstrakata su bile veoma male, a dobijene vrednosti veoma bliske vrednosti u kontrolnoj grupi za
aktivnost ALT. Efekat ekstrakata imele na aktivnost ALT bio u korelaciji sa efektima ekstrakata
na aktivnost AST. Administracija CCls je u velikoj meri povecala aktivnost ALT, a izmerena
srednja vrednost aktivnosti je bila ¢ak 15 puta veca od kontrolne. Medutim, razlike izmedu
samih ekstrakata su bile znacajne (F=19,985; p<0,001). Vec je reCeno da je ekstrakt imele sa
gloga sam pojacao aktivnost ALT, pa je kao posledica ovakvog svojstva bila i veoma visoka
aktivnost ALT nakon administracije CCly, koja se nije znacajno razlikovala od efekta Cistog
CCly (CCly-kontrola), ili od efekta ekstrakta imele sa kleke. Ostali ekstrakti su znacajno snizili
aktivnost ALT u odnosu na kontrolnu grupu i pomenuta dva ekstrakta, 1 nisu se znacajno

razlikovali medu sobom.
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Tabela 5.12. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razliCitih domacina na aktivnost

ALT (U/L)
CTRL Domacin

Bagrem Kruska Sljiva Topola Glog Sipak Kleka
21,4+38 19.5+2.8 2l 252 2307 .2 25,5445 125,5+38,67(25,248,5 25,518,1
CTRL
+CCl,

* wh

328.4+80,17(205,1+£38 4™

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SD od $est pacova. = - statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na

CTRL kontrolnu grupu; ™ - statisticki znacajna razlika u odnosu na CTRL-CCl, grupu

U tabelama 5.13 i 5.14, prikazani su rezultati odredivanja joS dva serumska parametra
CCly-indukovanog oksidativnog oSteéenja jetre, ukupnih proteina i bilirubina, kao 1 uticaj
ekstrakata V. album sa razliCitih domacina na ove parametre.

Promene koncentracije ukupnih proteina u serumu zavisile su od domacina sa kog je
imela sakupljena (F=6,734; p<0,01). Tako su ekstrakti imele sa Sipka, topole i bagrema povecali
koli¢inu ukupnih proteina u odnosu na kontrolu, ali ove promene nisu bile znacajne. Ekstrakti
imele sa krudke, Sljive, kleke i gloga su snizili koli¢inu ukupnih proteina, ali je statisticki
znaajno manja srednja vrednost dobijena samo kod ekstrakta imele sa gloga. Dodatak CCl, je
smanjio sadrzaj ukupnih proteina, a stepen smanjenja je iznosio oko 35% za dobijene srednje
vrednosti. Kod Zivotinja pretretiranih sa ekstraktima imele postoje znacajne razlike (F=3,726;
p<0,05) u sadrzaju ukupnih proteina u zavisnosti od vrste primenjenog ekstrakta.

Srednja vrednost za bilirubin je znacajno bila promenjena jedino u slucaju tretmana sa
ekstraktom imele sa gloga (F=14,701; p<0,001). Ostali ekstrakti nisu pokazali znacajnu razliku
medu sobom, niti u odnosu na srednju vrednost kontrolne grupe. Imajuci u vidu €injenicu da je
CCl, visoko hepatotoksi¢an, oCekivano je da se administracija ovog agensa odrazi na vrednosti
bilirubina u serumu eksperimentalnih Zivotinja, 1 izmerene vrednosti su bile znacajno povisene,
oko 16 puta. Razlike u efektu razli¢itih ekstrakata su bile zna€ajne (F=9,753; p<0,001).
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Tabela 5.13. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina na koli¢inu

ukupnih proteina (g/dL)
CIRE Domacin

Bagrem Kruska Sljiva Topola Glog Sipak Kleka
7,2+0,7 7,220.5 T.280.7 7,0+£0,4 7,12£0,4 S,IiO,S* 31,9507 6,7+0,3
CTRL
+OCL
474110 | 6,1£0,7°"" | 6,3£04"" | 53+0.8° |49+04 |3,9t03 |42+04 |50+05

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost£SD od Sest pacova. " - statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na

CTRL kontrolnu grupu; ~ - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na CTRL-CCl, grupu

Tabela 5.15. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina na koli¢inu

bilirubina u serumu (mg/dL)

CTRL Domacin

Bagrem | Kruska Sljiva Topola Glog Sipak Kleka
0,13+0,06 | 0,13+0,07 | 0,14+0,08 | 0,13+0,04 | 0,13+0,06 | 1,140,2" | 0,14+0,04 | 0,18+0,06
CTRL
+CCly
2,140,6 | 1,6+0,9° | 1,940,6 | 1,140,06" | 1,3£0,6 |3,2+0,6 | 1,6+0,5 |2,2+0,4

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost=SD od Sest pacova. ~ - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na

CTRL kontrolnu grupu; ~ - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na CTRL-CCl, grupu

5.4.1. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razlicitih domacina na

aktivnost antioksidantnih enzima kod oksidativnog stresa izazvanog CCly-om

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa sedam domacina na

razliCite parametre oksidativnog stresa izazvanog ugljen-tetrahloridom prikazani su u tabeli 5.16.
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Od svih ekstrakata imele jedino je ekstrakt imele sa $ljive znaajno povecao aktivnost
ksantin-oksidaze (XOD) i u odnosu na kontrolu, i u poredenju sa ostalim ekstraktima (F=14,908;
p<0,001). Aktivnost XOD se nije znacajno menjala tretmanom sa CCly, pa se srednje vrednosti
aktivnosti XOD kod eksperimentalnih zivotnja pretretiranih sa ekstraktima imele nisu znacajno
razlikovale ni od kontrole ni od CCls-kontrole. Uz to, iako su prethodno analizirani parametri bili
znaajno menjani tretmanom sa ekstraktom imele sa gloga, aktivnost XOD je ostala
nepromenjena, ¢ak i u kombinaciji sa CCly.

Tretman eksperimentalnih Zivotinja sa ekstraktima imele pokazao je znacajne razlike u
efektima razlicitih ekstrakata na aktivnost katalaze (CAT) (F=16,889; p<0,001). Tako, ekstrakti
imele sa gloga 1 kleke su znaCajno snizili aktivnost CAT u odnosu na kontrolnu grupu, a
znacajno su se razlikovali 1 od ostalih ekstrakata, medu kojima nije bilo razlike. Ugljentetrahlorid
je znaajno smanjio aktivnost CAT (za oko 65%) u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu
zivotinja. Intenzitet snizenja aktivnosti CAT je zavisio od vrste ekstrakta kojim su zivotinje
tretirane pre administracije CCly (F=8,521; p<0,001). Ekstrakti imele sa gloga, kruske 1 kleke
nisu uspeli da spree pad aktivnosti CAT uzrokovan CCls-om. Ostali ekstrakti imele (sa
bagrema, Sljive, Sipka 1 topole) znacajno su pojacali aktivnost CAT u odnosu na CCly4 kontrolu 1
pomenute ekstrakte.

Ekstrakti kojima su zivotinje tretirane razli¢ito su uticali na aktivnost peroksidaze (Px) i
medu njima je bilo inai‘:ajne razlike (F=8,748; p<0,001). Ekstrakt imele sa bagrema je pojacao
aktivnost Px, 1izmerena srednja vrednost nije bila znacajno visa od kontrolne, ali je bila znacajno
visa od aktivnosti Px nakon tretmana sa ekstraktima imele sa gloga, kleke i topole. Kao Sto je i
oCekivano, tretman sa CCls je znalajno uticao na aktivnost Px, tj. snizio je aktivnost ovog
enzima, oko 50%. Aktivnost Px nakon intoksikacije sa CCly znaCajno je zavisila od vrste
ekstrakta kojim su zivotinje tretirane (F=9,192; p<0,001). Ekstrakti imele sa bagrema, topole 1
Sljive su zna€ajno povecali aktivnost Px, odnosno sprecili pad aktivnosti, ocekivanu po dodatku

CClLy
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Aktivnost glutation-peroksidaze (GSHPx) nakon tretmana sa ekstraktima imele sa
razli¢itih domacina znadajno se razlikuje u zavisnosti od primenjenog ekstrakta (F=3,572;
p<0,05). Znacajna razlika u aktivnosti GSHPx je uofena samo izmedu ekstrakata imele sa Sipka
(najniza aktivnost GSHPx) 1 ekstrakta imele sa kleke (najviSa aktivnost GSHPx). Tretman
eksperimentalnih Zivotinja sa ugljentetrahloridom je znacajno, oko 2,5 puta pojacao aktivnost
GSHPx. Pretretman Zzivotinja sa razli¢itim dozama ekstrakata imele nije znaCajno menjao
aktivnost GSHPx nakon dodatka CCl, (F=1,004; p>0,05).

Aktivnost glutation reduktaze (GR) je znaCajno zavisila od vrste apliciranog ekstrakta.
Ova statisticka znacajnost (F=18,706; p<0,01) se prvenstveno odnosila na ekstrakt imele sa-
gloga, koji je znacajno snizio aktivnost GR u odnosu na aktivnost GR u kontrolnoj grupi (za oko
30%), a izmerena srednja vrednost je bila znadajno niZa i u odnosu na tretman sa ostalim
ekstraktima. Suprotno, ekstrakt imele sa Sipka je znacajno pojacao aktivnost GR 1 u odnosu na
kontrolu (oko 18%), i u odnosu na ostale ekstrakte. Intoksikacija sa ugljentetrahloridom uticala
je na GR, znacajno snizavajuci aktivnost ovog enzima, gotovo 5 puta u odnosu na netretiranu,
kontrolnu grupu Zzivotinja (oko 20% kontrolne vrednosti). Ovako veliki pad aktivnosti GR nisu
uspeli da sprece ekstrakti imele sa razli¢itih domacina.

Kada je u pitanju koli¢ina glutationa (GSH), jednog od najvaznijih endogenih
antioksidanata, promena njegove ukupne koli¢ine je zavisila od vrste ekstrakta imele (F=4,170;
p<0,05). Pomenuta inaéaj nost se odnosila na razliku izmedu efekata ekstrakata imele sa gloga 1
kleke (najmanja koli¢ina GSH) i efekta ekstrakta imele sa Sipka (najveca izmerena koli¢ina
GSH). Kao jak induktor oksidativnog stresa, CCl4 je oksidovao ili razgradio znacajno veliki deo
GSH poﬁol—a hepatocita, odnosno, administracijom CCls je izgubljeno oko 85% redukovanog
glutationa. Drugim reéima, izmerena koli¢ina GSH je iznosila 0,73 nmol/mg proteina, 5to je bilo
svega 15% od ukupnog sadrzaja hepati¢nog GSH. Moze se re¢i da je ovakav rezultat bio
ocekivan, a bice interesantno proanalizirati kako je pretretman sa ispitivanim ekstraktima imele

sa razli¢itih domacina uticao na sadrzaj ovog endogenog antioksidansa. Koli¢ina GSH je u svim
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grupama bila viSa u odnosu na CCls-kontrolu, ali je poviSenje bilo znaCajno kada je CCly
kombinovan sa pretretmanom sa ekstraktima imele sa Sipka, $ljive, topole i bagrema (F=6,850;
p<0,01). Zna&ajno su se razlikovali i efekti ekstrakata Sipka i kleke.

[ntenzitet in vivo lipidne peroksidacije (LPx) membranskih lipida hepatocita u mnogome
je zavisio od vrste primenjenog ekstrakta. Najniza srednja vrednost intenziteta LPx dobijena je
nakon tretmana sa ekstraktom imele sa §ipka i ova se znaCajno razlikovala od srednje vrednosti
intenziteta LPx u kontrolnoj grupi i od srednjih vrednosti intenziteta LPx dobijenih za ostale
ekstrakte (F=26,440; p<0,001). Suprotno, intenzitet LPx u hepatocitima je bio najveci nakon
tretmana sa ekstraktom imele sa gloga i znacajno se razlikovao od intenziteta LPx u kontrolnoj
grupi i grupama tretiranim sa ostalim ekstraktima. Dobijeni in vivo rezultati pokazuju analogiju
sa prethodno analiziranim in vitro rezultatima. Dodatak CCly pojacao je oksidativno ostecenje
membrane hepatocita 3,3 puta. Antioksidantni potencijal ekstrakata je zavisio 1 od vrste
ekstrakata (F=5,978; p<0,01). Tako su ekstrakti imele sa Sipka 1 bagrema uspeli da sprece
znadajno ostecenje membrane hepatocita nakon dodatka CCls, i time pokazali mogu¢ znalajan
antioksidantni potencijal. Ostali ekstrakti, iako su dobijene srednje vrednosti intenziteta LPx bile
nize od CCls-kontrole, nisu pokazali znadajniji protektivni efekat, i nisu se razlikovali medu

sobom.

5.5. In vivolcitotoksiénost razli¢itih vodenih ekstrakata lista Viscum album L. za
¢elije Ehrlich-ovog ascitnog tumora (EAC)

U ovom poglavlju opisan je uticaj vodenih ekstrakata lista imele sa sedam razlicitih
domacina na tumorske celije Ehrlich-ovog ascitnog karcinoma. Rezultati su dati u poglavlju
5.5.1, u kome su prikazane promene nekih celijskih parametara, kao i u poglavlju 5.5.2, u kome
su prikazane promene antioksidantnog statusa EAC celija nakon tretmana sa ispitivanim

ekstraktima.

oo
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5.5.1. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina na
vijabilnost ¢elija Ehrlich-ovog ascitnog tumora (EAC)

Da bi proverili opravdanost primene standardne doze ekstrakta 2 mL/kg t.m. za tretman
Zivotinja sa implantiranim tumorom, uraden je pilot eksperiment u kome je pracen procenat
nevijabilnih éelija EAC u zavisnosti od primenjene doze ekstrakta. Osim doze 2 mL/kg t.m.,
ispitano je i pet manjih — 1,5, 1, 0,5, 0,2 i 0,1 mL/kg, a rezultati su prikazani graficki (slika 5.7).
Rezultati su prikazani odvojeno, za muZjake i Zenke. Bez detaljne statisticke analize, a na osnovu
dobijenih rezultata, namece se zakljucak da je najveca doza — 2 mL/kg t.m. pokazala i najjaci
efekat. Stoga je za dalja ispitivanja citotoksinosti vodenog ekstrakta imele sa razliCitih
domacina za éelije Ehrlich-ovog tumora odabrana najveca doza, 2 ml/kg t.m., §to je bilo u skladu
sa literaturnim podacima (Eksperimentalni deo) 1 rezultatima preliminarnih in  vivo

eksperimenata (poglavlje 5.4).
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Slika 5.7. Procenat nevijabilnih EAC ¢elija nakon izlaganja dejstvu razli¢itih doza vodenih
ckstrakata lista V. album (levo-muZjaci; desno-Zenke)

m — Zivotinje pretretirane sa odgovarajuc¢im vodenim ekstraktom V. album
® — Zivotinje tretirane sa odgovaraju¢im vodenim ekstraktom V. album

A — zivotinje posttretirane sa odgovaraju¢im vodenim ekstraktom V. album
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Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razliCitih domacina
(doza 2 mL/kg t.m.) na zapreminu ascitesa EAC (rast tumora) prikazani su u tabeli 5.17.

Antioksidant, N-acetil-L-cistein (NALC), bilo da je kod muZjaka apliciran kao
pretretman, tretman ili posttretman, slabo je uticao na rast EAC. Kod pretretiranih Zenki
izmerena je manja zapremina ascitesa EAC, ali je kod posttretiranih Zivotinja izmerena veca
zapremina ascitesa EAC,

Sposobnost ekstrakata imele da inhibiraju rast EAC kod muZjaka znaCajno je zavisila od
vrste primenjenog ekstrakta (F=11,393; p<0,001) kao i od momenta pocetka primene (F=10,014;
p<0,01). Svi ekstrakti imele posmatrano kroz ukupni efekat, u znacajnoj meri su smanjili
zapreminu ascitesa EAC u odnosu na sredﬁje vrednosti dobijene u EAC kontrolnoj grupi i
NALC grupi. Ekstrakt imele sa bagrema nije pokazao nikakvo smanjenje zapremine ascitesa u
grupi posttretiranth zivotinja.

I kod Zenki NMRI miSeva, postojale su znacajne razlike u efektu razli¢itih ekstrakata
imele na rast tumora EAC (F=9,867; p<0,001) i vremena pocetka terapije od momenta
implantacije tumora zenkama NMRI miSeva (F=8,507; p<0,001). U grupi pretretiranih Zivotinja
znacajan efekat su pokazali svi ekstrakti, u grupi tretiranih samo ekstrakt imele sa bagrema nije
pokazao efekat, a u grupi posttretiranih smanjenja zapremine ascitesa je bilo samo kod ekstrakata
sljive, gloga 1 kleke.

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razli¢itih domacina
(doza 2 mL/kg t.m.) na broj celija EAC prikazani su u tabeli 5.18.

Kao sto je uoceno i kod zapremine ascitesa EAC, antioksidant NALC je slabo uticao na
broj celija EAC, i nije smanjio njihov broj u odnosu na EAC kontrolu, bilo da su N-acetil-L-
cisteinom tretirane grupe muzjaka ili Zenki.

Analiza podataka je pokazala da kod muzjaka postoje znaCajne razlike izmedu samih

ekstrakata (F=3,586, p<0,05) 1 izmedu pretretiranih, tretiranih i posttretiranih Zivotinja (F=7,190,
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p<0,01). Kod pretretiranih i tretiranih muzjaka izmeren je znadajno manji broj éelija EAC u
odnosu na postretirane Zivotinje kod svih primenjenih ekstrakata, izuzev kod ekstrakta bagrema,
koji nije pokazao smanjenje broja Celija ni kod tretiranih ni kod posttretiranih Zivotinja. Efekti
svih ekstrakata, izuzev ekstrakta imele sa bagrema, primenjenih posle implantacije tumora bili su
znacajno razli¢iti u odnosu na kontrolu i NALC grupu, ali smanjenje broja ¢elija EAC nije bilo
tako izrazito kao kod pretretiranih i posttretiranih zivotinja.

Poredenjem ukupnog efekta ekstrakata imele na broj celija EAC kod Zzenki, potvrdeno je
postojanje znaCajnih razlika i u odnosu na vrstu ekstrakta (F=4,438; p<0,01), i u odnosu na
vreme primene (F=6,293; p<0,05). Efekti svih ekstrakata u pretretiranoj grupi su bili znagajni, a
u tretiranoj grupi samo ekstrakt bagrema nije pokazao znacajan efekat. U posttretiranoj grupi
znaCajan efekat je pokazao samo ekstrakt imele sa kleke, kod svih ostalih ekstrakata nije bilo
znacajnog smanjenja broja celija.

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razli¢itih domaéina
(doza 2 mL/kg t.m.) na vijabilnost c¢elija EAC prikazani su u tabeli 5.19.

Tretman Zzivotinja oba pola sa antioksidantnom N-acetil-L-cisteinom nije menjao
vijabilnost celija EAC, koja je u ovim grupama bila veoma visoka za sva tri na¢ina aplikacije
ovog molekula.

Analizom dobijenih srednjih vrednosti procenta nevijabilnih celija, potvrdeno je
postojanje znaajnih razlika u dejstvu razli¢itih ekstrakata imele i NALC (F=8,914; p<0,001).
Naime, primena antioksidanta NALC nije uticala na promenu srednjih vrednosti iz EAC
kontrolne grupe muzjaka, ali je procenat nevijabilnih ¢elija odreden nakon primene ekstrakata
imele bio znaCajno visi u odnosu na EAC i NALC grupu. Iako se za ekstrakt imele sa bagrema
na prvi pogled ne moze reci da se po pokazanom efektu znaajno razlikuje od NALC i EAC
grupa, detaljnijom analizom je ova znacajnost ipak potvrdena.

Efekat ekstrakata imele na vijabilnost celija EAC kod muZjaka zavisio je znacajno i od

vremena pocetka njihove aplikacije, odnosno da li su korisceni kao pretretman, tretman ili

Q0


http://www.tcpdf.org

posttretman (F=5,850; p<0,05). Muzjaci pretretirani sa ekstraktima imele imali su znacajno vedi
broj ostecenih tumorskih celija u odnosu na posttretirane.

Kao Sto je ve¢ napomenuto, kod muzjaka pretretiranih sa ekstraktima imele izmerena je
znagajno manja vijabilnost celija EAC u odnosu na EAC i NALC grupe (F=17,739; p<0,001), ali
je znaCajne razlike izmedu pojedinih ekstrakata nisu uoCene. I u grupama muZzjaka tretiranih sa
ekstraktima imele, broj nevijabilnih Celija tumora je bio znacajno veéi u odnosu na kontrolnu
EAC i grupu tretiranu sa NALC (F=92,074; p<0,001). Medutim, kod ovakvog nacina terapije do
izrazaja dolaze i1 znacajne razlike u efektu pojedinih ekstrakata (razlikovali su se svi ekstrakti
medu sobom, osim onih kod kojih nije doslo do formiranja tumorske mase — ekstrakti imele sa
topole, gloga, Sipka 1 kleke). Posttretman muzjaka sa ekstraktima imele znacajno je povecéao
procenat nevijabilnih celija EAC kada su primenjivani ekstrakti imele sa kleke, kruske i §ljive
(F=8,223; p<0,001), dok kod ostalih ekstrakata, kao i NALC ovaj parametar nije znaajno
promenjen.

Ukupni efekat ekstrakata imele na vijabilnost celija EAC kod Zenki moze se smatrati
znalajnim (F=2,656; p<0,05) u niskom stepenu, znaCajan je ukupni efekat ekstrakata imele sa
kleke u odnosu na netretiranu grupu Zenki i grupe u kojima je apliciran NALC.

Pretretman Zenki sa ekstraktima imele znaCajno je smanjio vijabilnost celija EAC u
odnosu na EAC kontrolu i NALC grupu (F=10,417; p<0,001), dok izmedu ekstrakata nisu
uoCene znacajne razlike. Kod Zenki tretiranih sa NALC i ekstraktom imele sa bagrema nije
smanjena vijabilnost celija EAC, ali je znaCajno smanjenje vijabilnosti uoCeno kod ostalih
ekstrakata (F=31,841; p<0,001). U grupama tretiranim sa ekstraktima imele sa sljive, kruske i
kleke, iako smanjena u odnosu na kontrolu, vijabilnost éelija EAC je bila znadajno veéa u
odnosu na grupe tretirane ekstraktima imele sa topole, gloga i Sipka, gde se tumor nije ni
formirao. Znaajno smanjena vijabilnost celija EAC kod Zenki izmerena je u grupama

posttretiranim sa ekstraktima imele sa kleke (0%), kruske, §ljive i bagrema (F=51,693; p<0,001),
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dok se ostali ekstrakti, kao 1 NALC nisu pokazali znaajno efikasnim kada su aplicirani
Zivotinjama sa vec razvijenim tumorom.

Do sada uofena znacajna razlika u aktivnosti vodenih ekstrakata V. album sa razliitih
domacina nagovesStava mogucnost da bioloska aktivnost ekstrakata u mnogome zavisi od
domacina na kome je biljka rasla. Takode, iz svega navedenog, namece se zakljuéak da je u
sluCaju terapije sa vodenim ekstraktima V. album, od presudne vaznosti kada se 1 na koji nacin

ekstrakt aplicira eksperimentalnim Zivotinjama.
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5.5.2. Uticaj vodenih ekstrakata lista Viscum album L. sa razli¢itih domacina na
antioksidantni status ¢elija Ehrlich-ovog ascitnog tumora (EAC)

U ovom poglavlju su prikazani rezultati ispitivanja uticaja razliCitih ekstrakata lista V.
album na antioksidantni status malignih ¢elija EAC. Promene antioksidantnog statusa malignih
celija pracene su merenjem aktivnosti antioksidantnih enzima ksantin oksidaze (XOD), katalaze
(CAT), peroksidaze (Px), glutation peroksidaze (GSHPx), glutation reduktaze (GR), kao i
merenjem promena koli€ine redukovanog glutationa (GSH) i intenziteta lipidne peroksidacije
(LPx) u ovim celijama. Da bi se stekao uvid u eventualno postojanje oksidativnog stresa u
¢elijama EAC posle primene ispitivanih ekstrakata, dobijeni rezultati poredeni su sa rezultatima
dobijenim merenjem ovih parametara u ¢elijama EAC, 1 u celijama EAC nakon primene jednog
antioksidanta, N-acetil-L-cisteina (NALC).

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razli¢itih domacina
(doza 2 mL/kg t.m.) na aktivnost XOD u c¢elijama EAC prikazani su u tabeli 5.20.

Pretretman muzjaka sa ekstraktima imele znacajno je pojacao aktivnost XOD u celijama
EAC (F=20,278; p<0,001) u odnosu na kontrolu i grupu pretretiranu sa NALC, izmedu kojih nije
bilo znacajnih razlika. Razlika u efektu pojedinih ekstrakata nije bilo, s tim da se kod muzjaka
pretretiranih sa ekstraktima imele sa kruske, topole, Sipka i kleke tumor nije razvio (nisu
pronadene celije EAC). Aktivnost XOD u celijama EAC u grupama muzjaka kojima je NALC 1
ekstrakt imele sa Bagrema davani od momenta implantacije tumora, nije se razlikovala od
aktivnosti u ¢elijama EAC kontrolne grupe. Ostali ekstrakti su, primenjeni kao tretman, zna¢ajno
pojacali aktivnost XOD u celijama EAC (F=100550,4; p<0,001). Posttretman muzZjaka sa
ekstraktima imele pokazao se signifikantno efikasnim jedino u slucaju primene ekstrakata imele
sa kleke (bez celija EAC) 1 kruske, a veliko pojacanje aktivnosti XOD uoceno je 1 u celjjama
EAC u grupama posttretiranim sa ekstraktima imele sa Sipka i topole (F=9,151, <0,001).
Primena ostalih ekstrakata ili NALC nije znaajno promenila aktivnost XOD u malignim

celijama.
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Pretretman Zenki ekstraktima imele znaajno je uticao na aktivnost XOD u malignim
celijama (F=7,781; p<0,001), a promene aktivnosti su zavisile od vrste primenjenog ekstrakta.
Svi ekstrakti su znafajno pojacali aktivnost XOD u ¢elijama EAC u odnosu na netretiranu i
grupu zenki pretretiranu sa antioksidantom NALC. Kod Zenki pretretiranih sa ekstraktima imele
sa topole, Sipka 1 kleke nije doslo do formiranja tumora. Znacajno pojacana aktivnost XOD u
celijama EAC uocCena je kod zenki tretiranih sa ekstraktima imele sa topole, gloga, Sipka i kleke
(F=29,169; p<0,001). Posttretman Zenki sa ekstraktima imele sa bagrema je snizio aktivnost
XOD u ¢elijama EAC, dok je znacajno poviSenje aktivnosti XOD u celijama EAC izmereno je
kod Zenki posttretiranih sa ekstraktima imele sa kleke, krudke, gloga 1 3ljive (F=10109,07,
p<0,001).

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razli€itth domacina
(doza 2 mL/kg t.m.) na aktivnost CAT u ¢elijama EAC prikazani su u tabeli 5.21.

Efekat ekstrakata kod muzjaka kada su aplicirani pre implantacije EAC znalajno je
zavisio od vrste ekstrakta (F=23,268; p<0,001). Pretretman sa NALC nije menjao aktivnost CAT
u celijama EAC, dok je sa smanjenjem incidence tumora i aktivnost CAT u malignim celijama
znaCajno opadala. Znacajne razlike su postojale izmedu ekstrakata i1 kada je terapija otpocela u
momentu implantacije tumora (F=27,542; p<0,001). Naime, aktivnost CAT je bila nemerljiva
kod muzjaka tretiranih sa ekstraktima imele sa topole, gloga, Sipka i kleke, dok se u ostalim
grupama, u kojima se kod Zzivotinja razvio tumor, aktivnost CAT u ¢elijama EAC nije znacajno
menjala. Znacajan pad aktivnosti CAT u celijama EAC bio je posledica aplikacije ekstrakata
imele sa kleke, topole, §ipka i kruske (F=16,611; p<0,001), a u ovim grupama je uocen i pad
incidence tumora. Ostali ekstrakti, i NALC, nisu pokazali znacajniju razli¢itost u odnosu na EAC
kontrolnu grupu.

Aktivnost CAT u celijama EAC je bila znaCajno snizena u svim grupama zenkl
pretretiranim sa ekstraktima imele (F=24,951;p<0,001), dok NALC nije menjao aktivnost ovog

enzima u odnosu na kontrolu. Aktivnost CAT u malignim ¢elijama je bila nemerljiva kod Zenki
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tretiranih sa ekstraktima imele sa topole, gloga i Sipka, a zna¢ajno snizena u ¢elijama EAC nakon
tretmana sa ekstraktima imele sa kruSke i kleke (F=17,462; p<0,001). Ekstrakti imele sa §ljive 1
bagrema, kao 1 NALC, nisu znacajno menjali aktivnost CAT u malignim celijama. Posttretman
zenki sa ekstraktom imele sa kleke doveo je do potpunog "nestanka" implantiranog tumora i u
ovo] grupt aktivnost CAT nije merena. Suprotno, aktivnost CAT u ostalim grupama nije
znacajno menjana, a kod Zenki posttretiranih sa ekstraktom imele sa bagrema, aktivnost CAT u
celijama EAC je bila znacajno viSa u odnosu na posttretman sa ekstraktima imele sa kruske,
topole 1 Sipka (F=14,637, p<0,001).

Rezultat1 ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista J. album sa razliitih domacina
(doza 2 mL/kg t.m.) na aktivnost Px u ¢elijama EAC prikazani su u tabeli 5.22.

Kod muzjaka pretretiranih sa ekstraktima imele sa kruske, topole, Sipka i kleke nije doSlo
do formiranja tumorske mase, i aktivnost Px u malignim celijama nije merena. Pretretman
muzjaka sa ostalim ekstraktima znacajno je pojacao aktivnost Px (F=19,423; p<0,001), dok u
grupi pretretiranoj sa NALC nije bilo nikakvih znaajnijih promena aktivnosti Px u celijjama
EAC. Aktivnost Px u malignim celijama nije merena u grupama muzjaka tretiranith sa
ekstraktima imele sa topole, gloga, Sipka i kleke, zbog potpune inhibicije razvoja implantiranog
tumora. Nakon tretmana muzjaka sa ekstraktom imele sa bagrema, aktivnost Px je ostala
nepromenjena u odnosu na EAC kontrolu, a slican efekat je pokazao i NALC. Kod muzjaka
tretiranth sa ekstraktima imele sa kruske i Sljive, aktivnost Px u celijama EAC je bila znacajno
pojacana (F=356808,6; p<0,001). Posttretman muzjaka sa ekstraktima imele sa gloga i1 bagrema,
kao i NAC, snizili su aktivnost Px u ¢elijama EAC, bez statistiCkog znaCaja. Ostali ekstrakti su
pojacali aktivnost ovog enzima u malignim Celijama, a znacajno pojacanje je uoceno kod
ekstrakata imele sa kruske i kleke (F=9,142; p<0,001).

Aktivnost Px u celijama EAC je bila znaCajno pojacana (F=7,669; p<0,001) kod Zenki
pretretiranih sa ekstraktima imele sa $ljive, gloga, bagrema i kruske, s tim da je porast aktivnosti

Px bio pracen smanjenjem incidence EAC kod Zenki. Pretretman sa antioksidansom NALC je
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beznacajno snizio aktivnost Px u EAC c¢elijama. Aktivnost Px nije merena kod Zenki tretiranih sa
ekstraktima imele sa topole, gloga i Sipka jer nije doslo do formiranja tumorske masej dok je
jedino kod Zenki tretiranih sa ekstraktom imele sa kleke, aktivnost Px u malignim celijama bila
znacajno pojacana (F=28.818; p<0,001) u odnosu na EAC grupu i ostale ekstrakte, medu kojima
nije bilo znaajne razlike. Zna€ajno pojacana aktivnost Px u ¢elijama EAC izmerena je kod zenki
posttretiranih sa ekstraktima imele sa kruske, §ljive i gloga (F=414898,3; p<0,001), dok ostali
ekstrakti 1 NALC nisu pokazali znacajne medusobne razlike.

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razliitih domacina
(doza 2 mL/kg t.m.) na aktivnost GSHPx u ¢elijama EAC prikazani su u tabeli 5.23.

Kod muzjaka pretretiranih sa ekstraktima imele sa kruske, topole, Sipka 1 kleke, nije
doslo do razvoja tumora, a kod muZjaka pretretiranih sa ekstraktima imele sa Sljive, bagrema 1
gloga, aktivnost GSHPx u celijama EAC je bila znacajno pojacana u odnosu na kontrolnu EAC
grupu 1 NALC grupu (F=19,924; p<0,001). Pojacanje aktivnosti GSHPx u pretretiranim
malignim ¢elijama bilo je prac¢eno znaCajnim smanjenjem incidence tumora (1/6 kod pomenutih)
ekstrakata. Tretman muzjaka sa ekstraktima imele sa topole, gloga, Sipka 1 kleke u potpunosti je
spreio nastanak tumora, a aktivnost GSHPx u malignim ¢elijama nakon tretmana sa ekstraktima
imele sa Sljive 1 kruSke je bila znacajno pojacana (F=105961,6; p<0,001) u odnosu na kontrolu,
grupu tretiranu sa NALC antioksidantom, kao 1 ekstraktom imele sa bagrema (koji se nije
pokazao efikasnim}.. Kod muzjaka posttretiranih sa ekstraktom imele sa kleke nije doslo do
razvoja tumora, a aktivnost GSHPx u celijama EAC je bila znaajno pojacana nakon
posttretmana sa ekstraktima imele sa kruske, topole i Sipka (F=9,365; p<0,001), Sto je bilo
praceno i smanjenjem incidence tumora. Ekstrakti imele sa Sljive, gloga i bagrema, primenjeni
na ovaj nacin, nisu znacajnije menjali aktivnost GSHPx u celijama EAC u poredenju sa
kontrolom ili muzjacima posttretiranim antioksidantom NALC.

Medutim, pojedinana analiza rezultata dobijenih kod pretretiranih, tretiranih i

posttretiranih Zenki, istakla je postojanje nekih znacajnih razlika. Pretretman Zenki sa svim
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ekstraktima imele znacajno je pojacao aktivnost GSHPx u celijama EAC (F=8,232; p<0,001), 3to
je bilo praceno smanjenjem incidence tumora. Kod antioksidansa NALC, ovakav trend nije
uoCen. Kod Zenki tretiranih sa ekstraktima imele sa topole, gloga i Sipka aktivnost GSHP}-; u
¢elijama EAC nije merena jer nije doslo do razvoja tumorske mase, dok je ista bila znacajno
pojacana nakon tretmana sa ekstraktom imele sa kleke (F=29,122; p<0,001), uz incidencu oko
33%. Aktivnost GSHPx u c¢elijama EAC nije znacajno menjana tretmanom sa ostalim
ekstraktima, ili N-acetil-L-cisteinom. I u sluCaju Zenki posttretiranih sa ekstraktom imele sa
kleke nije formiran tumor, dok je kod ekstrakata imele sa kruske, gloga i §ljive izmerena
aktivnost GSHPx u celijjama EAC bila znacajno visa u odnosu na EAC kontrolu, NALC grupu i
ostale ekstrakte (F=51918,84; p<0,001), sa znaajnim medusobnim razlikama.

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razli¢itih domacina
(doza 2 mL/kg t.m.) na aktivnost GR u celijama EAC prikazani su u tabeli 5.24.

U svim grupama muZzjaka pretretiranih ekstraktima imele, a kod kojih se formirao tumor
(imela sa Sljive, gloga 1 bagrema), aktivnost GR u ¢elijama EAC je bila znafajno pojacana u
odnosu na kontrolu i NALC grupu, uz smanjenje incidence tumora na 1/6 (F=20,182; p<0,001).
Kao 1 u slucaju prethodno analiziranih parametara, kod muzjaka tretiranih sa ekstraktima imele
(osim imele sa bagrema), uoCena je signifikantno pojacana aktivnost GR u celijama EAC
(F=91436,33; p<0,001), ili nije doSlo do razvoja tumora (ekstrakti imele sa topole, gloga, Sipka i
kleke). Dalje, trend znaajnog porasta aktivnosti GR u malignim celijama uocen je i kod
muzjaka posttretiranith sa ekstraktima imele sa kruske, Sipka i topole (F=9,192; p<0,001), za
razliku od ostalih ekstrakata i NALC, &iji se efekti nisu razlikovali od kontrolne EAC grupe, kao
ni medu sobom.

Aktivnost GR je bila znacajno pojacana u celijama EAC grupa Zenki pretretiranih
ekstraktima imele (F=8,276; p<0,001), dok pretretman sa antioksidantom NALC nije menjao
ovaj parametar u odnosu na kontrolu. Tretmanom Zenki sa ekstraktom imele sa kleke, aktivnost

GR u malignim ¢elijama je bila znagajno pojac¢ana (F=29,138; p<0,001), u grupama tretiranim
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ekstraktima imele sa topole, gloga i Sipka nije doslo do obrazovanja merljive koli€ine (broja)
tumorskih celija, dok u grupama tretiranim ekstraktima imele sa kruske, Sljive i bagrema
aktivnost GR jeste bila povecana, ali bez statistickog znaCaja u odnosu na kontrolnu 1 NALC
grupu. Zenke posttretirane ekstraktima imele sa Sipka, bagrema i topole, kao i antioksidantom
NALC nisu imale pojacanu aktivnost GR u celijama EAC, dok je znacajno pojacanje aktivnosti
GR zabelezeno kod posttretmana zenki ekstraktima imele sa kruske, Sljive 1 gloga (F=16745,73;
p<0,001).

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razli€itth domacina
(doza 2 mL/kg t.m.) na sadrzaj GSH u ¢elijama EAC prikazani su u tabeli 5.25.

Koli¢ina GSH u celijama EAC muZjaka pretretiranih sa ekstraktima imele nije mnogo
varirala u zavisnosti od vrste ekstrakta, a sve dobijene vrednosti su bile zna¢ajno nize u odnosu
na EAC i NALC grupu (F=115,375; p<0,001). Kod muzjaka tretiranih ekstraktima imele, a kod
kojih se razvio tumor (imela sa $ljive 1 kruske), izmereni sadrzaj GSH u malignim celijama je bio
znatajno nizi u odnosu na kontrolu i NALC grupu (F=1066,809; p<0,001), uz znalajne
medusobne razlike (jaci efekat imele sa kruske). Ekstrakt imele sa bagrema nije menjao sadrzaj
GSH u celijama EAC. Kada je terapija muzjaka ekstraktima imele pocela nakon implantacije
tumora, znacajno smanjenje sadrzaja GSH u c¢elijama EAC je uoceno u grupama koje su primale
ekstrakte imele sa kleke, kruske, topole i Sipka (F=11,083; p<0,001), dok su znatno slabiji efekat
pokazali ekstrakti imele sa bagrema i1 gloga.

Kod Zenki NMRI miSeva sa implantiranim EAC, ne mozZe se govoriti o postojanju
znacajnih razlika u ukupnom efektu ekstrakata imele na sadrzaj GSH u malignim celijama
(F=2,238; p>0,05), a efekat nije zavisio ni od vremena pocetka terapije (F=3,463; p>0,05). Zato
su posebno analizirani pojedinaCni efekt: ekstrakata u grupama pretretiranih,. tretiranih 1
posttretiranih Zivotinja.

Pretretman Zenki ekstraktima imele znaéajno je smanjio koli¢inu GSH u ¢elijama EAC

(F=64,221; p<0,001), ali nisu uofene znaCajne razlike u efektu pojedinih ekstrakata. Kod
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tretiranih Zenki sadrzaj GSH u ¢elijama EAC je bio znafajno manji u ednosu na kontrolnu grupu
i NALC grupu (F=37,921; p<0,001). Znacajne razlike su uoCene i izmedu pojedinih ekstrakata, a
smanjenje sadrzaja GSH u malignim ¢elijama je bilo praceno 1 smanjenjem broja celija 1 njihove
vijabilnosti (poglavlje 5.5.1). Samo su ekstrakti imele sa kleke, kruske i Sljive u znacajnoj meri
snizili nivo redukovanog glutationa u odnosu na EAC kontrolnu grupu (F=58,833; p<0,001)
kada su primenjeni kao posttretman. Ostali ekstrakti nisu menjali sadrzaj ovog endogenog
antioksidansa u malignim celijama.

Rezultati ispitivanja uticaja vodenih ekstrakata lista V. album sa razliCitih domacina
(doza 2 mL/kg t.m.) na intenzitet LPx u c¢elijama EAC prikazani su u tabeli 5.26.

Svi ekstrakti imele primenjeni kod muZzjaka kao pretretman znaCajno su pojacali
intenzitet oksidativnog oste¢enja membrane celija EAC (F=19,098; p<0,001) u odnosu na EAC
kontrolnu grupu. Antioksidant NALC, ocekivano, nije uticao na ovaj parametar, a dobijene
vrednosti LPx su ostale u granicama kontrolne grupe. MuZzjaci tretirani ekstraktima imele sa
topole, gloga, Sipka i1 kleke nisu imali razvijen tumor, dok je kod muZjaka tretiranih sa
ekstraktima imele sa kruske, $ljive i bagrema, stepen oksidativnog oStecenja membranskih lipida
malignih celija bio znacajno vi§i u odnosu na kontrolnu netretiranu grupu, ili pak grupu tretiranu
antioksidantom NALC (F=3608836; p<0,001). Ekstrakti imele su kod posttretiranih muzjaka
pojacali intenzitet LPx u celijama EAC, ali je statisti¢ki znacajno pojafanje zabelezeno samo za
ekstrakte imele sa kleke 1 kruske, odnosno topole i Sipka (F=9,061; p<0,001), $to je bilo praceno
i smanjenjem incidence tumora i ostalih analiziranih celijskih parametara (poglavlje 5.5.1).

Svi ekstrakti imele primenjeni kao pretretman znaCajno su pojacali intenzitet LPx u
¢elijama EAC u odnosu na kontrolu (F=7,616; p<0,001), dok NALC to nije u€inio. Statisticki
znacajne razlike izmedu pojedinih ekstrakata nisu uoCene. Smanjenje incidence tumora 1 ostalih
¢elijskih parametara (poglavlje 5.5.1) bilo je praceno znacajnim porastom intenziteta LPx u
Celijama EAC Zzenki tretiranih sa ekstraktima imele, osim imele sa bagrema, (F=28,737,

p<0,001), a znacajnih razlika izmedu ekstrakata nije bilo. Posttretman Zenki ekstraktima imele
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dao je u izvesnoj meri najslabije rezultate; tako je znaCajno poviSen intenzitet LPx zabeleZen
samo kod ekstrakata imele sa kleke, kruske i §ljive, dok su se vrednosti ovog parametra kod
posttretmana sa ostalim ekstraktima kretali u opsegu vrednosti u kontrolnoj grupi, bez znacajnih

medusobnih razlika.
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6. DISKUSIJA

Tokom viSegodisnjeg istrazivanja fenomena oksidativnog stresa, antioksidantne zastite, i
veze izmedu oksidativnog stresa i citotoksinosti razli¢itih agenasa (pojedinalnih jedinjenja,
biljnih preparata, namirnica), po svojoj posebnosti i specifiénim svojstvima izdvojila se imela
(Viscum album L.), a njena antioksidantna/prooksidantna svojstva u smislu biohemijskih,
biomedicinskih 1 fitoterapeutskih efekata, prikazana su i u ovoj disertaciji. Pored velikog broja
dobijenih i prikazanih rezultata (poglavlje 5) koji ¢e u ovom poglavlju biti diskutovani, otvoreno
je 1 mnogo novih pitanja i pravaca za dalja istrazivanja kako u oblasti biomedicine, biohemije,
fitoterapije, farmakologije, tako 1 oblasti farmakognozije.

Preliminarna ispitivanja obuhvatila su fitohemijski screening, u cilju dobijanja osnovnih
podataka o fitohemijskom sastavu odabranih vodenih ekstrakata lista V. album sa sedam
domacina (bagrem, kruska, Sljiva, topola, glog, Sipka i kleka). Pri odabiru biljaka, vodilo se
rauna da se izostave imele sa onth domacina, o ¢ijim je biohemijskim i1 farmakolo$kim efektima
dostupno vise literaturnih podataka (imela sa bora, omorike, hrasta, bresta, jabuke). Fitohemijski
screening je potvrdio da su svi uzorci lista V. album sa razliitih domacina sadrzali sledece grupe
sekundarnih biomolekula: flavonoide, tanine, fenolna jedinjenja, leukoantocijanidine, alkaloide,
saponine, za koje se pretpostavlja da bi mogle biti odgovorne za pro/antioksidantnu aktivnost i
ucesce in vitro 1 in vivo oksidativnom stresu. Da bi se stekao detaljniji uvid u postojanje
eventualnih razlika u sastavu ispitivanih ekstrakata V. album sa razli¢itih domacina, a koje bi se
mogle odslikati na antioksidantna/prooksidantna svojstva u daljim eksperimentima, odredene su
koli€ine sledecih klasa jedinjenja: karotenoida (i hlorofila a i b), L-askorbinske kiseline
(vitamina C), ukupnih fenola, ukupnih tanina, ukupnih flavonoida, proantocijanidina, galne
kiseline (poglavlje 5.2, tabela 5.1). U ispitivanim uzorcima lista imele nije bilo zna&ajnih razlika
u sadrzaju hlorofila a i 5. S druge strane, uzorci su se razlikovali po sadrzaju karotenoida,

najveca koliina je izmerena u listu imele sa bagrema i kruske, zatim u listu imele sa kleke i
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§ljive, dok su znacajno manje koli¢ine karotenoida nadene u istu imele sa gloga, topole 1 Sipka.
Iako su uocene mnoge znacajne razlike u koli¢ini vitamina C u zavisnosti od domacina, postavlja
se pitanje koliko bi ove razlike mogle biti znacajne za antioksidantna/prooksidantna svojstva, s
obzirom na nestabilnost same L-askorbinske kiseline. Takode, potvrdeno je 1 postojanje
znacajnih razlika u sadrzaju ukupnih fenola svih uzoraka lista imele, a uocene razlike bi mogle
imati uticaja na razli¢it antioksidantni/prooksidantni potencijal ispitivanih ekstrakata V. album.
Interesantno je da su uzorci lista imele u kojima je izmerena veca koli¢ina ukupnih fenola
(topola, Sljiva, kleka domacdini), imali i veéi sadrzaj tanina, a ovakav trend je uocCen i za ostale
uzorke. Znadajne razlike su postojale izmedu tri para uzoraka imele: glog/kruska, Sipak/bagrem,
sliiva/kleka. Nadeni sadrzaj flavonoida je bio razli¢it, u imeli sa Sipka 1 Sljive je bio najveci 1
znacdajno razli¢it u odnosu na ostale ekstrakte, a najniza vrednost je dobijena za list imele sa
gloga. Sli¢ni rezultati su dobijeni i za klasu proantocijanidina, dok galna kiselina uopste nije
identifikovana u listu imele sa topole, gloga i kleke. Iz svega navedenog se moze zakljuciti da
postoje znalajne razlike u fitohemijskom sastavu imele, §to se u daljim ispitivanjima odrazilo na
pro/antioksidantnu aktivnost ekstrakata, a posredno i na citotoksiénu aktivnost. Takode, ovakav
zakljuak je bio u skladu sa brojnim literaturnim podacima (Haas i sar.,, 2003; Ochocka i
Piotrowski, 2002; Wollenweber 1 sar., 2000).

In vitro ispitivanja u ovoj disertaciji zasnivala su se na potencijalnoj anti/prooksidantnoj
aktivnosti ekstrakatﬁ imele i vezi izmedu ove aktivnosti i sadrzaja pojedinih klasa sekundarnih
biomolekula, za koje se smatra da mogu posedovati ovakvu aktivnost. Pro/antioksidantni
potencijal ispitivanih ekstrakata je sagledavan u kontekstu njihovih efekata na dobro poznate
parametre poput:

1. lipidne peroksidacije,
2. produkcije ROS (hidroksil radikala - OH"),
3. sposobnosti inhibicije DPPH radikala,

4. ukupnog FRAP anti/prooksidantnog kapaciteta,
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5. produkcije NO (nitrozativni stres),

a dobijeni rezultati su detaljno prikazani i analizirani u poglavlju 5.3. Za proveru i potvrdu
anti/prooksidantne aktivnosti ekstrakata imele korisé¢en je ugljentetrahlorid (CCly), za koji je
dobro poznato da poseduje prooksidantna svojstva (Cheesman, 1982), s obzirom da je njegov
dodatak u eksperimentalne sisteme uticao na veliko povecanje intenziteta lipidne peroksidacije 1
produkcije hidroksil radikala.

Iz tabele 5.2 se moze uociti da su svi vodeni ekstrakti lista V. album, 1 sva ispitivana
razblazenja, statisticki znaCajno smanjili intenzitet in vitro lipidne peroksidacije (LPx) lipozoma
u odnosu na kontrolu, da je najjaci inhibitorski efekat pokazao ekstrakt imele sa topole, a zatim
ekstrakt imele sa §ljive, dok je najslabiji efekat imao ekstrakt imele sa gloga. Ovakva svojstva
ekstrakata imele su potvrdena i u sistemima u kojima je dodavan CCly. Takode je pokazano da
postoji linearna zavisnost snizenja intenziteta in vifro LPx u odnosu na porast koli¢ine prisutnih
fenola i1 tanina, dok je slabija zavisnost uocena u odnosu na koli¢inu flavonoida 1
proantocijanidina, dok sadrZaj karotenoida nije pratio promene intenziteta LPx (poglavlje 5.3.1,
slika 5.1). Imajuéi u vidu fitohemijski sastav listova imele, posebno visoki sadrzaj flavonoida i
fenolnih jedinjenja, snaznih antioksidanata (Areias i sar., 2001), moZe se pretpostaviti da bi neke
bioloske aktivnosti ekstrakta listova imele mogle biti pripisane postojanju antioksidantne
aktivnosti. Dalje, pokazano je da su pomenute grupe jedinjenja sposobne da inhibiraju proces
lipidne peroksidacije (Cos i sar, 2001). Pored ovoga, smatra se da flavonoidi i fenoli poseduju i
veliki broj drugih farmakoloskih svojstava, kao §to su hepatoprotektivna, antimutagena,
antiinflamatorna, antialergijska, kardioprotektivna, itd. (Cook i Samman, 1996; Middleton,
1996), za koje se smatra da se zasnivaju na antioksidantnom efektu. S druge strane, postoji
nekoliko in vitro studija koje pokazuju da flavonoidi, u odredenim koncentracijama 1 oblicima,
mogu da se ponaSaju kao prooksidanti, i tako dovedu do ostecenja ne-lipidnith molekula, na

primer, DNA, proteina 1 ugljenih hidrata (Aruoma, 1996, Decker, 1997).
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Ispitivanja sposobnosti ekstrakata imele da inhibiraju produkciju OH" radikala, podelila

su ekstrakte u dve grupe — ekstrakti koji nisu uticali na nastanak OH" radikala (imela sa bagrema,
kruske 1 §ljix-;e) i ekstrakti koji su pojacali ovaj proces (imela sa topole, gloga, Sipka i kleke), uz
znadajne medusobne razlike (poglavlje 5.3.2, tabela 5.3). Shodno ovome, ni CCls-indukovana
produkcija OH' radikala nije u znalajnijoj meri inhibirana ispitivanim ekstraktima imele, $to ne
upucuje na postojanje znalajnijeg scavange efekta ekstrakata. (Ne)efikasnost ispitivanih
ekstrakata da inhibiraju produkciju "OH radikala moze se tumaciti na dva nacina:

1) Komponente ekstrakata deluju na taj nadin §to inhibiraju produkciju "OH radikala u
sistemu Fe*” — H,0,, inhibirajuéi Fenton-ovu reakciju kompleksiranja Fe’™ jona. Poznato je da
flavonoidi sa slobodnom OH grupom na petom C atomu mogu da deluju kao kompleksirajuci
agensi za dvovalentne i trovalentne metalne jone (Areias i sar., 2001).

2) Komponente ekstrakata deluju kao scavenger-i, odnosno "hvataci" *OH radikala, pri
¢emu sami prelaze u radikalski oblik koji se moze rezonantno stabilizovati. Imajuci u vidu da
ekstrakti sadrze polifenole, flavonoide, tanine i fenole (jedinjenja bogata dvostrukim vezama),
osnova njihovog ponasanja bi mogla biti dovedena u vezu sa predlozenim mehanizmom.

DPPH radikal se veoma Sesto koristi za evaluaciju efikasnosti razli¢itih antioksidantnih
jedinjenja ili biljnih ekstrakata da "hvataju" slobodne radikale (Gulcin i sar., 2006; Ozcelik 1 sar.,
2003). 1z tabele 5.4 (poglavlje 5.3.3) se moze uo€iti da su osnovni rastvori ekstrakata V. album sa
bagrema, kruske, §ljive i topole u potpunosti inhibirali DPPH radikal, a da je sposobnost
osnovnog rastvora ekstrakta imele sa Sipka da inhibira DPPH radikal bila istovetna sa aktivnoscu
standardnog rastvora TROLOX-a. Nesto slabiji rezultat je pokazao ekstrakt imele sa kleke, ¢ija
je anti-DPPH aktivnost bila zna¢ajno niza u odnosu na koriSceni standard. Razblazenja osnovnih
rastvora ekstrakata imele sa razli¢itih domadina pokazala su i znaCajna odstupanja od aktivnosti
TROLOX-a, a sa povecanjem razblazenja smanjivala se i sposobnost inhibicije DPPH. Kako b1
uporedili sposobnost razli¢itih ekstrakata da inhibiraju DPPH radikal, graficki su odredene ICsg

vrednosti za svaki ekstrakt, a rezultati su prikazani na slici 53 (poglavlje 5.3.3). Najveci

114


http://www.tcpdf.org

antioksidantni kapacitet, izraCunat na osnovu inhibicije DPPH radikala, uocen je kod vodenog
ekstrakta lista V. album sa Sljive, sa ICso vrednosti 5,5%. Veoma dobar antioksidantni kapacitet
su pokazali 1 vodeni ekstrakti lista V. album sa Sipka (ICso = 6,9%),, kruSke (ICso = 7,2%),,
topole (ICsp = 7,6%) 1 gloga (ICsp = 9,7%). Nesto slabiji antioksidantni kapacitet u odnosu na
pomenute ekstrakte pokazao je vodeni ekstrakt lista imele sa bagrema (ICsp = 21,3%), 1ako je
ovaj rezultat bio veoma blizak standardnom rastvoru TROLOX-a. Koriste¢i inhibiciju DPPH
radikala kao parametar antioksidantne mo¢i ekstrakata, najmanji kapacitet, a time 1 najslabiji
antioksidantni potencijal, pripisan je vodenom ekstraktu lista imele sa kleke, ¢ija je ICsp vrednost
1znosila 64,1%.

Ukupni antioksidantni kapacitet vodenih ekstrakata imele je odreden merenjem FRAP
vrednosti. Najvece povecanje ukupnog antioksidantnog kapaciteta (FRAP), prema rezultatima iz
tabele 5.5 (poglavlje 5.3 4), izmereno je kod vodenog ekstrakta lista V. album sa Sipka, a zatim i
kod odgovarajuceg ekstrakta sa $ljive kao domacina. Vodeni ekstrakt lista V. al/bum sa bagrema
(2,8%) nije statisticki znacajno uticao na antioksidantnu aktivnost merenu u FRAP jedinicama.
Sve uocene razlike u ukupnom antioksidantnom kapacitetu ekstrakata su bile statisticki znacajne.
S obzirom da su uocene razlike u ponaSanju ekstrakata imele sa razli¢itih domacina, napravljena
je paralela izmedu FRAP antioksidantnog potencijala i sadrzaja pojedinih biomolekula u ovim
uzorcima {poglavlje? 5.3.4, slika 5.4). Generalno, porast sadrzaja ukupnih fenola, tanina,
flavonoida, proantocijanidina 1 vitamina C, doveden je u vezu sa porastom FRAP
antioksidantnog kapaciteta, ali je kod fenola, tanina 1 proantocijanidina ova zavisnost u maloj
meri bila linearna. S druge strane, za ispitivane ekstrakte imele sa razliCitih domacina se moze
zakljuciti da je FRAP antioksidantni kapacitet bio u linearnom odnosu sa sadrzajem flavonoida 1
vitamina C, dok su karotenoidi u ovom slu€aju pokazali suprotan efekat, odnosno porast sadrzaja
karotenoida u listu V. album doveden je u vezu sa smanjenjem FRAP antioksidantnog kapaciteta.
Vrednosti FRAP ukazuju na ukupnu redukcionu moc¢ ekstrakata (Benzie i Strain., 1999). Kod

nekih biljaka sadrzaj vitamina C doprinosi preko 50% FRAP vrednosti (Guo i sar., 2003). Pored
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vitamina C, znacajan doprinos FRAP vrednosti daju flavonoidi, fenolne kiseline i polifenclna
jedinjenja koja pripadaju grupi sekundarnih biomolekula. Ovi literaturni podaci, i rezultati
dobijeni za ispitivane vodene ekstrakte, ukazuju na postojanje antioksidantnih jedinjenja u
ekstraktima, ali 1 na verovatne kvantitativne razlike u zavisnosti od biljke domacina. Kada se
antioksidantni kapacitet uporedi sa koli¢inom ukupnih fenola, moze se zakljuc¢iti da bi
antioksidantna priroda ekstrakata mogla da zavisi od prisutnih fenola. Kao 5to je vec¢ objavljeno
u literaturi, antioksidantna aktivnost je pojaana posebno u prisustvu fenolnih jedinjenja (Behera
i sar., 2005). Takode, saopsteno je da je antioksidantna aktivnost fenolnih jedinjenja uglavnom
posledica njithovog redoks potencijala, postojanja donora vodonika 1 hvataca singletnog
kiseonika (Rice-Evans 1 sar., 1995). Postoji niz literaturnih podataka koji idu u prilog pomenutoj
tezi, 1 naglasavaju korelaciju i1zmedu antioksidantnog kapaciteta 1 fenolnih konstituenata
razliCitih ekstrakata (Jayaprakasha i Rao, 2000; Gulluce 1 sar., 2006). Dalje, studija Haznagy-
Radnai 1 saradnika (2006) je potvrdila postojanje veze izmedu antioksidantne aktivnosti i
sadrzaja tanina, kao 1 izmedu antioksidantnog potencijala i sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima
Sest Stachys vrsta. Autori potvrduju da ova jedinjenja znaCajno doprinose antioksidantnim
aktivnostima pomenutih ekstrakata. S druge strane, nije pronadena veza izmedu antioksidantne
aktivnosti 1 koli¢ine kafene kiseline i flavonoida, naglaSavajuci pretpostavku da su tanini kao
glavna grupa jedinjenja odgovorni za antioksidantne efekte ispitivanih ekstrakata. Rezultati
dobijeni ispitivanjerﬁ antioksidantnog potencijala ekstrakata lista V. album sa razli¢itih domacina
delimi¢no su bili u skladu sa pomenutim rezultatima, ali su uocene 1 razlike, koje su se
prvenstveno odnosile na znaCajniji uticaj flavonoida na ukupni antioksidantni kapacitet
ispitivanih ekstrakata.

Danas postoje dokazi da dva slobodna radikala male molekulske mase, superoksid anjon
radikal (O,", 32 Da) i azot monoksid (NO, 30 Da), kontinualno nastaju u mitohondrijama
aerobnih celija u kojima se, takode, proizvodi ATP za energetske potrebe celije. Izgleda da

interakcija izmedu ova dva slobodna radikala ima znacajnu ulogu u regulaciji celijske respiracije
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preko inhibitornog efekta NO na aktivnost citohrom oksidaze (Valdez i sar., 2000). Prekomerna
produkcija ovih Cestica dovodi mitohondrije u disfunkcionalno stanje, koje se smatra korakom ka
apoptozi. Prepoznavanje endogenog azot monoksida (NO) od strane azot monoksid sintaze
(NOS) otvorilo je novo poglavlje u biohemiji slobodnih radikala. NO je slobodni radikal u
smislu postojanja nesparenog elektrona, ali je on relativno nereaktivan slobodni radikal, s
obzirom da nije sposoban da inicira slobodno radikalsku reakciju; medutim, on trenutno reaguje
sa 02" u reakcijama terminacije. Pokazano je da je NO ukljuen u brojne regulatorne funkcije
kao §to je vazodilatacija (Moncada 1 sar, 1991), neurotransmisija (Dawson, 1996) i
imunomodulacija (Moncada i sar.,, 1991). Takode, ovom slobodnom radikalu je pripisano ucesce
u programiranoj celijskoj smrti (apoptozi), (Brune, 2003) i u velikom broju patofizioloSkih stanja
(artritis, ateroskleroza, maligne bolesti, dijabetes, neurodegenerativni poremecaji), (Wink 1
Mitchell, 1998). Dakle, NO, kao intracelularna signalna molekula, igra ulogu u nekoliko
¢elijskih metaboli¢kih puteva (Moncada 1 sar, 1991). Medutim, porast produkcije NO 1
koncentracije NO u celijama moze da fizioloski efekat preokrene u citotoksi¢nost. Bustamante 1
saradnici (1998) su potvrdili postojanje rane pojave ROS za vreme apoptoze, koja bi mogla
izmeniti redoks ravnotezu i celularne efekte NO. Autori smatraju da bi regulacija celijske
respiracije i produkcije energije od strane NO, i1 njegove sposobnosti da izmeni put celijske smrti
od apoptoze do nekroze u patofizioloskim stanjima, mogla da se odigrava primarno putem
mitohondrijske produkcije ATP. Modulacija programirane celijske smrti egzogenim dodavanjem
NO uocCena je kod razli€itih tipova Celija (Bustamante i sar., 1998). Objavljeno je da egzogeni
NO moze da inhibira apoptozu S-nitrozovanjem (Rossig 1 sar., 1999). Podaci za efekat NO na
apoptozu su u ovom momentu kontradiktorni i zahtevaju bolje poznavanje intracelularnih
koncentracija NO. Neki rezultati pokazuju (Valdez i sar., 2000) da je pojacana produkcija NO u
vezi sa smanjenom brzinom respiracije u mitohondrijama, pracenom snizenjem kolicine
mitohondrijalnog GSH 1 oslobadanjem citohroma ¢ tokom apoptoze timocita; odnosno, da je NO

uklju€en u pocetne korake koji vode ka apoptozi. Takode, poznato je da je citotoksi¢ni efekat
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makrofaga na celije tumora barem delimi¢no povezan sa njihovom sposobnoscu da generisu NO
(MacMicking i sar., 1997). Naime, istraZivanja su pokazala da ovakva produkcija NO rezultira
oslobadanjem velike koli¢ine gvozda, sto dalje vodi inhibiciji rasta tumorskih céelija (Watts i
Richardson, 2004). Sposobnost inhibicije nastajanja NO je veoma vaZna karakteristika
antioksidantnog sistema biljke. Interakcijom O, i NO nastaje peroksinitrit anjon (ONOQO") koji
je jak oksidans, izvor hidroksil radikala 1 nitrujuc¢i agens. U literaturi se navode razliite grupe
neenzimskih antioksidanata koji inhibiraju nastajanje NO u in vivo uslovima: polinezasic¢ene
masne kiseline, poliacetileni, kumarini, flavonoidi, neki seskviterpeni, diterpeni, triterpeni itd.
(Matsuda i sar., 2003). Imajuci u vidu prethodno iznete podatke, smanjenje koncentracije NO
ukazuje na boveéan}e sadrzaja pomenutih antioksidanata.

In vitro ispitivanja sprovedena u ovoj disertaciji, bavila su se 1 ispitivanjem uticaja
vodenih ekstrakata lista V. album na inhibiciju/produkeciju NO, a rezultati su prikazani u
poglavlju 5.3.5 (tabela 5.6). Ekstrakti imele sa topole i Sipka znacajno su pojacali nastanak NO,
dok su ostali ekstrakti inhibirali ovaj proces u manjoj (imela sa kruske i gloga) ili znacajnijoj
meri (imela sa bagrema, Sljive i kleke). Efekat pojaCane in vitro produkcije NO bi se mogao
dovesti u vezu sa znacajnim smanjenjem in vivo incidence EAC tumora kod NMRI miSeva za
ekstrakte imele sa topole 1 Sipka, dok je, suprotno ovome, smanjenje in vitro produkcije NO kod
ekstrakta imele sa kleke, takode praceno potpunom iz vivo inhibicijom razvoja tumora EAC. Na
osnovu dobijenih rezultata tesko je izvesti eksplicitan zaklju€ak o u¢e$¢u NO u inhibiciji razvoja
EAC; eventualna veza izmedu ova dva parametra bi se mogla traziti u sluaju detaljnijeg
poznavanja in vivo intracelularnih koncentracija NO, §to bi mogao biti jedan od daljih pravaca
istrazivanja.

In vivo ispitivanja su bazirana na proveri uticaja ispitivanih ekstrakata lista V. album sa
sedam razlicitth domacina na anti/prooksidantnu aktivnost u normalnim ¢elijama, kao i

specificnih efekata ekstrakata imele na ¢elije EAC tumora i njihov antioksidantni status, u cilju
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provere hipoteze da ispitivani ekstrakti specificno menjaju antioksidantni status malignih celija 1
pojacavaju citotoksi¢nost, doprinose¢i smanjenju incidence tumora.

Danas se smatra da oksidativni stres ima vaznu ulogu u nastanku razliitih poremecaja
(Karthikeyan 1 sar., 2003; Kadiiska i1 sar.,, 2000). Za nekoliko glavnih komponenti mnogih
lekovitih biljaka, pa i vodenih ekstrakata V. album, kao $to su polifenoli i flavonoidi, dokazano je
da poseduju antioksidantna svojstva (Lin i sar., 2000; Bhatnagar, 1995; Lepran i Lefer, 1985).
Dokumentovan je visok stepen in vifro 1 in vivo sposobnosti razliitih oblika polifenola 1
flavonoida da "hvataju" kiseoni¢ne slobodne radikale (Ajay 1 sar., 2003; Buttemeyer 1 sar., 2003,
Furukawa 1 sar., 2003). Ovi podaci bi mogli biti kljucni za moguci hepatoprotektivni efekat
razliCitih ekstrakata lekovitog bilja, 1 V. album ekstrakata, takode. Na osnovu pomenutih
a.ntioksidantnih‘ svojstava sekundarnih biomolekula (flavonoida 1 polifenola u polarnim
ekstraktima, ali 1 nekih nepolarnih jedinjenja), deo disertacije je bio dizajniran tako da ispita
uticaj razliitih ekstrakata lista V. album na aktivnost antioksidantnih enzima (XOD, CAT, Px,
GSHPx, GR), koli¢inu endogenih antioksidanata (GSH), intenzitet peroksidacije membranskih
lipida, kao 1 na oksidativni stres prbuzrokovan dejstvom ugljentetrahlorida (CCly), koji se Cesto
koristi kao model za proucavanje ostecenja jetre u kojima ucestvuju slobodni radikali (Kadiiska 1
sar., 2000; Cheesman, 1982).

Rezultati koje prezentuju Singh 1 saradnici (2006) zasnivaju se na ispitivanju
inducibilnosti enzi:rﬁa ukljuCenih u karcinogen/lek (ksenobiotik) metabolizam 1 odrzavanje
antioksidantnog statusa celije. Autori ukazuju na nepostojanje nezeljenih efekata pri primeni
odredenih doza Tinospora, u smislu nepostojanja promena (smanjenja) telesne mase zivotinja,
jetre, 1 dr. Sli¢no ovome, parametri mereni u ovoj disertaciji - telesna masa Zivotinja, masa jetre
(tabele 5.7 1 5.8, poglavlje 5.4) nisu znafajno menjani tretmanom sa razliitim ispitivanim
dozama ekstrakata lista V. album sa razli¢itih domacina. Takode, nepostojanje znacajnih
promena u koli¢ini mikrozomalnih proteina bilo je u skladu sa prethodnim zaklju¢cima. Sadrzaj

hepati¢ne DNA (poglavlje 5.4, tabela 5.9) je, takode, u velikoj meri bio o€uvan, iz Cega se moze
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zakljuciti da davanje ispitivanih ekstrakata nije narusilo celularnost tkiva. Ovome u prilog idu i
nepromenjene vrednosti za hidroksiprolin (odredivan u hidrolizatu tkiva jetre), koj1 je parametar
ostecenja hepati€nog tkiva (poglavlje 5.4, tabela 5.10).

Kao rezultat inflamacije indukovane formaldehidom, nivo serumskih transaminaza AST i
ALT je povecan (Chot 1 Hwang, 2004). Sli¢an efekat je, oCekivano, pokazao 1 CCly, koriS¢en kao
induktor oksidativnog stresa u ovoj disertaciji (poglavlje 5.4, tabele 5.11 1 5.12). Analiza
aktivnosti serumskih AST 1 ALT predstavlja dobro 1 jednostavno orude za merenje (ne)toksi¢nog
delovanja ispitivanih jedinjenja ili ekstrakata. U ovoj disertaciji, ekstrakti V. album nisu znacajno
menjali aktivnost serumskih AST i ALT, ali je znaCajno snizenje aktivnosti ova dva serumska
parametra oSteCenja jetre nakon primene ekstrakata uoCeno u grupama koje su primile CCla.
Razlika medu ekstraktima nije bilo, a znacajnije odstupanje je uoceno samo kod ekstrakta imele
sa gloga, kod koga je uoCeno pojacanje aktivnosti AST i ALT. Sli¢ni rezultati su dobijeni 1
merenjem koli¢ine serumskog bilirubina (poglavlje 5.4, tabela 5.15) Ovi rezultati bi mogli
navesti na zakljuak o mogucim hepatotoksi¢nim svojstvima ispitivanog ekstrakta imele sa
gloga. Mogucnost da ekstrakti imele sa razli¢itih domacina poseduju razlicita bioloSka svojstva u
skladu je sa postojec¢im literaturnim podacima (Duong Van Huyen i sar., 2003).

Do sada je objavljeno nekoliko konfliktnih rezultata kada su u pitanju aktivnosti
antioksidantnih enzima u stanjima oksidativnog stresa indukovanog CCly, u razli¢itim organima
laboratorijskih iivotinja (Kadiiska i sar., 2000). Za CCl, je poznato da raskida sulfhidrilne grupe
glutationa 1 onth vezanih za proteine, $to rezultuje pojac¢anom produkcijom ROS), kao 3to su O,",
‘OH i H,0; (Cheesman, 1982). Pretpostavlja se da je jedan od osnovnih uzroka ostecenja jetre
delovanjem CCly lipidna peroksidacija inicirana slobodnim radikalima, derivatima
uglientetrahlorida. Naime, CCls, koga aktivira sistem NADPH-Cyt P450 endoplazmatskog
retikuluma hepatocita, se konvertuje u trihlormetil radikale (npr. CCl300") koji iniciraju
peroksidaciju lipida (Afanasev i sar., 1989). Rezultati koji su dobijeni u disertaciji potvrdili su da

je davanje CCly narusilo mehanizam antioksidantne zastite u jetri pacova, posebno snizavanjem

120


http://www.tcpdf.org

sadrzaja jetrenog GSH i smanjenjem aktivnosti CAT i Px. Veoma je dobro poznato da je GSH
najvazniji protektivni biomolekul kod hemijski-indukovane citotoksiénosti 1 oksidativnih
ostecenja (Gasso i sar, 1996). GSHPx omogucava koriScenje GSH za zastitu membranskih
lipida od peroksidativnih oStecenja izazvanih slobodnim radikalima tako Sto vrdi simultano
prevodenje peroksi lipida u hidroksi jedinjenja uz oksidaciju GSH u GSSG. Dodatno, pored
GSHPx, i CAT i Px uestvuju u ovom procesu, "hvatajuéi" perokside 1 O,". Aktivnost CAT je
bila znac¢ajno smanjena u CCly grupi, a manje u grupama koje su primale razliCite ekstrakte V.
album (izuzetak Cine ekstrakti imele sa gloga i kleke). Ovo bi moglo da ukaze na pojacanu
produkciju H>O,, koga delimi¢no detoksikuju i CAT i Px. Povecana aktivnost GSHPx za vreme
tretmana pokazuje da ovaj sistem ima glavnu ulogu u uklanjanju H,0,. Rezultati dobijeni u
ranijim istrazivanjima (Cebovié¢, 2005) takode su pokazali da neki V. album ekstrakti mogu
zastititi celije od oksidativnog oStecenja povecanjem aktivnosti GSHPx. Uloga GR je redukcija
oksidovanog glutationa (GSSG) u svoj redukovani, bioloski aktivan oblik GSH uz ucesce
NADPH kao kofaktora (Arnao i sar., 1990), a dobijeni rezultati i ovde potvrduju prethodne
pretpostavke. Dalje, postoji dovoljno dokaza da se lipidna peroksidacija moze javiti 1 kod
akutnih i kod hroniénih ostecenja jetre (Oliveira 1 sar., 2005; Aleynik i sar., 1998; Parola 1 sar.,
1993). Studija Parole i saradnika (1993) je pokazala da lipidna peroksidacija stimuliSe
produkciju kolagena, te da dovodi do fibroze. U ovoj disertaciji su zivotinje tretirane sa CCly
pokazale znake narﬁ§ene ravnoteze izmedu oksidativnog stresa 1 antioksidantnih sistema zaStite
(poviSeni nivoi malonildialdehida i smanjena koli¢ina hepati¢nog GSH). Medutim, ispitivani
ekstrakti V. album, sa izuzetkom onih sa gloga i kleke, uglavnom su ocuvali ovu ravnotezu.
Imajuci u vidu da:

1) polifenoli 1 flavonoidi stimulidu transkripciju gena za CAT 1 SOD 1 sniZavaju

koncentraciju MDA (Ranaivo 1 sar., 2004; Toyokuni 1 sar., 2003) 1
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2) askorbinska kiselina trenutno "hvata" reaktivne kiseoni¢ne Cestice, spretava
oksidativnu modifikaciju lipoproteina 1 snizava nivoe MDA (Sowell i sar., 2004, Ray 1 Husain,
2002),
snizenje koncentracije MDA se moglo oCekivati i kod ekstrakata imele, kod kojih je izmerena
znatajna koli¢ina pomenutih sekundarnih biomolekula. Ovakvi rezultati ukazuju na to da se
mehanizam moguceg hepatoprotektivnog efekta odredenih V. album ekstrakata moze dovesti u
vezu sa smanjenjem oksidativnog stresa.

Oksidativni stres malignih celija

ROS se formiraju kao proizvodi redukcije molekulskog kiseonika tokom aerobnog
celularnog metabolizma. Uloga ROS u kancerogenezi je bila i jo§ uvek je predmet mnogih
spekulacija 1 kontroverzi. ROS, koje podrazumevaju superoksid anjon radikal (O;7), hidroksil
radikal (OH), vodonik peroksid (H;0,), organske peroksid radikale (ROO), i singlet molekulski
kiseonik (‘O,), konstantno se generidu u ¢elijama tokom aerobnog metabolizma i oslobadaju
ekstracelularno u fagocitozi (Freeman, 1984). Smatra se da ove Cestice predstavljaju glavne
medijatore citotoksi¢nosti kiseonika (Frank, 1980). Iz ovoga je jasno da bilo koja aktivna
kiseoni¢na Cestica moze izazvati oSteCenje pa Cak i smrt celije, pod odredenim uslovima.
Medutim, hidroksil radikal se smatra daleko najreaktivnijim, a najveca osStecenja u bioloskim
sistemima se javljaju upravo kao posledica nastanka ove reaktivne Cestice. Kao Sto je ranije
istaknuto, otkrice infracelulamih sistema koji detoksikuju ROS ukazuje na postojanje oksidant-
antioksidant ravnoteze u celijama.

Uopsteno govoreéi, najmanje jedan antioksidantni enzim pokazuje razlic¢itu aktivnost u
tumorskoj ¢eliji u odnosu na normalnu (Oberley i Oberley, 1986). Medutim, nije jasno da li je
izmenjena aktivnost antioksidantnih enzima ono $to dovodi do maligne transformacije ili nastaje
kao posledica. Takode, nije kompletno razjaSnjena ni uloga kiseoni¢nih radikala u malignoj
transformaciji, iako je poznato da su kiseoni¢ni radikali mutageni (Moraes 1 sar., 1990) 1 da tako

mogu da ulestvuju procesu maligne transformacije celija (Borek, 1991). Poznato je da do


http://www.tcpdf.org

maligne transformacije mogu dovesti radijacija, hemikalije i virusi. Radijacija direktno dovodi
do nastanka ROS u bioloskim sistemima, a za ove se smatra da dovode do maligne
transformacije direktnim ili indirektnim promenama na DNA (Kennedy i sar., 1984). Iako se
smatra da su ROS ukljucene i u hemijsku karcinogenezu, razli€iti eksperimentalni modeli
pokazuju veoma razliite, pa 1 oprecne rezultate. Relativno skroman broj istrazivanja iz ove
oblasti je pokazao da postoji veza izmedu maligne transformacije 1 ravnoteze antioksidant-
oksidant. Pojacana proliferacija celija razli¢itih tipova tumora koze kod miSeva uocena je nakon
tretmana sa benzoil peroksidom, generatorom ROS (O'Connell i sar., 1986).

Aplikacija vodonik peroksida, ROS, dovodi do pojave epidermalne hiperplazije i
promocije tumora kod eksperimentalnih Zivotinja (Klein-Szanto 1 Slaga, 1982). Preventivno
intraperitonealno davanje agenasa koji poseduju antioksidantnu aktivnost (selen, glutation i
vitamin E) pojafava aktivnost intracelularnog antioksidantnog sistema celija epidermisa, i
inhibira nastanak i1 razvoj tumora (Perchelett i sar., 1987). Takode, uoCena je povecana
koncentracija ROS wu Ccelijama nakon tretmana hemijskim karcinogenom, 12-O-
tetradekanoilforbol-13-acetatom (Robertson 1 sar., 1990). Rezultati ispitivanja aktivnosti
antioksidantnih enzima u "normalnim" celijama nakon tretmana sa hemijskim karcinogenom
pokazala su sniZenje aktivnosti CAT i pojacanje aktivnosti XOD (Reiners i sar., 1991). Sli¢no,
uoCena je snizena aktivnost CAT i pojacana aktivnost XOD u celijama tumora kao posledica
dejstva oksidansa.

Nasi rezultati pokazuju snizenu aktivnost CAT nakon tretmana "normalnih" celija sa
CCly, nepromenjen XOD. U netretiranim celijama EAC zabeleZena je niska aktivnost XOD i
visoka aktivnost CAT, oprecno slu¢ajevima u kojima je dokazano postojanje oksidativnog stresa.
Medutim, u celijama Ehrlich-ovog tumora nakon tretmana sa ekstraktima V. album, uoCena je
snizena aktivnost CAT 1 poja€ana aktivnost XOD, kao i u slu¢ajevima kada su celije izloZzene
oksidativnom stresu, s tim da su znaajne razlike uofene u zavisnosti od vrste ekstrakta

(imelinog domacina). Aktivnosti antioksidantnih enzima su odredivane i u hormon zavisnim
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renalnim tumorima zamoraca (McCormick i sar., 1991). Aktivnosti obe forme SOD,(CuZn i Mn)
i CAT su bile znacajno nize u primarnim tumorima nego kod netretiranih i muzjaka tretiranih
estrogenom. Takode, CAT, CuZnSOD i1 MnSOD su pokazale snizenu aktivnost kod hormon-
nezavisnih tumora u odnosu na primarne. McCormick i saradnici sugeriSu da nedostatak SOD i
CAT mozZe da posluzi kao marker za hormonski indukovanu renalnu neoplaziju kod ovih vrsta.
Roy 1 Lier (1989) su pokazali da produzeni tretman sa estrogenom dovodi do porasta koli¢ine
glutationa, aktivnosti glutation peroksidaze i produkata lipidne peroksidacije u bubrezima (u
sluCaju renalnog tumora). Ovi autori zaklju€uju da primenjeni tretman rezultuje u "povecanom
nivou oksidativnog stresa". Dodatni dokazi postojanja oksidativnog stresa priloZzeni su u
radovima koji se bave pracenjem oksidativnog ostecenja proteina, takode kod hormon zavisnih
tumora (Winter 1 Liehr, 1991).

Suprotno prethodnim tvrdnjama, iako kiseonicni radikali i hormoni (kod hormon zavisnih
tumora) mogu da dovedu do pojacanog rasta tumora uticajem na celijsku proliferaciju, pokazalo
se da ovi agensi mogu i da utidu na apoptozu (Oberley i sar., 1991). Celijska smrt kao pokazatelj
rasta i regresije tumora, ispitivana je na transplatabilnoj celijskoj liniji tumora sa oznakom H301.
U ovoj studiji, nakon transplantacije je uo¢ena regresija tumora 80-90% za etiri dana. Celije u
mitozi, nekrotiCne celije i cCelije u apoptozi su identifikovane na histoloSkim preparatima
obojenim hematoksilinom i1 eozinom. Uporedo sa regresijom tumora, mitoticka aktivnost je
smanjena za oko 90%, a broj apoptoti¢nih celija se udvostru¢io. Broj nekroti¢nih celija se nije
menjao. Kod pacijenata sa kancerom uocCen je snizen nivo ukupnog antioksidantnog statusa
(TAS) (Salgo 1sar., 1997). Medutim, jo$ uvek nije sa sigurno$¢u poznato da li je ovo primarni ili
sekundarni efekat. Odredivanje ukupnog antioksidantnog statusa moZe da bude znadajano
screening sredstvo za identifikaciju pacijenata sa rizikom od nastanka kancera, ali.i za pracenje
terapijskih efekata. Sve navedene i diskutovane informacije idu u prilog &injenici da dosadasnje
razumevanje uticaja oksidativnog stresa i antioksidantnih sistema zaStite u patogenezi maligne

transformacije celije nije veliko.
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Da bi se bolje shvatila kompleksnost problema kojim se bavi ova disertacija, valja
napomenuti da se sve do kraja sedamdesetih godina verovalo da postoje kriti¢ne kvalitativne
biohemijske razlike izmedu normalnih i malignih celija. Medutim, sve veci broj istrazivackih
radova, ostavljao je malo nade da ¢e se ikad otkriti specificna abnormalnost biohemije i
molekularne biologije tumora odnosno maligne transformacije ¢elije. Drugim re¢ima, nema
jedne jedinstvene enzimske, imunske ili genetske promene koja bi bila zajedni¢ka za sve maligne
transformacije. Ti radovi su sve ubedljivije sugerisali da se, naprotiv, moZe izvesti jedan sasvim
suprotan zakljuCak koji govori o ekstremnoj fenotipskoj heterogenosti maligno transformisanih
celija poCev od onih dobro diferenciranih i sa minimalnim devijacijama u odnosu na normalne pa
do potpuno nediferenciranih (Dexter i Calabresi, 1982). Ova fenotipska heterogenost se
pojavljuje ve¢ u najranijim stadijumima maligne transformacije, a ne samo kao rezultat njene
progresije. Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji potvrdili su postojanje biohemijskih razlika
izmedu malignih Celija Ehrlich-ovog tumora i celija zdravih tkiva; prvenstveno u odgovoru na
tretman sa ispitivanim ekstraktima imele, odnosno u odgovoru na postojanje oksidativnog stresa
1/1li antioksidantne aktivnosti. Ova tvrdnja se prvenstveno odnosi na aktivnost nekih ispitivanih
antioksidantnih enzima (XOD, CAT, GSHPx i GR); nakon davanja ekstrakata imele "zdravim"
eksperimentalnim zivotinjama nije doslo do znacajnih promena aktivnosti enzima (tabele 5.16),
dok su promene aktivnosti ovih enzima u tumorskim celijama nakon tretmana ekstraktima bile
znacajne, 1 ukazivalé na prisustvo oksidativnog stresa (tabele 5.20, 5.21, 5.23 i 5.24). Takode,
"normalne” 1 tumorske celije pokazale su razli¢it odgovor na davanje ekstrakata imele i kada je
pracen nivo GSH 1 intenzitet LPx; celije EAC su imale znaCajno izmenjene vrednosti ovih
parametara nakon tretmana sa ekstraktima, Sto je opet ukazivalo na prisustvo oksidativnog stresa
u celijama.

Prethodna in vitro i in vivo istrazivanja su pokazala da V. album ekstrakti poseduju
odredena antitumorska svojstva, medutim, mehanizmi na kojima se zasnivaju ova svojstva su

uglavnom nepoznata, i nalaze se jo§ uvek u sferi nauénih spekulacija. Jedna od glavnih
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karakteristika metabolizma malignih celija je konstantna izloZenost epizodama hipoksije ili
ishemije, pracene reoksigenacijom. Permanentna anoksija/ishemija dovodi do smrti celije i
nekroze tumorskog tkiva. Medutim, tumorske celije koje su konstantno bile izloZene
oksidativnom stresu postale su veoma otporne, §to znaCi da su razvile snazne mehanizme
antioksidativne zastite (Piette, 1999). Procesi koji dovode do oStecenja celijskih membrana
tokom anoksije, a posebno posle reoksigenacije, su verovatno odsutni ili inhibirani u malignim
celijama. Na primer, aktivnost XOD, enzima za koji se veruje da je odgovoran za nastanak O,",
je znacajno smanjena, a maligne cCelije su, takode, sposobne da se adaptiraju na poviSenu
koncentraciju Ca*" (Ripple i sar., 1997). Pored toga, postoji nekoliko podataka koji pokazuju da
su intenzitet lipidne peroksidacije i koncentracija degradacionog proizvoda (MDA) veoma niske
kod proliferisuc¢ih tumorskih celija (Rice-Evans i Burdon, 1994), §to istiCe znaCajnu razliku
izmedu maligne i normalne éelije. Maligne Celije produkuju male koli¢ine O," i H,0; i imaju
niske aktivnosti enzima SOD 1 CAT. Rezultati dobijeni u disertaciji su potvrdili nisku aktivnosti
XOD, CAT 1 veoma mali intenzitet lipidne peroksidacije u celijama EAC. Veoma visoka
aktivnosti XOD i veliki intenzitet LPx, te snizena aktivnost CAT (pracena mogucnoscu
akumulacije O," 1 H20,) kod Zivotinja koje su tretirane sa ekstraktima imele (a koji su pokazali
citotoksi¢na svojstva), sve to pra¢eno smanjenom incidencom EAC, ukazuje na moguc¢nost da su
maligne celije bilf; izlozene snaznom oksidativnom stresu tokom tretmana sa imelinim
ekstraktima.

GSH je univerzalni celularni protektant od oksidativnog stresa. Znacaj glutationa i
enzima koji se sa njim dovode u vezu (glutation reduktaza, glutation peroksidaza) u
antioksidativnoj za§titi malignih celija lezi u €injenici da brzina proliferacije, osetljivost prema
citostaticima 1 mehanizmi koji mogu biti okidaéi programirane celijske smrti su direktno zavisni
od intracelularnih nivoa glutationa. U ovoj disertaciji, uo€eno je snazno smanjenje koli¢ine GSH
(tabela 5.25) u ¢elijama EAC 1 porast aktivnosti GSHPx 1 GR (tabele 5.23 i 5.24) nakon tretmana

sa V. album ekstraktima (koji su pokazali odredeni stepen efikasnosti), $to je bila karakteristika
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¢elija izloZenih oksidativnom stresu (tabela 5.16). Poredeci rezultate biohemijskih testova
(aktivnost antioksidantnih enzima, koli¢ina GSH i intenzitet LPx) sa brojem celija EAC i
¢elijskom vijabilno§¢u, mogu se uociti izvesne korelacije. Netretirane celije EAC pokazale su
visoku vijabilnost (nizak stepen oStecenja celija, 8,7-8,9%) i rastu¢i broj celija od dana
implantacije (od 20000 l-og dana do lZOOOOéelijafmm3 14-0g dana). Tretman sa V. album
ekstraktima znacdajno je promenio antioksidantni status celija EAC (pojacana aktivnost XOD, Px,
GSHPx i GR, sniZzena aktivnost CAT, smanjena koli¢ina GSH, pojacan intenzitet LPx), a imao je
i uticaja na broj ¢elija EAC i njihovu vijabilnost. Pojacan oksidativni stres celija EAC pracen je
smanjenim brojem celija i ¢elijskom vijabilnos¢u. U odredenom broju slucajeva, pogotovo kada
su zivotinje pretretirane sa ekstraktima V. album sa topole, gloga, Sipka i kleke, zabelezeno je
¢ak 1 potpuno odsustvo celija EAC. Posttretman je, takode, doveo do redukcije broja i
vijabilnosti celija, ali u manjoj meri, $to je bilo u skladu sa nizim stepenom oksidativnog stresa
kod ovih ¢elija. Generalno, dobijeni rezultati upucuju na mogucnost da je citotoksi¢na aktivnost
odredenih ekstrakata V. album u vezi sa indukcijom oksidativnog stresa. Od velikog znacaja je,
takode, 1 ispitivanje reakcije malignih celija na takozvani terapijski oksidativni stres koji
izazivaju antitumorski lekovi i aktivirane ¢elije imunog sistema koje produkuju vodonik peroksid
kao znacajan citotoksiéni intermedijer (Korytowski i sar., 1995). Ovaj koncept je u potpunosti u
skladu sa osnovnom idejom 1 ove disertacije. Ispitivane ekstrakte lista V. album smo u in vivo
eksperimentima infraperitonealno davali miSevima sa implantiranim EAC u razliCitim
stadijumima razvoja tumora, nakon Cega je, izmedu ostalog merena koncentracija redukovanog
glutationa. Efekti primenjenih ekstrakata su pokazali smanjenje GSH, verovatno pracenu
porastom koncentracije oksidovanog oblika GSSG, ili njegovim izlaskom iz celija. Testiranje
vijabilnosti celija EAC nakon tretmana sa ekstraktima pokazalo je da je pre davanja ekstrakata
procenat nevijabilnih Celija, odreden koris¢enjem boje 7rypan blue, bio samo oko 8%, dok se
nakon tretmana kretao od 60-100%, u zavisnosti od primenjenog ekstrakta 1 stadijuma razvoja

tumora. Dalje, rezultati ove studije pokazuju da tretman celija EAC sa N-acetil-L-cisteinom
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dovodi do smanjene degradacije i deplecije GSH u odnosu na celije koje nisu tretirane sa ovom
aminokiselinom, §to ide u prilog tezi o vaznoj ulozi oksidativnog stresa u citotoksi¢noj aktivnosti
ispitivanih ekstrakata. U vezi sa prethodnom pretpostavkom su i rezultati do kojih su dosli Lee 1
saradnici (1998), koji su pokazali da tiolni antioksidans N-acetil-L-cistein suprimira
citotoksi¢nost 1 produkciju prooksidanasa kod celija humanog karcinoma dojke (MCF-7/ADR)
sa multiplom rezistencijom na citostatike.

U fizioloskim uslovima koncentracija GSH u celijama je konstantna. U metabolizmu
glutationa vaznu ulogu igra i sistem NADPH/NADP", koji inaktivira GR koja zatim biva
reaktivirana povecanjem koncentracije GSSG (Tew, 1994). Ovaj podatak sugeriSe da je GR
parcijalno neaktivna (inaktivirana) ili slabo aktivna u fizioloSkim uslovima. U stanjima
oksidativnog stresa povecanje koncentracije GSSG aktivira GR. U sistemima ispitivanim u
disertaciji, aktivnost GR je bila niska kako u uzorcima krvi zdravih Zivotinja, tako i u
netretiranim celijama EAC. Kod Zivotinja sa implantiranim EAC, aktivnost GR je bila izrazito
povecana u krvi (Cebovi¢ i Popovi¢, 2007), verovatno kao posledica oksidativnog stresa. Iako
ekstrakti imele generalno nisu menjali aktivnost GR kod zdravih Zivotinja, porast aktivnosti
tumorske GR je u manjoj ili ve¢oj meri zabeleZen tretmanom sa ekstraktima imele, u zavisnosti
od domacina. Intracelularne nivoe GSH reguliSe 1 glutation peroksidaza (GSHPx). Izmereni
nivoi aktivnosti GSHPx u normalnim i ¢elijama EAC ukazuju na njihov znacajan potencijal u
antioksidativnoj za§;citi tumorskih celija koja je od izuzetnog znafaja u uslovima egzogenog
oksidativnog stresa koji oSteCuje plazmalnu membranu 1 ostale celijske organele. Ovde do
izrazaja dolazi stepen povezanosti 1 sinergistickog delovanja komponenti antioksidantnog
sistema — GSH, GSHPx i1 GR, i potrebe da njihova aktivnost u ¢elijama izloZzenim oksidativnom
stresu bude optimalna. Pojacanje aktivnosti GSHPx izmereno u ¢elijama EAC nakon tretmana sa
V. album ekstraktima sigurno ukazuje na postojanje promena u antioksidantnom statusu ovih

celija.
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Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji nalaze potvrdu i u nekim literaturnim podacima.
Navarro i saradnici (1999) su ispitivali povezanost rasta tumora in vivo sa promenama aktivnosti
CAT, te sistema GSH-GSHPx-GR u krvi eksp. Zivotinja i tumorskim celijama. Uocen je
znaCajan porast aktivnosti GSHPx i GR, pad nivoa GSH, te pojatanje aktivnosti CAT u krvi
eksp. Zivotinja nakon implantacije tumora, 3to se dobro slagalo sa nasim rezultatima (Cebovié i
Popovic, 2007). Autori su ove promene doveli u vezu sa postojanjem oksidativnog stresa kod
zivotinja sa implantiranim tumorom. S druge strane, prateci iste antioksidantne sisteme u
tumorskim celijama, Navarro i saradnici nisu uocili znacajne promene od momenta implantacije
tumora, Sto je bilo u skladu sa rezultatima prikazanim u disertaciji (tabele 5.21, 5.23, 5.24 i
5.25). Korak dalje u istrazivanjima su otisli Fawzia i saradnici (2004). Oni su, takode, pratili
promene aktivnosti CAT 1 sistema GSH-GSHPx-GR, ali nakon tretmana miSeva sa
implantiranim Ehrlich-ovim tumorom sa jodoacetatom i dimetilsulfoksidom. Vazan zakljucak
ove studije je bio da su vrednosti za merene parametre u krvi svedene na kontrolne (Zivotinje bez
implantiranog tumora) nakon tretmana sa pomenutim antitumorskim agensima, da su vrednosti u
tumorskim celijama ukazivale na poremecen antioksidantni status, te da je uodena i inhibicija
rasta ovog solidnog tumora. Na$i rezultati dobijeni kod miSeva tretiranih sa ispitivanim
ekstraktima imele u velikoj meri prati ovakav trend, sa malim odstupanjima kod posttretiranih
zivotinja (verovatno zbog viSeg stepena razvoja implantiranog tumora i postojanja oksidativnog
stresa pre pocetka terapije sa ekstraktima). Razlike u rezultatima koje bi bile posledica primene
ekstrakata imele sa razli¢itih domacina nisu zabelezene.

Mnoga saznanja idu u prilog pretpostavci da je oksidativni stres jedan od mehanizama
prisutnih tokom maligne transormacije ¢elije. Medutim, veoma je vaZno razmotriti i promene
koje se deSavaju u toku razvoja kancera, kao i promene koje nastaju tokom terapije. Poznato je
da su u prvoj fazi kancerogeneze (u fazi inicijacije) prisutne promene aktivnosti antioksidantnih
enzima. Pokazano je da nakon aplikacije dimetilhidrazina, odgovornog za razvoj

adenokarcinoma kolona miSeva, aktivnost nekih antioksidantnih enzima (npr. SOD) raste mnogo
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pre bilo kojih vidljivih histoloskih promena (Loven i sar., 1980). Takode, ispitivanjem ukupnog
antioksidantnog potencijala i koncentracije malonildialdehida (MDA) u malignim celijama
adenokarcinoma kolona, nadeno je povecanje ukupnog antioksidantnog kapaciteta i smanjenje
koncentracije MDA u odnosu na celije zdravih tkiva Zivotinja sa adenokarcinomom. U
disertaciji, ispitivanjem aktivnosti antioksidantnih enzima celija Ehrlich-ovog tumora i zdravih
tkiva, uoCeno je, takode, povecanje antioksidantnog kapaciteta u ¢elijama tumora u odnosu na
zdrava tkiva kod kojih je zabeleZena pojava oksidativnog stresa, koja se ogledala ne samo u
promenama aktivnosti antioksidantnih enzima, ve¢ 1 u padu koncentracije redukovanog
glutationa i porastu oksidativnog ostecenja membranskih lipida (koncentracija MDA). Dobijeni
rezultati, kao 1 ostali podaci iz dostupne literature idu u prilog ¢injenici da promene u
antioksidantnom statusu celije, vrlo verovatno, predstavljaju neke od faktora rane pripreme celija
za malignu transformaciju. Najverovatnije su ovi faktori udruZzeni sa nishodnom "down"
regulacijom lipidne peroksidacije.

Fenomen progresije tumora koji se odvija in vivo uslovljen je selekcijom tumorskih celija
sa novim, specifi¢nim karakteristikama (Deichman, 2000). Ustanovljeno je da prirodna selekcija
"otpornih" klonova tumorskih celija, imedu ostalog, podrazumeva rezistenciju na HyO,,
uslovljenu jakom antioksidativnom aktivnoScu (najve¢im delom aktivnos3cu CAT). Rezistencija
na citotoksitne nokse je u vezi sa ukupnom enzimskom antioksidantnom aktivnoscu. Ove celije
pokazuju manji nifo produkata lipidne peroksidacije, a ove stavove su potvrdili i rezultati
prikazani u disertaciji (tabele 5.21 i 5.26). Bez obzira na ¢injenicu §to je naruSen antioksidantni
status ¢elije jedan od mogucih preduslova za kancerogenezu, produkcija ROS u malignom tkivu
je znatajno manja u odnosu na zdravo tkivo (Cheeseman i sar., 1986). Ta¢an mehanizam kojim
maligne celije limitiraju produkciju kiseoni¢nih radikala nije precizno utvrden. Pretpostavlja se
da manja osetljivost malignih éelija na proces peroksidacije lipida nastaje zbog manjeg sadrzaja
nezasicenih masnih kiselina (primarnog supstrata za proces peroksidacije). Prisutna je 1 opSta

hipoteza da je povecanje mitotske aktivnosti celije udruzeno sa opadanjem nivoa lipidne
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peroksidacije (Slater, 1984) Rezultati dobijeni tokom izrade disertacije, koji ukazuju na
smanjenu koncentraciju MDA u celijama EAC, u skladu su sa navedenim podacima iz literature.
Osim smanjene koncentracije MDA, krajnjeg produkta lipidne peroksidacije, u tumorskim
¢elijama je izmerena 1 smanjena koncentracija 4-hidroksi-nonenala (Barrera 1 sar., 2005, 1999),
produkta koji nastaje u toku lipidne peroksidacije, za koji je takode nadeno da inhibira
proliferaciju HL-60 celija u in vifro uslovima. Dakle, nije iskljueno da u pripremi celije za
proces maligne transformacije limitirana produkcija radikala smanjuje apoptozu, a favorizuje
celijsku proliferaciju. Ova pretpostavka bazirana je na Cinjenici da slobodni radikali ucestvuju u
normalnoj celijskoj destrukeiji, kao i da se programirana celijska smrt (apoptoza) moze inhibirati
endogenim 1 egzogenim antioksidantima (Sandoval 1 sar, 1997). Pomenuta fenotipska
karakteristika malignih ¢elija (mala peroksidabilnost, smanjena apoptoza) predstavljaju kriti¢ni
faktor za progresiju tumora. U prilog ovim literaturnim podacima svakako idu i rezultati
disertacije dobijeni ispitivanjem uticaja antioksidanta N-acetil-L-cisteina na celije EAC, odnosno
uocen porast broja tumorskih celija nakon tretmana ovim antiksidansom, kao 1 povecan
antioksidantni status Celija izraZzen kroz aktivnosti antioksidantnih enzima. S druge strane,
smanjenje antioksidantnog statusa celija EAC, povecanje lipidne peroksidacije u celijama EAC
praceno smanjenjem broja celija EAC nakon tretmana sa ekstraktima imele, mogli bi da, na
osnovu literaturnih pretpostavki, budu posledica specifi¢énog indukovanog oksidativnog stresa u
¢elijama EAC.

Ostecenje malignih celija indukovano slobodnim radikalima tokom oksidativnog stresa,
ukljuéeno je wu inicijaciju apoptoze. Aktivacija apoptotickog programa u maligno
transformisanim celijama je jedna od antitumorskih strategija koja se nalazi u centru istrazivanja
na nivou hemioterapije, radioterapije i genske terapije (Thompson, 1995). Medutim, problem
primene antineoplasti¢nih lekova, kao $to su antraciklinski antibiotici 1 alkilirajuca sredstva, je
njihova sekundarna toksi¢nost, naro¢ito izraZzena kao kardio, entero, hepato i1 nefrotoksi¢nost.

Smatra se da je izazvana nastankom superoksid anjon radikala tokom metabolizma ovih lekova i
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njegovom transformacijom do vodonik peroksida. S druge strane bi se moglo smatrati da su
ispitivani ekstrakti J. album bili u prednosti jer, u in vivo ispitivanjima nisu pokazali
hepatotoksi¢ni niti prooksidantni efekat u zdravim tkivima.

Istrazivacki tim Slyshenkov-a i saradnika (1996), koji je za svoje eksperimente in vitro
takode koristio celije Ehrlich-ovog ascitnog tumora (EAC), prikazao je rezultate sadrzaja
proteina u celijskoj suspenziji, kao i koncentraciju redukovanog GSH adekvatne rezultatima
dobijenim u ovoj disertaciji, s tim §to je za indukciju oksidativnog stresa kori§cen tercbutil
hidroperoksid, a u disertaciji su rezultati bili posledica davanja ispitivanih eksrakata imele. Ovi
autori, takode, pokazuju da primena antioksidanata snizava lipidnu peroksidaciju u celijama
EAC (Slyshenkov i sar., 1995), §to je bilo u korelaciji sa ovde prikazanim rezultatima.

Postoji malo dostupne literature koja ispituje moguéu povezanost antitumorskog
delovanja ekstrakata V. album sa delovanjem na oksidativni stres i produkciju ROS. Kim je, sa
svojim saradnicima (2004), pokazao da tretman aglutininom V. album ssp. coloratum dovodi do
znalajnog povecanja koli¢ine ROS u Hep3B tumorskoj ¢elijskoj liniji, do gubitka potencijala
membrane mitohondrija, kao i da tretman sa antioksidantom, N-acetil-L-cisteinom, inhibirajuci
produkciju ROS sprecava apoptozu ovih celija. Ranija istrazivanja ovih autora (Kim i sar., 2003)
su dovela u vezu delovanje imelinog lektina-II sa prekomernim nastankom H,0O, kod U937
leukemijskih celija. S druge strane, Timoshenko i1 njegovi saradnici (2001) ukazuju da bi se
primenom imelinih llektina tokom imunoterapije C3H/HeJ adenokarcinoma sa interleukinom-2
mogli izbe¢i nezeljeni efekti prouzrokovani prekomernim nastankom azot monoksida. Neki
ispitivani neoplastiéni agensi, medu kojima su cisplatina, hidroksiurea, doksorubicin i relaksin,
pokazali su se kao promoteri produkcije azot monoksida, NO (Bani i sar., 1995; Pacelli i sar,,
1996; Son 1 Kim, 1995). NO moZe imati uticaja na nekoliko aspekata biologije tumora
ukljuuju¢i modulaciju celijskog rasta, apoptoze, diferencijacije, angiogeneze i metastatske
sposobnosti (Stuehr 1 Nathan, 1989). Takode, NO, pojac¢ava celularni oksidativni stres (Noronha-

Dutra 1 sar., 1993). Neka istrazivanja su pokazala da neoplasti¢ni agensi koji povecavaju
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produkciju NO smanjuju rast solidnog Ehrlich-ovog tumora (Kalivendi i sar., 2001; Weinstein i
sar., 2000). Takode, NO moze da utiCe na celijsku proliferaciju preko ne-apoptotskih
mehanizama kao $to je inaktivacija enzima koji su odgovorni za mitohondrijalnu respiraciju
(Stuehr i Nathan, 1989), ili inhibicija ribonukleotid reduktaze (Kwon i sar., 1991). Nasa in vitro
ispitivanja uticaja ekstrakata lista V. album sa razliCitih domacina na produkciju NO su pokazala
da ispitivani ekstrakti ne utiCu znacajno na povecanje koncentracije nitrita u ispitivanom sistemu.
Malo odstupanje od ovakvog zakljucka je pokazao ekstrakt imele sa Sipka koji je u svim
ispitivanim koncentracijama pojafao nastajanje NO. Interesantno je napomenuti da je upravo
ovaj ekstrakt pokazao najjaci citotoksi¢ni efekat na celije EAC, inhibirajuci razvoj tumora 100%
u svim ispitivanim slu¢ajevima, §to bi se moglo dovesti u vezu sa prethodno diskutovanim
literaturnim podacima.

Najnovija istrazivanja pokazuju anti-tumorski efekat ekstrakta Iscador, lista V. album sa
hrasta, a Duong Van Huyen i saradnici (2007) smatraju da je antitumorska aktivnost posledica
pojacane aktivnosti IL-2, pra¢ena pojatanim oksidativnim stresom malignih celija melanoma
B16.

Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji nedvosmisleno pokazuju znaCajan porast stepena
ostecenja Celija tumora EAC, odnosno znacajno smanjenje vijabilnosti celija EAC nakon terapije
vodenim ekstraktima lista V. album (poglavlje 5.5.1, tabela 5.19). Uz odredene razlike izmedu
ekstrakata, ovaj fendmen je pracen i smanjenjem zapremine ascitesa, broja tumorskih celija, 1,
naravno smanjenjem incidence tumora (poglavlje 5.5 1, tabele 5.17 i 5.18). Osnova diskutovanih
istrazivanja je bio enzimski profil u malignim celijama nakon terapije ekstraktima imele, 1
postavljanje eventualne veze izmedu oskidativnog stresa 1 pojave supresije razvoja tumora.
Medutim, interesantno je istraziti da li je oStecenje Celija EAC bilo posledica apoptotske ili
nekrotske aktivnosti, §to moze biti jedan od prioritetnih pravaca daljih ispitivanja u ovoj oblasti.

Rezultati dobijeni u ovoj

disertaciji (poglavlje 5.5.2) ukazuju na postojanje slabijeg ili jaceg oksidativnog stresa u
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malignim cCelijama nakon administracije vodenih ekstrakata lista V. a/bum. Danas je poznato da
mitohondrije igraju centralnu ulogu u programiranoj celijskoj smrti, a u njima se odigrava i
najveca produkcija ROS (Green i Reed, 1998). Slobodni radikali dovode do oslobadanja
citohroma ¢ i otvaranja pora tranzitorne permeabilnosti mitohondrijalnih membrana, §to
predstavlja vazan dogadaj u apoptoti¢noj kaskadi (Green i Reed, 1998).

Mada postoje podaci koji ukazuju na ulogu oksidativnog stresa u pokretanju apoptoze,
njihova uloga jos uvek nije pouzdano utvrdena. Neki ranije publikovani rezultati (Duong van
Huyen i sar., 2007, Barrera i sar., 2005; Kim i sar., 2004), kao i ovde prezentovani rezultati, idu
u prilog tvrdnji da produkcija slobodnih radikala i sniZzavanje antioksidantnog kapaciteta celije
uzrokuje apoptozu/nekrozu. S druge strane, postoje i podaci koji ukazuju da se, apoptoza javlja i

kod veoma niskog pO,, gde je stvaranje ROS malo verovatno (Brunelle i Chandel, 2002).
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu prikazanih i diskutovanih rezultata, mogu se izvesti sledeci zakljucei:

1. Postoje znacajne razlike u fitohemijskom sastavu imele, 5to se u daljim ispitivanjima
odrazilo na efekte pro/antioksidantnu aktivnost ekstrakata, a posredno i na citotoksi¢nu
aktivnost.

2. In vitro ispitivanja antioksidantnih svojstava ekstrakata V. album sa razli€itth domacina
potvrdila su postojanje znac¢ajnih razlika.

3. In vivo testovi pokazali su hepatoprotektivna svojstva ekstrakata V. album sa razli€itih
domacina (izuzev imele sa gloga).

4. Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji potvrdili su postojanje biohemijskih razlika izmedu
malignih celija Ehrlich-ovog tumora i ¢elija zdravih tkiva; prvenstveno u odgovoru na tretman sa
ispitivanim ekstraktima imele, odnosno u odgovoru na postojanje oksidativnog stresa Vili
antioksidantne aktivnosti,

5. Uoena znaCajna razlika u aktivnosti vodenih ekstrakata V. album sa razliCitih
domaédina nagovestava moguénost da bioloka aktivnost ekstrakata u mnogome zavisi od
domacina na kome je biljka rasla.

6. Ekstrakti P album sa razli¢itih domacina su pokazali razliito citocidno delovanje na
celije EAC.

7. Pokazana je povezanost izmedu delovanja sastojaka ekstrakata V. al/bum na produkciju
ROS i aktivnost enzima antioksidantne zastite i njihovog citocidnog delovanja na celije tumora.

8. Iz dobijenih i diskutovanih rezultata, namece se zakljuCak da je u slucaju primene
vodenih ekstrakata V. album, od presudne vaZnosti kada se i na koji nacin ekstrakt aplicira

eksperimentalnim Zivotinjama.
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9. Odredivanje ukupnog antioksidantnog statusa moze da bude znacajano screening
sredstvo za identifikaciju pacijenata sa rizikom od nastanka kancera, ali i za praéenje terapijskih

efekata.
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9. PRILOG

H3CO

Naringenin-7-metiletar Naringenin-5,7-dimetiletar
Sakuranetin

Slika 9.1. Naringenin i njegovi derivati detektovani u Viscum album L.

Halkon 2'-hidroksi-4',6'-dimetoksihalkon-4-glukozid

Slika 9.2. Halkon i njegov glukozid detektovan u Viscum album L.
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Kvercetin Kvercetin-3-metiletar

Kvercetin-3,7-dimetiletar Kvercetin-3,3'-dimetiletar

H3CO 3‘OCI-I?,

3

Kvercetin-7,3'-dimetiletar Kvercetin-3,7,3'-trimetiletar

Slika 9.3. Kvercetin i njegovi derivati detektovani u Viscum album L.
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Kamferol-3-metiletar Kamferol-3,7-dimetiletar

Slika 9.4. Kamferol i njegovi derivati detektovani u Viscum album L.

COOH
HOOC 7
OH
H HO
OH
Gentisinska kiselina Kafena kiselina

Slika 9.5. Fenilkarboksilne kiseline detektovane u Viscum album L.
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g

Lakton o-kumarinske kiseline
COOH

OCH,
OH
Vanilna kiselna
(4-hidroksi-3-metoksibenzojeva kiselina)

HOOC
S
O>c OH
9)
H
HO OH
Digalna kiselina
COOH
OH
Salicilna kiselina

(2-hidroksbenzojeva kiselina)

Slika 9.6. Fenolne kiseline detektovane u Viscum album L. sa razli¢itih domacéina

R=CHj;, -amirin
R=COOH, Oleanolna kiselina
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Slika 9.7. Neki triterpenoidi detektovani u Viscum album L.

1
CH20H

Slika 9.8. 2,6-dimetilokta-2,7-dien-1,6-diol-6-0-[6’-O-B-D-apiofuranozil]-B-D-glukopiranozid
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBy

MoTnvcaxu-a /A‘TDAHA H hE%Oﬂir\

©poj nHaekca

UsjaBmyjem
Aa je foKTopCcKa AucepTaumja noa Hacnosom
HTL\L‘.('PC) EKCTPAKATA UMEAE U/nsaw ALBUM J.)CA PADAUMU TUX

AOHARUNA WA CTBAPMBE CAOBOAHUX PAAVVAAR KWCE OHU KA WA AVTWR O (T
AHTUOK CAAAR THUY EHZUHA

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXMBAYKOr paja,

* [anpeanoxeHa guceprauuja y LUenvuHW HY y fenosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a fobujakbe 6WMNo koje AUNMOME npema CTyAMjCKMM nporpamuma apyrux
BMCOKOLLIKONICKMX YCTaHOBA,

® fa Cy pe3ynTaT KOPeKTHO HaBeaeHU n

* Aa HUCaM Kpluuo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTEMEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokropaHaa
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Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwheky

Osnawhyjem YHusepauteTcky Gubnuoteky ,CeeTosap Mapkoeuh* ga y Ourutansu
penosuTopujym YHusepsuteTa y Beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacrnoBoOM:

" B
JTUWAD EXCIPAKATA UNEAE (V) SCUM ALBIUM L ]CA PASAUMUTUR ADHAWUHA HA CTPHAPATLE
CAOBOAHIAX PAAUKAAA KU LEOHUKA U AKTUBHOCT AHTUOWCA AARTHUX EHZUN A

Koja je Moje ayTopcko aeno.

AvcepTauujy ca ceum npunosuma npeaao/nia cam y enekTpoHCKOM opmaty norogHom
3a TpajHO apxMBMpaH-e.

Mojy pokTopcky avcepTauujy noxpareHy y Aurutanyu penosnTopujym YHuBepauTeTa
y beorpaay mory aa kopucte cBu Koju nowTyjy oapeate cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AyTopcTBO
@yTOpCTBO - HEKOMepUWjanHo
3. AyTopcTBO — HekomMepLumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLWjarHo — AENWUTU No4 UCTUM YCIIOBUMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepape
6. AyTOpCTBO — AEMUTU NOZ UCTUM YCrOBMMA

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jegHy of LiecT noHyReHnx nuueHun, Kpartak onuc
NVUEeHUM AaT je Ha nonefuHun nucra).

MoTtnuc aokTopaHaa

Y Beorpagy, L'QZ; 0. Jo %)
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1. AyTtopcTeo - [lo3BorbaBarte yMHOXaBare, ANCTPUBYLIM)Y M jaBHO caonwTaBarse
AEna, u npeépane, ako ce HaBeje UMe ayTopa Ha HauuH ogpeReH of cTpaHe aytopa
“nu fAasaouya nuueHue, Yak v y komepuujante cepxe. Oso je HajcnobogHuja og cBux
nvleHun.

D" ' yuj

| 2 AAYTOPCTBO — HekomepumjanHo. [lossorbasate yMHOXaBare, AvcTpubyumjy 1 jaBHo
caonwrasawe gena, u npepafe, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of
CTpaHe ayTopa unu aaeaoua nuueHue. OBa nNUUeHLa He [03BOSbasa KoMepLuujanHy
ynoTtpeby nena.

3. AyTOpCTBO - HekoMmepuujanHo - 6e3s npepage. [losBorbaBaTte yMHOXaBatbe,
AncTpubyumnjy n jaBHO caonwTaBare nena, 6es npomeHa, npeobnukoBawa UM
ynotpebe nena y cCBOM perny, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og
CTpaHe aytopa wnu aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbasa KoMepuwjanHy
ynoTpely fena. ¥ oAHOCY Ha CBe ocTane NUUEHLIS, OBOM MULEHLIOM ce orpaHu4asa
Hajsefn obum npasa kopuwhera gena.

4. AYTOpCTBO - HeKkoMepuujanHo — AenuTu nog wUctum ycnosuma. [lo3sorbasarte
yMHOXaBake, ANCTpUbYLMjy 1 jaBHO caorwTasake Aena, v npepage, ako ce Hasede
“Me ayTopa Ha HauuH ofpefeH of CTpaHe ayTopa wnv gaBaola NULEHLE W ako ce
npepaga auctpubyupa noag WCTOM WNM CAMYHOM nvueHUuoMm. Osa nuueHua He
A03BOSbaBa KoMepLUujanHy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AyTopcTBo — 6e3s npepafe. [l03BorbaBaTte yMHOXaBaH-e, AnCTpubyumjy n jasHo
caonwrasae aena, 6es npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe gena y CBOM geny,
ako ce Haeene wme ayTopa Ha HauuH ogpefleH on cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuuexLa [03BobaBa KoMepLUyjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - [enuTM noa MCTUM ycnosuma. [lossorbaBate yMHOMXaBame,
AVCTPUBYLMjy 1 jaBHO caonliTaBare Aena, npepage, ako ce Hasede UMe ayTopa Ha
HauMH oapefeH of cTpaHe ayTopa WnM AaBaola IUUEHUE M ako ce npepaga
AvCTpPUOyWMpa nop WCTOM WAM CIRMMHOM nuueHuoMm. Oea nuueHua [o3Borbasa
KoMepuwujanHy ynotpeby aena v npepaga. CrvdHa je codTBepckuM nuLeHLama,
OAHOCHO NUUEeHL[aMa OTBOPEHOr Koaa.
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