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POSVECUVIEM SV0J0J VOLIENOJ MAJCI



UTICAJ SASTOJAKA KUKUREKA (HELLEBORUS ODORUS WALDST. ET
KIT.) NA HEMATOLOSKE PARAMETRE, PROTEINE AKUTNE FAZE I
FUNKCIJE NEUTROFILNIH GRANULOCITA PACOVA

Apstrakt

U okviru ove doktorske disertacije je ispitivan uticaj sastojaka petroletarskog
(PEK), hloroformskog (HEK), metanolnog (MEK) i vodenog ekstrakta (EK) rizoma i
korena Helleborus odorus Waldst. et Kit. na hematoloSke parametre, odgovor akutne
faze (brzinu sedimentacije 1 koncentraciju proteina akutne faze) i funkcije neutrofilnih
granulocita (stepen fagocitoze i1 intenzitet oksidativnog praska) kod Wistar pacova.
Kontrolnoj grupi je intramuskularno (IM) aplikovan sterilan fizioloski rastvor u koli¢ini
od 2,5 ml/kg TM. Ogledne grupe su IM tretirane razli¢itim ekstraktima kukureka u
dozama od 50, 100 ili 200 mg/kg TM, a krv za analizu je uzimana posle 24h. Osim toga,
ispitivan je i uticaj vodenog i metanolnog ekstrakta aplikovanih 24h nakon trokratnog
tretmana pacova deksametazonom u dozi od 1 mg/kg TM, na uocene efekte. Ogled je
izveden na ukupno 147 pacova podeljenih u 21 grupu od po 7 jedinki.

Aplikovanje razli¢itih doza (50, 100 ili 200 mg/kg TM) metanolnog i vodenog
ekstrakta je dovelo do znaCajnog povecanja broja ukupnih leukocita, broja i procenta
neutrofilnih granulocita, srazmernog primenjenoj dozi. Ove promene su bile izrazene i
kada se ekstrakti primenjuju 24h nakon aplikacije deksametazona. Aplikovanje ovih
ekstrakata je imalo za posledicu smanjenje broja i procenta limfocita i povecanje
neutrofilno/limfocitnog indeksa u svim oglednim grupama. Srednje vrednosti navedenih
parametra su se neznatno menjale posle aplikovanja petroletarskog i hloroformskog
ekstrakta. Ispitivani ekstrakti nisu uticali na broj i procenat monocita, ali je povecanje
broja ovih krvnih elemenata registrovano kod primene MEK i EK nakon tretmana
pacova deksametazonom. Upotrebljeni ekstrakti nisu ispoljili hemoliti¢ku aktivnost,
koncentracija hemoglobina je bila znacajno povecana, a broj trombocita smanjen.

Znacajno brzu sedimentaciju u svim posmatranim intervalima su imali eritrociti
pacova oglednih grupa kojima su aplikovani pojedinac¢ni ekstrakti kukureka ili u
kombinaciji sa deksametazonom, a najizrazeniji efekat su ispoljili metanolni i vodeni
ekstrakt. StatistiCki znaCajno smanjenje koncentracije albumina 1 povecanje
koncentracija fibrinogena je utvrdeno nakon pojedina¢nog aplikovanja MEK i EK ili u
kombinaciji sa deksametazonom. Tretman oglednih grupa petroletarskim 1
hloroformskim ekstraktom nije uticao na koncentraciju albumina, a ispoljio je
negativan efekat na koncentraciju fibrinogena. Aplikovanje MEK 1 EK je dovelo do
znaajnog povecanja koncentracije haptoglobina, a sa povecanjem aplikovane doze,
povecavala se 1 vrednost ovog parametra. Razlika u prosecnoj vrednosti koncentracije
haptoglobina kod pacova kojima je trokratno aplikovan deksametazon nije bila
signifikantna u odnosu na grupe koje su dodatno tretirane navedenim ekstraktima.
Upotrebljeni metanolni i vodeni ekstrakt su doveli do znacajnog povecanja stepena
fagocitoze i intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih granulocita. Akutna zapaljenska
reakcija se razvija 24h posle pojedina¢nog aplikovanja razli¢itth doza metanolnog i



vodenog ekstrakta ili u kombinaciji sa deksametazonom, ali ne i nakon tretmana
petroletarskim i hloroformskim ekstraktom.

Kljuéne reci: akutna zapaljenska reakcija, funkcije neutrofilnih granulocita,
hematoloski parametri, kukurek, pacovi.
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INFLUENCE OF HELLEBORES INGREDIENTS (HELLEBORUS ODORUS
WALDST. ET KIT.) ON HEMATOLOGICAL PARAMETERS, ACUTE PHASE
PROTEINS AND NEUTROPHIL GRANULOCYTES FUNCTIONS IN RATS

Abstract

Within the framework of this PhD thesis, we investigated effects that ingredients
of petroleum ether (PHE), chloroform (CHE), methanol (MHE) and aqueous extract of
rhizome and root of Helleborus odorus Waldst. et Kit. (HE) might have on
hematological parameter values, acute phase response (sedimentation rate and
concentration of acute phase proteins) and neutrophil granulocytes functions (intensity
of phagocytosis and oxidative burst) in Wistar rats. Sterile saline, in the amount of 2,5
ml’kg BW, was applied intramuscularly (IM) to the animals in a control group. The
experimental groups were treated intramuscularly with different Hellebores extracts in a
doses of 50, 100 or 200 mg/kg BW and blood was collected following 24 hrs. We have
also investigated the influence of methanol and aqueous extracts injected 24 hrs after
triple treatments of rats with dexamethasone in a dose of 1 mg/kg BW on the parameters
enlisted above. The experiment was conducted on the total of 147 rats divided in 21
groups consisting of 7 animals each.

Application of different MHE and HE doses (50, 100 or 200 mg/kg BW)
resulted in significant increase of total leukocyte count, number and percent of
neutrophil granulocytes and this efect was dose dependent. These effects were also
evident 24 hrs following dexamethasone treatment. In all experimental groups,
lymphocyte count and percent of lymphocytes was decreased while
neutrophil/lymphocyte index was increased. Other two extracts (PHE and CHE) did not
exert significant effects on the above mentioned parameters. Hellebores extracts didn't
influence monocyte number and percent, but increase in their number was registered
after treatment with MHE and HE following dexamethasone injections. Thrombocyte
count was decreased. Applied extracts didn't exert hemolitic activity and hemoglobin
concentration was significantly increased.

Sedimentation rate in all observed intervals was significantly increased in all
groups treated with Hellebores extracts alone or in combinations with dexamethasone.
Methanol and aqueous extract exerted were the most effective. Statistically significant
decrease in albumin concentration and elevation of fibrinogen concentration was
registrated after single application of MHE and HE alone or in combination with
dexamethasone. Treatment of experimental groups with petroleum ether and chloroform
extract didn't elevate albumin concentration, and exerted negative influence on the
fibrinogen concentration. Application of MHE and HE resulted in significant
haptoglobin concentration increase and this effect was dose dependent. Differences in
haptoglobin mean values following triple treatment with dexamethasone didn't
significantly differ when compared to the values recorded in groups aditionally treated
with Hellebores extracts. Intensity of phagocytosis and oxidative burst by neutrophils
were significantly increased with MHE and HE. Acute inflammatory reaction
developed 24 hrs following application of different MHE and HE doses alone, or in
combination with dexamethasone, but not and after treatment with PHE and CHE.
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Spisak koriS¢enih skraéenica:

FR — Fizioloski rastvor

DM - Deksametazon

PEK — Petroletarski ekstrakt podzemnih organa H. odorus W. et K.
HEK — Hloroformski ekstrakt podzemnih organa H. odorus W. et K.
MEK — Metanolni ekstrakt podzemnih organa H. odorus W. et K.
EK — Vodeni ekstrakt podzemnih organa H. odorus W. et K.
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Hb — Hemoglobin
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1. UVOD

Konvencionalna veterinarska medicina i etnoveterinarska medicina i pored svoje
razli¢itosti, moraju da deluju udruzeno u ostvarivanju zajednickog cilja, a to je oCuvanje
zdravlja 1 dobrobit Zivotinja. Fitoterapija, kao oblik konvencionalne i tradicionalne
veterinarske medicine, je jedan od najstarijih 1 najSire primenjivanih sistema terapije.
Podrazumeva postavljanje tacne dijagnoze bolesti, dobro poznavanje farmakoloske
aktivnosti biljnih sastojaka i primenu prirodnih lekovitih sirovina i narodnih lekova
pripremljenih od biljaka, u leCenju kao i u sprecavanju nastanka bolesti Zivotinja. U
zdravstvenoj zastiti zivotinja, upotreba lekovitog i drugog bilja u preventivne svrhe, kao
potporne (adjuvantne) terapije ili kao potpune terapije ima ogroman potencijal, bilo da
se radi o pojedinac¢nim ili o kombinovanim biljnim lekovitim sredstvima koja deluju
sinergisticki. Njihova primena je indikovana u profilakticke svrhe i u cilju le€enja blazih
oblika bolesti, hroni¢nih bolesti i rekurentnih infekcija, kao i u organskoj stocarskoj
proizvodnji. Svetska zdravstvena organizacija (World Health Organization, 2002) koja
se zalaze za upotrebu efikasnih i1 bezbednih lekova, fitoterapiju smatra korisnim, lako
raspolozivim izvorom i osnovom primarne zdravstvene zatite i preporucuje upotrebu
lekovitog i drugog bilja u veterinarskoj medicini.

Najveca paznja u zdravstvenoj zastiti zivotinja se pridaje prevenciji bolesti koja
se zasniva, pored ostalog, na odgajivanju zivotinja u skladu sa njihovim zahtevima 1
potrebama, tako da se postigne maksimalna otpornost prema bolestima i1 zaStita od
infekcija. U veterinarskoj medicini su opisani slucajevi hroni¢nih bolesti i rekurentnih
infekcija koje nisu dovoljno etiopatogenetski razjasnjene, a pretpostavlja se da nastaju
usled insuficijencije imunskog sistema ili su posledica neadekvatnog odgovora
organizma na neke antigene ili stimuluse iz okoline (stresne reakcije). Efekti korisS¢enja
biljnih preparata usmereni su, uglavnom, na stimulisanje pojedinih funkcija organizma i
potenciranje njegovih odbrambenih sposobnosti. Primena biljnih ekstrakata i preparata,
u cilju jacanja aktivnosti imunskog sistema 1 podsticanja funkcije efektorskih
odbrambenih ¢elija, dobila je na znacaju poslednjih godina, jer je u zemljama Evropske
Unije, od pocetka 2006. godine, zabranjeno koriS¢enje svih antibiotika u krmnim
smeSama, kao profilakti¢kih supstanci i kao stimulatora rasta. U biljnom svetu jo§ uvek

postoje brojne, nedovoljno ili sasvim neispitane vrste, a naucna saznanja o aktivnim



sastojcima, mehanizmima delovanja 1 primeni pojedinih biljnih preparata u
veterinarskoj medicini su nepotpuna, a Cesto i kontradiktorna. Danas se ulazu veliki
istrazivacki napori 1 intenziviraju fitohemijska, fizioloska, fitofarmakoloska i
toksikoloSkih ispitivanja, u cilju identifikovanja i izolovanja lekovitih materija,
utvrdivanja doza 1 nacina njihovog delovanja u organizmu, definisanja terapijskih
indikacija pojedinih biljaka i1 njihovih ekstrakata, $to je omogucilo da se fitoterapija
direktno ukljuci u konvencionalnu terapiju.

Lekovita i toksi¢na svojstva biljaka poticu od sekundarnih metabolita koji su u
organizmu biohemijski ili fizioloski aktivni. U fitoterapiji se pojam "toksic¢ne ili otrovne
biljke" moze uslovno upotrebiti, jer mnoge od njih se koriste kao lekovite u
tradicionalnoj 1 konvencionalnoj veterinarskoj medicini, ponekad i kao protivotrovi.
Ovoj kategoriji pripada preko 20 biljnih vrsta roda Helleborus L. (Ranunculaceae), ¢ije
poznavanje i upotreba u tradicionalnoj narodnoj i etnoveterinarskoj medicini, datira jo$
iz doba starih civilizacija. Intenzivnim proucavanjima poslednjih 70 godina, detaljno je
utvrden njihov hemijski sastav, dok je u manjem obimu ispitivano delovanje na Zivi
organizam. Zahvaljuju¢i savremenim metodama, danas se paralelno sa izolacijom i
karakterizacijom pojedinih sastojaka, ispituje i farmakolosko i klinicko delovanje
ukupnog ekstrakta, kao 1 pojedinih frakcija. Dok sa jedne strane postoji saglasnost oko
hemijske strukture brojnih vrsta kukureka, sa druge strane, jo§ uvek nisu ujednacena
misljenja oko njihovog delovanja.

Ekstrakt kukureka se primenjuje kod razlicitih indikacija, a zavisno od uslova,
ispoljava viSestruke bioaktivne efekte 1 moze da deluje u viSe pravaca:
imunomodulatorno (stimulatorno ili supresivno), proinflamatorno ili antiinflamatorno,
prooksidativno ili antioksidativno, antimikrobno, antineoplasti¢no, insekticidno, utice
na metabolizam, koncentraciju proteina akutne faze i status elektrolita krvnog seruma,
pri ¢emu su mehanizmi delovanja u vecini sluajeva nedovoljno precizno ispitani i
opisani ili su nepoznati. Imaju¢i u vidu ove podatke, kao i1 Siroku rasprostranjenost
Helleborus odorus W. et K. u nasoj zemlji, smatrali smo da je od znacaja, da se
doprinese rasvetljavanju njegove in Vvivo aktivnosti, ispitivanjem uticaja sastojaka
ekstrakata njegovih podzemnih organa, dobijenih ekstrakcijom pomocu rastvaraca
rastu¢e polarnosti, na hematoloSke parametre, proteine akutne faze 1 funkcije

neutrofilnih granulocita Wistar pacova, u eksperimentalnim uslovima.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. FITOTERAPIJA U VETERINARSKOJ MEDICINI

U veterinarskoj medicini, u cilju prevencije 1 leCenja bolesti, primenjuju se
razli¢iti oblici terapije: tradicionalna, narodna ili etnoveterinarska medicina, alopatska
ili konvencionalna, homeopatska, alternativna i fitoterapija kao oblik tradicionalne i
konvencionalne medicine. Etnoveterinarska medicina (etnoveterinarska praksa) se
definiSe kao nacin raspoznavanja, primene 1 integrisanja u celinu razlicitih lokalnih
saznanja o bolestima zivotinja i njthovoj kontroli, povezanih veStina 1 obicajnih
postupaka poniklih iz naroda, u cilju nege, ofuvanja zdravlja i dobrobiti radnih i
proizvodnih Zzivotinja (Martin i sar., 2001). Sistematsko proucavanje etnoveterinarske
medicine je vazno iz 3 razloga: 1. generiSe korisne informacije potrebne za razvoj
metoda leCenja zivotinja prilagodenih lokalnom okruzenju; 2. moze da bude kljucni
veterinarski resurs i da doda nove korisne lekove u farmakopeje; 3. doprinosi ocuvanju
biodiverziteta (Tabuti i sar., 2003). Etnoveterinarska medicina obezbeduje jeftine i lako
dostupne alternative za alopatske lekove 1 moze se smatrati odrzivom veterinarskom
medicinom (Benitez i sar., 2012), pri ¢emu prevencija i leCenje bolesti biljkama
(fitoterapija) zauzima znacajno mesto u brojnim narodnim obicajima i1 na¢inima lecenja
zivotinja (Mathias, 2004).

Fitoterapija se zasniva na tradicionalnoj upotrebi dostupnih lekovitih i drugih
biljaka u narodu na osnovu visevekovne empirije, bez obzira na to da li su lekovita
svojstva odredene biljke nau¢no potvrdena (Kustrak, 2005). Sve do kraja 18. veka se
nedovoljno znalo o hemijskom sastavu biljaka, pa su biljni organi u profilaksi i terapiji
velikog broja bolesti ljudi i Zivotinja, razli¢ite etiologije, upotrebljavani sa vise ili manje
uspeha, na osnovu instinkta, opazanja i iskustva. Medutim, savremenim naucnim
istrazivanjima, veliki broj ali ne 1 sve biljne droge koje se koriste u tradicionalnoj
medicini, su ispitane hemijski, farmakoloski i toksikoloski. Tacno je definisan sadrzaj
lekovitih materija, klinicki su dokazana lekovita svojstva i potvrdeno aktivno lekovito
delovanje 1 terapijska efikasnost, a time i ispravnost koriS¢enja u narodnoj medicini
(Kisgeci, 2002). To znai da etnobotanicka istrazivanja, ne samo da omogucavaju

proveru bogate bastine empirijskog znanja steCenog kroz tradicionalnu upotrebu biljaka,



koje se najcesce prenosilo usmeno i bilo predodredeno da se izgubi tokom godina, ve¢ i
izdvajanje novih aktivnih principa iz biljaka koje su ranije koriS¢ene samo u
tradicionalnoj narodnoj i etnoveterinarskoj medicini (Lentini, 2000). Od najstarijih
vremena pa do kraja 19. veka, fitoterapija je bila nezamenljivi i gotovo jedini vid
leCenja, a pred zavrSetak proslog stoleca, Cetiri petine ljudske populacije u svetu je
koristilo fitoterapiju 1 druge oblike narodne medicine u cilju leCenja, ublaZzavanja
simptoma 1 spre¢avanja nastanka bolesti ljudi i Zivotinja (Abelson, 1990; Alcorn, 1995).

Prirodne lekovite sirovine ili droge (franc. drogue, eng. drug, nemac. droge) po
poreklu mogu biti: vegetabilne (biljne), animalne (Zivotinjske) (Quave i sar., 2010;
Benitez, 2011; Souto 1 sar., 2011-a,b) 1 mineralne (Gakuya i sar., 2011). Biljne droge u
uzem smislu reci su osuseni, rede svezi biljni organi koji sadrze hemijska jedinjenja
koja su u organizmu biohemijski ili fizioloSki aktivna i imaju lekovita svojstva, a u
Sirem smislu re¢i predstavljaju biljne proizvode koji se dobijaju jednostavnim
postupcima i procesima prerade biljaka, odn. njihovih odgovaraju¢ih organa (Tasi¢ i
sar., 2004). U zdravstvenoj zastiti Zivotinja se primenjuju cele lekovite i druge biljke,
njihovi delovi — droge sa strukturom s. organizovane droge (nadzemni i podzemni
organi biljke) i droge bez strukture s. necelijske droge (mle¢ni sok, etarsko ulje, vosak,
sluz, balzam), sastojci 1 pripravci (Grdovi¢ 1 Macukanovic¢-Joci¢, 2006). Najcesce se
upotrebljavaju dekokti i infuzi za peroralno unoSenje i svez, nepreraden ili prokuvan
biljni materijal za direktno aplikovanje kod spoljasnje upotrebe, a pripremaju se i
slozeni lekoviti preparati (ekstrakti - vodeni, alkoholni, vodeno-alkoholni i uljani,
tinkture, macerati, rastvori, kupke, kreme i masti) (Blanco 1 sar., 1999; Scherrer i sar.,
2005; Benitez i sar., 2012). U veterinarskoj medicini, primena nekih oblika biljaka je
donekle ogranicena sa jedne strane zbog odsustva saradnje od strane pacijenta, a sa
druge strane, oblici namenjeni iskljuCivo Zivotinjama trenutno nisu dostupni.
Taksonomski srodne biljke uglavnom proizvode hemijski slicne, ali ne 1 iste metabolite,
zbog Cega su im i1 farmakoloski efekti priblizni, ali ne mogu zamenjivati jedna drugu u
prevenciji i leenju bolesti ljudi i Zivotinja. Mehanizmi delovanja aktivnih principa
velikog broja biljaka na organizam zivotinja nisu jo§ uvek u potpunosti odredeni. U
nekim slucajevima, bolji terapijski efekat, jace i Sire delovanje pokazuje ekstrakt koji
sadrzi aktivne i prate¢e materije u obliku bioloSkog kompleksa, nego Cista izolovana

supstanca, jer izdvajanjem aktivnih komponenti dolazi do gubitka drugih sastojaka, koji



mogu delovati sinergisticki, ¢ime se smanjuje njihova efikasnost (Murray, 1995). Kod
drugih biljaka, deluju¢e materije vazne za terapijsko delovanje, Cesto se nalaze samo u
jednom delu biljke ili su u tom delu u najvecoj koncentraciji, pa se u fitoterapiji koristi
taj deo (Tasi¢ i sar., 2004). Primena biljaka koje pored farmakoloski aktivnih sastojaka
sadrZe 1 pojedine nutritivne elemente, znacajna je u terapiji hroni¢nih bolesti Zivotinja,
koje Cesto nastaju kao posledica nutritivnog deficita (Pordevi¢ i sar., 2006).

Proteklih decenija, uobicajena praksa u stocarskoj proizvodnji je bila upotreba
antibiotika i hemoterapeutika u subterapijskim dozama, kao faktora ili promotera rasta,
koji unisStavaju veliki broj patogena, a podsticu rast korisne mikroflore. Dobijeni efekat
je sprecavanje proizvodnje bakterijskih toksina uz istovremeno smanjenje potrosnje
hrane i stepen imunoloskog stresa, jer se viSe hranljivih sastojaka usmerava za rast i
proizvodnju (Adams, 1999). Medutim, zbog brojnih Stetnih efekata po zdravlje Zivotinja
(Stojanovi¢ 1 sar., 2006) i ljudi usled konzumiranja proizvoda koja sadrzi rezidue
antibiotika (Rico, 1984), propisima Evropske Unije iz 1998. godine su odobrena samo
Cetiri antibiotika (avilamicin, monenzin-Na, salinomicin-Na i flavofosfolipol) za
stimulaciju rasta kod Zivotinja (Cupié¢ i sar., 2004), a podetkom 2006. godine je
zabranjeno koriS¢enje svih antibiotika u krmnim smeSama, kao profilaktickih supstanci i
kao stimulatora rasta. Poslednjih godina, napori istrazivaca su usmereni ka iznalazenju
prirodnih supstanci (probiotika, prebiotika i biljnih ekstrakata), koje ¢e stimulisanjem
pojedinih funkcija i pove¢anjem odbrambene sposobnosti organizma, imati pozitivan
efekat na zdravlje zivotinja 1 predstavljati potencijalne promotere rasta (Bampidis i sar.,
2005; Peri¢ 1 sar., 2009; Gerzilov i1 sar., 2011) u uslovima intenzivne stocarske
proizvodnje. Razli¢iti imunoaktivni biljni polisaharidi mogu da aktiviraju neutrofile i
makrofage i da pojacaju sekreciju proinflamatornih medijatora kao $to su citokini,
eikosanoidi 1 enzimi (Schepetkin 1 Quinn, 2006). Sa druge strane, neki imunosupresivni
fitopreparati se upotrebljavaju u cilju smanjenja ili sprecavanja nezeljenih aktivnosti
imunskog sistema (alergijskih reakcija i autoimunih bolesti). Takode se sve viSe insistira
na upotrebi lekovitog i drugog bilja sa antimikrobnim i imunostimulatornim delovanjem
u leCenju blazih i/ili hroni¢nih infektivnih oboljenja ili kao dopunske terapije
konvencionalnim lekovima, koji se zahvaljuju¢i dejstvu aktivnih biljnih sastojaka mogu
onda upotrebiti u nizim, a time i bezbednijim dozama (Mellor, 2000; Cupi¢ i sar., 2004).

Prednost biljnih preparata koji sadrze aktivne sastojke sa antimikrobnim delovanjem



(Sultana 1 Afolayan, 2011; Bagla i sar., 2012) je Sto ne dovode do pojave rezistencije
patogenih mikroorganizama, nema rezidua u hrani, u potpunosti su netoksi¢ni i mogu da
se koriste u vise razlic¢itih indikacija (Savkovi¢ i sar., 2006).

Lekovito delovanje biljaka je mogucée usmeriti u odredenom pravcu, odnosno
pojacati ili ublaziti njihovo delovanje kombinovanjem odredenih svojstava pojedinih
biljaka 1 njihovih pripravaka. Takode, primena vise biljaka u jednom preparatu moze
smanjiti toksicne efekte pojedinih biljaka. Neke od biljnih komponenti pruzaju
antioksidativnu zastitu organizmu (Cakar i sar., 2011; Apetrei i sar., 2011-b; Gasparetto
isar., 2012), deluju antineoplasti¢no 1 inhibiraju rast tumorskih ¢elija (Jesse 1 sar., 2009;
Gao 1 sar., 2011). Uocen je pozitivan efekat velikog broja biljnih vrsta, koje se u
etnoveterinarskoj medicini primenjuju pojedinacno ili kombinovano, pri ¢emu pojedini
aktivni principi mogu imati viSestruke lekovite efekte. UspeSno se koriste u tretmanu
egzoparazitoza i endoparazitoza (Passalacqua i sar., 2006; Angels Bonet i Vallés, 2007;
Jari¢ 1 sar., 2007; Lans 1 sar., 2007-a) 1 u prevenciji i leCenju oboljenja jednog ili vise
organskih sistema: digestivnog trakta (Viegi i sar., 2003; Lans i sar., 2007-a,b; Jari¢ i
sar., 2007; Gasparetto i sar., 2012), povreda i1 rana koZze i1 sluzokoze (Ebrahimzadeh i
sar., 2006; Angels Bonet 1 Valleés, 2007; Benitez 1 sar., 2012), nervnog i
misi¢noskeletnog (Scherrer i sar., 2005), genitourinarnog (Dilshad i sar., 2008; Lans 1
sar., 2009) i respiratornog sistema, kao i metaboli¢kih poremecaja i oboljenja ociju
(Lans i sar., 2007-b; Benitez i sar., 2012). Odredena biljna vrsta moze da se koristi za
leCenje veceg broja bolesti, dok se u terapiji pojedinih bolesti daju razlicite biljne
mesSavine.

Danas postoji povecano interesovanje za primenu biljaka u etnoveterinarskoj
medicini, posebno u ruralnim oblastima Spanije (Blanco i sar., 1999; Akerreta i sar.,
2010; Angels Bonet 1 Vallés, 2007; Gonzales 1 sar., 2011; Benitez i sar., 2012) i Italije
(Uncini Manganelli i sar., 2001; Scherrer 1 sar., 2005; Passalacqua i sar., 2006; Leonti 1
sar., 2009). Fitoterapija se u prevenciji i leCenju bolesti Zivotinja praktikuje i Sirom
sveta: u Africi (Opiro i sar., 2010), Americi (Martinez 1 Lujan, 2011) 1 Aziji (Gaur i sar.,
2010; Phondani 1 sar., 2010; Ghorbani i sar., 2011). Zbog rasta upotrebe lekovitog i
drugog bilja u zvani¢noj 1 tradicionalnoj medicini, Svetska zdravstvena organizacija

(World Health Organization, 1991) je objavila "Smernice za procenu biljnih lekova" ¢iji

je glavni cilj bio da pomogne u uspostavljanju odgovarajucih regulatornih kriterijuma i



procedura za procenu kvaliteta, sigurnosti 1 efikasnosti biljnih lekova. Vodeci princip
smernica je, da dugotrajna istorijska upotreba biljaka u tradicionalnoj narodnoj 1
etnoveterinarskoj medicini bez ispoljene Stete, predstavlja pretpostavku bezbednosti,
osim ako protivre¢i savremenom nauc¢nom istrazivanju. WHO (2002) posebnu paznju
posvecuje biljnim lekovima (izradeno i potvrdeno preko 40 WHO-monografija biljnih
droga), podstiCe istrazivanja u toj oblasti i preporucuje upotrebu lekovitog i drugog bilja
u veterinarskoj medicini. U Evropskoj Uniji je 1989. godine formirano nauc¢no
savetodavno vece za leCenje biljem (ESCOP — European Scientific Cooperative for
Phytotherapy), koje se bavi izradom monografija pojedinih droga — opisuje terapijsku
korist 1 nezeljena dejstva, daje preporucene doze i druga uputstva (Blumenthal, 1997).
Pravilnikom o metodama organske stocarske proizvodnje (2002), daje se prednost
fitoterapeuticima (ekstraktima biljaka, esencijama) i homeopatskim proizvodima
(biljnim, Zzivotinjskim 1 mineralnim supstancama) nad sinteticko-hemijskim
veterinarskim preparatima u zdravstvenoj zastiti zivotinja, ukoliko obezbede da njihovi
terapijski efekti budu pozitivni.

Koncept racionalne fitoterapije koja se sprovodi u Nemackoj, propagira se i u
nasoj zemlji (Tasi¢ 1 sar., 2004). Zasniva se na upotrebi fitoterapeutika (prema EU-i
Herbal medicinal products, Herbal remedies ili Phytomedicines) sa tatno definisanim
sadrzajem lekovitih materija, ¢ije delovanje zavisi od upotrebljene doze, efikasnost od
sastava, a terapijski efekat je potvrden eksperimentalnim i klinickim testovima (Kustrak,

2005).

2.2. TOKSICNOST BILJNIH VRSTA

Veliki broj biljnih vrsta (viSe od 1000) sadrzi komponente koje ometaju
metabolizam, odnosno imaju direktan ili indirektan toksi¢ni efekat. Medutim, samo
mala grupa ovih biljaka dovodi do jakog trovanja nakon unoSenja ogranicene koli¢ine
biljnog materijala, dok vecina uzrokuje trovanja samo pod odredenim okolnostima
(Frohne i Pfander, 2005).

Paracelzus (1493-1541) u svom delu "Third Defence" isti¢e: "Sta je to §to nije
otrov? Sve stvari su otrov i niSta nije bez otrova. Doza samo ¢ini da stvar nije otrov"

(Deichmann 1 sar., 1986). Dobro poznati princip "Dosis sola facit venenum" ("Doza



odreduje lekovitost ali 1 otrovnost") je podjednako vazan za otrovne kao i za lekovite
biljke, jer ukazuje da stepen toksi¢nosti odredene biljne vrste zavisi od doze unete u
organizam. Kukurek predstavlja i lek i otrov za srce, jer sadrzi bufadienolidne
heterozide, koji u malim, terapijskim dozama deluju toni¢no na srce (kardiotonika)
slicno digitalisu, ali zbog male terapijske Sirine, mogu da deluju kao kardiotoksici, $to
ovu biljnu vrstu svrstava u grupu otrovnih biljaka (Mulet, 1991). Toksi¢nost biljaka
zavisi 1 od stepena zrelosti odnosno fenofaze (listanje, cvetanje, plodonosSenje), od
biljnog organa (akumulacija toksi¢nih materija odvija se u listu, plodu, semenu ili
podzemnim organima) i da li je upotrebljena sveza ili osuSena (kukurek je podjednako
otrovan bez obzira na stanje i1 zbog toga mogu nastati trovanja kada je prisutan u senu)
(Spoerke 1 Smolinske, 1990). Sadrzaj aktivnih komponenata (heterozida, saponozida,
alkaloida), a time i toksi¢nost, u pojedinim biljnim vrstama moze biti podlozan
kvalitativnim 1 kvantitativnim promenama. Delimi¢no je odreden genetski (hemijske
rase), a zavisi 1 od staniSta, uslova Zivotne sredine i sezone. Preduslovi za trovanje su:
kontakt sa biljkom, dovoljno visoka doza toksi¢nih sastojaka da ispolji aktivnost u ili na
telu 1 savladani odbrambeni mehanizmi i detoksikacioni procesi organizma. Stepen
trovanja zivotinja zavisi od vrste Zivotinje, uhranjenosti, zdravstvenog stanja, starosti i
bremenitosti. UoCene su razlike u osetljivosti zivotinjskih vrsta na biljne toksicne
lako povracdaju; bakterije buraga prezivara mogu u odredenoj meri da detoksikuju biljni
materijal. Mlade, slabo uhranjene i gravidne Zivotinje oboljevaju ¢eSce 1 sa teZom
klinickom formom bolesti (Frohne 1 Pfander, 2005).

Divlje i domace Zivotinje, kao i kuéni ljubimci, mogu se otrovati biljkama, ali
slu¢ajevi trovanja u prirodi su retki jer Zivotinje instiktivno izbegavaju toksi¢ne biljke.
Poznata su i opisana akutna trovanja Zivotinja toksi¢nim biljkama koja izazivaju
iznenadnu smrt, hroni¢na trovanja koja se manifestuju posle dugog latentnog perioda 1
teratogeno delovanje biljaka koje dovodi do malformacija ili smrti fetusa (James i sar.,
1994). Cesto se trovanja biljnim otrovima ne mogu ustanoviti, jer su simptomi nejasni i
slicni znacima neke druge bolesti, a istovremeno vec¢ina Zivotinja ne ugine, ve¢ ozdravi
pre nego Sto se postavi dijagnoza. U cilju postavljanja dijagnoze, potrebno je da se u
organima za varenje utvrdi prisustvo delova biljke za koju se pretpostavlja da je uzrok

trovanja ili toksi¢nih supstanci hemijskom analizom crevnog sadrzaja, kao i da se



proceni hrana sa botanickog stanoviSta. LeCenje trovanja zivotinja se sastoji u
peroralnom davanju adstrigentnih 1 mucilaginoznih sredstava, a zatim se primenjuje
simptomatska terapija.

Danas se vrSe brojna ispitivanja toksi¢nih ili potencijalno toksi¢nih biljaka, koje
se u etnoveterinarskoj praksi upotrebljavaju za leCenje domacih Zivotinja i kuénih
ljubimaca 1ili kao dijetetski suplementi (Viegi 1 sar., 2003; Viegi i Vangelisti, 2011;

Gonzales i sar., 2011; Benitez i sar., 2012).

2.3. TAKSONOMSKI POLOZAJ VRSTE H. ODORUS WALDST. ET KIT.

Prema aktuelnoj nau¢noj sistematici biljnog sveta, taksonomski polozaj vrste
Helleborus odorus Waldst. et Kit. je: domen Eukarya, carstvo (regnum) Plantae s.
Vegetabilia (vise biljke Cormobionta), razdeo (phylum) semenice Spermatophyta,
odeljak (divisio) skrivenosemenice Magnoliophyta s. Angiospermae (cvetnice
Anthophyta), klasa (classis) dikotiledone biljke Magnoliopsida s. Dicotyledones, red
(ordo) Ranunculales s. Ranales, familija (familia) ljutica Ranunculaceae A. L. Juss.,
subfamilija (subfamilia) Ranunculoideae, rod (genus) Helleborus L., subrod (subgenus)
Helleborastum (Gaji¢, 1992; Werner i Ebel 1994; Ro i sar., 1997; Judd i sar., 1999).

Familija ljutica (Ranunculaceae) obuhvata 59 rodova i oko 1900 vrsta
rasprostranjenih Sirom sveta, od kojih su mnoge zastupljene u Evropi (Evans, 1996), a

na teritoriji Srbije samoniklo raste 19 rodova ove familije (Gaji¢, 1992).

2.4. RASPROSTRANJENOST, PODELA I KARAKTERISTIKE BILJAKA
RODA HELLEBORUS L.

Poreklo naziva roda je nesigurno, a samo znacenje reci nije tatno poznato. Ime
roda verovatno potic¢e od grckih rec¢i helein (eAAew), Sto znaci odneti a prenosno razoriti
ili ubiti, 1 bora (Bopa), Sto znacCi livada ili sto¢na hrana, jer je otrovan. Po Pliniju
Starijem (23-79), Helleborus je purgativno sredstvo za psa, pa je mogucée da je naziv
izveden i od grckih reci eileo ili eilo (proterati) i bora (hrana). U anti¢ka vremena,
imenom crni heleborus (eAeBopoc perac) Helleborus niger L. (Elleboros melas, crna

Cemerika) 1 beli heleborus (eAleBopoc Aevkoo) Veratrum album L. (bela ¢emerika) su



.....

predstavljale su vazne lekovite sirovine (Simonovi¢, 1959).

Rod Helleborus L. obuhvata 22 srodne vrste rasprostranjene u umerenim
regionima severne hemisfere - Evropi, Maloj Aziji do Tibeta, Kavkazu, zapadnoj i
centralnoj Aziji, koje su klasifikovane u 6 sekcija, na osnovu strukture biljaka,
sposobnosti hibridizacije, morfologije polena i karakteristika semena (Mathew, 1989;
Meiners i sar., 2011). Odreden broj vrsta raste endemski samo u nekim regionima (H.
serbicus Adamovi¢ u Srbiji, H. croaticus Mart. u severnoj Hrvatskoj, H. caucasicus A.
Br. i H. abchasicus A. Br. na Kavkazu). Uzimajuc¢i u obzir strukturu ovog roda, Werner
i Ebel (1994) su izvrsili njegovu podelu na dva subroda: Helleborus koji se sastoji od tri
sekcije (I Griphopus, I Chenopus i III Helleborus) i Helleborastum koga takode ¢ine tri
sekcije (IV Syncarpus, V Dicarpon i VI Helleborastum). Prema morfoloskoj osnovi, rod
Helleborus L. je podeljen u dve grupe: Caulescentes (vrste koje prezimljavaju, imaju
slabije razvijen rizom, brojne olistale stabljike, terminalnu cvast sa mnogo cvetova, bez
prizemnih listova na dugoj drsci: sekcije I, II i IV) i Scapigeri s. Acaulescentes
(sezonski zelene biljke, sa razvijenim rizomom, cvetnim slabo olistalim stabljikama sa
jednim ili nekoliko cvetova, jednim ili nekoliko prizemnih listova koji prezimljavaju
samo kod nekih vrsta: sekcije III, V 1 VI) (McLewin i Mathew, 1995; Meiners 1 sar.,
2011). Sekcije sa vrstama, njihova distribucija, boja cveta i morfologija navedeni su u
Prilogu disertacije (Prilog 1., 3. i 4.). Tutin (1964) je u Flori Evrope opisao 11 vrsta
Helleborus L. sa ve¢im brojem podvrsta, koje su Meiners i sar. (2011) oznacili kao
vrste, a Simonovi¢ (1959) je zabelezio narodne nazive koji se koriste u nasem 1 jezicima
drugih evropskih naroda, za biljke ovog roda (Prilog 2.). Na prostoru bivse Jugoslavije
nalazi se jedno od srediSta morfoloske diferencijacije i taksonomske divergencije roda
Helleborus L., a to potvrduje i veliki polimorfizam i varijabilitet njegovih vrsta
rasprostranjenih na ovom podru¢ju. U Srbiji, naroCito u brdsko-planinskim krajevima,
zastupljen je veci broj bliskih vrsta: H. odorus Waldst. et Kit., H. multifidus Vis., H.
serbicus Adamovi¢, H. atrorubens Waldst. et Kit., H. purpurascens Waldst. et Kit.
(Gaji¢, 1992), koje se tesko razlikuju zbog malih morfoloskih varijacija. Sve cvetaju od
kasne zime do ranog proleca, gorkog, ostrog i ljutog su ukusa (Luki¢, 1993).

Gaji¢ (1992) navodi da su biljke ovog roda samonikle, viSegodiSnje zeljaste, sa

jako razvijenim rizomom (podzemno stablo) iz koga izbijaju brojni tanki, dugi, dobro
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razgranati korenci¢i. Jedan ili viSe prizemnih listova sa dugackim drSkama su krupni,
koznati 1 vrlo otporni, prstenasto deljeni na veci broj reznjeva, po obodu jednostavno ili
dvostruko testerasti, a u nekih vrsta prezimljavaju (H. odorus Waldst. et Kit.,
H. multifidus Vis., H. niger L.). Cvetna stabljika je visoka 30-60 cm, sa listovima
slicnim prizemnim listovima. Prema obliku epidermalnih tvorevina trihoma (mehurasti,
kijaCasti, meSinasti, Stapicasti 1 ¢ekinjasti), koji je genetski odreden 1 taksonomski
specifican, 1 njihovom ontogenetski i ekoloski uslovljenom rasporedu i brojnosti na
listovima, evropske vrste roda Helleborus L. su svrstane u pet trihomorfnih grupa:
bulitrihni, klavetrihni, utrikulotrihni, bacilitrihni 1 setulitrihni tip (Martinis, 1974).
Krupni, pravilni cvetovi su pre¢nika 3-7 cm, a cvetni omotac ima 5 listic¢a koji su beli,
zuto zeleni ili svetlo do tamno ljubicasti i formiraju krunicoliku ¢aSicu. Kruni¢ni listi¢i
su preobraZeni u cevasto levkaste nektarije sa drSkom, mnogo krace od listica perijanta.
Cvetovi imaju mnogo prasnika zute boje 1 po 4-6 pri osnovi zadebljalih tuckova. Plod je
spljosten, kljunasti meSak poprecno izbrazdan zilicama, sa mnogo crnosmedeg,
izduzenog semena (Gaji¢, 1992). Analizom kariotipa u celijama korena pojedinih
predstavnika u okviru roda, Zonneveld (2001) i Meiners i sar. (2011) su utvrdili da su
sve ispitivane vrste, kao 1 interspecies hibridi, diploidne i imaju isti broj hromozoma
(2n=2x=32), koji bi mogao da poti¢e od poliploidije, jer je kod familije Ranunculaceae
najcesce broj hromozoma n=8 (Prilog 5.). Ovi autori su protocnom citometrijom odredili
sadrzaj jedarne DNA u ¢elijama lis¢a i utvrdili da je veli¢ina genoma bila u rasponu od
18,3 odn. 19 pg/2C u H. argutifolius Viv. do 33,2 odn. 35,7 pg/2C u H. thibetanus
Franch. (u H. odous W. et K. 28,6-30,2 pg/2C), pri ¢emu je genetska distanca izmedu
vrsta varirala izmedu 0,034 1 0,330. Utvrdena veli¢ina genoma podrzava taksonomsku
klasifikaciju vrsta u okviru roda, koju su predlozili Mathew (1989) i Werner 1 Ebel
(1994). Od genetske udaljenosti zavisi razvoj reproduktivnih barijera 1 realizacija
interspecijske hibridizacije, odn. nastajanje hibrida ukrStanjem izmedu razliCitih vrsta
kukureka (Meiners i Winkelmann, 2012). U ukrasnoj hortikulturi je povecano
interesovanje za masovnu proizvodnju ovih biljaka, pri ¢emu je efikasan sistem za
njihovo umnozavanje od klju¢ne vaznosti. Metode generativnog razmnozavanja (iz
semena) su ogranic¢ene, jer je stepen varijacije kod potomaka Cesto previsok i period
klijanja semena je nekoliko meseci posle setve, dok je vegetativnho razmnoZavanje

(deljenjem rizoma) dugotrajno i ne daje uvek visoku stopu multiplikacije. Zbog toga se
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danas ispituje moguénost in Vvitro sistema kloniranja iz pupoljaka rizoma ili iz aksilarnih
pupoljaka (Dhooghe i Van Labeke, 2007). Programi oplemenjivanja kukureka su
usmereni na povecanje genetske varijacije, koja se postize indukcijom poliploidije
razli¢itim antimitotickim agentima (kolhicinom, orizalinom, trifluralinom), pri ¢emu
uspeh poliploidizacije zavisi od genotipa 1 ravnoteze izmedu stope dupliranja
hromozoma i stope prezivljavanja i umnozavanja izdanaka. Tretirane biljke dupliraju
svoj diploidni broj somatskih hromozoma u tetraploidni 2n=4x=64 (Prilog 6.), Sto
rezultira brojnim molekularnim i fizioloSkim promenama (Dhooghe i sar., 2009).

Sve biljne vrste roda Helleborus L. iritiraju sluzokoze respiratornih i digestivnih
organa 1 pripadaju redu narkoti¢nih 1 otrovnih biljaka (KuSan, 1956) koje imaju toksicno
delovanje prema zivotinjama (Johnson i Routledge, 1971; Holliman i Milton, 1990;
Steyn i Van Heerden, 1998). Trovanje moze biti uzrokovano kombinacijom aktivnih
principa steroidnih saponina, protoanemonina i bufadienolida. Uprkos Cinjenici da su
sve vrste kukureka visoko toksi¢ne 1 imaju nizak terapijski indeks, a da se otrovnost ne
umanjuje kuvanjem ili suSenjem biljke, osim H. bocconei Ten. koja gubi toksi¢nost
nakon suSenja (Passalacqua i sar., 2006), retki su slucajevi trovanja domacih zivotinja.
Zivotinje ih ne jedu na pa$njacima i u senu, zbog neprijatnog mirisa sli¢nog tatuli, a
ukoliko ih 1 unesu prognoza je uglavnom povoljna, jer je uneta koli¢ina obi¢no mala
zbog veoma gorkog ukusa i Cesto se spontano javlja povracanje (Frohne i Pfander,
2005). Istovremeno, zahvaljujuéi karakteristicnim organoleptickim osobinama, biljke
roda Helleborus L. su zasti¢ene od uniStavanja ispasom, ne samo domacih, ve¢ i divljih
Zivotinja.

O kukureku su zabelezene brojne anticke i biblijske legende 1 mitovi

(www.bastabalkana.com/2010/05/kukurek-biljka-antickog-pedigrea), a nasao je mesto i

u lokalnim magijskim obredima i bajalicama (Mili¢evié, 1894; Cajkanovi¢, 1985;
DBuri¢, 1985; Lentini, 2000; Kovacevi¢ 1 Janci¢, 2003; Passalacqua i1 sar., 2006). U

Prilogu 7. iznete su samo neke od njih.
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2.5. MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE VRSTE H. ODORUS W. ET K.

H. odorus Waldst. et Kit. je viSegodiSnja zeljasta biljka, koja ima jak rizom
crnosmede do crne boje, obrastao tankim, vlaknastim korenjem. Jedan prizemni list sa
dugackom drSkom je zimzelen, jak i kozast, kratko dlakav, sa istaknutim nervima na
nali¢ju. Prstasto je deljen na 7-11 jajasto-lancetastih reznjeva Sirokih 3-6 cm, po obodu
jedanput ili dvaput sitno testerasto usecenih. Stabljika je uspravna, u donjem delu gola,
bez listova, u gornjem delu razgranata i sa listovima, iste duZzine ili neSto duza od
prizemnih listova (visine do 60 cm). Listovi stabljike su sli¢ni prizemnim listovima, ali
su na kratkim dr$kama, sitni su, imaju kratke i uske testeraste reZnjeve (Sili¢ 1988;
Gaji¢, 1992; Janci¢, 2002). Brojne jednocelijske, negranate, Cekinjaste epidermalne
tvorevine, trihomi setulitrihnog tipa, difuzno su rasporedene po donjoj povrsini lisnih
reznjeva, a u manjem broju 1 po rubovima i u brazdana iznad lisnih nerava, nemaju
sposobnost upijanja vode i pripadaju mehanickim tipovima trihoma (Martinis, 1974).
Cvetovi su aktinomorfni, dvopolni, mirisni, pre¢nika 5-7 cm, svetlozutozelene boje, ima
ih 2-3, a pojavljuju se ve¢ u drugoj polovini zime i vrlo rano u prolece, ¢esto i ispod
snega (cveta od februara do marta). Cvetni omotac (perijant) ima 5 listi¢a koji su Siroko
jajasti, skoro okrugli sa tupim vrhom i obodima koji se preklapaju. Kruni¢nih listic¢a je
oko 10 i preobraZeni su u trouglaste, levkaste nektarije. Zuti pra$nici su brojni, a
tuckova je 3-6 1 imaju dvostruko duzi stubi¢ 1 Zigove skoro horizontalno razvedene.
Plod je viSesemeni, poprecno nabran mesak, sa dugackim kljunom, koji se u zrelom
stanju otvara na trbusnom Savu. Sadrzi sjajno crnosmede seme (4-5 mm dugacko i 1-2
mm $§iroko), sa jasno izrazenim pupkom (Silié 1988; Gaji¢, 1992; Janci¢, 2002).

Staniste H. odorus W. et K. su Zbunaste formacije, Sikare, rubovi Suma, Sumske
Cistine, krcevine, Sumske zajednice cera, kitnjaka i graba, kao i1 liS¢arsko-Cetinarske
Sume bukve, jele i smrce, naroc¢ito u brdskim i planinskim krajevima. Vrlo retko se
sre¢e po livadama, travnim fitocenozama i bujadiStima. Pogoduje mu humusno
zemljiste kisele do vrlo slabo kisele reakcije (Sili¢ 1988, Sari¢ 1989, Jan¢i¢ 2002).
Ubraja se u submezijske florne elemente (Koji¢ 1 Janji¢, 1991). Rasprostranjen je u
oblasti jugoisto¢ne i centralne Evrope, od severne Italije i juznog Tirola preko

Balkanskog poluostrva (Srbija, Bosna i Hercegovina, Albanija) na istok do juzne
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Rumunije, a na sever do juzne Madarske (Gaji¢, 1992), u jugozapadnoj Aziji i na
Kavkazu (Sili¢, 1988).

Prema Flori Evrope (Tutin, 1964) vrsta H. odorus W. et K. ima dve podvrste i
to: H. odorus ssp. odorus W. et K. i H. odorus ssp. laxus (Host) Merxm. et Podl. Na
varijabilnost vrste, ukazuju 4 forme koje se mogu razlikovati na osnovu izgleda
reznjeva prizemnih listova i stani§ta na kome se nalaze: H. odorus var. latifolius (u
okolini Gornjeg Milanovca), H. odorus var. multisectus, H. odorus var. odorus,
H. odorus var. laceratus (Oplenac, Kosutnjak) (Gaji¢, 1992). Prema filogenetskom
stablu, koje su predlozili Werner i Ebel (1994), H. odorus Waldst. et Kit. pripada

najnovijoj sekciji Helleborastum, koja je jo$ u procesu razvoja.

2.6. SASTOJCI BILJAKA RODA HELLEBORUS L. (PRIMARNI I
SEKUNDARNI METABOLITI)

Pocetkom 19. veka veéi broj istrazivaca je zapoceo ispitivanje hemijske
strukture 1 uloge aktivnih principa razlicitih biljnih vrsta. Prvi detaljan rad o hemijskom
sastavu biljaka roda Helleborus L., u smislu identifikacije, izolacije, karakterizacije i
bioloSke aktivnosti odredenih sastojaka objavili su Husemann i Marmé (1865).
Savremene metode analitike organskih jedinjenja omogucile su izolovanje i detaljna
istrazivanja strukture, biogeneze i uloge brojnih sastojaka kukureka (primarnih i
sekundarnih metabolita u celijama), ali je jo§ uvek nedovoljno ispitano njihovo

delovanje na zivi organizam.
2.6.1. Sekundarni metaboliti u vrstama roda Helleborus L.

Sekundarni metaboliti su specifi¢ni, bioloski aktivni sastojci biljaka koji imaju
terapijsku primenu. Nastaju kao produkti sekundarnog metabolizma, koji predstavlja

direktan nastavak primarnih metaboli¢kih procesa, povezan sa katabolizmom i/ili

transformacijom molekula Secera, aminokiselina ili masnih kiselina.
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2.6.1.1. Heterozidi (glukozidi, glikozidi)

Heterozidi su sekundarni metaboliti Siroko rasprostranjeni u biljnim organima.
Akumuliraju se bez odredene pravilnosti, a zahvaljuju¢i hidrosolubilnosti, nalaze se u
¢elijskim vakuolama rastvoreni u ¢elijskom soku.

Ova jedinjenja imaju raznovrsnu hemijsku strukturu, u ¢ijoj su osnovi kompleksi
SeCera (glikona) i organskih, neSeCernih jedinjenja (aglikona), Cija se povezanost
ostvaruje etarskom, glukozidnom vezom. Seéeri su najée$¢e vezani samo za jedno
mesto na aglikonu (monozid), a redi su heterozidi sa dva lanca Secera (biozidi) ili sa
vise od tri niza. Izolovani heterozidi su ¢vrsta jedinjenja, kristalne ili amorfne strukture i
gorkog ukusa. Zbog Secernog dela molekula rastvorljivi su u polarnim rastvara¢ima
(vodi i alkoholu). Aglikoni su uglavnom kristalne strukture, najceS¢e su neisparljivi,
opticki aktivni, lipofilni i rastvaraju se u nepolarnim organskim rastvaracima (acetonu,
hloroformu, etru, petroletru). Razgradnja kompleksne strukture heterozida postize se
hidrolizom glukozidne veze pod uticajem enzima (glukozidaza, hidrolaza), kiselina,
baza ili zagrevanjem.

Glikon je odgovoran za rastvorljivost, resorpciju, distribuciju i1 dostupnost
aglikona tkivima u kojima bi trebalo da ispolji svoju aktivnost, kao i za duzinu 1
intenzitet delovanja i brzinu eliminacije iz organizma zivotinja i ljudi. Aktivnost i
terapijska primena heterozida su povezani sa hemijskom strukturom aglikonske
komponente. Na osnovu hemijske prirode aglikonske komponente izvrSena je podela
heterozida i droga koje ih sadrze na: kardiotoni¢ne, flavonoidne, fenolne, kumarinske,

lignanske, hinonske, cijanogene, sumporne (glukozinolate) i monoterpenske (iridoidne).

2.6.1.1.a. Kardiotonicni (kardioaktivni, kardiacni) heterozidi iz podzemnih organa

Helleborus L.

Kardiotoni¢ni heterozidi se vezuju za razlicita tkiva i organe (nervno i misi¢no
tkivo, a posebno za src¢ani mis$i¢), pri cemu njihova raspodela zavisi od koli¢ine krvi
koja proti¢e kroz pojedine organe. Zbog visoko specificnog 1 snaznog delovanja na
miokard, ova jedinjenja se primenjuju u terapiji srane insuficijencije, a dobijaju se

jedino ekstrakcijom 1 izolacijom iz droga nekoliko biljnih familija koje ih sadrze, medu
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kojima su i Ranunculaceae (Adonis, Helleborus) (Kovacevi¢, 2004). Kardiotoni¢ni
heterozidi se nalaze u Celijskom soku parenhimskog tkiva razli¢itih biljnih organa u
koncentraciji maksimalno do 1%. Pripadaju grupi steroidnih jedinjenja sa 23 ili 24
ugljenikova atoma, jer su im aglikoni (genini ili glikoli) jedinjenja steroidne prirode,
¢iju osnovu predstavlja tetracikli¢ni, pregnanski skelet (ciklopentanoperhidrofenantren)
izgraden od cetiri kondenzovana karbocikli¢na prstena. Za osnovni skelet na atomu C;
vezan je nezasiceni laktonski prsten, a u zavisnosti od vrste laktona razlikuju se 2 vrste
aglikona, odn. heterozida. To su:

+¢ kardenolidni tip aglikona (C,3) odn. kardenolidni heterozoidi (peto¢lani 20(22)
nezasiceni y-lakton (butenolid) B-orijentacije)

% bufadienolidni tip aglikona (C,4) odn. bufadienolidni heterozidi (Sestoclani
20(22) dvostruko nezasiceni 6-lakton (pentadienolid s. kumalin) B-orijentacije) (Deepak
1sar., 1996).

Nerazgranati niz od 1-4 monosaharida vezuje se preko hidroksilne grupe na
polozaju C3, a retko preko vise hidroksilnih grupa aglikona. Kardiotoni¢ni heterozidi su
nestabilni zbog nezasic¢ene laktonske strukture i labilno vezane glukoze na terminalnoj
poziciji u okviru oligosaharida, pri ¢emu lako dolazi do glukolize (primarni heterozidi
prelaze u sekundarne). Specificno 1 snazno dejstvo na sréani miSi¢ ostvaruju
zahvaljuju¢i laktonu u polozaju 178 1 hidroksilnoj grupi na poziciji C14 (Daniel i sar.,
2003).

Najvec¢i nedostatak kardiotoni¢nih heterozida je mala terapijska Sirina, odn.
blizina terapijske i toksicne doze, a kumulativni efekat pojedinih heterozida povecava
opasnost od trovanja biljkama koje ih sadrze. Hellebori rhizoma et radix sadrzi smesu
steroidnih bufadienolidnih heterozida helebrina 1 heleboreina, izuzetne aktivnosti i male
terapijske Sirine.

Grupa kardenolidnih droga naziva se i1 digitalisova ili digitaloidna, jer je
najtipicniji predstavnik purpurni digitalis ¢ije su kapi prve primenjene 1785. godine u

terapiji src¢anih smetnji (Daniel 1 sar., 2003). Bufadienilidni heterozidi predstavljaju

grupu kardioaktivnih supstanci prisutnih u biljnom 1 Zivotinjskom svetu. Naziv im je
izveden iz naziva tropskih zaba roda Bufo sp. kod kojih je iz otrovnog sekreta potkoznih
zlezda izolovana kompleksna meSavina steroidnih jedinjenja (bufalin, bufatalin 1

bufatoksin) kardiotoni¢ne aktivnost i strukture slicne bufadienolidnim heterozidima.

16



Poslednjih godina, opisano je viSe od 250 supstanci iz grupe bufadienolida, koje se
medusobno razlikuju na osnovu broja, vrste 1 polozaja supstituenata. Glavni izvori ovih
heterozida su odredene biljne vrste koje pripadaju familijama Crassulaceae,
Hyacinthaceae, Iridaceae, Melianthaceae, Ranunculaceae, Santalaceae, Leguminoseae
i Sterculiaceae i neke zivotinjske familije koje ukljucuju Zabe (Buffo sp., Bufonidae),
zmije (Rhabdophis sp., Colubridae), svice (Photinus sp., Lampyridae) i sisare
(Mammaliae) (Krenn i Kopp, 1998; Steyn i Van Heerden, 1998; Gao i sar., 2011).
Biotransformacijom bufadienolida na suspenziji kultura biljnih ¢elija (Zhao 1
sar., 2007; Zhang 1 sar., 2011) ili mikrobioloSkom transformacijom (Ye i Guo, 2008; Ma
i sar., 2008; Ning 1 sar., 2010) vrse se strukturne modifikacije ovih prirodnih proizvoda i
doprinosi povecanju raznovrsnosti ove klase jedinjenja. U okviru familije
Ranunculaceae, Helleborus L. je jedini rod poznat po sadrzaju ovih komponenti. Novija
istrazivanja ukazuju na prisustvo bioloski aktivnih supstanci sli¢nih ili identi¢nih
biljnim kardiotoni¢nim steroidima u tkivima i telesnim tecnostima pacova (Kashin i
sar., 2008; Puschett i sar., 2010), pasa (Bagrov i sar., 1996), svinja i ¢oveka (Bagrov i
sar., 2002; Schoner, 2002), kao i u nadbubreznim zlezdama i hipotalamusu goveda (Li i
sar., 1998; Schneider i sar., 1998). Dok je za biljne bufadienolide prekursor pregnenolon
(u biosintetskom putu ucestvuju: siréetna kiselina—mevalonska kiselina—izopentenil
pirofosfat—skvalen—skvalen2,3oksid—lanosterol—holesterol—pregnenolon—bufadi-
enolidi) (Hanson, 2003), za sintezu bufadienolida sisara nije potrebno cepanje bocnog
lanca holesterola (Dmitrieva 1 sar., 2000). Bufadienolidi poseduju Sirok dijapazon
bioaktivnog delovanja, koji ukljucuje uticaj na performanse sr¢ane muskulature, krvni
pritisak i kardiovaskularni sistem (Doris i Bagrov, 1998; Dmitrieva i Doris, 2002),
bubreznu ekskreciju natrijuma (Eliades i sar., 1991), dvofazni efekat na produkciju NO
(Bhuiyan 1 Dasgupta, 2003), aktivnost nervnog sistema (Van der Walt i sar., 1997),
imunoregulatorno (Terness 1 sar., 2001-a,b; Shimizu 1 sar., 2004), antimikrobno
(Tempone i sar., 2008; Puglisi i sar., 2009), antioksidativno (Cakar i sar., 2011) i
antineoplasti¢no delovanje (Daniel i sar., 2003; Watanabe i sar., 2003; Gao i sar., 2011;
Qi 1 sar., 2011). Ovi heterozidi predstavljaju znacajnu bioregulatornu vezu izmedu
kardiovaskularnog, nervnog i imunskog sistema, a njihova bioloSka svojstva znac¢ajno

mogu da doprinesu odrzavanju homeostaze.
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Heleborin i heleborein. Dilpari¢-Knezevi¢ (1977) navodi da je prva ispitivanja
hemijskog sastava razli¢itih Helleborus vrsta izveo Vauquelin koji je 1808. godine iz
alkoholnog ekstrakta H. hiemalis L. (Eranthis hiemalis Salisb.) izolovao smolastu
supstancu koju je nazvao heleborin, a da je Bastik Cetrdeset pet godina kasnije (1853) iz
H. niger L. izdvojio heleborin u kristalnoj formi. Isti autor isti¢e da je Marmé sredinom
XIX veka (1864) iz rizoma i korena H. niger L. uspeo da pored heleborina, rastvorljivog
u alkoholu i hloroformu, izoluje i novu supstancu heleborein, koji je bio lako rastvorljiv
u vodi, teSko u alkoholu i nerastvorljiv u etru. SuSenjem i uparavanjem vodenog
rastvora dobijena je transparentna Zuckasta masa slicna smoli. Godinu dana kasnije,
Husemann 1 Marmé (1865) su objavili rezultate hemijskih analiza obe supstance
izolovane iz podzemnih organa H. niger L., H. viridis L. i H. foetidus L. koje ukazuju
na njihovu glikozidnu prirodu. Heleborin (C36H4,0¢) su hidrolizom razlozili na aglikon
heleborezin (Cs;oH3304) 1 jedan molekul glukoze, a heleborein (CysH440;5) na aglikon
heleboretin (C14H2003) 1 dva molekula glukoze. Utvrdili su da heleborin ispoljava
narkoti¢no i hemolitiCko delovanje i pretpostavili da je po sastavu saponin, dok je
heleborein ispoljio kardiotoni¢no delovanje slicno delovanju digitalisa. Usled
narkoti¢nog delovanja heleborina, kukurek se u starom veku, naro€ito kod starih Grka,
koristio kao lek protiv mentalnih oboljenja. Kod odraslih macaka, 300 mg heleboreina
unetog peroralno dovelo je do smrtonosne intoksikacije, dok je mnogo manja doza
aplikovana subkutano izazvala uginuce usled srcane paralize. Thaeter (1897) je smatrao
da je heleborein glavni sastojak droge Hellebori radix i dobio ga je u kristalnoj formi
(C37Hs6018), a potom hidrolizovao na amorfni genin heleboretin (C;9H300s), dva
molekula glukoze i tri molekula siréetne kiseline koja je razgradni produkt. Sieburg
(1913) je kao produkte hidrolize heleboreina [(C,;H3401) ili (C2;H34010)3] dobio dva
amorfna genina (kiseli heleboretin saponifikacijom od labilnog laktona 1 neutralni
heleboretin  C;sH»403), glukozu, L-arabinozu 1 siréetnu kiselinu. Za razliku od
prethodno navedenih autora, on smatra da je heleborein saponin. Ovo misljenje su
delimi¢no potvrdili Kofler i Steidl (1934) koji su hemoliticko delovanje Hellebori radix
pripisali heleboreinu i na osnovu hemijskih osobina i fizioloskog delovanja svrstali ga
izmedu heterozida digitalisa i saponina. Zimmermann-Meinzingen i Ci¢ovacki (1938)
su ukazali da su doza i terapijsko delovanje glikozida izolovanih iz H. niger L. sli¢ni

glikozidima strofantidina, ali da je njihov efekat na vagus Cesto izraZeniji i zbog toga su
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posebno korisni u terapiji tahikardije i aritmije. Cuckovi¢ (1939) je iz ekstrakta
podzemnih organa H. atrorubens W. et K., nakon kristalizacije heleborina, izolovala
heleborein za koji smatra da je saponinski glukozid.

Keller i Schobel (1928) su izolovali heleborin iz Helleborus niger L. i H. viridis
L. u dve frakcije (CpgH3606, tacke topljenja 269 °C i Cy7H3404, tacke topljenja 270°C)
ali nisu pokusavali da ga hidrolizuju, a Cuckovi¢ (1939) ga dobija iz H. atrorubens W.
et K. i to iz rizoma u koli¢ini od 0,16%, a iz korena 0,13% i pretpostavlja da je identi¢an
sa heleborinom izolovanim iz prethodno navedenih vrsta, kako po glavnim fizicko
hemijskim svojstvima, tako i po fizioloSkom delovanju. Berger (1960) navodi da samo
saponinski heterozid heleborin predstavlja hemijski jedinstveno jedinjenje, dok
heleborein nije hemijski definisano jedinjenje, ve¢ predstavlja smeSu supstanci.
Steinegger i Hénsel (1972) su utvrdili da rizom i koren Helleborus niger L. sadrze
saponin heleborin koji deluje nadrazajno, izaziva kijanje, povracanje, dijareju i deluje
hemoliticki.

Helebrin. Karrer (1943) je prvi iz veceg broja uzoraka podzemnih delova
Helleborus niger L. sa razli¢itih stanista (Svajcarska, Nemacka, Francuska, Austrija,
Madarska, Jugoslavija i Rumunija), ekstrakcijom prema Soxhletu, izolovao helebrin
(C36Hs52015) kao jedinstvenu supstanciju glikozidnog karaktera (helebrigenin-gluko-
ramnozid). Smatra se da je helebrin glavno kardiotoni¢no jedinjenje roda Helleborus L.
Helebrin je izdvojen u obliku bezbojnih nehigroskopnih kristala, koji se u vodi 1 etil
alkoholu tesko rastvaraju (oko 0,45 odn. 0,2%), nesto lakSe u metil alkoholu (oko 0,6-
0,7%), jos lakSe u razblazenom metil i etil alkoholu, a nerastvorljivi su u hloroformu i
etru. Helebrin je fizioloski veoma aktivan: 1 gr helebrina sadrzi 25x10°-32x10° F.D.
(Frosch-Dosis=zabljih doza), dok je efikasnost najjaceg kardioaktivnog glikozida
konvalatoksina 30x10°-35x10° F.D./g. Letalna doza helebrina za odrasle macke pri
intravenskoj aplikaciji je 0,1 mg/kg. Peroralno unosenje 1 mg helebrina macke tolerisu
bez simptoma, dok doza od 10 mg daje letalni ishod. Uporedujuci ove vrednosti sa
vrednostima za heleborein, ovaj autor je doSao do zakljucka da je helebrin 20-30 puta
efikasniji od heleboreina (i.v. heleborein LD 1,9 mg/kg, helebrin LD 0,1 mg/kg; p.o.
heleborein LD 300 mg, helebrin LD 10 mg). Schmutz (1949) je odredio strukturu ovog
glikozida, tako $to je pomocu strofantobiaze odvojio D-glukozu od biozida helebrina i

tako dobio monozid desglukohelebrin koji je dalje hidrolizovao pomocéu razredene
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hlorovodonic¢ne kiseline u acetonu na L-ramnozu i visokoaktivni helebrigenin. Zatim je
bioloSkom titracijom na mackama uporedio njihovu toksi¢nost sa nekim poznatim

kardiotoni¢nim heterozidima. Dobijeni rezultati su ukazali da je i.v. aplikovan helebrin

strofantidina (LD 0,32504+0,023 mg/kg), ali manje toksi¢an od konvalotoksina (LD
0,0790+0,003 mg/kg), desglukohelebrina (LD 0,0869+003 mg/kg), helebrigenina (LD
0,0769+0,005 mg/kg) i njegovih derivata helebrigenol-monoacetata (LD 0,768+0,003
mg/kg) 1 helebrigenin-monoacetata (LD 0,0642+0,002 mg/kg) koji ima najintenzivnije
dejstvo. Godinu dana kasnije, Chen 1 sar. (1950) su ponovili deo navedenog ogleda na
mackama i golubovima, kojim su ispitivali uticaj Helleborus L. glikozida i njihovih
aglikona na sr¢anu aktivnost i potvrdili rezultate svog prethodnika. Sva jedinjenja, osim
desglukohelebrina, izazvala su povracanje kod eksperimentalnih Zivotinja i uzrokovala
kontrakcije glatkomiSi¢nih organa. Baytop 1 Malkoc (1965) su hromatografijom na
papiru dokazali prisustvo helebrina u podzemnim organima H. orientalis Lam. Petri¢i¢ i
sar. (1967) su opisali postupak za kvantitativno odredivanje helebrina u rizomu i korenu
Helleborus atrorubens W. et K., koji se zasniva na odvajanju helebrina pomoéu
tankoslojne hromatografije sa silikagelom G prema Stahlu sa sistemom rastvora
hloroform—metanol-voda (10:2:0,15) 1 kolorimetrijskoj reakciji ovog glikozida sa
Wasickyevim reagensom (p-dimetilaminobenzaldehidom u razredenoj sumpornoj
kiselini). Pri tome nastaje ruzicasto-ljubicasta boja koja se ponasa po Lambert-Berovom
zakonu. Oni su predlozili 1 jednostavan postupak izolacije helebrina kojim je iz 2 kg
sirovine dobijeno 5,6 g Cistog helebrina Sto ukazuje na relativno dobro iskoristenje.
Petri¢i¢ i sar. (1968) su titracijom na golubu, uporedili bioloSke vrednosti
bufadienolida tipa helebrigenina (helebrin i desglukohelebrin) sa hemijski sli¢nim
kardenolidima tipa strofantidina (k-strofantozid, k-strofantin-f i cimarin). Helebrigenin i
strofantidin imaju identican steroidni deo molekula, a razlikuju se po ligandu na atomu
Cy7: helebrigenin ima dvostruko nezasiceni SestoClani laktonski prsten, a strofantidin
ima a-B-nezasi¢eni petoclani laktonski prsten. Za ovo ispitivanje, helebrin je
pripremljen iz podzemnih delova Helleborus atrorubens W. et K. prema prethodno
objavljenom postupku, desglukohelebrin enzimskom hidrolizom iz helebrina po
postupku Schmutza, a helebrigenin kiselom hidrolizom iz desglukohelebrina.

Poredenjem dobijenih rezultata, utvrdeno je da je pri intravenskoj aplikaciji u
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intervalima od po 5 minuta, najefikasniji desglukohelebrin (LD 0,157 mg/kg), da je

k-strofantozida (LD 0,260 mg/kg) i da je toksi¢nost helebrigenina i strofantidina slicna
(LD 0,514 mg/kg, odn. 0,526 mg/kg). PonaSanje helebrina i k-strofantozida pri
produZzenoj intravenskoj aplikaciji je sli¢no, tako da je odnos toksi¢nosti gotovo isti pri
aplikaciji svakih 5 minuta kao i svakih 10, 20 ili 30 minuta (LD helebrina 0,176 mg/kg,
0,181 mg/kg, 0,173 mg/kg, 0,166 mg/kg vs LD k-strofantozida 0,260 mg/kg, 0,266
mg/kg, 0,260 mg/kg, 0,240 mg/kg). Pri intraperitonealnoj aplikaciji, efikasnost
k-strofantozida je jos$ slabija od helebrina nego pri intravenskoj aplikaciji (LD 50 0,550
mg/kg, odn. 0,320 mg/kg). To ukazuje na bolju resorpciju helebrina nego
k-strofantozida, a pretpostavlja se i da je u digestivnom traktu doslo do brzog odvajanja
glukoze kod oba heterozida, pri ¢emu su nastali sekundarni heterozidi izmedu kojih je
razlika jace izrazena. Ovi autori smatraju da Secerna komponenta ima ulogu u
toksi¢nosti heterozida. Desglukohelebrin koji ima jedan molekul Secera (ramnozu)
SeCera (cimarozu). Ranije je utvrdeno da konvalotoksin sa ramnozom kao Secernim
delom molekula ispoljava dvostruko jace delovanje u odnosu na cimarin, sa kojim ima
istu aglukonsku komponentu (Kusevi¢, 1962), a dvadesetak godina kasnije Shimada i
sar. (1986) su potvrdili da L-ramnoza znafajno povecava kardiotoni¢nu aktivnost
aglikona. Ova ispitivanja nisu potvrdila rezultate Schmutza (1949) i Chena i sar. (1950)
naveli autore na zaklju¢ak da je neophodno nastaviti dalja istrazivanja kako bi se sa
sigurnoS¢u utvrdio odnos helebrina prema k-strofantozidu i ispitala moguénost da
helebrin i1 njegovi desgluko-produkti uspesno zamene neke kardiotonike koji su u
upotrebi (na pr. k-strofantozide i k-strofantine).

Uporednim odredivanjem sadrzaja helebrina u podzemnim delovima veceg broja
samoniklih vrsta roda Helleborus L. sa podru¢ja bivse Jugoslavije, Petri¢i¢ i sar.
(1971-a) su najvecu koli¢inu helebrina utvrdili kod H. odorus W. et K. (0,55%), a samo
kod H. macranthus Freyn. nisu dokazali njegovo prisustvo. Ostali uzorci prikupljeni sa
razli¢itih staniSta su imali relativno visok procenat ovog glikozida: H. atrorubens W.
et K. 0,35-0,54%, H. multifidus Vis. 0,30-0,47%, H. dumetorium W. et K. 0,44% i
H. istriacus (Schiffn.) Borb. 0,54%. Desglukohelebrin nije dokazan ni u jednom
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ispitivanom uzorku. Ovi autori su smatrali da je za terapiju znacajan ne samo sadrzaj
helebrina u Helleborus sp. u prirodi, ve¢ i pogodnost za gajenje u kulturi onih vrsta koje
ga sadrze u dovoljnoj koli¢ini. Utvrdili su da je vrsta H. atrorubens W. et K. preneta sa
Zagrebacke gore na ogledno polje Zitnjaka (ravni deo okoline Zagreba), posle perioda
adaptacije na nove uslove rasta i aklimatizacije od 3-4 godine, proizvela vise helebrina u
kulturi (0,45%) nego na prirodnom stanistu (0,35%). 1z dobijenih rezultata je izveden
zakljuCak da se biljne vrste prenete sa prirodnog staniSta ne menjaju samo po izgledu,
veé 1 po sastavu, §to moze dovesti do stvaranja nove biljne vrste, odnosno podvrste.
Tschesche (1972) je ispitivao proces biogeneze helebrina i utvrdio da cela biljka
H. atrorubens W. et K. sadrzi oko 2% ovog jedinjenja ¢iji je prekursor glukozid
pregnenolon. Radioaktivni prekursor aplikovan je u biljku, a nastali helebrin je nakon 2
nedelje izolovan hromatografijom na koloni SiO, i identifikovan postupcima
radiohromatografije 1 ko-kristalizacije. Vec¢a koli¢ina radioaktivnog helebrina prisutna u
lis¢u nego u korenu, ukazuje da se biosinteza verovatno odvija u liS¢u, a da je korenje
glavno mesto akumulacije helebrina. Ozonoliza helebrina je potvrdila lokalizaciju
ukupne radioaktivnosti u laktonskom prstenu, kao kod kardenolida.

Wissner 1 Kating (1974-a,b,c) su sproveli botanicka (morfolosko-anatomska) i
fitohemijska ispitivanja veceg broja evropskih i azijskih vrsta roda Helleborus L. Ovi
autori (1974-a) su izvrSili kultivaciju prikupljenog materijala na eksperimentalnim
poljima, vegetativnom (iz rizoma) i generativnom (iz zrelog semena) reprodukcijom
ovih biljaka i pratili njihov rast i razvoj. Povecanje prosecne mase podzemnih organa
utvrdeno je ve¢ nakon godinu dana (160%) gajenja u kulturi, a posle 3 godine prirast
mase korena i rizoma je bio poveéan najmanje oko 600% (H. odorus W. et K. i
H. dumetorium W. et K.) a najvise 1330% (H. purpurascens W. et K.). Po zavrSetku
kultivacije, izmedu uzoraka nisu utvrdene morfoloske razlike, osim kod H. foetidus L.
koji nema rizom ve¢ lignificiran korenov sistem. U cilju fitohemijske karakterizacije,
Wissner i Kating (1971, 1974-b) su vrsili uporedna odredivanja koli¢ine kardioaktivnih
glikozida 1 saponozida u rizomu i korenu veéeg broja samoniklih biljaka roda
Helleborus L. Spektrofotometrijskom analizom su utvrdili da je helebrin glavni glikozid
slede¢ih vrsta: H. viridis L., H. viridis ssp. occidentalis (Reuter) Schiffner, H. odorus
W. et K., H. multifidus Vis., H. dumetorum W. et K., H. dumetorum ssp. atrorubens

(W. et K.) Merxm. et Podl., H. purpurascens W. et K., H. cyclophyllus Boiss. i
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H. bocconei ssp. siculus (Schiffner) Merxm. et Podl., koje ga sadrze u koli¢ini 0,30-
1,5%, dok H.orientalis Lam. sadrzi helebrin samo u tragovima (manje od 0,05%), ali i
veliku koli¢inu desglukohelebrina (0,5%), koja je mnogo veca nego kod drugih vrsta.
Najvise nivoe helebrina imali su H. odorus W. et K. (0,5-1,2%) i H. purpurascens W. et
K. (0,6-1,5%) razli¢itog porekla. Odsustvo helebrina u H. niger L., H. foetidus L., H.
lividius ssp. corsicus (Willd.) Tutin i H. vesicarius Auch., ¢ini ove vrste pogodnim za
fitoterapiju razlicitih inflamatornih stanja. Ovi autori (1974-c) su ustanovili da je
koli¢ina helebrina razli¢ita kod istih vrsta sa razli¢itih stanista (kod H. odorus W. et K.
se kre¢e izmedu 0,5 1 1,2%), kao i u okviru iste biljke (sadrzaj helebrina u korenu i
rizomu je najveci u periodu dozrevanja semena, a u toku zime opada za oko 50-65%).
Ne moze se sa sigurnos¢u tvrditi da li su za te razlike u biogenezi helebrina odgovorni
geografski polozaj, klimatski faktori, zivotna sredina, edafski faktori stanista
(koncentracija vodonikovih jona i1 sadrzaj kalcijuma u zemljiStu), stadijum razvica ili
genetski faktori. Coassini Lokar i sar. (1982) su takode ispitivali uticaj nekih faktora
(nadmorske visine, zivotne sredine, sezone, faze bioloSkog ciklusa) na proizvodnju
aktivnih principa u podzemnim organima H. odorus W. et K. Utvrdili su da se tokom
perioda aktivnosti koli¢ina helebrina i1 saponina povecava sa nadmorskom visinom i da
je njihov sadrzaj ve¢i kod biljaka na strmim sun¢anim padinama.

Na osnovu istrazivanja drugih autora i rezultata do kojih je sam doSao, Petrici¢
(1974) iznosi podatak da podzemni delovi veceg broja ispitivanih vrsta roda Helleborus
L. sadrze 0,30-0,55% kardiotoni¢nog glikozida helebrina (osim H. macranthus Freyn.) i
da je to koli¢ina koja ovu biljnu vrstu svrstava u znacajan izvor za ekstrakciju helebrina
i ekonomski opravdava njeno iskoriS¢avanje i za potrebe farmaceutske industrije.
Cioaca i Cucu (1974) su uporedili metod Petricic¢a i sar. (1967) sa tehnikom Wissnera i
Katinga (1971) 1 predlozili postupak kvantitativne determinacije helebrina u podzemnim
organima H. purpurascens W. et K. Dilpari¢-Knezevi¢ (1977) je utvrdila da se sadrzaj
helebrina u rizomu i korenu veceg broja vrsta roda Helleborus L. kre¢e od 0,24-0,54%,
dok kod H. macranthus Freyn. helebrin nije utvrden, a da je koli¢ina helebrina od 0,24-
0,38% izmerena u uzorcima H. odorus W. et K. prikupljenim sa razli¢itih staniSta i u
razli¢itim vremenskim periodima. Vrste roda Helleborus L. sa podruc¢ja bivse
Jugoslavije Petri€i¢ 1 sar. (1977) 1 Dilpari¢-Knezevi¢ (1977) su prema koli¢ini helebrina

u podzemnim organima biljke grupisali u dva hemotipa: hemotip sa visokom koli¢inom
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helebrina (0,24-0,54%) predstavljaju vrste H. odorus W. et K., H. croaticus Martinis,
H. istriacus Schiffn., H. multifidus Vis., H. atrorubens W. et K. i H. dumetorum W. et
K., dok hemotip sa malom koli¢inom helebrina (u tragovima ili ispod 0,05%) sto ih ¢ini
pogodnim za fitoterapiju, predstavljaju vrste H. niger L. i H. macranthus Freyn. koje je
botanicki tesko razlikovati. U vecini ispitivanih vrsta, desglukohelebrin je prisutan u
tragovima, a nije dokazan u H. niger L. i nekim uzorcima vrsta H. macranthus Freyn. i
H. multifidus Vis., dok helebrigenin nije dokazan ni u jednoj vrsti. Utvrdene razlike u
odnosu na sadrzaj pojedinih sastojaka su vrlo vazne, jer ukazuju da i bliske botanicke
vrste nemaju istu sposobnost da sintetiSu konstituente koji su karakteristi¢ni za odredeni
rod. Colombo i sar. (1990) su hromatografskom i spektroskopskom analizom dokazali
prisustvo helebrina (helebrigenin-glukoramnozida) u etil acetatnim ekstraktima i
desglukohelebrina (helebrigenin ramnozida) i bufa-20,22-dienolide-3,5,14-trihidroksi-
19-0kso-(3B,58) helebrigenina u hloroformskim ekstraktima svezih podzemnih delova
H. viridis L., H. viridis ssp. viridis i H. odorus W. et K. ssp. laxus (Host) Merxm. et
Podl. Muhr 1 sar. (1995) su primenom 2D NMR spektroskopije ispitivali strukturu
helebrina izolovanog iz metanolnog ekstrakta korena H. purpurascens W. et K. i
hemijski je determinisali kao 3-8-O-(B-D-glukopiranozil-(1—4)-a-L-ramnopiranozil)
helebrigenin. Kvalitativnom sistematskom analizom 1 TLC skriningom etanolnog
ekstrakta droge Hellebori (serbici) radix et rhizoma Maksimovi¢ (1998) je dokazao da
ispitivana droga sadrzi helebrin (0,39%) 1 dezglukohelebrin, dok su Bassarello i sar.
(2008) izolovali helebrigenin 1 desglukohelebrin iz metanolnog ekstrakta podzemnih
organa H. caucasicus A. Br. i objasnili strukturu ovih jedinjenja 1D i 2D NMR
spektroskopskom analizom

Kolesnikov i Tropp (1952) su iz podzemnih organa kavkazske i1 gruzijske
endemske vrste H. caucasicus A. Br., izolovali kristalni glikozid rastvorljiv u acetonu i
tesko rastvorljiv u hloroformu, tacke topljenja 234 °C, jakog delovanja na sréanu akciju
1 nazvali ga korelborin K. Nekoliko godina kasnije, Resnitschenko i sar. (1961) su u
podzemnim organima H. caucasicus A. Br. dokazali bufadienolid korelborin K, a zatim
su iz korena i i1 rizoma H. purpurascens W. et K. sakupljenog na Karpatima izdvojili
kristalni kardiotoni¢ni heterozid korelborin P, tesko rastvorljiv u acetonu i nerastvorljiv
u hloroformu, tadke topljenja 283 °C. Sikl i sar. (1961) su izolovali i izvrsili

karakterizaciju sr¢anih glikozida korelborina P i desglukohelebrina iz podzemnih
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organa Helleborus purpurascens W. et K. koji je karakteristiCan za oblast Slovacke.
Zatim su na osnovu tacke topljenja, uporedne hromatografije na papiru (sistem
butanol/voda 1:1), bojene reakcije sa 84% H,SO, 1 IR spektra, dokazali da je izolovani
biozid korelborin P identi¢an helebrinu, a monozid desglukohelebrin korelborinu K.
Dobijeni glikozidi su ispoljili visoku biolosku aktivnost. Zoz (1956) navodi da je
postupkom bioloske titracije utvrdeno da minimalna letalna doza korelborina za macke
iznosi 0,084-0,088 mg/kg, a za zabe 0,0003-0,0004 mg/g (bioloska aktivnost 1g
korelborina K je 11500 KED, a korelborina P 11363 KED). Toksi¢nije delovanje je
ispoljio korelborin K koji je sli¢an digitoksinu, dok je manje toksi¢ni korelborin P blizi
strofantinu. Anrapckas 1 sar. (1953) su ukazali na kumulativna svojstva korelborina K 1
njegovo mesto izmedu digitoksina i strofantina.

Heleborogenon. Primenom postupka za izolovanje helebrina, Petri¢i¢ i sar.
(1972) su dokazali i opisali bufadienolidnu supstancu steroidnog karaktera sa
kardiotonicnim delovanjem 1 nazvali je heleborogenon (14-hidroksi-3-keto-bufa-
1,4,20,22-tetraenolid), najpre iz podzemnih delova H. atrorubens W. et K., a kasnije i u
ostalim ispitivanim vrstama roda Helleborus L. (H. odorus W. et K., H. multifidus Vis.,
H. istriacus (Schiffn.) Borb. i H. macranhtus Freyn.). Izolovana supstanca (C,4H304) je
slabo polarna (lako se odvaja od helebrina 1 saponina kao nepolarnija supstanca) i dobro
kristaliSe iz metanola, etanola ili acetona, a dobijeni kristali imaju tacku topljenja 250-
262 °C. Ovo jedinjenje poseduje steroidno jezgro sa dvostruko nezasi¢enim $esto¢lanim
laktonskim prstenom na C;7 1 kiseonikom na C; koji je vezan u keto obliku, a ne u
obliku hidroksida u kome je u glikozidima H-atom zamenjen Se¢erom. Ispitivanjem
toksicnosti na golubovima (metodom po Milesu i Perryju) dokazano je da je
heleborogenon sli¢ne toksi¢nosti kao i digitoksin (LD heleborogenona iznosi 0,496
mg/kg, a digitoksina 0,503 mg/kg). Interesantno je da prilikom intravenskog
aplikovanja heleborogenona, golubovi nisu pokazali karakteristicno povracanje, koje se
javlja pri aplikovanju kardiotonika. Dilpari¢-Knezevi¢ (1977) je utvrdila da sve
ispitivane vrste, osim H. niger L., sadrze heleborogenon: relativno velika koli¢ina (0,3
do 0,4%) nadena je u podzemnim organima H. atrorubens W. et K., H. multifidus Vis.,
H. istriacus (Schiffn.) Borb. i H. croaticus Martinis, dok se u vecini uzoraka H.
macranhtus Freyn. koli¢ina kretala od 0,2 do 0,3%. U ispitivanim uzorcima rizoma i

korena H. odorus W. et K. heleborogenon je zastupljen uglavnom samo u tragovima,
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osim u dva uzorka gde se koli¢ina kretala od 0,20-0,30%. Istu supstancu (14-hidroksi-3-
okso-1,4,20,22-bufatetranolid) izolovali su 1 Wissner (1973) iz osuSenog rizoma i
korena H. viridis L., H. viridis ssp. occidentalis (Reuter) Schiffner i H. dumetorium ssp.
atrorubens (W. et K.) Merxm. et Podl. i Colombo i sar. (1990) iz hloroformskog
ekstrakta svezih podzemnih organa H. viridis L., H. viridis ssp. viridis i H. odorus W. et
K. ssp. laxus (Host) Merxm. et Podl. Wissner (1973) nije detektovao prisustvo
heleborogenona u ostalim evropskim i maloazijskim vrstama roda Helleborus L.

Glukohelebrin. Wissner i Kating (1974-b,c) su izolovali bufadienolid triozid
glukohelebrin iz korena i rizoma H. dumetorium W. et K., koji kao i helebrin i
desglukohelebrin ima aglikon helebrigenin, a u odnosu na helebrin sadrzi jedan molekul
D-glukoze vie i ima nizu ta¢ku topljenja (195-198 °C vs 283-284 °C). Uzgajanjem
H. odorus W. et K. i H. viridis L. na istom stanistu utvrdili su da se odnos helebrina i
glukohelebrina pomera u korist glukohelebrina.

Sa-bufalon, ramnozid, tigenkaozid A, tigenkaozid B. Iz rizoma i1 korena
H. odorus W. et K. izdvojena je nova kardiotoni¢na supstanca, bufadienolid Sa-bufalon
(14-hidroksi-3-okso-5a,148-bufa-20,22-dienolid) (Hauser i sar., 1972). Watanabe 1 sar.
(2003) su iz metanolnog ekstrakta rizoma H. orientalis Lam. hromatografskim
metodama (hromatografijom na koloni 1 HPLC) izolovali dva poznata glikozidna
bufadienolida i novi bufadienolid ramnozid (58,148,168-trihidroksi-19-okso-3B-[(a-L-
ramnopiranozil)oksi]bufa-20,22-dienolid), determinisali im strukturu spektroskopskom
analizom 1 procenili njihovu citotoksi¢nu aktivnost na kulturama tumorskih i normalnih
humanih celija. 1z metanolnog eckstrakta rizoma H. thibetanus Franch. Yang i sar.
(2010) su izolovali, spektroskopskom analizom odredili strukturu i analizirali
citotoksi¢no delovanje dva nova bufadienolida, tigenkaozida A (148,168-dihidroksi-3B-
[(B-D-glukopiranozil)oksi]bufa-20,22-dienolid) i1 tigenkaozida B (148,16B-dihidroksi-
3B-[(B-D-glukopiranozil-(1—4)-O-B-D-glukopiranozil )oksi]bufa-20,22-dienolid), kao 1
dva poznata bufadienolida (helebrigenina 1 58,148-dihidroksi-19-okso-38-[(a-L-

ramnopiranozil)oksi]bufa-20,22-dienolida).
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2.6.1.1.b. Kardiotoni¢ni (bufadienolidni), flavonoidni i fenolni heterozidi iz

nadzemnih organa Helleborus L.

Novi glikozidi su izolovani i iz nadzemnih delova biljaka roda Helleborus L.: iz
lis¢a razli¢itih vrsta Helleborus L. Hill i van Heyningen (1951) su izolovali kristalni
glikozid ranunkulin (B-D-glukopiranozid) 1 njegov izomer izoranunkulin (4-(B8-D-
glukopiranoziloksi)-2-penten-5-olid); iz cvetova H. foetidus L. Tschesche i sar. (1972)
su izdvojili 1 odredili strukturu laktonskih glikozida ranunkozida i ranunkulozida; iz
osuSene stabljike, listova i cvetova H. niger L. Martinek (1973, 1974-a) je izolovao i
hidrolizovao nepoznat heterozid koga je nazvao supstanca G, a zatim ga (1974-b)
identifikovao kao ranunkozid ¢ijom kiselom hidrolizom je dobio D-glukozu i aglikon
5-hidroksilevulinsku kiselinu. Tschesche 1 sar. (1981) su dokazali da je
5-hidroksilevulinska  kiselina inkorporirana u Cetiri  glukozida (ranunkulin,
izoranunkulin, ranunkozid i ranunkulozid) nadzemnog dela H. foetidus L i da je
prekursor u biosintezi protoanemonina. Iz semena H. odorus W. et K. Kilmer i Wichtl
(1986) su pored helebrina i desglukohelebrina izolovali kardiotoni¢ni bufadienolidni
heterozid 11a-hidroksi-desglukohelebrin, a Meng 1 sar. (2001) su iz semena
H. torquatus Archer-Hind izolovali i1 determinisali strukturu tri bufadienolida:
helebortina A, helebortina B 1 helebortina C.

Hill i van Heyningen (1951) su kristalni glikozid ranunkulin (B-D-
glukopiranozid), izolovan iz svezeg lis¢a razli¢itih vrsta Helleborus L. (tokom procesa
susenja ovaj glikozid se enzimski dekomponuje), konvertovali u uljani nezasi¢eni vy-
lakton protoanemonin (5-metilen-2-oksodihidrofuran) odvajanjem D-glukoze pomocu
slabe baze (natrijum acetata). Hemiterpenski lakton protoanemonin je supstanca sa
antibiotskim 1 antimikotickim delovanjem (Martin i sar., 1990) koja je nestabilna 1
spontano polimerizuje u nerastvorljivi dimer anemonin koji nema antibiotsku aktivnost
(Paris 1 Moyse, 1981). Dobija se autolizom ranunkulina postupcima maceracije, alkalne
hidrolize ili destilacije svezeg biljnog tkiva nekoliko vrsta familije Ranunculaceae,
ukljucujué¢i rodove Helleborus L., Anemone L., Clematis L., Ceratocephalus L. i
naj¢e$¢e Ranunculus L. (Bonora i sar., 1987). Iz destilata liS¢a deset vrsta ove familije,
Bonora i sar. (1985) su dobili protoanemonin iz prekursora ranunkulina, a zatim ga

pomocu HPLC, primenom tehnika normalnih i reverznih faza, determinisali, izdvojili 1
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utvrdili njegov nizak sadrzaj kod H. odorus W. et K. (4,6 ng/g) i visoke vrednosti kod
H. niger L. (5820,5 ng/g) i H. foetidus L. (672 pg/g). Pricto i sar. (2006) su iz
metanonog ckstrakta svezeg lis¢a H. foetidus L. izolovali y-lakton anemonin.
Protoanemonin kod svih vrsta Zivotinja prilikom Zvakanja nadzemnih delova kukureka
izaziva intenzivnu zapaljensku reakciju, pojacanu salivaciju i ulceracije usne duplje 1
grla, a dospevanje vece koli¢ine u zeludac 1 creva dovodi do iritacije digestivnog trakta,
odnosno gastroenteritisa pra¢enog pojacanom sekrecijom, abdominalnim bolom,
povradanjem i dijarejom sa primesama krvi (Frohne i Pfander, 2005). Prilikom
aplikovanja kukureka kao antiparazitika na kozu, ova supstanca moze da izazove
kontaktni dermatitis praden eritemom i otokom, a ponekad i pojavom plikova i
nekrozom tkiva (Spoerke i Smolinske, 1990). Bai i sar. (1996) su koriste¢i razlicite
ekstrakcione postupke iz smrznuto-suvih biljnih uzoraka nadzemnih delova 11 vrsta
familije Ranunculaceae uspeli da HPLC analizom determini$u ranunkulin u 8 vrsta, u
koncentraciji od 1,5-19,9% (analiza nije obuhvatila Helleborus L.).

Flavonoidi su dugo smatrani hemotaksonomskim markerima familije
Ranunculaceae (Lebreton, 1986), a posebno su kafeoidni i feruloidni flavonoidni
glikozoidi tipi¢ni za ovu familiju i Helleborus sp. (Gluchoff-Fiasson i sar., 1994).
Harborne (1965) je saopsStio da su u kruni¢nim listi¢cima H. foetidus L., prisustni
polifenoli kvercetin 3-(kafeoilsoforozid)-7-glukozid i 3-(ksilozilglukozid)-7-glukozid, a
dve godine kasnije objavio je da latice H. niger L. sadrze kemferol 3-sambubiozid-7-
glukozid, 3-sambubiozid i 3-glukozid-7-glukozid, dok se u praSnicima nalazi kemferol-
3-soforozid (Harborne, 1967). Preliminarnim hromatografskim i spektroskopskim
skriningom metanolnog ekstrakta pulverizovanih prizemnih listova H. cyclophyllus
Boiss. Philianos i sar. (1983) su utvrdili prisustvo polifenolnih komponenti (flavonoida i
fenolnih kiselina: parakumarinske, vanilinske, hlorogenske i kafene). Tankoslojnom
hromatografijom na silikagelu 60 Fyss (Merck), Male§ i Medi¢-Sari¢ (2001) su iz
metanolnog ekstrakta lis¢a H. atrorubens W. et K. izdvojili 15 komponenti: 8
aglikonskih komponenti flavonoidnih heterozida (8 flavonoida koji su derivati
kemferola 1 kvercetina) i 7 aglikona fenolnih heterozida (7 fenolnih kiselina odn.
fenolkarbonskih kiselina od kojih su tri identifikovane kao ferulinska, kafena 1
hlorogenska kiselina). Braca i sar. (2004) su iz lis¢a H. viridis L. izolovali tri nova

flavonoidna kvercetin glikozida, a Prieto i sar. (2006) su iz lis¢a H. foetidus L izolovali
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novi acetilizovani flavonoidni kvercetin glikozid, zajedno sa dva poznata fenolna
glikozida i identifikovali ih na osnovu detaljne spektroskopske analize. Fitohemijskim
ispitivanjima metanolnog ekstrakta lis¢a H. niger L., Vitalini i sar. (2011) su izolovali
derivat fenolnog glikozida i dva flavonoidna glikozida i izvr$ili njihovu strukturnu
karakterizaciju na osnovu obimnih NMR spektralnih analiza. Cakar i sar. (2011) su
spektrofotometrijskom metodom utvrdili da vodeni i etanolni ekstrakti lis¢a sva tri
ispitivana taksona Helleborus sp. (H. odorus W. et K., H. multifidus Vis. i
H. hercegovinus (Martinis) Mathew) sadrze znac¢ajno vise ukupnih fenola i flavonoida u
odnosu na ekstrakte podzemnih organa ovih biljaka, dok je koli¢ina proanticianidina
bila sli¢na kod svih ekstrakata. SadrZaj fenola je varirao od 7 mg CAT g u vodenom
ekstraktu korena H. odorus W. et K. do 242,41 mg CAT g' u ekstraktu ligéa
H. hercegovinus (Martinis) Mathew. Najveca koncentracija flavonoida je utvrdena u
vodenom ekstraktu liséa H. multifidus Vis. (98,44 mg RUT g"), dok su ekstrakti

podzemnih organa imali znac¢ajno nize koli¢ine ovog jedinjenja.

2.6.1.2. Saponozidi (triterpenski monodezmozidni i bidezmozidni, steroidni

spirostanski i furostanski) i ekdisteroidi

TriterpenskKi i steroidni saponozidi. Saponozidi su specifi¢ni sekundarni biljni
metaboliti kompleksne strukture. Oni hidrolizuju na 1-3 lanca Secera (linearni ili
raCvasti oligosaharidi, rede D-glukuronska 1ili D-galakturonska kiselina ili
monosaharidi) i aglikonsku komponentu (sapogenin, sapogenol). Zavisno od hemijske
prirode sapogenina, razlikuju se triterpenski i steroidni saponozidi koji se obicno u
drogama nalaze zajedno kao slozene smeSe saponozida. Triterpenski saponozidi imaju
trideset ugljenikovih atoma, a osnovni skelet se sastoji od pet kondenzovanih
heksaciklusa, dok steroidni saponozidi imaju dvadeset sedam C atoma i osnovni skelet

od Sest kondenzovanih prstenova. Monodezmozidni triterpenski i spirostanski steroidni

saponozidi nastaju povezivanjem jednog ravnoclanog ili razgranatog Se¢ernog niza sa
sapogeninom etarskom (glukozidnom) vezom preko hidroksilne grupe na Cs, a kod

bidezmozidnog tipa triterpenskih saponozida ostvarena je estarska veza drugog

ravnoclanog ili razgranatog lanca Secera sa sapogeninom preko supstituentske

karboksilne grupe na Cs, C,7 ili Cy9. Kod bidezmozidnih steroidnih saponozida Seceri se

ne vezuju estarski, ali drugi lanac Secera moze biti vezan za hidroksilnu grupu na Cye 1
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tada nastaju furostanski steroidni saponozidi sa sapogeninom u obliku pentacikli¢nog

skeleta. Saponozidi su rastvoreni u celijskom soku 1 lokalizovani u vakuolama
parenhimskih ¢elija razli¢itih biljnih organa u koncentraciji od 5-15%. To su amorfna
jedinjenja, neprijatnog, sapunastog, iritiraju¢eg ukusa, velike molekulske mase. Izrazito
su polarni 1 rastvaraju se u vodi i razblazenim alkoholima grade¢i koloidne rastvore, dok
su u cistim alkoholima znatno slabije rastvorljivi. U etru, hloroformu, petroletru i
drugim lipofilnim organskim rastvarac¢ima su nerastvorljivi. Sapogenini su kristalne
strukture 1 rastvorljivi su u nepolarnim organskim rastvara¢ima. Dokazivanje prisustva
saponozida u drogama se zasniva na stvaranju obilne, stabilne pene prilikom muckanja
vodenog ekstrakta, izazivanju hemolize eritrocita in vitro, toksi¢nosti za Zzivotinje
hladne krvi (kiSne gliste, Zabe, ribe) i na hemijskim reakcijama na tankom sloju silika-
gela u kombinaciji sa spektrofotometrijom. Vrednost droga koje sadrze ove metabolite
ne odreduje se na osnovu njihove koli¢ine, ve¢ na osnovu hemolitickog delovanja
ekstrakta 1 izrazava se brojem saponozidnih jedinica po gramu droge. Smatra se da
saponozidi deluju nadrazajno na sluzokozu Zeluca i podsticu sekreciju u digestivnom
traktu, da refleksnim mehanizmom pojacavaju bronhijalnu sekreciju i olakSavaju
iskasljavanje, a da se mogu primeniti i kao diuretici i lokalna kontraceptivna sredstva. U
in vitro uslovima je potvrdena njihova antimikrobna aktivnost (fitoaleksini-deluju na
bakterije, gljivice i viruse), a neke droge koje ih sadrze koriste se kao antiiinflamatorna i
antiedematozna sredstva (Kovacevic, 2004).

Steroidni saponozidi nisu Siroko rasprostranjeni u biljnom svetu i pronadeni su u
monokotiledonim biljnim porodicama, dok je Helleborus L. jedan od samo nekoliko
rodova dikotiledonih biljaka kod kojih je opisano njihovo prisustvo (Prieto i sar., 20006,
2007). Iz nekih vrsta roda Helleborus L. izolovane su aglikonske komponente steroidnih
saponozida 1 utvrdena im je struktura, pri cemu se doslo do zakljucka da pojedine vrste
kukureka ne sadrze iste sapogenine (bar ne glavne sapogenine). PetriCi¢ 1 sar. (1969) su
uspeli da izdvoje spirostanski steroidni sapogenin makrantogenin, glavni aglikon
saponozida rizoma i korena H. machrantus Freyn. i da mu odrede strukturu (25/27-
dehidro-sarsapogenin, odn. 25/27-dehidro-5B-spirostan-3-B-ol). Iz metanolnog ekstrakta
podzemnih organa H. atrorubens W. et K. Petri¢i¢ i sar. (1970) su postupkom
hromatografije na koloni silikagela i na koloni sefadeksa G 25 izolovali genin ¢iju

strukturu nisu odredili, a Petri¢i¢ (1974) ga naziva atrorubogenin. Tschesche i sar.
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(1984) su istim postupkom iz metanolnog ekstrakta sirovih podzemnih organa
H. machrantus Freyn. izolovali i odredili strukturu glavnog furostanol saponozida, niske
hemoliticke aktivnosti, koga su nazvali makrantozid I, a zatim su kao produkte kisele
hidrolize makrantozida I, dobili D-glukozu i makrantogenin. Isti saponozid izolovali su
i Liedtke i sar. (1997) iz rizoma i korena H. niger ssp. niger L.

Zivanov-Staki¢ i Mladenovi¢ (1970-a) su predlozili postupak odvajanja
triterpenskih saponozida od steroidnih, ekstrakcijom podzemnih organa H. odorus W. et
K. 80%-im etanolom i taloZzenjem sa tetrahidrofuranom. Ovim postupkom dobija se
smesa triterpenskih saponozida, dok se steroidni saponozidi nalaze samo u tragovima
(tankoslojnom hromatografijom nadena su 2 steroidna saponozida). Zivanov-Stakié i
Mladenovi¢  (1970-b) su prvi upotrebili PABTSK reagens (smeSa p-
acetilaminobenzaldehidtiosemikarbazona i sumporne kiseline u acetonskom rastvoru) za
identifikovanje nekih steroidnih supstancija 1 ugljenih hidrata na tankoslojnom
hromatogramu i utvrdili da triterpenski saponozidi H. odorus W. et K. sa ovim
reagensom ne daju bojenu reakciju, dok steroidni saponozidi i sapogenoli daju tamno
ljubicastu boju koja fluorescira narandzasto. Helebrin, dezglukohelebrin i helebrigenin
daju svetlo smedu boju sa Zutom fluorescencijom.

Saponozidi su povrsinski aktivna jedinjenja koja smanjuju napon na dodirnoj
povrsini dve faze koje se ne mesaju. Oni se vezuju za sterole Celijskih membrana i
povecavaju njihovu permeabilnost, Sto se kod eritrocita manifestuje hemolizom i
gubitkom hemoglobina. Kofler i Steidl (1934) su utvrdili da rizom i1 koren kukureka
obradeni holesterolom gube hemoliticku aktivnost, a obradeni ksilolom deluju
hemoliti¢ki, pri ¢emu hemoliti¢ki krug nastaje posle 3-5 minuta i zauzima malu zonu. U
rizomu je najefikasnija sekundarna kora, dok epiderm, primarna kora, srZ i srzni zraci
sadrze malo materija koje deluju hemoliticki.U korenu je najdelotvornija kora, epiderm
deluje slabije, a provodni elementi nemaju hemoliticko delovanje. Petri¢i¢ i sar. (1970)
su osusene i usitnjene delove rizoma i korena H. atrorubens W. et K. oslobodili masti
ekstrakcijom petroletrom i utvrdili da ekstrakt deoleiranih podzemnih organa deluje
slabo hemoliticki 1 sadrzi samo 0,23 sap. jed./g droge. Ispitivanjem hemolitickog efekta,
Petri¢i¢ 1 sar. (1971-b) su dokazali prisustvo saponozida u podzemnim delovima
ispitivanih vrsta roda Helleborus L. (H. macranthus Freyn., H. atrorubens W. et K.,
H. odorus W. et K., H. multifidus Vis. i H. istriacus Schiffner) i utvrdili da hemoliti¢ko
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delovanje nije u korelaciji sa koli¢inom saponozida, ako se radi o razli¢itim
saponozidima. Ono zavisi od njihove strukture i umanjuje se produzavanjem niza
SeCera, a u korelaciji je sa koli¢inama istog saponozida. Saponozidi sa jednim
ugljenohidratnim lancem (monodezmozidi) imaju visoku hemoliticku aktivnost, kiseli
slabu, dok su neutralni saponozidi sa dva Se¢erna lanca (bidezmozidi) gotovo inaktivni.
Hemoliza se uglavnom odvija u prva 3 c¢asa, a posle toga nema bitnijih promena.
Uporednim ispitivanjem hemolitickog delovanja saponozida ovi autori su utvrdili veliku
razliku ne samo izmedu pojedinih vrsta roda Helleborus L., ve¢ i u okviru iste vrste sa
razli¢itih staniSta. Vodeni ekstrakti vecine uzoraka podzemnih organa ispoljili su slabu
hemoliticku aktivnost, koja se znatno povecala nakon izlaganja enzimskom sistemu sa
B-glikozidazom (24h na 30 °C), ali je istovremeno utvrdeno da kod nekih vrsta sa
znaCajnim hemolitickim efektom dolazi do njegovog smanjenja nakon enzimske
hidrolize. U nefermentisanom ekstraktu rizoma i korena H. odorus W. et K. hemoliticka
aktivnost je u prvom uzorku izosila 3,81 sap. jed./g droge, a u drugom uzorku 1,76 sap.
jed./g droge. Dodavanjem enzimskog sistema koji sadrzi B-glikozidazu, hemoliza se
viSestruko povecala i u prvom uzorku je konstatovano 35,7 sap. jed./g droge, a u uzorku
sa drugog stanisSta 13,16 sap. jed./g droge. Nakon fermentacije, hemoliticka vrednost je
bila povecana i kod H. istriacus Schiffner (sa 13,16 na 26,3 sap. jed./g droge) i H.
macranthus Freyn. (60 puta: sa 0,47 na 28,2 sap. jed./g droge), a moguéi uzrok je
otcepljenje glukoze na Cy6. Smanjenje hemoliticke aktivnosti u uzorcima H. atrorubens
W.etK. (sa54,212835na45,11i 14, 1 sap. jed./g droge) i H. multifidus Vis. (sa 15,24
na 9,55 sap. jed./g droge) nastaje zbog znacajnih promena na Secernom lancu na Cs.
Bogdan i sar. (1990-b) su ispitivali hemoliticko delovanje saponozida rizoma i korena
H. purpurascens L. na eritrocite ovce i nakon viSe proba sa razli¢itim koncentracijama
(4%, 8%, 10%, 20%, 30% 1 40%) utvrdili da potpunu hemolizu eritrocita izazivaju
saponozidi u koncentraciji 40%. Isti autori su dokazali, da mlad rizom sa korenci¢ima
ove biljke ubran u leto i ispitivan u naredna dva meseca, sadrzi 0,2% saponozida, dok
stari podzemni organi uzeti u jesen i ispitivani nakon 2 godine, sadrze 0,08%
saponozida. Dobijene vrednosti su relativno male u poredenju sa sadrzajem hemoliticki
aktivnih saponozida u pojedinim biljkama sa ekspektorantnim efektom (Primula
officinalis preko 10%, Gypsophila paniculata preko 18% ili Saponaria officinalis preko

8%). Maksimovi¢ (1998) je utvrdio da saponozidni kompleks 80% etanolnog ekstrakta
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H. serbicus Adam. poseduje slabo hemoliticko delovanje (10,64 sap. jed./g droge), $to
ukazuje na sadrzaj steroidnih saponozida bidezmozidnog tipa, dok su triterpenski
saponozidi prisutni samo u tragovima.

Aglikon spirost-5,25(27)-dien-1B,38,11a-triol su izolovali Linde i sar. (1971) iz
ekstrakta rizoma i korena H. odorus W. et K. i H. niger L. Wissner i Kating (1974-b) su
izolovali dva saponozida iz veceg broja vrsta kukureka prikupljenih sa prirodnih biotopa
sirom Evrope i male Azije (H. odorus W. et K., H. multifidus Vis., H. dumetorium W. et
K., H. dumetorium ssp. atrorubens (W. et K.) Merxm. et Podl., H. cyclophyllus Boiss.,
H. bocconei ssp. siculus (Schiffner) Merxm. et Podl. i H. orientalis Lam.), a zatim
izvrsili njihovu enzimsku razgradnju pomocu celulaze A 1 dobili isti aglikon. Ovi autori
su i u preostalim vrstama roda Helleborus L. koje su ispitivali, identifikovali jo$ jedan
(H. niger L., H. foetidus L., H. purpurascens L.) ili dva saponozida (H. viridis L.,
H. viridis ssp. occidentalis (Reuter) Schiffner), ali ni jedan od ova Cetiri saponozida nije
pronaden kod H. lividius ssp. corsicus (Willd.) Tutin i H. vesicarius Auch. Colombo i
sar. (1990) su isti, prethodno navedeni aglikon izolovali iz etil acetatnog ekstrakta
podzemnih organa H. viridis L., H. viridis ssp. viridis i H. odorus W. et K. ssp. laxus
(Host) Merxm. et Podl.

Iz podzemnih organa H. multifidus Vis. subsp. serbicus Adam. izolovan je veci
broj steroidnih sapogenina i odredena im je struktura: Kélméan i sar. (1985) su
hromatografijom na koloni sa silikagelom izolovali polimorf A spirosta-5,25(27)-dien-
1B,3B,11a-triol monohidrat (C,7H4005.H,O), a Argay 1 sar. (1998) su determinisali
kristalnu  strukturu  polimorfa B  1B,38,11a-trihidroksi-spirosta-5,25(27)-dien
monohidrata (C,7H4,0¢), dok su godinu dana kasnije Féabian i sar. (1999) ukazali da
polimorfizam ovog sapogenin monohidrata nastaje usled razli¢itih rotacija molekula
vode. Ribar 1 sar. (1986) su hromatografijom na koloni 1 preparativnom tankoslojnom
hromatografijom na silikagelu izolovali spirosta-5,25(27)-dien-18,38,11a-diol
(Cy7H4004), veoma slican prethodnom. Vladimirov i sar. (1991) su izdvojili 38,11a-
dihidroksispirosta-5,25(27)-dien (C;7H4004) 1 odredili strukturu hemijskim reakcijama i
spektroskopskom analizom. Watanabe 1 sar. (2003) su iz metanolnog ekstrakta rizoma
H. orientalis Lam. hromatografski razdvojili (hromatografijom na koloni uz silikagel
kao adsorbens i tecnom hromatografijom pod visokim pritiskom-HPLC analizom), a

zatim 1 vizuelizacijom hromatograma spektroskopskom metodom (ukljucujuéi 2D
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NMR) i kiselom hidrolizom determinisali strukturu pet novih spirostanol saponozida, a
dve godine kasnije (2005) ovi autori su dokazali i dva nova bidezmozidna furostanol
saponozida 1 dva nova furospirostanol saponozida. Istim postupkom, Mimaki i sar.
(2003) su iz metanolnog ekstrakta rizoma H. orientalis Lam. izolovali i ispitivali
citotoksicno delovanje dva nova bisdezmozidna i1 jednog novog tridezmozidnog
spirostanol saponozida (helebosaponin A, B i C). Akin i Anil (2007) su iz korena
H. orientalis Lam. i Rosselli i sar. (2009) iz metanolnog ekstrakta H. bocconei Ten. ssp.
intermedius izolovali furostanol saponozide heleborozid A i heleborozid B, a poslednja
grupa autora i jedan furospirostanol saponozid.

Iz metanolnog ekstrakta podzemnih delova H. caucasicus A. Br., Bassarello i
sar. (2008) su izolovali Cetiri nova polihidroksilna i polinezasi¢ena furostanol
saponozida koje su nazvali kavkazoidi A, B, C 1 D, zajedno sa nekoliko poznatih
jedinjenja (Cetiri spirostanol derivata, furostanol glikozidom 1 furospirostanol
glikozidom). Mimaki i sar. (2010) su iz glikozid obogacene frakcije pripremljene iz
metanolnog ekstrakta rizoma H. orientalis Lam., izolovali i na osnovu opsezne
spektroskopske analize, ukljucuju¢i 2D NMR i rezultate hidrolitickog cepanja,
determinisali strukturu osam novih furostanol glikozida, zajedno sa dva poznata. Ovi
autori su opisali 1 citotoksi¢nu aktivnost izolovanih jedinjenja prema HSC-2
skvamoznim (planocelularnim) ¢elijama karcinoma ljudi.

Iz lis¢a H. viridis L. Braca i sar. (2004) i Prieto i sar. (2007) su izdvojili dva
nova furostanol saponozida Cija je struktura determinisana spektroskopskom analizom
ukljucuju¢i 2D NMR 1 masenu spektrometriju. Prieto 1 sar. (2006, 2007) su istim
postupkom iz lis¢a H. foetidus L. izolovali i utvrdili strukturu jednog poznatog
furostanol saponozida (sadrzi C-22 hidroksi grupu) i njegove C-22 metoksil forme. U
potrazi za prirodnim jedinjenjima koja inhibiraju proizvodnju metana u prezivara,
Stochmal i sar. (2010) su iz etanolnog ekstrakta li§¢a H. viridis L. izolovali i "H NMR
spektralnom analizom determinisali tri nova furostanol saponozida. Muzashvili i sar.
(2011) su iz metanolnog ekstrakta lis¢a H. caucasicus L. izolovali i pomocu 1D i 2D
NMR uz ESIMS" analize utvrdili strukturu devet furostanol glikozida i nazvali ih
kavkazoidi E-M, zajedno sa 11 poznatih jedinjenja, ukljucujuc¢i 9 furostanol glikozida i
po jedan Dbufadienolid (helebrigenin 3-O-B-D-glukopiranozid) 1 ekdisteroid
(20-hidroksiekdison).
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Ekdisteroidi. Fitoekdisteroidi ispoljavaju brojna lekovita svojstva kod sisara, ali
hormonski efekti su dokazani samo kod zglavkara (Hikino i Takemoto, 1972). Njihova
struktura je donekle slicna strukturi steroidnih hormona ki¢menjaka, uz postojanje
odredenih razlika izmedu ove dve steroidne grupe. Terapijski efekti biljnih ekdisteroida
kod sisara, ukljucujuci ¢oveka, sli¢ni su efektima steroidnih hormona. Mogu da imaju
anabolicku, hepatoprotektivnu, hipoglikemijsku, antioksidantnu i adaptogenu aktivnost
(povecanje otpornosti prema stresu i ublazavanje umora) (Bathori i sar., 2008), a deluju
1 imunomodulatorno (aktiviraju prezentaciju CD2 markera na T limfocitima (Jesse i
sar., 2009). Fitoekdisteroidi su detektovani u 5-6% svih biljnih vrsta, ponekad u vrlo
visokim koncentracijama (Dinan i sar., 2001), a Hardman 1 Benjamin (1976) su ih
utvrdili 1 opisali kod 11 vrsta roda Helleborus L. Primenom radioimuno apsorpcije
(RIA) 1 biotestova, Dinan (2001) i Dinan i sar. (2002) su utvrdili da u 16 ispitivanih
rodova familije Ranunculaceae najveci broj biljaka ne sadrzi ova jedinjenja, mali broj
poseduje vrlo niske nivoe, dok su u rodu Helleborus L. ekdisteroidi prisutni u zna¢ajnim
koli¢inama (najvise u H. croaticus Mart. i H. torquatus Archer-Hind). Sve vrste
kukureka imaju genetski kapacitet za biosintezu ekdisteroida, ali nemaju istu sposobnost
akumulacije. Razlike u prisustvu 1 profilu fitoekdisteroida su od znacCaja za
hemotaksonomsku vrednost vrsta Helleborus L. Subrod Helleborus obuhvata vrste sa
pretezno niskim nivoima ekdisteroida, ali prisustvo ekdisteroid negativnih vrsta
(H. vesicarius Aucher i H. atrorubens W. et K.) u subrodu Helleborastum, ne ¢ini ovu
podelu ostrom. Morfoloska grupa Caulescentes ukljucuje vec¢inu ekdisteroid deficitarnih
vrsta, dok Scapigeri vrste akumuliraju ova jedinjenja (sa izuzetkom H. atrorubens W. et
K.). Raspodela ekdisteroida u Helleborus spp. je izgleda paralelna sa distribucijom
bufadienolida (Wissner i Kating, 1971, 1974-b,c), tako da vrste visoko toksi¢ne za
sisare sadrze 1 visoke nivoe ekdisteroida. Hardman 1 Benjamin (1980) su preparativhom
tankoslojnom hromatografijom na poliamidnom gelu, iz metanolnog ekstrakta cele
biljke H. cyclophyllus Boiss. izdvojili dva ekdisteroida: 20-hidroksiekdison odn.
2B,36,140,20R,22R,25-heksahidroksi-58-holesten-7-en-6-on  (ekdisteron) 1 5B,20-
dihidroekdison (polipodin B) u obliku njihovih trimetilsililimidazolnih derivata i izvrsili
determinaciju pomoc¢u masene spektrometrije. Iz metanolnog ekstrakta rizoma i semena
H. odorus W. et K. i H. purpurascens W. et K. Kilmer i Wichtl (1987) su izolovali
Cetiri ekdisteroida: B-ekdison, 5-a-hidroksiekdison, 5-a-hidroksiekdison 3-B-D-glukozid
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1 5-B-hidroksiekdison 3-B-D-glukozid. Colombo 1 sar. (1990) su hromatografijom 1
spektroskopskom analizom etil acetatnog ekstrakta podzemnih organa H. viridis L.,
H. viridis ssp. viridis i H. odorus W. et K. ssp. laxus (Host) Merxm. et Podl. izolovali
5B-hidroksiekdisteron i 263,38,140,208,22,25-heksahidroksi-7-holesten-6-on (B-ekdison)
koji su bioloski aktivni i ispoljavaju terapijski efekat na pacijente sa neuralgijama
(Hikino 1 Takemoto, 1972). Colombo 1 Tome (1993) su HPLC detekcijom dokazali da
koli¢ina ekdisteroida B-ekdisona i 5B-hidroksiekdisterona u metanolnim ekstraktima
svezih podzemnim organa H. odorus ssp. laxus (Host) Merxm. et Podl. prikupljenih sa
razli¢itih staniSta, pokazuje sezonsko variranje. Sadrzaj ekdisteroida je najvisi (Cak
preko 2% suve materije) u toku rasta 1 razvoja biljke (letnji period), nizi je za vreme
cvetanja (prolece), u nekim slu¢ajevima se smanjuje na polovinu u fazi mirovanja
(jesen-zima), pri ¢emu je utvrdena veca koli¢ina 5B8-hidroksiekdisterona nego B-
ekdisona u svim slucajevima. Biljke koje rastu na mestima obraslim kratkom travom, na
nadmorskoj visini od 1000 1 2500 m, imaju tokom celog bioloskog ciklusa za 30-40%
veci sadrzaj ovih metabolita nego biljke €ija su staniSta Sume hrasta i kestena, na 500,
1000 i 1300 m nadmorske visine, $to ukazuje na znacajan uticaj razli€itih ekoloskih
uslova. Ovi autori isticu da utvrdeni visoki nivoi fitoekdisteroida imaju insekticidno
delovanje, pa se mogu koristiti kao prirodni insekticidi u kontroli populacija insekata.

Iz rizoma i korena H. niger ssp. niger Liedtke i sar. (1997) su preparativnom
HPLC analizom izdvojili B-ekdison i ustanovili da su dvadesetak godina ranije Wissner
1 Kating (1974-b) iz navedene biljne vrste izolovali isti, do tada nepoznati steroid, kome
su dali naziv supstanca E. Meng i sar. (2001) su HPLC analizom metanolnog ekstrakta
semena H. torquatus Archer-Hind utvrdili prisustvo 20-hidroksiekdisona i
20-hidroksiekdison 3-O-B-D-glukozida i ukazali na analogiju izmedu fitoekdisteroida i
steroidnih hormona beski¢menjaka (insekata i ljuskara). Ovo otkri¢e je znacajno zbog
toga Sto ova jedinjenja mogu dovesti do inhibicije uzimanja hrane i1 poremecaja
hormonskog balansa u insekata i tako delovati insekticidno. Iz podzemnih organa
H. caucasicus A. Br., Muzashvili i sar. (2006-a, 2011) su takode izolovali znacajnu
koli¢inu 20-hidroksiekdisona (ekdisterona) i1 utvrdili da ima Sirok spektar terapijske
aktivnosti. Prisustvo istog ekdisterona (20-hidroksi-B-ekdison-3-O-B-D-glikozida) su
dokazali Akin i Anil (2007) u korenu H. orientalis Lam., Bassarello i sar. (2008) u

metanolnom ekstraktu podzemnih delova H. caucasicus A. Br., Puglisi i sar. (2009) u
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metanolnom ekstraktu korena H. bocconei Ten. ssp. siculus i Rosselli i sar. (2009) u
metanolnom ekstraktu korena H. bocconei Ten. ssp. intermedius. Rosselli i sar. (2009)
su izdvojili 1 5B-hidroksiekdisteron (polipodin B) i utvrdili njegovu znacajnu
citotoksi¢nu aktivnost protiv C6 malignih glioma celija kod pacova, koje su vrlo

rezistentne prema hemoterapeuticima.

2.6.1.3. Alkaloidi

Alkaloidi su specifi¢ni biljni sastojci koji se retko nalaze u golosemenicama
(Gymnospermae — Cephalotaxus), ali su zastupljeni u 10-15% skrivenosemenica
(Angiospermae), pri ¢emu ih vise produkuju dikotiledone nego monokotiledone biljke.
Izolovani su i iz nekih bakterija (Pseudomonas aeruginosa), gljivica (Claviceps) i gljiva
(Psylociba), mahovina, paprati, insekata, mekuSaca, vodozemaca i sisara. Alkaloidi su
sekundarni, tercijerni ili kvaternerni amini kompleksne strukture u kojoj dominira
molekul heterociklicnog azota koji vodi poreklo od odgovaraju¢ih aminokiselina
(ornitina, lizina, fenilalanina, tirozina, triptofana ili antranilne kiseline). SintetiSu se u
delovima korena koji rastu ili u ¢elijama mlecnih cevi, a potom se transportuju i
akumuliraju u parenhimskim c¢elijama perifernih delova tkiva ili specijalizovanim
¢elijama (sekretorne Celije i mle¢ni sok). Pojedini organi biljke sadrze razli¢itu koli¢inu
alkaloida koja je genetski uslovljena, a zavisi i od ontogenetskog razvoja i1 ekoloskih
faktora. Vecina alkaloida je bezbojna, gorkog ukusa, opticki aktivna, amorfne ili
kristalne strukture. Ova jedinjenja ispoljavaju izrazitu i specificnu fiziolosku aktivnost u
organizmu ljudi i Zivotinja, a mogu da deluju na CNS (depresivno ili stimulativno),
autonomni nervni sistem (simpatomimetici, simpatolitici, parasimpatomimetici,
antiholinergici, blokatori ganglija), anestezirajue, citotoksi¢no, antiaritmijski,
antibakterijski, amebicidno i dr. Primena vec¢ih doza dovodi do akutne ili hroni¢ne
intoksikacije (Kovacevi¢, 2004). Struktura alkaloida koje sadrze pojedine vrste roda
Helleborus L., kao ni njihove hemijske osobine nisu dovoljno poznati.

Keller i Schobel (1928) su metodama po Stollu i Stas-Ottou utvrdili da H. niger
L. ne sadrzi alkaloide, a iz rizoma i korena H. viridis L. izolovali su sme$u azotnih
materija u koli¢ini 0,2%, koje su identifikovali kao alkaloide steroidnog tipa: celiamin

(C21H35NO,, baza Xy), spirintilamin (C,gHssNOs, baza Z), spirintilin (C,sH4NO3, baza
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M), i alkaloid "V". Cuc¢kovi¢ (1939) je pokusala da dokaze alkaloide u podzemnim
organima H. atrorubens W. et K. uobi¢ajenom metodom po Stas-Ottou, ali kako
alkaloidni reagensi nisu dali pozitivne reakcije, a Lassaigneova proba je bila negativna,
zakljucila je da ova vrsta kukureka ne sadrzi alkaloide. Dilpari¢-Knezevi¢ (1977) je
pomocu tankoslojne hromatografije sa silikagelom G prema Stahlu sa sistemom rastvora
hloroform—metanol (95:5) 1 kolorimetrijske reakcije alkaloidnih supstanci sa
Dragendorffovim reagensom, utvrdila da su alkaloidi prisutni u H. croaticus Mart. i
H. atrorubens W. et K., samo u tragovima u podzemnim organima H. odorus W. et K.,
H. istriacus Schiffn., H. multifidus Vis. i H. macranthus Freyn., a nisu prisutni u H.
niger L. Slavik i sar. (1987) isti¢u da rod Helleborus L. prakti¢no ne sadrzi alkaloide i
da prisustvo navedenih alkaloida, osim kod H. viridis L., nije potvrdeno kod ostalih
biljaka ovog roda. Tankoslojnom hromatografijom na silikagelu G (Merck) ovi autori su
iz podzemnih i nadzemnih delova razliCitih vrsta kukureka izolovali alkaloide koji nisu
karakteristi¢ni samo za familiju Ranunculaceae: magnoflorin (kvaternerni aporfinski
alkaloid) iz H. viridis L. (ve¢a koli¢ina utvrdena u rizomu i korenu) i Kkorituberin
(tercijerni N-demetil derivat magnoflorina) iz H. foetidus L., H. viridis L. i H. niger L.
(samo u tragovima). Maksimovi¢ (1998) je u preciS¢enom etarsko-amonijaénom
ckstraktu H. serbici Adam. dokazao prisustvo alkaloida kvalitativnom analizom
(opstim, taloznim reagensima) 1 tankoslojnom hromatografijom, a zatim je

gravimetrijskim postupkom odredio i njihovu koli¢inu (0,048%).
2.6.2. Primarni metaboliti u vrstama roda Helleborus L.

Vedi broj autora je pored farmakoloski aktivnih supstanci iz podzemnih organa
kukureka, ispitivao i1 sadrzaj primarnih metabolita. Oni nastaju procesom fotosinteze i
transformacijom 1 polimerizacijom nastale glukoze do ostalih ugljenih hidrata, kao 1
njene glukolize i formiranja masnih kiselina 1 lipida, aminokiselina i peptida.

2.6.2.1. Ugljeni hidrati (glucidi)

Ugljeni hidrati su univerzalni sastojci svih zivih organizama 1 predstavljaju jedan

od izvora energije za ¢elije. U biljnom tkivu imaju gradivnu ulogu, sastavni su delovi
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metabolita i prekursori sekundarnih metabolita (Kovacevi¢, 2004). Stefanovi¢ (1962) je
koriste¢i biohemijsku Bourquelotovu metodu enzimske hidrolize heterozida, izvrsila
hidrolizu vodenog rastvora ekstrakta droge, dobijenog alkoholnom ekstrakcijom
prethodno stabilizovanog rizoma i korena H. odorus W. et K. i H. atrorubens W. et K.
Za hidrolizu su kori§¢eni enzimi: invertin (deluje na a-glukozide), emulzin (deluje na B-
glukozide), strofantobioza i enzimski preparati dobijeni iz liS¢a i iz podzemnih organa
kukureka. Uporedivanjem opticke aktivnosti hidrolizata i koli¢ine reduktivnih materija
pre i posle hidrolize 1 izraunavanjem enzimolitiCkog redukcionog indeksa,
konstatovano je da se u podzemnim organima H. odorus W. et K. pored saharoze,
nalaze i rafinoza i stahioza ili jedna od njih, a u H. atrorubens W. et K. saharoza. Sa
strofantobiozom 1 enzimskim preparatom same biljke hidroliza je dala negativne
rezultate. Stefanovi¢ i Mladenovi¢ (1963) su iz 96% alkoholnog ekstrakta podzemnih
organa kukureka, metodom hromatografije na stubu aluminijumoksida (Merck)
izolovali saharozu, i time potvrdili njeno prisustvo u podzemnim organima H. odorus
W. et K. (u maloj koli¢ini) i H. atrorubens W. et K. (3%), koje je prethodno bilo samo
konstatovano biohemijskom metodom. Zatim su hromatografijom na hartiji kod H.
odorus W. et K. identifikovali: rafinozu, saharozu, galaktozu, glukozu, fruktozu i
ramnozu, a kod H. atrorubens W. et K. pored navedenih, jos i liksozu. Baytop i Malkoc
(1965) navode da se u infuzu i tinkturi podzemnih organa H. orientalis Lam. nalaze
glukoza, fruktoza i saharoza.

Zivanov-Staki¢ i Mladenovi¢ (1970-b) su identifikovali ugljene hidrate iz 80%
ctanolnog ekstrakta podzemnih organa H. odorus W. et K. na tankoslojnom
hromatogramu sa silikagelom G (Merck) kao adsorbensom, pomoc¢u novog PABTSK
reagensa: glukoza, fruktoza, galaktoza, saharoza i rafinoza su dale svetlo ljubicaste
mrlje, ramnoza ruzicasto smedu, arabinoza i ksiloza plavozelene. Godinu dana kasnije
ovi autori (1971-a) su ispitivali isti ekstrakt tankoslojnom hromatografijom na
aluminijumoksidu Ds (Fluka) i silikagelu G (Merck), ali pomocu reagensa difenilamin
fosforne kiseline, pri ¢emu su razdvojili i identifikovali Secere: rafinozu, maltozu,
saharozu, glukozu i fruktozu, kao 1 helebrin i dva steroidna saponozida. Maksimovi¢
(1998) je pomocu Felingovih rastvora dokazao prisustvo slobodnih redukujuc¢ih ugljenih

hidrata glukoze, fruktoze i saharoze u 80% etanolnom ekstraktu H. serbicus Adam. i
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identifikovao ih primenom hromatografije na tankom sloju aluminijum-oksida 1

silikagela.

2.6.2.2. Lipidne materije (ukupne masne Kiseline i neosapunjive masne materije)

Masne materije predstavljaju energetsku rezervu biljnih ¢elija, a njihova koli¢ina
nije odlika vrste, ve¢ zavisi od uslova sredine (temperature, vlage, mineralnih materija
tla) 1 stadijuma razvoja biljke. Masno ulje podzemnih organa kukureka najve¢im delom
¢ine uobiCajene 1 rasprostranjene klase lipidnih materija: fosfolipidi, mono-, di- 1
trigliceridi, slobodne masne kiseline 1 neosapunjivi deo masnih materija (steroli,
esterifikovani derivati sterola i ugljovodonici u koli¢ini od 0,03-1,5%). One se u korenu
i rizomu akumuliraju u velikim koli¢inama (14-18%), §to je retka pojava u biljnom
svetu. U masnim uljima podzemnih organa i semena vrsta roda Helleborus L.
najzastupljenije su frakcije triglicerida i slobodnih masnih kiselina, pri ¢emu je
dominacija nezasi¢enih masnih kiselina vazna odlika biosinteze lipida kod biljaka ovog
roda. Cuckovi¢ (1939) je izvrsila kvalitativnu i kvantitativnu analizu sadrzaja masnih
materija u podzemnim organima H. atrorubens W. et K., i pri tom utvrdila da se njihov
sadrzaj u rizomu 1 korenu kvalitativno ne razlikuje, ali da je rizom (11,12%) bogatiji
masnim sastojcima od korena (8,08%). U masnom, susSivom ulju Zutocrvene boje,
dokazano je prisustvo glicerida ¢vrstih zasi¢enih masnih kiselina (stearinske i
palmitinske kiseline), kao i znatna koli¢ina tecnih nezasi¢enih masnih kiselina sa
jednom ili viSe dvostrukih veza. Pozitivna elaidinska reakcija ukazala je na prisustvo
uljne kiseline, a pozitivna heksabromidska proba i1 visok jodni broj na sadrzaj
lanenouljne kiseline i njenih estara. Stefanovi¢ i Mladenovi¢ (1960) su iz neosapunjivog
dela masnih materija dobijenih iz rizoma i korena H. odorus W. et K. i H. atrorubens
W. et K. izolovali hemijski jedinstvenu, kristalnu supstancu B-sitosterol u koli¢ini oko
1,7% 1 dobili acetilne i bromacetilne derivate i digitonid ovog fitosterola. Petrici¢ i sar.
(1971-b) su postupkom kontinuirane ekstrakcije po Soxhletu, pomocu petroletra,
deoleirali podzemne organe vise vrsta roda Helleborus L. i utvrdili velike razlike u
sadrzaju masti ne samo izmedu uzoraka razli¢itih vrsta, ve¢ 1 u okviru iste vrste sa
razli¢itih stani$ta: H. multifidus Vis. 15,24%, H. istriacus Schiffner 12,48%, H. odorus
W. et K. 5,4-12%, H. macranthus Freyn. 11% i H. atrorubens W. et K. 6,6-10%.
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Zivanov-Staki¢ i Mladenovié¢ (1971-b) su ispitivali sadrzaj masnih materija
rizoma i korena H. odorus W. et K. i dobili ve¢u koli¢inu ulja iz korena, nego iz rizoma,
za svaki mesec u toku vegetacionog perioda. Najmanja koli¢ina masnog ulja u oba
podzemna organa je u decembru, raste u januaru, februaru i martu, najvecu vrednost
dostize u aprilu kad se formira li§¢e, opada u junu kad plod sazreva, a od avgusta do
novembra se javlja blagi porast i u decembru ponovo pad uz povecanje sadrzaja
nezasi¢enih masnih kiselina. Izolovanom ulju su odredili indeks refrakcije, kiselinski,
saponifikacioni, estarski 1 jodni broj i dobili odnos slobodnih, esterifikovanih i
nezasi¢enih masnih kiselina u toku vegetacionog perioda. Gravimetrijskim postupkom
je odreden sadrzaj neosapunjivih materija ulja korena, pri ¢emu je najniza vrednost
utvrdena u decembru (1,1%), a najveca u aprilu (5,6%), dok je hromatografijom na
tankom sloju utvrden odnos B-sitosterola, drugih slobodnih i esterifikovanih fitosterola
neosapunjivog dela. Serebryakov (1982) i Anguladze 1 sar. (1983) su ustanovili da
lipide rizoma i korena H. abchasicus A. Br. i H. caucasicus A. Br. karakteriSe visok
sadrzaj slobodnih masnih kiselina (oko 70%) u periodu cvetanja, pri ¢emu je
dominantna linoleinska kiselina (82,6%), a dokazali su 1 prisustvo B-sitosterola.
Spontana oksidacija lipida iz podzemnih organa H. caucasicus A. Br. odvija se u pravcu
stvaranja keto kiselina i slobodnih masnih kiselina (Dalakishvili, 1983). Colombo 1i sar.
(1991) su ispitivali varijacije u sadrzaju masnih materija i masnih kiselina u podzemnim
organima vrsta roda Helleborus L. za vreme ontogenetskog razvoja tokom dve godine.
Oni su, za razliku od prethodno navedenih autora, utvrdili da je koli¢ina masnih
materija kod H. odorus W. et K. i H. viridis L. najve¢a u periodu mirovanja (od oktobra
do februara) koji karakteriSe relativno visoka metabolicka aktivnost i mali rast, a
najmanja u prolece kada biljka koristi lipidne rezerve za rast. Kod H. niger L. visoke
temperature imaju pozitivan efekat na sintezu 1 akumulaciju lipida, tako da je njihova
najveca koliCina u periodu rasta i razvoja (maksimalna u julu). Sadrzaj masnih materija
tokom celog vegetacionog perioda je bio veéi u rizomu kod H. odorus W. et K. i
H. viridis L., a kod H. niger L. u korenu. H. foetidus L. nema rizom, ve¢ lignificiran
koren sa niskim sadrzajem masnih materija, koji ne pokazuje promenljivost u toku
godine. Kod svih vrsta je otkriveno prisustvo zasi¢enih (palmitinske, miristinske,
stearinske) 1 nezasi¢enih (linoleinske, oleinske, linolne, palmitoleinske) masnih kiselina,

pri ¢emu su najviSe zastupljene palmitinska i linoleinska kiselina. U korenu H. odorus
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W. et K. i H. viridis L. palmitinska kiselina je dominantna masna kiselina tokom celog
bioloskog ciklusa (oko 40%), a posebno za vreme mirovanja (oko 75% u decembru).
Rizom ovih biljaka sadrzi najvecu koli€¢inu linoleinske kiseline (oko 60%) u periodu
rasta, a palmitinske kiseline u toku mirovanja (oko 60% u decembru). Odnos zasic¢enih i
nezasi¢enih masnih kiselina, u neutralnim mastima korena je skoro isti tokom razli¢itih
perioda bioloSkog razvoja, a u rizomu je u korist nezasi¢enih, osim u toku zime kada je
zastupljenost zasi¢enih masnih kiselina u podzemnim organima ¢ak 70-85%. U prolece,
kada je biljkama potrebno vise energije, zasic¢eni spojevi se pretvaraju u nezasicene koji
su mnogo reaktivniji. Kod H. niger L. dominantna masna kiselina u korenu je
palmitinska, a u rizomu linoleinska kiselina. U korenu ove biljke tokom cele godine,
osim u rano prolece, preovladavaju zasi¢ene, a u rizomu su uvek dominantne nezasi¢ene
masne kiseline, posebno u toku leta. Sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina u korenu H.
foetidus L. je najvisi u zimskom periodu i smanjuje se u prolece i leto, dok je koli¢ina
zasi¢enih masnih kiselina maksimalna u toku leta.

Argay 1 sar. (1996) su iz neosapunjivih masnih materija podzemnih organa H.
multifidus ssp. serbicus (Adamovi¢) Merxm. et Podl. izolovali i kristalografski odredili
strukturu stigmast-5-en-3B3-ol monohidrata (Cy9Hs,0;). Kontinuiranom ekstrakcijom
usitnjene droge Hellebori (serbici) radix et rhizoma petroletrom, Maksimovi¢ (1998) je
dobio bistro, masno ulje zutomrke boje, otuznog mirisa i bljutavo gorkog ukusa u
koli¢ini od 10,95%. Ispitivano ulje karakteriSe sadrzaj 89,9358% ukupnih masnih
kiselina (visok sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina: 83% 1 88,1% frakcije ukupnih odn.
slobodnih masnih kiselina) 1 1,6679% neosapunjivih materija (26,59% B-sitosterola odn.
0,44% ukupnog masnog ulja, 30,48% ugljovodonika odn. 0,50% ukupnih lipida: alkana
(28,609%), alkena (20,843%), diena (3,264%) 1 42,93% neidentifikovane komponente).

2.6.2.3. AminoKkiseline i peptidi

Aminokiseline se u celijama 1 tkivima biljaka nalaze slobodne ili grade
oligopeptide i proteine, a ulaze i u sastav nekih grupa sekundarnih metabolita (alkaloida,
sumpornih i cijanogenih heterozida) (Kovacevi¢, 2004). Metodom dvodimenzionalne
hromatografije na hartiji, Mladenovi¢ 1 Stefanovi¢ (1963) su iz alkoholnog ekstrakta

podzemnih delova H. odorus W. et K. identifikovali i razdvojili aminokiseline:
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asparagin, asparaginsku i glutaminsku kiselinu, serin, lizin, arginin, glicin, histidin,
treonin, alanin, prolin, metionin, valin, leucin i izoleucin, dok u ekstraktu H. atrorubens
W. et K. nisu otkrili aminokiselinu serin.

Milbradt i sar. (2003) su iz rizoma H. purpurascens W. et K. izolovali visestruki
cistin peptid heletionin D, koji se potencijalno moze koristiti u terapiji tumora. Oni su
utvrdili da se antimikrobna aktivnost i citotoksi¢ni efekat heletionina D, kao i tionina
ranije izolovanih iz drugih biljaka (Grossarth-Maticek i sar., 2001), zasniva na njihovom
vezivanju za fosfolipide ¢elijskih membrana i izazivanju lize i smrti ¢elija. Zahvaljujuéi
ovakvom delovanju, omoguceno je stvaranje transgenih biljaka koje sadrze tionin gene
odgovorne za povecanje otpornosti prema patogenim mikroorganizmima, gljivicama 1
kvascima, dok se sa druge strane, kukurek moze primeniti kao podrSka antitumorskoj
terapiji.

Péncik 1 sar. (2009) su razvili visoko specifi¢ni analiti¢ki protokol za izolaciju 1
kvantifikaciju indol-3-sir¢etne kiseline (IAA), koja je vazan fitohormon auksin, i njenih
aminokiselinskih konjugata koji imaju funkciju skladiStenja ili prethode degradaciji
prekomerne IAA. Kombinacijom anti-IAA imunoafinitetne ekstrakcije sa osetljivim i
selektivnim LC-MS/MS analizama, uz primenu internih standarda, u maloj koli¢ini
nezrelog semena (oko 30 mg) H. niger L. pronadeni su fizioloski nivoi ovih jedinjenja u
rasponu od 7,5 nmol/g IAA do 0,44 pmol/g IAA konjugovane sa alaninom. Nivo [AA i
njenih konjugata sa Asp, Glu i Leu u perikarpu je bio znacajno nizi od onih u semenu,
dok su konjugati sa Ala, Gly, Phe 1 Val bili ispod granica detekcije.

Tabelarni prikaz najvaznijh sastojaka kukureka dat je u Prilozima 8-12.

2.7. MEDICINSKO-ISTORIJSKO GLEDISTE PRIMENE KUKUREKA

Prirodne lekovite sirovine se mogu podeliti i na oficinalne, koje su zahvaljujuci
delotvornim sastojcima, priznate u veterinarskoj medicini, farmakopeji i naucnoj
medicini i neoficinalne koje nisu propisane drzavnim farmakopejama, ali se koriste u
narodnoj medicini 1 homeopatiji (Kisgeci, 2002). Sredinom XIX veka iz podzemnih
organa H. niger L., H. viridis L. i H. foetidus L. je izolovan heleborein, koji je ispoljio
kardiotoni¢no delovanje sli¢no delovanju digitalisa, pa je biljna droga Hellebori radix

(koren) bila zastupljena u velikom broju farmakopeja tog doba kao kardiotoni¢no
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sredstvo (Extractum Hellebori viridis i Tinctura Hellebori viridis), a danas najce$c¢e ima
lokalni znacaj. Od svih vrsta roda Helleborus L., samo je biljna droga Helleborus viridis
radix (koren) obradena u Materia medica prve srpske farmakopeje Ph. Serb. I iz 1881.
god., ali se ne nalazi u ostalim srpskim i jugoslovenskim farmakopejama (Ph. Serb. Il iz
1908. god. i 1926. god., Ph. Jug. I, II, IIl i IV iz 1933. god., 1951. god., 1972. god. i
1984. god. (Sari¢, 1989), kao ni u Ph. Jug. V iz 2000. god).

Biljnu drogu Helleborus sp. predstavlja osusen rizom koji je sa donje i bo¢nih
strana gusto obrastao tankim korenjem (Hellebori rhizoma et radix). Kod odrasle biljke,
rizom je horizontalan, ¢vrst (teSko se reze), kvrgav, tamno smede boje, 5-10 cm
dugacak 1 1-1,5 cm Sirok, a korenje je zili¢asto, krto, tamno smede boje, duzine 10-15
cm, u bazalnom delu debljine 3-4 mm, a u donjem delu obraslo tankim, vlaknastim
korenc¢i¢ima. Rizom sa korenjem se vadi u rano prolece ili u jesen, dobro ispere
teku¢om hladnom vodom, ocisti od trulih delova i1 ise¢e po duzini na manje komade.
Zatim se brzo suSi u vakuum suSnici nad slojem kalcijum hlorida na temperaturi od
45°C ili prirodno, na promajnom mestu, u sloju debljine 3-5 cm. SveZe iskopani
podzemni organi imaju slab, sladunjav miris, koji se suSenjem intenzivira. OsuSena
droga je tamno mrke do crne boje, lako je lomljiva, oStrog mirisa, gorkog ljutog i
neprijatnog ukusa, a prilikom drobljenja ili mlevenja njena praSina izaziva kijanje
(Kisgeci, 2002). Duze udisanje ove praSine moze dovesti do iritacije i zapaljenja organa
za disanje 1 o¢iju, usled prisustva saponozida koji jako draze sluzokozu disajnih organa i
ociju, izazivaju kasalj 1 kijanje (sternutatorno dejstvo), crvenilo i suzenje oCiju (Tucakov
1996; Luki¢ 1993). Jaka trovanja se manifestuju kompleksnim digestivnim (jak nadrazaj
sluzokoze usta i grla, pojacana salivacija, hematemesis, dijareja, crevne kolike),
vizuelnim (konjuktivitis, dilatacija zenica), neuroloskim (omamljenost, neosetljivost,
delirijum, konvulzije, paraliza miSic¢a, pareza ekstremiteta) i kardioloskim (poremeca;j
sr¢anog rada, bradikardija, produzen P-R interval, fibrilacija komora, asistolija, spor 1
nepravilan puls) simptomima, a moZe nastupiti i smrtni ishod usled respiratornog
kolapsa i asfiksije (Luki¢, 1993; Frohne i Pfander, 2005). Lecenje se mora brzo
sprovesti, a sastoji se u praznjenju gastrointestinalnog trakta (ispiranje zZeluca, natrijum
sulfat), davanju aktivnog uglja (adsorbens koji za sebe vezuje neresorbovane sastojke
unete droge) 1 sprovodenju simptomatskih mera (otklanjanju spazma i.v. aplikovanjem

dijazepama ili ksilokaina, davanju elektrolita, spreCavanju acidoze infuzijom natrijum
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bikarbonata), a moze se primeniti intubacija 1 davanje  kiseonika
(www.scbaghdad.com/elibrary/biobooks/PDR.for.Herbal.medicines.2nd.ed1563633612.
pdf; Bossi i sar., 1981; Maksimovi¢, 1998).

2.7.1. Primena kukureka u narodnoj tradicionalnoj medicini i etnoveterinarskoj

medicini

Brojni literaturni podaci ukazuju na ranu primenu kukureka u narodnoj
tradicionalnoj 1 etnovetrinarskoj medicini, kada su bili poznati samo efekti ove biljke,
dok se o strukturi i komponentama koje sadrzi nista nije znalo.

Poznavanje Helleborus sp. i njegova upotreba zapocinju jo§s u doba starih
civilizacija, pre vise od 2500 godina, kada se u Staroj Grckoj koristio Helleborus niger
L. (Elleboros melas) zbog svog jakog diureticnog, emetickog, nadrazajnog i
narkoti¢nog delovanja, kao za leCenje gluvoce, lepre, Suge, mahnitosti i ludila (Vitalini,
2011). Ova vrsta danas dominira u flori juzne i isto¢ne Evrope, dok su za Gr¢ku 1 Malu
Aziju karakteristi¢cni Helleborus orientalis Lam. i Helleborus cyclophyllus Boiss. koji
ispoljavaju sli¢ne efekte. Govornici u drevnoj Grckoj su koristili ¢aj pripremljen od
lisca Helleborus cyclophyllus Boiss. da bi osnazili svoj glas (Brussel, 2004). Stari
narodi su kukurekom premazivali vrhove strela ili koplja kada su isli u lov ili kada su
medusobno ratovali (Tucakov, 1996). U Hipokratovim (459-377 g.p.n.e.) 1 Teofastovim
(370-287 g.p.n.e.) delima postoje podaci o delovanju kukureka kao drastika (snaznog
sredstva za cis€enje kod opstipacije), laksativa i emetika. Rimski medicinski pisac
Celzijus (25 g.p.n.e. do 50 g.n.e.) u knjizi De re medica i lekar Galen (131-200) u
spisima o vestini izrade lekova, pominju kukurek kao sredstvo koje je koriS¢eno u cilju
otklanjanja bola (pored kanabisa, opijuma, mandragore, hiosciamusa i1 velebilja), za
izazivanje kijanja, kod mentalnih poremecaja (melanholije, psihoze, depresije) i
epilepsije, protiv hroni¢nih oboljenja zglobova i otoka. Po zapisu Plinija Starijeg (23-
79) u Historia Naturalis, Rimljani su spravljali diureti¢ni napitak od kukureka pomoc¢u
kojeg su izbacivali otrov iz tela (van Tellingen, 2007). Koliko je u davna vremena
terapija kukurekom bila uobicajena 1 visoko cenjena, najbolje ukazuju Cinjenice, da je
Antikira u drevnoj Fokidi gde se sprovodilo najefikasnije le¢enje ovom biljkom nazvana
,Helleborus* (Karrer, 1943) i da je 77. godine u Dioskoridovoj ,,De materia medica®,

zbog jakog delovanja, zabelezen kao vladarska biljka medu lekovitim biljem (Amigues,
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1999). U Paracelzusovom (1493-1541) ,,Herbariusu* kukurek se nalazi na prvom mestu
zbog cudotvornih lekovitih efekata, a pored ostalih indikacija, navodi se 1 primena
susenog lis¢a H. niger L. kao eliksira za duzi zivot odn. geriatrikuma (lek za
usporavanje procesa starenja i povecanje fizicke i mentalne sposobnosti starijih osoba)
(Martinek, 1973; Ciulei i sar., 1993). Obzirom da H. niger L. (BoZi¢na ruza) cveta
sredinom zime, pod snegom, u periodu nepovoljnih vremenskih uslova dok ostala
vegetacija miruje, pripisivana mu je i posebna bozanska mo¢. Srednjevekovna i
medicina novog veka preuzele su tretman kukurekom od Grka i Rimljana, a zabelezen
je u biljarusama iz 16. veka (Brunfels, 1532; Fuchs, 1543; Bock, 1577). Od 16 biljnih
vrsta iz familije Ranunculaceae koje su se u periodu renesanse koristile u evropskoj
narodnoj medicini za leCenje malarije, tri su pripadale rodu Helleborus L.: H. foetidus
L., H. niger L. i H. viridis L. (Adams i sar., 2011). Iako su brojni efeki kukureka poznati
jos$ iz vremena Hipokrata, sve do polovine XIX veka nema podataka o dejstvu droge
Hellebori rhizoma et radix na sréani misi¢ i primeni u terapiji sr¢anih oboljenja, kako u
tradicionalnoj, tako ni u zvani¢noj medicini (Husemann i Marmé, 1865).

Kusan (1956) navodi da se u narodnoj medicini obi¢no upotrebljavaju sve vrste
raspolozivog kukureka, i to: rizom H. viridis L. se koristio kao purgativ, drastik, opojno
sredstvo, narkotik, kao lek za srce i nerve; droga H. niger L. rhizoma et radix
primenjivala se u leCenju dusevnih bolesti, dok su se podzemni delovi H. orientalis
Lam. upotrebljavali kao lek protiv vodene bolesti (hydrops), epilepsije, melanholije,
povratne groznice 1 za izazivanje povracanja (emeticko delovanje). Sva navedena
dejstva pripisivana su glikozidu helebrinu i saponozidu heleborinu. Isti autor isti¢e da se
ne smeju koristiti svezi delovi ovih biljaka, jer zbog delovanja na centralni i periferni
nervni sistem moze nastupiti nesvestica, povracanje, dijareja, gréevi i ukocenost, pa i
smrt kod ¢oveka 1 zivotinja. U danskoj narodnoj medicini se ¢aj od lis¢a kukureka, koji
ima sedativno dejstvo, koristi za lecenje epilepsije 1 konvulzija (Jéger i1 sar., 2006).
Leonard Jr. (2004) potvrduje da su pocetkom XIX veka, lekari pacijentima obolelim od
mentalnih 1 duSevnih oboljenja, Sizofrenije, anoreksije, gojaznosti i alkoholizma,
preporucivali kukurek za izazivanje gadenja, povracanja, vrtoglavice 1 urinarne
inkontinencije, u cilju povecanog lucenja antidiureticnog hormona vazopresina.
Vazopresin deluje 1 direktno kao neurotransmiter (znacajan u procesima pamcenja,

spavanja i bioloskog ritma) i indirektno utice na druge neurotransmitere kao S$to su
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noradrenalin 1 serotonin. Svoju primenu kukurek je naSao 1 u leCenju Secerne bolesti,
kao sastojak meSavine biljnih ekstrakata (zgustaka), koja se uzima ujutru i uvece
(Gostuski, 1941).

Crveni kukurek H purpurascens W. et K. u narodu nazvan spinc (ili $pinc) je
vrlo popularna biljka i nalazi razli¢itu primenu: stavlja se u vodu kojom se napajaju
ovce u €ijoj su se u jetri razvile parazitske larve, rizom 1 korenje ekstrahovani vodom
koriste se u leCenju zubobolje, a svez rizom sa korenjem samleven u kaSicu stavlja se na
bolestan zub (Zoz, 1956). U cilju uklanjanja bola, u italijanskoj narodnoj medicini se
takode aplikovao izgnje¢en koren H. bocconei Ten. ili H. foetidus L. (Barone, 1963;
Leporatti i Pavesi, 1989) na bolan zub, a H. cyclophyllus Boiss. u gr¢koj narodnoj
medicini (Brussel, 2004), dok su Scherrer i sar. (2005) zabelezili da ljudi zvacu koren
kukureka kako bi doslo do ispadanja crnih i pokvarenih zuba. H. orientalis Lam. se u
turskoj narodnoj medicini koristi u istu svrhu, kao 1 za leCenje reumatizma ljudi, a u
etnoveterinarskoj medicini se u cilju ublazavanja inflamatornog stanja i smanjenja
edema ekstremiteta goveda koristi na razli¢ite nacine: malo par¢e naoStrenog rizoma
provuce se kroz probuseno uhu ili rep i ostavi 24h ili se aplikuje spolja na oteceni zglob
ili se osuSen 1 usitnjen rizom sa korenjem daje peroralno (Fujita i sar., 1995; Yesilada,
2002). Kao antipiretici, primenjivani su i podzemni organi H. viridis L. (Corsi i Pagni,
1978; Guarrera, 1994), H. bocconei Ten. (Guarrera, 1990), H. odorus W. et K. i H.
foetidus L. (Uncini Manganelli i sar., 2001) kod svinja, goveda i ovaca. Dekokt
nadzemnih delova H. foetidus L. koristio se spolja u tretmanu rana (Blanco i sar., 1999),
dok se koren H. orientalis Lam. postavljao u otvor na uhu u cilju leCenja inficiranih rana
ili pod repove 24h kod lumbaga (Kiiltiir, 2007).

U italijanskoj narodnoj medicini se koriste usitnjeni podzemni organi kukureka u
obliku dekokta i gorkog tonika kao kardija¢no sredstvo i kao pomoéno sredstvo u cilju
poboljsanja funkcija digestivnog trakta (Coassini Lokar i Poldini, 1988). Alkoholni
ekstrakt stabla, rizoma i korena kukureka daje direktan i dugotrajan efekat u lecenju
migrene, a koristi se i kao anaboli¢ni, vazodilatatorni i antisepticni lek (Tosevski i sar.,
1999). Osuseni rizom H. thibetanus Franch. se koristi u kineskoj narodnoj medicini za
leCenje cistitisa, uretritisa i traumatskih povreda (Yang i sar., 2010).

Novija saznanja ukazuju da kukurek zauzima znacajno mesto u sistemu terapije

koji se svrstava u alternativnu medicinu i oznacava kao homeopatija. Njegovom
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primenom se stimuliSu mentalne 1 fizioloske funkcije u slucajevima neuroloske ili
mentalne regresije, a indikovan je i kod pojave septikemije, autizma, teskoc¢a u ucenju 1
akutnih psihoza mladih Zena (Deltombe, 1997). U Nemackoj se H. niger L. primenjuje
u homeopatiji u slucajevima meningitisa, konvulzija, hidrocefalusa i kaheksije, a
injekciono (aplikovan subkutano) upotrebljava se kao adjuvans u terapiji tumora
(Biissing 1 Schweizer, 1998). Homeopatska medicina koristi tinkture (alkoholno vodeni
ekstrakti droga ili etanolno vodeni rastvori suvih i te¢nih ekstrakata droga u kojima
alkohol inhibira enzime ¢ime se spreCava razlaganje sastojaka, na primer
protoanemonina) pripremljene od podzemnih organa kukureka za leCenje eklampsije,
epilepsije, nekih psihoza, meningitisa i encefalitisa (Frohne i Pfander, 2005). U
antropozofskoj medicini, koja pripada alternativnoj i komplementarnoj medicini, koristi
se vodeni ekstrakt cele biljke H. niger L. u veoma niskim koncentracijama (pocevsi od
razredenja 10 koje se dalje razreduje), kao pomoéno terapijsko sredstvo u leenju
raznih vrsta nemetastaziranih 1 metastaziranih tumora 1 hematoloSkih maligniteta
(tumora mozga kod dece, bronhijalnog i kancera prostate, abominalnih tumora,
leukemije, mijeloproliferativnih bolesti kao §to su Hockinov i Non-Hockinov limfom i
bolesti u vezi sa AIDS-om, kao Sto je KapoSijev sarkom) u cilju smanjenja nezeljenih
efekata hemoterapije (Jesse 1 sar., 2009).

Bogdan i sar. (1990-a) isticu navode veceg broja autora, da se u rumunskoj i
nemackoj narodnoj medicini, kukurek ponekad upotrebljavao kod pojave nesanice,
apatije, oSamucenosti, bolesti bubrega i hidropsa, nepravilnog rada srca, usporenog rada
creva, osipa i Cireva na kozi. U nekim delovima Crne Gore se i danas ekcem 1 svrab leCe
podzemnim organima H. odorus W. et K. (Menkovi¢ i sar., 2011). Saponozidi imaju
jako nadrazajno dejstvo i ubrzavaju motilitet creva, pa se kukurek koristio kao purgativ,
a zbog uterotonicne aktivnosti i izazivanja krvarenja prilikom uvodenja oljuStenog
rizoma u spoljasnje genitalne organe, koriS¢en je za izazivanje abortusa (Scherrer 1 sar.,
2005). Svojstvo kukureka da izaziva crvenilo koze, koris¢eno je za oslobadanje od
vojne sluzbe, tako $to se rizom karpatskog kukureka H. caucasicus A. Br. upotrebljavao
u cilju nastanka otoka 1 rana (Zoz, 1956).

U etnoveterinarskoj medicini kukurek se uspeSno unosi peroralno, u obliku
infuza, za podsticanje kontrakcija buraga (Bogdan i sar., 1990-a). Dekokt nadzemnih

delova H. foetidus L. se koristi za sprecavanje pojave timpanije (naduna), u tretmanu
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bradavica (Blanco 1 sar., 1999) i kao antiseptik za ispiranje novorodenih Zivotinja
(Uncini Manganelli 1 sar., 2001; Viegi i sar., 2003) 1 ¢iS¢enje rana (Idolo i sar., 2010), a
dekokt dobijen iz lis¢a H. viridis L. se daje Zivotinjama da piju kod prehlade i kaslja
(Uncini Manganelli i sar., 2001). Kombinovana biljno-mineralna mikstura u obliku
masti, koja sadrzi plod H. foetidus L. sa jo§ nekoliko toksi¢nih biljnih vrsta, sumpor i
maslinovo ulje, koristi se u tretmanu dermatofitoza, izazvanih gljivicama iz roda
Microsporum, Trichophyton ili Epidermophyton. Ovaj narodni lek se koristi u lecenju
mikoza kod krava, zeceva, pasa i drugih domacih Zivotinja, ali i ljudi koji se inficiraju u
kontaktu sa obolelim Zivotinjama (Hualde i Ormazabal, 2002; Angels Bonet i Vallés,
2007). U juznoj Italiji, mikstura je nasla primenu u tretmanu sli¢nih problema sa
kozom, kao S§to je "leCenje svraba" kod pasa i svinja (Pieroni i sar., 2004). U narodu
postoji obicaj da se vezu listovi H. viridis L. pod repove ovaca kako bi se izazvao estrus
(Corsi 1 sar., 1981) 1 graviditet (Uncini Manganelli i sar., 2001). U cilju
antineoplasti¢nog delovanja, koren H. viridis L. se postavlja pod koZzu ovaca i svinja
(Viegi i sar., 2003), a obloge od izdrobljene sveze biljake H. foetidus L. se aplikuju na
kozu kod krava (Angels Bonet i Vallés, 2007).

Pored toga Sto se u veterinarstvu koristi kao purgativno sredstvo, kukurek deluje
1 kao kardiotonik 1 iritans (Kisgeci, 2002). Sari¢ (1989) istice navode nasSih poznatih
botanicara i lekara, Josifa Pancica iz 1873. god. da se "u naSem narodu koren od obe
fele” (H. viridis L. i H. odorus W. et K.) upotrebljava za leGenje stoke" i Save Petrovica
iz 1883. god., da "narod i neki veterinari uvlace koren od kukureka pod kozu marve, te
tu izazivaju gnojenje u nekim opasnim bolestima marve". Zbog iritiraju¢eg delovanja na
kozu 1 sluzokozu, u narodu postoji obicaj da se rizom kukureka upotrebljava za
"zatravljivanje" obolele stoke, a negde i ljudi. Ovaj prirodni metod le€enja sprovodi se u
cilju zastite od bolesti i parazita ili obelezavanja vlasniStva, a bio je poznat jos
Rimljanima i verovatno se indirektno i kroz literaturu sa¢uvao do danas (Cajkanovi¢,
1985). U nasem narodu se primenjuje narocito u Peku, Zvizdu i Jarmenovcima (Puri¢,
1985), u Vojvodini gde se ovaj posao naziva "uvlacenje spreza" (Tucakov, 1996), u
oblasti homoljskih planina (Milanovi¢ 1 sar., 2004) i u kopaonickim selima (Jari¢ i sar.,
2007). Nadrazajna terapija pomoc¢u subkutanog implantata sa imunostimulatornim
delovanjem, poznata je vekovima u italijanskoj etnoveterinarskoj medicini (Mattioli,

1568; Pieroni, 2000; Uncini Manganelli i sar., 2001). U makedonskoj tradicionalnoj
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medicini (Stojkovski i sar., 1999) 1 u Rumuniji, pre svega u rumunskim gazdinstvima iz
Zibenbirgena, primenjuje se ve¢ vise od 100 godina (Bogdan i1 sar., 1990-a). Rizom sa
korenjem izvaden u avgustu se dobro opere, isece na komade od po 3-5-10 cm, osusi i
sastruze do beline. Potom se komad rizoma kukureka postavlja u ranu napravljenu
Silom, debelom iglom ili nozem kod svinja, ovaca i jagnjadi u uhu ili ispod repa. Kod
konja se probode koza u predelu grudi, a kod goveda kroz derdan na vratu ili sa donje
strane repa i1 zatim poveze da ga Zivotinje ne izbace. Posle nekoliko dana, ovaj biljni
implantat se uklanja, Sto omogucava oslobadanje tecnosti i oporavak zivotinje. Na
mestu implantacije korena kukureka nastaje asepti¢no zapaljenje praceno crvenilom i
edemom, a u narodu se smatra da predstavlja "izvucenu bolest". Ove promene su
prolaznog karaktera i povlace se tokom jedne nedelje nakon uklanjanja implantata. Pri
tome je opSte stanje zivotinja dobro, ponaSanje nepromenjeno, a apetit zadrzan. Terapiji
implantatom se obi¢no podvrgavaju zivotinje ukoliko se u nekom susednom podrucju
pojave zarazne ili parazitske bolesti, u cilju profilakse neinficiranih grla. Postupak se
sprovodi 1 kod nedovoljne razvijenosti Zivotinja, odsustva apetita, slabijih i1 bolesljivih
zivotinja kada u prole¢e "menjaju krv", pojave kaslja, groznice nepoznatog porekla,
bolesti pluca i creva, crvenog vetra (Bogdan 1 sar., 1990-a; Pieroni, 2000), "murdarluka"
konja (Cajkanovi¢, 1985), epilepti¢ne krize jagnjadi usled edema lobanje (Uncini
Manganelli i sar., 2001), kao i u cilju akutiziranja hroni¢nih bolesti radi brzeg
ozdravljenja (Stojkovski i sar., 1999).

Veruje se da najefikasnije deluje rizom mladog kukureka (jedinac, jednak) sa
jednom glavom ili jednim cvetom (Cajkanovié, 1985). Do pre nekoliko decenija, psi
oboleli od stenecaka leceni su ubacivanjem dela korena H. foetidus L. pod kozu u blizini
traheje. Lecenje gnojnog apscesa goveda nastalog na grebenu usled iritacije jarmom i na
usima, sprovodi se ubacivanjem stabljike umesto korena kukureka ili se sveze liS¢e
macerira 1 primenjuje lokalno nakon odstranjivanja gnoja (Uncini Manganelli i sar.,
2001). Na Siciliji, ovaj metod se koristi za postavljanje dijagnoze i leCenje zapaljenja
plu¢a goveda (Raimondo i Lentini, 1990; Lentini, 2000). Komadima osusenog korena
H. bocconei Ten. ssp. siculus naprave se dve male posekotine na kozi bolesne zivotinje i
ukoliko rezovi upadljivo oti¢u tokom narednih dana, uz pojavu gnojnog apscesa, znaci
da je zivotinja obolela od pneumonije. Infektivni, gnojni materijal i komadi korena se

uklone, a nakon 5-6 dana dolazi do ozdravljenja. Passalacqua (2006) istice da se u
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regionu Kalabrije ista biljka koristi za oporavak od bronhitisa. Osusena duga peteljka
bazalnog lis¢a se podeli na tri dela i ubaci u inciziju na zadnjoj strani uha ili pod kozu
lateralnog dela vrata goveda. U pocetnim fazama bolesti, razvija se otok okolnog
podrucja sa nekroticnim promenama pre¢nika oko 1 cm, Zivotinje postaju imune na
bolest, a trajno ostaje mali otvor na uhu ili na vratu. Ako je bolest u poodmakloj fazi i
ne postoji mogucnost oporavka goveda, dolazi do atrofije otvora i ispadanja stabljike.
Leporatti i Impieri (2007) navode da je veci broj autora dosao do saznanja da se i H.
foetidus L. uspesno primenjuje Sirom Italije u leCenju infekcija respiratornog trakta kod
goveda.

Takode postoji obicaj, da se ovca koja se "okrvila", tj. dobila unutrasnja
krvarenja, pored pustanja krvi i "zatravi" na dva mesta. Kukurek se koristi 1 za lecenje
upale vimena kod ovaca, a stavlja se u vodu za pice ako ovca ili govece odbijaju hranu.
Kokoskama se protiv zaraznih bolest preventivno daje istucani kukurek u vodi ili hrani
(Macukanovi¢-Joci¢ 1 Blazenci¢, 2000).

U nasem narodu se od davnina daje malo rizoma i korena kukureka bolesniku od
vodene bolesti da iz njega "tera vodu na mokraéu" (Cajkanovié, 1985), a Fossati i sar.
(1999) navode da se u etnovetrinarskoj medicini koristi H. niger L. kod oSteenja
bubrega. U nekim naSim krajevima, podzemni organi kukureka prokuvani zajedno sa
korenom bele ¢emerike (Veratrum album L., Liliaceae) i listom duvana (Nicotiana
tabacum L., Solanaceae), primenjuju se spolja, kao antiparazitik u suzbijanju Suge i
vasljivosti domacih zivotinja (Tucakov 1996, KiSgeci 2002), dok se drobljeno lis¢e H.
niger L. koristi kao antihelmintik u etnoveterinaskoj medicini u Pakistanu (Hussain i
sar., 2008). Voda u kojoj je kuvan rizom cemerike, sam ili zajedno sa rizomom
kukureka, upotrebljava se za prskanje krompira i uniStavanje krompirove zlatice

(Kovacevi¢ 1 Janci¢, 2003).
2.7.2. Primena kukureka u konvencionalnoj medicini
Pisana svedocCanstva o osobinama i nac¢inu primene kukureka mogu se pronaci u

Hilandarskom medicinskom kodeksu, najznacajnijem delu srpske srednjovekovne

medicine, koji je nastao u XV ili XVI veku na srpskoslovenskom jeziku. Otkrio ga je

ceye

51



Relja Kati¢ je 1989. god. priredio izdanje ovog dela na srpskom jeziku. Zbornik sadrzi
prevode najvaznijih spisa (ukljucujuci terapeutsko dijagnosticke i toksikoloske) tadasnje
zvani¢ne (nau¢ne) medine evropskih medicinskih centara, Salerna i Monpeljea, uz
znacajne elemente anticke medicine. Prema Opisu prostih lekova (u okviru
Farmakoloskih spisa Hilandarskog medicinskog kodeksa N°® 517) crni i beli kukurek se
koriste za ¢iS¢enje, 1 to crni kukurek za ¢iS¢enje od crne zuci, a beli kukurek za ¢is¢enje
flegmonoznih rana. Ovaj kodeks navodi da je kukurek koristan za leCenje otoka
zglobova, hroni¢nog zapaljenja zglobova i1 miSi¢nih tetiva, a preporucuje ga i kod
otezanog disanja i kao sredstvo za izazivanje povracanja.

Biljne vrste koje pripadaju rodu Helleborus L. imaju Siroko farmakolosko
delovanje. Keller i Schobel (1928) su utvrdili da alkaloidi celiamin, spirintilamin i
spirintilin iz podzemnih organa H. viridis L. imaju isto fiziolosko delovanje na srce.
Primena 1-3 kapi 0,0475% rastvora ovih alkaloida na izolovano srce Zabe dovodi do
jacanja sistole, dok dijastole ostaju iste, a povec¢anjem koncentracije alkaloida i promene
su jaCe izrazene. Farmakodinamickim istrazivanjem heleborina izolovanog iz
H. atrorubens W. et K. utvrdeno je anesteticko delovanje kukureka. Heleborin
aplikovan ¢oveku u miligramskoj koncentraciji izaziva intenzivnu anesteziju sluzokoze
nosa i usta, koja relativno dugo traje, dok aplikacija 10 mg heleborina zabama u grudnu
limfnu kesicu izaziva potpunu paralizu svih zabljih ekstremiteta usled paralize ki¢mene
mozdine, a bez uticaja je na rad srca i na disanje (Cuckovi¢, 1939). Povrdeno je i
anesteticko delovanje H. niger L. (Gastaldo, 1987).

Petri¢i¢ (1974) smatra da veliki broj identifikovanih i izolovanih steroidnih
sastojaka iz razli¢itih vrsta roda Helleborus L. upucuje na razmatranje ovih biljaka kao
izvora pocetnih jedinjenja u sintezi terapijski korisnih steroida, kao Sto su
kortikosteroidi. Neke Helleborus vrste su znac¢ajni izvori kardiosteroida. 1z sekundarnih
metabolita kao Sto je aglikon helebrigenin moguce je sintetisati acilkardiosteroidne
derivate koji imaju bolji terapijski indeks u poredenju sa konvencionalnim sréanim
glikozidima (Engel i sar., 1983). Polusintetsko jedinjenje helebrigenina je kardiosteroid
akrihelin, D12316  (3beta,5,14-trihidroksi-19-okso-5beta-bufa-20,22-dienolid-3-(3-
metilkrotonat). Delovanje akrihelina je vrlo slicno kao i adrenalina (epinefrina)
(Achenbach 1 sar., 1983). Kod pasa i macaka, akrihelin se apsorbuje brzo i skoro u

potpunosti, povecava kontraktilnu snagu miokarda i pokazuje jaci pozitivni inotropni
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efekat u odnosu na digoksin i1 metildigoksin, a istovremeno ne izaziva propratne efekte
na CNS-u za razliku od metildigoksina (Stroman i sar., 1984).

Pedesetih godina proslog veka vrSena su klini¢ka ispitivanja delovanja glikozida
korelborina K iz rizoma i korena kavkaskog kukureka (H. caucasicus A. Br.) i
korelborina P iz korena i rizoma crvenog kukureka (H. purpurascens W. et K.). Shubov
(1952) je utvrdio da je korelborin K delovao blagotvorno u 24 slucaja od ukupno 32
bolesnika sa kombinovanim oboljenjima mitralnih zalistaka i miokarda, koja su se
razvila na podlozi hipertenzije, arterioskleroze i hroni¢nih pluénih bolesti. Kod 24
pacijenta ispoljio se diureticki efekat, olakSano je disanje, uravnotezen je ritam sréanog
rada, smanjene su dimenzije srca i jetre, poboljSani src¢ani tonovi i korigovana je alkalna
rezerva krvne plazme. Zoz (1956) istice da je terapija korelborinom P primenjena na 60
pacijenata sa poremecajem cirkulacije 1 hronicnom sréanom insuficijencijom sa
dekompenzacijom. Kod 51 pacijenta uklonjeni su svi osnovni simptomi poremecaja,
kod 5 bolesnika je zapazeno izvesno poboljSanje, a nije bilo delovanja kod 4 bolesnika.
Poboljsanje zdravstvenog stanja je bilo ispoljeno u ve¢oj meri kod bolesnika koji su
imali poremecaje I i II stepena. Zahvaljuju¢i osobini da se ponaSa kao dobro
kardiotoni¢no sredstvo, koje moze da zameni strofantin, u bivSem SSSR-u je korelborin
stavljen u promet. Medutim, potrebno je da se napravi pauza u terapiji posle 5 dana, jer
je usled kumulativnog delovanja moguéa pojava mucnine, gadenja, povracanja,
nepravilnog pulsa, poremecaja sr€anog ritma i bolova u predelu srca.

Kardiotoni¢ni glikozid korelborin P (Corelborinum) ekstrahovan iz rizoma i
korenja kukureka koji je rasprostranjen u bivSem SSSR-u, daje se kao kardiotoni¢ni lek
u tabletama po 0,2 mg, u injekcijama kao 0,025%-tni rastvor (Turova, 1974;
Mammkosckuit, 1977; Sari¢, 1989) i1 u obliku supozitorija (Koji¢ i Janji¢, 1991; Kisgeci
2002).

Po svom delovanju, ekstrakt kukureka je slican strofantusu (deluje brzo i1 snazno
na srce) 1 digitalisu (kumulativan je), jer predstavlja i lek i otrov za srce. Lekovitost ali i
otrovnost kukureka, poti¢e od kardiotoni¢nih steroidnih glikozida koji u malim,
terapijskim dozama deluju toni¢no na srce (kardiotonika), dok uzeti u vecoj koli¢ini ili
pri duzoj nekontrolisanoj upotrebi, predstavljaju otrov za srce (kardiotoksici). Steroidni
gliozidi ostvaruju kardiotoni¢no delovanje direktno, tako Sto pojacavaju kontrakciju i

aktivnost sr€anog misi¢a i normalizuju rad srca kada postaje nedovoljan i nepravilan
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usled razli¢itih oboljenja (sr¢ana insuficijencija) i indirektno, jer deluju diureti¢no,
posebno u slucajevima srcanih edema (Tucakov, 1996). Terapeutska koncentracija
kardiotoni¢nih glikozida izaziva umerenu inhibiciju enzima Na'/K'-ATP-aze (oko
30%). Kada je ¢elija depolarizovana, manje je enzima na raspolaganju za obnavljanje
Na'/K' ravnotee. Preostali neinhibirani enzimi ¢ée delovati brze, mada ¢ée
uspostavljanje jonske ravnoteze potrajati duze nego kada su svi enzimi dostupni. Ovo
kaSnjenje izaziva privremeno povecéanje koncentracije intracelularnog Na’ i menja
koncentraciju intracelularnog Ca'". Izmena ovih jona omoguéava da natrijum izade iz
¢elije u zamenu za kalcijum, pri ¢emu se povecava koncentacija kalcijuma u ¢eliji, a
time 1 kontraktilna snaga srca. Kada koncentracija kardiotoni¢nih glikozida dostigne
toksi¢ni nivo, inhibicija enzima je vrlo visoka (>60%), ¢ime se smanjuje transport Na"
i K" do te mere, da vracanje na normalan nivo za vreme dijastole nije moguée pre
slede¢e depolarizacije, Sto dovodi do toksi¢nih efekata (na primer, aritmije) (Singh 1
Streeper, 2005). Petri¢i¢ 1 sar. (1971-a) navode da su jo$ cetrdesetih godina proslog
veka, pre viSe od 70 godina, Grossman i Benzon preporucivali helebrin kao veoma
efikasan lek u slucaju insuficijencije desnog srca kada digitalis ne deluje ili je primena
strofantina kontraindikovana. Smatrali su da je ovaj glikozoid posebno koristan i kod
tahikardijske dekompenzacije, jer je njegov efekat na vagus Cesto jaci od strofantina.
Kovacevi¢ (2004) takode navodi da se kardiotoni¢ni heterozidi, helebrin i
heleborein, u terapijskim dozama mogu primeniti kod srane insuficijencije i
poremecaja sréanog ritma, jer poboljSavaju radnu sposobnost sr¢anog misi¢a, pri ¢emu
se ne povecavaju potrebe za kiseonikom. Ova jedinjenja pojac¢avaju snagu kontrakcija
insuficijentnog srca (pozitivno inotropno delovanje), usporavaju ritam srcanih
kontrakcija, odnosno imaju indirektni parasimpatikomimeti¢ki efekat (negativno
hronotropno delovanje), usporavaju provodenje impulsa i produzuju period relaksacije,
¢ime ispoljavaju holinergicki efekat (negativno dromotropno delovanje) i smanjuju
razdrazljivost miokarda (negativno batmotropno dejstvo). Navedena delovanja dovode
do toga da se srce kontrahuje snaznije, usporenim i ravnomernim ritmom, pri ¢emu je
smanjen otpor u arterijskom delu krvotoka. Usled povecanja minutnog volumena srca,
smanjuje se venski pritisak 1 zapremina krvi u venskom sistemu, a povecava se obim
bubrezne filtracije, odn. diureze, a to izaziva nestajanje edema nastalih usled sréane

insuficijencije. Svoje delovanje, kardiotoni¢ni heterozidi ostvaruju vezivanjem za
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aktivni kalijumov centar membranske transportne ATP-aze, pri ¢emu dolazi do njene
privremene, reverzibilne inhibicije, a time 1 enzimski posredovanog aktivnog
katjonskog transporta kroz membranu, neophodnog za generisanje akcionih potencijala i
prenoSenje nervnih impulsa. Maksimovi¢ (1998) iznosi pretpostavku moguceg
mehanizma delovanja: sile jakih vodoni¢nih veza koje deluju na relativno velikom
rastojanju, vode konjugovani laktonski prsten ka K™ aktivnom centru receptorskog
enzima. U formiranim vodonikovim mostovima, kiseonik karbonilne grupe laktona je
akceptor protona, ali ostvareno vezivanje u jednoj tacki nije ¢vrsto i steroidni aglikon
moze slobodno da rotira duz ose C(17)-C(20). Prilikom rotacije aglikon se uklapa u
komplementarne strukture na povrsini enzima, §to omogucava da deluju kratko dometne
Van der Valsove sile i fiksiraju molekul vezivanjem u viSe taCaka. Terness i sar.
(2001-a,b) su utvrdili da bufadienolidi izolovani iz Helleborus L. inhibiraju Na"/K'-
ATP-azu T limfocita, ¢ime poveéavaju nivo intracelularnog Na' i smanjuju
koncentraciju K', §to moZe biti uzrok T-¢elijske supresije, jer je limfocitna aktivnost
vezana za poveéanu ekspresiju Na'/K'-ATP-aze. Petnaestak godina ranije, Serebryakov
(1982) 1 Anguladze i sar. (1983) su ustanovili da lipidi podzemnih organa H. abchasicus
i H. caucasicus A. Br. deluju inhibitorno na transport kalijumovih jona i aktivnost
Na'/K'-ATP-aze u bubreznim ¢elijama svinja, a da se ovaj efekat lipida moze u
izvesnoj meri redukovati metilacijom slobodnih masnih kiselina.

Precis¢en ekstrakt razliCitih vrsta roda Helleborus L. pripremljen u obliku
injekcija 1 masti pod trgovinskim nazivom Boicil (U.S. Patent) koristi se u Rumuniji od
1981. godine kao terapeutsko sredstvo sa antireumatskim, antizapaljenskim,
analgezijskim, antialergijskim, spazmoliti¢kim i miorelaksantnim delovanjem, kao i u
cilju leenja autoimunih bolesti i regulisanja funkcije krvnih sudova (Kerek, 1981).
Zbog brzog otklanjanja bola 1 postizanja dugotrajnog antireumatskog efekta, u pocetku
je koriS¢en samo na osnovu iskustva, jer su aktivni principi ovog ekstrakta bili
nepoznati, a u skorije vreme je ekstrakt H. purpurascens W. et K. visoko preciséen i
odreden mu je sastav (Bogdan i sar., 1990-a; Linke i sar., 1998; Milbradt i sar., 2003).
Boicil forte se u Rumuniji primenjuje u lecenju spondiloartropatije, lumbalne
diskopatije i1 displazija lakta i kuka pasa (Bolte 1 sar., 1994). Ve¢i broj autora je utvrdio
da Boicil utice na morfoloske, fizioloSke, metabolicke i genetske karakteristike humanih

diploidnih ¢elija in vitro (Dima i sar., 1986, 1987), kao i na neke imunokompetentne
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¢elije u in vitro i in vivo uslovima (inhibitor mitogeneze PHA-stimulisanih limfocita) i
na modulaciju celularnog 1 humoralnog imunog odgovora kod pacova i Coveka
(Olinescu 1 sar., 1986, 1987). Adomnicai i sar. (1990) su ispitivali teratogeno i
embriotoksicno delovanje Boicil tableta kod tri generacije pacova i miSeva u
prefertilizacionim 1 implantacionim fazama. Novorodene zivotinje nisu ispoljile
patoloske (mikroskopske 1 makroskopske) promene niti somatske anomalije. Na bazi
neutralnih lipida iz podzemnih organa Helleborus L. pripremljen je preparat Hellipol za
lecenje malignih povrSinskih tumora (Kemertelidze i Dalakishvili, 1996).

Kerek (1997) je u Nemackoj registrovao patent DE 196 00 301 Al, u kome su
navedene bioregulativne supstance sa anorganskim strukturnim sklopom, koji je
izgraden od ugljen suboksida pomocu ciklooligomerizacije i dodatnog formiranja
makroprstenastih struktura. Ove aktivne supstance i njihovi adukti, asocijati i kompleksi
sa molekulskom masom M<2000 D se upotrebljavaju samostalno i/ili kao stabilni
dodaci sa drugim poznatim supstancama. Hemijskom analizom je dokazano da visoko
precis¢eni H. purpurascens W. et K. ekstrakt (HP12) dobijen iz suvog, grubo usitnjenog
korena i rizoma, sadrzi novu supstancu opisanu kao ciklo-oligomerni derivat ugljen
suboksida co-(C3;0,)s (molekulske mase 408,19) koja deluje imunoregulatorno.

Najnovija ispitivanja koja su sproveli Paun-Roman 1 sar. (2013) ukazuju da
pre€iS¢en ekstrakt H. purpurascens W. et K. sa visokim sadrzajem polifenolnih
jedinjenja (flavonoidi, tanini i fenolne kiseline), koncentrovan mikrofiltracijom i

ultrafiltracijom, ispoljava znac¢ajnu inhibitornu aktivnost prema ureazi i a-himotripsinu.

2.8. BIOAKTIVNA SVOJSTVA 1 PRAVCI DELOVANJA EKSTRAKTA
RIZOMA I KORENA KUKUREKA

Zavisno od uslova (doze, nacina aplikacije 1 vrste procesa na koji deluje), ukupni
ekstrakt kao i pojedine frakcije rizoma i1 korena kukureka, ispoljavaju visestruke
bioaktivne efekte 1 mogu da deluju u viSe pravaca, pri ¢emu su mehanizmi delovanja u
vecini slucajeva nedovoljno precizno ispitani i opisani ili su nepoznati. Identifikacija i
karakterizacija komponenti ekstrakta Helleborus L. uklju¢enih u indukciju odredenih
efekata su od primarnog znacaja za razjasnjenje osnovnih mehanizama njihovog in vitro

i in vivo delovanja.
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2.8.1. Proinflamatorno i imunostimulativno delovanje

U zdravstvenoj zaStiti zivotinja se koriste imunomodulatorne supstance, koje
razli¢itim mehanizmima, menjaju nivo aktivnosti komponenti imunskog sistema.
Egzogeni imunomodulatori podsticu imunski odgovor c¢elijskog 1 humoralnog tipa
(imunostimulatori) ili smanjuju nezeljene efekte aktivnosti imunoloskog sistema i
podsticu mehanizme tolerancije, u cilju smanjivanja negativnog odgovora na sopstvene
i alo-antigene (imunosupresori spreCavaju odbacivanje transplantata, alergijske i
autoimune reakcije). Utvrden je veliki broj supstanci sa imunomodulatornim
delovanjem, od hemijskih proizvoda do proizvoda biljnog porekla, a potvrdeno je i da
ekstrakt rizoma i korena kukureka deluje imunomodulatorno.

Bogdan i sar. (1989, 1990-a) su sproveli nespecificnu imunostimulativnu
terapiju domacih Zivotinja, transkutanom implantacijom rizoma H. purpurascens W. et
K., kroz ranu napravljenu sterilnom debelom iglom, u uhu ovaca 1 svinja i u derdanu
goveda, dok je koza grudi kod konja probodena na dva mesta sa razmakom od 1,5-2 cm
1 postavljen je rizom. Nakon 24h uklonjen je omekSali rizom da se ne bi Sirila kozna
nekroza, a pre 1 24h, 48h, 96h i 144h posle implantacije, pra¢eni su opSte stanje i
lokalne promene. Ispitivane su i promene vrednosti hematoloskih parametara i1 stepen
fagocitoze neutrofilnih granulocita. Kod goveda je uocena najjaca reakcija na implantat
kukureka, sa dugotrajnim rastom temperature (rektalna temperatura je porasla posle 24h
za 1,4 °C, posle 48h za 1,7 °C, posle 96h za 0,9 °C, a posle 144h za 0,5 °C) koji je
doprineo smanjenju apetita i pogorSanju opsteg stanja. Ve¢ 24h posle implantacije
formirao se veliki edem derdana koji se i dalje povecavao do 3. ili 4. dana, a zatim se
otok lagano povlacio. Posle mesec dana od implantacije, kod jednog goveceta se mogao
zapaziti tvrd ¢vor veliCine oraha, kod drugog tvrd ¢vor veli¢ine jabuke, a kod treeg
goveCeta otvorena flegmona precnika 15 cm sa nekroticnim komadima koze i veca
koli¢ina zelenkasto Zzutog gnoja. Kod konja, 1-3 dana posle implantacije rektalna
temperatura je bila neznatno povecana (nekoliko desetinki stepena Celzijusa), opste
stanje je bilo dobro, a apetit zadrzan. Nakon 24h, prednji deo grudi je jako natekao,
edem je bio tvrd i topao, ali je relativno brzo omekSao i1 formirao se apsces koji se
otvorio 6. do 9. dana nakon vadenja implantata i doslo je do spontane drenaze, pri cemu

stvoreni zuckasti sekret nije imao osobine gnoja. Posle nedelju dana, otok se povukao,
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rana zatvorila, a u toku naredne tri nedelje oziljak je bio gotovo neprimetan. Kod ovaca
je opste stanje bilo dobro, apetit nesmanjen, a 24h posle implantacije uho se uvecalo za
oko tri puta. Posle uklanjanja implantata tokom jedne nedelje se edem povukao, a iz
malog otvora na usnoj Skoljci pojavio se serozni sekret. Nekrotizovani deo uha pre¢nika
1,5 cm je otpao posle mesec dana, a uho je zaleCeno bez oziljka. OpSte stanje svinja je
bilo nepromenjeno i1 implantacija nije uticala na apetit i ponaSanje. Posle 24h uho je
jako nateklo, debljina uSne Skoljke se povecala 3-4 puta, a crne nekroticne zone su se
Sirile do korena uha. One su se sasusile i otpale, tako da je posle tri nedelje uho zaraslo,
ali je bilo oSte¢eno (probuseno, izrovano ili prepolovljeno). Restitutio ad integrum je
zapazen kod mlade prasadi i kod starijih jedinki Cija je uSna Skoljka vrlo malo
nekrotizovala. Analiza diferencijalne krvne slike je potvrdila izraZzenu leukocitozu i
neutrofiliju kod svih tretiranih Zivotinja koja je trajala vise od 6 dana (izuzev kod
ovaca). Pod uticajem implantata kukureka, povecali su se indeks fagocitoze (0-21 vs 0-
34) 1 vrednost ukupnog kapaciteta fagocitoze neutrofilnih granulocita (vise od 6 puta) u
odnosu na vrednosti pre implantacije.

U cilju utvrdivanja aktivnih sastojaka, odgovornih za izazivanje leukocitoze 1
neutrofilije nakon aplikovanja ekstrakta podzemnih organa kukureka zivotinjama,
potrebno je izolovati i ispitati svaki posebno. Kako saponozidi dovode do najvece
iritacije, Bogdan i sar. (1990-b) su ih izolovali metodama opisanim u rumunskoj
farmakopeji (izdanje IX, str. 821) i uporedivali efekte dobijene kod ovaca 24h, 48h i
96h posle implantiranja rizoma H. purpurascens L. u usnu Skoljku i SC injektiranja 3
varijante H. purpurascens L. Aplikovanje po 0,5 ml 4% dekokta ili 4% ekstrakta
saponozida u usnu skoljku, izazvalo je pojavu vidljivog edema uha koji se povukao u
roku od 1-2 dana bez ostavljanja traga (bez nekroze i rana), uz dobro opste stanje i
ocuvan apetit. Kod ovaca kojima je sa unutraSnje strane bedra aplikovano po 2 ml 1%o
dekokta rastvorenog 200 puta, nije bilo promena na mestu aplikacije, kao ni promene
opsSteg stanja. Utvrdena je sli¢na dinamika promena u broju leukocita i neutrofilnih
granulocita. NajizraZenija leukocitoza sa neutrofilijom postignuta je nakon 24h i to
implantacijom rizoma, koja je dovela do povecanja broja ukupnih leukocita za 67,2% 1
broja neutrofilnih granulocita za 195,4%. Po efikasnosti slede 4% ekstrakt saponozida 1
4% dekokt, dok je najslabiji efekat ispoljio 1%o dekokt razblazen 200 puta, za koga se

moze pretpostaviti efekat homeopatskog tipa, jer je koncentracija aktivnih supstanci u
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finalnom razredenju bila veoma niska. Ispitivan je 1 efekat izazivanja blasticne
transformacije krvnih c¢elija na bazi preuzimanja glukoze, koriS¢enjem kultura u
medijumu RPMI 1640 sa dodatkom 10% fetalnog seruma, kao i na kulturama
stimulisanim sa PHA. Blasti¢na transformacija je dokazana samo kod ovaca kojima je
aplikovan 4% ekstrakt saponozida, jer je pokazala znaCajan rast posle 24h i 48h, a
nakon 96h se smanjila na osnovni nivo. Visi energetski metabolizam 1 utrosak glukoze
koji je u proseku za 251% veci nakon aplikacije 4% ekstrakta saponozida, potvrdio je
imunostimulatorni efekat ovog preparata.

Bolte 1 sar. (1992) su na osnovu iritacije koze i vezivnog tkiva i reakcije
konjuktiva (spazam kapaka i kongestija konjuktiva) kod pacova, kunica, konja i1 pasa,
utvrdili proinflamatorno delovanje, lokalno (u obliku 10% kreme), subkutano,
intradermalno ili intramuskularno aplikovanog ekstrakta Helleborus sp. Inflamatorni
efekat se konstantno pojavljuje 8-12h nakon aplikacije ekstrakta i povecava se u
narednih 48-92h u srazmeri sa primenjenom koncentracijom, dozom 1 nacinom
aplikacije, pri ¢emu nisu utvrdene pojave koje bi ukazivale na toksi¢no stanje. Na delu
oko mesta uboda, kod pacova posle 24h nastaju edem i tackasta krvarenja, sa brojnim
neoformacijskim kapilarima, a navedene promene nestaju nakon 12-24 dana.
Proinflamatorno delovanje kukureka je izrazenije kod konja, narocito kod bolesnih, a
manifestuje se u prva 2-4 dana pojavom burne inflamatorne reakcije, seroznom do
eksudativno-hemoragi¢nom eksudacijom, deskvamacijom epidermisa, limfangitom i
regionalnim limfonodulitom, a 5-7 dana posle primene ekstrakta dolazi do nekroze
koze. Ovi autori su utvrdili da ekstrakt Helleborus sp. izaziva imunostimulatorni efekat
kada se aplikuje teladima istovremeno sa vakcinom protiv salmoneloze (vacc.
Salmonella Dublin).

Bogdan 1 sar. (1993) su tovnoj jagnjadi sa poremecajima metabolizma (u uzrastu
od 7-8 meseci TM od po samo 16 kg) dvokratno aplikovali ekstrakt rizoma 1 korena H.
purpurascens W. et K. (0,5 ml 4% ekstrakta SC u predelu levog uha, a nakon 14 dana i
u predelu desnog uha). Utvrdeno je da grupa tretirana biljnim ekstraktom permanentno
pokazuje prednost nad kontrolnom grupom, da bi nakon 2 meseca razlika u njihovoj
prosecnoj tezini (21,71 kg odn. 20,12 kg) iznosila 1,59 kg (ve¢i porast za 7,9%). To
znaci da se na broju od 100 jagnjadi dobija povecanje telesne mase za 159 kg. Isti autori

su 24h, 48h 1 96h nakon SC aplikovanja ekstrakta podzemnih organa H. purpurascens
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W. et K. u predelu levog uha ovaca konstatovali izrazenu leukocitozu (2-3 puta povecan
broja leukocita) sa neutrofilijom (povecanje broja neutrofila za 254,5% posle 24h), $to
je od znacaja za povecanje antimikrobne zastite. Nueleanu (2007, 2008) je mladim
zdravim ovcama, u starosti od 12 meseci, koje su imale manju telesnu tezinu od
prose¢ne, SC aplikovao po 0,5 ml 3%, 4% ili 5% dekokta podzemnih organa
H. purpurascens W. et K. u spoljni deo uha. Kod tretiranih grupa, nisu primecene
promene opsteg stanja, apetita i pokretljivosti, dok su lokalne promene bile iste, ali su
bile izrazenije u grupi kojoj je aplikovan 5% dekokt: lokalna inflamatorna reakcija,
nakon 24-48h jak edem uha, koji se smanjio posle 2-3 dana, a zatim i potpuno nestao.
IzraZena leukocitoza je zabelezena kod svih grupa posle 24h, 48h 1 96h, a najznacajnije
promene (maksimalna limfocitoza i neutrofilija) su registrovane u broju limfocita posle
48h 1 neutrofila 24h nakon aplikovanja 3% 1 4% dekokta i 48h posle tretmana 5%
dekoktom. Tokom ogleda sve grupe su u ispitivanim periodima ispoljile
monocitopeniju, sa najnizim vrednostima nakon 48h, sa izuzetkom grupe tretirane sa
5% dekokta kod koje je ova vrednost bila povecana za 54%.

Precisceni ekstrakt Helleborus sp. ispoljava efekat potenciranja postvakcinalnog
imunoloskog odgovora, koji se moze uporediti sa delovanjem drugih proizvoda
koris¢enih u istu svrhu (Bolte i1 sar., 2001). Istovremeno aplikovanje precis¢enog
ekstrakta kukureka sa vakcinom protiv salmoneloze teladima i junadima, aktivira kako
specificne (porast titra antitela), tako i nespecificne (povecanje broja leukocita,
koncentracije properdina i lizozima) mehanizme imunoloskog odgovora. Dobijeni
rezultati su potvrdili da ekstrakt Helleborus sp. izaziva modifikaciju imunskog
odgovora u stanjima primarne ili sekundarne imunodeficijencije. Ovi autori su u dva
ogleda, kontrolnim grupama klini¢ki zdrave teladi SC aplikovali Agavac vakcinu protiv
salmoneloze (5 ml ili 2 ml), a eksperimentalnim grupama klinicki zdrave teladi su
istovremeno dali vakcinu protiv salmoneloze (5 ml ili 2 ml) i1 preciS¢eni ekstrakt
Helleborus sp. (2 ml ili 5 ml). Utvrdene su znaCajne razlike u vrednosti vecine
ispitivanih imunoloskih parametara izmedu grupa posle 7, 14, 21 i 28 dana, pri ¢emu su
najvece vrednosti utvrdene kod ogledne grupe kojoj je aplikovano 5 ml ekstrakta. Kod
svih grupa je konstatovan znacajan porast broja leukocita 14. 1 21. dana, ali bez
signifikantne razlike medu grupama, §to se odnosi i na promene u broju neutrofilnih,

eozinofilnih i bazofilnih granulocita. Procenat fagocita je znacajno opao 7. dana posle
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vakcinacije kontrolne grupe u prvom ogledu, a povecao se za 64,6% kod tretirane grupe
1za 92,3% nakon 14. dana. U drugom ogledu, procenat fagocita se nije znaajno menjao
14. 1 28. dana nakon vakcinacije kontrolne grupe, dok je kod ogledne grupe zabelezen
rast od 31,8% nakon 14. dana i 44% posle 28. dana. Utvrdeno je i da preciSc¢eni ekstrakt
Helleborus sp. stimuliSe ¢elijsku multiplikaciju, aktiviranje makrofaga i oslobadanje
IL-2, TNF i interferona.

Kerek (1997) je iz preciséenog ekstrakta podzemnih organa H. purpurascens W.
et K. izolovao aktivne supstance (HP12) i1 utvrdio njihovo bioregulatorno delovanje.
Ove supstance su delovale stimulatorno na makrofage pacova, imunostimulatorno 1
razli¢ito na aktivnost NK celija (kod reumati¢nih pacijenata znaCajno je sniZena
patoloski uvecana spontana citotoksi¢nost, dok se kod zdravih pacijenata spontana
citotoksi¢nost neznatno povecala). U grupi od 10 miSeva tretiranih intraperitonealno sa
5 ng/kg aktivne supstance, indeks stimulacije makrofaga bio je znacajno veci nego u
kontrolnoj grupi, nakon izlaganja razli¢itim mitogenima (lipopolisaharidima 402% vs
288% ili fitohemaglutininu 1346% vs 165%). Isti autor navodi rezultate ogleda u kome
je utvrden povecan procenat prezivljavanja miSeva tretiranih ovim supstancama, a zatim
inficiranih letalnom dozom Pseudomonas aeruginosa. Oglednim grupama je davano po
2 pg aktivne supstance 7., 14. i 28. dana pre letalne infekcije, pri ¢emu je 21. dana
jednoj grupi aplikovano 0,25 ml fizioloskog rastvora, a drugoj grupi 0,06 mg
ciklofosfamida (imunosupresor). Kontrolnoj grupi nisu davane aktivne supstance.
Aktivne supstance (HP12) su znacajno povecale procenat prezivljavanja zivotinja prve
grupe, dok je u drugoj grupi procenat prezivljavanja opao u odnosu na prvu grupu, ali je
bio znatno iznad vrednosti kontrolne grupe. Autor smatra da izolovane aktivne
supstance ucéestvuju u bioregulaciji Na'/K'-ATP-aze i drugih enzima, smanjenju
oStecenja tkiva kod autoimunih bolesti, imunoregulaciji vezivanjem za Fc receptore i
terapiji bola vezivanjem za nocioceptore.

Tosevski 1 sar. (1999, 2004) su pratili zdravstveni status i ponaSanje prasadi i
ovaca u uslovima ubrzanog metabolizma izazvanog parenteralnom primenom ekstrakta
cele biljke H. odorus W. et K. Prvim ogledom je bilo obuhvaéeno 21 prase, u starosti od
35 dana. Intradermalna aplikacija ekstrakta H. odorus W. et K. izazvala je povisenje
telesne temperature posle 24h, zavisno od doze, za 20% (temperaturni koeficijent Qo

iznosio je 0,2), 38% (Qio 0,38) 1 30% (Qj0 0,30) u odnosu na fiziolosku vrednost. U
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odnosu na vrednosti utvrdene pre aplikacije ekstrakta, debljina koZznog nabora na mestu
aplikacije, bila je veca za 0,43 cm, 0,9 cm odn. 0,88 cm, a povrSina zone zahvacene
zapaljenjem i crvenilom je bila ve¢a za 0,56 cm’ 2,6 cm” odn. 2,92 cm® nakon
aplikovanja 0,263, 0,425 odn. 0,905 mg/kg TM ekstrakta kukureka. Upotrebljene doze
su bile u korelaciji sa telesnom masom prasadi (jako negativnoj r=-0,609),
eritematoznom povrSinom (jako pozitivnoj r=0,707), debljinom koznog nabora i
telesnom temperaturom (slabo pozitivnoj r=0,47 odn. r=0,3). Vrednosti hematoloskih
parametara odredivane su 7. i 14. dana nakon aplikacije ekstrakta u dozi od 0,450 mg/kg
TM. Prosecne vrednosti broja leukocita, neutrofilnih granulocita i limfocita koje su se
pre tretmana ekstraktom kretale u granicama referentnih vrednosti, znacCajno su se
povecale tokom eksperimenta. Sedmog dana posle aplikovanja ekstrakta, broj leukocita
je bio poveéan 1,56 puta, broj granulocita za 69% i broj limfocita za 87%, dok je
povecanje ovih vrednosti nakon 14. dana iznosilo 1,47 puta, 63% odn. 83%. Utvrdene
razlike u broju monocita 1 eritrocita 1 koncentraciji hemoglobina u krvi prasadi pre 1
posle aplikovanja ekstrakta nisu bile statisticki znacajne, a vrednosti su bile u
fizioloskim granicama.

U drugom ogledu, ovi autori su ispitivali reakciju na ekstrakt 14. 1 21. dana, kod
30 prasadi kojima je u starosti od 52 dana intradermalno aplikovan ekstrakt cele biljke
H. odorus W. et K. u dozi od 0,450 mg/kg TM. Nakon 14. i 21. dana eksperimenta,
prosecan broj leukocita povecao se za 24% 1 8,2%, dok se broj granulocita koji je pre
davanja ekstrakta bio nizak, povecao 2,86 puta odn. 2,07 puta. Prose¢na vrednost broja
limfocita se odrzala i 66. 1 73. dana starosti prasadi, sa malim, nezna¢ajnim smanjenjem.
Broj monocita u krvi prasadi pre tretmana bio je povecan u odnosu na fizioloSku
vrednost, a tokom oglea, ova vrednost se 14. 1 21. dana povecala 1,4 puta, odn. 1,2 puta.
Prosecne vrednosti broja eritrocita bile su nize za 22% u odnosu na vrednosti pre
aplikacije ekstrakta, dok je smanjenje koncentracije hemoglobina u toku eksperimenta
iznosilo 11%. Broj trombocita se u krvi prasadi pre aplikacije ekstrakta kretao u
fizioloskim granicama, a ova vrednost se smanjila pri uzrastu od 66 dana za 42% i
uzrastu od 73 dana za 26%. U ispitivanja je bilo ukljuceno 1 30 Virtenberg ovaca, u
uzrastu od 1 godine, koje su intradermalno tretirane ekstraktom kukureka u
koncentraciji od 0,450 mg/kg TM. Utvrdeno je statisticki znacCajno povisSenje telesne

temperature ovaca (za 0,77 °C nakon 24h, za 0,47 °C posle 72h) u odnosu na vrednost
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pre aplikovanja ekstrakta. Debljina koznog nabora je bila ve¢a u odnosu na debljinu pre
aplikacije ekstrakta (2,95 cm) za 1,4 cm, 1,7 cm odn. 1,0 cm nakon 24h, 48h odn. 72h, a
sve uocene razlike su bile visoko signifikantne (P<0,001). Razlika izmedu dijametra
edema na mestu aplikacije ekstrakta posle 24h (3,92 cm) i 48h (4,17 cm) nije bila
statisticki znacajna, dok je razlika bila vrlo signifikantna (P<0,01) posle 72h (2,41 cm) u
odnosu na 24h 1 visoko znacajna (P<0,001) u odnosu na 48h. Ve¢ 24h posle aplikacije
ekstrakta, ovce su bile pospane, usporenih pokreta, edem je bio intenzivno crvene boje,
u mnogim slucajevima temperiran i bolan. Nakon 48h opste stanje se poboljsalo,
konzumiranje hrane je bilo dobro kao i prezivanje, Zivotinje su bile vrlo pokretne, a
povrSina 1 temperiranost edema su se smanjivali. Iz dobijenih rezultata je izveden
zakljucak da ekstrakt biljke H. odorus W. et K. deluje na metabolizam brojnih ¢elija,
kao §to su hepatociti, miSi¢ne Celije, Celije koStane srzi i mastociti, koje su zato i
nazvane ciljnim ¢elijama (BTC-bufaenolides target cells). Ovi autori smatraju da
ckstrakt Helleborus L. ima znaajan potencijal u profilaksi i leCenju bolesti koje u
veterinarskoj medicini nisu dovoljno etiopatogenetski razjasnjene (miSi¢na distrofija
jagnjadi, atrofi¢ni rinit svinja, krzljavost, dijareja, hepatosplenomegalija, hipertrofija
nadbubrezne zlezde, bledo, meko i vodenasto meso svinja, artritisi, ataksija, orhitis i dr.)
1 da je neophodno nastaviti ispitivanja u tom pravcu.

Ristoska (2002) i Ristoska i sar. (2002) su ispitivali mogucénost upotrebe
ekstrakta rizoma i korena H. odorus W. et K. u cilju utvrdivanja zdravstvenog stanja
priplodnih svinja prilikom selekcije, kao 1 za jednostavno i efikasno otkrivanje
patoloskih stanja koja znacCajno smanjuju produktivne i reproduktivne rezultate
(smanjen prirast, visoka konverzija hrane, lo§ kvalitet mesa, povecana smrtnost), ¢ime
bi se omogucilo i njihovo blagovremeno le¢enje. Ovi autori su nazimicama u periodu
polne zrelosti, u starosti od 8 meseci, aplikovali ekstrakt intramuskularno, u dozi od 450
ug/’kg TM. Nespecificni znaci zapaljenske reakcije, poviSena temperatura, anoreksija,
letargija 1 ataksija, utvrdeni su 24-48h nakon aplikacije ekstrakta. Kod veceg broja
nazimica promene su nestale posle 48h i one su ostale u eksploataciji do petog legla, pri
¢emu je zapazeno da je ekstrakt pozitivno uticao na reproduktivna svojstva, plodnost 1
broj zivorodene prasadi. Iz priploda su iskljuene nazimice sa produzenim znacima
reakcije do 120h usled pothranjenosti, kaheksije, miSi¢ne distrofije, subklini¢kih

oboljenja zglobova, kostiju, jetre i srcanog misi¢a. Dobijeni rezultati su nakon 24h i 48h
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ukazali na leukocitozu sa veoma izraZzenom monocitozom (povecanje broja monocita
cak 14 puta), dok je kod nazimica koje su iskljucene iz priploda utvrdeno i povecanje
koncentracije albumina. Vrednosti ostalih hematoloskih i biohemijskih parametara su
bile u fizioloskim granicama.

Milanovi¢ 1 sar. (2004) su ispitivali uticaj vodenog ekstrakta rizoma i korena
H. odorus W. et K. na imunski sistem pacova soja Wistar u starosti od 45 dana, tako $to
su im u pretkoleni nabor aplikovali po 0,2 ml ekstrakta razredenog fizioloskim
rastvorom u odnosu 1:2, 1:4 i 1:8. Nakon 24h je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika
(P<0,05) u ukupnom broju leukocita izmedu kontrolne grupe kojoj je aplikovano 0,2 ml
fizioloSkog rastvora i grupe kojoj je aplikovan najmanje razreden ekstrakt kukureka
(1:2), dok veca razredenja ekstrakta nisu imala takav efekat. NajizraZzenija granulocitoza
je registrovana u grupi zivotinja kojoj je aplikovan ekstrakt razreden 2 puta, dok se sa
povecanjem razredenja ekstrakta smanjivao ukupan broj leukocita, kao 1 procentualna
zastupljenost granulocita u leukocitarnoj formuli, ali je postojala statisticki vrlo
znacajna razlika (P<0,01) ovih vrednosti izmedu kontrolne grupe i svih grupa kojima je
aplikovan ekstrakt.

Subkutana, intraperitonealna i intramuskularna aplikacija razli¢itih koncentracija
vodenog ckstrakta rizoma i korena H. odorus W. et K. dovodi kod Wistar pacova do
aktiviranja brzih, nespecificnih odbrambenih mehanizama organizma, izraZzene
leukocitoze 1 povecanja broja i procenta neutrofilnih granulocita (Davidovi¢, 2006;
Davidovi¢ i sar., 2006-a,b, 2007-a, 2010-a,b), kao 1 slabe hemolize (Davidovi¢, 2006;
Davidovi¢ i sar., 2006-b, 2007-a,b, 2010-c). Utvrdeno je statisticki znacajno (P<0,05)
povisenje telesne temperature pacova 24h posle intramuskularne primene ekstrakta u
dozi od 20 mg/100 g TM (za 0,44 °C), pri ¢emu rast temperature nije bio dugotrajan
(rektalna temperatura se smanjila za 0,56 °C nakon 48h i za 0,43 °C posle 72h)
(Davidovi¢ i sar., 2006-a).

Visoko mobilna grupa proteina (HMGB1) su intracelularni proteini koji se
aktivno otpustaju iz monocita i makrofaga ili pasivno iz nekroti¢nih i oStecenih celija.
Apetrei i sar. (2011-a) su utvrdili da visoko precis¢ena frakcija iz H. purpurascens W. et
K. efikasno inhibira oslobadanje HMGBI1 kod eksperimentalnih Zivotinja, cak i u kasnoj
fazi septicnog Soka, 1 na taj nacin znacajno povecava stopu prezivljavanja glodara. Ovo

jedinjenje uspesno reguliSe oslobadanje HMGBI1 iz aktiviranih mononuklearnih ¢elija
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krvi 1 tumorskih ¢elija kod coveka. U kombinaciji sa ciklofosfamidom, dovodi do
znacajnog smanjenja oslobadanja HMGBI iz tumorskih ¢elija, dok sinergizam nije

primecen kada je primena kombinovana sa doksorubicinom.

2.8.2. Antibakterijsko delovanje i pojava oksidativnog (respiratornog) praska

Rosselli i sar. (2007) su ispitivali antibakterijsku aktivnost ekstrakta H. bocconei
Ten. ssp. intermedius i ustanovili da deluje inhibitorno na Staphylococcus epidermalis i
Staphylococcus aureus. Puglisi i sar. (2009) su utvrdili da koren H. bocconei Ten. ssp.
siculus sadrzi supstance sa antibakterijskim delovanjem, pa smatraju da se ova biljka u
tradicionalnom lecenju respiratornih bolesti kod goveda, koristi ne samo zbog
imunostimulatornog i proinflamatornog delovanja, ve¢ i zbog antibakterijskih svojstava.
Ovi autori su bujon mikrodilucijom, u in vitro uslovima, procenjivali antibakterijsku
aktivnost metanolnog ekstrakta korena H. bocconei Ten. ssp. siculus i bufadienolidnih i
ekdisteroidnih frakcija dobijenih iz korena, protiv sojeva bakterija koje su vodeci
patogeni odgovorni za respiratorne infekcije (pneumoniju, sinuzitis, zapaljenje srednjeg
uha). Ekstrakt B (bufadienolidni) je ispoljio najjace inhibitorno delovanje protiv svih
testiranih mikroorganizama, a kao 1 ostali ekstrakti, pokazao najvecu aktivnost protiv
Moraxella catarrhalis ATCC 25238 1 Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.
Minimalne inhibitorne koncentracije ekstrakta B, pri kojima nije bilo vidljivog rasta
mikroorganizama posle inkubacije od 18h na 35 °C, bile su nize od koncentracija
ekstrakta C (ekdisteroidni) protiv ova dva mikroorganizma (0,1 mg/ml prema 0,2
mg/ml) i 8-15 puta niZze od koncentracija ekstrakta A (sirovi metanolni ekstrakt korena)
i ekstrakta C protiv drugih sojeva bakterija (izuzev protiv Haemophilus influenzae
ATCC 49247, gde je koncentracija bila 4 puta niza u odnosu na ekstrakt C). Medutim,
antibakterijska aktivnost ekstrakta B prema Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 i
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637 sojeva je 4-8 puta manja nego prema
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 i Moraxella catarrhalis ATCC 25238 i duplo
manja u odnosu na delovanje prema Haemophilus influenzae ATCC 49247.

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) su proizvodi prirodnog metabolizma kiseonika,

koje se kontinuirano formiraju u C¢elijama kao rezultat oksidativnih biohemijskih
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reakcija. U fizioloSkim 1 stresnim uslovima imaju vazne funkcije u aktivnosti
efektorskih odbrambenih celija, Celijskoj signalizaciji, apoptozi i mobilizaciji jonskih
transportnih sistema. Primarno se formiraju kao krajnji produkti mitohondrijalnog
respiratornog lanca ili ih katalizuje aktivirana NADPH oksidaza nakon unoSenja
patogenih agenasa. Najvaznije forme su: superoksid anjon (O;”), vodonik peroksid
(H,0,), hipohlorna kiselina (HCIO) 1 najreaktivniji hidroksilni radikal (OH") (Sordillo 1
Aitken, 2009). Polimorfonuklearni neutrofili (PMN) se aktiviraju nakon internalizacije
patogena i stvaraju velike koli¢ine ROSa tokom fagocitoze. Ovaj funkcionalni odgovor,
nazvan oksidativni ili respiratorni prasak, zajedno sa migracijom 1 degranulacijom
¢elija, doprinosi odbrani domacina, ali moze dovesti i do kolateralnog inflamatornog

ostecenja tkiva (Chen i Junger, 2012) (Slika 1.)
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Slika 1. Sematski prikaz oksidativnog praska u fagocitu (Bruno, 2010)

U cilju ispitivanja ovog vaznog PMN odgovora, razvijene su razliCite metode,
koje se =zasnivaju na proceni oksidativnog praska izolovanih PMN i PMN
suspendovanih u heparinizovanoj punoj krvi, merenjem intraéelijske proizvodnje ili
nastajanja ROSa u ekstracelularnom prostoru. Postoji nekoliko kongenitalnih
poremecaja (hroni¢na granulomatozna bolest) ili nedostataka, kod kojih je sprecen
nastanak oksidativnog praska, usled nemoguénosti neutrofilnih granulocita da tokom
aktivacije pravilno formiraju multiproteinski NADPH oksidaza kompleks na ¢elijskim

membranama (Hager i sar., 2010).
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Pri delovanju stresnih faktora (UV zracenje, izlaganje toploti, radioaktivne
materije, ciklicni ksenobiotici, neki lekovi) ili u patoloskim i degenerativnim stanjima,
celularni nivo ROS/RNSa (slobodni radikali i neradikali kiseonika i1 azota) se znacajno
povecava, ravnoteza izmedu njihovog stvaranja i antioksidativnog zastitnog sistema se
pomera u korist oksidacijskog stanja, Sto dovodi do oksidativnog stresa (Prilog 13).
Antioksidativni odbrambeni sistem deluje preko enzimskih (superoksid dismutaza,
glutation peroksidaza, katalaza, laktoperoksidaza, tioredoksin reduktaza i
peroksiredoksini) i neenzimskih mehanizama (vitamin E, selen, askorbinska kiselina,
glutation, "heat shock" proteini, ubihinon, B-karoten, mokra¢na kiselina, bilirubin)
(Sharma 1 sar., 2011), koji odlazu, preveniraju ili uklanjaju oksidativno oStecene target
molekule (Halliwell i Gutteridege, 2007). Ukoliko su ovi antioksidansi deficitarni,
uzroc¢nici oksidativnog stresa mogu da uti¢u na metabolicke i fizioloSke procese, da
ostete Celijske lipide, proteine ili DNA, a time da ugroze funkcije Celija, zdravstveno
stanje 1 proizvodne sposobnosti jedinke. Nekontrolisana oksidacija moze izazvati
oSte¢enja Celijskih struktura i tkiva, degenerativne procese povezane sa starenjem i
mnoge bolesti (ateroskleroza, Secerna bolest, reumatoidni artritis), a ROS su i
potencijalni kancerogeni, jer olakSavaju mutagenezu, nastajanje i napredovanje tumora.
Prirodna (polifenoli, flavonoidi, vitamini, karotenoidi i druge bioaktivne biljne
komponente) i sinteticka jedinjenja koja imaju sposobnost da smanje generisanje i
oslobadanje ili da veZzu, inhibiraju i uklone reaktivne vrste kiseonika, mogu imati
terapeutski potencijal u smanjenju oksidacionih oSte¢enja nastalih prekomernim
generisanjem ROSa.

Apetrei i sar. (2011-b) su, uzimajuéi u obzir ¢injenicu da antioksidativna zastita
deluje na viSe nivoa (inhibicija proizvodnje i oslobadanja ROSa ili uklanjanje kiseonika,
katalizatorskih jona metala ili ROSa), procenjivali in vitro uticaj pet biljnih frakcija na
pojavu respiratornog praska PMN c¢elija ljudi (koriste¢i luminol poboljSani
hemiluminometrijski metod) i njihov kapacitet za "skupljanje" slobodnih radikala
(kvantifikovan pomoc¢u dve metode u necelijskim sistemima: ORAC za peroksilne
radikale i TAC za ukupne reaktivne kiseoni¢ne vrste). Biljne frakcije (MCS-a, MCS-b,
MCS-c, MCS-d razdvojena u podfrakcije MCS-Dx i MCS-EF), progresivno prec¢is¢ene
iz multianjonskog jedinjenja MCS-18, izolovanog iz H. purpurascens W. et K., testirane

su u tri razli¢ite koncentracije (1, 5 1 10 pg) kao mogu¢i modulatori proizvodnje i
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oslobadanja ROSa iz PMN ¢elija (sa ili bez in vitro aktivacije sa 0,6 uM Pam3Cys).
Pam3Cys je specifi¢ni agonist Tool-like-receptora 2 (TLR2), ¢ija je aktivacija pracena
aktivacijom PMNs, a potom i oslobadanjem velike koli¢ine ROSa. Cetiri frakcije
(MCS-EF, MCS-a, MCS-c i MCS-d) deluju prooksidativno i poveéavaju proizvodnju i
oslobadanje ROSa iz nestimulisanih PMN ¢elija (1 pg za 129,75%, 126,09, 235% odn.
181,95%; 10 pg za 114,81%, 175,36%, 133,41% odn. 112,43%), dok MCS-Dx biljna
frakcija smanjuje oslobadanje ROSa (izmedu 94,45% 1 69,87%), u odnosu na kontrolu
(nestimulisane PMN ¢elije). Primenom MTT kolorimetrijskog testa citotoksi¢nosti je
utvrdeno da je pri najvecoj dozi ekstrakata (10 pg) odrzivost nestimulisanih PMN ¢celija
oko 80%. PreciS¢ene biljne frakcije drugacije reguliSu proizvodnju i oslobadanje ROSa
iz Pam3Cys aktiviranih PMN ¢elija u odnosu na nestimulisane ¢elije. Sve frakcije, u
zavisnosti od doze, smanjuju nivo ROSa za 2% (10 pg MCS-a) do 77,72% (10 ng
MCS-Dx) u poredenju sa Pam3Cys kontrolom. Dejonizacioni kapacitet za peroksil
radikale, utvrden ORAC metodom, je bio visok za MCS-Dx (267,04 TE/g) i MCS-EF
(226,8 TE/g), nizi za MCS-a i MCS-d (169,64 TE/g odn. 153,14 TE/g), a MCS-c je
imala najnizu antioksidativnu sposobnost (110 TE/g). Rezultati dobijeni TAC
necelularnim testom ukazuju da je MCS-Dx mocan antioksidans za ukupne ROS
(1156,92 uM askorb. kis./g), MSC-EF ima antioksidativnu aktivnost 967,34 uM askorb.
kis./g i da MCS-a, MCS-c i MCS-d imaju nisku dejonizacionu aktivnost (od 289,92 uM
do 237,72 uM askorb. kis./g). Precis¢ena frakcija MCS-Dx znacajno smanjuje nivo
ROSa u poredenju sa kontrolom, bez znacajne promene celijske vitalnosti, snazan je
dejonizator reaktivnih kiseoni¢nih vrsta 1 moze se koristiti kao adjuvans u
antioksidativnoj terapiji.

Cakar i sar. (2011) su procenjivali antioksidativnu i antiproliferativnu aktivnost
ctanolnih i vodenih ekstrakata osuSenih listova i podzemnih organa tri Helleborus
taksona. Rezultati DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) testa su wukazali da je
antioksidativna aktivnost ekstrakata liS¢a svih vrsta kukureka bila ve¢a u odnosu na
aktivnost ekstrakata korena i pozitivne probe (timola). Ekstrakt korena H. odorus W. et
K. je pokazao vecu efikasnost u pogledu smanjivanja koncentracije DPPH slobodnih
radikala nego timol, dok su ekstrakti podzemnih organa H. multifidus Vis. i
H. hercegovinus (Martinis) Mathew bili manje aktivni. Izmedu sadrzaja fenolnih

glikozida u ekstraktima i antioksidativne aktivnosti ekstrakata utvrdena je statisticki

68



znacajna korelacija. Antioksidativna aktivnost je uglavnom rezultat redoks mogucénosti
polifenolnih jedinjenja, koja imaju znacajnu ulogu u adsorbovanju i neutralisanju
slobodnih radikala, uklanjanju singlet (1Sg0O,) i triplet kiseonika (Os) ili razlaganju
peroksida. Sa druge strane, ekstrakti korena sve tri vrste kukureka su ispoljili jace
antiproliferativno delovanje, prema B c¢elijskoj liniji Burkit limfoma, nego ekstrakti
dobijeni iz lis¢a. Inhibicija je bila dozno zavisna i najizrazenija pri 2 pl ekstrakta po ml
medijuma. Najveéi procenat inhibicije rasta celija je utvrden prilikom testiranja
vodenog ekstrakta korena H. multifidus Vis. (50,14%) i H. hercegovinus (Martinis)
Mathew (49,04%). Nasuprot tome, vodeni ekstrakt lis¢a H. hercegovinus (Martinis)
Mathew je uzrokovao najnizu inhibiciju celijskog rasta (8,59%), ali je istovremeno
ispoljio snaznu antioksidativnu aktivnost. Utvrdena je negativna korelacija izmedu
inhibicije ¢elijske proliferacije 1 antioksidativne aktivnosti, kao 1 izmedu

antiproliferativnog delovanja i sadrzaja fenola u ekstraktima.

2.8.3. Uticaj na koncentraciju proteina akutne faze i status elektrolita krvnog

seruma

Akutni inflamatorni odgovor je vazna sistemska reakcija organizma na lokalne
ili sistemske poremecaje homeostaze uzrokovane infekcijom, oSteenjem tkiva,
traumom, rastom neoplazija ili imunoloSki posredovanim osStecenjima. U toku ovog
odgovora na stresne stimuluse, proinflamatorni citokini (IL-10/8, IL-6, IL-8, TNF-0/8 1
IFN-0/B) aktiviraju prekursore c¢elija bele krvne loze u koStanoj srzi, podsticu rast
fibroblasta 1 makrofaga i stimuliSu hepatocite na proizvodnju velike koli¢ine proteina
akutne faze (APP), kao deo nespecificnog odbrambenog mehanizma organizma (Gruys i
sar., 2005). Nekoliko ¢asova nakon infekcije znacajno se povecava sinteza odredenih
proteina, koji se oznacavaju kao pozitivni APP (fibrinogen, haptoglobin, serum amiloid
A, a;-kiseli glikoprotein, a,-makroglobulin, C-reaktivni protein, komplement faktor C3,
monozin vezujuéi protein), a istovremeno se smanjuje produkcija negativnih APP s.
"acute booster reactants" (prealbumin, albumin, transferin, transtiretin, retinol vezujuci
protein, kortizol vezujuci globulin). Maksimalna serumska koncentracija APP se obi¢no
registruje nakon 24 do 48h, ali se ovi proteini detektuju i nekoliko dana kasnije. U

veterinarskoj medicini se mogu koristiti kao nespecifi¢ni indikatori zdravstvenog stanja
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zivotinja (kontrolu svinja na nivou stada, detekciju mastitisa kod mlecnih krava,
prognozu ishoda respiratornih oboljenja konja) (Petersen i sar., 2004).

Hajrulai (2001) i Hajrulai i sar. (2002) su ispitivali uticaj intramuskularne
aplikacije ekstrakta rizoma i korena H. odorus W. et K. u dozi od 450 pg/kg TM na
proteinski status jagnjadi Virtenberg rase, u starosti od 55 dana. Srednje vrednosti
koncentracije ukupnih proteina 1 albumina u krvnom serumu 7. dana i 14. dana nakon
tretmana ekstraktom nisu odstupale od fizioloskih granica. Sedam dana posle tretmana
jagnjadi ekstraktom, zabelezeno smanjenje koncentracije albumina je bilo 6% (P<0,05),
a posle 14 dana 2%. Nivo al 1 a2 globulina je pre aplikacije ekstrakta bio visi za 11,5%,
a nivo y globulina za 21,5% niZi u poredenju sa vrednostima kod telesno zrelih jedinki.
Srednje vrednosti koncentracija ovih klasa globulina u plazmi su bile najvise 7. dana, a
B globulina 14. dana, dok su najnize koncentracije al i a2 globulina zabelezene 14.
dana, y globulina pre aplikacije ekstrakta i B globulina 7. dana. Jagnjad u starosti od 55
dana imala su samo 4%, od 62 dana 9% 1 od 69 dana 8% vy globulina od ukupnih
serumskih proteina, $to znaci da je 7 dana posle aplikovanja ekstrakta zabelezeno
povecenje koncentracije y globulina za 5%, a posle 14 dana za 4%. Albuminsko-
globulinski koli¢nik (A/G) je pre aplikacije ekstrakta iznosio 1,2 (32,7/26,91), 7 dana po
aplikaciji 0,96 (30,1/31,25) 1 14 dana nakon aplikacije 1,15 (31,6/27,31). Dobijeni
rezultati su ukazali da je ekstrakt kukureka delovao imunostimulatorno, a izvesna
disproteinemija, koja se odnosi na y globuline, bila je u vezi sa uzrastom ispitivane
jagnjadi. Naime, aktivna sinteza y globulina pocinje intenzivno da se odvija kod
jagnjadi u starosti od 55 dana, jer tada viSe prakticno nema pasivno unetih y globulina
(iz kolostruma) koji deluju supresivno na sintezu imunoglobulina.

Rezultati ispitivanja uticaja istog ekstrakta, na promenu vrednosti koncentracije
ukupnih proteina i albumina kod nazimica, 24h nakon intramuskularne aplikacije, su
ukazali na statisticki visoko znacajnu (P<0,001) hiperalbuminemiju (za 34% veca od
maksimalne referentne vrednosti) sa normoglobulinemijom (Ristoska 2002). Utvrdena
vrednost A/G (1,44) je bila za 64-74% veca u odnosu na fizioloske vrednosti
(A/G=0,70-0,80) 1 ta razlika je bila statisticki signifikantna. Dobijeni rezultati su naveli
autora na zakljuCak da hemijski sastojci ekstrakta kukureka dospevaju adsorptivnom
pinocitozom u hepatocite, uticu na njihov metabolizam 1 stimuliSu ih na povecanu

sintezu proteina, a pre svega albumina.
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Tosevski 1 sar. (2004) su intradermalno aplikovali po 0,450 mg/kg TM ekstrakta
H. odorus W. et K. prasadima u starosti od 35 dana i 55 dana i utvrdili da je kod mlade
prasadi, proteinemija bila neSto niza od fizioloskih vrednosti 7. i 14. dana nakon
primene ekstrakta, dok je kod prasadi druge grupe, 14. i 21. dana posle tretmana
proteinemija bila u granicama referentnih vrednosti. Koncentracija albumina je kod
prasadi uzrasta od 35 dana, posle primene ekstrakta bila bliza maksimalnim referentnim
vrednostima (odnos A/G=1,16), a kod prasadi u uzrastu od 52 dana, tretman ekstraktom
kukureka je doveo do poveéanja ove vrednosti za 6% (odnos A/G=0,87).

Intramuskularna primena ekstrakta podzemnih organa H. odorus W. et K. u dozi
10 mg/kg TM, termicki tretiranog ili dijalizovanog ekstrakta kod Wistar pacova je
rezultirala statisticki znaCajnim povecanjem brzine sedimentacije eritrocita i
koncentracije fibrinogena, kao 1 smanjenjem koncentracije albumina (Davidovi¢, 2006).

Rezultati istrazivanja veceg broja autora su ukazali da primena ekstrakta
Helleborus L. uti¢e na promenu koncentracije makroelemenata u krvnom serumu
zivotinja. Stojkovski i1 sar. (1999) su utvrdili da 7. i 21. dana od intramuskularne
aplikacije po 0,450 mg/kg TM ekstrakta Helleborus L. grupi od 20 svinja, dolazi do
znacajnog povecanja koncentracije natrijuma (7,19%, odn. 2,5%) 1 kalijuma (13,74%,
odn. 7,53%) u poredenju sa kontrolnim serumom analiziranim prvog dana. Ovi autori
smatraju da promene koje ekstrakt kukureka izaziva u metabolizmu natrijuma i
kalijuma, mogu imati uticaj na njihovu regulaciju ¢elijskih funkcija i kontrolu ¢éelijske
aktivnosti. Tokom ogleda nisu utvrdene promene u koncentraciji kalcijuma 1 gvozda u
krvnom serumu.

Tosevski 1 sar. (2004) su utvrdili da ekstrakt cele biljke H. odorus W. et K.,
aplikovan prasadima razli¢ite starosti, u dozi od 0,450 mg/kg TM, dovodi do poveéanja
koncentracije elektrolita u krvnom serumu: kod prasadi uzrasta 35 dana koncentracija
natrijuma je 7., odn. 14. dana ogleda bila veca za 12%, odn. za 6%., a kalijjuma za 15%,
odn. 10%; natrijemija (Na) se kod prasadi u uzrastu od 52 dana povecala 14. dana za 9%
i1 21. dana za 5%, a kalijemija (K) se u istom periodu povecala za 19% odn. 12%. Kod
prasadi obe ispitivane kategorije koncentracije serumskog kalcijuma i gvozda su bile u
granicama referentnih vrednosti.

Rezultati ogleda u kome su Hajrulai-Musliu i sar. (2004) 1 Tosevski i sar. (2004)
aplikovali ekstrakt rizoma i korena H. odorus W. et K. u dozi od 0,450 mg/kg TM, 31
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grlu Virtenberg jagnjadi, oba pola, u starosti od 50-60 dana, slicni su rezultatima
dobijenim u prethodno navedenim istrazivanjima sadrzaja elektrolita. Sedmog 1
Cetrnaestog dana nakon tretmana, u krvnom serumu jagnjadi je utvrdeno statisticki
znacajno povecanje koncentracije natrijuma (11%), fosfora (14%, odn. 8%) i kalijuma
(14%, odn. 7%), u odnosu na vrednosti pre aplikacije ekstrakta. Koncentracija
kalcijuma se tokom ogleda odrzala u granicama referentnih vrednosti, dok je sadrzaj
hlorida bio nizi od fizioloskih vrednosti (za 23% pre aplikacije ekstrakta, 26% sedmog

dana i 21% Cetrnaestog dana), ali razlike izmedu grupa nisu bile statisticki znacajne.

2.8.4. Antitumorska (antikancerogena) aktivnost

Hemoterapeutici deluju tako S$to izazivaju apoptozu tumorskih celija
(programiranu ¢elijsku smrt) ili spreCavaju njihove deobe. U mnogim slucajevima, ova
jedinjenja su neefikasna jer tumorske Celije poseduju brojne signalne puteve koji deluju
protiv razli¢itih citotoksi¢nih insulta (Lefranc i sar., 2005). Aktuelna naucna istrazivanja
usmerena su na pronalazenje novih jedinjenja, koja su u stanju da savladaju visestruke
odbrambene mehanizme ovih ¢elija, koji su bar delimicno odgovorni za neuspeh
postojec¢ih hemoterapijskih sredstava.

Lipidne komponente nekih Helleborus sp. (H. abchasicus, H. caucasicus A. Br.)
pokazuju specificnu antitumorsku (antikancerogenu) aktivnost prema izolovanim
tumorskim celijama, bez opsteg toksi¢nog dejstva (Serebryakov, 1982; Andguladze i
sar., 1983; Dalakishvili i sar., 1990). Na bazi ovih supstanci je razvijen preparat Hellipol
za leCenje malignih povrSinskih tumora, koji vrsi lizu plazma membrane tumorskih
¢elija, dok primena nelitickih koncentracija rezultira znatnom inhibicijom transporta
jona kalijuma i aktivnosti Na'/K'-ATP-aze (Kemertelidze i Dalakishvili, 1996). Steroidi
iz podzemnih organa H. caucasicus A. Br. ispoljavaju jaku citotoksi¢nu aktivnost prema
¢elijskim linijjama karcinoma pluca (A-549) i debelog creva (DLD-1), pri ¢emu je
njihova citotoksi¢na doza prili¢no niska (2x10” g/ml) (Muzashvili i sar., 2006-b;
Kemertelidze, 2007). Mimaki 1 sar. (2003) su utvrdili da je tridezmozidni spirostanol
helebosaponin C, izolovan iz metanolnog ekstrakta rizoma H. orientalis Lam., ispoljio
umerenu citotoksi¢nu aktivnost sa ICsp vrednoséu od 15,8 pg/ml prema HSC-2

skvamoznim ¢elijama karcinoma ljudi (ICsp pozitivnih kontrola etopsida i
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doksorubicina je 24,4 1 2,5 pg/ml). Sli¢no citotoksicno delovanje (ICsy vrednost 16
ug/ml) furospirostanol saponozida, izolovanog iz metanolnog ekstrakta iste biljne vrste,
prema HSC-2 ¢elijama zabelezili su i Watanabe i sar. (2005), dok izolovani spirostanol
saponozidi nisu ispoljili znacajniju citotoksi¢nost prema kulturama HSC-2 ¢elija
karcinoma, melanomskih A375 ¢elija 1 HepG2 ¢elija hepatoma ¢oveka (Watanabe i sar.,
2003). Biolosku aktivnost komponenata, razliCitih koncentracija (1-1000 pM),
izolovanih iz metanolnog ekstrakta H. bocconei Ten. ssp. intermedius Rosselli i sar.
(2009) su ispitivali na malignim C6 glioma ¢elijama pacova. Ovi autori su utvrdili da
jedinjenje dobijeno enzimskom hidrolizom heleborozida B, furospirostanol saponin i
polipodin B ispoljavaju jak dozno zavisni citotoksicni efekat (inhibicija rasta malignih
¢elija je 60-70% pri koncentraciji od 1000 uM). Mimaki i sar. (2010) su utvrdili, da su
od deset furostanol saponozida izolovanih iz metanolnog ekstrakta rizoma H. orientalis
Lam., dva monodezmozidna furostanol glikozida ispoljila umerenu citotoksi¢nu
aktivnost prema HSC-2 ¢elijama karcinoma ljudi, sa ICsy vredno$¢u od 43 1 15 pg/ml
(ICso etopsid pozitivne kontrole je 24 pg/ml). Derivati ovih jedinjenja, kao i drugi
bidezmozidni furostanol glikozidi nisu ispoljili citotoksi¢no delovanje prema HSC-2
¢elijama u koncentracijama od 100 pg/ml. Vochita 1 sar. (2011) su ukazali na
potencijalni citostatski i citotoksi¢ni efekat polifenolnih jedinjenja iz vodenog (HphE) i
hidroalkoholnog ekstrakta korena i rizoma H. purpurascens W. et K. (HphaE) na HeLa
¢elije raka (inhibicija tumorskih ¢elija 59,46-90%).

Upotreba ekstrakta podzemnih organa Helleborus L. kod inflamatornih
hroni¢nih hiperplasti¢nih procesa, tipa keloida kod konja i1 karcinoma mlecne Zlezde
kuja, dovodi do njihovog akutiziranja pracenog nekrolizom. Za 24-48h posle
intrafokalne aplikacije 10 ml injekcionog rastvora ekstrakta kod konja i 1-3 ml
injekcionog rastvora ekstrakta u tumorsko tkivo kuja, na mestu aplikacije razvija se
intenzivna inflamatorna reakcija prac¢ena izrazitom nekrolizom, a nakon 5 dana dolazi
do autodrenaze tumora (Bolte i sar., 1992).

Potencijalni mutageni i karcinogeni efekat biljaka roda Helleborus L., Biissing i
Schweizer (1998) su procenjivali na osnovu uticaja ekstrakta na DNA 1 destabilizaciju
imunokompetentnih ¢elija. Ovi autori su utvrdili da in vitro aplikovan vodeni ekstrakt
H. niger L. razli¢ite koncentracije, indukuje statisticki znacajno povecanje metafazne

razmene sestrinskih hromatida (SCE) u po tri od pet kultura perifernih krvnih
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mononuklearnih ¢elija (PBMC) zdravih osoba tretiranih sa 1 ili 10 pg/ml i u svih pet
uzoraka tretiranih sa 50 ili 100 pg/ml, u odnosu na kontrolu bez ekstrakta. Medutim, u
poredenju sa uzorcima tretiranim sa 40 pg/ml ciklofosfamida (pozitivna kontrola-
imunosupresor) povecanje nivoa SCE indukovano biljnim ekstraktom je bilo relativno
slabo. Proliferativni indeks izolovanih limfocita je bio znac¢ajno povecan samo prilikom
dodavanja 10 pg/ml ekstrakta, a u ostalim sluc¢ajevima se vrlo malo povecao, jer je broj
CD3" T-éelija ostao skoro nepromenjen. Poveéana inkorporacija [*H]timidina u DNA
limfocita, u Cetiri od pet uzoraka tretiranih sa 1 pg/ml ekstrakta, ukazala je na pojavu
novosintetisane DNA u proliferisanim ¢elijama, dok se sa povecanjem koncentracije,
stimulacioni indeks cele grupe smanjio, ali ipak ostao ve¢i nego u netretiranim
uzorcima. Koncentracija citokina IL-2 i TNF-a, koji povecavaju frekvenciju SCE, nije
se menjala znacajno u supernatantu PHA-aktivisanih kultura PBMC tretiranih
ekstraktima razli¢ite koncentracije (1, 10 ili 100 pg/ml), mada postoji individualna
osetljivost uzoraka. Utvrdeno je 1 da se dodavanjem ekstrakta, na povrSini T limfocita
ne menja ekspresija IL-2 receptora (CD25) i transferinskih receptora (CD71) potrebnih
za celijsku proliferaciju. Ovo ukazuje da sam ekstrakt ne moze indukovati blastnu
transformaciju ¢elija. 1z dobijenih rezultata je izveden zakljucak da vodeni ekstrakt
H. niger L., zavisno od koncentracije, moze da deluje imunomodulatorno i da uti¢e na
destabilizaciju DNA, pri ¢emu u ispoljavanju ovog efekta postoje individualne razlike,
tako da potencijalno moze imati mutageni efekat na periferne mononuklearne ¢elije krvi
ljudi.

Petrut 1 Bolte (2001) su ispitivali antikancerogeni potencijal preciS¢enog
ekstrakta Helleborus sp. prema Walker tumoru 256 kod pacova, i pri tom utvrdili da
ekstrakt usporava dinamiku razvoja ascita obolelih pacova, smanjuje koli¢inu
peritonealne te¢nosti 1 produzava vreme prezivljavanja za 3-7 dana. IzvrSena je
"kancerizacija" 16 pacova soja Wistar, starosti 5-7 meseci, intraperitonealnim
implantiranjem 2x1 ml tumorskih éelija (2x10° ¢elija u 0,5 ml fizioloskog rastvora), a
nakon 24h, polovini od ukupnog broja pacova je aplikovano SC po 0,5 ml preciS¢enog
ckstrakta Helleborus sp. Obim abdomena pacova I grupe sa tumorskim implantatom bio
je povecan nakon 7 dana u proseku za 2,2 cm, a nakon 12 dana za 3-5 cm, $to je bilo za
15-25% viSe u odnosu na II grupu tretiranu 1 ekstraktom, 1 znacajno veéi u odnosu na

nekancerizovane pacove III (SC aplikovano po 0,5 ml sterilnog fizioloSkog rastvora) i

74



IV grupe (SC aplikovano po 0,5 ml prec¢is¢enog ekstrakta Helleborus sp.), kod kojih su
ove vrednosti bile nepromenjene tokom celog eksperimenta. PreciS¢en ekstrakt
Helleborus sp. aplikovan pacovima IV grupe, izazvao je pojavu lokalne inflamatorne
reakcije slabog intenziteta u trajanju od 48h, koja je potpuno nestala posle 72h.
Konstatovana je i razlika u boji peritonealne tecnosti. Kod pacova sa asciticnim
tumorom kojima nije aplikovan ekstrakt, njena boja je bila limun zuta, dok kod pacova
koji su dobili ekstrakt ona je bila crvenkasta. U toku 12 dana nisu primecene druge
lokalne ili opSte promene (promene telesne tezine, apetita i grupnog ponasanja jedinki).
Ovi autori su u drugom ogledu utvrdili, da se vreme prezivljavanja produzava za 3-7
dana, kada se pacovima sa intraperitonealno implantiranim tumorskim celijama,
dvokratno (1. i1 7. dana) aplikuje SC po 0,5 ml precisc¢enog ekstrakta Helleborus sp.
(vreme prezivljavanja je 22,5 dana) u odnosu na kancerizovane pacove koji nisu
tretirani ekstraktom kukureka (vreme prezivljavanja je 16,87 dana).

Lindholm 1 sar. (2002) su u cilju pronalazenja novih supstanci sa antitumorskim
delovanjem, u preliminarnim ispitivanjima in vitro, testirali citotoksi¢no delovanje 100
frakcionisanih biljnih ekstrakata (koncentracije 50, 10 i 2 pg/ml) protiv tumorskih ¢elija
pluc¢a embriona ¢oveka (HEL) i T ¢elija (MT4). Od ovih 100 ekstrakata, izabrano je 30
koji su ispoljili najvece citotoksi¢ne vrednosti, a zatim je ispitivan njihov antitumorski
potencijal prema celijskim linijama karcinoma bubrega (ACHN) i jajnika (OVCA), T
leukemijskih ¢elija (CCRF-CEM) i hroni¢ne limfocitne leukemije (CLL). Na osnovu
dobijenih rezultata, u dalja istrazivaja je ukljuCeno 10 ekstrakata, c¢ija je
antikancerogena aktivnost pracena na 10 linija i podlinija razli¢itih tumora ¢oveka
(mijeloma, histiocitnog limfoma, kancera pluéa, bubreznog adenokarcinoma i
leukemije). Sedam frakcionisanih biljnih ekstrakata, medu kojima i H. cyclophyllus
Boiss., ispoljilo je znacajnu citotoksi¢nu aktivnost pri koncentracijama nizim od 50
pg/ml, u Cetiri ili viSe tumorskih ¢elijskih linija.

U cilju ispitivanja terapijskih efekata i identifikovanja glavnih mehanizama
delovanja H. niger L., Jesse i sar. (2009) su inkubirali vodeni ekstrakt cele biljke
razli¢itih koncentracija (0,1 do 0,75 mg/ml), sa Celijskim linijama limfoma (BJAB),
leukemije (Reh, Nalm6, Sup-B15), melanoma (Mel-HO) 1 mati¢nim ¢elijama koStane
srzi dece obolele od akutne limfoblastne leukemije (ALL) ili akutne mieloidne

leukemije (AML). Posle 4h izmereno je nisko oslobadanje LDH karakteristicno za
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¢elijsku smrt apoptozom, nakon 24h detektovana je snazna, koncentraciono zavisna
inhibicija proliferacije do 96,5%, a analiza celijskog ciklusa posle 72h otkrila je
specificne hipoploidne DNA fragmente, kao krajnje proizvode apoptotskih kaskadnih
reakcija. Ove promene su otkrivene u Celijskim linijama limfoma i leukemije, ali i B
¢elijama prekursorima leukemijskih ¢elijskih linija. Specificna indukcija apotoze je
izvedena preko unutrasnjeg, mitohondrijalnog puta, obradom prokaspaze 3 i pojavom
aktivne kaspaze 3 nakon 36h, gubitkom mitohondrijalnog membranskog potencijala
posle 48h, a delimicno je zavisila od ekspresije antiapoptotskog proteina Bcl-2. Ekstrakt
(140, 210 pg/ml) je ispoljio aditivni efekat u kombinaciji sa citostatickim lekovima
etopsidom 1 citarabinom, a jak sinergetski efekat sa vinkristinom (2 i 3 nM) i porast
indukcije apoptoze i do 208%, nakon 72h inkubiranja sa BJAB ¢elijama. U mati¢nim
¢elijama pacijenata sa ALL i AMM, koje su delom slabo reagovale na citostatike
doksorubicin ili daunorubicin, utvrdena je jaka indukcija apoptoze.

Jesse 1 sar. (2007, 2008) su na isti nacin ispitivali citotoksicni efekat Cetiri
razli¢ita standardizovana vodena ekstrakta H. niger L. — ekstrakt cele biljke, ekstrakt
korena, ekstrakt liS¢a i ekstrakt cvetova (HISCIA®, Arlesheim, Switzerland, Lot.No.
5201). Ovi autori su utvrdili da je jaca indukcija apoptoze, kod razlicitih ¢elijskih linija
kancera, uzrokovana ekstraktom korena nego ostalim ekstraktima. Delebinski i sar.
(2012) su dokazali da ekstrakt H. niger L. izaziva vremenski i dozno zavisnu inhibiciju
proliferacije NXS2 celijske linije neuroblastoma i aktivaciju mitohondrijalnog signalnog
puta apoptoze. Western blot analiza je otkrila ukljucivanje kaspaza 8 1 9 u izazivanje
programirane Celijske smrti, ali inkubacija sa inhibitorima kaspaza nije sprecila
apoptozu, tako da uloga kaspaza ostaje nejasna.

Utvrdeno je da odredeni biljni kardenolidi (Mijatovi¢ i sar., 2008; Rashan i sar.,
2011), bufadienolidi biljnog (Moodley 1 sar., 2007; Kuo 1 sar., 2008; Gao 1 sar., 2011) 1
zivotinjskog porekla (Kamano i sar., 1998; Cunha-Filho i sar., 2010; Xie i sar., 2011; Q1
i sar., 2011), kao i1 bufadienolidi nastali biotransformacijom (Ye i sar., 2003, 2004;
Zhang i sar., 2007) deluju antineoplasti¢no i inhibiraju rast tumorskih ¢elija u in vitro
uslovima. U nekoliko saopstenja je izneto citotoksi¢no delovanje bufadienolida in vivo
na humane celije karcinoma transplatirane misevima (Han 1 sar., 2007; Li i sar., 2011).
Minimalne strukturne modifikacije bufadienolidnih glikozida izazvane mikrobioloskom

transformacijom znacajno menjaju njihovu citotoksi¢nu aktivnost (Ye i sar., 2004; He i

76



sar., 2006; Ma 1 sar., 2007). Watanabe 1 sar. (2003) su utvrdili da bufadienolidi
izolovani iz rizoma H. orientalis Lam. ispoljavaju razli¢itu citotoksi¢nu aktivnost prema
kultivisanim tumorskim ¢elijama. Izrazena je citotoksicnost prema HSC-2 humanim
skvamoznim c¢elijama karcinoma, melanomske A375 humane celije su delimi¢no
osetljive. Humane c¢elije HepG2 hepatoma su relativno rezistentne prema njima. Neki
bufadienolidni glikozidi deluju 1 na tumorske ¢elije 1 na normalne humane ¢elije pulpe
(HPC), dok su drugi (bufadienolid ramnozidi) visoko specifi¢ni prema tumorima i
pokazuju slabu citotoksicnost prema HPC. Ovo ukazuje da Secerna komponenta
bufadienolida doprinosi njihovom specificnom delovanju. Citotoksi¢na aktivnost (ICsg)
novih bufadienolida, izolovanih iz rizoma H. thibetanus Franch., prema cetiri linije
kancerskih c¢elija ¢oveka (3LL, MCF-7, QGY-7701 i BGC-823) utvrdena MTT
testovima, kretala se od 105,23 do 253,12 pg/ml za tigenkaozid A i od 56,54 do 86,45
ug/ml za tigenkaozid B (Yang i sar., 2010).

Uprkos brojnim ispitivanjima (Hong i sar., 2007; Schoner i Scheiner-Bobis,
2007; Yu 1 sar., 2008; Prassas i Diamandis, 2008; Bagrov i sar., 2009; Li i sar., 2009;
Sun i sar., 2009), citotoksi¢ni potencijal i selektivnost bufadienolida kao i mehanizmi
njihovog inhibitornog delovanja su u vecini slucajeva ostali nepoznati. Mijatovi¢ 1 sar.
(2007) 1 Bagrov 1 sar. (2009) su ispitivali moguénost kardioaktivnih steroida da deluju
antineoplasti¢no  inhibicijom Na'/K'-ATP-aze, polazeéi od hipoteze da je
transmembranski transport katjona veoma izraZzen tokom transformacije malignih ¢elija
u veoma ranim fazama razvoja tumora, ¢ak i pre morfoloskog dokaza tumora (Davies i
sar., 1991; Weidemann, 2005). Usled male terapijske Sirine bufadienolida postoji rizik
od sréane toksi¢nosti, pa je zbog toga sve veca potraznja za bioaktivnim analozima sa
poboljsanom terapijskom aktivno$¢u i smanjenom toksi¢nosc¢u ili bez nje. Daniel i sar.
(2003) su analizirali citotoksi¢ni efekat prirodnog bufadienolidnog glikozida helebrina
(0,1-100 uM N65) sa kardiotoni¢nim delovanjem i njegovih umereno (100 uM N34,
N35, N83, N8) ili snazno (100 uM N10) hemijski modifikovanih derivata bez
kardioaktivnih grupa (C14 hidroksilne grupe i 178 laktona) na maligne T limfoblaste
(Jurkat ¢elije) 1 normalne mononuklearne celije krvi coveka (PBMC). Ovi autori su
utvrdili da je helebrin indukovao snaznu vremenski zavisnu apoptozu tumorskih ¢elija,
dok je uticaj na PBMC bio minimalan. Derivati N8, N34 i N83 koji nisu kardioaktivni,

ispoljili su slabiju, ali takode znacajnu citotoksicnu aktivnost prema tumorskim
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¢elijama, dok je efekat na zdrave celije bio vrlo mali. Uklanjanje hemijskih grupa koje
su odgovorne za inhibiciju enzima Na'/K -ATP-aze nije spre¢ilo apoptoti¢ni efekat, §to
navodi na zakljucak da i drugi mehanizmi ucestvuju u bufadienolidima indukovanoj
apoptozi. Apoptoza je aktivan proces, koji ukljucuje seriju morfoloskih i biohemijskih
promena Ciji krajni ishod je celijska smrt. Ima glavnu ulogu u embriogenezi,
karcinogenezi 1 ubijanju virusom inficiranih ¢elija. Karakteristi¢na odlika apoptoze je
aktiviranje klasi¢nih kaspaza (cistein proteaza) zavisnih puteva sa oSteéenjem
mitohondrija i oslobadanje citohroma C iz mitohondrijalnog intermembranskog prostora.
Citohrom ¢ (Apaf 2 - apoptotic protease activating faktor 2) u interakciji sa Apaf 1
dovodi do oligomerizacije i indukuje formiranje kompleksa izmedu Apaf 1 i kaspaze 9
oznacene kao Apaf 3, koja dalje proteoliticki aktivira "dzelat" kaspaze, ukljucujuci i
kaspazu 3. Ona pokre¢ce DNA fragmentaciju aktiviranjem nukleaze DFF40/ICAD
odgovorne za razdvajanje DNA na internukleozomalne fragmente. Fosfatidil serin izlazi
iz Celije 1 postaje vidljivo izlozen na povrsini Celijskih membrana (eksternalizacija) Sto
omogucava makrofagima da ga prepoznaju. Helebrin i njegovi derivati uzrokuju
znaajnu  promenu  mitohondrijalnog transmembranskog  potencijala i
intranukleozomalnu DNA fragmentaciju u tumorskim ¢elijama 24h nakon primene, a u
prisustvu Bcl-2 1 inhibitora kaspaza (Sirokog spektra ili specifi¢nih) znacajno se
povecava procenat prezivljavanja malignih ¢elija. Maligne Celije sadrze vrlo nizak nivo
Bcl-2 proteina, koji su lokalizovani u mitohondrijalnim membranama i imaju ulogu da
Stite ¢elije od pokretanja apoptoze, posredovane bufadienolidima, inhibicijom aktivacije
MAPK  (mitogen-activated protein  kinase), smanjivanjem  mitohondrijalne
propustljivosti 1 oslobadanja aktivatora kaspaza (citohroma C i Apaf 1), spreCavanjem
promene mitohondrijalnog transmembranskog potencijala, DNA fragmentacije,
fosfatidil serin translokacije 1 normalizovanjem funkcija mitohondrija. Ova istrazivanja
su ukazala da helebrin i njegovi hemijski modifikovani derivati imaju snazno
antiproliferativno delovanje i da uniStavaju tumorske celije, a kako apoptoza za razliku
od nekroze ne izaziva inflamaciju, mogu biti idealne supstance za leCenje kancera.
Terapijska upotreba helebrina moze biti ograni¢ena zbog propratnog kardiotoksi¢nog
delovanja, ali su supstance N8, N34 i N83 koje ne deluju na sréanu aktivnost,

potencijalni kandidati u antitumorskoj terapiji.
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2.8.5. Analgetsko, antiinflamatorno i supresivno delovanje na T limfocite

U vetrinarskoj praksi se u terapiji inflamatornog bola i u cilju smanjenja
nezeljenih efekata aktivnosti imunoloSkog sistema (spre¢avanja alergijskih i autoimunih
reakcija 1 odbacivanja transplantata) primenjuju brojni imunosupresori (nesteroidni i
steroidni). Medutim, jake nuspojave i1 nezeljeni efekti na druge organske sisteme,
donekle neizvesni efekti na ciljne celije i/ili inkompatibilnost Cesto ogranicavaju
njihovu primenu. Zbog toga postoji potreba za novim i specifiénim terapeuticima sa
manje nezeljenih efekata (Littmann i sar., 2008).

Bolte i sar. (1994) su ispitivali efikasnost periartikularne, paravertebralne ili
perineuralne primene ekstrakta kukureka, poznatog pod trgovackim imenom Boicil
forte, u lecenju degenerativnih artropatija koje su dominantne u patologiji lokomotornog
aparata kod pasa (torako-lumbalne diskopatije 1 displazija lakta i kuka). Terapijska
efikasnost (procenjivana na osnovu intenziteta bola, stepena hromosti, duzine
terapijskog efekta i nezeljenih efekata) samog preparata Boicil forte je bila 71%, a
primenjenog zajedno sa alopatskim lekovima (vitaminima, mineralima i analgetskim i
antiinflamatornim lekovima) 81%, pri ¢emu su u odnosu na konvencionalni nacin
lecenja rezultati bili bolji za 35-53%. NeZeljeni efekti prilikom primene Boicil forte
zabelezeni su samo u 1% slucajeva, a manifestovali su se svrabom i malim otokom na
mestu aplikacije, koji su nestajali nakon 1-3 dana.

U razvoj inflamatornog odgovora ukljuceni su razli¢iti medijatori (posrednici):
prostaglanini, leukotrijeni, citokini i1 faktor aktivacije trombocita. Delovanje ekstrakata
odredenih biljnih vrsta koje se koriste u tradicionalnoj medicini u lecenju edema i
hroni¢nih inflamatornih bolesti (reumatizam, reumatoidni artritis) se bazira na inhibiciji
inflamatornih citokina poreklom od makrofaga: interleukina-1a, interleukina-18 1 tumor
nekroti¢nog faktora a (Yesilada i sar. 1997). U turskoj tradicionalnoj medicini, rizom,
koren i cela biljka H. orientalis Lam. koji sadrze helebrin samo u tragovima, koriste se
in vivo u cilju otklanjanja bola i antiinflamatornog delovanja. Erdemoglu i sar. (2003) su
utvrdili da peroralna primena etanolnog i vodenog ekstrakta podzemnih organa ili cele
biljke ove vrste kukureka, kod Swiss albino miseva (20-25 g TM) u dozi od 500 mg/kg,

znacajno smanjuje broj abdominalnih kontrakcija i pojavu edema Sape, posle
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intraperitonealne aplikacije 2,5% p-benzokvinona odn. karaginana u subplantarno tkivo
desne zadnje Sape, 60 min nakon tretmana ekstraktima kukureka.

TRPV1 (vaniloid tip receptora za bol) su polimodalni receptori, odn.
neselektivni katjonski kanali u nocioceptivnim zavrSecima u kozi i visceralnim tkivima,
koji se aktiviraju delovanjem Stetnih stimulusa, kao §to su visoka temperatura (>40°C),
rastvori kiselina, masnokiselinski derivati arahidonske kiseline 1 egzogene komponente
slicne kapsaicinu. Aktiviranje ovih receptora izaziva depolarizaciju, generisanje
akcionog potencijala, unoSenje kalcijuma i aktiviranje kalcineurina, §to dovodi do
neurogenog zapaljenja, preko oslobadanja tahikininu slicnog kalcitonin-gen-vezanog-
peptida (CGRP), neurokinina A i supstance P iz nocioceptivnih zavrSetaka, ukljucujuci
vazodilataciju, edem i bol (Veronesi i Oortgiesen, 2006). Zbog istaknute uloge TRPV1
u pojavi bola kod hroni¢nih inflamatorih stanja i neuropatskog bola (usled lezija
nerava), posebna paznja je usmerena na razvoj TRPVI1 antagonista za klinicku
upotrebu. Neascu 1 sar. (2010) su izvestili da je aktivna supstanca MCS-18 izolovana iz
korena H. purpurascens W. et K., jak, specificni, koncentraciono zavisni i reverzibilni
antagonista kapsaicin receptora, TRPV1, izrazenih u dorzalnim korenovima ganglijskih
(DRG) neurona pacova, ¢ime se objasnjava njegovo analgetsko delovanje. Aplikovan u
dozi od 1 pg/ml, MCS-18 je inhibirao porast intracelularne koncentracije kalcijuma u
DRG neuronima nakon aktiviranja TRPV1 kapsaicinom (300 nM, 15 s) i niskim pH
(5,5, 15 s), ali ne i toplotom (43 °C, 15 s). Supstanca nije imala efekat na odgovore
posredovane kiselina — osetljivim jonskim kanalima (ASICs) izrazenim u senzornim
neuronima, kao ni cinamaldehidom, agonistom neselektivnog katjonskog kanala
TRPAI1. Ovi rezultati su ukazali da MCS-18 nije neselektivni blokator jonskih kanala i
da svoje inhibitorno delovanje ne vr§i preko voltazno zavisnih (voltage-gated)
natrijumovih ili kalcijumovih kanala ili smanjenjem ukupne ekscitabilnosti senzornih
neurona. Direktno, dozno zavisno inhibitorno delovanje MCS-18 (10 pg/ml) na
kapsaicin (2 pM) indukovne struje u DRG neurona pacova potvrdeno je ne samo u
"celoéelijskom" modelu, ve¢ i u iseCenim membranskim strukturama. To znaci da se
delovanje ovog prirodnog proizvoda, najverovatnije ostvaruje direktno na
membranskim kanalima, a ne posredstvom intracelularnih signalnih puteva koji

zahtevaju rastvorljive sekundarne glasnike.

80



Dirsch 1 sar. (1993) navode da helebrin, B-ekdison i Sa-hidroksiekdison iz
H. purpurascens W. et K. suprimiraju proliferaciju T limfocita, dok je steroidni saponin
stimuliSe. Linke 1 sar. (1998) su izveli ve¢i broj ogleda sa ciljem da utvrde
imunomodulatorno delovanje visoko pre¢is¢ene frakcije H. purpurascens W. et K.
(HP12) u kulturi T limfocita ljudi u in vitro uslovima i dobili rezultate koji dokazuju
njegov jak supresivni efekat. U prvoj seriji eksperimenata, analiziran je uticaj HP12 u
razli¢itim razredenjima, na proliferaciju T limfocita indukovanu razli¢itim mitogenima
(fitohemaglutininom - PHA, konkanavalinom A - Con A i jonomicinom/PMA).
Aktivacija T celija rezultira kaskadnim dogadajima, ukljucujuéi ekspresiju rano
aktiviranih markera, formiranje aktivnih IL-2 receptora, sekreciju T Celijskih specificnih
citokina i c¢elijsku proliferaciju. Na osnovu stepena inkorporacije [*H]timidina u T
limfocite, utvrdeno je da potpunu inhibiciju T-Celijske proliferacije izaziva HP12 u
koncentracijama vis§im od 200-300 ng/ml. Ispitivanje supresije aloreaktivnosti in vitro,
vrSeno je dodavanjem HP12 u meSovitu kulturu limfocita, koja je prethodno inkubirana
6 dana sa alogenim celijama. Totalna inhibicija proliferacije limfocita indukovana je
dodavanjem HPI12 u koncentracijama viSim od 300 ng/ml, dok je 50% inhibicije
izazvano sa 80 ng/ml. U drugoj seriji eksperimenata, ekspresija rano aktiviranih
limfocitnih markera je analizirana nakon 3h i 24h od jonomicin/PMA stimulacije, sa ili
bez 5 pg/ml HP12. Posle 3h od stimulacije, vise od 90% CD4" T éelija bilo je CD69
pozitivno bez obzira da li je inkubirano sa HP12, dok nije utvrdena znac¢ajna ekspresija
HLA-DR 1 CD25. Frakcija HP12 je samo neznatno smanjila ekspresiju CD69 24h posle
stimulacije, ali je znac¢ajno (40%) suprimirao ispoljavanje HLA-DR 1 potpuno blokirao
ekspresiju o-lanca IL-2 receptora (CD25). Terness i sar. (1999) su uporedivali
supresivni efekat razli¢itih razredenja HP12 1 ciklosporina A (CsA), vazne
imunosupresivne supstance koja se koristi prilikom transplantacije organa. Testirali su 1
delovanje kombinacije ovih supstanci na humane T-¢elijske linije, u cilju utvrdivanja da
li HP12 moze da potencira efekat CsA. Rezultati odredivanja ¢elijske proliferacije, na
osnovu stepena inkorporacije [*H]timidina, ukazali su da HP12 ima 32 puta jace
supresivno delovanje od CsA. Potpuna supresija T limfocita, prethodno stimulisanih
72h sa Con A, postignuta je sa 0,8 pg/ml (800 ng/ml) HP12 i sa 25 pg/ml CsA. Kada je
HP12 u koncentraciji koja ne izaziva supresiju proliferativnog odgovora (0,05 ug/ml),

kombinovana sa dozom CsA koja takode samostalno ne izaziva supresiju, doslo je do
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potpune inhibicije T ¢elijskog odgovora. Na ovaj nacin je dokazano da HP12 snazno
pojacava efekat CsA. Ukoliko se utvrdi da i u in vivo uslovima postoji isti sinergizam
izmedu HP12 i CsA i da je sinergisticka koncentracija HP12 netoksi¢na za pacijente,
bilo bi moguée smanjiti procenat odbacivanja transplantata i eliminisati neka nezeljena
dejstava CsA.

Terness i sar. (2001-a,b) su analizirali imunoregulatornu aktivnost pikomolskih
koncentracija bufadienolida (50000 do 0,01 pmol/10° éelija) izolovanih tankoslojnom
hromatografijom, preparativnom HPLC analizom ili kristalizacijom iz Helleborus L. U
kulturi T limfocita ljudi dokazano je da nakon 48h stimulacije mitogenima Con A i
PHA ili 5 dana alogenim ¢elijama u prisustvu bufadienolida, postoji potpuna inhibicija
aktivnosti T limfocita sa koncentracijom bufadienolida od 0,75 pmol/10° ¢elija.
Supresivni efekat, bufadienolidi ostvaruju vezivanjem i inhibicijom Na'/K'-ATP-aze T
¢elija, a poznata je povezanost aktivacije limfocita sa pove¢anom aktivnoS¢u ovog
enzima. Visoka intracelularna koncentracija K, odn. jona Na' u plazmi, je neophodna
za pravilnu ekspresiju gena, za sintezu makromolekula i postizanje maksimalne
aktivnosti nekih enzima tipa kinaza. Prirodni hormon kortizol 1 klasi¢ne
imunosupresivne supstance CsA 1 takrolimus (FK 506) u koncentracijama od 12500,
195 i 195 pmol/10° éelija dovode do potpune supresije proliferacije T éelija, §to ukazuje
da su bufadienolidi izuzetno jaki T ¢elijski supresivni biomolekuli, jer u ovom smislu
deluju 16384 puta jace od kortizola i 256 puta jace od CsA ili takrolimusa (FK 506).
Utvrdeno je 1 da posle 1h, 3h ili 12h inkubacije sa bufadienolidima u koncentraciji 781
pmol/10° éelija, 20-80% T c¢elija moze da se restimulide sa Con A, dok delije
suprimirane bufadienolidima 24h, ne mogu biti restimulisane. Visok procenat vitalnih
¢elija (viSe od 89%) ukazuje da nemoguénost restimulacije nije posledica smrti
T-Celija, a prezivele T Celije su u stanju da izazovu sekundarni imunski odgovor.
Minimalne promene hemijske strukture bufadienolida, imaju znac¢ajan uticaj na njihovu
funkciju 1 imunoregulatornu aktivnost. Nedostatak 17B-laktonskog prstena koji
potpomaZe vezivanje heterozida za Na'/K'-ATP-azu znadajno smanjuje supresivnu
aktivnost bufadienolida, dok supstitucija hidroksilne grupe sa epoksi grupom na
polozaju C14 delimi¢no smanjuje ovu aktivnost. Komponente sa hidroksilnom grupom
na atomu C3 imaju 1000 puta jaci efekat, koji se moze pojacati josS 16 puta

glikolizacijom hidroksilne grupe, najc¢es¢e glukozom ili ramnozom. Promenom
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strukture, bufadienolidi gube kardiotoni¢no delovanje pa se mogu primeniti kao
imunosupresori bez kardiotoksi¢nog efekta.

Iz korena H. purpurascens W. et K. je izolovan prirodni proizvod MCS-18 u
precis¢enoj formi, a njegova kompleksana hemijska struktura [makrocikli¢ni ugljen
suboksid (C30,), derivat], precizan nacin delovanja i imunomodulatorna funkcija jos
nisu u potpunosti razjasnjeni (Horstmann i sar., 2008). Ovi autori su utvrdili da je
MCS-18 efikasan modulator imunskog odgovora in vitro i in vivo, sa izuzetim
potencijalom u terapiji inflamatornih oboljenja i poremecaja koje karakteriSe patoloski
povecana aktivnost imunskog sistema (autoimune bolesti — reumatoidni artritis, multipla
skleroza, dijabetes tip 1). Izolovana supstanca MCS-18 ispoljava jaku netoksi¢nu
imunosupresivnu aktivnost in vitro, jer ometa sazrevanje i migraciju dendriti¢nih ¢elija
(DC), glavnih antigen prezentujucih ¢elija (APC) imunskog sistema, neophodnih za
izazivanje prirodnih 1 adaptivnih imunskih odgovora na infektivne patogene i tumorske
¢elije, kao 1 za odrzavanje mehanizama tolerancije na sopstvene antigene. Kako su
sazrevanje 1 migracija dendriti¢nih ¢elija neophodni za indukciju snaznog T-celijskog
odgovora u limfnim ¢vorovima, MCS-18 je u stanju da na dozno zavisan nacin spreci
klju¢ne korake u aktiviranju imunskog sistema. Efikasno inhibira ekspresiju markera na
¢elijskim membranama DC bitnih za sazrevanje (CD 40, CD80 i CD86, a posebno
CD83, a ne utice na ekspresiju MHC klase I 1 MHC klase II) i odrzava ih u
nezreloj/poluzreloj fazi, koja je uklju¢ena u indukciju/odrzavanje mehanizama
tolerancije. Blokira DC/T c¢elijsko grupisanje, a time 1 DC posredovanu alogenu
proliferaciju T ¢elija. Inhibira ekspresiju hemokinog receptora CCR7 na DC, §to kasnije
dovodi do dozno zavisne blokade CCL19 posredovane migracije dendriti¢nih celija.
Supstanca MCS-18 ne samo da jasno i dozno zavisno inhibira APC zavisnu stimulaciju
T ¢elija posredovanu dendriti¢nim ¢elijama, ve¢ i APC nezavisnu proliferaciju T Celija
posredovanu anti-CD3 1 anti-CD28 antitelima, Sto sugeriSe da MCS-18 interferira
direktno sa T ¢elijama. Aplikovan intraperitonealno ili peroralno, bilo da je primenjen
profilakticki ili terapijski, MCS-18 snazno i dugotrajno smanjuje paralizu miSeva
nastalu usled eksperimentalno izazvane CD4" T-¢elijski posredovane autoimune bolesti
(EAE-ekspeimentalni autoimuni encefalomijelitis), koja je model rane faze zapaljenja
kod multiple skleroze coveka. Patohistoloske analize su ukazale, da tretmani ovim

proizvodom, skoro u potpunosti redukuju perivaskularnu infiltraciju T limfocita sa
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CD45" markerima u mozgu i kiémenoj mozdini, u toku akutne faze bolesti.
Imunosupresivna in vivo aktivnost MCS-18 u EAE modelu miSeva je u korelaciji sa
supresivnom in Vitro aktivno$¢éu prema dendriticnim i T Celijama, kao i sa slabljenjem
T-¢elijski (Th2) zavisne proizvodnje antitela, protiv tetanusnih i difteroidnih toksoid
antigena in vivo kod miseva (Kerek i sar., 2008). Supstanca MCS-18 je takode u stanju
da smanji B ¢elijsku proliferaciju i1 proizvodnju imunoglobulina poja¢anu agonistima
"Tool-like receptora" (TRC), kao S§to su lipopolisaharidi, Pam3Cys ili Freundov
kompletni adjuvans. Ovi autori su kao moguci mehanizam supresije predlozili blokadu
TLR, ¢ija je uloga takode vazna i tokom aktivacije 1 sazrevanja dendriti¢nih Celija. U
prvim bioloskim testovima, utvrdeno je da je jedan od nacdina delovanja MCS-18 in
vitro regulisanje lu¢enja imunomodulatorih citokina IL-10 i TNF-B (Szegli i sar., 2005).
Periartikularni tretman ovim prirodnim proizvodom, kod pacijenata sa periartritisom
skapulo-humeralnog zgloba, doveo je do znacajnog otklanjanja bolova i poboljSanja
pokretljivosti ramena, uz dobru podnosljivost terapije 1 odsustvo nezeljenih efekata
(Nica i sar., 2005).

Littmann i sar. (2008) su utvrdili da MCS-18 izolovan iz H. purpurascens W. et
K., ne samo da na dozno zavisan nacin inhibira ekspresiju funkcionalno znacajnih
povrsinskih molekula na dendriticnim celijama 1 dovodi do poremecaja alogene
stimulacije T limfocita dendriticnim ¢elijama, ve¢ u zavisnosti od koncentracije,
znaCajno smanjuje 1 proliferativni potencijal B limfocita slezine i1 proizvodnju
imunoglobulina IgM 1 IgG2b. Molekularna osnova ove supresije nije poznata, a
pretpostavlja se da bi usled blokade TLR-4 posredovane aktivacije, MCS-18 mogao da
ometa MAPK (mitogen-activated protein kinase) zavisne signalne dogadaje.

Ispitivanja koja su sproveli Seifarth i sar. (2011) su ukazala da MCS-18
ispoljava efikasnu imunosupresivnu aktivnost i ima izuzetan potencijal u terapiji bolesti
koje karakteriSe prekomerna aktivacija imunskog sistema. Klju¢nu ulogu u pokretanju
autoimunog poremecaja, dijabetesa tip 1, ima nepravilna prezentacija auto antigena od
strane APC, a manifestuje se hronicnom inflamatornom reakcijom sa infiltracijom
mononuklearnih ¢elija limfocita i monocita u B celijama Langerhansovih ostrvaca
pankreasa. Limfocitna infiltracija rezultira destrukcijom B ¢elija koje proizvode insulin i
pojavom klinickog dijabetesa. Patogeni T limfociti obicno ispoljavaju Thl celijski

fenotip, koga karakteriSe visok nivo sekrecije IFN-y. Ovi autori su ispitivali
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imunosupresivni kapacitet MCS-18 na modelu zivotinja za dijabetes tip 1 (NOD/LTJ
misevi) koje su stimulisane specificnim auto antigenima (B lanac insulina i NRP-A7).
Jednoj grupi miseva intraperitonealno je aplikovan MCS-18 u koli¢ini od 5x1 mg, a
drugoj grupi 5x2 mg tokom 8. nedelje Zivota svakog drugog dana, dok je treca grupa
tretirana dvokratno: 5x2 mg tokom 8. nedelje 1 5x2 mg tokom 12. nedelje Zivota svakog
drugog dana. U predijabeti¢nih misSeva starih 30 nedelja, MCS-18 je doveo do dozno
zavisne inhibicije pojave 1 manifestacija bolesti (50-40-33% dijabeti¢nih), dok je 94%
kontrolnih Zivotinja imalo dijabetes. Tretman ovim jedinjenjem, nezavisno od doze,
znacajno je smanjio stepen zapaljenja, infiltraciju T ¢elija i1 stopu njihove proliferacije.
lako zivotinje tretirane sa MCS-18 delimic¢no ispoljavaju inflamatornu infiltraciju oko
Langerhansovih ostrvaca, one su znacajno zasticene od dijabetesa, imaju manji broj
ostrvaca uniSten intrainsulitisom, i ocuvanu sekreciju insulina ¢ak i u ostrvcima sa
periinsulitisom i povisenim CD4'/CD8" odnosom T limfocita u periferno infiltriranim
ostrvcima. FASC analiza je dokazala da aplikovanje 2x5x2 mg MCS-18 povecava
frekvenciju regulatornih T éelija (Foxp3'/CD25" éelijske populacije) u pankreasu koje
inhibiraju dijabetogene efektor Celije i pojacava ekspresiju insulina, dok je u pankreasu
kontrolne grupe misSeva jaka infiltracija CD4" i CD8" T limfocita praéena smanjenim
luCenjem insulina. Kvantitativnom RT-PCR analizom utvrdeni su statisticki znacajno
visi nivoi insulin-1, insulin-2 1 Foxp3, a nizi nivoi IFN-y specifi¢nih transkripta mRNA
kod MCS-18 tretiranih u odnosu na netretirane miseve. Rezultati ELISPOT testova su
ukazali na supresivni efekat ovog jedinjenja na Thl odgovor i oslobadanje IFN-y iz
limfocita slezine, nakon stimulacije specificnim auto antigenima. Fenotipska FASC
analiza je otkrila, da MCS-18 smanjuje ekspresiju povrSinskih markera CD25, CD40,
CD80 i CD86 na dendriticnim ¢elijama (DC), u zavisnosti od koncentracije (50-100
pg/ml). Osim toga, DC gajene u prisustvu MCS-18 znacajno smanjuju lucenje IL-18 1

IL-6, kao 1 ekspresiju MCP-1, a smanjena je i DC posredovana stimulacija T limfocita.
2.8.6. Repelentno i insekticidno delovanje
Biljke su vazan izvor insekticida (nikotin, piretrin, rotenon i dr.) koji se koriste u

kontroli poljoprivrednih Steto¢ina. Ekdisteroidi predstavljaju veliku familiju steroida

koja postoji kod beski¢cmenjaka, uglavnom zglavkara, ukljucujuéi insekate (Insecta),
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paukove (Chelicerata) i ljuskare (Crustacea), ali su pronadeni i kod nekih neartropoda
kao S$to su valjkasti crvi (Nematoda), puzevi (Gastropoda) i meki korali (Cnideria).
Mada je najces¢i biljni ekdisteroid 20-hidroksiekdison istovremeno i glavni ekdisteroid
insekata, identifikovano je jo§ preko 300 razli¢itih fitoekdisteroida u oko 80 familija
(Baltaev, 2000). Oko 6% svih biljnih vrsta akumulira fitoekdisteroide (polihidroksilne
ketosteroide) koji su strukturni analozi zooekdisteroida ekdisona, hormona rasta kod
insekata, Cija je uloga da reguliSe reprodukciju, embriogenezu, razvoj i metamorfozu
insekata (Dinan i sar., 2001). Njihova koncentracija u biljakama je ¢esto mnogo visa
nego u telu insekata ili drugih beski¢menjaka, a koli¢ina od 5-10 ppm je dovoljna da ih
zastiti od fitofagnih insekata i crva. Fitoekdisteroidi imaju ulogu u odbrani biljke
(ekoloski znacaj) jer izazivaju nepokretnost, smanjuju invaziju, onemogucavaju rast i
razvoj, pokrec¢u apoptozu u toku metamorfoze i razvojnih stadijuma, i izazivaju smrt
insekata (Schmelz i sar., 2002) i parazitskih Nematoda (Soriano i sar., 2004). Oni se ne
vezuju za citosolne steroidne receptore, ve¢ utiu na puteve signalne transdukcije, kao
anabolicki steroidi, verovatno preko ekdison receptora vezanih za jedarnu membranu
(G Protein Coupled Receptor GPCR) (Bathori i sar., 2008).

Pretpostavlja se da uloga ekdisteroida u biljkama moze biti slicna odbrambenoj
ulozi lignina ¢ija proizvodnja pojacava odgovor na patogene. Colombo 1 Tome (1993)
isticu da ekdisteroidi, zastupljeni u vrlo velikim koli¢inama u sveZim podzemnim
organima H. odorus ssp. laxus (Host) Merxm. et Podl. (vise od 2% suve materije) imaju
insekticidno delovanje. Velika zastupljenost i jednostavan postupak ekstrakcije
ekdisteroida pruzaju mogucénost da se ova biljka koristi u kontroli brojnosti populacija
insekata. Istrazivanja Menga i sar. (2001) su potvrdila insekticidno delovanje
fitoekdisteroida, medu kojima znaCajno mesto zauzimaju ekdisteroidi biljaka roda
Helleborus L.

Fitoekdisteroidi doprinose sprecavanju rasta i razvoja neadaptiranih fitofagnih
beski¢menjaka. Podizanjem nivoa ekdisteroida kod useva, od kojih je veéina siromasna
u njihovom sadrzaju, obezbedio bi se veci stepen zaStite ovih biljaka. Repelentno
delovanje Helleborus L. na insekte utvrdili su Secoy i Smith (1983). Pascual-Villalobos
i Robledo (1998) su testirali osetljivost Zitne StetoCine Tribolium castaneum Herbst
(Coleoptera: Tenebrionidae) na heksanski, acetonski i metanolni ekstrakt nadzemnih

delova H. foetidus L. (ekstrakti rastu¢e polarnosti) u koncentraciji od 2 mg/ml.
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Dodavanje acetonskog ekstrakta u koncentraciji od 0,05% u hranu 10-dnevnih larvi 2
insekta uzrokovalo je posle 10 dana mortalitet od 40-69%, dok je pojedinacno
aplikovanje po 3 pg istog ekstrakta larvama dalo mortalitet od 100% nakon 72 h.
Aplikacija metanolnog ekstrakta lutkama izazvala je mortalitet u 39% slucajeva posle 6
dana. Za utvrdivanje kontaktne toksi¢nosti, 10 lutki mladih od 24h stavljeno je na filter
papir prethodno natopljen sa 250 ul heksanskog ekstrakta i posle 6 dana mortalitet je bio
39%. Repelentno delovanje ekstrakta kukureka dokazano je dodavanjem 0,05%
heksanskog ekstrakta u hranu 25 dana starim larvama. Pri tome je repelentni indeks
posle 2h iznosio 73,3%, a posle 24h 37,3%.

Medutim, neki insekti su u stanju da odvoje 1 "zaplene" toksi¢ne sekundarne
metabolite iz biljke domacina, da ih sacuvaju u svojoj hemolimfi i koriste za hemijsku
odbranu odvrac¢anjem razli¢itih grupa predatora. Fitofagne larve roda Monophadnus
vrste A (Tenthredinidae, Phymatocerini) prikupljene sa lis¢a H. foetidus L. i vrste B
hranjene na lis¢u H. viridis L., aktivno su preuzele jedan furostanol saponin, tako da je
koncentacija ovog jedinjenja bila 65 i 200 puta ve¢a u hemolimfi ovih vrsta (17,51 1,6
pmol/g) nego u njihovom domacinu (0,268 i 0,008 pmol/g). U laboratorijskim
biotestovima, sirova hemolimfa ovih larvi (u koncentraciji od 8 mg/ml), kao 1 izolovani
furostanol saponini (u koncentraciji od 0,8 1 0,08 mg/ml) su ispoljili znacajnu aktivnost
u odvracanju potencijalnog grabljivca, mrava radnika Myrmica rubra (Prieto i sar.,

2007).

2.9. DELOVANJE GLUKOKORTIKOSTEROIDA (DEKSAMETAZONA)

Prirodni glukokortikosteroidi (kortizon, kortizol, kortikosteron) su hormoni koje
primarno luc¢i kora nadbubrezne Zzlezde, ali se proizvode i u drugim organima,
ukljucujuéi mozak, digestivni trakt, kozu, timus i organe imunskog sistema (Gomez-
Sanchez, 2009). Postoji veliki broj sintetskih glukokortikosteroida (deksametazon,
betametazon, hidrokortizon, prednizon, prednizolon, metilprednizolon, triamcinolon),
koji imaju sli¢no ili isto delovanje kao i prirodni. Oni se medusobno razlikuju prema
duzini 1 intenzitetu delovanja i aktivnosti u tkivima. Deksametazon je visokoaktivni,
antizapaljenski sintetski kortikosteroid, jakog glukokortikoidnog delovanja. Njegovo

antiinflamatorno delovanje je 25 puta jace od kortizola, 30 puta od hidrokortizona i 4-5
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puta od prednizona. Deksametazon fosfat ispoljava brzo delovanje, koje traje oko 48h,
pa se zato koristi kada je potrebno brzo delovanje (kod Soka). Deksametazon pivalat
deluje produzeno, oko 7 dana, te se koristi kada je potrebno prolongirano delovanje
(kod ketoze). Mineralokortikoidno delovanje deksametazona je zanemarljivo i on
ispoljava veoma slab efekat na retenciju natrijuma, a ne remeti ravnotezu vode i
elektrolita. Prirodni glukokortikosteroidi se oslobadaju tokom imunskog odgovora i ova
proizvodnja se smatra presudnom negativnom povratnom spregom u regulaciji jacine
ovog odgovora 1 spreCavanju moguéeg oSteCenja domacina.  Sintetski
glukokortikosteroidi su inhibitori inflamatornog odgovora i imaju Siroku upotrebu kao
antinflamatorni 1 imunosupresivni agensi u le¢enju mnogih autoimunih 1 alergijskih
oboljenja, kao i spre¢avanju odbacivanja transplantata.

Antiinflamatorno i imunosupresivno delovanje glukokortikoida se zasniva na
inhibiciji sinteze citokina 1 hemokina (IL-18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11,
IL-12, IL-16, TNF-0, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor),
INF-y 1 eotaksina) i citokinskih receptora (Adcock i Caramori, 2001). Oni reguliSu
ekspresiju adhezivnih molekula i ¢elijsku migraciju u odgovoru na prinflamatorne
stimuluse, dovode do redistribucije leukocita, inhibiraju funkcije leukocita 1 tkivnih
makrofaga, stabilizuju bioloSke membrane, smanjuju propustljivost krvnih sudova a
time i ekstravazaciju (Gregory i sar., 2009). Osim toga oni inhibiraju rane (crvenilo,
toplota, bol, otok) i kasne manifestacije zapaljenskih procesa (smanjuju aktivnost
mononuklearnih celija, angiogenezu, proliferaciju endotela kapilara i fibroblasta,
deponovanje fibrina, a ubrzavaju razgradnju kolagena) (Qing i sar., 2013). Neki
adhezivni molekuli, kao Sto su ICAM-1 (CD54), Macl (CD11b/CD18) i L-selektin
(CD62L) mogu biti ukljuceni u adheziju tokom aktivacije eozinofilnih granulocita, a
glukokortikosteroidi mogu u izvesnoj meri prevenirati alergijsku reakciju, regulacijom
ekspresije adhezionih molekula na eozinofilima. Deksametazon izaziva smanjenje broja
eozinofilnih granulocita i ekspresije adhezivnih molekula ICAM-3 (CDS50), dozno
zavisnu inhibiciju ekspresije ICAM-1, a povecava ekspresiju L-selektina na povrSini
eozinofilnih granulocita (Juan i sar., 1999). Endogeni MIF (inhibitorni faktor migracije
makrofaga) 1 glukokortikosteroidi reciprocno reguliSu leukocitno-endotelnu interakciju
in vivo, a niske fizioloSke koncentracije glukokortikoida indukuju ekspresiju MIF

(Gregory 1 sar., 2009). Deksametazon smanjuje vrednosti parametara angiogeneze:
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neovaskularnu povrsinu, ukupnu vaskularnu povrsinu i broj novonastalih krvnih sudova
(Ribeiro 1 sar., 2012).

Visoke doze deksametazona inhibiraju imunski odgovor. Deksametazon vrsi
inhibiciju produkcije TNF-a, IL-18, IL-6 i stimuliSe oslobadanje antiinflamatornih
faktora, kao Sto su IL-10 1 aneksin-1 (Antonelli 1 sar., 2001), a istovremeno povecava
sekreciju rezistin proteina (Tsiotra i sar., 2013). Ova;j sintetski kortikosteroid inhibira
IL-1 indukovanu aktivnost fosfolipaze A2, prostaglandina E2 i ciklooksigenaze, kao i
ekspresiju ciklooksigenaze 2 (Sampey i sar., 2000). Prostaglandini E2 povecavaju nivo i
aktivnost brojnih proteina sistema komplementa (Cla, C2, C3, C3, C6), dok
deksametazon blokira proinflamatorno delovanje E2 i povecanje sadrzaja komponenti
komplementa indukovano prostaglandinom E2. Navedeni efekat moZe biti od koristi u
sprecavanju prekida graviditeta ili kod reproduktivnih poremecaja povezanih sa
aktivacijom komplementa (pre-eklampsija) (Rhen 1 Cidlowski, 2006).

Antiinflamatorni 1 imunosupresivni efekti glukokortikosteroida su uglavnom
vezani za inhibiciju ekspresije pojedinih gena i uticaj na brojne puteve prenoSenja
signala u ¢eliji. Njihovo delovanje je integrisano na molekulskom nivou uticajem
kompleksa glukokortikosteroid-glukokortikoidni receptor na transkripciju gena
(Chinenov 1 Rogatsky, 2007). Glukokortikosteroidi difunduju kroz ¢elijske membrane 1
vezuju se za svoje citoplazmatske receptore, koji su vezani za Saperone (Hsp 90 i Hsp
70) 1 ko-Saperonske molekule (imunofiline). Nakon vezivanja za receptore, nastaje
hiperfosforilacija, zamena imunofilina FKBP-51 imunofilinom FKBP-52 i vezivanje
transportnog proteina dineina. Ovaj novonastali kompleks odlazi u jedro gde se kao
dimer vezuje za glukokortikoid odgovorne elemente u target genima DNK ili se vezuje
u obliku monomera za transkripcione faktore kao §to su NF-AT, NF-kB i AP-1
(aktivator protein 1) i vrSi inhibiciju ekspresije gena ("transrepresing") (Saklatvala,
2002; Ngo 1 sar., 2013). Antizapaljensko delovanje glukokortikosteroida se ostvaruje
indukcijom sinteze IkB koji vrsi inhibiciju transkripcijskog faktora NF-xB (Antonelli i
sar., 2001), inhibicijom transkripcijskih faktora NF-AT, NF-kB i1 AP-1 (Nissen i
Yamamoto, 2000) i podsticanjem ekspresije gena za transkripcijski faktor GILZ
(glukokorticoids-induced leucine zipper) koji moZe da inhibira translokaciju AP-1, kao 1

NF-«B interakcijom sa NF-kB p65 subjedinicom (Ngo 1 sar., 2013).
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Fosforilisani NF-«B inicira transkripciju nekoliko proinflamatornih citokina, kao
Sto su IL-1, IL-6 i TNF-a, koji su odgovorni za pokretanje urodenog imunskog
odgovora, ali ucestvuju i u patogenezi septickog Soka (O'Neill, 2006). Blokiranjem
translokacije NF-kB65, deksametazon inhibira transkripciju ovih citokina (O'Neill,
2006; Bonin 1 sar.,, 2013). Kortikosteroidna terapija deksametazonom ili
metilprednizolonom ne moze smanjiti stopu smrtnosti u krajnjoj fazi septickog Soka, ali
moze povecati prezivljavanje u njegovoj ranoj fazi (Sprung i sar., 1984; Sligl i sar.,
2009).

Glukokortikosteroidi uticu na imunski i1 inflamatorni odgovor na vise razlicitih
nacina. Jedan od mehanizama kojim deksametazon suprimira imunski odgovor je
inhibicija diferencijacije, sazrevanja i prezentacije antigena na povrSini dendriticnih
¢elija (Hu 1 sar., 2013). Deksametazon na dozno zavisni nacin, reguliSe povrSinsku
ekspresiju CD86, CD40, CD54 1 MHC II molekula na dendriticnim ¢elijama, ali ne
uti¢e na ekspresiju CD80, CD95, CD95L 1 MHC I molekula, kao niti na endocitoznu
aktivnost ovih celija. Dendritine celije tretirane deksametazonom imaju smanjenu
funkciju prezentovanja antigena pomocu MHC II molekula i sposobnost aktiviranja
aloreaktivnih T celija. Inhibitorni efekat deksametazona na ekspresiju kostimulatornih
molekula 1 antigen prezentujuu funkciju dendriti¢nih celija, moze biti blokiran
dodavanjem RU486, jakog steroidnog antagoniste hormona, koji se vezuje za receptore
u citozolu (Pan i sar., 2001).

Imunosupresivna svojstva glukokortikosteroida su uglavnom usmerena na
njihov uticaj na T limfocite 1 monocite/makrofage, jer uticu na rast, diferencijaciju i
funkcije obe vrste ¢elija (Gomez-Sanchez, 2009). Oni predstavljaju inhibitore rasta T
limfocita, smanjuju klonalnu ekspanziju T i1 B ¢elija i jaki su induktori apoptoze
timocita 1 T limfocita (Tonomura i sar., 2003). Glukokortikosteroidi deluju na razlicite
puteve intracelularne signalizacije, Sto dovodi do apoptoze i smanjene proliferacije ne
samo timocita i limfoidnih celija, ve¢ 1 viSe razli¢itih ¢elija, ukljuujué¢i misiéne,
kostane, hondrocite i ¢elije mijeloma (Ranta i sar., 2006).

Deksametazon deluje na razlicite faze eritropoeze, indukuje ekspresiju gena u
nezrelim eritroidnim celijama 1 podsti¢e stvaranje eritrocita (Narla i sar., 2011). On
povecava broj eritrocita, hematokritsku vrednost, koncentraciju hemoglobina, broj

retikulocita 1  koncentraciju eritropoetina, glavnog regulatora eritropoeze.
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Glukokortikosteroidi deluju direktno na promotorski region gena za eritropoetin, a
mogu da utiCu na transkripciju ovog gena indirektno moduliSu¢i ekspresiju drugih
kljuénih transkripcionih faktora, posebno inducibilnog faktora hipoksije (HIF1),
hepatocitnog nuklearnog faktora 40 (HNF4a) i GATA familije transkripcionih faktora
(Tang 1 sar., 2011). Nakon aplikovanja deksametazona javlja se tendencija povecanja
broja trombocita. Medutim, u akutnoj fazi "denga groznice" koju prati izraZena
trombocitopenija i1 krvarenje, niske kao i1 visoke doze deksametazona nisu bile efikasne
u postizanju porasta broja trombocita (Shashidhara i sar., 2013).

Deksametazon uti¢e na metabolizam glukoze, proteina i lipida. On ima 50 puta
veci afinitet za estrogene receptore u odnosu na kortizol i moze da izazove nezeljena
dejstva kao $to su povecani miSi¢ni katabolizam, hiperfagija i povecanje rezistencije na
insulin (Prelovsek i1 sar., 2006). Deksametazon indukuje hiperglikemiju, stimulise
glukoneogenezu 1 smanjuje unoSenje i koris¢enje glukoze u tkivima, Sto je praceno
povecanjem koncentracije insulina u plazmi, ali istovremeno, smanjuje osetljivost
organizma na insulin, §to moze dovesti do pojave dijabetesa (Kusenda 1 sar., 2013).
Dugotrajna primena deksametazona dovodi do insulinske rezistencije smanjenjem broja
raspolozivih insulinskih receptora, inhibicijom lucenja insulina iz B ¢elija pankreasa,
inhibicijom GLUT4 translokacije, povecanjem aktivnosti lipoprotein lipaze u masnom
tkivu i oSte¢enjem insulina usled smanjenja aktivnosti fosfatidil-inozitol-3kinaze (PI-3k)
(Ghaisas 1 sar., 2011). Visoke koncentracije glukoze izazivaju stvaranje ROSa u
mitohondrijama, koji potiskuju prvu fazu lucenja insulina izazvanu glukozom, preko
supresije aktivnosti gliceraldehid-3fosfat dehidrogenaze (Bjelakovi¢ 1 sar., 2007).
Nastali slobodni radikali mogu doprineti pojavi oksidativnog stresa, a on dalje indukuje
ekspresiju NF-«B, koji direktno ili indirektno doprinosi smanjenoj osetljivosti na insulin
(Hegardt 1 sar., 2003). Insulinska rezistencija izaziva oslobadanje citokina TNF-a i
IL-8, sto dovodi do daljeg razvoja oksidativnog stresa u jetri, smanjenjem endogenog
mitohondrijalnog nivoa Cu/Zn SOD i glutationa i pove¢anjem produkcije H>O, radikala
(Baydas i sar., 2002). Kod miSeva tretiranih deksametazonom je utvrden pad aktivnosti
antioksidativnih enzima SOD, katalaze, GSH i1 povecanje lipidne peroksidacije u jetri
(Ghaisas 1 sar., 2011).

Deksametazon smanjuje sintezu triglicerida (Napolitano 1 sar., 2013) 1 moze da

izazove lipolizu ispoljavanjem permisivnog efekta na lipoliticke hormone, kao Sto su
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kateholamini (adrenalin, noradrenalin), glukagon i hormon rasta, a vrs$i 1 redistribuciju
masti (Fain 1 sar., 2008; Macfarlane i sar., 2008). Mada deksametazon stimulise lipolizu,
smanjenje koncentracije NEFA (nonesterified fatty acid) (Kusenda i sar., 2013) se moZze
objasniti istovremenim povecanjem lipidne oksidacije u jetri (Tappy i sar., 1994) i
koris¢enjem NEFA od strane perifernih tkiva, da bi se zadovoljile energetske potrebe u
stanjima smanjene insulinske osetljivosti 1 unosa glukoze u tkiva (Hue 1 Taegtmeyer,
2009).

Deksametazon vrsi inhibiciju RUNX2, glavnog regulatora diferencijacije
mezenhimskih pluripotentnih ¢elija u osteoblaste i formiranja kostiju (Koromila i sar.,
2013). Istovremeno, ovaj kortikosteroid smanjuje odrzivost i funkciju osteoklasta i

njihovih prekursora (Madsen i sar., 2011).
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3. CILJEVI I ZADACI ISTRAZIVANJA

Na osnovu podataka publikovanih u nauc¢noj i stru¢noj literaturi o strukturi,
biogenezi 1 primeni pojedinih frakcija 1 ukupnog ekstrakta rizoma i korena kukureka
(Helleborus L.) u profilakti¢ke i terapijske svrhe kod zivotinja i ljudi, a koji zavisno od
uslova ispoljavaju viSestruke bioaktivne efekte i deluju u viSe pravaca, moze se
zakljuciti da je jo§ uvek nedovoljno ispitano i opisano njihovo delovanje na Zive
organizme (in vivo aktivnost). Helleborus odorus W. et K. je Siroko rasprostranjen u
nasoj zemlji 1 osnovni cilj ove disertacije je bio da se u eksperimentalnim uslovima
ispita uticaj sastojaka ekstrakata podzemnih organa navedene biljne vrste, dobijenih
ekstrakcijom pomocu rastvaraca rastuée polarnosti, na vrednosti hematoloskih
parametara, koncentraciju proteina akutne faze i1 funkcije neutrofilnih granulocita Wistar
pacova.

Osim delovanja sastojaka petroletarskog, hloroformskog, metanolnog i vodenog
ekstrakta, ispitivan je i uticaj vodenog i metanolnog ekstrakta kukureka aplikovanih 24h
nakon trokratnog tretmana pacova deksametazonom u dozi od 1 mg/kg (Dexamethasone

2 mg/ml, Alfasan Internacional B.V., Holandija), na uo¢ene efekte.

Radi ostvarivanja postavljenog cilja definisani su slede¢i istrazivacki zadaci:

1. Ispitati promene vrednosti slede¢ih hematoloskih parametara: broja ukupnih
leukocita, broja 1 procenta neutrofilnih granulocita, broja 1 procenta limfocita,
neutrofilno/limfocitnog indeksa, broja i procenta monocita, broja eritrocita i
trombocita, koncentracije hemoglobina i hematokritske vrednosti, 24h posle
aplikacije razliCitih doza petroletarskog, hloroformskog, metanolnog ili

vodenog ekstrakata rizoma i korena kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM);
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2. Ispitati promene parametara akutne =zapaljenske reakcije: vrednosti
sedimentacije eritrocita i koncentracije proteina akutne faze — albumina,
fibrinogena 1 haptoglobina, 24h posle aplikacije pojedinac¢nih ekstrakata
podzemnih organa kukureka u dozi od 50, 100 ili 200 mg/kg TM;

3. Ispitati  promene navedenih  parametara kod pacova tretiranih
deksametazonom u dozi od 1 mg/kg TM tri dana uzastopno i kod pacova
kojima je nakon ovog tretmana jednokratno, Cetvrtog dana aplikovan
fizioloski rastvor u dozi 2,5 ml/kg TM ili vodeni ili metanolni ekstrakt

podzemnih organa kukureka u dozi od 50, 100 ili 200 mg/kg TM;

4. Ispitati funkcije neutrofilnih granulocita (stepen fagocitoze 1 intenzitet
oksidativnog praska) u grupama eksperimentalnih Zivotinja kod kojih je
ustanovljen najizrazeniji proinflamatorni efekat 24h nakon aplikovanja

ispitivanih ekstrakata;

5. Uporediti dobijene vrednosti hematoloskih parametara, parametara akutne
zapaljenske reakcije 1 funkcija neutrofilnih granulocita kod pacova kontrolne
grupe kojima je aplikovan fizioloski rastvor i oglednih grupa kod kojih su

primenjeni ekstrakti rizoma i korena kukureka u razli¢itim dozama;

6. Uporediti dobijene vrednosti hematoloskih parametara, parametara akutne
zapaljenske reakcije 1 funkcija neutrofilnih granulocita kod pacova kod kojih
su primenjeni fizioloski rastvor, vodeni ili metanolni ekstrakti podzemnih
organa kukureka, a kojima je prethodno trokratno aplikovan deksametazon i

pacova koji su tretirani deksametazonom tri dana uzastopno.

Ovako izvedeno istrazivanje moZze biti od znacaja i1 predstavljati osnovu za dalja
ispitivanja bioaktivnog delovanja ekstrakata podzemnih organa kukureka i primenu
(posebno vodenog i metanolnog ekstrakta) u klinickoj veterinarskoj i etnoveterinarskoj

praksi.
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4. MATERIJAL I METODE RADA

Ispitivanje uticaja sastojaka rizoma i korena kukureka (Helleborus odorus W. et
K.) na vrednosti hematoloskih parametara, koncentraciju proteina akutne faze i funkcije
neutrofilnih granulocita Wistar pacova, izvrSeno je serijom ogleda, u kojima su
intramuskularno aplikovani petroletarski, hloroformski, metanolni 1 vodeni ekstrakti,
razli¢itih doza, dobijeni postupkom ekstrakcije pomocu rastvaraca rastuce polarnosti.
Pri izradi plana ogleda i izbora metoda uzeti su u obzir postavljeni ciljevi 1 zadaci rada,

kao 1 podaci iz literature.

4.1. MATERIJAL

4.1. 1. Izbor materijala

Za oglede su koris¢eni visokosrodni pacovi soja Wistar, oba pola, u uzrastu od 2
meseca, proseéne telesne mase 200-240 g. Zivotinje su bile podeljene u grupe od po 7
jedinki, smeStene u istom objektu i drzane pod stabilnim mikroklimatskim uslovima
(dvanaestocasovni svetlosni rezim sa prose¢nom temperaturom vazduha 24+1 °C), u
polipropilenskim kavezima na prostirci od strugotine. Hrana i voda su bili dostupni
pacovima po volji (ad libitum), a hranjeni su komercijalnom peletiranom smeSom za

laboratorijske pacove (Potpuna smeSa PA sa 20% proteina), VZ Subotica.

U cilju odredivanja aktivnosti ekstrakata sa najefikasnijim proinflamatornim
delovanjem, zivotinjama koje su sacinjavale ogledne grupe (po 7 pacova u svakoj
grupi), aplikovan je jednokratno, intramuskularno (IM) u zadnji ekstremitet
petroletarski (PEK), hloroformski (HEK), metanolni (MEK) ili vodeni (EK) ekstrakt

rizoma 1 korena kukureka (dobijeni postupkom ekstrakcije pomocu rastvaraca rastuce
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polarnosti) u dozi od 50 mg/kg TM, 100 mg/kg TM ili 200 mg/kg TM, a krv je
uzorkovana nakon 24h. Ogledne grupe su obelezene oznakama: PEK 50, PEK 100, PEK
200, HEK 50, HEK 100, HEK 200, MEK 50, MEK 100, MEK 200, EK 50, EK 100 i
EK 200.

Pacovima kontrolne grupe je na isti nacin aplikovan sterilan fizioloski rastvor u
koli¢ini od 2,5 ml/kg TM, S§to je odgovaralo zapremini aplikovanog ekstrakta
podzemnih organa kukureka, a grupa je obelezena oznakom FR. U preliminarnim
ispitivanjima, u cilju odredivanja uticaja inertne, povrsinski aktivne materije Tween 80
koja se dodaje u fizioloski rastvor pri rastvaranju petroletarskog, hloroformskog i
metanolnog ekstrakta (0,5% rastvor Tween 80 u fizioloSkom rastvoru), na efikasnost
tretmana, vrSena je i intramuskularna aplikacija 0,5% rastvora Tween 80 (grupa FR-
Tween80) u dozi od 2,5 ml/kg TM, a analiza osnovnih hematoloskih parametara i

parametara akutne zapaljenske reakcije je izvrSena posle 24h.

U drugom delu ogleda, pacovi iz 8 eksperimentalnih grupa od po 7 zivotinja u
svakoj, su tri dana uzastopno tretirani intramuskularno deksametazonom u dozi od
1 mg/kg TM (DM) (Dexamethasone 2 mg/ml, Alfasan Internacional B.V., Holandija).
Cetvrtog dana ecksperimenta, jednoj grupi pacova je intramuskularno aplikovan
fizioloski rastvor u koli¢ini od 2,5 ml’kg TM (grupa DM1+FR), po tri grupe pacova
koje su u prvom delu ogleda ispoljile najvecu aktivnost, tretirane su metanolnim ili
vodenim ili ekstraktom u dozi od 50, 100 ili 200 mg/kg TM (grupe DM1+MEKS50,
DM1+MEK100, DM1+MEK200, DMI1+EK50, DM1+EK100 i DM1+EK200), a jedna
grupa pacova nije dodatno tretirana (grupa DM1). Uzorci krvi za analize su uzimani

petog dana, a kod grupe tretirane samo deksametazonom cetvrtog dana ogleda.

4.1.2. Priprema ekstrakata rizoma i korena H. odorus W. et K. (Postupak

ekstrakcije pomocu rastvaraca rastuce polarnosti)

Podzemni organi H. odorus W. et K. su iskopani u prolece, na podru¢ju Konjuh
planine BiH, detaljno oprani pod mlazom tekuce, hladne vode, a potom suSeni 48h u
vakuum susnici nad slojem CaCl, pri temperaturi od 40 °C, u zatamnjenoj prostoriji.

Osusen rizom je tamno smede do crne boje, gusto obrastao tankim, tamno mrkim
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korenovima, o$trog mirisa. Nakon suSenja, podzemni organi su samleveni, a dobijeni
praSak je bio tamno sivozelene boje, sa tamno mrkim i crnim komadi¢ima razliCite
veli¢ine, jakog mirisa, gorkog i ljutog ukusa, mastan i lepljiv na dodir. Prasina koja je

nastala prilikom mlevenja imala je zagusljiv miris i izazvala je kijanje.

Biljni materijal (osuSen rizom sa korenjem H. odorus W. et K.), prethodno
usitnjen do konzistencije grubog praska (Pulvis grossus, stepen usitnjenosti 0,75), u
koli¢ini od 200 g, ekstrahovan je u aparatu za kontinuiranu ekstrakciju prema Soxhlet-u.
Patrona (hilzna) sa biljnim materijalom je uneta u srednji deo Soxhlet-ovog aparata, koji
je zatim spojen sa hladnjakom i balonom sa ravnim dnom zapremine 1000 ml. Sa gornje
strane hladnjaka, preko malog levka, ulivani su rastvaraci u koli¢ini dovoljnoj da se
ekstraktor napuni i rastvara¢ prelije u balon, a zatim i ispuni dve teine njegove
zapremine. Zagrevanje rastvaraca u balonu vrSeno je na magnetnoj mesalici (Tehtnica
Zelezniki MM-530), pri ¢emu su pare rastvaraca dolazile u hladnjak, kondenzovale se i
padale na biljni materijal 1 iz njega ekstrahovale sastojke. Kada bi se ekstraktor do
gornjeg nivoa sifonske cevi napunio rastvarac¢em, koji u sebi sadrzi ekstrahovane biljne
sastojke, rastvor se prelivao u balon. Na taj nacin je vrSena kontinuirana ekstrakcija
masnog ulja 1 lipofilnih sastojaka podzemnih organa kukureka, odnosno obezmas¢ivanje
biljnog materijala sa istom koliCinom rastvaraca rastu¢e polarnosti: najpre petroletrom
(tk. 40-65 °C), potom hloroformom (CHCl;, Mr 119,38 g/mol), i na kraju metanolom
(CH30H, Mr 32,04 g/mol) do potpunog iscrpljenja. Petroletarski, hlorofomski i
metanolni ekstrakti su upareni u vakuum uparivacu Rotary Evaporator RE 50 049RPM,
a neposredno pred aplikaciju su rastvarani u 0,5% rastvoru Tween 80 do potrebne

koncentracije (50, 100 ili 200 mg u 2,5 ml 0,5% rastvora Tween 80).

Ekstrahovani biljni materijal je potom osusen u struji hladnog vazduha (oko 1h)
do potpunog uklanjanja metanola, a zatim prenet u Erlenmajerovu tikvicu sa brusenim
grlom 1 preliven sa 300 ml destilovane vode. Biljni materijal je ekstrahovan 60 minuta
na temperaturi od 90 °C, uz povratni hladnjak i intenzivno meSanje na magnetnoj

mesalici (600 obrtaja/min).

Vodeni ekstrakt je od biljnog materijala odvojen filtriranjem pod sniZenim
pritiskom na Bihnerovom levku, a biljni materijal je ponovo ekstrahovan na isti nacin.

Sjedinjeni vodeni ekstrakti su zatim upareni do suva strujom vazduha sobne
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temperature. Kao krajnji proizvod ekstrakcije dobijen je suvi ekstrakt zuto-oker boje,
koji je neposredno pred aplikaciju, rastvaran u fizioloSkom rastvoru do potrebne

koncentracije (50, 100 ili 200 mg u 2,5 ml fizioloSkog rastvora).

4.1.3. Uzimanje uzoraka krvi

Po isteku predvidenog vremena od 24h, pacovi su uvedeni u kratkotrajnu etarsku
anesteziju, tokom koje im je kardijalnom punkcijom uzimana krv za hematoloske i
biohemijske analize, a zatim su Zrtvovani aplikovanjem po 0,1 ml T-61 (Intervet
International B.V. Boxmeer. The Netherlands) sa antirespiratornim delovanjem. Uzorci
heparinizirane krvi (15 1J heparina po ml krvi) su podeljeni na dva dela, od kojih je
jedan ostavljen kao puna krv, a drugi je centrifugovan 15 min na 2500 rpm radi
izdvajanja krvne plazme. U punoj krvi su, neposredno po uzimanju, odredivane
vrednosti hematoloskih parametara i brzina sedimentacije eritrocita. Krvna plazma je
zamrzavana na -20 °C i ¢uvana do analiza, kojima su odredivane koncentracije proteina
akutne faze - albumina, fibrinogena i haptoglobina. Za odredivanje funkcija neutrofilnih
granulocita(stepena fagocitoze i intenziteta oksidativnog praska), krv je uzimana u BD

Vacutainere sa 102 1J litijum heparina.

4.2. METODE

4.2.1. Odredivanje vrednosti hematolo§kih parametara

Vrednosti parametara krvne slike: broja ukupnih leukocita, broja i procenta
neutrofilnih granulocita, broja 1 procenta limfocita, broja 1 procenta monocita, broja
eritrocita i trombocita, koncentracije hemoglobina i hematokritske vrednosti, odredivane
su u punoj heparinizovanoj krvi na automatskom hematoloSkom analizatoru "Arcus

Diatron®", Gmbh Wien, Austria.

Neutrofilno/limfocitni indeks je izracunavan pomocu formule: I = (broj

neutrofilnih granulocita : broj limfocita) x 100.
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Brzina sedimentacije eritrocita u krvi je odredivana metodom po Westergreen-u,
na osnovu visine stuba krvne plazme iznad istaloZenih eritrocita, koja je ocitavana posle
15 min, 30 min, 45 min i 60 min. Brzina sedimentacije eritrocita je izraZzena u
milimetrima razdaljine koju prede gornji sloj eritrocita taloZzenjem u odredenom

vremenskom periodu.

4.2.2. Odredivanje koncentracije proteina akutne faze — albumina, fibrinogena i

haptoglobina u krvnoj plazmi

Koncentracije albumina i fibrinogena kao proteina akutne zapaljenske reakcije,
su odredivane u krvnoj plazmi pacova na automatskom biohemijskom analizatoru
"Basic Secomam", BP 106, 95334 Domont Cedex, France, kolorimetrijskom metodom.

Za odredivanje koncentracije haptoglobina u krvnoj plazmi pacova je koris¢en
komercijalni Rat Haptoglobin ELISA Test Kit, kataloski broj 40-374-130017
(GenWaybio Biotech, Inc. San Diego, CA) na ¢itadu Elx 800™, BioTek Instruments,
USA. Direktan imunoenzimski postupak dvostrukih antitela sendvi¢ ELISA testa se
zasniva na reakciji haptoglobina prisutnog u uzorcima plazme sa anti-haptoglobin
antitelima, koja su adsorbovana na povrsini polietilenske mikrotitar ploce sa 96 bazena.
Koncentrovani diluent u koli¢ini od 50 ml je razblazen destilovanom vodom u odnosu
1:4, a zatim su uzorci plazme razblazeni ovim diluentom 10 000 puta u dva koraka
(meSanjem 5 pl uzorka + 495 pl diluenta dobijen je uzorak 1/100; meSanjem 5 pl
uzorka 1/100 + 495 pl diluenta dobijen je uzorak 1/10 0000). Istovremeno sa uzorcima
plazme su tretirani i standardi koji sadrze razliCite, ali tatno definisane koncentracije
haptoglobina (0, 1.95, 3.9, 7.8, 15.6, 31.25, 65.5 i 125 ng/ml). Po 100 pl rastvora
uzoraka 1 standarda je naneto u polja mikrotitar ploce, koja je prekrivena i inkubirana na
22 °C (sobna temperatura) 15 min. Nakon inkubacije, polja su isprana tri puta rastvorom
za ispiranje radi uklanjanja nevezanih proteina, a zatim je u svako polje dodato po
100 pul rastvora konjugata peroksidaze 1 anti-haptoglobin antitela (dobijen
razblazivanjem 10 ul koncentrovanog konjugata sa 990 ul diluenta). Ploca je prekrivena
i inkubirana u mraku na 22 °C 15 min, pri ¢emu su enzimom oznacena antitela stvorila
kompleks sa haptoglobinom prethodno vezanim za anti-haptoglobin antitela, tako da se

molekuli haptoglobina nalaze u sendvicu izmedu imobilisanih 1 detektovanih antitela.

99



Ponovljeno je ispiranje tri puta rastvorom za ispiranje, a zatim je u svako polje dodato
po 100 pl rastvora hromogenog supstrata (3,3,5,5-tetrametilbenzidin 1 vodonik
peroksid u citratnom puferu, pH 3,3). Prekrivena ploca je nakon toga inkubirana u
mraku jo§ 10 min na 22 °C, §to je rezultiralo pojavom plave boje. Reakcija je
zaustavljena nanosenjem po 100 ul stop rastvora (0,3 M sumporne kiseline), pri cemu se
boja promenila u zutu. Koncentracija haptoglobina je proporcionalna optickoj gustini
koja je ocitavana spektrofotometrijski na 450 nm. Koli¢ina vezanog enzima zavisi
direktno od koncentracije haptoglobina u ispitivanim uzorcima, tako da je absorbanca
na 450 nm mera koncentracije haptoglobina. Na osnovu oc€itanih vrednosti standarda je
formirana kalibraciona kriva pomocu koje su odredivane koncentracije haptoglobina u

uzorcima krvne plazme.

4.2.3. Odredivanje funkcija neutrofilnih granulocita (stepena fagocitoze i

intenziteta oksidativnog praska) u punoj krvi

Stepen fagocitoze 1 intenzitet oksidativnog praska neutrofilnih granulocita u
punoj heparinizovanoj krvi su odredivani na aparatu za protocnu citometriju (FASC)
"Guava EasyCyte" Guava Technologies, Hayward, California, upotrebom komercijalnih
testova Phagotest 1 Phagoburst (Glycotope Biotechnology, GmbH, Heidelberg,
Germany).

Phagotest omogucéava kvantitativno odredivanje fagocitozne aktivnosti
neutrofilnih granulocita u heparinizovanoj punoj krvi, odnosno utvrdivanje procenta
fagocita koji imaju unete bakterije (jednu ili vise) i individualne ¢elijske aktivnosti (broj
bakterija po ¢eliji). Heparinizirana puna krv je lagano izmeSana i uzorci od po 100 ul su
pipetirani na dno dve polipropilen (# 2053) ili polistiren (# 2152) epruvete (12x75 mm
Falcon™) i inkubirani u ledenom kupatilu 10 min da bi se ohladili na 0 °C. Aktivacija je
izvr§ena dodavanjem po 20 ul prethodno na 0 °C ohladene suspenzije stabilizovanih i
opsonizovanih, fluorescinom (FITC) oznafenih bakterija E. coli (E. coli-FITC,
~ 1 x 10’ bakterija/ml). Nakon laganog mesanja u trajanju od 2-3 sekunde, kontrolni
uzorci su stavljeni na led, a test uzorci su inkubirani 10 min na 37 °C u vodenom
kupatilu. Posle inkubacije, svi uzorci su stavljeni na led, dodato je po 100 ul ohladenog

rastvora za zaustavljanje fagocitoze (quenching solution) i sadrzaj epruveta je
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promesan. Uzorci su zatim ispirani u dva koraka sa po 3 ml rastvora za ispiranje (prvo
se doda Iml, lagano se izmeSa, a zatim se doda 2 ml rastvora za ispiranje), centrifugirani
(5 min, 250xg, 2-8 °C), aspiriran je supernatant i ostavljeno je oko 100 pl sadrzaja. U
cilju uklanjanja eritrocita i istovremenog fiksiranja leukocita, punoj krvi je na sobnoj
temperaturi (20-25 °C) dodato 2 ml rastvora koji vrsi lizu (lysing solution), epruvete su
promesane, inkubirane 20 min na sobnoj temperaturi, centrifugirane (5 min, 250xg, 2-8
°C) i aspiriran je supranatant, pri ¢emu je ostavljeno oko 100 pl sadrZaja. Uzorci su
isprani jo§ jednom sa 3 ml rastvora za ispiranje, centrifugirani (5 min, 250xg, 2-8 °C) i
aspiriran je supranatant, a ostavljeno je oko 100 ul sadrzaja. Neposredno pre analize
proto¢nom citometrijom, dodato je 200 ul DNA bojenog rastvora koji iskljucuje
objedinjavanje artefakata bakterija ili trombocita, sadrzaj je izmeSan i1 inkubiran 10 min
na ledu zasti¢en od svetla. Procenat Celija koje su izvrSile fagocitozu (uneta jedna ili
viSe bakterija) je analiziran proto¢nom citometrijom primenom plavo-zelenog
ekscitacionog svetla (488 nm argon-jonski laser).

Phagoburst test sadrzi rastvor za ispiranje (hloracetamid i natrijumova so
etilendiamintetrasiréetne kiseline, reagens A), suspenziju neobeleZenih opsonizovanih
bakterija E. coli (1-2x10° bakterija/ml, reagens B) kao podsticajne &estice, nizak
fizioloski stimulans hemotaksni peptid N-formil-MetLeuPhe (fMLP, reagens C), visoki
stimulans protein kinazu C ligand forbol 12-miristat 13-acetat (PMA, reagens D),
dihidrorodamin (DHR) 123 (reagens E) kao fluorescentnu podlogu, lizing rastvor
(dietilenglikol 1 formaldehid, reagens F) i DNA bojeni rastvor (reagens G) za
citometrijsko razlikovanje bakterija tokom analize rezultata. Uzorci od po 100 ul pune
heparinizirane krvi su lagano izmeSani u test epruvetama zapremine 5 ml (12x75 mm
Falcon, Becton Dickinson No. 352052) i inkubirani u ledenom kupatilu 10 min da bi se
ohladili na 0 °C. Aktivacija je izvrSena na taj nacin $to je u jednu epruvetu koja je
sluzila kao negativna kontrola dodato 20 ul rastvora za ispiranje, u drugu 20 pl
suspenzije bakterija E. coli, u trecu 20 pl fMLP ("niska kontrola") i u Cetvrtu 20 pl
PMA ("visoka kontrola"). Sadrzaj u svim epruvetama je jo§ jednom promesan, a zatim
su inkubirane u vodenom kupatilu 10 min na 37 °C. Po isteku ovog vremena, u epruvete
je dodato po 20 ul DHR 123, uzorci su ponovo promesani i inkubirani u vodenom
kupatilu 10 min na 37 °C (faza oksidacije). Reakcija je zaustavljena dodavanjem u

svaku epruvetu po 2 ml reagensa F koji vrsi lizu eritrocita i delimi¢nu fiksaciju
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leukocita. Uzorci su promesani, inkubirani 20 min na sobnoj temperaturi, centrifugovani
(5 min, 250 x g, 2-8 °C), a potom su dekantovani (supernatant je odbacen). IzvrSeno je
ispiranje dodavanjem po 3 ml rastvora za ispiranje, epruvete su ponovo centrifugovane i
supernatant je aspiriran. Dodato je po 200 pl DNA bojenog rastvora da bi se iskljucilo
objedinjavanje artefakata bakterija ili ¢elija. Sadrzaj u epruvetama je promesan i one su
inkubirane 10 min u ledenom kupatilu, zasticene od svetla. Procenat celija koje
proizvode reaktivne oksigene metabolite je analiziran proto¢nom citometrijom

primenom plavo-zelenog ekscitacionog svetla (488 nm argon-jonski laser).

4.2.4. Statisticka obrada rezultata

Svi dobijeni rezultati su statisticki obradeni pomocu softverskog paketa SPSS
8.0. Medugrupna poredenja i analiza stepena statisticke znacajnosti razlika izmedu
srednjih vrednosti ispitivanih parametara je izvrSena Studentovim t - testom na nivou
rizika od 5%, 1% 1 0,1%, pa su 1 zakljucci dati sa odgovaraju¢om verovatnocom (95%,
99% 1 99,9%).

Dobijeni 1 statisticki obradeni rezultati su prikazani numericki u vidu tabela 1
graficki u vidu histograma, radi vizuelne komparacije eksperimentalno utvrdenih

numerickih vrednosti.

102



5. REZULTATI

Radi bolje preglednosti, dobijeni rezultati su grupisani i izloZeni u nekoliko
podpoglavlja u skladu sa definisanim ciljevima i zadacima istrazivanja. Sve ogledne
grupe su se sastojale od po 7 pacova soja Wistar, oba pola, u uzrastu od 2 meseca,

prosecne telesne mase 200-240 g. Grupe pacova su obelezene na slede¢i nacin:

FR - kontrolna grupa pacova kojima je intramuskularno (IM) aplikovan fizioloski rastvor u
koli¢ini od 2,5 ml/kg TM, $to odgovara zapremini aplikovanog ekstrakta kukureka

FR-Tween80 - kontrolna grupa pacova kojima je IM aplikovan 0,5% rastvor Tween 80 u
fizioloSkom rastvoru u koli¢ini od 2,5 ml/kg TM

Grupe kojima je IM aplikovan ekstrakt podzemnih organa kukureka:
Grupe PEK — grupe pacova kojima je aplikovan petroletarski ekstrakt rizoma i korena kukureka
PEK 50 50 mg/kg TM
PEK 100 100 mg/kg TM
PEK 200 200 mg/kg TM
Grupe HEK- grupe pacova kojima je aplikovan hloroformski ekstrakt rizoma i1 korena kukureka
HEK 50 50 mg/kg TM
HEK 100 100 mg/kg TM
HEK 200 200 mg/kg TM
Grupe MEK — grupe pacova kojima je aplikovan metanolni ekstrakt rizoma i korena kukureka
MEK 50 50 mg/kg TM
MEK 100 100 mg/kg TM
MEK 200 200 mg/kg TM
Grupe EK — grupe pacova kojima je aplikovan vodeni ekstrakt rizoma i korena kukureka
EK 50 50 mg/kg TM
EK 100 100 mg/kg T™M
EK 200 200 mg/kg TM

DM1 — grupa pacova koji su 3 dana IM tretirani deksametazonom u dozi od 1 mg/kg TM
DMI1+FR - grupa pacova koji su 3 dana IM tretirani deksametazonom u dozi od 1 mg/kg TM, a
cetvrtog dana IM fizioloskim rastvorom u koli¢ini od 2,5 ml/kg
Grupe DM+MEK — grupe pacova koje su 3 dana IM tretirane deksametazonom u dozi od
1 mg/kg TM, a Cetvrtog dana IM metanolnim ekstraktom u razli¢itim dozama:

DM1+MEKS50 50 mg/kg TM

DMI1+MEK100 100 mg/kg TM

DMI+MEK200 200 mg/kg TM
Grupe DM+EK — grupe pacova koje su 3 dana IM tretirane deksametazonom u dozi od 1 mg/kg
TM, a Cetvrtog dana IM vodenim ekstraktom u razli¢itim dozama:

DMI+EKS50 50 mg/kg TM

DMI1+EK100 100 mg/kg TM

DMI1+EK200 200 mg/kg TM

U ovom poglavlju su izneti rezultati dobijeni statistickom obradom vrednosti

pojedinih parametara, dok su pojedinacne vrednosti prikazane u Prilogu disertacije.
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5.1. REZULTATI HEMATOLOSKIH ISPITIVANJA

5.1.1. Osnovni hematoloski parametri i parametri akutne zapaljenske reakcije 24h
nakon aplikovanja fizioloSkog rastvora i 0,5% rastvora Tween 80

Rezultati dobijeni ispitivanjem vrednosti osnovnih hematoloskih parametara,
kao 1 parametara akutne zapaljenske reakcije - sedimentacije eritrocita (posle 15, 30, 45
1 60 min), koncentracije albumina i fibrinogena, 24h nakon aplikacije sterilnog
fizioloskog rastvora i 0,5% rastvora Tween 80 u fizioloSkom rastvoru, u koli¢ini od 2,5
ml’kg TM, intramuskularno u zadnji ekstremitet pacova, su prikazani u tabelama
5.1.1.A. 1 5.1.1.B. Rezultati analize statisticke znaCajnosti utvrdenih razlika u srednjim

vrednostima ovih parametara su dati u tabelama 5.1.1.a.15.1.1.b.

Tabela 5.1.1.A. Vrednosti osnovnih hematoloskih parametara 24h nakon aplikacije
fizioloSkog rastvora 1 0,5% rastvora Tween 80 u fizioloskom rastvoru (2,5 ml/kg)

Osnovni hematolo$ki parametri X+ SD

FR FR-Tween80
Broj ukupnih leukocita (10°/L) 8,61+0,57 7,93+0,63
Broj neutrofilnih granulocita (109/L) 2,43+0,26 2,47+0,68
Procenat neutrofilnih granulocita (%) 28,26+3,10 31,09+8,03
Broj limfocita (10°/L) 5,67+0,47 5,04+0,75
Procenat limfocita (%) 65,90+4,28 63,6149,20
Neutrofilno/limfocitni indeks 43,22+6,90 51,08+18,30
Broj monocita (10°/L) 0,51+0,32 0,42+0,13
Procenat monocita (%) 5,84+3,24 5,30+1,77
Broj eritrocita (10'%/L) 6,90+0,18 6,36+0,67
Broj trombocita (10%/L) 723,14+178,68 713,86+95,25
Koncentracija hemoglobina (g/L) 118,14+2,41 122,86+5,58
Hematokritska vrednost (%) 38,11+1,11 36,39+1,94

1z rezultata prikazanih u tabeli 5.1.1.A. uocljivo je da su u krvi pacova 24 posle
aplikacije fizioloSkog rastvora u odnosu na grupu tretiranu sa 0,5% rastvora Tween 80,
zabelezene vece prosecne vrednosti broja ukupnih leukocita (Le) (8,61+0,57%10°/L vs
7,93+0,63x10°/L), broja limfocita (Lym) (5,67+0,47x10°/L vs 5,04+0,75x10°/L),
procenta limfocita (Lym%) (65,90+4,28% vs 63,61+£9,20%), broja monocita (Mo)
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(0,51i0,32><109/L VS O,42¢O,13><109/L), procenta monocita (Mo%) (5,84+3,24% vs
5,30+1,77%), broja eritrocita (Er) (6,90+0,18x10"%/L vs 6,36+0,67x10'*/L), broja
trombocita (Tr) (723,14+178,68x10°/L vs 713,86+95,25x10°/L), hematokritske
vrednosti (Het) (38,11+1,11% vs 36,39+1,94) 1 nize proseéne vrednosti broja
neutrofilnih granulocita (Gr) (2,43+£0,26x10°/L vs 2,47+0,68x10°/L), procenta
neutrofilnih granulocita (Gr%) (28,26+3,10% vs 31,09+8,03%), neutrofilno/limfocitnog
indeksa (Ne/Lym) (43,22+6,90 vs 51,08+18,30) i koncentracije hemoglobina (Hb)
(118,14+2,41 g/L vs 122,86+5,58 g/L).

Tabela S.1.1.a. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
osnovnih hematoloskih parametara 24h nakon aplikacije fizioloskog rastvora i 0,5%
rastvora Tween 80 u fizioloSkom rastvoru (2,5 ml/kg)

Osnovni hematoloski parametri

Grupa | Le | Gr | Gr% | Lym | Lym% | Ne/Lym | Mo | Mo% | Er | Tr | Hb | Het

FR : FR-

NSZ | NSZ | NSZ | NSz NSZ NSZ NSZ | NSZ | NSZ | NSZ | NSZ | NSz
Tween80

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz rezultata analize statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
osnovnih hematoloskih parametra prikazanih u tabeli 5.1.1.a., moZe se konstatovati da
nisu postojale statisticki signifikantne razlike (P>0,05) ovih vrednosti registrovanih u

pojedinim grupama zivotinja.

Tabela 5.1.1.B. Vrednosti parametara akutne zapaljenske reakcije 24h nakon aplikacije
fizioloskog rastvora i 0,5% rastvora Tween 80 u fizioloSkom rastvoru (2,5 ml/kg)

Parametri akutne zapaljenske reakcije X+ 5D
FR FR-Tween80
Vrednost sedimentacije posle 15 min (mm/15min) 0,43+0,53 0,29:0,49
Vrednost sedimentacije posle 30 min (mm/30min) 1,86+0,90 1,5720,53
Vrednost sedimentacije posle 45 min (mm/45min) 3,14+1,46 3,00+0,58
Vrednost sedimentacije posle 60 min (mm/60min) 4,571,62 4,43+0,98
Koncentracija albumina (g/L) 35,86+10,64 37,57+7,96
Koncentracija ﬁbrinogena (§/L) 1,5020,15 1,30+0,22

Rezultati prikazani u tabeli 5.1.1.B. ukazuju da su prosecne vrednosti
sedimentacije posle 15 min (SE — 15 min), 30 min (SE — 30 min), 45 min (SE — 45 min)

1 60 min (SE — 60 min), u grupi pacova 24 posle aplikacije fizioloSkog rastvora iznosile
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0,43+0,53 mm, 1,86+0,90 mm, 3,14+1,46 mm i 4,57+1,62 mm, dok su u grupi tretiranoj
sa 0,5% rastvorom Tween 80, zabelezene vrednosti bile 0,29+0,49 mm, 1,57+0,53 mm,
3,00+0,58 mm i 4,43+0,98 mm. Srednja vrednost koncentracije albumina u krvi pacova
24h posle aplikacije fizioloSkog rastvora je iznosila 35,86+10,64 g/L, a fibrinogena
1,50+0,15 g/L, dok su u grupi kojoj je aplikovan 0,5% rastvor Tween 80 ove vrednosti
bile 37,57+£7,96 g/L i 1,30+0,22 g/L.

Tabela 5.1.1.b. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
parametara akutne zapaljenske reakcije 24h nakon aplikacije fizioloSkog rastvora i 0,5%
rastvora Tween 80 u fizioloSkom rastvoru (2,5 ml/kg)

Parametri akutne zapaljenske reakcije

SE-15 SE - 30 SE —45 SE-60 | Koncentracija | Koncentracija
Grupa . . . . . .
min min min min albumina fibrinogena
FR: FR- NSz NSz NSz NSZ NSz NSz
Tween80

NSZ — nije statisticki znacajno

Grupa pacova 24h nakon aplikacije 0,5% rastvora Tween 80 je imala manje
srednje vrednosti svih parametara akutne zapaljenske reakcije, osim koncentracije
albumina, u odnosu na kontrolnu grupu 24h posle aplikacije fizioloskog rastvora, ali
izmedu navedenih grupa nije uocena statisticki znacajna razlika u ovim vrednostima

(P>0,05) (Tabela 5.1.1.b.).

5.1.2. Broj ukupnih leukocita (Le)

Rezultati ispitivanja broja ukupnih leukocita 24h nakon intramuskularne
aplikacije fizioloSkog rastvora pacovima kontrolne grupe 1 petroletarskog,
hloroformskog, metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka u dozi 50 mg/kg TM, 100
mg/kg TM ili 200 mg/kg TM pacovima oglednih grupa, kao i1 24h nakon
intramuskularne aplikacije deksametazona tri dana 1 24h nakon trokratne aplikacije
deksametazona, a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta
u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM) su prikazani u tabeli 5.1.2. U tabelama
5.1.2.a., 5.12b., 512c., 5.12d. 1 5.12e. su dati rezultati analize statistiCke

znacajnosti utvrdenih razlika izmedu srednjih vrednosti broja ukupnih leukocita.
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Tabela 5.1.2. Osnovni statisti¢ki parametri za broj ukupnih Le (10°/L) u krvi pacova
kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v

FR 8,61 0,57 0,22 6,62 8,14-9,41
PEK 50 10,48 1,23 0,46 11,69 9,00-12,10
PEK 100 6,50 2,50 0,95 38,47 4,21-10,40

PEK 200 7,96 0,70 0,27 8,83 7,09-9,37

HEK 50 6,13 1,36 0,51 22,10 4,71-7,96
HEK 100 8,21 1,25 0,47 15,19 6,79-10,50

HEK 200 7,63 0,71 0,27 9,32 6,57-8,38
MEK 50 9,46 2,95 1,12 31,22 5,90-13,30
MEK 100 13,01 1,09 0,41 8,36 12,00-15,00
MEK 200 18,67 2,59 0,98 13,88 13,70-21,20
EK 50 10,09 3,59 1,36 35,58 5,97-15,10
EK 100 10,58 1,15 0,43 10,87 9,27-12,10
EK 200 13,81 3,62 1,37 26,21 9,04-17,70

DM1 7,73 1,04 0,39 13,46 6,50-9,13
DM1+FR 14,69 3,20 1,21 21,78 10,90-18,00
DM1+MEKS0 22,49 5,68 2,15 25,27 17,60-30,90
DM1+MEK100 25,53 4,27 1,61 16,73 17,30-31,20
DM1+MEK200 17,14 5,23 1,98 30,50 11,00-22,80
DMI1+EK50 18,17 4,61 1,74 25,38 11,00-23,10
DM1+EK100 14,17 4,73 1,79 33,35 8,51-18,80
DM1+EK200 14,35 4,79 1,81 33,38 8,33-18,60

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.1.2. zapaza se da je prosecan broj ukupnih
leukocita u krvi kontrolne grupe pacova bio 8,61+0,57x10°/L. Kod pacova tretiranih
intramuskularno petroletarskim ekstraktom kukureka u dozi od 50, 100 ili 200 mg/kg
TM, ova vrednost je nakon 24h iznosila: 10,48+1,23x10°/L, 6,5042,50x10°/L i
7,96+0,70x10°/L. Nakon aplikacije hloroformskog ekstrakta utvrdene vrednosti su bile
6,13+1,36x10°/L, 8,21+1,25x10°/L i 7,63+0,71x10°/L, a posle primene metanolnog
ekstrakta 9,46+2,95x10°/L, 13,01+1,09x10°/L i 18,67+2,59x10°/L. Srednje vrednosti

broja leukocita posle tretmana vodenim EK su iznosile 10,09i3,59><109/L,
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10,58i1,15><109/L 1 13,81i3,62><109/L. Nakon trokratne intramuskularne aplikacije
deksametazona broj ukupnih leukocita je bio 7,73+1,04x10°/L, dok 24h nakon
aplikacije deksametazona tri dana, a ¢etvrtog dana fiziolo§kog rastvora, metanolnog ili
vodenog ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM =zabelezene su vrednosti:
14,69+£3,20x10°/L (FR), 22,49+5,68x10°/L, 25,53+4,27x10°/L i 17,14+5,23x10°/L
(MEK), 18,17+4,61x10°/L, 14,17+4,73x10°/L i 14,35+4,79x10°/L (EK).

Tabela 5.1.2.a. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
ukupnih Le u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR P<0,01 P<0,05 NSZ
PEK 50 - P<0,01 P<0,01
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Srednja vrednost broja ukupnih Le u krvi pacova kontrolne grupe bila je
statisticki znacajno niZza u odnosu na srednju vrednost broja Le u krvi pacova 24h posle
aplikacije PEK 50 mg/kg TM i to na nivou znacajnosti od P<0,01, a znacajno visa u
odnosu na grupu tretiranu sa PEK 100 mg/kg TM (P<0,05). Izmedu kontrolne grupe i
grupe nakon aplikacije PEK 200 mg/kg TM nije utvrdeno postojanje statisticke
znacajnosti (P>0,05). Statisticki znacajno viSe srednje vrednosti broja ukupnih Le
(P<0,01) su utvrdene kod grupe posle primene PEK 50mg/kg TM u odnosu na grupe
koje su tretirane ve¢im dozama petroletarskog ekstrakta kukureka. Srednje vrednosti
broja leukocita posle aplikacije petroletarskog ekstrakta u dozama od 100 1 200 mg/kg
TM su se razlikovake, ali te razlike nisu bile statisticki znacajne (P>0,05) (Tabela

5.1.2.).

Tabela 5.1.2.b. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
ukupnih Le u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,001 NSZ P<0,05
HEK 50 - P<0,01 P<0,05
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Utvrdeno je postojanje statisticki znacajno veceg broja Le u krvi pacova
kontrolne grupe u odnosu na grupe 24h nakon aplikacije hloroformskog ekstrakta u

dozama od 50 mg/kg TM (P<0,001) i 200 mg/kg TM (P<0,05). Izmedu kontrolne i
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ogledne grupa kojoj je aplikovan HEK 100 mg/kg TM nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike (P>0,05). Kod oglednih grupa, najveca srednja vrednost broja ukupnih Le je
zabeleZena kod grupe tretirane sa HEK 100 mg/kg TM, a ustanovljena razlika ove
vrednosti je vrlo signifikantna (P<0,01) u odnosu na grupu koja je primila ekstrakt u
dozi od 50 mg/kg TM, a nije znacajna (P>0,05) u odnosu na grupu kojoj je aplikovana
duplo vec¢a doza (200 mg/kg TM). Grupa kojoj je aplikovano 200 mgkg TM
hloroformskog ekstrakta je imala znacajno ve¢u vrednost ovog parametra nego grupa

tretirana sa 50 mg/kg TM ekstrakta (P<0,05) (Tabela 5.1.2.b.).

Tabela 5.1.2.c. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
ukupnih Le u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR NSZ P<0,001 P<0,001
MEK 50 - P<0,01 P<0,001
MEK 100 - - P<0,01

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz rezultata analize statisticke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
broja Le prikazanih u tabeli 5.1.2.c., moze se zakljucCiti da je postojala visoko
signifikantna razlika (P<0,001) izmedu kontrolne grupe i grupa MEK 100 i MEK 200,
dok u odnosu na grupu MEK 50 razlika nije bila statisticki znacajna, pri ¢emu je ukupan
broj Le u krvi pacova grupa tretiranih metanolnim ekstraktom kukureka bio visi nego
kod grupe kojoj je aplikovan sterilan fizioloski rastvor. Utvrden je statisticki znacajno
manji broj Le kod grupe MEK 50 u odnosu na grupe tretirane ekstraktom u dozi od 100
mg/kg TM (P<0,01) ili 200 mg/kg TM (P<0,001). Statisticki vrlo signifikantna razlika
(P<0,01) je utvrdena izmedu grupa MEK 100 i MEK 200, pri ¢emu je broj Le bio veé¢i u

krvi grupe koja je primila ve¢u dozu metanolnog ekstrakta.

Tabela 5.1.2.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
ukupnih Le u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR NSZ P<0,05 P<0,001
EK 50 - NSZ P<0,05
EK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Ocena statisticke znacajnosti razlika u srednjim vrednostima broja ukupnih Le

izmedu pacova kontrolne grupe i oglednih grupa 24h nakon aplikacije EK je prikazana
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u tabeli 5.1.2.d. Razlika u broju Le u krvi pacova posle aplikacije EK 50 mg/kg TM nije
bila statisticki znacajna u odnosu na kontrolnu grupu (P>0,05), dok je znacajno
povecanje ukupnog broja leukocita u odnosu na kontrolnu grupu, utvrdeno nakon
aplikacije EK 100 mg/kg TM na nivou znacajnosti od P<0,05 i EK 200 mg/kg TM, i to
na nivou znacajnosti od P<0,001. Statisticki znacajno manji broj Le je utvrden u
grupama EK 50 1 EK 100 u odnosu na EK 200 (P<0,05), dok razlika u broju Le izmedu
grupa EK 50 i EK 100 nije bila signifikantna (P>0,05).

Tabela 5.1.2.e. Analiza statistiCke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
ukupnih Le u krvi pacova 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana

fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEKS50 MEK100 MEK200 EK50 EK100 EK200

|| (3])(1?113) P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,01 | P<0,01
PYT | P<001 | P<0001 | NSZ NSZ NSZ NSZ

e | Nsz NSZ NSZ | P<0,05 | P<0,05

e | P<0.01 | P<0.01 | P<0,001 | P<0,001

e | NSz NSZ NSZ

ooy NSZ NSZ

o | v

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Analiza statistiCke znaCajnosti razlika prikazana u tabeli 5.1.2.e., ukazuje da su
statisticki znacajno veéu srednju vrednosti broja ukupnih leukocita imale grupe koje su
Cetvrtog dana nakon trokratne aplikacije deksametazona tretirane fizioloSkim rastvorom,
metanolnim ekstraktom u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM, vodenim ekstraktom u dozi
50 mg/kg TM (na nivou znacajnosti od P<0,001) ili sa 100 1 200 mg/kg TM vodenog
ekstrakta kukureka (P<0,01) u odnosu na grupu koja je trokratno dobila deksametazon.
Kod grupa koje su nakon deksametazona dobile ekstrakt kukureka (osim DM1+EK100 i
DMI1+EK200) utvrdena je veca vrednost ovog parametra nego kod grupe kojoj je
aplikovan fizioloski rastvor, pri ¢emu su signifikantne razlike postojale samo u odnosu
na DM1+MEKS50 (P<0,01) i DM1+MEK100 (P<0,001). Grupa DM1+MEK100 je imala

veci broj leukocita u odnosu na ostale ogledne grupe, pri ¢emu je nivo znacajnosti
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iznosio P<0,01 (za grupe DMI1+MEK200 i DMI+EKS50) i P<0,001 (za grupe
DMI1+EK100 i DM1+EK200), a nije bilo znacajne razlike u odnosu na DM1+MEKS50.
Kod poslednje navedene grupe je utvrden znacajno veci srednji broj leukocita u odnosu
na grupe tretirane sa 100 ili 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta (P<0,05), dok izmedu
pacova ostalih ispitivanih grupa nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u vrednostima

ovog parametra (P>0,05).

5.1.3. Broj neutrofilnih granulocita (Gr)

Vrednosti broja neutrofilnih granulocita u krvi 1 mere varijacije ovog parametra,
24h nakon intramuskularne aplikacije fizioloSkog rastvora pacovima kontrolne grupe i
petroletarskog, hloroformskog, metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka u dozi 50
mg/kg TM, 100 mg/kg TM ili 200 mg/kg TM pacovima oglednih grupa, kao i 24h
nakon intramuskularne aplikacije deksametazona tri dana i1 24h nakon trokratne
aplikacije deksametazona, a Cetvrtog dana fizioloskog rastvora, metanolnog ili vodenog
ekstrakta u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM) su prikazane u tabeli 5.1.3.
Analiza statisticke znacajnosti utvrdenih razlika izmedu srednjih vrednosti broja
neutrofilnih granulocita je prikazana u tabelama 5.1.3.a., 5.1.3.b., 5.1.3.c., 5.1.3.d. 1

5.1.3.e.
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Tabela 5.1.3. Osnovni statisticki parametri za broj neutrofilnih granulocita (10°/L) u
krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200

_mg/kg TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom
No X SD SE CV % v

FR 2,43 0,26 0,10 10,85 2,01-2,74

PEK 50 4,94 0,61 0,23 12,30 4,06-5,73

PEK 100 2,03 1,04 0,39 51,16 1,10-4,10

PEK 200 2,35 0,41 0,16 17,60 1,83-3,11

HEK 50 1,89 0,32 0,12 17,11 1,54-2,44

HEK 100 2,83 0,42 0,16 14,77 2,26-3,28

HEK 200 2,48 0,33 0,12 13,19 1,92-2,99

MEK 50 4,99 1,71 0,64 34,15 3,22-8,18

MEK 100 8,06 1,08 0,41 13,38 6,61-9,29
MEK 200 15,31 2,79 1,06 18,23 11,30-18,20

EK 50 6,30 2,72 1,03 43,16 3,55-9,87

EK 100 7,76 0,83 0,31 10,67 6,07-8,37
EK 200 11,39 4,64 1,75 40,76 5,12-15,80

DM1 5,92 1,09 0,41 18,42 4,32-7,27
DM1+FR 10,49 2,34 0,88 22,29 7,25-12,80
DM1+MEKS0 20,10 5,97 2,26 29,68 14,90-28,80
DM1+MEK100 22,24 3,64 1,37 16,35 15,50-26,60
DM1+MEK200 14,67 4,75 1,80 32,39 9,38-19,50
DMI1+EK50 14,46 4,91 1,85 33,94 6,11-19,90
DM1+EK100 12,23 4,02 1,52 32,87 7,23-17,60
DMI1+EK200 11,64 4,75 1,79 40,77 6,13-15,80

U tabeli 5.1.3. su prikazane srednje vrednosti broja neutrofilnih granulocita u
krvi pacova, koje su 24h nakon intramuskularnog aplikovanja petroletarskog ekstrakta
kukureka u dozi od 50, 100 ili 200 mgkg TM iznosile 4,9410,61X109/L,
2,O3il,O4><109/L 1 2,3510,41><109/L. Ove vrednosti su nakon tretmana istim dozama
hloroformskog ekstrakta bile 1,89+0,32x10°/L, 2,83+0,42x10°/L i 2,48+0,33x10°/L,
metanolnog ekstrakta 4,99+1,71x10%/L, 8,06+1,08x10°/L i 15,3142,79x10°/L, vodenog
ekstrakta kukureka 6,304+2,72x10°/L, 7,76+0,83x10°/L i 11,39+4,64x10°/L. Srednja

vrednost broja neutrofilnih granulocita je iznosila 2,43+0,26x10°/L kod kontrolne grupe
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i 5,9241,09x10°/L 24h nakon aplikacije deksametazona tri dana. Posle trokratne
primene deksametazona, a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog
ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM zabeleZene su vrednosti: 10,49+2,34x10°/L
(FR),  20,10+5,97x10°/L, 22,2443,64x10°/L i 14,67+4,75x10°/L  (MEK),
14,46+4,91x10°/L, 12,23+4,02x10°/L i 11,64+4,75x10°/L (EK).

Tabela 5.1.3.a. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
neutrofilnih granulocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200
mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR P<0,001 NSZ NSZ
PEK 50 - P<0,001 P<0,001
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statisticke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
neutrofilnih granulocita kontrolne grupe i 24h posle aplikacije petroletarskog ekstrakta
razli¢itih doza, prikazana u tabeli 5.1.3.a., ukazuje na visoko signifikantnu razliku
(P<0,001) izmedu kontrolne grupe 1 grupe PEK 50, pri ¢emu je broj neutrofilnih
granulocita bio znacajno vec¢i kod grupe tretirane ekstraktom. Kod ove ogledne grupe je
utvrden statisticki znacajno ve¢i broja neutrofilnih granulocita u krvi u odnosu na grupe
PEK 100 i PEK 200 i to na nivou znacajnosti od P<0,001. Prosecne vrednosti broja
neutrofilnih granulocita kontrolne grupe i1 grupa kojima je aplikovano 100 ili 200 mg/kg
TM petroletarskog ekstrakta vrlo malo su se razlikovale 1 ove razlike nisu bile statisticki

znacajne (P>0,05).

Tabela 5.1.3.b. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
neutrofilnih granulocita u krvi kontrolne grupe 1 posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200
mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,01 P<0,05 NSZ
HEK 50 - P<0,001 P<0,01
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Statisticka znacajnost razlika u srednjim vrednostima broja neutrofilnih
granulocita u krvi kontrolne grupe i 24h posle aplikacije hloroformskog ekstrakta
razli¢itih doza, data u tabeli 5.1.3.b., ukazuje da su razlike izmedu prose¢nih vrednosti

broja neutrofilnih granulocita posle aplikacije HEK 50 mg/kg TM 1 ostalih ispitivanih

113



grupa signifikantne, pri ¢emu je ta vrednost bila znacajno niza posle tretmana sa HEK
50 mg/kg TM u odnosu na kontrolnu i HEK 200 grupu (P<0,01), dok je u odnosu na
grupu HEK 100 razlika visoko signifikantna (P<0,001). Srednja vrednost broja
neutrofilnih granulocita u krvi ogledne grupe HEK 100 je bila statisti¢ki zna¢ajno visa
(P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu, a posle aplikacije ekstrakta u dozi 200 mg/kg
TM utvrdena je relativno mala razlika ove vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu, koja
nije statisti¢ki signifikantna (P>0,05). Izmedu grupa kojima je aplikovano 100 i 200
mg/kg TM petroletarskog ekstrakta razlika nije bila statisti¢ki znac¢ajna (P>0,05).

Tabela 5.1.3.c. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
neutrofilnih granulocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200
mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,01 P<0,001 P<0,001
MEK 50 - P<0,01 P<0,001
MEK 100 - - P<0,001

Iz analize prikazane u tabeli 5.1.3.c., uo€avaju se statisticki znacajne razlike
izmedu svih ispitivanih grupa, pri ¢emu je broj neutrofilnih granulocita veéi u sve tri
ogledne grupe 24h posle aplikovanja metanolnog ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg
TM u odnosu na kontrolnu. U grupi MEK 50 vrednost ovog parametra je bila znacajno
veca u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,01) i znacajno niza u odnosu na grupu MEK
100 na nivou znacajnosti od P<0,01 i grupu MEK 200 na nivou znacajnosti P<0,001.
Razlika izmedu srednjih vrednosti broja neutrofilnih granulocita kontrolne grupe i grupa
tretiranih metanolnim ekstraktom u dozi 100 1 200 mg/kg TM je visoko znacajna
(P<0,001). Znacajno veci broj neutrofilnih granulocita je utvrden u krvi grupe tretirane
ekstraktom u dozi od 200 mg/kg TM u odnosu na grupu kojoj je aplikovano 100 mg/kg
TM metanolnog ekstrakta (P<0,001).

Tabela 5.1.3.d. Analiza statisticke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
neutrofilnih granulocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200
mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR P<0,01 P<0,001 P<0,001
EK 50 - NSZ P<0,05
EK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znac¢ajno
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Tabela 5.1.3.d. sadrzi podatke o nivou znacajnosti razlika izmedu srednjih
vrednosti broja neutrofilnih granulocita kontrolne grupe i oglednih grupa 24h posle
aplikacije vodenog ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM. U odnosu na kontrolnu
grupu, postojao je statisticki znacajno veci broj neutrofilnih granulocita u krvi pacova
24h posle aplikacije EK 100 mg/kg TM ili EK 200 mg/kg TM 1 to na nivou znac¢ajnosti
od P<0,001. Grupa pacova koja je tretirana sa EK 50 mg/kg TM je imala signifikantno
vecu vrednost ovog parametra od kontrolne grupe, ali je stepen znacajnosti bio manji
(P<0,01). Utvrden je statisticki znac¢ajno ve¢i broj neutrofilnih granulocita (P<0,05) kod
grupe EK 200 u odnosu na grupe EK 50 i EK 100 izmedu kojih nema statisticki
signifikantne razlike, pri ¢emu je broj neutrofilnih granulocita ve¢i u krvi grupe koja je

primila veéu dozu vodenog ekstrakta (100 mg/kg TM).

Tabela 5.1.3.e. Analiza statistiCke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
neutrofilnih granulocita u krvi pacova 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a
Cetvrtog dana FR, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEKS50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (3])(1?113) P<0,01 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,01 | P<0,01
PYT | P<001 | P<0,001 | NSZ NSZ NSZ NSZ

e | Nsz NSZ NSZ | P<0,05 | P<0,05

e | P<0.01 | P<0.01 | P<0,001 | P<0,001

s | NSz NSZ NSZ

ey NSZ NSZ

o |

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

StatistiCka znacajnost razlika prikazana u tabeli 5.1.3.e., ukazuje da su u odnosu

na grupu koja je tri dana dobijala deksametazon, znacajno vecu srednju vrednosti broja
neutrofilnih granulocita imale grupe koje su Cetvrtog dana dobile metanolni ekstrakt u
dozi 50, 100 ili 200 mg/kg T™M ili 50 mg/kg TM vodenog ekstrakta, pri ¢emu su razlike
bile visoko signifikantne (P<0,001), dok su razlike bile na nivou P<0,01 kod grupa koje
su tretirane fizioloskim rastvorom ili sa 100 i 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta

kukureka. Veca vrednost ovog parametra je utvrdena kod svih grupa koje su nakon
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deksametazona dobile ekstrakt kukureka, u odnosu na grupu kojoj je cetvrtog dana
aplikovan fizioloski rastvor, ali su znaCajne razlike postojale samo u odnosu na
DMI+MEKS50 (P<0,01) i DM1+MEK100 (P<0,001). Grupa DM1+MEK100 je imala
vecu srednju vrednosti broja neutrofilnih granulocita u odnosu na ostale ogledne grupe,
pri ¢emu je nivo znacajnosti iznosio P<0,01 (za grupe DM1+MEK200 1 DM1+EKS50) 1
P<0,001 (za grupe DM1+EK100 i DM1+EK200), a nije bilo znac¢ajne razlike u odnosu
na DM1+MEKS50. Znacajno veca vrednost ovog parametra je utvrdena kod grupe koja
je nakon deksametazona tretirana sa 50 mg/kg TM metanolnog ekstrakta u odnosu na
grupe tretirane sa 100 ili 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta (P<0,05), dok izmedu
ostalih ispitivanih grupa pacova nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u vrednostima

ovog parametra (P>0,05).

5.1.4. Procenat neutrofilnih granulocita (Gr %)

U tabeli 5.1.4. su prikazani rezultati odredivanja procenta neutrofilnih
granulocita u krvi pacova 24h nakon intramuskularne aplikacije fizioloskog rastvora
kontrolnoj grupi i petroletarskog, hloroformskog, metanolnog ili vodenog ekstrakta
kukureka u dozi 50 mg/kg TM, 100 mg/kg TM ili 200 mg/kg TM oglednim grupama,
kao i 24h nakon intramuskularne aplikacije deksametazona tri dana i 24h nakon
trokratne aplikacije deksametazona, a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili
vodenog ekstrakta u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM). Analiza statisticke
znaCajnosti utvrdenih razlika izmedu srednjih vrednosti procenta neutrofilnih

granulocita je data u tabelama: 5.1.4.a., 5.1.4.b., 5.1.4.c.,5.1.4.d.15.14.e.
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Tabela 5.1.4. Osnovni statisticki parametri za procenat neutrofilnih granulocita (%) u
krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200

_mg/kg TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom
No X SD SE CV % v

FR 28,26 3,10 1,17 10,97 24,10-32,20
PEK 50 47,49 7,32 2,77 15,42 33,60-54,10
PEK 100 30,69 6,22 2,35 20,26 22,10-39,40
PEK 200 29,31 2,83 1,07 9,67 25,80-33,10
HEK 50 31,20 2,03 0,77 6,51 28,20-33,10
HEK 100 34,63 4,13 1,56 11,92 28,20-40,00
HEK 200 32,56 3,62 1,37 11,11 29,20-38,20
MEK 50 52,83 4,90 1,85 9,28 46,40-61,30
MEK 100 62,21 10,50 3,97 16,88 47,70-75,60
MEK 200 81,91 7,38 2,79 9,01 67,00-88,60
EK 50 61,53 9,50 3,59 15,44 50,60-75,90
EK 100 73,77 10,23 3,87 13,87 59,00-86,70
EK 200 79,79 17,24 6,52 21,61 48,60-91,70
DM1 76,51 9,39 3,55 12,28 61,80-85,20
DM1+FR 71,37 3,64 1,38 5,10 66,00-76,90
DM1+MEKS0 88,64 4,90 1,85 5,53 81,90-95,90
DM1+MEK100 87,33 5,18 1,96 5,93 77,50-92,60
DM1+MEK200 85,09 2,61 0,99 3,07 82,00-89,40
DM1+EK50 77,83 11,04 4,17 14,19 55,10-87,60
DM1+EK100 86,57 4,57 1,73 5,28 80,50-93,60
DM1+EK200 79,20 8,30 3,14 10,48 67,30-88,70

1z rezultata prikazanih u tabeli 5.1.4. se moze zapaziti da je procenat neutrofilnih
granulocita u krvi kontrolne grupe iznosio 28,26+3,10 i da je ta vrednost priblizna
procentima neutrofilnih granulocita u krvi pacova kojima je aplikovan petroletarski
ekstrakt u dozi 100 odn. 200 mgkg TM (30,69+6,22 odn. 29,31£2,83%) ili
hloroformski ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM (31,20+2,03, 34,63+4,13 odn.
32,56+3,62%). Vrednost ovog parametra 24h posle aplikacije PEK 50 mg/kg TM je bila
47,49+7,32%, nakon aplikacije 50, 100 ili 200 mg/kg TM metanolnog ekstrakta je
iznosila 52,834+4,90, 62,21+10,50 1 81,91+7,38%, 1 posle tretmana vodenim ekstraktom
u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM je bila 61,53+£9,50, 73,77+£10,23 1 79,79+£17,24%. Tri
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dana nakon aplikacije deksametazona zabelezen je procenat neutrofilnih granulocita od
76,51+9,39, dok kod grupa koje su cetvrtog dana primile fizioloski rastvor, metanolni ili
vodeni ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM vrednosti ovog parametra su iznosile:
71,37£3,64 (FR), 88,64+4,90, 87,33+£5,18 1 85,09£2,61 (MEK), 77,83%11,04,
86,57+4,57 1 79,20+8,30% (EK).

Tabela S.1.4.a. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta neutrofilnih granulocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100
ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR P<0,001 NSZ NSZ
PEK 50 - P<0,001 P<0,001
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statisticke znacajnosti razlika prikazana u tabeli 5.1.4.a., ukazuje da je
statisticki znaCajno veéi procenat neutrofilnih granulocita zapazen 24h posle
aplikovanja PEK 50 mg/kg TM u odnosu na kontrolnu grupu i grupe PEK 100 i PEK
200 (P<0,001). Utvrdene su relativno male razlike u srednjim vrednostima procenta
neutrofilnih granulocita grupa PEK 100 i PEK 200 u odnosu na kontrolnu grupu, kao i
izmedu ovih oglednih gupa, pri ¢emu te razlike nisu bile statisticki signifikantne

(P>0,05).

Tabela S5.1.4.b. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta neutrofilnih granulocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100
ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR NSZ P<0,05 P<0,05
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti procenta
neutrofilnih granulocita kontrolne grupe, 24h posle primene 50, 100 ili 200 mg/kg TM
hloroformskog ekstrakta prikazana u tabeli 5.1.4.b., ukazuje da nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa (P>0,05), osim izmedu kontrolne grupe i
oglednih grupa kojima je aplikovano po 100 ili 200 mg/kg TM hloroformskog ekstrakta,
pri ¢emu je procenat neutrofilnih granulocita u krvi pacova tretiranih ekstraktom bio

statisti¢ki znacajno visi nego kod kontrolne grupe (P<0,05).
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Tabela 5.1.4.c. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta neutrofilnih granulocita u krvi kontrolne grupe 1 posle aplikacije MEK (50,

100 ili 200 mg/kg TM)
MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
MEK 50 - P<0,05 P<0,001
MEK 100 - - P<0,01

Iz rezultata ispitivanja statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta neutrofilnih granulocita, prikazanih u tabeli 5.1.4.c., uoCava se da je ta
vrednost bila znacajno niza u kontrolnoj grupi u odnosu na ogledne grupe tretirane
razli¢itim dozama metanolnog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM), i to na nivou
znacajnosti od P<0,001. Ustanovljena razlika srednje vrednosti procenta neutrofilnih
granulocita u krvi pacova 24h posle primene 200 mg/kg TM metanolnog ekstrakta je
bila visoko signifikantna u odnosu na MEK 50 (P<0,001) i1 vrlo signifikantna u odnosu
na MEK 100 (P<0,01), pri ¢emu je vrednost ovog parametra najveca kod grupe kojoj je
aplikovana najveca doza ekstrakta. Procenat neutrofilnih granulocita u krvi pacova

grupe MEK 100 je znac¢ajno visi u odnosu na grupu MEK 50 (P<0,05).

Tabela 5.1.4.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta neutrofilnih granulocita u krvi kontrolne grupe i1 posle aplikacije EK (50, 100
ili 200 mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR P<0,001 P<0,001 P<0,001

EK 50 - P<0,05 P<0,05
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Statisticka znacajnost razlika u srednjim vrednostima procenta neutrofilnih
granulocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije razli¢itih doza vodenog ekstrakta,
prikazana u tabeli 5.1.4.d., ukazuje da su razlike izmedu prosecnih vrednosti procenta
neutrofilnih granulocita 24h posle aplikacije fizioloskog rastvora kontrolnoj grupi i
tretmana ekstraktom ostalih ispitivanih grupa bile visoko signifikantne (P<0,001), pri
¢emu je ta vrednost znacajno niza posle primene fizioloskog rastvora u odnosu na sve
navedene grupe. Srednja vrednost broja neutrofilnih granulocita u krvi ogledne grupe
24h posle aplikacije 50 mg/kg TM vodenog ekstrakta je statisticki znaCajno niza u
odnosu na grupe kod kojih je primenjen ekstrakt u dozi 100 ili 200 mg/kg TM, 1 to na
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nivou znacajnosti od P<0,05. Izmedu grupa kojima je aplikovano po 100 ili 200 mg/kg

TM ekstrakta, razlika nije bila statisticki znac¢ajna (P>0,05).

Tabela 5.1.4.e. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta neutrofilnih granulocita u krvi pacova 24h posle aplikacije deksametazona tri
dana, a Cetvrtog dana FR, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DMI1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEK50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| Gy | NSZ | P<005 | P<005 | P<0.05 | NSZ | P<005 | NSZ
DPMRI+ P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 NSZ P<0,001 | P<0,05

e | Nsz NSZ | P<005 | NSZ | P<0,05

oy | NSz | P<005 | NSz | P<005

i | Nsz | Nsz | Nsz

ey NSZ NSZ

|

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Analiza statisticke znacajnosti razlika prikazana u tabeli 5.1.4.¢., ukazuje da je u
odnosu na grupu kojoj je trokratno aplikovan deksametazon, srednja vrednost procenta
neutrofilnih granulocita bila znacajno veca kod grupa koje su nakon deksametazona
tretirane metanolnim ekstraktom u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM ili vodenim
ekstraktom u dozi od 100 mg/kg TM (P<0,05), dok razlika nije bila signifikantna kod
grupa koje su dobile fizioloski rastvor ili 50 1 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta
kukureka (P>0,05). Kod svih grupa koje su nakon deksametazona dobile ekstrakt
kukureka, utvrdena je veca vrednost ovog parametra nego kod grupe kojoj je aplikovan
fizioloski rastvor, pri cemu su visoko signifikantne razlike postojale u odnosu na grupe
tretirane metanolnim ekstraktom razli¢itih doza 1 vodenim ekstraktom u dozi 100 mg/kg
T™ (P<0,001), razlika je bila znacajna u odnosu na DMI+EK200 (P<0,05), a nije
znacajna u odnosu na DM1+EK50 (P>0,05). Grupe DM1+MEKS50 i DM1+MEK100,
izmedu kojih su utvrdene vrlo male razlike (P>0,05), su imale ve¢u srednju vrednost
procenta neutrofilnih granulocita u odnosu na ostale ogledne grupe, pri ¢emu je nivo

znacajnosti iznosio P<0,05 (za DM1+EK50 i DM1+EK?200), a nije bilo znacajne razlike

120



u odnosu na DM1+MEK200 i DMI1+EK100. Izmedu ostalih ispitivanih grupa nisu

utvrdene statisti¢ki znaCajne razlike u vrednostima ovog parametra (P>0,05).

5.1.5. Broj limfocita (Lym)

Rezultati odredivanja broja limfocita u krvi pacova 24h nakon intramuskularne
aplikacije fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i1 petroletarskog, hloroformskog,
metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka u dozi 50 mg/kg TM, 100 mg/kg TM ili
200 mg/kg TM oglednim grupama, kao i1 24h nakon intramuskularne aplikacije
deksametazona tri dana i 24h nakon trokratne aplikacije deksametazona, a Cetvrtog dana
fizioloskog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta u razli¢itim dozama (50, 100 ili
200 mg/kg TM) su prikazani u tabeli 5.1.5. U tabelama 5.1.5.a., 5.1.5.b., 5.1.5.c,,
5.1.5.d. 1 5.1.5.e. je prikazana analiza statisticke znacajnosti utvrdenih razlika izmedu

srednjih vrednosti broja limfocita ispitivanih grupa.
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Tabela 5.1.5. Osnovni statistiCki parametri za broj limfocita (10°/L) u krvi pacova
kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 5,67 0,47 0,18 8,21 5,09-6,50
PEK 50 4,81 1,39 0,52 28,83 3,71-7,47
PEK 100 3,93 1,43 0,54 36,31 2,60-6,58
PEK 200 5,14 0,53 0,20 10,22 4,30-5,68
HEK 50 3,89 1,14 0,43 29,35 2,75-5,33
HEK 100 4,92 1,05 0,40 21,42 3,97-7,04
HEK 200 4,69 0,73 0,27 15,50 3,59-5,63
MEK 50 4,05 1,34 0,51 33,19 2,45-6,32
MEK 100 4,15 1,52 0,57 36,55 2,05-6,22
MEK 200 2,09 0,80 0,30 38,09 1,12-3,46
EK 50 2,96 1,24 0,47 42,06 1,87-5,44
EK 100 2,13 1,09 0,41 51,21 0,90-3,38
EK 200 1,69 1,36 0,51 80,62 0,68-4,25
DM1 1,34 0,67 0,25 50,00 0,79-2,68
DM1+FR 3,34 0,80 0,30 24,06 2,40-4,29
DM1+MEKS0 1,53 0,46 0,17 30,22 0,80-1,95
DM1+MEK100 1,93 0,67 0,25 34,81 1,38-3,29
DM1+MEK200 1,65 0,46 0,17 2791 1,15-2,40
DMI1+EK50 2,74 1,03 0,39 37,54 1,75-4,53
DM1+EK100 1,41 0,91 0,35 64,94 0,69-2,81
DM1+EK200 1,80 0,35 0,13 19,40 1,29-2,32

Rezultati prikazani u tabeli 5.1.5. ukazuju da je srednja vrednost broja limfocita
kod kontrolne grupe iznosila 5,67+0,47x10°/L krvi. Posle aplikacije ekstrakta kukureka
u dozi od 50, 100 i 200 mg/kg TM, ispitivane vrednosti limfocita u krvi pacova su bile:
4,8141,39x10°/L, 3,93+1,43x10°/L i 5,14+0,53x10°/L nakon primene petroletarskog
ekstrakta, 3,89+1,14x10°/L, 4,92+1,05x10°/L i 4,69+0,73x10°/L nakon tretmana
hloroformskim ekstraktom, 4,05+1,34x10°/L, 4,15+1,52x10°/L i 2,09+0,80x10°/L posle
aplikacije metanolnog ekstrakta i 2,96+1,24x 10°/L, 2,13+1,09x10%/L i 1,69+1,36x10°/L

nakon aplikacije vodenog ekstrakta kukureka. Posle trokratne aplikacije deksametazona

122




broj limfocita je bio 1,34+0,67x10°/L, dok 24h nakon aplikacije deksametazona tri
dana, a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta u dozi 50,
100 ili 200 mg/kg TM su utvrdene vrednosti: 3,3410,80><109/L (FR), 1,53i0,46X109/L,
1,93+0,67x10°/L i 1,65+0,46x10°/L (MEK), 2,74+1,03x10°/L, 1,41+0,91x10°/L i
1,80+0,35x10°/L (EK).

Tabela 5.1.5.a. Analiza statistiCke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
limfocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR NSZ P<0,01 NSZ
PEK 50 - NSZ NSZ
PEK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Iz analize izloZene u tabeli 5.1.5.a., zapaza se odsustvo statisticke znacajnosti
razlika u srednjim vrednostima broja limfocita u krvi pacova kontrolne grupe u odnosu
na grupe PEK 50 i PEK 200, kao i prisustvo znacajno veceg broja limfocita kod
kontrolne u odnosu na grupu PEK 100 (P<0,01). Utvrden je veci broj limfocita u grupi
PEK 200 nego u grupama koje su primile manje doze ekstrakta, pri ¢emu je ta razlika
bila znacajna u odnosu na grupu kojoj je aplikovano 100 mg/kg TM ekstrakta (P<0,05),
a nije statisticki signifikantna u odnosu na grupu koja je primila 50 mg/kg TM ekstrakta
(P>0,05). Broj limfocita u krvi grupe PEK 50 bio je ve¢i nego kod grupe PEK 100, ali

razlika ovih vrednosti nije statisticki znacajna (P>0,05).

Tabela 5.1.5.b. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
limfocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,01 NSZ P<0,05
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Analiza statistiC¢ke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja limfocita
kontrolne grupe 1 24h posle aplikacije hloroformskog ekstrakta u dozi od 50, 100 1li 200
mg/kg TM prikazana u tabeli 5.1.5.b., ukazuje da nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike izmedu ispitivanih grupa (P>0,05), osim izmedu kontrolne grupe i oglednih

grupa kojima je aplikovano po 50 mg/kg (P<0,01) ili 200 mg/kg HEK (P<0,05), pri
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¢emu je broj limfocita u krvi pacova tretiranih ekstraktom bio znac¢ajno nizi nego kod

kontrolne grupe.

Tabela 5.1.5.c. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
limfocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,05 P<0,05 P<0,001
MEK 50 - NSZ P<0,01
MEK 100 - - P<0,01

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Iz rezultata ispitivanja statisti¢ke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
broja limfocita, prikazanih u tabeli 5.1.5.c., uo¢ava se da je ta vrednost bila znacajno
veca u kontrolnoj grupi u odnosu na ogledne grupe 24h posle aplikacije metanolnog
ekstrakta u dozi od 50 i 100 mg/kg TM 1 to na nivou znacajnosti od P<0,05, kao i u
odnosu na grupu tretiranu visokom dozom od 200 mg/kg TM, ali na nivou znacajnosti
od P<0,001. Ustanovljena razlika srednje vrednosti broja limfocita u krvi pacova MEK
200 je bila vrlo signifikantna (P<0,01) u odnosu na grupe MEK 50 i MEK 100, pri ¢emu
je broj limfocita znac¢ajno nizi kod grupe kojoj je aplikovan ekstrakt u dozi 200 mg/kg
TM. Prosecan broj limfocita u krvi pacova grupa MEK 50 i MEK 100 se vrlo malo

razlikovao i ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna (P>0,05).

Tabela 5.1.5.d. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
limfocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
EK 50 - NSZ NSZ
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Statisticka znacajnost razlika u srednjim vrednostima broja limfocita u krvi
kontrolne grupe 1 24h posle aplikacije EK razli¢itih doza, prikazana u tabeli 5.1.5.d.,
ukazuje da su razlike izmedu prosecnih vrednosti broja limfocita kontrolne i ostalih
ispitivanih grupa bile visoko signifikantne (P<0,001), pri ¢emu je ta vrednost znacajno
viSa kod kontrolne grupe pacova u odnosu na sve navedene grupe. [zmedu grupa kojima
je aplikovan vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM razlike nisu bile statisticki
znacajne (P>0,05).
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Tabela 5.1.5.e. Analiza statistiCke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja

limfocita u krvi pacova 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DMI1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEKS50 MEK100 | MEK200 EK50 EK100 EK200

|| (31)(&1121) P<0001 | NSZ NSZ NSZ | P<0,05 | NSz NSZ
DPMRI+ P<0,001 | P<0,01 | P<0,001 NSZ P<0,001 | P<0,001

e | Nsz NSZ | P<005 | NSZ NSZ

o, | NSz NSZ NSZ NSZ

e, | P<005 | NSz | Nsz

DMIc | P<0.05 | P<0,05

| e

NSZ — nije statisticki znacajno

Tabela 5.1.5.e. sadrzi podatke o nivou znacajnosti razlika srednjih vrednosti
broja limfocita izmedu grupe kojoj je tri dana aplikovan deksametazon 1 grupa koje su
Cetvrtog dana tretirane fizioloskim rastvorom, metanolnim ili vodenim ekstraktom
kukureka. Vrednost ovog parametra je bila znacajno veca kod grupa koje su nakon
deksametazona dobile fizioloski rastvor (P<0,001) ili vodeni ekstrakt u dozi 50 mg/kg
TM (P<0,05), a veca vrednost je zabelezena 1 kod ostalih ispitivanih grupa, ali utvrdene
razlike nisu bile signifikantne (P>0,05). Kod grupe kojoj je nakon deksametazona
aplikovan fizioloski rastvor utvrdena je veéa vrednost broja limfocita nego kod grupa
kojima je aplikovan metanolni ili vodeni ekstrakt kukureka razlicitih doza, pri ¢emu su
razlike bile visoko signifikantne (P<0,001), a samo je u odnosu na grupu
DMI1+MEK100 razlika bila na nivou P<0,01 ali nije bila znacajna u odnosu na
DMI1+EK 50 (P>0,05). U grupi DM1+EKS50 srednja vrednost ovog parametra je bila
znacajno veca nego kod ostalih grupa tretiranih ekstraktom (P<0,05), pri ¢emu nije bilo
znacajne razlike samo u odnosu na grupu DMI1+MEK100. Izmedu ostalih ispitivanih
grupa su utvrdene razliCite srednje vrednosti broja limfocita, ali razlike nisu bile

statisticki znacajne (P>0,05).
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5.1.6. Procenat limfocita (Lym %)

U tabeli 5.1.6. su prikazani rezultati odredivanja procenta limfocita u krvi
pacova 24h nakon IM aplikacije fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i 50, 100 ili 200
mg/kg TM petroletarskog, hloroformskog, metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka
oglednim grupama, kao i 24h nakon IM aplikacije DM tri dana i 24h nakon trokratne
aplikacije DM, a Cetvrtog dana FR, metanolnog ili vodenog ekstrakta u dozi 50, 100 ili
200 mg/kg TM. Analiza statisticke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti

procenta limfocita je prikazana u tabelama: 5.1.6.a., 5.1.6.b., 5.1.6.c., 5.1.6.d.15.1.6.e.

Tabela 5.1.6. Osnovni statisticki parametri za procenat limfocita (%) u krvi pacova
kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili

deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v

FR 65,90 4,28 1,62 6,50 58,20-70,50
PEK 50 45,19 8,15 3,08 18,30 38,50-61,80
PEK 100 61,49 8,59 3,24 13,96 47,60-73,10
PEK 200 64,83 7,25 2,74 11,18 56,10-73,60
HEK 50 62,51 4,80 1,81 7,67 57,80-70,60
HEK 100 59,50 4,94 1,87 8,30 53,20-66,60
HEK 200 61,37 6,04 2,28 9,84 52,20-68,90
MEK 50 42,79 4,67 1,77 10,92 39,90-49,10
MEK 100 31,37 9,77 3,69 31,15 16,70-44,90
MEK 200 11,27 4,63 1,75 41,12 7,30-20,40
EK 50 30,24 8,18 3,09 27,05 15,40-39,00
EK 100 19,44 8,64 3,27 44,43 9,30-28,50
EK 200 14,77 15,00 5,67 101,57 5,10-40,30
DM1 17,40 7,90 2,99 45,40 9,30-29,40
DM1+FR 22,777 2,65 1,00 11,65 17,20-25,10

DM1+MEKS0 7,23 2,78 1,05 38,44 2,70-9,70
DM1+MEK100 7,57 2,44 0,92 32,20 5,70-12,80
DM1+MEK200 10,40 3,78 1,43 36,36 5,30-13,90
DMI1+EK50 17,10 11,36 4,29 66,41 7,80-40,90
DM1+EK100 9,67 3,98 1,50 41,15 3,90-14,90
DM1+EK200 14,24 6,28 2,37 44,09 7,20-21,20
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Iz rezultata odredivanja procenta limfocita, prikazanih u tabeli 5.1.6., moZe se
videti da su srednje vrednosti procenta limfocita u krvi ispitivanih pacova iznosile:
65,90+4,28 kod kontrolne grupe, 45,19+£8,15, 61,49+8,59 1 64,83+7,25 posle tretiranja
petroletarskim ekstraktom, 62,51+4,80, 59,50+4,94 1 61,37+£6,04 posle aplikacije
hloroformskog ekstrakta, 42,79+4,67, 31,37+£9,77 1 11,27+4,63 nakon aplikacije
metanolnog ekstrakta, 30,24+8,18, 19,44+8,64 1 14,77+15,00 posle primene vodenog
ekstrakta kukureka. Posle trokratne primene deksametazona, proseCan procenat
limfocita je bio 17,40+7,90, dok kod grupa koje su cetvrtog dana dobile fizioloski
rastvor, metanolni ili vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM zabelezene su
vrednosti: 22,77+2,65% (FR), 7,23£2,78, 7,57+42,44 1 10,40+£3,78% (MEK),
17,10<£11,36, 9,67+3,98 1 14,24+6,28% (EK).

Tabela 5.1.6.a. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta limfocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg
™)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR P<0,001 NSZ NSZ
PEK 50 - P<0,01 P<0,001
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Analiza statistiCke znacajnosti razlika prikazana u tabeli 5.1.6.a., ukazuje na
visoko signifikantnu razliku (P<0,001) izmedu kontrolne grupe i grupe 24h posle
aplikacije 50 mg/kg TM petroletarskog ekstrakta, i odsustvo statisticke znacajnosti
izmedu kontrolne grupe i grupa PEK 100 i PEK 200 (P>0,05), pri ¢emu je procenat
limfocita bio ve¢i kod kontrolne grupe. Kod grupe pacova PEK 50 je utvrden statisticki
znacajno manji procenat limfocita u krvi u odnosu na grupe posle tretiranja ekstraktom
kukureka u dozi od 100 mg/kg TM (P<0,01) i 200 mg/kg TM (P<0,001). Srednje
vrednosti procenta limfocita u grupama PEK 100 i PEK 200 su se vrlo malo razlikovale

1 ova razlika nije bila statisticki znacajna (P>0,05).
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Tabela 5.1.6.b. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti

procenta limfocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg

™)
HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR NSZ P<0,05 NSZ
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz rezultata analize statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta limfocita u krvi pacova kontrolne grupe i 24h posle aplikacije razli¢itih doza
HEK, prikazanih u tabeli 5.1.6.b., ustanovljena je statisticki znacajna razlika jedino
izmedu srednjih vrednosti procenta limfocita ogledne grupe tretirane ekstraktom u dozi
100 mg/kg TM u odnosu na kontrolnu grupu i to na nivou znacajnosti od P<0,05, pri

¢emu je grupa HEK 100 imala statisticki znacajno vecu vrednost.

Tabela 5.1.6.c. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta limfocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg
™)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
MEK 50 - P<0,05 P<0,001
MEK 100 - - P<0,001

Iz rezultata ispitivanja statistiCke znaCajnosti izmedu srednjih vrednosti
procenta limfocita, prikazanih u tabeli 5.1.6.c., uo€ava se da je ta vrednost bila znacajno
ve¢a u kontrolnoj grupi u odnosu na ogledne grupe tretirane razli¢itim dozama
metanolnog ekstrakta, i to na nivou znacajnosti od P<0,001. Ustanovljena razlika
srednje vrednosti procenta limfocita u krvi pacova grupe MEK 50 je bila signifikantna
(P<0,05) u odnosu na grupu MEK 100 i visoko signifikantna u odnosu na grupu MEK
200 (P<0,001), pri ¢emu je procenat limfocita znacajno veéi kod grupe kojoj je
aplikovana najniza doza metanolnog ekstrakta. Procenat limfocita u krvi pacova posle
aplikovanja ekstrakta u dozi 200 mg/kg TM bio je znafajno nizi u odnosu na grupu

tretiranu sa 100 mg/kg TM metanolnog ekstrakta (P<0,001).
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Tabela 5.1.6.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta limfocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg

™)
EK 50 EK 100 EK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
EK 50 - P<0,05 P<0,05
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Statisticka znacajnost razlika u srednjim vrednostima procenta limfocita u krvi
kontrolne grupe i posle aplikacije razli¢itih doza vodenog ekstrakta, prikazana u tabeli
5.1.6.d., ukazuje da su razlike izmedu prosecnih vrednosti procenta limfocita 24h posle
aplikacije fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i tretmana ekstraktom ostalih ispitivanih
grupa bile visoko signifikantne (P<0,001), pri ¢emu je ta vrednost znacajno veca posle
primene fizioloskog rastvora u odnosu na sve druge navedene grupe. Srednja vrednost
procenta limfocita u krvi ogledne grupe posle aplikacije 50 mg/kg TM vodenog
ekstrakta bila je statisticki znacajno veca u odnosu na grupe kod kojih je primenjen
ekstrakt u dozi 100 ili 200 mg/kg TM, i to na nivou znacajnosti od P<0,05. Izmedu
grupa kojima je aplikovano po 100 ili 200 mg/kg TM ekstrakta, razlika nije bila

statisticki znacajna (P>0,05).

Tabela 5.1.6.e. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta limfocita u krvi pacova 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a cetvrtog
dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DMI+ | DMI+ | DMI+ | DMI+ | DMI+ | DMI+ | DMI+

FR MEKS50 MEK100 | MEK200 EKS0 EK100 EK200

|| (3])(1?,,121) NSZ P<0,01 | P<0,01 NSZ NSZ P<0,05 NSZ
PYI* ] P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | NSZ | P<0,001 | P<0,01

e | Nszo | Nszo | p<0os | Nsz o | P<005

oy | NSz | P<005 | NSz | P<005

ol | NSz | NSz | Nsz

DYy | Nsz | Nsz

|

NSZ — nije statisticki znacajno
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Analiza statisticke znacCajnosti razlika prikazana u tabeli 5.1.6.e., ukazuje da je
srednja vrednost procenta limfocita bila znacajno veca kod grupe kojoj je trokratno
aplikovan deksametazon, u odnosu na grupe koje su nakon deksametazona tretirane
metanolnim ekstraktom u dozi 50 ili 100 mg/kg TM (P<0,01) ili vodenim ekstraktom u
dozi 100 mg/kg TM (P<0,05), dok razlika nije bila signifikantna u odnosu na grupe koje
su dobile fizioloski rastvor, 200 mg/kg TM metanolnog ekstrakta, 50 ili 200 mg/kg TM
vodenog ekstrakta kukureka (P>0,05). Grupa kojoj je nakon deksametazona aplikovan
fizioloski rastvor, imala je vecu vrednost ovog parametra nego grupe koje su nakon
deksametazona dobile ekstrakt kukureka, a pri tom su visoko signifikantne razlike
postojale u odnosu na grupe tretirane metanolnim ekstraktom razlicitih doza i vodenim
ekstraktom u dozi 100 mg/kg TM (P<0,001). Razlika je bila vrlo zna¢ajna u odnosu na
DMI1+EK200 (P<0,01), a nije znacajna u odnosu na DM1+EK50 (P>0,05). Prose¢ne
vrednosti procenta limfocita su najnize kod grupa DM1+MEKS50 i DM1+MEK100, a
izmedu njih nisu utvrdene znacajne razlike (P>0,05) One su bile znacajno niZze u odnosu
na ove vrednosti kod DM1+EK50 i DM1+EK200. Nisu utvrdene statisticki znacajne

razlike u vrednostima ovog parametra izmedu pacova ostalih ispitivanih grupa (P>0,05).

5.1.7. Neutrofilno/limfocitni indeks (Ne/Lym indeks)

Rezultati odredivanja Ne/Lym indeksa 24h nakon intramuskularne aplikacije
fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i petroletarskog, hloroformskog, metanolnog ili
vodenog ekstrakta kukureka u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM oglednim grupama, kao i
24h nakon intramuskularne aplikacije deksametazona tri dana i 24h nakon trokratne
aplikacije deksametazona, a Cetvrtog dana fizioloskog rastvora, metanolnog ili vodenog
ekstrakta u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM) su prikazani u tabeli 5.1.7.
Analiza statisticke znaCajnosti utvrdenih razlika izmedu srednjih vrednosti Ne/Lym
indeksa ispitivanih grupa je izneta u tabelama: 5.1.7.a., 5.1.7.b., 5.1.7.c, 5.1.7.d. i
5.1.7.e.
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Tabela 5.1.7. Osnovni statisticki parametri neutrofilno/limfocitnog indeksa kontrolne
grupe 1 grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili

deksametazonom u kombinaciji sa fizioloskim rastvorom i ekstraktom
No X SD SE CV % v
FR 43,22 6,90 2,61 15,96 34,07-51,47
PEK 50 108,97 31,13 11,77 28,57 54,35-140,44
PEK 100 52,47 18,79 7,10 35,80 31,31-86,57
PEK 200 41,71 12,31 4,65 29,51 21,98-56,74
HEK 50 50,32 6,78 2,56 13,47 40,71-57,54
HEK 100 59,02 11,50 4,35 19,49 43,97-75,06
HEK 200 54,01 11,24 4,25 20,81 42,42-71,03
MEK 50 125,96 27,69 10,46 21,98 94,30-180,97
MEK 100 229,53 120,89 45,69 52,67 106,27-453,17
MEK 200 759,08 344,37 130,16 45,37 326,59-1189,54
EK 50 232,53 128,06 48,40 55,07 129,77-491,04
EK 100 497,77 316,93 119,79 63,67 206,46-922,22
EK 200 1117,92 690,58 261,01 61,77 120,47-1779,41
DM1 541,26 269,04 101,69 49,71 210,45-920,25
DM1+FR 318,52 60,48 22,86 18,99 262,68-444.,45
DM1+MEKS50 1539,13 1005,71 380,12 65,34 846,59-3600,00
DM1+MEK100 1239,07 338,47 127,93 27,32 604,86-1630,14
DM1+MEK200 965,25 483,20 182,63 50,06 587,43-1652,54
DM1+EK50 628,21 351,44 132,83 55,94 134,88-1124,29
DM1+EK100 1093,36 637,09 240,80 58,27 537,37-2410,95
DM1+EK200 685,90 357,95 135,29 52,19 320,26-1224,81

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.1.7. uocljivo je povecanje neutrofilno
/limfocitnog indeksa kod svih oglednih grupa tretiranih ekstraktom kukureka, osim u
grupi PEK 200, u odnosu na kontrolnu grupu, kod koje je Ne/Lym indeks iznosio
43,22+6,90. Od grupa kojima je aplikovan samo ekstrakt kukureka, najviSu srednju
vrednost Ne/Lym indeksa je imala grupa 24h posle aplikacije EK u dozi 200 mg/kg TM
(1117,92+690,58), zatim grupa MEK 200 tretirana sa 200 mg/kg TM metanolnog
ekstrakta (759,08+344,37). Slede grupe kojima je aplikovan vodeni ekstrakt u dozi 100 1
50 mg/kg TM (497,77 £316,93 1 232,53+128,06), grupe koje su primile 100 1 50 mg/kg
TM metanolnog ekstrakta (229,53+120,89 i 125,96+27,69). U odnosu na navedene
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ogledne grupe, utvrdene vrednosti Ne/Lym indeksa su bile nize kod grupa kojima je
aplikovan petroletarski ekstrakt PEK 50 (108,97+31,13), PEK 100 (52,47+18,79), PEK
200 (41,71£12,31) 1 hloroformski ekstrakt HEK 50 (50,32+6,78), HEK 100
(59,02+11,50) 1 HEK 200 (54,01+11,24). Nakon trokratne aplikacije deksametazona je
zabelezen neutrofilno/limfocitni indeks od 541,26+269,04, dok kod grupa koje su
cetvrtog dana primile fizioloski rastvor, metanolni ili vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili
200 mg/kg TM vrednosti ovog parametra su iznosile: 318,52+60,48 (FR),
1539,13+1005,71, 1239,07+338,47 1 965,25+483,20 (MEK), 628,21+351,44,
1093,36+637,09 1 685,90+357,95 (EK).

Tabela S5.1.7.a. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
neutrofilno/limfocitnih indeksa kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200
mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR P<0,001 NSZ NSZ
PEK 50 - P<0,01 P<0,001
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Ne/Lym indeksi grupa PEK 50 i PEK 100 su imali ve¢e vrednosti u odnosu na
kontrolnu grupu, ali je statisticki visoko znacajna razlika postojala samo izmedu
ogledne grupe 24h nakon aplikacije 50 mg/kg TM petroletarskog ekstrakta i kontrolne
grupe (P<0,001). Izmedu srednjih vrednosti Ne/Lym indeksa kontrolne grupe i grupe
PEK 200, kao i grupa tretiranih sa 100 i 200 mg/kg TM petroletarskog ekstrakta nije
utvrdena statisticka signifikantnost razlika (P>0,05). Vrednost Ne/Lym indeksa kod
grupe 24h nakon primene PEK 50 mg/kg TM je bila znacajno veca u odnosu na ogledne

grupe PEK 100 (P<0,01) 1 PEK 200 (P<0,001) (Tabela 5.1.7.a.).

Tabela 5.1.7.b. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
neutrofilno/limfocitnih indeksa kontrolne grupe 1 posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200
mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR NSZ P<0,01 P<0,05
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza  statisticke  znacajnosti  razlika izmedu srednjih  vrednosti

neutrofilno/limfocitnih indeksa kontrolne grupe i 24h posle primene 50, 100 ili 200
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mg/kg TM hloroformskog ekstrakta prikazana u tabeli 5.1.7.b., ukazuje da nisu utvrdene
statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa (P>0,05), osim izmedu kontrolne
grupe i oglednih grupa kojima je aplikovano po 100 mg/kg TM (P<0,01) ili 200 mg/kg
TM (P<0,05) hloroformskog ekstrakta, pri ¢emu je vrednost neutrofilno/limfocitnih

indeksa pacova tretiranih ekstraktom bila statisticki znacajno visa nego kod kontrolne
grupe.
Tabela 5.1.7.c. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti

neutrofilno/limfocitnih indeksa kontrolne grupe 1 posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200
mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
MEK 50 - P<0,05 P<0,001
MEK 100 - - P<0,01

Iz analize prikazane u tabeli 5.1.7.c. uo€ava se da je u odnosu na kontrolnu
grupu, postojao statisticki znacajno veéi neutrofilno/limfocitni indeks kod pacova
oglednih grupa tretiranih razli¢itim dozama metanolnog ekstrakta, 1 to na nivou
znacajnosti od P<0,001. Utvrden je statisticki znacajno veci neutrofilno/limfocitni
indeks kod grupe MEK 200 u odnosu na grupe MEK 50 (P<0,001) i MEK 100
(P<0,01), kao i grupe MEK 100 u odnosu na grupu MEK 50 (P<0,05).

Tabela S5.1.7.d. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
neutrofilno/limfocitnih indeksa kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200
mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR P<0,01 P<0,01 P<0,001
EK 50 - P<0,05 P<0,01
EK 100 - - P<0,05

U tabeli 5.1.7.d. je prikazana statisticka znacajnost razlika izmedu srednjih
vrednosti neutrofilno/limfocitnih indeksa kontrolne grupe 1 24h posle aplikacije EK
razli¢itih doza. Uocava se statisticki znacajno ve¢i Ne/Lym indeks oglednih grupa EK
50 i EK 100 u odnosu na kontrolnu grupu, na nivou znacajnosti od P<0,01, 1 ogledne
grupe kojoj je aplikovano 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta u odnosu na kontrolnu
grupu, na nivou znacajnosti od P<0,001. Grupa pacova EK 200 je imala signifikantno
ve¢i Ne/Lym indeks u odnosu na grupe tretirane manjim dozama EK, pri ¢emu je nivo

znacajnosti iznosio P<0,01 (za grupu tretiranu sa 50 mg/kg TM ekstrakta) 1 P<0,05 (za
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grupu tretiranu sa 100 mg/kg TM ekstrakta). Statisticki znacajno ve¢i Ne/Lym indeks
(P<0,05) je utvrden kod grupe pacova EK 100 u odnosu na grupu EK 50.

Tabela 5.1.7.e. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
neutrofilno/limfocitnih indeksa 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog
dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DMI1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEK50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (31)(15::3) NSZ | P<0,01 | P<00l | P<0,05 | NSZ | P<0,05 | NSZ
DPM1;+ P<0,001 P<0,001 P<0,01 P<0,05 P<0,01 P<0,05

e | Nsz NSZ | P<005 | NSZ | P<0,05

oy | NSz | P<005 | NSz | P<005

i | Nsz | Nsz | Nsz

ey NSZ NSZ

|

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Statisticka znaCajnost razlika prikazana u tabeli 5.1.7.¢., ukazuje da su u odnosu
na grupu koja je tri dana dobijala deksametazon, znacajno vecu srednju vrednosti
neutrofilno/limfocitnih indeksa imale grupe koje su cetvrtog dana dobile metanolni
ekstrakt u dozi 50 ili 100 mg/kg T™M (P<0,01), 200 mg/kg TM metanolnog ili 100
mg/kg TM vodenog ekstrakta (P<0,05), dok razlike nisu bile zna¢ajne u odnosu na
grupe DM1+EKS50 1 DM1+EK200, kao i1 grupu tretiranu fizioloSkim rastvorom koja je
imala manju vrednost ovog parametra (P>0,05). Veca vrednost ovog parametra je
utvrdena kod svih grupa koje su nakon deksametazona dobile ekstrakt kukureka, u
odnosu na grupu kojoj je Cetvrtog dana aplikovan fizioloski rastvor, pri ¢emu je nivo
znacajnosti iznosio P<0,001 (za grupe DM1+MEKS50 1 DM1+MEK100), P<0,01 (za
grupe DMI1+MEK200 1 DM1+EK100) i P<0,05 (za grupe DM1+EK50 1 DM1+EK200).
Prose¢ne vrednosti neutrofilno/limfocitnih indeksa su najvise kod grupa DM1+MEKS50
i DMI+MEK100, i izmedu njih nisu utvrdene znacajne razlike (P>0,05). One su bile
znacajno vise u odnosu na ove vrednosti kod DM1+EK50 i DM1+EK200. Kod ostalih

ispitivanih grupa nisu utvrdene statisticki znac¢ajne razlike (P>0,05).
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5.1.8. Broj monocita (Mo)

U tabeli 5.1.8. su prikazani rezultati odredivanja broja monocita u krvi pacova
24h nakon IM aplikacije fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i 50, 100 ili 200 mg/kg
TM petroletarskog, hloroformskog, metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka
oglednim grupama, kao i 24h nakon IM aplikacije DM tri dana i 24h nakon trokratne
aplikacije DM, a Cetvrtog dana FR, metanolnog ili vodenog ekstrakta u dozi 50, 100 ili
200 mg/kg TM. U tabelama 5.1.8.a., 5.1.8.b., 5.1.8.c., 5.1.8.d. 1 5.1.8.e. je prikazana

analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti ovog parametra.

Tabela 5.1.8. Osnovni statistidki parametri za broj monocita (10°/L) u krvi pacova
kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili

deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 0,51 0,32 0,12 61,93 0,21-1,19
PEK 50 0,76 0,16 0,06 20,60 0,55-0,98
PEK 100 0,54 0,43 0,16 79,18 0,03-1,36
PEK 200 0,47 0,38 0,15 81,71 0,05-0,97
HEK 50 0,35 0,15 0,06 41,54 0,05-0,45
HEK 100 0,48 0,16 0,06 34,52 0,33-0,78
HEK 200 0,46 0,27 0,10 58,73 0,15-0,86
MEK 50 0,43 0,20 0,07 45,53 0,20-0,64
MEK 100 0,84 0,31 0,12 37,20 0,37-1,32
MEK 200 1,25 0,56 0,21 45,35 0,36-2,13
EK 50 0,84 0,48 0,18 56,91 0,27-1,71
EK 100 0,82 0,28 0,12 33,53 0,56-1,29
EK 200 0,71 0,25 0,09 35,09 0,43-1,17
DM1 0,48 0,18 0,07 37,31 0,28-0,80
DM1+FR 0,86 0,28 0,11 32,83 0,39-1,16
DM1+MEKS0 0,85 0,43 0,16 50,25 0,35-1,56
DM1+MEK100 1,36 0,94 0,35 68,90 0,44-2,49
DM1+MEK200 0,83 0,50 0,19 59,78 0,23-1,62
DMI1+EK50 0,96 0,45 0,17 46,64 0,45-1,67
DM1+EK100 0,54 0,25 0,09 45,49 0,20-0,86
DM1+EK200 0,90 0,35 0,13 38,80 0,43-1,42
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U tabeli 5.1.8. su prikazane srednje vrednosti broja monocita u krvi pacova
kojima je aplikovano 50, 100 ili 200 mgkg TM petroletarskog ekstrakta
(0,76i0,l6><109/L, 0,54i0,43X109/L 1 0,47i0,38X109/L), hloroformskog ekstrakta
(0,35£0,15x10°/L, 0,48+0,16x10°/L i 0,46+0,27x10°/L), metanolnog ekstrakta
(0,43+0,20x10°/L, 0,84+0,31x10°/L i 1,25+0,56x10°/L) i vodenog ekstrakta kukureka
(0,84+0,48x10°/L, 0,82+0,28x10°/L i 0,7140,25x10°/L). Srednja vrednost broja
monocita kontrolne grupe kojoj je aplikovan fizioloski rastvor je iznosila
0,5120,32x10°/L, a grupe kojoj je trokratno aplikovan deksametazon 0,48+0,18x10°/L.
Kod grupa koje su tri dana tretirane deksametazonom, a cetvrtog dana su primile
fizioloski rastvor, metanolni ili vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM
zabelezene vrednosti ovog parametra su bile: 0,86i0,28X109/L (FR), 0,85i0,43X109/L,
1,36+0,94x10°/L i 0,83+0,50x10°/L (MEK), 0,96+0,45x10°/L 0,54+0,25x10°/L i
0,90:£0,35%10°/L (EK).

Tabela 5.1.8.a. Analiza statistiCke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
monocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR NSZ NSZ NSZ
PEK 50 - NSz NSZ
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Na onovu rezultata analize statisticke znacCajnosti razlika izmedu srednjih
vrednosti broja monocita prikazanih u tabeli 5.1.8.a., moze se konstatovati da nisu
postojale statisticki znacajne razlike (P>0,05) ovih vrednosti kako izmedu kontrolne
grupe i grupa posle aplikovanja PEK u dozama 50, 100 ili 200 mg/kg TM, tako niti

izmedu samih grupa tretiranih petroletarskim ekstraktom kukureka.

Tabela 5.1.8.b. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
monocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR NSZ NSZ NSZ
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja monocita

u krvi kontrolne grupe i 24h posle aplikacije 50, 100 ili 200 mg/kg TM hloroformskog
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ekstrakta, ukazala je da razlike izmedu ispitivanih grupa nisu bile statisticki

signifikantne (P>0,05) (Tabela 5.1.8.b.).

Tabela 5.1.8.c. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
monocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR NSZ NSZ P<0,05
MEK 50 - P<0,05 P<0,01
MEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Grupa MEK 50 je imala manju, a grupe MEK 100 i MEK 200 su imale vece
srednje vrednosti broja monocita u odnosu na kontrolnu grupu, ali je statisticki znacajna
razlika postojala samo izmedu ogledne grupe MEK 200 i kontrolne grupe (P<0,05).
Vrednost broja monocita kod grupe tretirane sa 50 mg/kg TM metanolnog ekstrakta je
bila znacajno niZza u odnosu na ogledne grupe kojima je aplikovan ekstrakt u dozi 100
mg/kg TM (P<0,05) i 200 mg/kg TM (P<0,01). Izmedu srednjih vrednosti broja
monocita grupa MEK 100 i MEK 200 nije postojala statisticka signifikantnost razlike
(P>0,05) (Tabela 5.1.8.c.).

Tabela 5.1.8.d. Analiza statisticke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
monocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200
FR NSZ NSZ NSZ
EK 50 - NSZ NSZ
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Rezultati analize statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
monocita 24h posle aplikacije fizioloskog rastvora kontrolnoj grupi i vodenog ekstrakta
kukureka u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM oglednim grupama, prikazani u tabeli
5.1.8.d., ukazuju da nije utvrdena statisticka znacajnost razlika (P>0,05) izmedu

navedenih vrednosti za pojedine grupe pacova.
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Tabela 5.1.8.e. Analiza statistiCke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja

monocita u krvi 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a cetvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEKS50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (321?&@ P<0,05 | P<0,05 | P<0,01 | P<0,05 | P<0,05 | NSZ | P<0,05
e NSZ NSZ NSZ NSZ | P<005 | Nsz

e | Nsz NSZ NSZ NSZ NSZ

1\321‘1230 NSZ NSZ | P<0,05 | NSZ

e | NSz NSZ NSZ

DM | Pe00s | Nsz

o | oo

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statisticke znacajnosti razlika prikazana u tabeli 5.1.8.e., ukazuje da je u
odnosu na grupu kojoj je trokratno aplikovan deksametazon, srednja vrednost broja
monocita bila znacajno veéa kod grupa koje su nakon deksametazona tretirane
metanolnim ekstraktom u dozi 100 mg/kg TM (P<0,01), fizioloSkim rastvorom ili
metanolnim ili vodenim ekstraktom u dozi 50 ili 200 mg/kg TM (P<0,05), dok razlika
nije bila signifikantna u odnosu na grupu koja je dobila 100 mg/kg TM vodenog
ekstrakta kukureka (P>0,05). Vrednost ovog parametra kod grupe kojoj je nakon
deksametazona aplikovan fizioloski rastvor, malo se razlikovala u odnosu na ostale
grupe, tako da utvrdene razlike nisu bile signifikantne, osim u odnosu na DM1+EK100
(P<0,05) koja je imala nizu vrednost. Grupe koje su posle deksametazona tretirane
metanolnim ekstraktom razli¢itih doza (50, 100 ili 200 mg/kg TM) su imale sli¢an
prosecan broj monocita, tako da nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike kako izmedu
ovih grupa, tako 1 u odnosu na grupe tretirane istim dozama vodenog ekstrakta (P>0,05),
sa izuzetkom signifikantno vece vrednosti kod DM1+MEK100 nego kod DM1+EK100
(P<0,05).
DMI1+EK100, je bila znafajno niza (P<0,05) u odnosu na ove vrednosti kod
DMI1+EKS50 i DM1+EK200, izmedu kojih nisu utvrdene signifikantne razlike (P>0,05).

Najniza prose¢na vrednost broja monocita, zabelezena kod grupe
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5.1.9. Procenat monocita (Mo %)

Rezultati odredivanja procenta monocita u krvi pacova 24h nakon IM aplikacije
fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i petroletarskog, hloroformskog, metanolnog ili
vodenog ekstrakta kukureka, u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM oglednim grupama, kao i
24h nakon intramuskularne aplikacije DM tri dana i 24h nakon trokratne aplikacije DM,
a Cetvrtog dana FR, MEK ili EK u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM) su
prikazani u tabeli 5.1.9. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti

procenta monocita u krvi je data u tabelama 5.1.9.a., 5.1.9.b., 5.1.9.c., 5.1.9.d. 1 5.1.9.e.

Tabela 5.1.9. Osnovni statisticki parametri za procenat monocita (%) u krvi pacova
kontrolne grupe, tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili

deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 5,84 3,24 1,23 55,49 2,60-12,70
PEK 50 7,33 1,45 0,55 19,74 4,60-8,70
PEK 100 7,43 5,12 1,93 68,89 0,60-13,00
PEK 200 5,84 4,85 1,83 83,07 0,60-12,30
HEK 50 6,27 3,12 1,18 49,78 0,60-9,10
HEK 100 5,87 1,95 0,74 33,14 3,10-8,80
HEK 200 6,07 3,60 1,36 59,22 1,80-10,80
MEK 50 4,37 1,07 0,40 24,41 3,10-5,80
MEK 100 6,40 2,31 0,87 36,07 3,00-10,20
MEK 200 6,77 3,27 1,24 48,26 1,90-12,60
EK 50 8,23 3,01 1,14 36,54 3,90-11,30
EK 100 7,66 3,03 1,36 39,58 4,70-12,50
EK 200 5,46 2,63 0,99 48,17 3,20-11,10
DM1 6,10 1,91 0,72 31,26 4,40-8,80
DM1+FR 5,84 1,76 0,67 30,15 3,50-8,90
DM1+MEKS0 4,13 2,55 0,96 61,70 1,40-8,50
DM1+MEK100 5,10 3,17 1,20 62,16 1,70-9,70
DM1+MEK200 4,50 1,67 0,63 37,10 2,10-7,40
DMI1+EK50 5,11 1,42 0,54 27,82 3,50-7,20
DM1+EK100 3,77 1,08 0,41 28,67 2,20-5,20
DM1+EK200 6,57 2,71 1,02 41,19 4,10-11,80
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.1.9. se vidi da je prosecna vrednost procenta
monocita u krvi kontrolne grupe pacova iznosila 5,84+3,24. Posle 24h od aplikacije
ekstrakata u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM ove vrednosti su bile: 7,33+1,45, 7,43+5,12
15,84+4,85% (petroletarski ekstrakt), 6,27+3,12, 5,87+1,95 1 6,07+3,60% (hloroformski
ekstrakt), 4,37+1,07, 6,40+£2,31 1 6,77+£3,27 % (metanoli ekstrakt) i1 8,23+3,01,
7,66+3,03 1 5,46+£2,63% (vodeni ekstrakt). Zabelezene vrednosti procenta monocita su
24h nakon trokratne aplikacije deksametazona iznosile 6,10+1,91, a 24h nakon
aplikacije deksametazona tri dana i Cetvrtog dana fizioloskog rastvora 5,84+1,76,
metanolnog ekstrakta kukureka u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM: 4,13+2,55, 5,10+3,17
14,50£1,67 1 vodenog ekstrakta u prethodno navedenim dozama: 5,11+1,42, 3,77+1,08 i
6,57+£2,71.

Tabela 5.1.9.a. Analiza statisticke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta monocita u krvi kontrolne grupe 1 posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg
™)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR NSZ NSZ NSZ
PEK 50 - NSZ NSZ
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

U tabeli 5.1.9.a. su prikazani rezultati analize statistiCke znacajnosti razlika
izmedu srednjih vrednosti procenta monocita u krvi kontrolne grupe i oglednih grupa
24h posle aplikacije PEK u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM. Nisu ustanovljene statisticki
znaajne razlike izmedu kontrolne grupe i grupa posle aplikacije petroletarskog

ekstrakta kukureka, kao ni izmedu oglednih grupa (P>0,05).

Tabela 5.1.9.b. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta monocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg
™)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR NSZ NSZ NSZ
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

1z rezultata analize prikazane u tabeli 5.1.9.b., moze se videti da utvrdene razlike

izmedu srednjih vrednosti procenta monocita u krvi kontrolne grupe i oglednih grupa

140




24h posle aplikacije hloroformskog ekstrakta razlicitih doza (50, 100 ili 200 mg/kg

TM), kao ni izmedu navedenih oglednih grupa, nisu bile signifikantne (P>0,05).

Tabela 5.1.9.c. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti

procenta monocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg

™)
MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR NSZ NSZ NSZ
MEK 50 - NSZ NSZ
MEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Rezultati analize statistiCke znacajnosti prikazani u tabeli 5.1.9.c., potvrduju da
se srednje vrednosti procenta monocita izmedu kontrolne grupe i oglednih grupa 24h
posle aplikacije MEK u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM, kao ni izmedu samih oglednih

grupa, nisu statisticki znacajno razlikovale (P>0,05).

Tabela 5.1.9.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta monocita u krvi kontrolne grupe 1 posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg
™)

EK 50 EK 100 EK 200
FR NSZ NSZ NSZ
EK 50 - NSZ NSZ
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti procenta
monocita u krvi kontrolne grupe i oglednih grupa posle aplikacije razli¢itih doza EK
(50, 100 ili 200 mg/kg TM) data u tabeli 5.1.9.d., ukazuje da nisu postojale statistic¢ki

znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa (P>0,05).
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Tabela 5.1.9.e. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
procenta monocita u krvi 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a ¢etvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEKS50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (321?&@ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ | P<005 | Nsz
e NSZ NSZ NSZ NSZ | P<005 | Nsz

e | Nsz NSZ NSZ NSZ NSZ

o, | NSz NSZ NSZ NSZ

e | NSz NSZ NSZ

ey NSZ NSZ

o | oo

NSZ — nije statisticki znacajno

Statisticka znaCajnost razlika prikazana u tabeli 5.1.9.e., ukazuje da nisu
utvrdene signifikantne razlike u srednjim vrednostima procenta monocita izmedu
ispitivanih grupa (P>0,05), osim grupe DMI1+EK100 koja je imala znacajno nizu
vrednost ovog parametra u odnosu na grupe DM1, DM1+FR i DM1+EK200 (P<0,05).

5.1.10. Broj eritrocita (Er)

Rezultati odredivanja broja eritrocita u krvi pacova 24h nakon intramuskularne
aplikacije fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i 50, 100 ili 200 mgkg TM
petroletarskog, hloroformskog, metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka oglednim
grupama, kao 1 24h nakon intramuskularne aplikacije deksametazona tri dana i 24h
nakon trokratne aplikacije deksametazona, a cCetvrtog dana fizioloSkog rastvora,
metanolnog ili vodenog ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM su dati u tabeli
5.1.10. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja eritrocita
u krvi ispitivanih grupa je prikazana u tabelama 5.1.10.a., 5.1.10.b., 5.1.10.c., 5.1.10.d. 1
5.1.10.e.
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Tabela 5.1.10. Osnovni statistiCki parametri za broj eritrocita (10"/L) u krvi pacova
kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 6,90 0,18 0,07 2,58 6,51-7,01
PEK 50 7,34 0,58 0,22 7,89 6,56-8,23
PEK 100 7,07 0,32 0,12 4,59 6,67-7,56
PEK 200 6,72 0,81 0,31 12,06 5,42-7,50
HEK 50 6,42 0,53 0,20 8,32 5,64-7,01
HEK 100 7,08 0,21 0,08 3,00 6,82-7,44
HEK 200 6,95 0,52 0,20 7,45 6,05-7,36
MEK 50 6,21 0,30 0,11 4,78 5,80-6,61
MEK 100 6,63 0,94 0,36 14,21 5,50-7,86
MEK 200 7,86 1,34 0,51 17,03 5,99-9,19
EK 50 7,38 0,50 0,19 6,82 6,69-8,13
EK 100 7,50 0,74 0,28 9,81 6,41-8,47
EK 200 8,52 0,84 0,32 9,84 7,34-9,69
DM1 7,50 0,85 0,32 11,34 5,66-8,06
DM1+FR 7,98 1,06 0,40 13,31 6,61-9,72
DM1+MEKS0 7,27 1,82 0,69 25,07 5,33-9,27
DM1+MEK100 6,85 0,98 0,37 14,26 5,86-8,18
DM1+MEK200 8,02 1,04 0,39 13,00 6,31-9,15
DMI1+EK50 8,29 0,59 0,22 7,15 7,42-9,23
DM1+EK100 7,37 1,18 0,45 15,98 5,02-8,67
DM1+EK200 7,94 0,93 0,35 11,75 6,38-8,84

Iz rezultata iznetih u tabeli 5.1.10. moze se zapaziti da je prose¢na vrednost
broja eritrocita u krvi pacova kontrolne grupe iznosila 6,90+0,18x10'%/L krvi. U veéini
oglednih grupa je zabelezeno povecanje broja eritrocita, tako da su prose¢ne vrednosti
ovog parametra u krvi pacova iznosile: 7,3440,58x10'%/L kod PEK 50,
7,07+0,32x10'*/L kod PEK 100, 7,08+0,21x10"*/L kod HEK 100, 6,95+0,52x10"*/L
kod HEK 200, 7,86+1,34x10"*/L kod MEK 200 i 7,38+0,50x10'*/L, 7,5040,74x10"*/L i
8,5240,84x10'%/L posle primene vodenog ekstrakta kukureka u dozi 50, 100 ili 200
mg/kg TM. Pad broja eritrocita u odnosu na kontrolnu grupu utvrden je kod grupa PEK
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200 (6,72+0,81x10'%/L), HEK 50 (6,42+0,53x10'%/L), MEK 50 (6,21+0,30x10'%/L) i
MEK 100 (6,63+0,94x10'%/L). Grupa kojoj je trokratno aplikovan deksametazon je
imala prosetnu vrednost eritrocita 7,50+0,85x10'%/L, a kod grupa koje su tri dana
tretirane deksametazonom, a Cetvrtog dana su primile fizioloski rastvor, metanolni ili
vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM zabelezene vrednosti ovog parametra
su  bile:  7,98+1,06x10'%L  (FR), 7,27+1,82x10'%/L, 6,85+0,98x10'%/L i
8,02+1,04x10'/L (MEK), 8,29+0,59x10'%/L, 7,37+1,18x10"%/L i 7,94+0,93x10'%/L
(EK).

Tabela 5.1.10.a. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
eritrocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR NSZ NSZ NSZ
PEK 50 - NSZ NSZ
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Rezultati analize statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
eritrocita u krvi kontrolne grupe i 24h posle aplikacije razlicitih doza petroletarskog
ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM), prikazani u tabeli 5.1.10.a., ukazuju da nije bilo
statisticki znac¢ajnih razlika izmedu oglednih grupa i kontrolne grupe, kao niti izmedu

samih oglednih grupa (P>0,05).

Tabela 5.1.10.b. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
eritrocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,05 NSZ NSZ
HEK 50 - P<0,05 NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Analiza statisticke znacCajnosti razlika izmedu prosecnih vrednosti broja
eritrocita u krvi kontrolne grupe i oglednih grupa posle aplikacije 50, 100 ili 200 mg/kg
TM hloroformskog ekstrakta, prikazana u tabeli 5.1.10.b., ukazuje da su statisticki
znacajne razlike postojale samo izmedu grupe HEK 50 u odnosu na kontrolnu grupu 1
grupu HEK 100, pri ¢emu je niza vrednost utvrdena kod grupe tretirane ekstraktom

kukureka u dozi 50 mg/kg TM (P<0,05).
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Tabela 5.1.10.c. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja

eritrocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,05 NSZ NSZ
MEK 50 - NSZ P<0,01
MEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Srednja vrednost broja eritrocita u krvi pacova grupe MEK 50 je bila statistic¢ki
znacajno niza nego u krvi pacova kontrolne grupe (P<0,05), kao i u odnosu na grupu
tretiranu sa MEK 200 mg/kg TM 1 to na nivou znacajnosti od P<0,01. Vrednosti ovog
parametra posle aplikacije fizioloskog rastvora kontrolnoj grupi i metanolnog ekstrakta
u dozama od 100 1 200 mg/kg TM oglednim grupama su se razlikovale, ali te razlike
nisu bile statisticki znacajne (P>0,05). ProseCan broj eritrocita zabeleZzen kod grupe
MEK 100 je bio ve¢i nego kod MEK 50 i manji nego kod MEK 200, ali utvrdene
razlike nisu bile signifikantne (P>0,05) (Tabela 5.1.10.c.).

Tabela 5.1.10.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
eritrocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR P<0,05 P<0,05 P<0,01
EK 50 - NSZ P<0,05
EK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz rezultata analize statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
broja eritrocita u krvi kontrolne grupe i 24h posle aplikacije EK (Tabela 5.1.10.d.),
zapaza se da je u odnosu na kontrolnu grupu povecanje broja eritrocita bilo statisticki
signifikantno kod grupa kojima je aplikovano po 50 1 100 mg/kg TM ekstrakta (P<0,05)
1 statisticki vrlo znacajno posle tretmana pacova ekstraktom kukureka u dozi od 200
mg/kg TM (P<0,01). Ogledna grupa EK 200, kod koje je zabelezen najveéi prosecan
broj eritrocita, imala je statisticki znacajno veci broj eritrocita u odnosu na grupe EK 50
1 EK 100 (P<0,05), kod kojih su se vrednosti ovog parametra razlikovale, ali te razlike

nisu bile statisticki znacajne (P>0,05).
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Tabela 5.1.10.e. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja

eritrocita u krvi 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEKS50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (321?&@ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ
e NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ

e | Nsz NSZ NSZ NSZ NSZ

o, | P<0.05 | P<001 | Nsz NSZ

e | NSz NSZ NSZ

ey NSZ NSZ

o |

NSZ — nije statisticki znacajno

1z ocene statisticke znacajnosti razlika u srednjim vrednostima broja eritrocita u
krvi pacova prikazane u tabeli 5.1.10.e., zapaza se da utvrdene razlike izmedu
ispitivanih grupa nisu bile signifikantne, osim nize vrednosti ovog parametra zabelezene
u grupi DM1+MEK100 u odnosu na DM1+MEK200 (na nivou znacajnosti P<0,05) i
DMI+EKS50 (na nivou znacajnosti P<0,01).

5.1.11. Broj trombocita (Tr)

Rezultati odredivanja broja trombocita u krvi pacova 24h nakon intramuskularne
aplikacije fizioloskog rastvora kontrolnoj grupi i 50, 100 ili 200 mg/kg petroletarskog,
hloroformskog, metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka oglednim grupama, kao 1
24h nakon intramuskularne aplikacije deksametazona tri dana i 24h nakon trokratne
aplikacije deksametazona, a Cetvrtog dana fizioloskog rastvora, metanolnog ili vodenog
ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM su prikazani u tabeli 5.1.11. U tabelama
5.1.11.a., 5.1.11.b.,, 5.1.11.c,, 5.1.11.d. 1 5.1.11.e. su dati rezultati analize statisticke

znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja trombocita u krvi ispitivanih grupa.
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Tabela 5.1.11. Osnovni statisticki parametri za broj trombocita (10°/L) u krvi pacova
kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 723,14 178,68 67,53 24,71 485-933
PEK 50 762,29 93,11 35,19 12,21 619-887
PEK 100 1198,57 110,36 41,71 9,21 1060-1387
PEK 200 897,43 118,41 44,76 13,19 723-1071
HEK 50 681,00 66,41 25,10 9,75 606-774
HEK 100 657,57 85,35 32,26 12,98 583-842
HEK 200 651,57 54,72 20,68 8,40 575-710
MEK 50 1018,43 94,10 35,57 9,24 887-1142
MEK 100 710,14 113,48 42,89 15,98 520-858
MEK 200 705,00 127,61 48,23 18,10 579-889
EK 50 370,57 139,85 52,86 37,74 153-541
EK 100 560,29 191,60 72,42 34,20 329-772
EK 200 824,29 180,69 68,29 21,92 418-922
DM1 618,57 169,92 64,22 27,47 347-842
DM1+FR 536,14 82,94 31,35 15,47 390-642
DM1+MEKS0 831,14 116,65 44,09 14,03 679-967
DM1+MEK100 394,29 140,55 53,12 35,65 263-611
DM1+MEK200 571,14 237,36 89,71 41,56 315-859
DMI1+EK50 641,00 105,28 39,79 16,42 448-753
DM1+EK100 420,86 60,95 23,04 14,48 323-526
DM1+EK200 560,57 78,39 29,63 13,98 485-701

Rezultati dobijeni odredivanjem broja trombocita, prikazani su u tabeli 5.1.11. 1
ukazuju da je najmanji broj trombocita registrovan kod ogledne grupe pacova EK 50,
370,57+139,85x10°/L krvi, a najveéi kod grupe PEK 100, 1198,57+110,36x10°/L. Kod
kontrolne grupe broj trombocita je iznosio 723,14+178,68x10°/L krvi, dok je porast
broja trombocita zabelezen u grupama: PEK 50 i PEK 200 (762,29+93,11x10°/L odn.
897,43+118,41x10°/L), ~MEK 50  (1018,43£94,10x10°/L) i EK 200
(824,29+180,69x10°/L). U ostalim grupama tretiranim ekstraktom kukureka, ova
vrednost u krvi je bila niza i iznosila je: 681,00+66,41x10°/L kod HEK 50,
657,57+85,35x10°/L  kod HEK 100, 651,57+54,72x10°/L  kod HEK 200,
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710,14+113,48x10°/L kod MEK 100,  705,00+127,61x10°/L kod MEK 200 i
560,291191,6O><109/L kod EK 100. Zabelezene vrednosti broja trombocita su iznosile
618,57+£169,92x% 10°/L nakon trokratne aplikacije deksametazona, a 24h nakon aplikacije
deksametazona tri dana i Cetvrtog dana fizioloskog rastvora 536,14i82,94X109/L,
metanolnog  ekstrakta kukureka u dozi 50, 100 ili 200 mgkg TM:
831,14+116,65x10°/L, 394,29+140,55x10°/L i 571,14+237,36x10°/L i vodenog
ekstrakta u prethodno navedenim dozama: 641,00+=105,28x 10%/L, 420,86+60,95%10°/L i
560,57+78,39x10°/L.

Tabela 5.1.11.a. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
trombocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR NSZ P<0,001 P<0,05
PEK 50 - P<0,001 P<0,05
PEK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znacajno

Ocena statisticke znacajnosti razlika u srednjim vrednostima trombocita izmedu
pacova kontrolne grupe i oglednih grupa nakon aplikacije petroletarskog ekstrakta
razli¢itih doza, prikazana je u tabeli 5.1.11.a. Razlika u broju trombocita u krvi pacova
24h posle aplikacije 50 mg/kg TM ekstrakta nije bila statisticki znac¢ajna u odnosu na
kontrolnu grupu (P>0,05), dok je znacajno povecanje broja trombocita u odnosu na
kontrolnu grupu utvrdeno nakon primene ekstrakta u dozi od 100 mg/kg TM (P<0,001) i
200 mg/kg TM (P<0,05). Statisticki znacajno veci broj trombocita je bio u grupi PEK
100 u odnosu na grupe PEK 50 (P<0,001) i PEK 200 (P<0,05), kao i u grupi PEK 200 u
odnosu na grupu PEK 50 (P<0,05).

Tabela 5.1.11.b. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
trombocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR NSZ NSZ NSZ
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Iz rezultata analize statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti

broja trombocita u krvi pacova kontrolne grupe i posle aplikacije 50, 100 ili 200 mg/kg

148




TM hloroformskog ekstrakta, prikazanih u tabeli 5.1.11.b., zapaza se da nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa (P>0,05).

Tabela 5.1.11.c. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
trombocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,01 NSZ NSZ
MEK 50 - P<0,001 P<0,001
MEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Utvrdene su niZe vrednosti broja trombocita u grupama MEK 100 i MEK 200 u
odnosu na kontrolnu grupu, ali razlike nisu bile statisticki znacajne (P>0,05). Vrednost
ovog parametra nakon primene MEK 50 mg/kg TM bila je znacajno veca u odnosu na
kontrolnu grupu (P<0,01) i ogledne grupe MEK 100 i MEK 200 na nivou znac¢ajnosti od
P<0,001. Izmedu srednjih vrednosti broja trombocita grupa tretiranih sa 100 i 200
mg/kg TM metanolnog ekstrakta nije postojala statisticki signifikantna razlika (P>0,05)
(Tabela 5.1.11.c.).

Tabela 5.1.11.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
trombocita u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR P<0,01 NSZ NSZ
EK 50 - P<0,05 P<0,001
EK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.1.11.d., zapaza se odsustvo statisticke
znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja trombocita grupa EK 100 i EK 200
u odnosu na kontrolnu grupu (P>0,05) i znacajno smanjenje ove vrednosti posle
aplikacije 50 mg/kg TM vodenog ekstrakta u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,01).
Pacovi kojima je krv uzorkovana 24h posle tretmana ekstraktom u dozi od 200 mg/kg
TM su imali znacajno veéi broj trombocita u odnosu na grupu tretiranu sa 50 mg/kg TM
ekstrakta, pri ¢emu je nivo znacajnosti iznosio P<0,001, dok u odnosu na grupu tretiranu
sa 100 mg/kg ekstrakta, razlika je bila statisticki znac¢ajna na nivou P<0,05. Izmedu
grupa kojima je aplikovan vodeni ekstrakt u dozi 50 1 100 mg/kg TM utvrdena je
statisticki signifikantna razlika (P<0,05), pri ¢emu je veca vrednost broja trombocita

zabeleZena posle aplikovanja vece doze.
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Tabela 5.1.11.e. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti broja
trombocita u krvi 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a cetvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEKS50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (31)(&1121) NSZ | P<0,05 | P<005 | NSZ NSZ | P<0,05 | NSz
DPMRI+ P<0,001 P<0,05 NSZ NSZ P<0,05 NSZ

ey | P<0001 | P<0,01 | P<001 | P<0,001 | P<0,001

vomle | P<005 | P<001 | NSz | P<0,05

s | Nszo | P<001 | Nsz

DML | P00l | Nsz

o o

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statisticke znaCajnosti razlika prikazana u tabeli 5.1.11.e., ukazuje da u
odnosu na grupu kojoj je trokratno aplikovan deksametazon, srednja vrednost broja
trombocita je bila znacajno veca kod grupe koja je nakon deksametazona tretirana
metanolnim ekstraktom u dozi 50 mg/kg TM (P<0,05) i signifikantno niza kod grupa
koje su dobile po 100 mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta (P<0,05), dok
utvrdene razlike nisu bile signifikantne u odnosu na ostale ispitivane grupe (P>0,05).
Vrednost ovog parametra kod grupe kojoj je nakon deksametazona aplikovan fizioloski
rastvor, je bila zna¢ajno niza nego kod grupe DM1+MEKS50 (na nivou znacajnosti od
P>0,001) 1 visa nego kod DMI1+MEK100 i DMI+EKI100 (P<0,05), a malo se
razlikovala u odnosu na ostale grupe, tako da utvrdene razlike nisu bile znacajne. Grupa
koja je posle deksametazona tretirana metanolnim ekstraktom u dozi 50 mg/kg T™M je
imala najveci prosecan broj trombocita, tako da su razlike bile visoko signifikantne u
odnosu na DM1+MEK 100, DM1+EK100 i DM1+EK200 (P<0,001) i vrlo signifikantne
u odnosu na DM1+MEK200 i DM1+EKS50 (P<0,01). Najnize vrednosti ovog parametra
zabelezene kod grupa DM1+MEK100 i DM1+EK100 bile su znaéajno nize nego kod
DMI+MEK200 (na nivou znacajnosti od P<0,05 i P<0,01), DM1+EKS50 (P<0,01) i
DM1+EK200 (na nivou znac¢ajnosti od P<0,05 i1 P<0,01). Izmedu ostalih oglednih grupa
nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima broja trombocita

(P>0,05).
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5.1.12. Koncentracija hemoglobina (Hb g/L)

U tabeli 5.1.12. je dat prikaz rezultata dobijenih odredivanjem koncentracije
hemoglobina u krvi pacova 24h nakon IM aplikacije FR kontrolnoj grupi i
petroletarskog, hloroformskog, metanolnog i vodenog ekstrakta kukureka, u dozi 50,
100 ili 200 mg/kg TM oglednim grupama, kao i 24h nakon IM aplikacije DM tri dana i
24h nakon trokratne aplikacije DM, a Cetvrtog dana FR, MEK ili EK u dozi 50, 100 ili
200 mg/kg TM. Analiza statisticke znacajnosti utvrdenih razlika u srednjim vrednostima

ovog parametra je data u tabelama 5.1.12.a., 5.1.12.b., 5.1.12.c., 5.1.12.d.1 5.1.12.e.

Tabela 5.1.12. Osnovni statisticki parametri za koncentraciju hemoglobina (g/L) u krvi
pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg

TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa fizioloskim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 118,14 2,41 0,91 2,04 115-121
PEK 50 121,43 4,93 1,86 4,06 114-129
PEK 100 147,71 7,04 2,66 4,77 139-156
PEK 200 137,14 18,79 7,10 13,70 109-158
HEK 50 124,86 6,52 2,46 5,22 115-134
HEK 100 133,71 4,42 1,67 3,31 130-143
HEK 200 131,43 9,11 3,44 6,93 114-141
MEK 50 135,43 7,74 2,93 5,72 124-146
MEK 100 138,00 12,18 4,60 8,83 123-156
MEK 200 133,29 18,65 7,05 13,99 104-154
EK 50 147,71 7,70 2,91 5,21 139-161
EK 100 135,86 10,32 3,90 7,60 124-151
EK 200 137,71 12,75 4,82 9,26 114-155
DM1 125,29 14,01 5,29 11,18 95-136
DM1+FR 122,29 10,36 3,91 8,47 113-141
DM1+MEKS0 123,14 15,04 5,68 12,21 104-140
DM1+MEK100 116,00 14,71 5,56 12,68 104-138
DM1+MEK200 135,71 12,46 4,71 9,18 113-148
DM1+EK50 132,00 7,21 2,73 5,46 125-147
DM1+EK100 118,29 8,90 3,36 7,53 109-130
DMI1+EK200 120,86 10,96 4,14 9,07 102-132
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Srednja vrednost koncentracije hemoglobina u krvi kontrolne grupe pacova je
iznosila 118,14+2,41 g/L, a niza vrednost je zabelezena samo u grupi koja je tri dana
primala deksametazon, a Cetvrtog dana je tretirana sa 100 mg/kg TM metanolnog
ekstrakta (116,00+14,71 g/L krvi). Porast koncentracije hemoglobina u krvi pacova je
registrovan kod svih grupa 24h posle aplikacije 50, 100 ili 200 mg/kg TM ekstrakta:
petroletarskog (121,43+4,93 g/L, 147,71+7,04 g/L i 137,14+18,79 g/L), hloroformskog
(124,86+6,52 g/L, 133,71+4,42 g/L. 1 131,4349,11 g/L), metanolnog (135,43+7,74 g/L,
138,00+12,18 g/L 1 133,29+18,65 g/L) i vodenog (147,71+7,70 g/L, 135,86+10,32 g/L i
137,71£12,75 g/L). Povecanje vrednosti ovog parametra je zabelezeno 1 nakon
trokratnog aplikovanja deksametazona (125,29+14,01 g/L) 1 kod grupa koje su tri dana
tretirane deksametazonom, a Cetvrtog dana su primile fizioloski rastvor (122,29+10,36
g/L), metanolni ekstrakta u dozi 50 mg/kg TM (123,14+15,04 g/L) ili 200 mg /kg TM
(135,71£12,46 g/L), vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM (132,00+7,21 g/L,
118,29+8,90 g/L 1 120,86+10,96 g/L) (Tabela 5.1.12.).

Tabela S.1.12.a. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije hemoglobina u krvi kontrolne grupe i1 posle aplikacije PEK (50, 100 ili
200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR NSZ P<0,01 P<0,05
PEK 50 - P<0,01 P<0,05
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Ocena statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti koncentracije
hemoglobina, izloZena u tabeli 5.1.12.a., ukazuje da su pacovi kontrolne grupe imali
statisticki znacajno nizu koncentraciju hemoglobina u odnosu na grupe PEK 100
(P<0,01) 1 PEK 200 (P<0,05), dok u odnosu na grupu PEK 50 nije utvrdena statistic¢ki
znacajna razlika (P>0,05). Grupa kojoj je aplikovan ekstrakt u dozi od 50 mg/kg TM je
imala signifikantno niZzu vrednost koncentracije hemoglobina u odnosu na grupe 24h
posle aplikacije 100 mg/kg TM ekstrakta (P<0,01) 1 200 mg/kg TM ekstrakta (P<0,05).
Izmedu grupa PEK 100 i PEK 200 nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika (P>0,05).
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Tabela 5.1.12.b. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti

koncentracije hemoglobina u krvi kontrolne grupe i1 posle aplikacije HEK (50, 100 ili

200 mg/kg TM)
HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR NSZ P<0,05 P<0,05
HEK 50 - P<0,05 NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz analize prikazane u tabeli 5.2.12.b. se zapaza znacajno povecanje srednje
vrednosti koncentracije hemoglobina kod oglednih grupa HEK 100 i HEK 200 u odnosu
na kontrolnu grupu (P<0,05), dok vec¢a vrednost ovog parametra kod grupe HEK 50 u
odnosu na kontrolu, nije signifikantna (P>0,05). Vrednost ovog parametra je znacajno
niza kod grupe kojoj je aplikovano 50 mg/kg TM ekstrakta, nego kod grupe tretirane sa
100 mg/kg TM (P<0,05), a niza vrednost u odnosu na grupu koja je dobila 200 mg/kg
TM ekstrakta nije statisticki znacajna (P>0,05). Razlika u prosecnoj koncentraciji

hemoglobina izmedu grupa HEK 100 i HEK 200 nije bila signifikantna (P>0,05).

Tabela S5.1.12.c. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije hemoglobina u krvi kontrolne grupe 1 posle aplikacije MEK (50, 100 ili
200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,05 P<0,05 P<0,05
MEK 50 - NSZ NSZ
MEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Srednja vrednost koncentracije hemoglobina u krvi kontrolne grupe pacova je
bila niza nego kod oglednih grupa kod kojih aplikovan metanolni ekstrakt u dozi 50,
100 ili 200 mg/kg TM, pri ¢emu su razlike bile na nivou znacajnosti P<0,05. Izmedu
oglednih grupa 24h posle aplikacije razli¢itih doza metanolnog ekstrakta nije utvrdena

statisticka znacajnost razlika (P>0,05) (Tabela 5.1.12.c.).

Tabela 5.1.12.d. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije hemoglobina u krvi kontrolne grupe 1 posle aplikacije EK (50, 100 ili 200

mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR P<0,01 P<0,05 P<0,05
EK 50 - P<0,05 NSZ
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno
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Iz analize prikazane u tabeli 5.1.12.d., zapazaju se statisticki znaCajne razlike u
srednjim vrednostima koncentracije hemoglobina izmedu kontrolne i oglednih grupa,
pri ¢emu je grupa 24h posle primene 50 mg/kg TM vodenog ekstrakta imala znacajno
vecu vrednost koncentracije hemoglobina na nivou znacajnosti od P<0,01, a grupe
tretirane ekstraktom u dozi od 100 ili 200 mg/kg TM na nivou znacajnosti od P<0,05.
Uocena je statisticki znacajno niza vrednost koncentracije hemoglobina kod grupe EK
100 u odnosu na grupu EK 50 (P<0,05) i niza vrednost ovog parametra u odnosu na
grupu EK 200 koja nije 1 statisticki znacajna (P>0,05). Razlika u srednjim vrednostima
koncentracije hemoglobina kod grupa koje su tretirane sa 100 ili 200 mg/kg TM
vodenog ekstrakta nije bila signifikantna (P>0,05).

Tabela S.1.12.e. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije hemoglobina u krvi 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a
Cetvrtog dana FR, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DMI1+
FR MEKS50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200
|| (3])(?::21) NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ
gy NSZ NSZ | P<0,05 | NSz NSZ NSZ
e | Nsz NSZ NSZ NSZ NSZ
ots 1 P<0,05 | P<0,05 | NSz NSZ
e, | NSz | P<0,05 | P<0,05
DV | P<0,05 | P<0,05
B0 | NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz rezultata analize date u tabeli 5.1.12.e., uocava se da su grupe sa najve¢om
prosecnom vrednoS¢u koncentracije hemoglobina, DM1+MEK200 i DMI1+EKS50,
izmedu kojih je utvrdena mala, nesignifikantna razlika (P>0,05), imale statisti¢ki
znacajno vece vrednosti ovog parametra u odnosu na grupe DMI1+MEK100,
DMI+EK100 i DMI1+EK200 (P<0,05), a na istom nivou znacajnosti je i veéa vrednost
sadrzaja hemoglobina kod grupe DM1+MEK200 u odnosu na grupu koja je nakon
trokratne aplikacije deksametazona tretirana fizioloskim rastvorom. Ove vrednosti su se
izmedu ostalih ispitivanih grupa razlikovale, ali te razlike nisu bile signifikantne

(P>0,05).
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5.1.13. Hematokritska vrednost (Hct %)

U tabeli 5.1.13. su dati rezultati odredivanja hematokritske vrednosti u krvi
pacova 24h nakon IM aplikacije fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i 50, 100 ili 200
mg/kg TM petroletarskog, hloroformskog, metanolnog i vodenog ekstrakta kukureka
oglednim grupama, kao i 24h nakon IM aplikacije DM tri dana i 24h nakon trokratne
aplikacije DM, a cetvrtog dana FR, MEK ili EK u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200
mg/kg TM). Analiza statisticke znaCajnosti utvrdenih razlika izmedu srednjih vrednosti

hematokrita je prikazana u tabelama 5.1.13.a., 5.1.13.b., 5.1.13.c., 5.1.13.d. 1 5.1.13.e.

Tabela 5.1.13. Osnovni statisticki parametri za hematokritsku vrednost (%) pacova
kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili

deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 38,11 1,11 0,42 2,90 37,00-40,00
PEK 50 33,09 2,01 0,76 6,09 30,60-36,70
PEK 100 41,99 2,28 0,86 5,43 39,00-45,30
PEK 200 37,60 4,65 1,76 12,35 31,20-42,70
HEK 50 35,46 1,74 0,66 4,90 32,40-38,00
HEK 100 36,17 1,09 0,41 3,00 35,10-38,00
HEK 200 36,57 2,31 0,87 6,33 32,00-38,70
MEK 50 37,74 1,72 0,65 4,56 35,50-40,50
MEK 100 37,97 3,74 1,41 9,84 32,70-43,20
MEK 200 41,20 6,16 2,33 14,94 33,10-47,80
EK 50 38,36 2,22 0,84 5,78 35,70-41,90
EK 100 37,81 3,34 1,26 8,84 31,90-41,80
EK 200 44,57 4,16 1,57 9,32 38,50-49,40
DM1 41,20 5,09 1,92 12,35 30,90-44,90
DM1+FR 35,10 3,39 1,28 9,66 30,30-40,10
DM1+MEKS0 38,84 4,48 1,69 11,52 32,30-45,40
DM1+MEK100 30,13 4,53 1,71 15,04 26,60-37,60
DM1+MEK200 40,60 4,83 1,82 11,89 33,40-45,10
DMI1+EK50 45,01 2,82 1,07 6,26 41,30-50,40
DM1+EK100 36,37 2,92 1,11 8,04 33,70-41,60
DM1+EK200 41,20 3,38 1,28 8,20 35,20-43,70
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Rezultati ispitivanja hematokritske vrednosti prikazani u tabeli 5.1.13., ukazuju
da je prosetna hematokritska vrednost kod kontrolne grupe pacova iznosila
38,11+1,11%, a od grupa kojima je aplikovan samo ekstrakt kukureka, najvisa srednja
vrednost je zabelezena kod grupe koja je primila vodeni ekstrakt u dozi od 200 mg/kg
T™ (44,57+4,16%). Kod ostalih oglednih grupa 24h posle aplikacije 50, 100 ili 200
mg/kg TM ekstrakta ove vrednosti su bile: 33,09+2,01%, 41,99+2,28% 1 37,60+4,65%
posle primene petroletarskog ekstrakta, 35,46+1,74%, 36,17+1,09% i 36,57+2,31%
posle tretmana hloroformskim ekstraktom, 37,74+1,72%, 37,97+3,74% 1 41,20+6,16%
nakon tretmana metanolnim ekstraktom. Kod grupe EK 50 je zabelezena hematokritska
vrednost od 38,36+2,22%, a kod grupe EK 100 od 37,81£3,34%. Grupa kojoj je
trokratno aplikovan deksametazon je imala proseCnu vrednost hematokrita
41,20+5,09%, a kod grupa koje su tri dana tretirane deksametazonom, a Cetvrtog dana
su primile fizioloski rastvor, metanolni ili vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg
TM zabeleZene vrednosti ovog parametra su bile: 35,10+£3,39% (FR), 38,84+4,48%,
30,13+4,53% 1 40,60+4,83% (MEK), 45,01£2,82%, 36,374+2,92% i 41,20+3,38% (EK).

Tabela S5.1.13.a. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
hematokrita kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR P<0,001 P<0,05 NSZ
PEK 50 - P<0,001 P<0,05
PEK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih hematokritskih vrednosti
prikazana u tabeli 5.1.13.a., ukazuje na postojanje statisticki znacajno vece vrednosti
hematokrita u grupi PEK 100 u odnosu na kontrolnu i grupu PEK 200 (P<0,05), kao i
grupu PEK 50 (P<0,001). Veca hematokritska vrednost je registrovana kod kontrolne
grupe u odnosu na grupu tretiranu sa 50 mg/kg TM ekstrakta i to na nivou visoko
signifikantne razlike (P<0,001), i u odnosu na grupu kojoj je aplikovano 200 mg/kg
ekstrakta ali razlika nije bila statisticki znacajna (P>0,05). Ustanovljena je znacajno
manja vrednost ovog parametra kod grupe PEK 50 u odnosu na grupu PEK 200
(P<0,05).
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Tabela 5.1.13.b. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti

hematokrita kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,05 P<0,05 P<0,05
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Srednja vrednost hematokrita kontrolne grupe pacova je bila vec¢a nego kod
oglednih grupa kod kojih aplikovan hloroformski ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg
TM, pri ¢emu su razlike bile statisticki znacajne na nivou znacajnosti P<0,05. Izmedu
oglednih grupa 24h posle aplikacije razliCitih doza hloroformskog ekstrakta nije
utvrdena statisti¢ka znacajnost razlika (P>0,05) (Tabela 5.1.13.b.).

Tabela 5.1.13.c. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
hematokrita kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR NSZ NSZ P<0,05
MEK 50 - NSZ P<0,05
MEK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Nisu zapazene statisticki znacajne razlike srednjih hematokritskih vrednosti
izmedu oglednih grupa MEK 50 i MEK 100 u odnosu na kontrolnu grupu, kao niti
izmedu samih navedenih oglednih grupa (P>0,05). Grupa kojoj je aplikovano 200
mg/kg TM metanolnog ekstrakta je imala statisticki znacajno vecu vrednost hematokrita
nego kontrolna grupa i grupe tretirane sa 50 ili 100 mg/kg TM ekstrakta (P<0,05)
(Tabela 5.1.13.c.).

Tabela 5.1.13.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
hematokrita kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR NSZ NSZ P<0,01
EK 50 - NSZ P<0,01
EK 100 - - P<0,01

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.1.13.d., zapaza se da ne postoji statisticki
znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti hematokrita oglednih grupa EK 50 i EK 100

u odnosu na kontrolnu grupu, kao niti izmedu samih navedenih oglednih grupa
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(P>0,05). Statisticki znacajno veca vrednost hematokrita je registrovana u grupi EK 200
u odnosu na kontrolnu grupu i grupe tretirane sa 50 ili 100 mg/kg TM vodenog

ekstrakta i to na nivou vrlo signifikantne razlike (P<0,01).

Tabela S.1.13.e. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
hematokrita 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana fizioloskog
rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DMI1+

FR MEK50 MEK100 | MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| oy | P<00s | NSz | P00l | NSz NSZ | P<0,05 | Nsz
DPMRI+ NSZ P<0,05 | P<0,05 | P<0,001 NSZ P<0,05

iy | P<0.01 | Nsz | P<001 | Nsz NSZ

vt | P<0.01 | P<0,001 | P<005 | P<0,01

ol NSz | NSz | Nsz

DMIv | p<0001 | Nsz

pe | oo

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz rezultata analize date u tabeli 5.1.13.e., uoCava se statisticki znacajno veca
vrednost hematokrita posle trokratne aplikacije deksametazona pacovima, u odnosu na
grupe koje su nakon deksametazona jednokratno tretirane fizioloSkim rastvorom
(P<0,05), sa 100 mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta (P<0,01 odn. P<0,05).
Prose¢na vrednost ovog parametra kod pacova koji su nakon deksametazona dobili
fizioloski rastvor, je bila znacajno visa u odnosu na grupu DM1+MEK100 (P<0,05), a
niza nego kod grupa DM1+MEK200 i DM1+EK200 (na nivou znacajnosti P<0,05) i
DMI1+EKS50 (na nivou znacajnosti P<0,001). Najveca hematokritska vrednost je
utvrdena u grupi DM1+EKS50, pri ¢emu je razlika izmedu ove i grupe DM1+MEKS50
bila vrlo signifikantna (P<0,01), a u odnosu na grupe tretirane sa po 100 mg/kg TM
metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka razlika je bila na viSem nivou znacajnosti
(P<0,001). Najnizi hematokrit je registrovan u grupi DM1+MEKI100 i ta vrednost je
bila znacajno niza u odnosu na utvrdene vrednosti kod DM1+MEKS50, DM1+MEK200 i
DMI1+EK200 (P<0,01) i DM1+EK100 (P<0,05). Grupa DM1+EK200 je imala zna¢ajno
vecu hematokritsku vrednost nego DM 1+EK 100 (P<0,05).
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5.2. REZULTATI ISPITIVANJA PARAMETARA AKUTNE ZAPALJENSKE
REAKCIJE

5.2.1. Brzina sedimentacije eritrocita u krvi (SE)

Rezultati odredivanja brzine sedimentacije eritrocita posle 15 min, 30 min, 45
min i 60 min u krvi pacova 24h nakon intramuskularne aplikacije fizioloskog rastvora
kontrolnoj grupi i 50, 100 ili 200 mg/kg TM petroletarskog, hloroformskog, metanolnog
ili vodenog ekstrakta kukureka oglednim grupama, kao i 24h nakon intramuskularne
aplikacije deksametazona tri dana i 24h nakon trokratne aplikacije deksametazona, a
Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta u dozi 50, 100 ili
200 mg/kg TM su prikazani u tabelama 5.2.1.A., 5.2.1.B., 5.2.1.C. i 5.2.1.D. Analiza
statisticke znacajnosti utvrdenih razlika izmedu srednjih vrednosti sedimentacije posle
15 min je data u tabelama 5.2.1.a., 5.2.1.b., 5.2.1.c., 5.2.1.d., 5.2.1.e., posle 30 min u
tabelama 5.2.1.f., 5.2.1.g., 5.2.1.h., 5.2.1.i., 5.2.1,j., nakon 45 min u tabelama 5.2.1.k.,
5.2.1.1,5.2.1.5.,5.2.1.m., 5.2.1.n. i nakon 60 min u tabelama 5.2.1.nj., 5.2.1.0., 5.2.1.p.,
52.1r.152.1.s.
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Tabela 5.2.1.A. Osnovni statisticki parametri za brzinu sedimentacije posle 15 min
(mm/15min) u krvi kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili
200 mg/kg TM) 1 deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v

FR 0,43 0,53 0,20 124,72 0-1

PEK 50 0,86 0,38 0,14 44,10 0-1
PEK 100 0,29 0,49 0,18 170,78 0-1
PEK 200 1,00 0,00 0,00 0,00 1-1
HEK 50 2,57 1,27 0,48 49,48 1-5
HEK 100 0,43 0,53 0,20 124,72 0-1
HEK 200 1,57 1,13 0,43 72,16 0-3
MEK 50 5,86 2,27 0,86 38,72 3-10
MEK 100 2,29 1,11 0,42 48,68 1-4
MEK 200 1,71 0,76 0,29 44,10 1-3
EK 50 1,14 1,07 0,40 93,54 0-3
EK 100 3,14 1,68 0,63 53,33 2-6
EK 200 1,43 0,53 0,20 37,42 1-2
DM1 0,14 0,38 0,00 0,00 0-0
DM1+FR 0,71 0,49 0,18 68,31 0-1
DM1+MEKS0 4,86 4,91 1,86 101,16 0-15
DM1+MEK100 1,29 0,49 0,18 37,95 1-2
DM1+MEK200 0,86 0,69 0,26 80,51 0-2
DMI1+EK50 2,43 2,15 0,81 88,50 0-5
DM1+EK100 2,86 0,38 0,14 13,23 2-3
DM1+EK200 3,00 1,83 0,69 60,86 1-6

U tabeli 5.2.1.A. su prikazani rezultati brzine sedimentacije eritrocita u krvi
kontrolne i oglednih grupa posle 15 min. Najnize srednje vrednosti brzine sedimentacije
posle 15 min su imale grupa kojoj je tri dana aplikovan deksametazon 0,14+0,38 mm,
grupa PEK 100 0,29+0,49 mm, kontrolna grupa i grupa HEK 100 po 0,43+0,53 mm.
Kod ostalih oglednih grupa 24h posle aplikacije ekstrakta, zabeleZeno je povecanje
brzine sedimentacije, a prosecne vrednosti su bile: 0,86+0,38 mm i 1,00+0,00 mm posle
primene petroletarskog ekstrakta u dozi 50 1 200 mg/kg TM, 2,57£1,27 mm 1 1,57«1,13
mm posle aplikacije 50 1 200 mg/kg TM hloroformskog ekstrakta, 5,86+2,27 mm,
2,29+1,11 mm i 1,71£0,76 mm nakon primene 50, 100 i 200 mg/kg metanolnog
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ekstrakta i 1,14+1,07mm, 3,14+1,68 mm i 1,43+0,53 mm posle aplikacije 50, 100 i 200
mg/kg vodenog ekstrakta. Vrednosti ovog parametra kod grupa koje su tri dana tretirane
deksametazonom, a Cetvrtog dana su primile fizioloski rastvor su iznosile 0,71+0,49
mm, metanolni ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM: 4,86+4,91 mm, 1,29+0,49
mm 1 0,86+0,69 mm, vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM: 2,43+2,15 mm,
2,86+0,38 mm i 3,00+1,83 mm.

Tabela 5.2.1.a. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE - 15
min u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR NSZ NSZ P<0,05
PEK 50 - P<0,05 NSZ
PEK 100 - - P<0,01

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Iz analize prikazane u tabeli 5.2.1.a., zapaza se povecanje brzine sedimentacije
posle 15 min kod ogledne grupe PEK 50 i smanjenje ove vrednosti kod grupe PEK 100
koje nije bilo signifikantno u odnosu na kontrolnu grupu (P>0,05), dok je veca vrednost
ovog parametra kod grupe PEK 200 u odnosu na kontrolu statisticki znacajna (P<0,05).
Uocena je statisticki znacajno niza vrednost sedimentacije posle 15 min nakon
aplikacije 100 mg/kg TM ekstrakta u odnosu na grupe kojima je aplikovan ekstrakt u
dozi 50 mg/kg T™M (P<0,05) i 200 mg/kg TM (P<0,01). Razlika u vrednostima ovog
parametra kod grupa PEK 50 i PEK 200 nije bila signifikantna (P>0,05).

Tabela 5.2.1.b. Analiza statisticke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —
15 min u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,01 NSZ P<0,05
HEK 50 - P<0,01 NSZ
HEK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znacajno

Statisticki znacajno brza sedimentacija posle 15 min u odnosu na kontrolnu
grupu je zapazena u grupama HEK 50 (nivo znacajnosti P<0,01) i HEK 200 (nivo
znacajnosti P<0,05). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika ove vrednosti kod grupe
HEK 100 u odnosu na kontrolnu grupu, kao niti izmedu grupa HEK 50 1 HEK 200
(P>0,05). Statisticki signifikantno nizu vrednost sedimentacije posle 15 min u krvi je

imala grupa tretirana sa 100 mg/kg TM hloroformskog ekstrakta u odnosu na grupu
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kojoj je aplikovano 50 mg/kg TM ekstrakta (P<0,01), kao i u odnosu na grupu koja je
dobila 200 mg/kg TM ekstrakta 1 to na nivou znacajnosti od P<0,05 (Tabela 5.2.1.b.).

Tabela 5.2.1.c. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —
15 min u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,001 P<0,01 P<0,01
MEK 50 - P<0,01 P<0,001
MEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Analiza statisticke znacajnosti razlika prikazana u tabeli 5.2.1.c., ukazuje da su
statisticki znaCajno vecu brzinu sedimentacije eritrocita posle 15 min u odnosu na
kontrolnu grupu, imali pacovi ogledne grupe MEK 50 i to na nivou znacajnosti od
P<0,001, kao i grupa MEK 100 i MEK 200, ali na nivou znacajnosti od P<0,01. Grupa
koja je tretirana sa 50 mg/kg TM metanolnog ekstrakta je imala statisticki znacajno
vecu brzinu sedimentacije u odnosu na grupe tretirane ekstraktom u dozi od 100 mg/kg
™ (P<0,01) 1 200 mg/kg TM (P<0,001). Izmedu grupa MEK 100 i MEK 200 nije

utvrdena statisticki signifikantna razlika u vrednostima ovog parametra (P>0,05).

Tabela 5.2.1.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —

15 min kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
EK 50 EK 100 EK 200
FR NSZ P<0,01 P<0,05
EK 50 - P<0,05 NSZ
EK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znacajno

U tabeli 5.2.1.d. su prikazani rezultati analize statistiCke znacajnosti razlika
izmedu srednjih vrednosti SE — 15 min kod kontrolne grupe pacova i posle aplikacije
vodenog ekstrakta kukureka. Uocena je statisticki znaCajno veca vrednost ovog
parametra kod grupa EK 100 (P<0,01) i EK 200 (P<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu,
dok veca vrednost SE — 15 min grupe EK 50 nije bila statisticki znac¢ajna u odnosu na
grupu kojoj je aplikovan fizioloski rastvor (P>0,05). Zabelezena je statisticki znacajno
veca brzina sedimentacije posle 15 min kod grupe tretirane ekstraktom u dozi od 100
mg/kg TM u odnosu na grupe kojima je aplikovano 50 ili 200 mg/kg TM vodenog
ekstrakta (P>0,05). Utvrdena razlika ovih vrednosti izmedu grupa EK 50 i EK 200 nije
bila statisticki signifikantna (P>0,05).
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Tabela 5.2.1.e. Analiza statistiCke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —

15 min 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana fizioloSkog
rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+
FR MEK50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200
|| (3])(?:;21) P<0,05 P<0,001 P<0,01 P<0,05 P<0,001 P<0,001 P<0,001
DPMRI+ P<0,001 | P<0,05 NSZ P<0,01 | P<0,01 | P<0,01
1\14)11;41;;0 P<0,01 | P<0,001 | P<0,05 | P<0,05 | P<0,05
oMl | NSz | P<005 | P<001 | P<0,01
o | P<0.05 | P<0.01 | P<0,01
]1)«:1\123 NSZ NSZ
Bkio | N7

NSZ — nije statisticki znacajno

StatistiCki znacajno brza SE - 15 min u odnosu na grupe DM1 i DM1+FR je
konstatovana u grupama koje su nakon trokratne aplikacije deksametazona, Cetvrtog
dana dobile 50 mg/kg metanolnog ekstrakta (P<0,001), 100 mg/kg TM metanolnog
(P<0,01 odn. P<0,05) ili vodenog ekstrakta u dozama 50, 100 ili 200 mg/kg T™
(P<0,001 odn. P<0,01). Razlika u vrednostima sedimentacije izmedu grupa DM1+FR 1
DMI1+MEK200 nije bila statisticki znaCajna (P>0,05), a brza sedimentacije je
zabeleZzena kod ovih grupa u odnosu na DMI1 (P<0,05). Najveéa vrednost ovog
parametra je utvrdena kod grupe DM1+MEKS5O0, a razlika je bila vrlo signifikantna i
visoko signifikantna u odnosu na grupe DM1+MEK100 (P<0,01) i DM1+MEK200
(P<0,001) 1 znacCajna u odnosu na grupe koje su nakon deksametazona tretirane
razli¢itim dozama vodenog ekstrakta (P<0,05). Izmedu grupa DMI1+MEKI100 i
DM1+MEK200 nije utvrdena statisticki znacajna razlika, a SE - 15 min u ovim
grupama je bila sporija nego u grupama DMI+EKS50 (P<0,05), DMI+EKI100 1
DMI1+EK200 (P<0,01). Razlike u brzini sedimentacije eritrocita kod grupa koje su
primile razli¢ite doze vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM) nisu bile
signifikantne (P>0,05) (Tabela 5.2.1.¢.).
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Tabela 5.2.1.B. Osnovni statistiCki parametri za brzinu sedimentacije posle 30 min
(mm/30min) u krvi kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili
200 mg/kg TM) i deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 1,86 0,90 0,34 48,45 1-3
PEK 50 3,29 0,76 0,29 23,01 2-4
PEK 100 1,29 0,49 0,18 37,95 1-2
PEK 200 3,86 1,21 0,46 31,50 2-6
HEK 50 5,43 1,90 0,72 35,04 3-9
HEK 100 2,86 1,21 0,46 42,52 2-5
HEK 200 4,57 2,44 0,92 53,37 2-8
MEK 50 15,00 6,14 2,32 40,92 9-27
MEK 100 6,43 1,90 0,72 29,59 4-10
MEK 200 3,93 0,93 0,35 23,73 2-5
EK 50 7,29 3,59 1,36 49,31 2-12
EK 100 14,00 5,77 2,18 41,24 10-25
EK 200 10,71 0,95 0,36 8,88 10-12
DM1 1,14 0,38 0,14 33,07 1-2
DM1+FR 1,86 0,38 0,14 20,35 1-2
DM1+MEKS0 22,43 11,16 4,22 49,77 10-35
DM1+MEK100 13,29 2,87 1,08 21,60 9-17
DM1+MEK200 8,57 2,88 1,09 33,58 5-13
DM1+EK50 8,86 5,76 2,18 65,00 2-17
DM1+EK100 6,00 1,83 0,69 30,43 5-10
DMI1+EK200 13,00 7,39 2,79 56,87 5-25

Najnize vrednosti brzine sedimentacije eritrocita posle 30 min su zabelezene kod
grupe kojoj je trokratno aplikovan deksametazon (1,14+0,38 mm), grupe koja je dobila
100 mg/kg TM petroletarskog ekstrakta (1,29+0,49 mm), kod kontrolne grupe i grupe
koja je posle deksametazona tretirana fizioloSkim rastvorom (1,86+0,90 mm odn.
1,86+0,38 mm). Ostale ogledne grupe 24h posle aplikacije 50, 100 ili 200 mg/kg TM
ekstrakta kukureka su u odnosu na kontrolnu grupu imale veée vrednosti brzine
sedimentacije posle 30 min u krvi: 5,43+1,90 mm, 2,86+1,21 mm i 4,57+2,44 mm posle
primene hloroformskog ekstrakta, 15,00£6,14 mm, 6,43£1,90 mm i 3,93+0,93 mm

posle tretmana metanolnim ekstraktom, 7,29+3,59 mm, 14,00+5,77 mm i 10,71+0,95
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mm nakon aplikovanja vodenog ekstrakta. Kod grupe PEK 50 zabelezena vrednost SE —
15 min je 3,29+0,76 mm, a kod grupe PEK 200 3,86+1,21 mm. Vrednosti ovog
parametra kod grupa koje su tri dana tretirane deksametazonom, a Cetvrtog dana su
primile metanolni ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM su iznosile: 22,43+11,16
mm, 13,29+2,87 mm 1 8,57+2,88 mm ili vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg
TM: 8,86+5,76 mm, 6,00+1,83 mm i 13,00+7,39 mm (Tabela 5.2.1.B.).

Tabela 5.2.1.f. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE — 30
min u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR P<0,01 NSZ P<0,01
PEK 50 - P<0,001 NSZ
PEK 100 - - P<0,001

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Brzina sedimentacije eritrocita posle 30 min u krvi kontrolne grupe pacova je
bila niza nego kod oglednih grupa kod kojih je aplikovan petroletarski ekstrakt u dozi
501200 mg/kg TM, pri ¢emu su razlike bile statisticki znacajne na nivou znacajnosti od
P<0,01. Vece vrednosti SE - 30 min u krvi kontrolne grupe u odnosu na grupu PEK
100, kao 1 grupe PEK 200 u odnosu na grupu PEK 50 nisu bile signifikantne (P>0,05).
Statisticki visoko signifikantna razlika je registrovana izmedu grupa PEK 50 1 PEK 100,
kao 1 PEK 100 i PEK 200 (P<0,001), pri ¢emu je grupa PEK 100 imala manju brzinu
sedimentacije eritrocita posle 30 min u odnosu na druge dve navedene grupe (Tabela

5.2.1.£).

Tabela 5.2.1.g. Analiza statistiCke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —
30 min u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,001 NSZ P<0,01
HEK 50 - P<0,01 NSZ
HEK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znacajno

Statisticki znacajno vece brzina sedimentacije eritrocita posle 30 min u odnosu
na kontrolnu grupu, zabelezena je u oglednoj grupi posle aplikacije 50 mg/kg T™M
hloroformskog ekstrakta (P<0,001) i u grupi nakon aplikacije 200 mg/kg TM HEK i to
na nivou znacajnosti od P<0,01. Grupa HEK 100 je imala ve¢u vrednost SE — 30 min u

odnosu na kontrolnu grupu, ali ta razlika nije bila statisticki signifikantna (P>0,05), dok
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je niza srednja vrednost sedimentacije u ovoj oglednoj grupi u odnosu na druge dve
ogledne grupe bila statisticki znacajna, pri ¢emu je nivo znacajnosti iznosio P<0,01 (za
grupu HEK 50) i P<0,05 (za grupu HEK 200). Izmedu srednjih vrednosti SE - 30 min
grupa HEK 50 i HEK 200 nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P>0,05) (Tabela
5.2.1.g.).

Tabela 5.2.1.h. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —

30 min kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,01
MEK 50 - P<0,01 P<0,001
MEK 100 - - P<0,05

Iz analize prikazane u tabeli 5.2.1.h., zapaza se povecanje brzine sedimentacije
posle 30 min u krvi pacova oglednih grupa u odnosu na kontrolnu grupu, pri ¢emu su
razlike bile statisticki znacajne na nivou znacajnosti P<0,001 posle tretmana ekstraktom
kukureka u dozi 50 ili 100 mg/kg TM i na nivou znacajnosti P<0,01 nakon aplikovanja
200 mg/kg TM metanolnog ekstrakta. Grupa MEK 200 je imala statisti¢ki zna¢ajno nizu
vrednost sedimentacije u odnosu na grupe MEK 50 (P<0,001) i MEK 100 (P<0,05), kao
1 grupa MEK 100 u odnosu na grupu MEK 50 (P<0,01).

Tabela 5.2.1.i. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE — 30
min kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
EK 50 - P<0,01 P<0,05
EK 100 - - P<0,05

Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti brzine
sedimentacije eritrocita posle 30 min u krvi kontrolne grupe i oglednih grupa posle
aplikacije 50, 100 ili 200 mg/kg TM EK, prikazana u tabeli 5.2.1.i., ukazuje da su
statisticki znacajno vecu vrednost sedimentacije imali pacovi navedenih oglednih grupa
u odnosu na kontrolnu grupu i to na nivou znacajnosti od P<0,001. Grupa EK 100 je
imala statisticki znacajno vecu srednju vrednost SE — 30 min u odnosu na grupe
tretirane sa 50 mg/kg TM ekstrakta (P<0,01) i 200 mg/kg TM ekstrakta (P<0,05).
Uocena je statisticki znacajno veca vrednost ovog parametra kod grupe EK 200 u

odnosu na grupu EK 50 (P<0,05) (Tabela 5.2.1.1.).
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Tabela 5.2.1.j. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE — 30

min 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora,
metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DMi+ | DMI+t | DMI+ | DMIi+ | DMIit | DMi+ | DMI+

FR MEK50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| Gy | P<0.05 | P<0001 | P<0.001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0.001 | P<0,001
DMI+ | p<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001

e | p<0.0s | P<001 | P<001 | P<0,001 | P<005

oMt | P<00s | P<005 | P<001 | NSz

it | Nszo | Nszo | P<0,05

DMIr | Nsz | P<00s

| oo

NSZ — nije statisticki znacajno

Ocena statistiCke znacajnosti razlika u srednjim vrednostima SE - 30 min
prikazana u tabeli 5.2.1.j., ukazuje da je brza sedimentacija eritrocita utvrdena kod
grupe DM1+FR nego kod DM1 (P<0,05), kao i1 da je u odnosu na prethodno navedene
grupe znacajno povecanje ove vrednosti konstatovano kod grupa kojima je tri dana
aplikovan deksametazon, a ¢etvrtog dana po 50, 100 ili 200 mg/kg TM metanolnog ili
vodenog ekstrakta (P<0,001). Brza SE — 30 min je utvrdena i kod DM1+MEKS50 nego
kod DM1+MEK100 (P<0,05), a vrednosti zabelezene kod ove dve grupe su bile vece u
odnosu na ostale ispitivane grupe, ali na razliitim nivoima znacajnosti: P<0,01 odn.
P<0,05 za DM1+MEK200 i DMI1+EK50, P<0,001 odn. P<0,01 za DMI+EKI100 i
P<0,05 odn. nije znacajno za DMI+EK200. Signifikantno veca vrednost brzine
sedimentacije eritrocita posle 30 min (P<0,05) je bila u krvi pacova koji su nakon
deksametazona dobili 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta kukureka, u odnosu na grupe
DMI+MEK200, DM1+EK50 i DM1+EK100, izmedu kojih su zabeleZzene male razlike

koje nisu bile statisticki znacajne (P>0,05).
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Tabela 5.2.1.C. Osnovni statisticki parametri za brzinu sedimentacije posle 45 min
(mm/45min) u krvi kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili
200 mg/kg TM) i deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v

FR 3,14 1,46 0,55 46,58 2-5

PEK 50 4,29 0,76 0,29 17,64 3-5

PEK 100 2,29 0,76 0,29 33,07 1-3
PEK 200 7,71 2,14 0,81 27,72 4-10
HEK 50 8,57 2,76 1,04 32,20 5-14
HEK 100 6,43 3,36 1,27 52,26 3-10
HEK 200 6,61 3,23 1,22 48,85 3-11
MEK 50 23,00 6,14 2,32 26,68 14-34
MEK 100 9,86 2,12 0,80 21,46 8-14
MEK 200 10,00 3,27 1,23 32,66 7-15
EK 50 13,57 6,95 2,63 51,20 5-23
EK 100 23,43 7,57 2,86 32,31 15-36
EK 200 21,71 1,38 0,52 6,36 20-24

DM1 2,36 0,75 0,28 31,73 2-4

DM1+FR 2,71 0,76 0,29 27,85 2-4
DM1+MEK 50 38,71 10,89 4,12 28,13 24-50
DM1+MEK100 25,71 6,50 2,46 25,27 16-32
DM1+MEK200 18,43 6,08 2,30 32,99 12-28
DM1+EK50 26,43 10,52 3,98 39,80 15-45
DM1+EK100 12,00 3,56 1,35 29,66 8-18
DMI1+EK200 24,43 11,21 4,24 45,88 15-45

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.2.1.C. se moze videti da su srednje vrednosti
brzine sedimentacije eritrocita posle 45 min bile najnize kod grupa PEK 100 (2,29+0,76
mm), DM1 (2,36+0,75 mm), DM1+FR (2,71£0,76 mm) 1 kontrolne grupe (3,14+1,46
mm). ZabeleZene vrednosti SE — 45 min posle primene petroletarskog ekstrakta u dozi
501200 mg/kg TM su bile 4,29+0,76 mm i 7,714+2,14 mm. Kod ostalih oglednih grupa
24h posle primene 50, 100 ili 200 mg/kg TM ekstrakta kukureka, utvrdeno je poveéanje
brzine sedimentacije, a prosecne vrednosti su iznosile: 8,57+2,76 mm, 6,43+3,36 mm 1
6,61£3,23 mm posle aplikacije hloroformskog ekstrakta, 23,00+6,14 mm, 9,86+2,12

mm 1 10,00+£3,27 mm nakon primene metanolnog ekstrakta 1 13,57+£6,95 mm,
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23,43+£7,57 mm 1 21,71+1,38 mm posle aplikacije vodenog ekstrakta. Vrednosti ovog
parametra kod grupa koje su tri dana tretirane deksametazonom, a Cetvrtog dana su
primile metanolni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mgkg TM su iznosile:
38,71+10,89 mm, 25,71£6,50 mm 1 18,43+6,08 mm ili vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili
200 mg/kg TM: 26,43+10,52 mm, 12,00+3,56 mm 1 24,43+11,21 mm.

Tabela 5.2.1.k. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —
45 min u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200

FR NSZ NSZ P<0,001
PEK 50 - P<0,001 P<0,01
PEK 100 - - P<0,001

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.2.1.k. se zapaza da nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike izmedu kontrolne i oglednih grupa PEK 50 i PEK 100 (P>0,05), dok je
kod grupe PEK 200 zabeleZena statisticki znacajno veca vrednost brzine sedimentacije
eritrocita nakon 45 min u odnosu na kontrolnu grupu i to na nivou znacajnosti P<0,001.
Grupa kojoj je aplikovano 200 mg/kg TM petroletarskog ekstrakta je imala
signifikantno ve¢u vrednost SE - 45 min u odnosu na grupe tretirane sa 50 mg/kg TM
(P<0,01) 1 100 mg/kg TM ekstrakta (P<0,001). Razlika izmedu srednjih vrednosti ovog
parametra kod grupa PEK 50 i PEK 100 je bila visoko znacajna (P>0,001), pri ¢emu je

veca vrednost utvrdena kod grupe koja je tretirana ekstraktom u dozi 50 mg/kg TM.

Tabela 5.2.1.1. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE — 45
min u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,001 P<0,05 P<0,05
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

U tabeli 5.2.1.1. je prikazano prisustvo statisti¢ki znac¢ajno veée vrednosti brzine
sedimentacije eritrocita posle 45 min u krvi pacova ogledne grupe kojoj je aplikovan
hloroformski ekstrakt u dozi od 50 mg/kg TM u odnosu na kontrolnu grupu i to na
nivou znacajnosti od P<0,001, kao 1 u krvi Zivotinja posle primene ekstrakta u dozi 100

ili 200 mg/kg TM u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,05). Izmedu grupa kojima su

169




aplikovane razli¢ite doze hloroformskog ekstrakta nije zapazena statisticki znaCajna

razlika (P>0,05).

Tabela 5.2.1.1j. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —

45 min kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
MEK 50 - P<0,001 P<0,001
MEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Ogledne grupe tretirane sa 50, 100 ili 200 mg/kg TM metanolnog ekstrakta su
imale statisticki znacajno vecu vrednost brzine sedimentacije eritrocita posle 45 min u
odnosu na kontrolnu grupu, kao i grupa kojoj je aplikovano 50 mg/kg TM ekstrakta u
odnosu na preostale dve ogledne grupe, i to na nivou znacajnosti od P<0,001. Razlika u
ovim vrednostima izmedu grupa MEK 100 i MEK 200 nije bila statisticki znacajna

(P>0,05) (Tabela 5.2.1.1j.).

Tabela 5.2.1.m. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —

45 min kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
EK 50 EK 100 EK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
EK 50 - P<0,01 P<0,01
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.2.1.m. se moze zapaziti da su statisticki
znacajno vece vrednosti brzine sedimentacije eritrocita posle 45 min bile kod oglednih
grupa 24h posle primene 50, 100 ili 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta u odnosu na
kontrolnu grupu (P<0,001). Statisti¢ki vrlo znacajne razlike su postojale izmedu grupe
EK 50 u odnosu na grupe EK 100 1 EK 200 (P<0,01), pri ¢emu je grupa EK 50 imala
nizu vrednost ovog parametra. Utvrdena razlika u srednjim vrednostima sedimentacije
posle 45 min izmedu oglednih grupa EK 100 i EK 200 nije bila statisticki signifikantna
(P>0,05).
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Tabela 5.2.1.n. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —
45 min 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a cCetvrtog dana fizioloskog
rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DMi+ | DMIi+t | DMI+ | DMi+ | DMit | DMi+ | DMI+

FR MEKS50 MEK100 MEK200 EK50 EK100 EK200

|| (31)(&1121) NSZ | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001
DMI+ | p<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001

o+ | P<00s | P<001 | P<0.05 | P<0001 | P<0,05

vomit | P<00s | NSz | P<001 | NSz

ot | P<0.0s | P<0,0s | P<0,05

DMIr | peoor | Nsz

o oo

NSZ — nije statisticki znacajno

StatistiCki znacajno brza SE - 45 min (P<0,001) je konstatovana u grupama koje
su nakon trokratne aplikacije deksametazona, Cetvrtog dana dobile metanolni ili vodeni
ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM, u odnosu na grupe DM1 i DM1+FR, izmedu
kojih razlika nije znacajna (P>0,05). Najveca vrednost ovog parametra je utvrdena kod
grupe DM1+MEKS50, a razlike ove u odnosu na ostale ispitivane grupe su bile na
razli¢itim nivoima znacajnosti: P<0,05 za DM1+MEK100, DM1+EK50 i DM1+EK200,
P<0,01 za DM1+MEK200 i P<0,001 za DM1+EK100. Grupa pacova kojoj je nakon
deksametazona, aplikovano 100 mg/kg TM metanolnog ekstrakta je imala znacajno
brzu sedimentaciju u odnosu na DM1+MEK200 (P<0,05) 1 DM1+EK100 (P<0,01), a
vrednosti su slicne kao kod DMI+EKS50 i DMI+EK200, tako da razlike nisu bile
znacajne (P>0,05). Srednja vrednost SE — 45 min kod grupe DMI+MEK200 je bila
veca nego kod DM1+EK100, a manja nego kod DM1+EK50 i DM1+EK200, pri ¢emu
su sve razlike bile na nivou znacajnosti P<0,05. Najniza vrednost ovog parametra je
zabelezena kod grupe koja je nakon trokratne aplikacije deksametazona, dobila 100
mg/kg TM vodenog ekstrakta kukureka, a razlike ove vrednosti u odnosu na SE — 45
min kod grupa koje su nakon deksametazona dobile vodeni ekstrakt u dozi 50 ili 200
mg/kg TM su bile vrlo signifikantne (P<0,01). Izmedu grupa DMI+EKS50 i
DM1+EK200 nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P>0,05) (Tabela 5.2.1.n.).
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Tabela 5.2.1.D. Osnovni statisticki parametri za brzinu sedimentacije posle 60 min
(mm/60min) u krvi kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili
200 mg/kg TM) i deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 4,57 1,62 0,61 35,40 3-7
PEK 50 8,00 1,53 0,58 19,09 6-10
PEK 100 4,00 1,41 0,53 35,36 2-6
PEK 200 13,00 2,94 1,11 22,65 8-16
HEK 50 10,71 3,59 1,36 33,53 7-18
HEK 100 9,86 4,30 1,62 43,61 6-16
HEK 200 8,57 3,64 1,38 42,52 4-14
MEK 50 27,14 6,77 2,56 24,94 17-39
MEK 100 14,57 2,44 0,92 16,74 12-18
MEK 200 20,43 5,86 2,21 28,66 14-29
EK 50 21,00 10,54 3,98 50,17 10-36
EK 100 31,86 7,76 2,93 24,34 20-42
EK 200 31,71 3,15 1,19 9,92 29-37
DM1 3,86 0,69 0,26 17,89 3-5
DM1+FR 4,14 0,69 0,26 16,66 3-5
DM1+MEKS0 52,86 10,46 3,95 19,80 38-65
DM1+MEK100 45,43 2,37 0,90 5,22 43-50
DM1+MEK200 32,29 5,25 1,98 16,26 26-40
DM1+EK50 39,43 12,09 4,57 30,68 25-60
DM1+EK100 18,86 5,37 2,03 28,46 11-28
DMI1+EK200 37,00 14,45 5,46 39,04 25-60

Srednje vrednosti brzine sedimentacije eritrocita posle 60 min u krvi kontrolne
grupe 1 grupa tretiranih ekstraktom kukureka u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM su
prikazane u tabeli 5.2.1.D.: 4,57+£1,62 mm kod kontrolne grupe, 8,00+1,53 mm,
4,00£1,41 mm 1 13,00+£2,94 mm posle aplikacije petroletarskog ekstrakta, 10,71+3,59
mm, 9,86+4,30 mm i §8,57+43,64 mm posle primene hloroformskog ekstrakta,
27,14+6,77 mm, 14,57+2,44 mm i 20,43+£5,86 mm posle tretmana metanolnim
ekstraktom 1 21,00£10,54 mm, 31,86£7,76 mm 1 31,71+3,15 mm posle aplikacije
vodenog ekstrakta. Iz rezultata prikazanih u ovoj tabeli se moze videti da su najnize

vrednosti ovog parametra zabelezene kod grupe koja je trokratno tretirana
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deksametazonom (3,86+0,69 mm) i grupe kojoj je nakon deksametazona aplikovan
fizioloski rastvor (4,14+0,69 mm). Vrednosti brzine sedimentacije eritrocita posle 60
min kod grupa koje su tri dana tretirane deksametazonom, a Cetvrtog dana su primile
metanolni ili vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM su iznosile: 52,86+10,46
mm, 45,4342,37 mm i 32,29+£5,25 mm (MEK), 39,43+12,09 mm, 18,86+5,37 mm i
37,00+14,45 mm (EK).

Tabela 5.2.1.nj. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —
60 min u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200

FR P<0,01 NSZ P<0,001
PEK 50 - P<0,001 P<0,01
PEK 100 - - P<0,001

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Iz rezultata analize prikazane u tabeli 5.2.1.nj., uoCava se da je u odnosu na
kontrolnu grupu, statisti¢ki znacajno veca vrednost brzine sedimentacije eritrocita posle
60 min bila u krvi pacova posle primene 50 mg/kg TM (P<0,01) i 200 mg/kg TM
petroletarskog ekstrakta (P<0,001), dok vrednost zabelezena u grupi PEK 100 nije
signifikantno niza (P>0,05). Visoko signifikantne razlike (P<0,001) su ustanovljene
izmedu vrednosti sedimentacije grupa PEK 50 1 PEK 200 u odnosu na grupu PEK 100,
pri ¢emu je poslednja navedena grupa imala statisticki znac¢ajno nizu vrednost. Posle
aplikacije 200 mg/kg TM ekstrakta je zabeleZena veca vrednost SE - 60 min nego nakon
aplikacije 50 mg/kg TM (P<0,01).

Tabela 5.2.1.0. Analiza statistiCke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —
60 min u krvi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,01 P<0,01 P<0,01
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz analize date u tabeli 5.2.1.0. se vidi da su sve ogledne grupe posle aplikacije
hloroformskog ekstrakta imale statisticki znacajno vece vrednosti brzine sedimentacije
eritrocita posle 60 min u odnosu na kontrolnu grupu, pri ¢emu su razlike bile vrlo

znacajne (P<0,01). Utvrdene razlike u srednjim vrednostima sedimentacije posle 60 min

173




izmedu oglednih grupa posle primene 50, 100 ili 200 mg/kg TM hloroformskog
ekstrakta nisu bile statisticki signifikantne (P>0,05).

Tabela 5.2.1.p. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —

60 min kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
MEK 50 - P<0,001 NSZ
MEK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Vrednosti brzine sedimentacije eritrocita posle 60 min u krvi pacova oglednih
grupa posle aplikacije metanolnog ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM su bile
statisticki znacajno veée u odnosu na kontrolnu grupu i to na nivou znacajnosti od
P<0,001. Grupa MEK 100 je imala statisti¢ki znacajno nizu vrednost sedimentacije u
krvi u odnosu na druge dve ogledne grupe, pri ¢emu je nivo znacajnosti iznosio P<0,001
(za grupu MEK 50) 1 P<0,05 (za grupu MEK 200). Izmedu pacova tretiranih ekstraktom
u dozi 50 i 200 mg/kg TM nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u vrednostima

sedimentacije posle 60 min (P>0,05) (Tabela 5.2.1.p.).

Tabela 5.2.1.r. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —

60 min kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
EK 50 EK 100 EK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
EK 50 - P<0,05 P<0,05
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti sedimentacije
posle 60 min u krvi kontrolne grupe i oglednih grupa nakon primene razli¢itih doza
vodenog ekstrakta kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM), data je u tabeli 5.2.1.r. i
ukazuje na postojanje statisticki znacajnih razlika (P<0,001), pri ¢emu su vece vrednosti
sedimentacije zabelezene kod oglednih grupa. Ustanovljena je signifikantno veca
vrednost SE — 60 min u krvi pacova grupa EK 100 i EK 200 u odnosu na grupu EK 50
(P<0,05), dok mala razlika u vrednosti ovog parametra izmedu prve dve navedene grupe

nije bila statisticki znacajna (P>0,05).
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Tabela 5.2.1.s. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti SE —
60 min 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana fizioloSkog
rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DMI+ | DMIi+ | DMi+ | DMi+ | DMI+ | DMI+ | DM+

FR MEK50 MEK100 | MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (31)(&1121) NSZ | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001
DM+ | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001

s | NSz | p<0001 | P<0.05 | P<0001 | P<0,05

vomle | p<0001 | NSz | <0001 | Nsz

ot | Nsz | P<0001 | Nsz

DMIv | p<0001 | Nsz

DR | p<0,001

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Ocena statisticke znacajnosti razlika u srednjim vrednostima SE — 60 min,
prikazana u tabeli 5.2.1.s., ukazuje da brina sedimentacije eritrocita utvrdena kod grupe
DMI1+FR nije signifikantno ve¢a nego kod DM1 (P>0,05), kao i da je u odnosu na
navedene grupe, znac¢ajno povecanje ove vrednosti konstatovano kod grupa kojima je tri
dana aplikovan deksametazon, a cetvrtog dana po 50, 100 ili 200 mgkg TM
metanolnog ili vodenog ekstrakta (P<0,001). Brza SE - 60 je utvrdena i kod
DMI1+MEKS50 nego kod DMI1+MEKI100, ali razlika nije bila znacajna (P>0,05).
Vrednosti zabelezene kod ove dve grupe su bile signifikantno veée u odnosu na
DM1+MEK200 (P<0,001). Grupa pacova kojoj je nakon deksametazona aplikovano 50
mg/kg TM metanolnog ekstrakta je imala ve¢u vrednost ovog parametra u odnosu na
grupe koje su cetvrtog dana ogleda dobile 50 ili 200 mg/kg TM (P<0,05) ili 100 mg/kg
TM vodenog ekstrakta (P<0,001). Najsporija sedimentacija nakon 60 min je zabeleZena
u grupi DM1+EK100, a razlika je bila visoko signifikantna (P<0,001) u odnosu na
grupe DM1+MEK100, DM1+MEK200, DMI+EK50 i DM1+EK200. Izmedu ostalih
ispitivanih grupa su utvrdene male razlike u brzini sedimentacije, koje nisu bile

statisticki znacajne (P>0,05).
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5.2.2. Koncentracija albumina u krvnoj plazmi (Alb g/L)

U tabeli 5.2.2. su prikazani rezultati odredivanja koncentracije albumina u
krvnoj plazmi (g/L) pacova 24h nakon IM aplikacije FR kontrolnoj grupi i 50, 100 ili
200 mg/kg TM petroletarskog, hloroformskog, metanolnog ili vodenog ekstrakta
kukureka oglednim grupama, kao i 24h nakon IM aplikacije DM tri dana i 24h nakon
trokratne aplikacije DM, a ¢etvrtog dana FR, MEK ili EK u razli¢itim dozama (50, 100
ili 200 mg/kg TM). Analiza statistiCke znacajnosti razlika u srednjim vrednostima

koncentracije albumina je data u tabelama 5.2.2.a., 5.2.2.b.15.2.2.c.,5.2.2.d.15.2.2.¢.

Tabela 5.2.2. Osnovni statisticki parametri za koncentraciju albumina (g/L) u krvnoj
plazmi kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg

TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa fizioloskim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 35,86 10,64 4,02 29,66 23-51
PEK 50 26,00 4,97 1,88 19,10 20-32
PEK 100 39,86 12,01 4,54 30,12 23-55
PEK 200 37,14 5,87 2,22 15,81 28-45
HEK 50 38,71 5,59 2,11 14,44 30-47
HEK 100 33,57 3,60 1,36 10,72 28-40
HEK 200 44,29 3,68 1,39 8,32 37-48
MEK 50 25,29 5,56 2,10 21,99 21-37
MEK 100 32,29 4,11 1,55 12,73 26-37
MEK 200 24,71 5,85 2,21 23,68 16-30
EK 50 34,43 6,29 2,38 18,28 28-45
EK 100 26,71 3,15 1,19 11,78 21-30
EK 200 25,00 3,00 1,13 12,00 21-29
DM1 37,86 5,21 1,97 13,76 29-45
DM1+FR 31,43 2,15 0,81 6,84 28-34
DM1+MEKS0 31,29 4,50 1,70 14,38 25-36
DM1+MEK100 22,57 8,02 3,03 35,52 13-37
DM1+MEK200 28,57 4,43 1,67 15,50 20-33
DM1+EK50 32,57 6,80 2,57 20,89 21-39
DM1+EK100 28,71 5,02 1,90 17,50 21-35
DMI1+EK200 29,57 1,90 0,72 6,43 27-32
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Iz rezultata prikazanih u tabeli 5.2.2., uoCava se da je proseCna vrednost
koncentracije albumina u krvnoj plazmi kontrolne grupe pacova bila 35,86+10,64 g/L.
Ova vrednost je kod grupa tretiranih ekstraktom kukureka u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg
TM iznosila: 26,00+4,97 g/L, 39,86+£12,01 g/L i 37,14+5,87 g/L posle primene
petroletarskog ekstrakta, 38,71+5,59 g/L, 33,57+£3,60 g/L i1 44,29+3,68 g/l nakon
aplikacije hloroformskog ekstrakta, 25,29+5,56 g/L, 32,29+4,11 g/L 1 24,71+£5,85 g/L
nakon aplikacije metanolnog ekstrakta i 34,43+6,29 g/L, 26,714+3,15 g/L i 25,00+£3,00
g/L posle tretmana vodenim ekstraktom. Prose¢na koncentracija albumina u krvnoj
plazmi pacova koji su tri dana dobijali deksametazon je iznosila 37,86+£5,21 g/L, a kod
grupa kojima je tri dana aplikovan deksametazonom, a Cetvrtrog dana su tretirane
fizioloskim rastvorom, metanolnim ili vodenim ekstraktom u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg
TM zabelezene vrednosti ovog parametra su bile: 31,43+2,15 g/L (FR), 31,29+4,50 g/L,
22,57+8,02 g/L i 28,57+4,43 g/L (MEK), 32,57+6,80 g/L, 28,71+5,02 g/L i 29,57+1,90
g/L (EK).

Tabela 5.2.2.a. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije albumina u krvnoj plazmi kontrolne grupe 1 posle aplikacije PEK (50, 100
ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR P<0,05 NSZ NSZ
PEK 50 - P<0,01 P<0,05
PEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Vece srednje vrednosti koncentracije albumina u krvnoj plazmi su utvrdene kod
oglednih grupa PEK 100 i PEK 200 u odnosu na kontrolnu grupu, pri ¢emu razlike nisu
bile statisticki znacajne (P>0,05), dok je PEK 50 imala signifikantno nizu koncentraciju
albumina u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,05). Grupa kojoj je aplikovano 50 mg/kg
TM petroletarskog ekstrakta je imala statisticki znac¢ajno nizu vrednost ovog parametra
u odnosu na druge dve ogledne grupe, pri ¢emu je nivo znacajnosti iznosio P<0,01 (za
grupu tretiranu sa 100 mg/kg TM ekstrakta) 1 P<0,05 (za grupu tretiranu sa 200 mg/kg
TM ekstrakta). Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije albumina u krvnoj plazmi oglednih grupa PEK 100 i PEK 200 (P>0,05)
(Tabela 5.2.2.a.).
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Tabela 5.2.2.b. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije albumina u krvnoj plazmi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50,

100 ili 200 mg/kg TM)
HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR NSZ NSZ NSZ
HEK 50 - P<0,05 P<0,05
HEK 100 - - P<0,001

Analiza rezultata prikazana u tabeli 5.2.2.b., ukazuje na odsustvo statisticke
znacajnosti utvrdenih razlika (P>0,05) izmedu srednjih vrednosti koncentracije
albumina u krvnoj plazmi kontrolne grupe i oglednih grupa nakon aplikovanja
hloroformskog ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM. Ogledna grupa HEK 50 je
imala signifikantno ve¢u vrednost koncentracije albumina u odnosu na grupu HEK 100 i
nizu vrednost ovog parametra u odnosu na grupu HEK 200 (P<0,05). Utvrdena je
statisticki znacajno veca vrednost ovog parametra u grupi koja je primila ekstrakt u dozi
200 mg/kg TM u odnosu na grupu kojoj je aplikovano 100 mg/kg TM ekstrakta, 1 to na

nivou znacajnosti od P<0,001.

Tabela 5.2.2.c. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije albumina u krvnoj plazmi kontrolne grupe i posle aplikacije MEK (50,
100 ili 200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,05 NSZ P<0,05
MEK 50 - P<0,05 NSZ
MEK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znacajno

Statisticki znacajno nize srednje vrednosti koncentracije albumina u krvnoj
plazmi u odnosu na kontrolnu grupu, zabelezene su u oglednim grupama MEK 50 i
MEK 200 (P<0,05). Grupa MEK 100 je takode imala nizu koncentraciju albumina u
odnosu na kontrolnu grupu, ali ta razlika nije bila statisticki signifikantna (P>0,05), dok
je veca vrednost ovog parametra navedene ogledne grupe u odnosu na druge dve grupe
tretirane metanolnim ekstraktom (MEK 50 i MEK 200) bila statisticki znacajna, pri
¢emu je nivo znacajnosti iznosio P<0,05. Mala razlika izmedu prose¢nih koncentracija
albumina u grupama kojima je aplikovan ekstrakt u dozi 50 i 200 mg/kg TM, nije bila
signifikantna (P<0,05) (Tabela 5.2.2.c.).
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Tabela 5.2.2.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije albumina u krvnoj plazmi kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50, 100

ili 200 mg/kg TM)
EK 50 EK 100 EK 200
FR NSZ P<0,05 P<0,05
EK 50 - P<0,05 P<0,01
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz analize statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti koncentracije
albumina u krvnoj plazmi kontrolne grupe i oglednih grupa nakon aplikacije razlic¢itih
doza vodenog ekstrakta kukureka, prikazane u tabeli 5.2.2.d., moze se zapaziti da je
statisticki znacajno veca koncentracija albumina zabeleZena u krvnoj plazmi pacova
kontrolne grupe u odnosu na grupe posle primene 100 i 200 mg/kg TM ekstrakta
(P<0,05), dok veca koncentracija albumina u odnosu na grupu kojoj je aplikovano 50
mg/kg TM ekstrakta nije bila statisticki znacajna (P>0,05). Utvrdena je statisticki
znacajno veca koncentracija albumina u grupi EK 50 u odnosu na grupe EK 100

(P<0,05) 1 EK 200 (P<0,01), izmedu kojih nije utvrdena signifikantna razlika (P>0,05).

Tabela 5.2.2.e. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije albumina 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+ DM1+

FR MEKS50 MEK100 MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (3])(1?113) P<0,05 | P<0,05 | P<0,01 | P<0,01 | P<0,05 | P<0,01 | P<0,01
e NSZ | P<0,05 | Nsz NSZ NSZ NSZ

e | <005 | Nsz NSZ NSZ NSZ

e | NSZ | P<005 | NSZ | P<005

e | NSz NSZ NSZ

ey NSZ NSZ

o |

NSZ — nije statisticki znacajno

Ocena statisticke znacajnosti razlika prikazana u tabeli 5.2.2.e., ukazuje da je

veca srednja vrednost koncentracije albumina u krvnoj plazmi utvrdena kod grupe

pacova koja je tri dana dana dobijala deksametazon, u odnosu na grupe kojima je tri
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dana aplikovan deksametazonom, a Cetvrtog dana su tretirane fizioloSkim rastvorom,
metanolnim ili vodenim ekstraktom u dozi 50 mg/kg TM (P<0,05), 100 ili 200 mg/kg
T™ (P<0,01). Vrednost ovog parametra kod grupe DMI1+FR je bila niza nego kod
DMI1+EKS50, a ve¢a nego kod ostalih ispitivanih grupa, ali je razlika bila znacajna samo
u odnosu na DM1+MEK100 (P<0,05). Najmanja koncentracija albumina je zabelezena
u grupi DM1+MEKI100, a razlika izmedu ove 1 vrednosti zabelezenih kod grupa
DM1+MEKS50, DM1+EK50 i DMI+EK200 je bila signifikantna (P<0,05). Izmedu
ostalih ispitivanih grupa su utvrdene male razlike, koje nisu bile statisticki znacajne

(P>0,05).

5.2.3. Koncentracija fibrinogena u krvnoj plazmi (Fb g/L)

Rezultati odredivanja koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi (g/L) pacova
24h nakon intramuskularne aplikacije fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i
petroletarskog, hloroformskog, metanolnog i vodenog ekstrakta kukureka, u dozi 50,
100 ili 200 mg/kg TM oglednim grupama, kao i 24h nakon intramuskularne aplikacije
deksametazona tri dana i 24h nakon trokratne aplikacije deksametazona, a ¢etvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta u razlicitim dozama (50, 100 ili
200 mg/kg TM) su prikazani u tabeli 5.2.3. U tabelama 5.2.3.a., 5.2.3.b., 5.2.3.c,,
5.2.3.d. 1 5.2.3.e. su prikazani rezultati analize statisticke znacajnosti utvrdenih razlika

izmedu srednjih vrednosti koncentracije fibrinogena.
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Tabela 5.2.3. Osnovni statisticki parametri za koncentraciju fibrinogena (g/L) u krvnoj
plazmi kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg
TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa fizioloskim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 1,50 0,15 0,06 10,18 1,30-1,70
PEK 50 0,96 0,27 0,10 28,20 0,70-1,50
PEK 100 1,40 0,32 0,12 22,96 1,10-2,00
PEK 200 1,84 0,21 0,08 11,23 1,60-2,10
HEK 50 0,84 0,21 0,08 25,50 0,60-1,20
HEK 100 0,74 0,19 0,07 25,61 0,50-1,00
HEK 200 0,79 0,36 0,14 46,14 0,50-1,50
MEK 50 0,81 0,18 0,07 21,77 0,60-1,10
MEK 100 2,77 0,43 0,16 15,69 2,20-3,50
MEK 200 2,99 0,38 0,15 12,89 2,50-3,50
EK 50 1,60 0,23 0,09 14,43 1,30-1,90
EK 100 2,69 0,09 0,03 3,35 2,60-2,80
EK 200 3,91 0,48 0,18 12,20 3,40-4,60
DM1 1,36 0,24 0,09 17,47 1,00-1,60
DM1+FR 1,91 0,29 0,11 15,21 1,60-2,40
DM1+MEKS0 4,03 1,02 0,39 25,38 3,00-5,90
DM1+MEK100 4,37 1,12 0,42 25,53 3,30-5,80
DM1+MEK200 2,43 0,43 0,16 17,90 1,80-3,00
DMI1+EK50 4,64 0,93 0,35 20,08 3,70-6,30
DM1+EK100 2,80 0,35 0,13 12,54 2,50-3,50
DM1+EK200 3,76 1,00 0,38 26,65 3,00-5,80

Rezultati ispitivanja koncentracije fibrinogena (g/L) u krvnoj plazmi kontrolne
grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka ili deksametazonom u kombinaciji sa
fizioloSkim rastvorom i ekstraktom su prikazani u tabeli 5.2.3. Od grupa kojima je
aplikovan samo razli¢it ekstrakt kukureka, najnize vrednosti su utvrdene kod grupa
tretiranih hloroformskim ekstraktom u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM 1 iznosile su
0,84+0,21 g/L, 0,74+0,19 g/L 1 0,79+£0,36 g/L, a najvise kod oglednih grupa 24h posle
aplikacije po 200 mg/kg TM metanolnog ekstrakta (2,99+0,38 g/L) i vodenog ekstrakta
(3,91+0,48 g/L). Vrednosti koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi ostalih oglednih
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grupa tretiranih ekstraktom kukureka su bile: 0,96+0,27 g/L, 1,40+0,32 g/L 1 1,84+0,21
g/L posle aplikacije 50, 100 ili 200 mg/kg TM petroletarskog ekstrakta, 0,81+0,18 g/L 1
2,77+0,43 g/L nakon tretmana metanolnim ekstraktom u dozi 50 ili 100 mg/kg TM i
1,60+0,23 g/L 1 2,69+0,09 g/L posle primene 50 ili 100 mg /kg TM vodenog ekstrakta.
Grupa kojoj je trokratno aplikovan deksametazon je imala prose¢nu koncentaciju
fibrinogena 1,36+0,24 g/L, a kod grupa koje su tri dana tretirane deksametazonom, a
cetvrtog dana su primile fizioloski rastvor, metanolni ili vodeni ekstrakt u dozi 50, 100
ili 200 mg/kg TM zabeleZene vrednosti ovog parametra su iznosile: 1,91+0,29 g/L (FR),
4,03+1,02 g/L, 4,37+1,12 g/L i 2,43+0,43 g/L (MEK), 4,64+0,93 g/L, 2,80+0,35 g/L i
3,76+1,00 g/L (EK).

Tabela 5.2.3.a. Analiza statisticke znacCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi kontrolne grupe i posle aplikacije PEK (50,
100 ili 200 mg/kg TM)

PEK 50 PEK 100 PEK 200
FR P<0,001 NSZ P<0,01
PEK 50 - P<0,05 P<0,001
PEK 100 - - P<0,05

NSZ — nije statisticki znacajno

1z statisticke analize prikazane u tabeli 5.2.3.a., moZe se zapaziti da je kontrolna
grupa imala statisti¢ki znacajno vecu koncentraciju fibrinogena u plazmi u odnosu na
grupu kojoj je aplikovano 50 mg/kg TM ekstrakta (P<0,001) i nizu vrednost u odnosu
na grupu tretiranu sa 200 mg/kg TM ekstrakta (P<0,01), dok viSa koncentracija u
odnosu na grupu koja je primila petroletarski ekstrakt u dozi od 100 mg/kg TM nije bila
1 statisticki signifikantna (P>0,05). Kod grupe PEK 200 je zabelezena statisticki
znacajno veca vrednost ovog parametra u odnosu na ostale grupe tretirane
petroletarskim ekstraktom, pri ¢emu je nivo znacajnosti iznosio P<0,001 (za grupu
tretiranu sa 50 mg/kg TM ekstrakta) i P<0,05 (za grupu tretiranu sa 100 mg/kg TM
ekstrakta). Signifikantna razlika (P<0,05) je ustanovljena izmedu grupa PEK 50 i PEK
100, pri ¢emu je druga navedena grupa imala statisticki znaCajno vecu vrednost

koncentracije fibrinogena u plazmi.
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Tabela 5.2.3.b. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi kontrolne grupe i posle aplikacije HEK (50,

100 ili 200 mg/kg TM)
HEK 50 HEK 100 HEK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
HEK 50 - NSZ NSZ
HEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statisticke znacajnosti razlika prikazana u tabeli 5.2.3.b., ukazuje da je
kontrolna grupa pacova imala statisticki znacajno vecu srednju vrednosti koncentracije
fibrinogena u krvnoj plazmi u odnosu na grupe kojima su aplikovane razliCite doze
hloroformskog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM), pri ¢emu je nivo znacajnosti
iznosio P<0,001. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu srednjih vrednosti
ovog parametra u krvnoj plazmi oglednih grupa 24 posle primene hloroformskog

ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM (P>0,05).

Tabela 5.2.3.c. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi kontrolne grupe 1 posle aplikacije MEK (50,
100 ili 200 mg/kg TM)

MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
MEK 50 - P<0,001 P<0,001
MEK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Vrednost koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi kontrolne grupe je bila
statisticki znacajno manja u odnosu na ogledne grupa 24h posle aplikacije metanolnog
ekstrakta u dozi od 100 ili 200 mg/kg TM 1 veca u poredenju sa grupom kojoj je
aplikovano 50 mg/kg TM ekstrakta, 1 to na nivou znacajnosti od P<0,001. Ogledne
grupe MEK 100 i MEK 200 su imale statisticki signifikantno visu vrednost
koncentracije fibrinogena u odnosu na grupu MEK 50 (P<0,001), dok mala razlika u
vrednosti ovog parametra izmedu prve dve navedene grupe nije bila znacajna (P>0,05)

(Tabela 5.2.3.c.).
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Tabela 5.2.3.d. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi kontrolne grupe i posle aplikacije EK (50,

100 ili 200 mg/kg TM)
EK 50 EK 100 EK 200
FR NSZ P<0,001 P<0,001
EK 50 - P<0,001 P<0,001
EK 100 - - P<0,001

NSZ — nije statisticki znacajno

Statisticki  visoko znacajne razlike (P<0,001) u srednjim vrednostima
koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi su uocene izmedu oglednih grupa 24h posle
aplikacije 100 ili 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta u odnosu na kontrolnu grupu i
grupu posle tretmana sa 50 mg/kg TM ekstrakta, pri ¢emu su vecu vrednost imale prve
dve navedene ogledne grupa, dok vecéa vrednost koncentracije fibrinogena u grupi EK
50 nije bila signifikantna u odnosu na kontrolnu grupu pacova (P>0,05). Grupa EK 200
je imala statisticki znacajno viSu vrednost koncentracije fibrinogena u odnosu na grupu

EK 100 (Tabela 5.2.3.d.).

Tabela 5.2.3.e. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije fibrinogena 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DMi+ | DMi+ | DMI+ | DMI+ | DMI+ | DMI+ | DMI+

FR MEKS50 MEK100 | MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (dwnay | P001 | P<0.001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001 | P<0,001
DMI+ | p<0,001 | P<0,001 | P<0,05 | P<0.001 | P<0,01 | P<0,001

el NSz | P<001 | NSZ | P<001 | NSZ

o, | P<0.01 | NSz | P<001 | Nsz

s | <0001 | Nsz | P<001

DMIs | p<0001 | Nsz

D reoo

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Iz rezultata analize datih u tabeli 5.2.3.e. uoCavaju se statisticki znacajno vece
srednje vrednosti koncentracije fibrinogena kod grupa koje su nakon trokratne
aplikacije deksametazona, tretirane fizioloskim rastvorom (P<0,01), metanolnim ili

vodenim ekstraktom u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM (P<0,001). Prose¢na vrednost
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ovog parametra kod pacova koji su nakon deksametazona dobili fizioloski rastvor, je
bila znacajno niza u odnosu na grupe koje su dobile ekstrakt kukureka, ali na razli¢itom
nivou znacajnosti: P<0,001 za DMI+MEK50, DMI+MEK100, DMI+EKS50 i
DMI+EK200, P<0,01 za DM1+EK100 i P<0,05 za DM1+MEK200. Grupa pacova
kojoj je nakon deksametazona aplikovano 100 mg/kg TM metanolnog ekstrakta je imala
nesto vecu koncentraciju fibrinogena u odnosu na grupu kojoj je aplikovano 50 mg/kg
TM istog ekstrakta (P>0,05), a utvrdene vrednosti kod ove dve grupe su bile znacajno
viSe nego kod grupa DM1+MEK200 i DM1+EK100 (na nivou znacajnosti P<0,01), dok
vece koncentracije u odnosu na DM1+EK200 i nize u odnosu na DM 1+EKS50 nisu bile
signifikantne (P>0,05). Najniza vrednost ovog parametra zabelezena u grupi
DM1+MEK?200 je bila znacajno niza u odnosu na utvrdene vrednosti kod DM1+EK50
(P<0,001) i DMI+EK200 (P<0,01), dok razlika nije bila znafajna u poredenju sa
DMI1+EK100 (P>0,05). Najveca koncentracija fibrinogena je utvrdena u grupi
DMI1+EKS50, pri ¢emu je razlika izmedu ove i grupe DMI+EKI100 bila visoko
signifikantna (P<0,001), a nije bila znacajna u odnosu na DMI+EK200 (P>0,05).
Grupa DMI1+EK200 je imala znacajno vecu prosecnu vrednost fibrinogena nego

DM 1+EK 100 (P<0,05).

5.2.4. Koncentracija haptoglobina u krvnoj plazmi (Hap g/L)

Vrednosti koncentracije haptoglobina u krvnoj plazmi (g/L) i mere varijacije
ovog parametra, 24h nakon intramuskularne aplikacije fizioloskog rastvora kontrolnoj
grupi pacova i 50, 100 ili 200 mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka
oglednim grupama, kao i 24h nakon intramuskularne aplikacije deksametazona tri dana
1 24h nakon trokratne aplikacije deksametazona, a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora,
metanolnog ili vodenog ekstrakta u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM), su
prikazane u tabeli 5.2.4. Rezultati analize statisticke znacajnosti utvrdenih razlika
izmedu srednjih vrednosti koncentracije haptoglobina su dati u tabelama 5.2.4.a.,

52.4b.1524.c.
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Tabela 5.2.4. Osnovni statisticki parametri za koncentraciju haptoglobina (g/L) u
krvnoj plazmi kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200

_mg/kg TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom
No X SD SE CV % v
FR 0,31 0,06 0,02 18,67 0,25-0,42
MEK 50 1,08 0,49 0,19 45,37 0,51-2,04
MEK 100 1,26 0,48 0,18 37,95 0,74-2,04
MEK 200 2,85 0,83 0,31 29,10 1,90-4,00
EK 50 1,61 0,49 0,18 30,18 0,83-2,22
EK 100 2,97 0,63 0,24 21,17 1,89-3,82
EK 200 3,12 0,56 0,21 17,94 2,34-4,11
DM1 2,13 1,34 0,51 63,17 0,53-4,12
DMI1+FR 0,88 0,50 0,19 57,66 0,49-1,86
DM1+MEKS0 2,81 1,06 0,40 37,93 1,72-4,30
DM1+MEK100 2,05 1,05 0,40 51,20 0,64-3,59
DM1+MEK200 0,74 0,44 0,17 58,90 0,21-1,23
DM1+EKS0 3,05 0,96 0,36 31,48 1,60-4,60
DM1+EK100 1,69 0,48 0,18 28,18 1,05-2,49
DMI1+EK200 2,86 1,37 0,52 48,01 1,72-5,60

U tabeli 5.2.4. su prikazane srednje vrednosti koncentracije haptoglobina u
krvnoj plazmi pacova koje su 24h nakon aplikovanja 50, 100 ili 200 mg/kg TM
metanolnog ekstrakta kukureka iznosile 1,08+0,49 g/L, 1,26+0,48 g/L i 2,85+0,83 g/L, a
1,61+0,49 g/L, 2,97+0,63 g/L 1 3,12+0,56 g/L posle tretmana vodenim ekstraktom, dok
je najniza koncentracija haptoglobina od 0,31+0,06 g/L. zabeleZena kod kontrolne grupe.
Ova vrednost je bila 2,13+1,34 g/L posle trokratne primene deksametazona, a 24h
nakon aplikacije deksametazona tri dana, a cetvrtog dana fizioloskog rastvora,
metanolnog ili vodenog ekstrakta u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
prose¢ne vrednosti koncentracije haptoglobina su iznosile: 0,88+0,50 g/L. (FR),
2,81+1,06 g/L, 2,05+1,05 g/L i 0,74+0,44 g/L (MEK), 3,05+0,96 g/L, 1,69+0,48 g/L i
2,86+1,37 g/L (EK).
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Tabela 5.2.4.a. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije haptoglobina u krvnoj plazmi kontrolne grupe 1 posle aplikacije MEK (50,

100 ili 200 mg/kg TM)
MEK 50 MEK 100 MEK 200
FR P<0,001 P<0,001 P<0,001
MEK 50 - NSZ P<0,001
MEK 100 - - P<0,001

NSZ — nije statisticki znacajno

Ogledne grupe kojima je aplikovan metanolni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200
mg/kg TM su imale statisticki znacajno vecu koncentraciju haptoglobina u krvnoj
plazmi u odnosu na kontrolnu grupu (P<0,001). Uocena je veca koncentracija
haptoglobina kog grupe MEK 100 u odnosu na grupu MEK 50, ali ta razlika nije bila
statisticki signifikantna (P>0,05). ZabeleZena je statisticki znacajno veca vrednost ovog
parametra kod grupe tretirane sa 200 mg/kg TM ekstrakta u odnosu na grupe kojima je
aplikovano 50 ili 100 mg/kg TM metanolnog ekstrakta kukureka i to na nivou
znacajnosti od P<0,001 (Tabela 5.2.4.a.).

Tabela 5.2.4.b. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije haptoglobina u krvnoj plazmi kontrolne grupe 1 posle aplikacije EK (50,
100 ili 200 mg/kg TM)

EK 50 EK 100 EK 200

FR P<0,001 P<0,001 P<0,001

EK 50 - P<0,001 P<0,001
EK 100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz rezultata analize statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
koncentracije haptoglobina ispitivanih grupa, prikazanih u tabeli 5.2.4.b., uo€ava se da
je ta vrednost bila znacajno veca u oglednim grupama 24h posle aplikacije vodenog
ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM u odnosu na kontrolnu grupu tretiranu
fizioloskim rastvorom, i to na nivou znacajnosti od P<0,001. Niza prosecna
koncentracije haptoglobina u krvnoj plazmi pacova, ustanovljena je 24h nakon primene
50 mg/kg TM ekstrakta u odnosu na ovu vrednost kod pacova tretiranih sa 100 ili 200
mg/kg TM ekstrakta, a razlika je bila visoko signifikantna (P<0,001). Mala razlika u
vrednostima ovog parametra izmedu grupa EK 100 i EK 200 nije bila statisticki

znacajna (P>0,05).
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Tabela 5.2.4.c. Analiza statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti

koncentracije haptoglobina 24h posle aplikacije deksametazona tri dana, a ¢etvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM)

DMi+ | DMi+ | DMI+ | DMIi+ | DMI+ | DMI+ | DMI+

FR MEKS50 MEK100 | MEK200 EKS50 EK100 EK200

|| (dunay | P<O05 | NSZ NSZ | P<005 | NSZ NSZ NSZ
DPMRI+ P<0,001 | P<0,01 NSZ P<0,001 | P<0,05 | P<0,001

el NSz | P<0001 | NSZ | P<0,05 | NSZ

o, | P<0.01 | Nsz NSZ NSZ

vote | P<0.001 | P<0.01 | P<0,01

DMIr | peoor | Nsz

o v

NSZ — nije statisticki znacajno

Rezultati analize prikazani u tabeli 5.2.4.c. ukazuju na statisticki znacajno vecu
koncentraciju haptoglobina u krvnoj plazmi pacova posle trokratne aplikacije
deksametazona, u odnosu na grupe koje su nakon deksametazona jednokratno tretirane
fizioloskim rastvorom ili sa 200 mg/kg TM metanolnog ekstrakta (P<0,05). Grupa DM1
je imala vecu vrednost ovog parametra nego grupe DM1+MEK100 i DM1+EK100, a
nizu vrednost nego grupe DM1+MEKS50, DM1+EKS50 i DMI1+EK200, ali razlike nisu
bile signifikantne (P>0,05). Prose¢na koncentracija haptoglobina kod pacova koji su
nakon deksametazona dobili fizioloski rastvor, bila je znacajno niza u odnosu na grupe
DMI1+MEKS50, DMI+EKS50 i DMI+EK200 (na nivou znacajnosti od P<0,001),
DM1+MEK100 (na nivou znac¢ajnosti od P<0,01) i DMI1+EK100 (na nivou zna¢ajnosti
od P<0,05), a visa nego kod grupe DM1+MEK200, ali razlika nije bila znacajna.
Najveca srednja vrednost koncentracije haptoglobina je utvrdena u grupi DM1+EKS50,
pri ¢emu je razlika izmedu ove i grupe DM1+MEK200 bila visoko signifikantna
(P<0,001). U odnosu na grupu tretiranu sa 100 mg/kg TM vodenog ekstrakta kukureka
razlika je bila na nizem nivou znacajnosti (P<0,01), a nije bila znacajna u odnosu na
DMI1+MEKS50, DMI+MEK100 i DMI1+EK200 (P>0,05). Najniza vrednost ovog
parametra je zabeleZzena u grupi DM1+MEK200 i ta vrednost je znac¢ajno niza u odnosu
na utvrdene vrednosti kod DMI1+MEKS50 (P<0,001), DM1+MEK100, DMI+EK100 1
DMI1+EK200 (P<0,01). Koncentracija haptoglobina kod DM1+MEKS50 je bila veéa u
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odnosu na DM1+MEK100 (P>0,05) i DMI1+EK100 (P<0,05), a niza nego kod
DMI1+EK200 (P>0,05). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti
ovog parametra zabelezene u grupi DM1+MEKI100 u odnosu na nizu vrednost kod
DMI+EK100 i ve¢u kod DMI1+EK200 (P>0,05), dok je izmedu poslednje dve navedene
grupe utvrdena signifikantna razlika (P<0,05), pri ¢emu je veca koncentracija

haptoglobina utvrdena kod grupe koja je tretirana ve¢om dozom vodenog ekstrakta.
5.3.REZULTATI ISPITIVANJA FUNKCIJA NEUTROFILNIH GRANULOCITA
5.3.1. Stepen fagocitoze neutrofilnih granulocita (%)

Rezultati ispitivanja stepena fagocitoze neutrofilnih granulocita (%) u krvi
pacova 24h nakon intramuskularne aplikacije fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i 200
mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka oglednim grupama, kao i 24h
nakon intramuskularne primene deksametazona tri dana uzastopno i 24h nakon
trokratne aplikacije deksametazona, a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili
vodenog ekstrakta u dozi od 100 mg/kg TM su prikazani u tabeli 5.3.1. Analiza
statisticke znacajnosti utvrdenih razlika izmedu srednjih vrednosti stepena fagocitoze

neutrofilnih granulocita je data u tabelama 5.3.1.a.15.3.1.b.

Tabela 5.3.1. Osnovni statisticki parametri za stepen fagocitoze neutrofilnih granulocita
(%) kontrolne grupe 1 grupa tretiranih metanolnim ili vodenim ekstraktom kukureka ili
deksametazonom u kombinaciji sa fizioloSkim rastvorom i ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 43,68 6,65 2,51 15,21 35,61-52,48
MEK 200 91,95 3,79 1,43 4,12 85,14-96,01
EK 200 82,95 9,43 3,57 11,37 63,57-90,41
DM1 68,78 10,47 3,96 15,22 56,61-83,76
DM1+FR 81,00 11,35 4,29 14,01 64,23-90,57
DM1+MEK100 89,07 341 1,29 3,83 84,29-94,00
DM1+EK100 88,70 2,27 0,86 2,55 85,68-92,32

Rezultati prikazani u tabeli 5.3.1. ukazuju da je srednja vrednost stepena

fagocitoze neutrofilnih granulocita u krvi pacova kontrolne grupe iznosila 43,68+6,65%,
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a posle aplikacije 200 mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka ove
vrednosti su bile 91,95+3,79% 1 82,95+9,43%. Grupa kojoj je trokratno aplikovan
deksametazon je imala proseCan stepen fagocitoze neutrofilnih granulocita od
68,78+10,47%, a kod grupa koje su tri dana tretirane deksametazonom, a Cetvrtog dana
su primile fizioloSki rastvor, metanolni ili vodeni ekstrakt u dozi od 100 mg/kg TM
zabelezene vrednosti ovog parametra su iznosile: 81,00£11,35%, 89,07+3,41% 1

88,70+2,27%.

Tabela 5.3.1.a. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti stepena
fagocitoze neutrofilnih granulocita kontrolne grupe i posle aplikacije 200 mg/kg TM
metanolnog ili vodenog ekstrakta

|| MEK 200 EK 200
( FR P<0,001 P<0,001
[ MEK 200 - P<0,05

Iz rezultata analize statistiCke znacajnosti razlika prikazane u tabeli 5.3.1.a.

uocava se da je statisticki znacajno veci stepen fagocitoze neutrofilnih granulocita bio u
krvi kod pacova oglednih grupa tretiranih metanolnim ili vodenim ekstraktom u dozi od
200 mg/kg TM u odnosu na kontrolnu grupu, i to na nivou znacajnosti od P<0,001.
Statisticki znacajno veca vrednost ovog parametra je utvrdena kod grupe MEK 200 u

odnosu na grupu EK 200 (P<0,05).

Tabela S5.3.1.b. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
stepena fagocitoze neutrofilnih granulocita 24h posle aplikacije deksametazona tri dana,
a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora, 100 mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta

DM1+FR DM1+MEK100 DM1+EK100
DM1 P<0,05 P<0,001 P<0,001
DMI1+FR - NSZ NSZ
DM1+MEK100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znac¢ajno

Signifikantno vece srednje vrednosti stepena fagocitoze neutrofilnih granulocita,
u odnosu na grupu kojoj je trokratno aplikovan deksametazon, imale su grupe dodatno
tretirane fizioloskim rastvorom (P<0,05), metanolnim ili vodenim ekstraktom u dozi od
100 mg/kg TM (P<0,001). Prosecna vrednost ovog parametra kod pacova koji su nakon
deksametazona dobili fizioloski rastvor je bila niza u odnosu na grupe kojima je
aplikovan ekstrakt kukureka, ali utvrdene razlike izmedu pojedinih grupa nisu bile

statisticki znacajne (P>0,05).
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5.3.2. Intenzitet oksidativnog praska neutrofilnih granulocita (%)

U tabeli 5.3.2. su prikazani rezultati ispitivanja intenziteta oksidativnog praska
neutrofilnih granulocita (%) u krvi pacova 24h nakon intramuskularne aplikacije
fizioloSkog rastvora kontrolnoj grupi i 200 mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta
kukureka oglednim grupama, kao i 24h nakon intramuskularne primene deksametazona
tri dana uzastopno i 24h nakon trokratne aplikacije deksametazona, a cetvrtog dana
fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta u dozi od 100 mg/kg TM.
Rezultati analize statistiCke znacCajnosti utvrdenih razlika izmedu srednjih vrednosti

intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih granulocita su dati u tabelama: 5.3.2.a. i

5.3.2.b.

Tabela 5.3.2. Osnovni statisticki parametri za intenzitet oksidativnog praska
neutrofilnih granulocita (%) kontrolne grupe i grupa tretiranih metanolnim ili vodenim
ekstraktom kukureka ili deksametazonom u kombinaciji sa FR 1 ekstraktom

No X SD SE CV % v
FR 32,44 8,53 3,23 26,30 20,28-42,45
MEK 200 66,33 11,63 4,40 17,54 50,09-79,76
EK 200 37,44 11,29 4,27 30,15 28,61-62,47
DM1 33,46 6,57 2,48 19,64 25,77-42,85
DM1+FR 52,57 18,64 7,04 35,45 25,49-68,13
DM1+MEK100 51,35 20,50 7,75 39,92 33,06-81,29
DM1+EK100 49,68 7,74 2,93 15,58 42,11-65,27

Srednja vrednost intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih granulocita u krvi
kontrolne grupe pacova je iznosila 32,44+8,53%, a vece vrednosti su zabeleZene u
grupama 24h posle tretmana sa 200 mg/kg TM metanolnog (66,33+11,63%) ili vodenog
ekstrakta (37,44+11,29%). Posle trokratne aplikacije deksametazona vrednost ovog
parametra je bila 33,46+6,57%, a 24h nakon injekcija deksametazona tokom tri dana, a
cetvrtog dana fizioloskog rastvora, 100 mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta
prosecne vrednosti intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih granulocita su iznosile:

52,57+18,64%, 51,354+20,50% 1 49,68+7,74% (Tabela 5.3.2.).
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Tabela 5.3.2.a. Analiza statisticke znaCajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih granulocita kontrolne grupe i1 posle
aplikacije 200 mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta

[ MEK 200 EK 200
[ FR P<0,001 NSZ
[ MEK 200 - P<0,001

NSZ — nije statisticki znacajno

Iz analize izloZene u tabeli 5.3.2.a., zapaza se da je znaCajno veca srednja
vrednost intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih granulocita bila u krvi pacova 24h
nakon aplikacije 200 mg/kg TM metanolnog ekstrakta, u odnosu na ove vrednosti kod
kontrolne grupe i grupe tretirane sa 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta (P<0,001).
Prose€an intenzitet oksidativnog praska neutrofilnih granulocita je bio ve¢i kod grupe
EK 200 nego kod grupe tretirane fizioloSkim rastvorom, ali razlika ovih vrednosti nije

statisticki znac¢ajna (P>0,05).

Tabela 5.3.2.b. Analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih granulocita 24h posle aplikacije
deksametazona tri dana, a cetvrtog dana fizioloskog rastvora, 100 mgkg TM
metanolnog ili vodenog ekstrakta

DM1+FR DM1+MEK100 DM1+EK100
DM1 P<0,05 P<0,05 P<0,05
DMI1+FR - NSZ NSZ
DM1+MEK100 - - NSZ

NSZ — nije statisticki znacajno

Analiza statisticke znacajnosti razlika prikazana u tabeli 5.3.2.b., ukazuje da je
u odnosu na grupu kojoj je trokratno aplikovan deksametazon, srednja vrednost
intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih granulocita bila znacajno veca kod grupa
koje su nakon deksametazona tretirane fizioloSkim rastvorom, metanolnim ili vodenim
ekstraktom u dozi od 100 mg/kg TM, na nivou znacajnosti od P<0,05. Male razlike u
vrednostima ovog parametra kod grupa koje su dodatno tretirane, nisu bile signifikantne

(P>0,05).
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6. DISKUSIJA

Siroka primena biljnih vrsta roda Helleborus L. kod razli¢itih indikacija u
narodnoj tradicionalnoj, etnoveterinarskoj 1 konvencionalnoj medicini, ukazuje da
njihov biohemijski profil predstavlja znacajan izvor sekundarnih metabolita, koji
zavisno od wuslova, ispoljavaju visestruke efekte i1 deluju u viSe pravaca
(imunomodulatorno - stimulatorno ili supresivno, proinflamatorno ili antiinflamatorno,
antioksidativno ili prooksidativno, antimikrobno, antineoplasti¢no, insekticidno, uticu
na metabolizam, koncentraciju proteina akutne faze i status elektrolita krvnog seruma).
Poslednjih godina, ucinjen je znacajan napredak u izolaciji i identifikaciji bioaktivnih
jedinjenja ovih biljaka, ali su jo§ uvek nedovoljno ispitane ili nepoznate doze, nacini i
mehanizmi delovanja novootkrivenih jedinjenja na Zzivi organizam. Zadatak ove
disertacije je bio da se u eksperimentalnim uslovima ispita in vivo aktivnost sastojaka
rizoma i korena kukureka H. odorus W. et K. kod Wistar pacova. Ispitivanje je izvrSeno
serijom ogleda, u kojima su intramuskularno aplikovani petroletarski, hloroformski,
metanolni 1 vodeni ekstrakt u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM) i pracen je
njihov efekat posle 24h. Takode je ispitivan i uticaj vodenog i metanolnog ekstrakta
kukureka aplikovanih 24h nakon trokratnog tretmana pacova deksametazonom, na
uocene efekte. U okviru ovog poglavlja su razmotreni rezultati dobijeni odredivanjem
vrednosti hematoloSkih parametara, koncentracije proteina akutne faze i1 funkcija
neutrofilnih granulocita (stepena fagocitoze i intenziteta oksidativnog praska), sa
posebnim naglaskom na stepen statisticke znacajnosti utvrdenih razlika izmedu srednjih
vrednosti registrovanih u pojedinim eksperimentalnim grupama. Ti rezultati su zatim
uporedivani medusobno, kao i sa rezultatima drugih autora koji su se bavili ovom
problematikom. Radi bolje preglednosti, poglavlje diskusija je u podeljeno u vise

podpoglavlja, shodno postavljenim istrazivackim zadacima.
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6.1. HEMATOLOSKA ISPITIVANJA

6.1.1. Osnovni hematoloski parametri i parametri akutne zapaljenske reakcije 24h
nakon aplikovanja fizioloSkog rastvora i 0,5% rastvora Tween 80

U preliminarnim ispitivanjima, u cilju odredivanja uticaja inertne, povrSinski
aktivne materije Tween 80 koja se dodaje u fizioloSki rastvor pri rastvaranju
petroletarskog, hloroformskog i1 metanolnog ekstrakta (0,5% rastvor Tween 80 u
fizioloSkom rastvoru), na efikasnost tretmana, pacovima jedne grupe je IM u zadnji
ekstremitet aplikovan sterilan fizioloski rastvor u koli¢ini od 2,5 ml/kg TM (odgovara
zapremini aplikovanog ekstrakta podzemnih organa kukureka), a pacovima druge grupe
je na isti nacin 1 u istoj dozi aplikovan 0,5% rastvor Tween 80 (grupa FR-Tween80).
Analiza osnovnih hematoloskih parametara i parametara akutne zapaljenske reakcije je
izvrSena posle 24h.

U krvi pacova 24 posle tretmana fizioloSkim rastvorom u odnosu na grupu
FR-Tween80, zabelezene su vece prosecne vrednosti broja ukupnih leukocita, broja i
procenta limfocita, broja 1 procenta monocita, broja eritrocita i trombocita,
hematokritske vrednosti i nize prose¢ne vrednosti broja i procenta neutrofilnih
granulocita, neutrofilno/limfocitnog indeksa i1 koncentracije hemoglobina. Razlike
izmedu srednjih vrednosti osnovnih hematoloSkih parametra registrovanih u pojedinim

grupama zivotinja nisu bile statisticki signifikantne (P>0,05) (Grafikoni 6.1.1.A.-G.).

Broj krvnih elemenata (lOg/L)

0 —

Le Gr Lym Mo

OFR @ FR-Tween80

Grafikon 6.1.1.A. Broj ukupnih leukocita, neutrofilnih granulocita, limfocita i monocita (10°/L)
24h posle aplikacije FR i FR-Tween 80
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Grafikon 6.1.1.B. Procenat neutrofilnih granulocita, limfocita i monocita (%)
24h posle aplikacije FR 1 FR-Tween 80
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Grafikon 6.1.1.C. Neutrofilno/limfocitni indeks Grafikon 6.1.1.D. Broj eritrocita (10'%/L) 24h posle
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Grafikon 6.1.1.E. Broj trombocita (10°/L) 24h Grafikon 6.1.1.F. Koncentracija hemoglobina (g/L)
posle aplikacije FR i FR-Tween 80 24h posle aplikacije FR 1 FR-Tween 80
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Grafikon 6.1.1.G. Hematokritska vrednost (%) 24h
posle aplikacije FR i FR-Tween 80

Grupa FR-Tween 80 je imala manje srednje vrednosti svih parametara akutne

zapaljenske reakcije, osim koncentracije albumina, u odnosu na kontrolnu grupu posle

aplikacije fizioloSkog rastvora, ali izmedu navedenih grupa nije uocena statisticki

znacajna razlika u ovim vrednostima (P>0,05) (Grafikoni 6.1.1.H.-J.).
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Grafikon 6.1.1.H. Vrednost sedimentacije posle 15, 30, 45 1 60 min (mm)
24h posle aplikacije FR i FR-Tween 80
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Grafikon 6.1.1.1. Koncentracija albumina (g/L)

24h posle aplikacije FR i FR-Tween 80

Grafikon 6.1.1.J. Koncentracija fibrinogena (g/L)

24h posle aplikacije FR i FR-Tween 80
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Iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da Tween 80 (0,5% rastvor Tween 80 u
fizioloSkom rastvoru) ne dovodi do statisticki znacajnih razlika u vrednostima
ispitivanih parametara u odnosu na grupu kojoj je aplikovan fizioloski rastvor, pa je u

daljem radu kori$¢en samo fizioloski rastvor u tretmanu zivotinja kontrolne grupe.
6.1.2. Broj ukupnih leukocita (Le)

Prose&an broj ukupnih leukocita u krvi kontrolne grupe je bio 8,61£0,57x10°/L,
a kod eksperimentalnih grupa pacova jednokratno tretiranih petroletarskim 1
hloroformskim ekstraktom razli¢itih doza (50, 100 ili 200 mg/kg TM), metanolnim ili
vodenim ekstraktom kukureka u dozi 50 mg/kg TM, ovaj broj se kretao od
6,13+1,36x10°/L u grupi HEK 50 do 10,48+1,23x10°/L u grupi PEK 50. Utvrdene
razlike izmedu pojedinih grupa su bile na razli¢itim nivoima znacajnosti, od P<0,05 do
P<0,001. Ove vrednosti su bile znacajno vece posle aplikovanja 100 (P<0,001 1 P<0,05)
1 200 mg/kg TM (P<0,001) metanolnog i vodenog ekstrakta u poredenju sa kontrolnom
grupom. Prosecan broj leukocita u krvi pacova se povecavao sa koncentracijom

aplikovanog metanolnog i vodenog ekstrakta (P<0,05 do P<0,001) (Grafikon 6.1.2.A.).
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Grafikon 6.1.2.A. Broj ukupnih leukocita (10°/L) kod pacova tretiranih razli¢itim ekstraktima
kukureka
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ZnacCajan porast broja leukocita je zabelezen 24h nakon trokratne aplikacije
deksametazona 1 jednokratne primene fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog
ekstrakta u razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM) Cetvrtog dana, a razlike su
bile statisti¢ki vrlo i visoko signifikantne u odnosu na grupu koja je tri dana tretirana
deksametazonom (P<0,01 i P<0,001). Utvrdena je visa srednja vrednost ukupnog broja
leukocita u krvi pacova grupa DMI1+MEKS50, DM1+MEK100, DM1+MEK200 i
DMI1+EK50 u odnosu na DMI+FR, pri ¢emu je razlika bila statisticki znacajna u
odnosu na prve dve navedene grupe (P<0,01 odn. P<0,001). Grupa DM1+MEK100 je
imala najveéi broj leukocita (25,53+4,27x10°/L), a nivo zna¢ajnosti razlika u odnosu na
ostale ogledne grupe je iznosio P<0,01 (u odnosu na DM1+MEK200 i DM1+EK50) i
P<0,001 (u odnosu na DMI+EK100 i DMI+EK200). Znacajno veca vrednost ovog
parametra je zabeleZena i u grupi DMI+MEKS50 u poredenju sa grupama tretiranim sa

100 ili 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta (P<0,05) (Grafikon 6.1.2.B.).

70
*
| 1

g% | : .
o Fok ok

S 50 - *okk !
E ok | !

R3}

ke 40 s

8 Hk

— T ewx 1

= 30 - * 5k

=) Hookok

)

< 20 -

I3

@ 10 -

0
DM I+MEK DM 1+EK
ODM1 @ DM I+FR E 50 mgkg TM B 100 mgkg TM 200 mgkg TM

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
Grafikon 6.1.2.B. Broj ukupnih leukocita (10°/L) kod pacova tretiranih deksametazonom u
kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Utvrdene vrednosti broja ukupnih leukocita kod kontrolne grupe i kod oglednih
grupa tretiranih hloroformskim 1 petroletarskim ekstraktom su u fizioloskim granicama i

u saglasnosti sa referentnim vrednostima koje za ovu kategoriju pacova navode Jain
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(1993) (8,30+2,36x10°/L), Moore (2000) (8,543+2,231x10°/L za muZjake i
7,142,423%10°/L za 7enke), Pritchet i sar. (2004) (4-10,20x10°/L) i Liberati i sar. (2004)
(4,12-9,59x10°/L). ZnacCajan porast broja ukupnih leukocita 24h posle aplikacije
metanolnog i vodenog ekstrakta podzemnih organa kukureka je u skladu sa navodima iz
literature. Bogdan 1 sar. (1989, 1990-a) su uocili izrazenu leukocitozu 24h nakon
implantiranja rizoma Helleborus sp. razli¢itim vrstama domacih zivotinja: srednji broj
leukocita je bio znacajno povecan (P<0,01) kod konja (260%), ovaca (388%) 1 svinja
(270%), dok povecanje broja leukocita kod goveda (54%) nije bilo statisticki znacajno.
U grupi goveda sa placebo implantatom (prazna mina hemijske olovke) ova vrednost se
nije promenila, dok je kod konja, ovaca i svinja u placebo grupama (Sibica) zabelezeno
povecanje od 135%, 33% 1 66%. Povecanje broja leukocita 48h, 96h i 144h posle
aplikovanja implantata kukureka nije bilo statisticki znacajno kod ispitivanih Zivotinja
sa izuzetkom konja, kod kojih se broj leukocita znacajno povecao posle 144h (P<0,01)
usled formiranja apscesa. Ovako neznatno povecanje broja leukocita u krvi pacova 48h i
72h posle aplikacije 10 mg/100 g TM vodenog ekstrakta podzemnih organa H. odorus
W. et K. registrovali smo u svom prethodnom radu (Davidovi¢ 1 sar., 2010-b).
Ispitivanja koja su izveli Bogdan i sar. (1990-b) su takode ukazala na leukocitozu 24h
nakon implantacije rizoma H. purpurascens L. u usnu Skoljku ovaca (povecéanje
ukupnog broja leukocita za 67,2%) 1 24h posle SC aplikovanja tri varijante ekstrakta
ove biljke: 4% dekokta rizoma 1 korena, 4% ekstrakta saponozida 1 1% dekokta
podzemnih organa razblazenog 200 puta, kada je zabelezen porast broja leukocita za
36,6%, 57,1% 1 25,4%. Ovi rezultati su u saglasnosti sa naSim rezultatima i rezultatima
koje su publikovali Bolte i sar. (1992). Oni su utvrdili pozitivan efekat SC ili IM
primenjenog ekstrakta Helleborus sp. u koli¢ini od 0,2 odn. 0,3 ml, na pojavu
inflamatorne reakcije kod pacova, koja se na delu oko mesta uboda manifestovala nakon
24h pojavom edema i tackastim krvarenjima u trajanju od 12-24 dana, dok je kod konja
proinflamatorno delovanje kukureka bilo jos izraZenije.

Bolte i sar. (1992) su registrovali da precis¢eni ekstrakt Helleborus sp. potencira
postvakcinali imunski odgovor, aktiviranjem kako specifi¢nih (porast titra antitela), tako
1 nespecificnih (povecanje broja leukocita, koncentracije properdina 1 lizozima)
mehanizama odbrane. Pojava leukocitoze kod teladi kojoj je istovremeno sa vakcinom

protiv salmoneloze SC aplikovano i 0,5 ml rastvora ekstrakta kukureka ukazala je na
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imunomodulatorno delovanje korena Helleborus L. Eksperiment koji su Bolte i sar.
(2001) nesto kasnije ponovili na teladima i junadima, potvrdio je znaCajan porast broja
leukocita 7., 14. 1 21. dana od aplikacije ekstrakta kukureka.

Nasi rezultati, dobijeni na pacovima, su u skladu sa rezultatima Bogdana 1 sar.
(1993), koji su konstatovali izrazenu leukocitozu (uvecanje broja leukocita 2-3 puta),
znacajnu za povecanje antimikrobne zastite, u grupi tovne jagnjadi tretiranoj ekstraktom
podzemnih organa H. purpurascens W. et K., dok je u kontrolnoj grupi zabeleZen rast
ove vrednosti za 56%. Izrazenu leukocitozu je zabelezio i Nueleanu (2007, 2008) kod
ovaca, u starosti od 12 meseci, 24h, 48h 1 96h nakon subkutanog aplikovanja po 0,5 ml
3%, 4% 1ili 5% dekokta podzemnih organa H. purpurascens W. et K., a najveci porast
ukupnog broja leukocita je utvrden nakon 48h (47,9%, 84,4% 1 99,1%). Tosevski 1 sar.
(1999, 2004) su parenteralno primenili ekstrakt cele biljke H. odorus W. et K. u dozi od
0,450 mg/kg TM kod prasadi uzrasta od 35 dana i registrovali povecanje broja leukocita
u krvi nakon 7 dana za 1,56 puta 1 posle 14 dana za 1,47 puta, dok je povecanje ove
vrednosti kod prasadi u starosti od 52 dana bilo za 24% posle 14 dana i za 8,2% posle
21 dana od aplikovanja ekstrakta. Visoke vrednosti broja ukupnih leukocita utvrdene u
nasem ogledu posle aplikacije metanolnog ili vodenog ekstrakta kukureka pacovima,
mogu se uporediti sa rezultatima Ristoske (2002) i1 Ristoske 1 sar. (2002), koji su nakon
aplikacije ekstrakta rizoma i korena H. odorus W. et K. nazimicama u periodu polne
zrelosti, u dozi od 450 pg/kg TM, takode zabelezili statisticki visoko znacajan porast
(P<0,001) vrednosti broja ukupnih leukocita u odnosu na referentne vrednosti (54% veci
od maksimalne vrednosti za ovu kategoriju svinja).

Znacajnu leukocitozu (P<0,05) navode Milanovi¢ i sar. (2004) kod pacova soja
Wistar, 24h nakon aplikovanja vodenog ekstrakta podzemnih organa H. odorus W. et K.
razredenog fizioloskim rastvorom u odnosu 1:2. Povecanje broja leukocita 1 aktivacija
brzih, nespecificnih mehanizama odbrane u saglasnosti su sa naSim prethodnim
ispitivanjima subkutane, intraperitonealne 1 intramuskularne primene razli¢itih
koncentracija vodenog ekstrakata rizoma i korena H. odorus W. et K. (Davidovi¢ i sar.,
2006-a,b, 2007-a, 2010-a,b). Prosecan broj leukocita u krvi pacova kontrolne grupe i
oglednih grupa 24h posle aplikacije termicki tretiranih ekstrakata (inaktivisanog na 56

°C 30 min ili denaturisanog na 100 °C 5 min) ili dijalizata ekstrakta je bio ujednacen,
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tako da izmedu njih nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (Davidovi¢, 2006;

Davidovi¢ i sar., 2010-a).

6.1.3. Broj neutrofilnih granulocita (Gr)

U svim oglednim grupama pacova kojima je aplikovan petroletarski,
hloroformski, metanolni ili vodeni ekstrakt kukureka u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM
(osim PEK 100, PEK 200 i HEK 50) je registrovana veca vrednost broja neutrofilnih
granulocita u krvi u odnosu na kontrolnu grupu (2,43+0,26x10°/L), na razli¢itom nivou
znacajnosi (od P<0,05 do P<0,001). Povecanje prose¢nog broja neutrofilnih granulocita

je bilo srazmerno dozi metanolnog i vodenog ekstrakta aplikovanog pacovima

(Grafikon 6.1.3.A).
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Grafikon 6.1.3.A. Broj neutrofilnih granulocita (10°/L) kod pacova tretiranih razli¢itim
ekstraktima kukureka

Vece vrednosti ovog parametra su zabelezene 24h nakon aplikacije
deksametazona tri dana i fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog ekstrakta u
razli¢itim dozama (50, 100 ili 200 mg/kg TM) Cetvrtog dana, u odnosu na grupu koja je
tri dana tretirana deksametazonom (5,92i1,09><109/L), a razlike su bile statisti¢ki vrlo 1
visoko signifikantne (P<0,01 i1 P<0,001). Utvrdena je visa srednja vrednost broja
neutrofilnih granulocita u krvi pacova svih grupa koje su nakon deksametazona dobile

metanolni ili vodeni ekstrakt, u odnosu na grupu DMI+FR (10,49+2,34x10°/L), pri
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¢emu je razlika bila statisticki znaCajna u poredenju sa DMI1+MEKS50 (P<0,01) 1
DM+MEK100 (P<0,001). Razlike najve¢ih vrednosti zabeleZenih u grupama
DMI1+MEK50 (20,10+5,97x10°L) i DMI+MEK100 (22,24+3,64x10°/L) su bile
signifikantne u poredenju sa ve¢inom preostalih grupa (P<0,05 do P<0,001) (Grafikon
6.1.3.B).
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Grafikon 6.1.3.B. Broj neutrofilnih granulocita (10°/L) kod pacova tretiranih deksametazonom
u kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Kao referentne vrednosti za broj neutrofilnih granulocita u krvi pacova Jain
(1993) navodi granicu od 2,07+1,04x10°/L, Pritchett i Corning (2004) 1,3-3,6x10°/L,
dok Liberati i sar. (2004) daju nesto nize vrednosti od 0,39-1,48x10°/L. U naSem
ogledu, broj neutrofilnih granulocita u krvi pacova kontrolne grupe je bio
2,43+0,26x10°/L, §to je u skladu sa vrednostima koje iznose prve dve navedene grupe
autora. U okviru fizioloskih vrednosti je i srednji broj neutrofilnih granulocita zabelezen
u grupama kojima su aplikovane razliCite doze petroletarskog (osim PEK 50) i
hloroformskog ekstrakta, dok su kod ostalih grupa utvrdene vrednosti vece od
referentnih.

Bogdan i sar. (1989, 1990-a) su zabeleZili znacajno povecanje broja neutrofilnih
granulocita, kod svih vrsta Zivotinja, 24h posle implantacije rizoma Helleborus sp., $to
je u skladu sa naSim rezultatima. Kod goveda je uprkos neznatnom povecanju broja

leukocita, doSlo do znacajnog porasta broja neutrofilnih granulocita (244%) posle 24h i
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48h 1 to na nivou znacajnosti od P<0,01, Sto ukazuje na apsolutnu neutrofiliju. Nakon
96h povecanje je bilo na nivou znacajnosti od P<0,05, dok je kod kontrolne grupe
goveda zabeleZzen mali pad. Broj neutrofilnih granulocita je kod konja bio znacajno
povecan posle 24h (P<0,01), 48h i 144h (P<0,05), u proseku za 599%. Kod ovaca je u
poredenju sa drugim vrstama zivotinja zabeleZena najveca stimulacija (710%), ali samo
posle 48h (P<0,05). Statisticki znacajno povecanje broja neutrofilnih granulocita
(693%) je utvrdeno kod svinja samo posle 24h i to na nivou znacajnosti od P<0,01. U
kontrolnoj grupi konja broj neutrofilnih granulocita se povecao za 132%, u placebo
grupi ovaca za 75% 1 placebo grupi svinja za 68%. Rezultati Bogdana 1 sar. (1990-b) su
slicni nasim rezultatima 1 ukazali su da promene u broju neutrofilnih granulocita prate
dinamiku promena u broju leukocita kod ovaca. Ovi autori su uocili povecanje broja
neutrofilnih granulocita za 195,4% 24h nakon implantiranja rizoma H. purpurascens L.
u usnu skoljku ovaca, za 126,3%, 87% 1 42,3% 24h posle subkutanog aplikovanja 4%
dekokta rizoma 1 korena u uSnu Skoljku, 4% ekstrakta saponozida u usnu skoljku i1 1%o
dekokta podzemnih organa ove biljke rastvorenog 200 puta sa unutrasnje strane bedra.
Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima koje su proucavajuci efekat ekstrakta
podzemnih organa Helleborus sp. na postvakcinalni imunoloski odgovor teladi i junadi,
publikovali Bolte i sar. (1992, 2001), a odnose se na povecanje broja neutrofilnih,
eozinofilnih 1 bazofilnih granulocita usled imunostimulatornog delovanja ekstrakta
aplikovanog isovremeno sa vakcinom protiv salmoneloze. Bogdan i sar. (1993) su
takode utvrdili da subkutano aplikovanje ekstrakta podzemnih organa H. purpurascens
W. et K. tovnoj jagnjadi u predelu levog uha, izaziva povecanje broja neutrofilnih
granulocita prosecno za 254,5% 24h posle tretmana. Petnaest godina kasnije, Nueleanu
(2007, 2008) je prijavio imunostimulatorni efekat iste biljke kod ovaca u starosti od 12
meseci 1 preporucio njenu upotrebu kod nedovoljne razvijenosti ovaca i hronicnih
bolesti infektivne, zapaljive 1 reumatske prirode. Ovaj autor je zabelezio povecanje
broja neutrofilnih granulocita 24h nakon aplikovanja 3% dekokta (120,9%) 1 4%
dekokta (159,4%) i 48h posle tretmana 5% dekoktom (235,7%) korena i rizoma H.
purpurascens W. et K., a visoke vrednosti su se odrzale do kraja eksperimenta, §to je
ukazalo na poboljSan imunski odgovor tretiranih zivotinja. Davidovi¢ i sar. (2010-b) su

registrovali vecu vrednost ovog parametra u krvi pacova svih oglednih grupa kod kojih
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je pracen efekat ekstrakta kukureka u toku vremena (24h, 48h i 72h) u odnosu na
kontrolnu grupu, pri ¢emu je znacajno povecanje od 158,23% utvrdeno nakon 24h.

Tosevski i sar. (1999, 2004) kod prasadi, a Milanovi¢ i sar. (2004) kod pacova,
su pratili efekat ekstrakta H. odorus W. et K. na pojavu granulocitoze. Ustanovljeno je
da aplikovanje ekstrakta cele biljke kukureka kod prasadi u uzrastu od 35 dana izaziva
povecanje broja neutrofilnih granulocita 7. dana za 69% 1 14. dana za 63%, a kod
prasadi u starosti od 52 dana povecanje broja neutrofilnih granulocita je bilo jo$ vece:
2,86 puta posle 14 dana, a 2,07 puta 21. dana ogleda. Granulocitoza u krvi pacova
utvrdena 24h nakon aplikovanja vodenog rastvora podzemnih organa kukureka,
razredenog fizioloSkim rastvorom u odnosu 1:2, 1:4 1 1:8, u skladu je sa naSim
rezultatima. Znacajno povecanje broja neutrofilnih granulocita 24h nakon razliitih
puteva aplikacije vise ispitivanih doza ekstrakta podzemnih organa H. odorus W. et K.
kod Wistar pacova, kao i nakon tretmana inaktivisanim, denaturisanim ili dijalizatom
ekstrakta, registrovano je 1 u naSim ranije publikovanim radovima (Davidovi¢, 2006;
Davidovi¢ i sar., 2006-a,b, 2007-a, 2010-a,b).

Ristoska (2002) i Ristoska i sar. (2002) su utvrdili da je 24h nakon aplikacije
ckstrakta rizoma i korena H. odorus W. et K. nazimicama, broj neutrofilnih granulocita
ostao u granicama referentnih vrednosti, §to je u suprotnosti sa rezultatima naSeg

istrazivanja.

6.1.4. Procenat neutrofilnih granulocita (Gr %)

Procenat neutrofilnih granulocita u krvi oglednih grupa kod kojih je aplikovan
petroletarski i hloroformski ekstrakt se kretao od 29,314+2,83% (PEK 200), §to nije bilo
statisticki zna€ajno u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (28,26+3,10%), do
47,49+7,32% (PEK 50) $to predstavlja statisticki znacajnu razliku na nivou od P<0,001.
Vrednosti procenta neutrofilnih granulocita u krvi grupa 24h posle primene metanolnog
1 vodenog ekstrakta u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM su bile znacajno veée u odnosu na
kontrolnu grupu (P<0,001). Povecavale su se u skladu sa aplikovanom dozom, tako da
su najvece vrednosti zabelezene u grupama MEK 200 (81,91£7,38%) 1 EK 200
(79,79£17,24% ) (Grafikon 6.1.4.A.).
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Grafikon 6.1.4.A. Procenat neutrofilnih granulocita (%) kod pacova tretiranih razli¢itim
ekstraktima kukureka

Vrednost ovog parametra je bila veca kod svih grupa koje su nakon DM tretirane
metanolnim ili vodenim ekstraktom, u odnosu na grupu kojoj je trokratno aplikovan
DM (76,51£9,39%) i grupu kojoj je nakon DM aplikovan FR (71,3743,64%) (razlike
nesignifikantne do visoko znacajne). Istovremeno, ove grupe su imale ujednacen
prosecan procenat neutrofilnih granulocita, tako da je najveca vrednost zabelezena u
grupama DM 1+MEKS50 (88,64+4,90%) i DM1+MEK100 (87,33£5,18%) bila zna¢ajno
veca samo u poredenju sa DM1+EKS50 i DM1+EK200 (P<0,05) (Grafikon 6.1.4.B.)
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u kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka
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U krvi pacova kontrolne grupe proseCan procenat neutrofilnih granulocita je
iznosio 28,26+3,10%, $to je neSto iznad gornje granice referentnih vrednosti, koje po
Mooru (2000) za ovu kategoriju pacova iznose 16,6+5,7% kod muzjaka i 15,3+5,7%
kod zenki. Kod svih oglednih grupa zabelezena vrednost ovog parametra je bila veca od
fizioloSkih vrednosti. Povecanje procenta neutrofilnih granulocita u krvi zivotinja 24h
nakon tretmana razli¢itim varijantama Helleborus sp. je registrovao veci broj autora, §to
je u skladu sa nasim rezultatima, kao i ranije publikovanim radovima.

U odnosu na kontrolnu grupu, znacajno povecanje ove vrednosti (P<0,001)
nakon 24h je ustanovljeno kod oglednih grupa pacova tretiranih ekstraktom rizoma i
korena H. odorus W. et K. u dozi 10 mg/100 g TM (Davidovi¢ i sar., 2010-a,b),
termi¢ki obradenim ekstraktima na 56 °C 30 min (P<0,01) i 100 °C 5 min (P<0,001) ili
dijalizatom ekstrakta u navedenoj dozi (P<0,01) (Davidovi¢, 2006; Davidovi¢ i sar.,
2010-a). Bogdan 1 sar. (1989, 1990-a, 1990-b, 1993) su utvrdili znacajno povecanje
procenta granulocita kod zdravih odraslih (goveda, konja, ovaca) i mladih Zivotinja
(svinje od 4-5 meseci) 24h, 48h, 96h i 144h posle transkutane implantacije rizoma
H. purpurascens W. et K. i 24h, 48h i 96h nakon subkutanog aplikovanja podzemnih
organa iste biljke u obliku 4% dekokta, 4% ekstrakta saponozida 1 1%o dekokta
rastvorenog 200 puta. "Zatravljivanjem" zivotinja ili aplikovanjem ekstrakta kukureka
najvise je stimulisana mobilizacija neutrofilnih granulocita, Sto je dovelo i do promene
brojnog odnosa pojedinih tipova leukocita u leukocitarnoj formuli. Tosevski i sar.
(1999, 2004) su posle 7 i 14 dana od aplikacije ekstrakta cele biljke H. odorus W. et K.,
kod prasadi u uzrastu od 35 dana, i nakon 14 i 21 dana od tretmana kod prasadi u
starosti od 52 dana, zabelezili znacajno povecanje vrednosti ovog parametra. Bolte i sar.
(2001) su posle istovremene aplikacije precis¢enog ekstrakta Helleborus sp. sa
vakcinom protiv salmoneloze konstatovali povecanje procenta neutrofilnih granulocita u
toku vremena (za 64,6% nakon 7 dana 1 92,3% posle 14 dana). Ovi rezultati se razlikuju
od rezultata Davidovi¢ 1 sar. (2010-b) koji su uocili kratkotrajan efekat ekstrakta
kukureka, odnosno da povecanje procenta neutrofilnih granulocita 48h posle aplikacije
ekstrakta pacovima i1 smanjenje posle 72h u odnosu na kontrolnu grupu nije bilo
statisticki signifikantno.

Procenat neutrofilnih granulocita utvrden u naSim ispitivanjima, znacajno se

povecavao sa rastom koncentracije aplikovanog metanolnog i vodenog ekstrakta, Sto je
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u skladu sa vrednostima koje navode Milanovi¢ 1 sar. (2004). U nasem ogledu je
registrovano povecanje vrednosti ovog parametra kod svih ispitivanih grupa, pri ¢emu
razlika nije bila statisticki znacajna samo izmedu kontrolne i grupa kojima je aplikovano
po 100 ili 200 mg/kg TM petroletarskog ili 50 mg/kg TM hloroformskog ekstrakta.
Utvrdene vrednosti kod svih grupa su vece od referentnih, dok Ristoska (2002) i
Ristoska 1 sar. (2002) navode da 24h nakon aplikacije ekstrakta podzemnih organa
kukureka nazimicama, procenat neutrofilnih granulocita ostaje u granicama referentnih

vrednosti, $to nije u skladu sa naSim rezultatima.

6.1.5. Broj limfocita (Lym)

Prosetan broj limfocita u krvi pacova kontrolne grupe (5,67+0,47x10°/L) je bio
znacajno ve¢i u odnosu na sve ogledne grupe (na nivou znacajnosti od P<0,05 do
P<0,001), a utvrdene razlike nisu bile signifikantne samo u odnosu na grupe tretirane sa
50 1 200 mg/kg TM petroletarskog i 100 mg/kg TM hloroformskog ekstrakta. Prosecne
vrednosti ovog parametra u okviru pojedinih grupa su bile ujednacene, tako da je
znacajno veca vrednost utvrdena samo u grupi PEK 200 u odnosu na PEK 100 (P<0,05),

kao 1 MEK 50 i MEK 100 u odnosu na MEK 200 (P<0,01) (Grafikon 6.1.5.A).
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Grafikon 6.1.5.A. Broj limfocita (10°/L) kod pacova tretiranih razli¢itim ekstraktima kukureka
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Najnizi srednji broj limfocita je zabelezen u grupi koja je tri dana dobijala
deksametazon (1,3410,67><109/L), dok su vece vrednosti zabelezene kod ostalih
ispitivanih grupa, pri ¢emu su utvrdene razlike bile signifikantne u poredenju sa
grupama koje su nakon deksametazona dobile fizioloski rastvor (P<0,001) ili vodeni
ekstrakt u dozi 50 mg/kg TM (P<0,05). Najveca vrednost broja limfocita je utvrdena
kod grupe kojoj je nakon deksametazona aplikovan fizioloski rastvor
(3,34i0,80><109/L), a razlike su bile visoko signifikantne (P<0,001) u odnosu na vecinu
grupa kojima je aplikovan metanolni ili vodeni ekstrakt kukureka razli¢itih doza. U
grupi DM1+EKS50 srednja vrednost ovog parametra (2,74+1,03x10°/L) je bila znagajno
veca nego kod drugih grupa tretiranih ekstraktom (P<0,05), pri ¢emu nije bilo znaCajne
razlike samo u odnosu na grupu DM1+MEK100. Izmedu ostalih ispitivanih grupa su
utvrdene razli€ite srednje vrednosti broja limfocita, ali razlike nisu bile statisticki

znacajne (P>0,05) (Grafikon 6.1.5.B).

Broj limfocita (10° /L)
W

DM1+MEK DMI+EK

ODM1 BDM I+FR @50 mgkg TM @ 100 mgkg TM

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
Grafikon 6.1.5.B. Broj limfocita (10°/L) kod pacova tretiranih deksametazonom u kombinaciji
sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Srednje vrednosti broja limfocita u krvi ispitivanih grupa pacova su se kretale
od 1,34+0,67x10°/L (24h posle aplikacije deksametazona tri dana) do 5,14+0,53x10°/L
(24h posle aplikovanja 200 mg/kg TM petroletarskog ekstrakta) i bile su nize od
referentnih vrednosti koje navode Jain (1993) (5,48+1,75x10°/L) i Pritchett i Corning
(2004) (5,6-8,3%10°/L). Kod konrolne grupe pacova zabeleZen prose¢an broj limfocita
(5,67+0,47x10°/L) je bio na donjoj granici fiziologkih vrednosti. Liberati i sar. (2004) su
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dali §ire referentne vrednosti (3,32-8,53x10°/L), tako da u poredenju sa navedenim
vrednostima, manji broj limfocita je utvrden kod grupa tretiranih sa 200 mg/kg TM
metanolnog ekstrakta, 50, 100 ili 200 mg/kg TM vodenog ekstrakta, deksametazonom i
deksametazonom u kombinaciji sa ekstraktom. Dobijeni rezultati nisu u skladu sa
rezultatima Ristoske (2002) i Ristoske 1 sar. (2002), koji su utvrdili da broj limfocita
kod nazimica, ostaje u granicama referentnih vrednosti 24h posle aplikacije ekstrakta
podzemnih organa H. odorus W. et K. Smanjenje broja limfocita u krvi pacova 24h
posle aplikacije razli¢itih doza svih ekstrakata kukureka, nije u saglasnosti sa
rezultatima Tosevskog 1 sar. (1999, 2004) koji su utvrdili da kod prasadi u starosti od 35
dana intradermalna aplikacija 0,450 mg/kg TM ekstrakta cele biljke H. odorus W. et K
izaziva dugotrajno povecanje broja limfocita (za 87% posle 7 dana i za 83% posle 14
dana). Medutim, Tosevski i sar. (2004) su zapazili da kod prasadi u starosti od 52 dana,
ista doza 1 nacin aplikovanja ekstrakta kao u prethodnom ispitivanju, ne dovodi do
promene vrednosti broja limfocita. Vrednost zabelezena pre davanja ekstrakta se
odrzala, uz izvesno smanjenje 14. i 21. dana eksperimenta, $to je delimi¢no u skladu sa
nasim rezultatima. Nueleanu (2007, 2008) je registrovao znaajno povecanje broja
limfocita kod ovaca 24h, 48h i1 96h nakon aplikovanja 3%, 4% 1 5% dekokta podzemnih
organa H. purpurascens W. et K., pri ¢emu je maksimalna limfocitoza bila posle 48h
(60,7%, 101,1% 1 46,1%), a visoke vrednosti su se odrzale do kraja eksperimenta.
Dirsch 1 sar. (1993) navode da helebrin, B-ekdison i So-hidroksiekdison iz
H. purpurascens W. et K. suprimiraju proliferaciju T limfocita, dok je steroidni saponin
stimuliSe. Davidovi¢ i sar. (2006-a,b, 2007-a, 2010-b) su ustanovili da je prosecan broj
limfocita u krvi konrolne grupe pacova i oglednih grupa 24h, 48h i 72h nakon aplikacije
vodenog ekstrakta podzemnih organa H. odorus W. et K. razli¢itih doza bio ujednacen,
tako da izmedu njih nisu postojale statisticki znacajne razlike, pri ¢emu je u vecini
sluCajeva najveca vrednost zabelezena kod kontrolne grupe. Utvrdena veca vrednost
ovog parametra kod grupe kojoj je aplikovan fizioloski rastvor, bila je signifikantna
(P<0,05) u odnosu na grupu tretiranu ekstraktom denaturisanim na 100 °C 5 min

(Davidovi¢ i sar., 2010-a) ili dijalizatom ekstrakta (Davidovi¢, 2006).
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6.1.6. Procenat limfocita (Lym %)

Prosec¢na vrednost procenta limfocita je bila, kao i srednji broj limfocita, veca
kod kontrolne grupe (65,90+4,28%) u odnosu na sve ogledne grupe, pri ¢emu su
utvrdene razlike bile visoko signifikantne (P<0,001) u poredenju sa grupom PEK 50 i
grupama tretiranim metanolnim i vodenim ekstraktom u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM,
signifikantne (P<0,05) u odnosu na HEK 100, a nisu zna¢ajne u odnosu na ostale grupe.
Srednje vrednosti ovog parametra 24h posle aplikacije razli¢itih doza petroletarskog i
hloroformskog ekstrakta se vrlo malo razlikuju i ove razlike nisu bile statisticki
znacajne (P>0,05), osim signifikantno manje vrednosti kod grupe PEK 50 odnosu na
PEK 100 (P<0,01) i PEK 200 (P<0,001). Procenat limfocita se znaajno smanjivao sa
povecanjem aplikovane doze metanolnog i vodenog ekstrakta (na nivou znacajnosti od

P<0,05 i P<0,001) (Grafikon 6.1.6.A).
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Grafikon 6.1.6.A. Procenat limfocita (%) kod pacova tretiranih razli¢itim ekstraktima kukureka

Grupa kojoj je trokratno aplikovan deksametazon, je imala znacajno vecu
srednja vrednost procenta limfocita nego grupe koje su nakon deksametazona tretirane
metanolnim ekstraktom u dozi 50 ili 100 mg/kg TM (P<0,01) ili vodenim ekstraktom u
dozi 100 mg/kg TM (P<0,05). Vecéa vrednost ovog parametra je zabelezena u grupi koja
je nakon deksametazona tretirana fizioloskim rastvorom (22,77+2,65%), u odnosu na

grupe koje su nakon deksametazona dobile ekstrakt kukureka, pri ¢emu su utvrdene
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visoko signifikantne razlike u poredenju sa grupama tretiranim metanolnim ekstraktom
razli¢itih doza 1 vodenim ekstraktom u dozi 100 mg/kg TM (P<0,001) i vrlo znacajna
razlika u odnosu na DM1+EK200 (P<0,01). Najnize vrednosti zabelezene kod grupa
DMI+MEKS50 (7,23+2,78%) 1 DM1+MEK100 (7,57+2,44%) su bile znacajno manje
(P<0,05) u odnosu na ove vrednosti kod DMI1+EK50 1 DM1+EK200 (Grafikon
6.1.6.B).
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Grafikon 6.1.6.B. Procenat limfocita (%) kod pacova tretiranih deksametazonom u kombinaciji
sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Referentne vrednosti procenta limfocita u krvi pacova koje navodi Moore (2000)
iznose 78,3+7,1 za muzjake 1 80,9+5,7 za zenke, a u toku ogleda kod svih ispitivanih
grupa su utvrdene nize vrednosti od navedenih.

Tosevski i sar. (2004) su takode ukazali na blago smanjenje procenta limfocita
14. 1 21. dana posle aplikacije optimalne doze od 0,450 mg/kg TM ekstrakta cele biljke
H. odorus W. et K. prasadima u uzrastu od 52 dana. Dobijeni rezultati su u skladu sa
nasim ranije dobijenim rezultatima ispitivanja efekta vodenog ekstrakta kod pacova,
kada je dokazano da je srednja vrednost procenta limfocita znacajno veca u kontrolnoj
grupi u odnosu na ogledne grupe 24h posle aplikacije 10 mg/100 g TM ekstrakta rizoma
i korena H. odorus W. et K. i istog ekstrakta zagrevanog na 100 °C 5 min (P<0,001) ili
na 56 °C 30 min (P<0,05) (Davidovi¢ i sar., 2010-a). Male razlike u vrednostima ovog
parametra izmedu kontrolne grupe i grupa kod kojih je pracen efekat ekstrakta u toku

vremena ili delovanje dijalizata ekstrakta, nisu bile signifikantne (Davidovi¢, 2006).
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6.1.7. Neutrofilno/limfocitni indeks (Ne/Lym indeks)

Kod svih oglednih grupa tretiranih ekstraktom kukureka, osim u grupi PEK 200,
utvrdene su vece prosecne vrednosti neutrofilno/limfocitnog indeksa u odnosu na
kontrolnu grupu, kod koje je ova vrednost iznosila 43,22+6,90, a razlike su se kretale od
nesignifikantnih (P>0,05) do visoko znacajnih (P>0,001). Vrednost Ne/Lym indeksa
24h nakon primene 50 mg/kg TM petroletarskog ekstrakta je znacajno veca u odnosu na
grupe kojima je aplikovano 100 (P<0,01) ili 200 mg/kg TM (P<0,001) ovog ekstrakta,
dok izmedu grupa tretiranih razli¢itim dozama hloroformskog ekstrakta nisu utvrdene
statisticki znacajne razlike. Sa povecanjem aplikovane doze metanolnog i vodenog
ekstrakta, povecavale su se i vrednosti neutrofilno/limfocitnih indeksa, tako da su
izmedu ispitivanih grupa utvrdene signifikantne razlike na nivou znacanosti od P<0,05

do P<0,001 (Grafikon 6.1.7.A.).
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Grafikon 6.1.7.A. Neutrofilno/limfocitni indeks kod pacova tretiranih razlicitim ekstraktima
kukureka

Znacajno vecu srednju vrednosti Ne/Lym indeksa u poredenju sa grupom koja je
tri dana dobijala deksametazon (541,26+269,04) su imale grupe koje su Cetvrtog dana
dobile metanolni ekstrakt u dozi 50 ili 100 mg/kg T™M (P<0,01), 200 mg/kg TM
metanolnog ili 100 mg/kg TM vodenog ekstrakta (P<0,05). Najniza vrednost ovog

parametra je registrovana u grupi kojoj je Cetvrtog dana aplikovan fizioloski rastvor
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(318,52+60,48), a razlike izmedu ove i1 svih grupa koje su nakon deksametazona dobile
ekstrakt kukureka su bile statisticki znacajne na nivou od P<0,05 do P<0,001. Najveci
Ne/Lym indeks registrovan kod grupa DMI+MEKS0 (1539,13£1005,71) i
DMI+MEK100 (1239,07£338,47) bio je signifikantno visi u odnosu na ove vrednosti
kod DM1+EK50 i DM1+EK200 (Grafikon 6.1.7.B).
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Grafikon 6.1.7.B. Neutrofilno/limfocitni indeks kod pacova tretiranih deksametazonom u
kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

U ranije  publikovanim  radovima  registrovali smo  povecanje
neutrofilno/limfocitnih indeksa kod pacova 24h nakon intramuskularne primene
vodenog ekstrakta podzemnih organa H. odorus W. et K. u dozi 0,5 mg/100 g TM
(Davidovi¢ 1 sar., 2006-b), 5 mg/100 g TM i 20 mg/100 g TM (P<0,01) (Davidovi¢ i
sar., 2006-a) 1 10 mg/100 g TM (P<0,001) (Davidovi¢ 1 sar., 2010-a,b), Sto je u skladu
sa rezultatima dobijenim u ovom ogledu. Davidovic i sar. (2007-a) su utvrdili znacajno
povecanje proseCne vrednosti Ne/Lym indeksa 24h nakon subkutanog (SC) ili
intramuskularnog (IM) aplikovanja po 0,2 ml vodenog ekstrakta navedene biljne vrste,
razredenog fizioloSkim rastvorom u odnosu 1:2 (P<0,01), kao i nakon intraperitonealne
(IP) primene istog ekstrakta (P<0,05). Signifikantno ve¢i Ne/Lym indeks je uocen 24h
posle aplikovanja denaturisanog (P<0,001) i inaktivisanog ekstrakta (P<0,01)
(Davidovi¢ i sar., 2010-a), dok veéa vrednost 48h nakon aplikovanja ekstrakta u dozi 10

mg/100 g TM 1 niza vrednost nakon 72h (Davidovi¢ i sar., 2010-b), kao i ve¢i indeks
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24h posle tretmana dijalizatom ekstrakta (Davidovi¢, 2006) nisu bili statisticki znacajni
u odnosu na kontrolnu grupu pacova. Neutrofilno/limfocitni indeksi oglednih grupa
pacova tretiranih vrlo malim dozama ekstrakta (0,1, 0,2 ili 0,3 mg/100 g TM) su bili
nesto nizi nego kod kontrolne grupe, a utvrdene razlike nisu bile znac¢ajne (Davidovi¢ i

sar., 2006-b).
6.1.8. Broj monocita (Mo)

Broj monocita u krvi kontrolne grupe pacova je iznosio 0,51+0,32x10°/L, a u
krvi zivotinja oglednih grupa kojima je aplikovan ekstrakt kukureka ova vrednost se
kretala od 0,35+0,15x10°/L kod HEK 50 (nije znagajna razlika u odnosu na kontrolu)
do 1,25i0,56><109/L kod MEK 200 (P<0,05 u odnosu na kontrolu). Utvrdene razlike u
srednjim vrednostima broja monocita nisu bile statisticki znacajne, kako izmedu
kontrolne 1 oglednih grupa, tako niti izmedu samih oglednih grupa kojima je aplikovan
petroletarski, hloroformski ili vodeni ekstrakt u razli¢itim dozama. Grupa tretirana sa 50
mg/kg TM metanolnog ekstrakta je imala znacajno nizi broj monocita u odnosu na
grupe kojima je aplikovan ekstrakt u dozi 100 mg/kg TM (P<0,05) i 200 mg/kg TM
(P<0,01) (Grafikon 6.1.8.A.).
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Grafikon 6.1.8.A. Broj monocita (10°/L) kod pacova tretiranih razli¢itim ekstraktima kukureka
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Srednja vrednost broja monocita u grupi kojoj je trokratno aplikovan
deksametazon (0,48+0,18x10°/L) je bila znagajno niZa u odnosu na grupe koje su nakon
deksametazona tretirane metanolnim ekstraktom u dozi 100 mg/kg TM (P<0,01),
fizioloSkim rastvorom ili metanolnim ili vodenim ekstraktom u dozi 50 ili 200 mg/kg
TM (P<0,05). Sli¢an prosecan broj monocita je utvrden kod grupa kojima je posle
deksametazona aplikovan fizioloski rastvor, metanolni ili vodeni ekstrakt razli¢itih doza
(50, 100 ili 200 mg/kg TM), tako da nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu
ovih grupa. Izuzetak je grupa DM1+EK100 kod koje je zabelezena prosecna vrednost
ovog parametra (0,54+0,25x10°/L) bila zna¢ajno niza (P<0,05) nego kod DMI+FR,
DMI+MEK100, DM1+EKS50 i DM1+EK200 (Grafikon 6.1.8.B.).

1,5 |

Broj monocita (109 /L)

DM 1+MEK DMI+EK

ODM1 EDMI+FR @50 mgkg TM @ 100 mgkg TM @ 200 mgkg TM

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
Grafikon 6.1.8.B. Broj monocita (10°/L) kod pacova tretiranih deksametazonom u kombinaciji
sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Kod svih ispitivanih grupa pacova, broj monocita u krvi je bio veéi od
referentnih vrednosti koje navode Jain (1993) (0,24+0,2x10°/L) i Liberati i sar. (2004)
(0,04-0,19x10°/L). Ekstrakti pozemnih organa kukureka ispitivani u nasem ogledu su
ispoljili najmanji efekat na broj monocita u krvi. Male razlike u broju monocita i
odsustvo statisticke znacajnosti utvrdenih razlika, izmedu ispitivanih grupa tokom
ogleda, su u skladu sa rezultatima koje su Tosevski i sar. (1999, 2004) dobili 7. 1 14.
dana nakon aplikovanja ekstrakta cele biljke H. odorus W. et K. prasadi u starosti od 35

dana. Medutim, kod prasadi u starosti od 52 dana, ¢iji je broj monocita u krvi pre
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tretmana ekstraktom takode bio povecan u odnosu na fizioloSku vrednost, Tosevski i
sar. (2004) su utvrdili povecanje ove vrednosti za 1,4 puta 14. dana ogleda i za 1,2 puta
21. dana posle primene ekstrakta. Razlike u srednjim vrednostima broja monocita nisu
bile signifikantne, kako izmedu kontrolne i oglednih grupa pacova, tako niti izmedu
samih oglednih grupa tretiranih vodenim ekstraktom rizoma i korena H. odorus W. et K.
u dozi 10 mg/100 g TM ili istim, prethodno inaktivisanim, denaturisanim ili
dijalizovanim ekstraktom (Davidovi¢, 2006; Davidovi¢ i sar., 2010-a). Statisticki
znacajne razlike broja monocita nisu utvrdene tokom odredivanja duzine trajanja efekta
navedenog ekstrakta, kada su njihove vrednosti ispitivane 24h, 48h 1 72h nakon
aplikovanja ekstrakta pacovima (Davidovi¢ i sar., 2010-b).

Suprotno nasim rezultatima, aplikovanje ekstrakta podzemnih organa H. odorus
W. et K. nazimicama, dovelo je do veoma izraZzene monocitoze nakon 24h i 48h
(Ristoska 1 sar., 2002), pri ¢emu je povecanje broja monocita nakon 24h bilo cak 14
puta, a monociti su bili zastupljeni sa 46% u ukupnom broju leukocita u krvi nazimica
(Ristoska, 2002). Nueleanu (2007) je registrovao monocitopeniju kod ovaca 24h, 48h i
96h nakon aplikovanja 3% i 4% dekokta podzemnih organa H. purpurascens W. et K.,
pri ¢emu je najnizi broj monocita zabeleZen posle 48h, a vrednosti nize nego pre
aplikovanja ekstrakta su se odrzale do kraja eksperimenta. Isti autor (2008) je utvrdio da
u grupi tretiranoj 5% dekoktom prethodno navedene biljke, nakon 24h se smanjuje broj
monocita, ali se povetava za 54% posle 48h, da bi nakon 96h ponovo nastala

monocitopenija.

6.1.9. Procenat monocita (Mo %)

Prosecna vrednost procenta monocita kod kontrolne grupe pacova je iznosila
5,8443,24%. Ova vrednost je viSa samo u odnosu na procenat monocita zabelezen kod
MEK 50 (4,37+1,07%) i EK 200 (5,46+2,63%), dok je kod ostalih oglednih grupa
tretiranih petroletarskim, hloroformskim, metanolnim ili vodenim ekstraktom u dozi 50,
100 ili 200 mg/kg TM procenat monocita bio 5,84-8,23%. Izmedu ispitivanih grupa nisu
utvrdene statisti¢ki znacajne razlike (P>0,05) (Grafikon 6.1.9.A.).

216



14 -

12 4

10 4

Procenat monocita (%)

PEK HEK MEK EK

O FR @50 mg/kg TM B 100 mg/kg TM B 200 mg/kg TM

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
Grafikon 6.1.9.A. Procenat monocita (%) kod pacova tretiranih razliCitim ekstraktima
kukureka

Izmedu srednjih vrednosti procenta monocita u krvi pacova 24h posle aplikacije
deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili vodenog
ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM) takode nisu utvrdene signifikantne razlike, osim
znacajno nize vrednost ovog parametra u grupi DM1+EK100 u odnosu na grupe DM1,

DMI+FR i DM1+EK200 (P<0,05) (Grafikon 6.1.9.B.).

Procenat monocita (%)
W
L

DM 1+MEK DM I+EK

O EDMI+FR E 50 mgkgTM B 100 mgkg TM E 200 mgkg TM

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
Grafikon 6.1.9.B. Procenat monocita (%) kod pacova tretiranih deksametazonom u kombinaciji
sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka
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Procenat monocita kod kod svih ispitivanih grupa tokom ogleda je bio povecan u
odnosu na fiziolosku vrednost, koja se prema navodima Moora (2000) krec¢e u
granicama 3,4+2,5% kod muzjaka i 1,6+1,0% kod Zenki pacova. Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima Tosevskog i sar. (1999, 2004) registrovanim na prasadi u uzrastu
od 35 dana, ali nisu u skladu sa rezultatima Tosevskog 1 sar. (2004) kada je ovaj
parametar odredivan kod prasadi u uzrastu od 52 dana. Davidovi¢ (2006) 1 Davidovi¢ i
sar. (2010-a) su takode zabelezili ve¢i procenat monocita kog grupa pacova kojima je
aplikovano po 10 mg/100 g TM nativnog ili termicki tretiranog (56 °C 30 min ili 100 °C
5 min) ekstrakta H. odorus W. et K. u odnosu na kontrolnu grupu tretiranu fizioloskim
rastvorom, pri ¢emu izmedu ispitivanih grupa nisu utvrdene statisticki znacajne razlike.
Mala, nesignifikantna variranja prose¢ne vrednosti ovog parametra u toku vremena (48h
1 72h nakon aplikovanja ekstrakta) i 24h nakon aplikovanja dijalizata ekstrakta, dobijena

su 1 u nasim ranijim istrazivanjima (Davidovi¢, 2006).

6.1.10. Broj eritrocita (Er)

ProseCan broj eritrocita utvrden kod kontrolne grupe pacova je iznosio
6,90+0,18x10'?/L. Kod oglednih grupa kojima je aplikovan petroletarski, hloroformski
ili metanolni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM zabelezene vrednosti eritrocita
su se razlikovale, ali je statisticki znacajno manji broj eritrocita utvrden samo u grupi
HEK 50 u odnosu na kontrolnu (P<0,05) 1 HEK 100 (P<0,05), kao 1 u grupi MEK 50 u
odnosu na kontrolnu (P<0,05) i MEK 200 (P<0,01). Grupa EK 200, kod koje je
zabelezen najveéi prosetan broj eritrocita (8,52+0,84x10'%/L), imala je statistidki
znacajno vecu vrednost ovog parametra u odnosu na kontrolnu (P<0,01) i grupe EK 50 i
EK 100 (P<0,05), kod kojih je povecanje broja eritrocita takode bilo statisticki
signifikantno u poredenju sa kontrolnom grupom, ali na nizem nivou znacajnosti

(P<0,05) (Grafikon 6.1.10.A.).
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Grafikon 6.1.10.A. Broj eritrocita (10'*/L) kod pacova tretiranih razli¢itim ekstraktima
kukureka

Utvrdene razlike izmedu srednjih vrednosti broja eritrocita u krvi 24h posle
aplikacije deksametazona tri dana, a Cetvrtog dana fizioloSkog rastvora, metanolnog ili
vodenog ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM) nisu bile signifikantne, osim nize
vrednosti ovog parametra zabelezene u grupi DMI+MEKIO0 u odnosu na
DM1+MEK200 (na nivou znacajnosti P<0,05) i DM1+EK50 (na nivou znacajnosti
P<0,01) (Grafikon 6.1.10.B.).
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*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
Grafikon 6.1.10.B. Broj eritrocita (10'/L) kod pacova tretiranih deksametazonom u
kombinaciji sa FR 1 razli¢itim ekstraktima kukureka
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U publikovanim izvestajima postoje izvesne razlike u fizioloSkim vrednostima
broja eritrocita kod pacova: 8,26+0,65x10'%/L (Jain, 1993), 7,25+0,93x10'%/L kod
muZjaka i 6,85+0,61x10'%/L kod Zenki (Moore, 2000), 7-10x10'%/L (Carpenter i sar.,
2001), 5,4-8,5x10"%/L (Pritchett i Corning, 2004), 7,64-8,85x10'%/L (Liberati i sar.,
2004). Utvrden prosecan broj eritrocita kod svih ispitivanih grupa u toku ogleda je bio u
granicama referentnih vrednosti koje je iznela vecina navedenih autora i nije ukazao na
hemoliti¢ki efekat ekstrakata, koji moZze da nastane usled vezivanja saponozida za
sterole ¢elijskih membrana i povecanja njihove permeabilnosti.

Petri¢i¢ 1 sar. (1971-b) su utvrdili da intenzitet hemolize nije u korelaciji sa
koli¢inom razli¢itih saponozida, ve¢ zavisi od njihove strukture 1 umanjuje se
produzavanjem niza Secera. Monodezmozidni saponozidi sa jednim ugljenohidratnim
lancem (izuzev$i glicirizin i a-solanin) pokazuju visoku hemoliticku aktivnost, a
narocito saponini sa 4-5 monosaharida u sastavu Secernog dela molekula. Bidezmozidni
neutralni saponini sa 2 ugljenohidratna lanca od kojih je jedan vezan za Cs;, a drugi za
Ca, gotovo su hemoliticki inaktivni (odvajanjem lanca na Cp¢ hemoliza se snazno
pojacava), a kiseli ispoljavaju slabo hemoliticko delovanje. Na hemolizu utice i
grananje ugljenohidratnog lanca, tako da neutralni i bazni saponini sa nerazgranatim
Se¢ernim lancem deluju slabo hemoliticki, a sa razgranatim Se¢ernim lancem deluju
hemoliti¢ki 1 u velikom razredenju. Kiseli saponini sa dva Secerna lanca, od kojih je
jedan razgranat, ispoljavaju snaznu, a sa jednim ugljenohidratnim lancem slabu
hemoliticku aktivnost. Rezultati dobijeni u naSem ogledu su u skladu sa rezultatima
Petri¢i¢a i sar. (1971-b) koji navode da H. odorus W. et K. ispoljava slabu hemoliticku
aktivnost (HD u Ph Jug. Sap.jed./g droge), nizu u poredenju sa drugim biljkama roda
Helleborus L. Bogdan i sar. (1990-b) su utvrdili da u in vitro uslovima saponozidi
H. purpurascens L. u koncentraciji od 40% izazivaju potpunu hemolizu, dok niZe
koncentracije saponozida (4%, 8%, 10%, 20%, 30%) ispoljavaju slabiji hemolitic¢ki
efekat.

Nasi rezultati dobijeni odredivanjem broja eritrocita u krvi pacova 24h posle
aplikacije razli¢itih doza petroletarskog, hloroformskog i metanolnog ekstrakta su u
skladu sa rezultatima koje smo dobili u prethodnim ispitivanjima(Davidovi¢, 2006;
Davidovi¢ 1 sar., 2006-b, 2007-b, 2010-c), kao 1 sa rezultatima do kojih su u svojim

istrazivanjima dosli drugi autori. Bogdan 1 sar. (1989, 1990-a) su utvrdili da se broj
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eritrocita u krvi konja, ovaca 1 svinja nije znacajno promenio 24h, 48h, 96h 1 144h posle
transkutane implantacije rizoma H. purpurascens W. et K., a samo kod goveda je,
verovatno usled hemokoncentracije, doSlo do znacajnog povecanja broja eritrocita u
krvi 24h 1 48h posle implantacije. Prosecan broj eritrocita u krvi nazimica se smanjio
24h posle aplikovanja ekstrakta rizoma i korena H. odorus W. et K., ali se odrzao u
fizioloSkim granicama (Ristoska, 2002; Ristoska i sar., 2002). Smanjenje broja eritrocita
za 22% u odnosu na vrednosti pre tretmana, utvrdili su Tosevski i sar. (2004) 14. 1 21.
dana nakon aplikacije ekstrakta cele biljke H. odorus W. et K. prasadi u starosti od 52
dana. U prethodnim ispitivanjima smo zabelezili nesignifikantan pad broja eritrocita u
krvi pacova 24h nakon aplikovanja vodenog ekstrakta podzemnih organa H. odorus W.
et K. u dozi 0,1, 0,2, 0,3 1 0,5 mg/100 g TM (P>0,05) (Davidovi¢ i sar., 2006-b) i
koncentraciji 5 1 20 mg/100 g TM (P<0,01) (Davidovi¢ i sar., 2007-b), pri ¢emu su
vrednosti bile u granicama fizioloskih. Registrovali smo i znacajno smanjenje broja
eritrocita u toku vremena (nakon 48h P<0,05 i posle 72h P<0,001) i 24h posle
aplikovanja inaktivisanog (P<0,001) ili denaturisanog (P<0,01) vodenog ekstrakta u
dozi 10 mg/100 g TM, kao i manju vrednost u grupi koja je dobila dijalizat ekstrakta
(P>0,05), u odnosu na kontrolnu grupu i grupu 24h nakon tretmana ekstraktom
(Davidovi¢, 2006; Davidovi¢ i sar., 2010-c).

Rezultati dobijeni 24h nakon tretmana pacova vodenim ekstraktom u dozi 50,
100 ili 200 mg/kg TM su u skladu sa rezultatima Tosevskog i sar. (1999, 2004)
dobijenim na prasadi u starosti od 35 dana, koji ukazuju na povecanje broja eritrocita 7.
i 14. dana posle aplikacije ekstrakta cele biljke H. odorus W. et K., ali i na odrzavanje u
granicama referentnih vrednosti. Utvrdene su relativno male razlike u srednjem broju
eritrocita oglednih grupa pacova 24h posle SC, IP ili IM aplikacije razblazenog
ekstrakta kukureka u odnosu na kontrolnu grupu, kao i izmedu samih oglednih grupa,
pri ¢emu je samo veca vrednost ovog parametra u grupi koja je tretirana IM bila 1

statisticki znacajna (P<0,05) (Davidovi¢ i sar., 2007-a).
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6.1.11. Broj trombocita (Tr)

ProseCan broj trombocita utvrden u krvi kontrolne grupe pacova
(723,14+178,68x10°/L krvi) je bio znadajno manji nego u grupama PEK 100 (P<0,001),
PEK 200 (P<0,05) 1 MEK 50 (P<0,01), a ve¢i nego u grupi EK 50 (P<0,01). Najveca
vrednost ovog parametra zabelezena kod PEK 100 (1198,57+110,36x10°/L) i najniza
kod EK 50 (370,57+139,85x10°/L) su se zna¢ajno razlikovale u odnosu na ostale grupe
tretirane ovim ekstraktima (P<0,05 i P<0,001), izmedu kojih su takode utvrdene
signifikantne razlike na nivou P<0,05. Broj trombocita je bio ujednacen izmedu grupa
kojima su aplikovane razlicite doze hloroformskog ekstrakta (P>0,05), a ve¢i u grupi
kojoj je aplikovano 50 mg/kg TM metanolnog ekstrakta u odnosu na grupe tretirane

vec¢im dozama (P<0,001) (Grafikon 6.1.11.A.).
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Grafikon 6.1.11.A. Broj trombocita (10°/L) kod pacova tretiranih razli¢itim ekstraktima
kukureka

U odnosu na grupu kojoj je trokratno aplikovan deksametazon
(618,57+169,92x10°/L krvi) i grupu kojoj je nakon deksametazona aplikovan fiziologki
rastvor (536,14+82,94x10°/L krvi), srednja vrednost broja trombocita je bila veéa kod
DMI1+MEKS50 (P<0,05 i P>0,001) i niza kod grupa DM1+MEK100 i DM1+EK100
(P<0,05), dok u odnosu na ostale ispitivane grupe utvrdene razlike nisu bile
signifikantne (P>0,05). Grupa koja je posle deksametazona tretirana metanolnim

ekstraktom u dozi 50 mg/kg TM je imala najveéi proseCan broj trombocita
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(831,144169,92x10°/L krvi), a razlike su bile visoko signifikantne u odnosu na
DM1+MEK100, DM1+EK100 1 DM1+EK200 (P<0,001) i vrlo signifikantne u odnosu
na DMI1+MEK200 i DMI+EKS50 (P<0,01). Najnize vrednosti ovog parametra
zabelezene kod grupa DM1+MEK100 i DM1+EK100 su bile zna¢ajno nize nego kod
DM1+MEK200 (na nivou znacajnosti od P<0,05 i P<0,01), DMI1+EKS50 (P<0,01) i
DM1+EK200 (na nivou znacajnosti od P<0,05 1 P<0,01) (Grafikon 6.1.11.B.).
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Grafikon 6.1.11.B. Broj trombocita (10°/L) kod pacova tretiranih deksametazonom u
kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Prema razliCitim autorima, referentne vrednosti ovih krvnih elemenata za
ispitivanu kategoriju pacova iznose: 969+185x10°/L Jain (1993), 923+294x10°/L kod
muZjaka i 949+149x10°/L kod Zenki (Moore, 2000), 450-885x10°/L (Pritchet i Corning,
2004), 702-1074x10°/L (Liberati i sar., 2004). Odstupanje prose¢nog broja trombocita u
krvi, u odnosu na fizioloSke vrednosti navedene od vecine autora, zabelezeno je u
grupama PEK 100 (1198,57+110,36x10°/L), MEK 50 (1018,43+94,10x10°/L), EK 50
(370,57+139,85x10°/L) i DM1+MEK100 (394,29+140,55x10°/L). Srednje vrednosti
broja trombocita ostalih oglednih grupa su se kretale od 420,86+60,95x10°/L u grupi
DMI1+EK100 do 897,43+118,41x10°/L u grupi PEK 200.

Rezultati ispitivanja uticaja viSe doza razli¢itih ekstrakata 1 vodenog i
metanolnog ekstrakta kukureka aplikovanih 24h nakon trokratnog tretmana pacova
deksametazonom, na broj trombocita u krvi, su u skladu sa rezultatima Ristoske (2002) i

Ristoske 1 sar. (2002). Ovi autori su utvrdili da prosecan broj trombocita ostaje u
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granicama referentnih vrednosti 24h posle tretmana nazimica ekstraktom podzemnih
organa H. odorus W. et K. Rezultati dobijeni u ovom ogledu su u saglasnosti i sa naSim
ranije dobijenim rezultatima, kada smo utvrdili da je broj trombocita kod svih oglednih
grupa tretiranih vodenim ekstraktom podzemnih organa kukureka, bio u granicama
referentnih vrednosti, od kojih su odstupale samo grupe kod kojih je efekat pracen
nakon 48h i 72h (Davidovi¢, 2006). Tosevski 1 sar. (2004) su zabelezili dugotrajni
efekat ekstrakta cele biljke H. odorus W. et K. na broj trombocita, koji se kod prasadi u
uzrastu od 52 dana manifestovao smanjenjem broja trombocita 14 dana posle

aplikovanja za 42% 1 posle 21 dana za 73%.
6.1.12. Koncentracija hemoglobina (Hb g/L)

U krvi kontrolne grupe pacova prosecna koncentracija hemoglobina je iznosila
118,144+2,41 g/L. Sve ogledne grupe su imale vece vrednosti ovog parametra u odnosu
na kontrolnu grupu, a razlike su bile statisticki znacajne na nivou P<0,05 u odnosu na
grupe PEK 200, HEK 100 i 200, MEK 50, 100 i 200, EK 100 i 200 i na nivou P<0,01 u
odnosu na grupe PEK 100 1 EK 50. Signifikantno nize vrednosti su utvrdene u grupi
PEK 50 u poredenju sa PEK 100 (P<0,01) i PEK 200 (P<0,05), HEK 50 u odnosu na
HEK 100 (P<0,05), EK 100 u odnosu na EK 50 (P<0,05) (Grafikon 6.1.12.A.).
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Grafikon 6.1.12.A. Koncentracija hemoglobina (g/L) kod pacova tretiranih razli¢itim
ekstraktima kukureka
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Grupe koje su nakon trokratne aplikacije deksametazona, jednokratno tretirane
sa 200 mg/kg TM metanolnog ili 50 mg/kg TM vodenog ekstrakta imale su statisticki
znac¢ajno vecu proseCnu vrednost koncentracije hemoglobina nego grupe
DMI+MEK100, DM1+EK100 i DM1+EK200 (P<0,05), a na istom nivou znac¢ajnosti je
1 veca vrednost sadrzaja hemoglobina kod grupe DM1+MEK200 u odnosu na grupu
koja je nakon trokratne aplikacije deksametazona tretirana fizioloSkim rastvorom. Male

razlike izmedu ostalih ispitivanih grupa nisu bile signifikantne (P>0,05) (Grafikon
6.1.12.B).
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Grafikon 6.1.12.B. Koncentracija hemoglobina (g/L) kod pacova tretiranih deksametazonom u
kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Koncentracija hemoglobina u krvi kontrolne i oglednih grupa pacova je tokom
ogleda bila u granicama fizioloskih vrednosti koje su po navodima Carpentera i sar.
(2001) 120-180 g/L i Pritcheta i Corninga (2004) 115-160 g/L, a niZa od referentnih
vrednosti koje su publikovali Jain (2003) (152+8 g/L), Moore (2000) (143+10 g/L kod
muzjaka i 143+11 g/L kod Zenki) i Liberati i sar. (2004) (141-161 g/L). Tosevski i sar.
(1999, 2004) su takode konstatovali hemoglobinemiju u okviru fizioloskih granica, kod
prasadi u uzrastu od 35 dana, pre kao 1 7. 1 14. dana posle aplikovanja ekstrakta cele
biljke H. odorus W. et K., a Ristoska (2002) i Ristoska i sar. (2002) su dosli do istih
rezultata 24h nakon tretmana nazimica ekstraktom podzemnih organa iste biljne vrste.
Rezultati dobijeni u ovom ogledu su u saglasnosti sa publikovanim rezultatima nasih

prethodnih istrazivanja. Koncentracija hemoglobina se povec¢ala 24h nakon SC, IP ili
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IM aplikacije razblazenog ekstrakta kukureka u odnosu na kontrolnu grupu pacova, a
dobijene vrednosti su bile u granicama fizioloSkih (Davidovi¢ i sar., 2007-a). Veca
koncentracija hemoglobina je registrovana i 24h posle aplikovanja 10 mg/100 g TM
vodenog ekstrakta rizoma i korena kukureka i dijalizata ekstrakta u poredenju sa
kontrolnom grupom pacova, a smanjenje vrednosti ovog parametra u odnosu na
kontrolu 1 grupu 24 nakon tretmana ekstraktom je utvrdeno u toku vremena (nakon 48h
P>0,05; nakon 72h P<0,01 odn. P<0,001) i 24h posle aplikovanja inaktivisanog (P<0,05
odn. P<0,01) ili denaturisanog (P>0,05) ekstrakta (Davidovi¢, 2006; Davidovi¢ i sar.,
2010-c).

Nasi rezultati dobijeni 24h nakon aplikovanja razli¢itih doza ekstrakata
kukureka su u skladu sa rezultatima Bogdana 1 sar. (1989, 1990-a) koji su utvrdili da se
koncentracija hemoglobina u krvi goveda znacajno povecala 24h i1 48h posle
transkutanog postavljanja rizoma H. purpurascens W. et K. Istovremeno, rezultati koje
smo dobili 24h nakon tretmana pacova deksametazonom u kombinaciji sa fizioloskim
rastvorom i ekstraktom (osim DMI+MEK 200 i DMI1+EKS50), su u skladu sa
rezultatima prethodno navedenih autora, koji su zabelezili smanjenje vrednosti ovog
parametra kod konja i ovaca 24h, 48h, 96h 1 144h posle implantacije rizoma. Smanjenje
koncentracije hemoglobina su utvrdili i Tosevski i1 sar. (2004) 14. 1 21. dana posle
aplikacije ekstrakta cele biljke H. odorus W. et K. prasadima u starosti od 52 dana u
proseku za 11%, kao i Davidovi¢ i sar. (2007-b) 24h nakon tretmana pacova ekstraktom
podzemnih organa prethodno navedene biljne vrste u koncentraciji od 0,5, 5 i 20

mg/100 g TM.

6.1.13. Hematokritska vrednost (Hct %)

Prosetna hematokritska vrednost utvrdena kod kontrolne grupe pacova
(38,11£1,11%) je bila znacajno veca nego u grupama PEK 50 (P<0,001), HEK 50, 100 i
200 (P<0,05), a manja u poredenju sa PEK 100 (P<0,05), MEK 200 (P<0,05) i EK 200
(P<0,01), dok je kod ostalih grupa tretiranih ekstraktom zabelezena niza vrednost (osim
EK 50), ali razlike nisu bile signifikantne. Najve¢a hematokritska vrednost je
registrovana kod PEK 100 (41,99+2.28%), a razlike izmedu grupa kojima su aplikovane

razli¢ite doze petroletarskog ekstrakta su statisticki znacajne na nivou P<0,05 i P<0,001.

226



Male razlike u vrednosti ovog parametra izmedu grupa kojima su aplikovane razlicite
doza hloroformskog ekstrakta nisu znacajne. Hematokrit registrovan kod MEK 200 1
EK 200 je signifikantno ve¢i u poredenju sa grupama koje su tretirane nizim dozama

ovih ekstakata (P<0,05 i P<0,01) (Grafikon 6.1.13.A.).
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*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
Grafikon 6.1.13.A. Hematokritska vrednost (%) kod pacova tretiranih razli¢itim ekstraktima
kukureka

Hematokritska vrednost u grupi pacova kojoj je trokratno aplikovan
deksametazon je iznosila 41,204+5,09% 1 bila statisticki znacajno veca u odnosu na
vrednosti utvrdene kod grupa DMI+FR (P<0,05), DMI1+MEK100 (P<0,01) i
DMI1+EK100 (P<0,05). Prose¢na vrednost ovog parametra kod pacova koji su nakon
deksametazona dobili fizioloski rastvor (35,10+£3,39%) je znacajno viSa u odnosu na
grupu DM1+MEK100 (P<0,05), a niza nego kod grupa DM1+MEK200 i DM1+EK200
(P<0,05) 1 DMI+EKS50 (P<0,001). Hematokrit se u grupama koje su nakon
deksametazona tretirane razli¢itim dozama metanolnog ili vodenog ekstrakta kretao od
30,13+4,53% kod DMI1+MEK100 do 45,01+2,82% kod DM1+EK50, a razlike su bile
na razli¢itim nivoima znacajnosti, od P<0,05 do P<0,001 (Grafikon 6.1.13.B.).
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Grafikon 6.1.13.B. Hematokritska vrednost (%) kod pacova tretiranih deksametazonom u
kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Hematokritske vrednosti u krvi pacova ispitivanih grupa su bile blize donjim
referentnim vrednostima i kretale su se u granicama fizioloSkog opsega koje su izneli
Carpenter 1 sar. (2001) (35-45%) 1 Pritchett 1 Corning (2004) (37-49%), a neSto nize
nego Sto navode Jain (1993) (47+2%), Moore (2000) (48+2%) i Liberati i sar. (2004)
(40-47%). Rezultati dobijeni u ovom ogledu su u skladu sa rezultatima Ristoske (2000) i
Ristoske 1 sar. (2000), koji su utvrdili da je kod nazimica srednja vrednost hematokrita
neznatno iznad minimalne referentne vrednosti, 24h posle aplikacije ekstrakta rizoma 1
korena H. odorus W. et K. Relativno male razlike (P>0,05) u prose¢nim hematokritskim
vrednostima su zabelezene i1 24h nakon SC, IP ili IM aplikacije razblazenog ekstrakta
podzemnih organa kukureka u odnosu na kontrolnu grupu pacova, kao i izmedu samih
oglednih grupa, a dobijene vrednosti su bile u granicama fizioloSkih (Davidovi¢ i sar.,
2007-a). Smanjenje hematokrita kod pacova je utvrdeno i 24h posle primene vodenog
ekstrakta podzemnih organa H. odorus W. et K. u dozi 0,5, 5 ili 20 mg/100 g TM, pri
¢emu je razlika u odnosu na kontrolnu grupu bila signifikantna samo posle aplikovanja
najvece doze ekstrakta (Davidovi¢ 1 sar., 2007-b). Ogledne grupe pacova su 24h nakon
aplikovanja prethodno navedenog ekstrakta u dozi 10 mg/100 g TM ili dijalizata
ekstrakta imale nesto ve¢e vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu (P>0,05), ali one su
takode bile u fizioloSkim granicama. Znacajno nizi Hct je zabeleZzen 72h posle primene

ekstrakta 1 24h posle aplikovanja denaturisanog ekstrakta u odnosu na kontrolu (P<0,05)
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1 grupu 24h posle aplikovanja nativnog ekstrakta kukureka (P<0,001) (Davidovi¢, 2006;

Davidovi¢ i sar., 2010-c).

6.2. PARAMETRI AKUTNE ZAPALJENSKE REAKCIJE

6.2.1. Brzina sedimentacije eritrocita u krvi (SE)

Srednja vrednost brzine sedimentacije eritrocita posle 15 min u krvi kontrolne
grupe pacova je iznosila 0,43+0,53 mm i bila niza u odnosu na ove vrednosti kod svih
oglednih grupa tretiranih ekstraktima kukureka (P>0,05 do P<0,001), osim PEK 100 1
HEK 100. Najnize prose¢ne vrednosti SE - 15 min zabelezene kod PEK 100 (0,29+0,49
mm) i HEK 100 (0,43+0,53 mm) su bile signifikantno manje nego kod ostalih grupa
tretiranih ovim ekstraktima (P<0,05 i P<0,01). Najveca prosec¢na vrednost SE - 15 min
je utvrdena kod grupe MEK 50 (5,86+2,27 mm) 1 ta vrednost je bila znacajno veca u
odnosu na grupe kojima su aplikovane vec¢e doze metanolnog ekstrakta (MEK 100,
P<0,01; MEK 200 P<0,001). Grupa tretirana sa 100 mg/kg TM vodenog ekstrakta je
imala znacajno brZzu sedimentaciju eritrocita u odnosu na ostale dve grupe tretirane

vodenim ekstraktom (P<0,05) (Grafikon 6.2.1.A.A.).

SE - 15 min (mm)

PEK HEK MEK EK

OFR @50 mgkg TM @ 100 mgkg TM B 200 mgkg TM

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
Grafikon 6.2.1.A.A. Brzina sedimentacije posle 15 min (mm) kod pacova tretiranih razli¢itim
ekstraktima kukureka
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Izmedu vrednosti SE - 15 min u krvi pacova 24h posle trokratnog aplikovanja
deksametazona (0,14£38 mm) i ove vrednosti u grupi koja je Cetvrtog dana ogleda
dobila fizioloski rastvor (0,714+0,49 mm), utvrdena je signifikantna razlika (P<0,05). U
odnosu na prethodno navedene grupe, statisticki znacajno brza SE - 15 min je
konstatovana u grupama koje su cetvrtog dana dobile razliCite doze metanolnog ili
vodenog ekstrakta (na nivoima znacajnosti od P<0,05 do P<0,001). Najveca vrednost
ovog parametra je registrovana kod grupe DM1+MEKS50 (4,86+4,91 mm), a kod ostalih
grupa se kretala od 0,86+0,69 mm (DM1+MEK200) do 3,00£1,83 mm (DM1+EK200),
pri ¢emu su utvrdene razlike bile znacajne (P<0,05) do visoko znacajne (P<0,001).
Razlika u vrednostima sedimentacije kod grupa koje su primile razli¢ite doze vodenog
ekstrakta (50, 100 ili 200 mg/kg TM) nije bila signifikantna (P>0,05) (Grafikon
6.2.1.A.B.).
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Grafikon 6.2.1.A.B. Brzina sedimentacije posle 15 min (mm) kod pacova tretiranih
deksametazonom u kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Prosecna vrednost SE - 30 min u kontrolnoj grupi je bila 1,86+0,90 mm, Sto je
nize u odnosu na sve ogledne grupe, osim PEK 100, i to na nivou znacajnosti od P<0,01
do P<0,001. Najniza SE - 30 min je registrovana kod PEK 100 (1,29+0,49 mm) i HEK
100 (2,86+1,21 mm), a razlike su bile znacajne do visoko signifikantne u poredenju sa
ostalim grupama tretiranim ovim ekstaktima. Grupa MEK 200 je imala statisticki

znacajno nizu vrednost sedimentacije u odnosu na grupe MEK 50 (P<0,001) i MEK 100
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(P<0,05), kao i grupa MEK 100 u odnosu na grupu MEK 50 (P<0,01), kod koje je
utvrdena 1 najveca SE - 30 min (15,00+£6,14 mm). Signifikantno veca srednja vrednost
SE - 30 min je uoc¢ena u grupi EK 100 nego u grupama tretiranim sa 50 i 200 mg/kg TM
ekstrakta (P<0,01 i P<0,05) i kod grupe EK 200 u odnosu na grupu EK 50 (P<0,05)
(Grafikon 6.2.1.B.A.).
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*P<0,05; **P<0,01; ***¥P<0,001

Grafikon 6.2.1.B.A. Brzina sedimentacije posle 30 min (mm) kod pacova tretiranih razli¢itim
ekstraktima kukureka

ZnacCajno brza sedimentacija eritrocita posle 30 min (P<0,05) je utvrdena kod
grupe DMI1+FR (1,86+0,38 mm) nego kod DM1 (1,14+0,38 mm), a u odnosu na ove
vrednosti, visoko signifikantno povecanje SE - 30 min je konstatovano kod grupa koje
su posle trokratnog aplikovanja deksametazona cetvrtog dana tretirane sa 50, 100 ili 200
mg/kg TM metanolnog ili vodenog ekstrakta (P<0,001). Kao i nakon 15 min, najveca
vrednost ovog parametra posle 30 min je registrovana kod grupe DMI+MEKS50
(22,43+11,16 mm) i znacajno se razlikovala od DMI+MEK100 (P<0,05). Vrednosti
zabeleZene kod ove dve grupe su bile vece u odnosu na ostale ispitivane grupe, ali na
razli¢itim nivoima znacajnosti, od P<0,05 do P<0,001. Signifikantno ve¢a vrednost SE -
30 min (P<0,05) je bila u krvi pacova koji su nakon deksametazona dobili 200 mg/kg
TM vodenog ekstrakta kukureka, u odnosu na grupe DM1+MEK200, DMI1+EKS50 i
DMI1+EK100, izmedu kojih su postojale male, nesignifikantne razlike (P>0,05)
(Grafikon 6.2.1.B.B.).
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*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
Grafikon 6.2.1.B.B. Brzina sedimentacije posle 30 min (mm) kod pacova tretiranih
deksametazonom u kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Rezultati ispitivanja srednjih vrednosti SE - 45 min su ukazali da je najniza
vrednost sedimentacije i dalje bila kod grupe PEK 100 (2,29+0,76 mm) 1 kontrolne
grupe (3,14+1,46 mm), a utvrdene razlike u odnosu na ostale ogledne grupe su bile na
na nivou znacajnosti od P>0,05 do P<0,001. Izmedu grupa kojima su aplikovane
razli¢ite doze hloroformskog ekstrakta nisu zapazene statisticki znaCajne razlike
(P>0,05). Razlika vece vrednosti SE - 45 min uoCene u grupi MEK 50 bila je visoko
znacajna u odnosu na preostale dve ogledne grupe kojima je aplikovan matanolni
ekstrakt (P<0,001). Statisti¢ki vrlo znacajne razlike su postojale izmedu grupe EK 50 u
odnosu na grupe EK 100 i EK 200 (P<0,01), pri ¢emu je grupa EK 50 imala nizu
vrednost ovog parametra (Grafikon 6.2.1.C.A.).

U odnosu na grupe DMI1 i DMI1+FR, izmedu kojih razlika nije znacajna
(P>0,05), konstatovana je statisticki znacajno brza SE - 45 min (P<0,001) u grupama
kojima je tri dana aplikovan deksametazon, a Cetvrtog dana su dobile metanolni ili
vodeni ekstrakt u dozi 50, 100 ili 200 mg/kg TM. Najveca vrednost sedimentacije posle
45 min je utvrdena kod grupe DMI1+MEKS50 (38,71+10,89 mm), a najniza kod
DMI1+EK100 (12,00+3,56 mm). Vrednosti zabelezene kod grupa tretiranih metanolnim
ili vodenim ekstraktom kukureka nakon trokratne aplikacije deksametazona, su bile
razli¢ite, a utvrdene razlike na nivou znacajnosti od P<0,05 do P<0,001 (Grafikon

6.2.1.C.B.).
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Grafikon 6.2.1.C.A. Brzina sedimentacije posle 45 min (mm) kod pacova tretiranih razli¢itim
ekstraktima kukureka
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Grafikon 6.2.1.C.B. Brzina sedimentacije posle 45 min (mm) kod pacova tretiranih
deksametazonom u kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Prose¢na vrednost sedimentacije eritrocita i nakon 60 min je bila najniza u grupi
PEK 100 (4,00+1,41 mm) i kontrolnoj grupi (4,57£1,62 mm), a utvrdene razlike u
odnosu na grupe tretirane razliitim ekstraktima kukureka su bile na nivou znacajnosti
P<0,01 i P<0,001. Razlike ovog parametra izmedu oglednih grupa posle primene 50,
100 ili 200 mg/kg TM hloroformskog ekstrakta nisu bile statisticki signifikantne
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(P>0,05). Ustanovljena je statisticki znacajno niza vrednost sedimentacije u krvi grupe
MEK 100 u odnosu na MEK 50 (P<0,001) i MEK 200 (P<0,05), kao i u krvi grupe EK
50 (P<0,05) u odnosu na EK 200 i EK 100, kod koje je zabelezena najveca SE - 60 min
(31,86+7,76 mm) (Grafikon 6.2.1.D.A.).

SE - 60 min (mm)

PEK HEK MEK EK

OFR @50 mgkg TM @ 100 mgkg TM B 200 mgkg TM

*P<0,05; **P<0,01; ***¥P<0,001

Grafikon 6.2.1.D.A. Brzina sedimentacije posle 60 min (mm) kod pacova tretiranih razli¢itim
ekstraktima kukureka

Niske srednje vrednosti SE - 60 min utvrdene kod grupe DM1 (3,86+0,69 mm) 1
DMI1+FR (4,14+0,69 mm) su se malo razlikovale, a u odnosu na njih, znacajno
povecanje ove vrednosti je utvrdeno kod grupa kojima je tri dana aplikovan
deksametazon, a Cetvrtog dana po 50, 100 ili 200 mg/kg TM metanolnog ili vodenog
ekstrakta (P<0,001). Kao i posle 30 i 45 min, najbrza sedimentacija nakon 60 min je
zabelezena u grupi DM1+MEKS50 (52,86£10,46 mm), koja se od ostalih grupa
razlikovala na nivou P>0,05 do P<0,001, a najsporija u grupi DM1+EK100 (18,86+5,37
mm) i ta vrednost je bila visoko znac¢ajno niza nego kod ostalih grupa (P<0,001). Veca
vrednost brzine sedimentacije na nivou znacajnosti P<0,001 je zabelezena i u grupi
DM1+MEK100 u odnosu na DM1+MEK200, a izmedu ostalih ispitivanih grupa su
utvrdene male razlike (P>0,05) (Grafikon 6.2.1.D.B.).
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Grafikon 6.2.1.D.B. Brzina sedimentacije posle 60 min (mm) kod pacova tretiranih
deksametazonom u kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Kod glodara, opsti odgovor na akutno zapaljenje karakteriSu sloZzene promene
koncentracije proteina u plazmi, povecanje brzine sedimentacije eritrocita i ukupnog
broja leukocita, smanjenje hematokrita, dok se telesna temperatura menja vrlo malo ili
se ne menja (Schreiber 1 sar., 1989). Srednje vrednosti brzine sedimentacije tokom
ogleda u krvi oglednih grupa pacova su bile vece od referentnih vrednosti, koje kao
krajnje niske, navodi ve¢i broj autora: Schermer (1967) 0,7 mm/h kod muzjaka 1 1,8
mm kod Zenki, Zingg i sar. (1971) 1,0-2,5 mm/h (prosec¢no 1,5 mm/h) kod muzjaka, i
Mitruka i Rawnsley (1981) 0,68-1,76 mm/h (prose¢no 1,22+0,27 mm/h) kod muzjaka i
0,58-1,62 mm/h (prosecno 1,10+0,26 mm/h) kod zenki pacova. Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima naSih ranijih ispitivanja, kada je utvrdeno da su znacajno brzu
sedimentaciju u svim posmatranim intervalima (posle 15, 30, 45, 60 1 120 min) u
odnosu na kontrolnu grupu pacova, imali eritrociti oglednih grupa kojima je aplikovano
po 10 mg/100 g TM vodenog ekstrakta podzemnih organa H. odorus W. et K. i efekat
pracen u toku vremena (24, 48 i 72h), kao i inaktivisani, denaturisani ili dijalizat

ekstrakta u prethodno navedenoj dozi (Davidovi¢, 2006).
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6.2.2. Koncentracija albumina u krvnoj plazmi (Alb g/L)

Koncentracija albumina u krvnoj plazmi kontrolne grupe pacova (35,86+10,64
g/L) je bila manja u odnosu na ogledne grupe tretirane petroletarskim ili hloroformskim
ekstraktom (osim PEK 50, P<0,05; HEK 100, P>0,05), ali razlike nisu bile statisticki
znacajne (P>0,05). Kod svih grupa kojima su aplikovane razli¢ite doze metanolnog ili
vodenog ekstrakta, zabeleZene su nize vrednosti ovog parametra u odnosu na kontrolnu
grupu, a signifikantne razlike su bile na nivou znacajnosti od P<0,05 u poredenju sa
MEK 50, MEK 200, EK 100 i EK 200. Prose¢na koncentracija albumina se znac¢ajno
razlikovala kod grupa tretiranih razli¢itim ekstraktima kukureka, a medugrupne razlike
ovih vrednosti su se kretale od znacajnih (P<0,05) do visoko znacajnih (P<0,001).
Najniza koncentracija ovog negativnog proteina akutne faze zapaljenja je registrovana u
grupama kojima je aplikovana najvec¢a doza metanolnog (MEK 200, 24,71+5,85 g/L) ili
vodenog ekstrakta (EK 200, 25,00+£3,00 g/L) (Grafikon 6.2.2.A.).
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Grafikon 6.2.2.A. Koncentracija albumina (g/L) kod pacova tretiranih razli¢itim ekstraktima
kukureka

Veca srednja vrednost koncentracije albumina u krvnoj plazmi je utvrdena kod
grupe pacova koja je tri dana dana dobijala deksametazon (37,86+5,21 g/L), u odnosu
na grupe kojima je trokratno aplikovan DM, a Cetvrtog dana su tretirane fizioloskim
rastvorom, metanolnim ili vodenim ekstraktom u dozi 50 mg/kg TM (P<0,05), 100 ili

200 mg/kg TM (P<0,01). Vrednost ovog parametra kod grupe DMI1+FR (31,43+£2,15
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g/L) je bila niza nego kod DMI+EKS50 (32,57+6,80 g/L), a veca nego kod ostalih
ispitivanih grupa, ali je razlika bila znaCajna samo u odnosu na DMI1+MEK100
(P<0,05). Najmanja koncentracija albumina je zabelezena u grupi DM1+MEKI100
(22,57+£8,02 g/L), a razlika izmedu ove 1 vrednosti zabelezenih kod grupa
DMI1+MEKS50, DM1+EK50 i DMI+EK200 je bila signifikantna (P<0,05). Izmedu
ostalih ispitivanih grupa su utvrdene male razlike, koje nisu bile statisticki znacajne
(P>0,05) (Grafikon 6.2.2.B.).
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Grafikon 6.2.2.B. Koncentracija albumina (g/L) kod pacova tretiranih deksametazonom u
kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Nakon oStecenja tkiva, infekcija ili fiziCkih trauma, aktiviraju se mehanizmi ¢iji
je cilj da se sprece dalje povrede, izoluju 1 eliminiSu infektivni agensi i1 aktiviraju
reparatorni procesi, kako bi se omogucilo normalno funkcionisanje organizma. Nastaje
rani odbrambeni akutni inflamatorni odgovor (APR-acute phase response), koji je
klju¢ni deo urodenog imunskog odgovora svih Zivotinjskih vrsta. Za pracenje
zapaljenskih procesa ne treba posmatrati samo jedan protein akutne faze (APP-acute
phase protein), ve¢ APP indeks koji obuhvata i pozitivne i negativne APP, kao i APP
koji se povecavaju i brzo i sporo, ¢ime se formira sveobuhvatni indeks koji je u
korelaciji sa tezinom zapaljenskog procesa.

Albumini su u skoro svih zivotinjskih vrsta glavni negativni proteini akutne faze

zapaljenja, ¢ija se koncentracija u krvi smanjuje, usled selektivnog gubitka albumina
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zbog promena u bubrezima ili gastrointestinalnom traktu ili zbog smanjene sinteze u
jetri (Cray 1 sar., 2009). Odredivanjem koncentracije albumina u krvnoj plazmi
kontrolne i oglednih grupa pacova, dobijeni su neSto nizi rezultati od fizioloSkih
vrednosti, koje po navodima vise autora iznose: 38-48 g/L (Carpenter i sar., 2001), 33-
49 g/L (Pritchett 1 Corning, 2004) i 44,4-58,4 g/L (Liberati i sar., 2004). Rezultati
dobijeni 24h nakon aplikovanja metanolnog i vodenog ekstrakta ili deksametazona u
kombinaciji sa ovim ekstraktima, su u skladu sa rezultatima Hajrulai (2001) i Hajrulai 1
sar. (2002) koji su utvrdili da intramuskularni tretman jagnjadi ekstraktom rizoma i
korena H. odorus W. et K. u dozi od 450 pug/kg TM, uzrokuje smanjenje koncentracije
albumina za 6% posle 7 dana (P<0,05) 1 za 2% posle 14 dana (P>0,05), kao 1 da se
albuminsko-globulinski (A/G) koli¢nik menja u korist globulina (1,2 vs 0,96 vs 1,15).
Blago povecanje vrednosti albumina u krvi 24h nakon tretmana pacova petroletarskim i
hloroformskim ekstraktom je u saglasnosti sa rezultatima Ristoske (2002) 1 Ristoske 1
sar. (2002) koji su zabelezili hiperalbuminemiju kod nazimica 24h posle IM aplikacije
ekstrakta podzemnih organa iste biljke. Rezultati ovih autora se razlikuju od rezultata
dobijenih u ogledu na pacovima, utoliko §to je koncentracija albumina kod nazimica
bila za 34% veca od maksimalne referentne vrednosti, a A/G koli¢nik za 64-74% veci u
odnosu na fizioloske vrednosti, dok kod pacova izmedu kontrolne i oglednih grupa nisu
uocene signifikantne razlike. Tosevski i sar. (2004) su uocili dugotrajan efekat ekstrakta
cele biljke H. odorus W. et K. na koncentraciju albumina u krvi prasadi, koja je bila
povecana 7., 14. 1 21. nakon aplikovanja navedenog ekstrakta, a A/G koli¢nik
promenjen u korist albumina. U svojim ranijim istrazivanjima smo takode utvrdili
manju prose¢nu koncentraciju albumina u krvnoj plazmi svih oglednih grupa pacova,
nakon aplikovanja vodenog ekstrakta rizoma i1 korena kukureka, termicki tretiranog
ekstrakta ili njegovog dijalizata, pri ¢emu je smanjenje bilo najizrazenije posle 24h 1 48h

(Davidovi¢, 2006).
6.2.3. Koncentracija fibrinogena u krvnoj plazmi (Fb g/L)
Srednja vrednost koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi kontrolne grupe

pacova je iznosila 1,50+£0,15 g/L.. Ove vrednosti su kod oglednih grupa tretiranih

petroletarskim ili hloroformskim ekstraktom bile znacajno manje (P<0,001), sa
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izuzetkom PEK 100 koja se nije znaCajno razlikovala i PEK 200 koja je imala vecu
koncentraciju od kontrole (P<0,01). Aplikovanje razli¢itih doza metanolnog i vodenog
ekstrakta je dovelo do poveéanja prosecne koncentracije fibrinogena u tretiranim
grupama (od 1,604+0,23 g/L. do 3,91+0,48 g/L), osim u grupi MEK 50 koja je imala
manju vrednost (0,81+£0,18 g/L), pri ¢emu su razlike bile statisticki visoko znacajne
(P<0,001) u odnosu na kontrolu. Prose¢na koncentracija fibrinogena u krvnoj plazmi
grupa tretiranih petroletarskim ekstraktom se znacajno povecavala sa povecanjem
aplikovane doze (P<0,05 i P<0,001), dok su vrednosti ovog parametra bile ujednacene
24h nakon aplikovanja razli¢itih hloroformskih ekstrakata (P>0,05). Sa povecanjem
aplikovane doze metanolnog i vodenog ekstrakata, povecavala se i koncentracija
fibrinogena u plazmi, a utvrdene razlike izmedu grupa su bile na najviSem nivou

znacajnosti (P<0,001), osim izmedu MEK 100 i MEK 200 (P>0,05) (Grafikon 6.2.3.A.).
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Grafikon 6.2.3.A. Koncentracija fibrinogena (g/L) kod pacova tretiranih razli¢itim ekstraktima
kukureka

Prosecna koncentracija fibrinogena u grupi DMI1 (1,36+£0,24 g/L) je bila
znacajno manja nego u grupama koje su nakon trokratne aplikacije deksametazona
tretirane fizioloskim rastvorom (P<0,01), metanolnim ili vodenim ekstraktom u dozi od
50, 100 ili 200 mg/kg TM (P<0,001). Vrednost ovog parametra u grupi DMI1+FR
(1,91£0,29 g/L) takode je bila znac¢ajno niza u odnosu na grupe koje su dobile ekstrakt

kukureka, ali na razli¢itom nivou znacajnosti, od P<0,05 do P<0,001. Vrednosti
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zabelezene kod grupa tretiranih metanolnim ili vodenim ekstraktom kukureka nakon
trokratne aplikacije deksametazona su se kretale od 2,43+0,43 g/L u grupi
DM1+MEK200 do 4,64+0,93 g/L u grupi DMI1+EK50, a nivo znacajnosti utvrdenih
razlika izmedu pojedinih grupa je bio razlic¢it (od P>0,05 do P<0,001) (Grafikon
6.2.3.B.).
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Grafikon 6.2.3.B. Koncentracija fibrinogena (g/L) kod pacova tretiranih deksametazonom u
kombinaciji sa FR 1 razli¢itim ekstraktima kukureka

Pozitivni proteini akutne faze su proteini krvi koji se prvenstveno sintetiSu u
jetri, a njihova koncentracija se povecava u toku akutnog inflamatornog odgovora
(APR). Iz aktiviranih makrofaga se oslobadaju proinflamatorni citokini (IL-1B, IL-6 1
TNF-0) 1 uticu na metabolizam 1 biosintezu u jetri, regulisanjem ekspresije gena
proteina akutne faze koji doprinose odbrani domacina (Giffen i sar., 2003). Geni za
sintezu proteina plazme su aktivni i u razli¢itim ekstrahepaticnim tkivima (horioidni
pleksus, placenta, semene vezikule 1 dr.), koja su uklju¢ena u odrzavanje homeostaze
proteina 1 ucestvuju u regulaciji mRNA nivoa za vreme akutne faze zapaljenja
(Schreiber i sar., 1989). Obimnija prouc¢avanja APP u veterinarskoj medicini su pocela
devedesetih godina proslog veka, od kada se oni koriste za pracenje toka zapaljenskih
procesa, neoplazija i stresa, u dijagnostici 1 prognozi bolesti zivotinja, a predloZeni su i
za markere "zdravlja stada" kod velikih Zivotinja. Koncentracija pozitivnih APP se

povecava tokom APR, a u zavisnosti od intenziteta rasta klasifikuju se u glavne (rast 10
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do 100 puta), umerene (rast 2 do 10 puta) i minorne proteine (malo povecanje) (Cray i
sar., 2009). Sinteza glavnih proteina je indukovana primarno citokinom IL-1, znacajno
se povecava u prvih 48h, a zatim naglo opada usled kratkog poluvremena Zivota ovih
proteina. Stvaranje druge linije APP, srednjih i minornih proteina, reguliSu primarno
IL-6, njihova koncentracija se sporije povecava u krvi, ali to povecanje duze traje i
mogu se odredivati i tokom hroni¢nih inflamatornih procesa (Petersen i sar., 2004).
Proteini akutne faze imaju viSestruke funkcije, ukljucuju¢i modulaciju imunskog
sistema, transport proteina i zaStitu tkiva od oStecenja, a razlikuju se kod zivotinjskih
vrsta. Glavni APP kod pacova su a;-kiseli glikoprotein i ap-makroglobulin, a umereni
CRP, fibrinogen 1 haptoglobin (Petersen i sar., 2004; Cray 1 sar., 2009).

Fibrinogen je umereni protein akutne faze zapaljenja (koncentracija se povecava
2 do 10 puta), po strukturi je B globulin, koji je vazan u reparaciji tkiva, jer predstavlja
osnovu za formiranje fibrina (Cray i sar., 2009). Referentne vrednosti za koncentraciju
fibrinogena ispitivane kategorije pacova, po navodima vise autora, iznose: 2,0+0,4 g/L
kod muzjaka i 1,9+0,5 g/L kod zenki (Moore, 2000), 2,1-2,67 g/L (2,37 g/L. za muZzjake
1 1,95 g/L za Zenke) (Car i sar., 2006). Koncentracija fibrinogena utvrdena u krvnoj
plazmi kontrolne grupe pacova je u skladu sa datim navodima. Ogledne grupe
jednokratno tretirane razli¢itim dozama petroletarskog ili hloroformskog ekstrakta,
metanolnim u dozi 50 mg/kg TM, kao i trokratno deksametazonom, su imale nize
vrednosti od fizioloskih. Kod ostalih ispitivanih grupa, vrednost ovog parametra se
kretala iznad gornje granice fizioloSkog opsega i ti rezultati su u skladu sa nasim ranijim
ispitivanjima na Wistar pacovima, kada je utvrdeno da primena vodenog ekstrakta
podzemnih organa kukureka rezultira statistiCki znafajnim povecanjem vrednosti
fibrinogena, naroCito nakon 24h. Kako je znacajno povecanje ovog, a i ostalih
ispitivanih parametara zapaljenske reakcije, registrovano i u grupama pacova kojima je
aplikovan termicki tretiran (inaktivisan ili denaturisan) ili dijalizovan ekstrakt,
zakljuceno je da se akutna zapaljenska reakcija verovatno razvija kao posledica
delovanja sastojaka koji ne pripadaju kategoriji proteina veée molekulske mase
(Davidovi¢, 2006). Rezultati dobijeni u drugom delu ogleda, u skladu su sa rezultatima
vise autora (Chinenov i Rogatsky, 2007; Cassol-Jr 1 sar., 2010; Ngo i sar., 2013; Bonin i
sar., 2013), koji navode da deksametazon, kao sintetski kortikosteroid, ima znacajno

imunosupresivno delovanje, smanjuje transkripciju proinflamatornih gena inhibiranjem
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jedarnog faktora transkripcije-kB (NF-xB) 1 spreCava sintezu gotovo svih
proinflamatornih citokina, uklju¢uju¢i nekoliko interleukina (IL-1, -2, -3, -6), IFN-y 1

TNF-a.

6.2.4. Koncentracija haptoglobina u krvnoj plazmi (Hap g/L)

Koncentracija haptoglobina u krvnoj plazmi kontrolne grupe pacova tretirane
fizioloSkim rastvorom je iznosila 0,31+£0,06 g/L. Ova vrednost je bila znacajno veca u
oglednim grupama 24h posle aplikacije metanolnog ili vodenog ekstrakta u dozi 50, 100
ili 200 mg/kg TM u odnosu na kontrolnu grupu, i to na nivou znacajnosti od P<0,001.
Sa povecanjem aplikovane doze ekstrakta, vrednost ovog parametra u krvi pacova se
takode povecavala (MEK 200, 2,85+0,83 g/L; EK 200 3,124+0,56 g/L), a utvrdene
razlike su bile na najve¢em nivou znacajnosti (P<0,001) imedu grupa MEK 50 i MEK
100 u odnosu na MEK 200, kao i EK 50 u odnosu na EK 100 i EK 200 (Grafikon
6.2.4.A.).
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Grafikon 6.2.4.A. Koncentracija haptoglobina (g/L) kod pacova tretiranih razli¢itim
ekstraktima kukureka
U krvnoj plazmi pacova kojima je trokratno aplikovan DM, zabelezena
koncentraciju haptoglobina (2,13+1,34 g/L) je bila statisticki znac¢ajno ve¢a u odnosu na

grupe DM1+FR i DMI+MEK200 (P<0,05), dok razlike u odnosu na ostale ispitivane

grupe nisu bile signifikantne. Prose¢na vrednost haptoglobina kod pacova koji su nakon
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DM dobili fizioloski rastvor (0,88+0,50 g/L), bila je znacajno niza u odnosu na sve
grupe koje su dodatno treirane metanolnim ili vodenim ekstraktom kukureka, na
razli¢itim nivoima znac¢ajnosti (od P<0,05 do P<0,001). Razlika nije bila znacajna samo
u poredenju sa DMI+MEK200 kod koje je zabelezena niza koncentracija. Sa
povecanjem aplikovane doze ekstrakata, smanjivala se vrednost ovog parametra, tako da
je najveca koncentracija haptoglobina zabelezena u grupi DM1+EKS50 (3,05+0,96 g/L),
a najniza u grupi DM1+MEK200 (0,74+0,44 g/L) (P<0,001). Utvrdene razlike izmedu
ostalih oglednih grupa su se kretale od nesignifikantnih do visoko znacajnih (Grafikon

6.2.4.B.).
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Grafikon 6.2.4.B. Koncentracija haptoglobina (g/L) kod pacova tretiranih deksametazonom u
kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Haptoglobin je heterogeni ay.kiseli glikoprotein, koji se sastoji od dva teska
glikozilisana B lanca (40 kD) i dva laka a lanca, o; (9 kD) i a, (16 kD), povezana
disulfidnim vezama (af),. Postoje tri glavna tipa haptoglobina: monomer Hpl-1 (98
kD), polimeri Hp1-2 (oko 200 kD) i Hp2-2 (oko 400 kD). SintetiSe se ne samo u jetri,
ve¢ 1 u kozi, plu¢ima 1 bubrezima. Deluje kao "sakupljacki" protein, jer stvara stabilan
kompleks sa slobodnim hemoglobinom otpuStenim iz eritrocita tokom hemolize, a time
sprecava oksidativnu aktivnost hemoglobina i omoguéava ocfuvanje gvozda hema.
Uoceno je da ima bakteriostatske i imunomodulatorne efekte, inhibira oksidativni
prasak neutrofilnih granulocita, stimuliSe angiogenezu i osetljiv je marker akutne faze
zapaljenja, kada se njegov sadrzaj u krvi povecava 2-10 puta (Petersen i sar., 2004; Cray

i sar., 2009). Fizioloski nivo haptoglobina u plazmi Wistar pacova iznosi 0,1-0,35 g/L
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(0,223 g/L kod muzjaka, 0,072 g/L kod Zenki) (Car i sar., 2006). Vrednost zabelezena u
kontrolnoj grupi je bila u granicama referentnih vrednosti. Povecanje koncentracije
haptoglobina u nasem ogledu je bilo visestruko (3 do 10 puta), u zavisnosti od doze
aplikovanog vodenog ili metanolnog ekstrakta kukureka. To ukazuje na povecanu
sintezu 1 sekreciju ovog proteina u jetri 1 razvoj akutne zapaljenske reakcije. Dobijeni
rezultati su u skladu sa rezultatima utvrdenim na modelima akutnog inflamatornog
odgovora. Giffen i sar. (2003) su kao model akutne zapaljenske reakcije koristili IP
ubrizgavanje kompletnog Freundovog adjuvansa Wistar Han pacovima i tom prilikom
utvrdili da se nakon 36h, koncentracija haptoglobina u krvnoj plazmi takode povecavala
sa rastom aplikovane doze. Koj 1 sar. (1982) su na Buffo pacovima primenili model
asepti¢ne akutne inflamacije, izazvane potkoznim aplikovanjem terpentina i registrovali
su brzo povecanje koncentracije haptoglobina, dok je nivo albumina u plazmi smanjen
na minimalnu vrednost drugog dana ogleda. Povecana prosecna vrednost ovog
parametra u krvi pacova 24h nakon trokratnog aplikovanja deksametazona, u skladu je
sa navodima, da deksametazon stimuliSe ekspresiju mRNA gena za haptoglobin pacova

(Marinkovi¢ i Baumann, 1990; Sevaljevié i sar., 1998).

6.3. FUNKCIJE NEUTROFILNIH GRANULOCITA

6.3.1. Stepen fagocitoze neutrofilnih granulocita (%)

Srednja vrednost stepena fagocitoze neutrofilnih granulocita u krvi pacova
kontrolne grupe je iznosila 43,68+6,65%, a posle aplikacije 200 mg/kg TM metanolnog
(91,95+3,79%) ili vodenog ekstrakta kukureka (82,95+9,43%) ove vrednosti su bile
signifikantno vece na nivou znacajnosti od P<0,001. Statisticki znacajno veca vrednost
ovog parametra je utvrdena kod grupe MEK 200 u odnosu na grupu EK 200 (P<0,05).
Grupa kojoj je trokratno aplikovan deksametazon je imala proseCan stepen fagocitoze
od 68,78+10,47%. Znacajno vece vrednosti su zabeleZzne kod grupe kojoj je tri dana
aplikovan deksametazon, a Cetvrtog dana je dodatno tretirana fizioloSkim rastvorom
(81,00+11,35%, P<0,05) i oglednih grupa kojima je nakon deksametazona aplikovan
metanolni (89,07+3,41%) ili vodeni ekstrakt u dozi od 100 mg/kg TM (88,70+2,27%) i

to na nivou znacajnosti od P<0,001 (Grafikon 6.3.1.).
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Grafikon 6.3.1. Stepen fagocitoze neutrofilnih granulocita (%) kod pacova tretiranih razli¢itim
ekstraktima kukureka i deksametazonom u kombinaciji sa FR i razli¢itim ekstraktima kukureka

Fagocitoza predstavlja bitan vid nespecificne odbrambene reakcije organizma na
infekcije izazvane bakterijama i gljivicama. Sposobnost fagocitoze imaju mikrofagi
(polimorfonuklearni neutrofili i eozinofili) i makrofagi (mononuklearni monociti i
tkivni makrofagi). Ovaj proces se odvija u nekoliko glavnih faza: hemotaksa (migracija
fagocita u inflamatorno podrucje), vezivanje Cestica za povrSinu fagocita 1 unoSenje
endocitozom, intracelularno ubijanje kiseonik-zavisnim (oksidativni prasak) 1
kiseonik-nezavisnim mehanizmima. Rezultati dobijeni u nasem ogledu na pacovima su
u skladu sa rezultatima Bogdana i sar. (1989, 1990-a), koji navode da se kod ovaca
nakon implantacije rizoma Helleborus L., povecao indeks fagocitoze sa 0-21 na 0-34, a
vrednost ukupnog kapaciteta fagocitoze neutrofilnih granulocita vise od 6 puta, pri
¢emu su utvrdene razlike bile statisticki vrlo znacajne u intervalu od 48h (P<0,01). U
nasim prethodnim ispitivanjima stepena fagocitoze, zabelezili smo statisticki znacajno
veci procenat neutrofilnih granulocita koji sadrze najmanje 3 latex partikule, kod pacova
kojima je aplikovano 100 mg/kg TM vodenog ekstrakta podzemnih organa H. odorus
W. et K. u odnosu na pacove iz kontrolne grupe (P<0,05) (Davidovi¢, 2006; Davidovi¢ i
sar., 2010-b). Rezultati dobijeni nakon aplikovanja deksametazona su u skladu sa
navodima da kortikosteroidi u organizmu pacova deluju inhibitorno na funkcije

neutrofilnih granulocita (Zhang 1 sar., 2004).
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6.3.2. Intenzitet oksidativnog praska neutrofilnih granulocita (%)

Srednja vrednost intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih granulocita u krvi
kontrolne grupe pacova je iznosila 32,44+8,53%. Vece vrednosti su zabelezene u grupi
24h posle tretmana sa 200 mg/kg TM metanolnog ekstrakta (66,33+11,63%) i to na
nivou visoko znacajne razlike (P<0,001) i nakon aplikacije vodenog ekstrakta
(200 mg/kg TM) (37,44+11,29%), ali ova utvrdena razlika nije bila signifikantna
(P>0,05). Statisticki znacajno veca vrednost ovog parametra je utvrdena i kod grupe
MEK 200 u odnosu na grupu EK 200 (P<0,001). U odnosu na grupu kojoj je trokratno
aplikovan deksametazon (33,46+6,57%), srednja vrednost intenziteta oksidativnog
praska neutrofilnih granulocita je bila znacajno veca kod grupa koje su nakon
deksametazona tretirane fizioloSkim rastvorom (52,57+18,64%), metanolnim
(51,35+20,50%) ili vodenim ekstraktom u dozi od 100 mg/kg TM (49,68+7,74%), na
nivou znacajnosti od P<0,05. Male razlike u vrednostima ovog parametra kod grupa

koje su dodatno tretirane, nisu bile signifikantne (P>0,05) (Grafikon 6.3.2.).
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Grafikon 6.3.2. Intenzitet oksidativnog praska neutrofilnih granulocita (%) kod pacova
tretiranih razliCitim ekstraktima kukureka i deksametazonom u kombinaciji sa FR i razli¢itim
ekstraktima kukureka

Osnovni princip ispitivanja intenziteta oksidativnog praska neutrofilnih
granulocita je pracenje stvaranja reaktivnih oksidanasa dodavanjem i oksidacijom
nefluorescentnog dihidrorodamina 123. Nakon stimulacije, neutrofili proizvode

reaktivne kiseoni¢ne (oksigen) metabolite (superoksidni anjon, vodonik peroksid,
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hipohlornu kiselinu). Dodati DHR 123 ulazi u ¢eliju 1 oksiduje se delovanjem vodonik
peroksida (H,O;) nastalog iz superoksida, S$to rezultira nastajanjem fluorescentnog

rodamina u mitohondrijama (Chen i Junger, 2012) (Slika 2.).

a DHR123

PMN

+ -
HN o] NH,, H202 H,N o] NH, ci
J—) e
C—OCH, -
i 3 O Gy
o

DHR123 Rhodamine

Slika 2. Princip ispitivanja oksidativnog praska sa DHR 123 (Chen i Junger, 2012)

Rezultati dobijeni u ovom ogledu su u saglasnosti sa naSim ranijim ispitivanjima
i rezultatima drugih autora. Tretman pacova vodenim ekstraktom podzemnih organa
kukureka u dozi od 100 mg/kg TM, doveo je do znacajnog povecanja produkcije H,O,
od strane rezidentnih peritonealnih makrotfaga, posle stimulacije sa 100 uL 12,5; 251 50
nM (P<0,05) forbol miristat acetata (PMA). Prosecne vrednosti koncentracije H,O;
(nM/mg proteina), kretale su se od 12,80 (posle stimulacije sa 0 nM PMA) do 32,36
(posle stimulacije sa 50 nM PMA) kod kontrolne grupe pacova, a od 6,29 do 88,53 kod
ogledne grupe 24h posle aplikovanja ekstrakta (Davidovi¢, 2006; Davidovi¢ 1 sar.,
2010-b). Apetrei i sar. (2011-b) su zabelezili da frakcije MCS-EF, MCS-a, MCS-c i
MCS-d, progresivno preciS¢ene iz multianjonskog jedinjenja MCS-18, izolovanog iz
H. purpurascens W. et K., deluju prooksidativno, povecavaju proizvodnju i oslobadanje
ROS iz nestimulisanih PMN ¢elija (1 pg za 129,75%, 126,09%, 235% 1 181,95%; 10 ng
za 114,81%, 175,36%, 133,41% 1 112,43%), dok biljna frakcija MCS-Dx smanjuje
oslobadanje ROS (izmedu 94,45% 1 69,87%), u odnosu na kontrolu (nestimulisane
PMN celije). Medutim, sve frakcije, u zavisnosti od doze, smanjuju nivo proizvedenog i
oslobodenih ROS iz Pam3Cys aktiviranih PMN ¢elija za 77,72% (10 png MCS-Dx) do
neznatnih 2% (10 pg MCS-a) u poredenju sa Pam3Cys kontrolom. Komponenta MCS-

Dx je pokazala dobar antioksidativni kapacitet, posebno u visokim dozama (10 pg),
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kada je utvrdeno oslobadanje ROS od samo 22,28% u odnosu na Pam3Cys kontrolu.
Frakcija MCS-EF je bila u stanju da smanji oslobadanje ROS za 32,75% (u dozi 1 pg) i
za 10% (u dozi 10 pg) u odnosu na kontrolu, ¢ime je ispoljio nizak antioksidativni
kapacitet. Male doze (1pg) MCS-a, MCS-c i MCS-d frakcija su znacajnije uticale na
smanjeno oslobadanje ROS iz aktiviranih PMN ¢elija (za 65,03%, 60,15% 1 69,03%) u
odnosu na kontrolu, nego doze od 10 ng (za 2%, 41,36% 1 48%), dok je MCS-Dx
frakcija imala najjaci efekat ROS regulacije u visokoj dozi (10 pug). Rezultati dobijeni
nakon aplikovanja deksametazona su u skladu sa rezultatima Zhanga i sar. (2004) koji
su utvrdili da kortikosteroidi znacajno suprimiraju oslobadanje slobodnih radikala
kiseonika kod pacova.

Suprotno nasim rezultatima, viSe autora je registrovalo antioksidativno
delovanje nekih Helleborus taksona. Trenin i Volodin (1999) su utvrdili da ekdisteroid
20-hidroksiekdison koji se nalazi u biljkama roda Helleborus L., deluje kao
antioksidans 1 modulator fluorid-stimulisanog respiratornog praska u neutrofilnim
granulocitima ¢oveka, na isti nacin kao i1 u vodi rastvorljivi antioksidansi hlorpromazin i
emoksipin. Vodeni i hidroalkoholni ekstrakti H. purpurascens W. et K., koncentrisani
ultrafiltracijom, su ispoljili visoku antioksidantnu aktivnost. Utvrdena DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) inhibitorna vrednost hidroalkoholnog ekstrakta je bila 79%, a
vodenog ekstrakta 73% (Paun-Roman i sar., 2010). Cakar i sar. (2011) smatraju da je
antioksidativna aktivnost kukureka uglavnom rezultat redoks moguénosti polifenolnih
jedinjenja, koja imaju znacajnu ulogu u adsorbovanju i neutralisanju slobodnih radikala,
uklanjanju singlet (1Sg0O,) i triplet kiseonika (Os) ili razlaganju peroksida. Ovi autori su
na osnovu rezultata DPPH testa ustanovili da je antioksidativna aktivnost ekstrakata
lis¢a kukureka veca nego aktivnost ekstrakata korena. Oko 50% inhibicije slobodnih
radikala se postiZe etanolnim ekstraktima lis¢a u koncentraciji od 0,25 mg mL™" za H.
odorus W. et K. do 0,49 mg mL™"' za H. hercegovinus (Martinis) Mathew, dok su ICs
vrednosti za vodene ekstrakte H. multifidus Vis., H. hercegovinus (Martinis) Mathew i
H. odorus W. et K. bile 0,19, 0,22 i 0.92 mg mL". Znadajno veée koncentracije
ekstrakata korena su bile potrebne za postizanje 50% inhibicije stvaranja slobodnih
radikala, a kretale su se od 1,16 mg mL" za H. odorus W. et K. do 3,51 mg mL"! za
H. hercegovinus (Martinis) Mathew. Razlike u apsorpciji, nakon 15 i 30 minuta, za

vodeni ekstrakt su zanemarljive, a za etanolne ekstrakte znacajne.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu istrazivanja izvedenih u okviru ove disertacije i analize dobijenih

podataka mogu se formulisati slede¢i zakljucci:

1. Intramuskularna aplikacija razli¢itih doza (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
metanolnog i vodenog ekstrakta podzemnih organa kukureka ima za posledicu
leukocitozu 1 granulocitozu, koje se povecavaju sa koncentracijom aplikovanih
ekstrakata, a navedeni efekti su izraZzeni 1 kada se ekstrakti primenjuju nakon
deksametazona. Ovi ekstrakti dovode do nastanka limfopenije, §to uzrokuje povecanje
neutrofilno/limfocitnog indeksa u svim oglednim grupama. Srednje vrednosti navedenih
parametara se vrlo malo menjaju 24h posle aplikacije razli¢itih doza petroletarskog i
hloroformskog ekstrakta. Svi ispitivani ekstrakti su ispoljili najmanji efekat na broj i
procenat monocita u krvi, ali je aplikacija metanolnog 1 vodenog ekstrakta nakon

tretmana deksametazonom uticala na povecanje broja ovih krvnih elemenata.

2. Upotrebljeni ekstrakti nisu ispoljili hemoliticku aktivnost, prosecan broj
eritrocita 1 hematokritska vrednost kod svih ispitivanih grupa su u granicama referentnih
vrednosti, dok je koncentracije hemoglobina znacajno povecana. Aplikovanje
petroletarskog i najnize doze metanolnog ekstrakta dovodi do znacajnog povecanja
broja trombocita u krvi pacova, a kod ostalih oglednih grupa dolazi do smanjenja ovih

vrednosti.

3. Znacajno brzu sedimentaciju u svim posmatranim intervalima imaju eritrociti
pacova oglednih grupa kojima su aplikovani pojedinacni ekstrakti kukureka, u odnosu
na pacove kontrolne grupe, pri ¢emu metanolni i vodeni ekstrakti ispoljavaju izrazeniji
efekat na ove vrednosti. Trokratno aplikovanje deksametazona izaziva sporiju
sedimentaciju eritrocita, a statistiCki znaCajno povecanje ovog parametra akutne
zapaljenske reakcije je registrovano kod svih grupa kojima je tri dana aplikovan

deksametazon, a ¢etvrtog dana razlicite doze metanolnog ili vodenog ekstrakta.
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4. Pojedinacno aplikovanje metanolnog i1 vodenog ekstrakta, kao i njihova
primena nakon tretmana pacova deksametazonom, rezultirali su statisticki znacajnim
smanjenjem koncentracije albumina u krvnoj plazmi. Tretiranje oglednih grupa
petroletarskim i hloroformskim ekstraktom nije ispoljilo efekat na vrednosti ovog

parametra.

5. Statisticki znacajno povecanje koncentracije fibrinogena u krvnoj plazmi
pacova je srazmerno povecanju aplikovane doze metanolnog i vodenog ekstrakata, a
registrovano je 1 u grupama tretiranim ovim ekstraktima nakon primene deksametazona.
Aplikovanje petroletarskog i hloroformskog ekstrakta ima negativan efekat na vrednosti

0ovog parametra.

6. Aplikovanje metanolnog i vodenog ekstrakta dovodi do znacajnog povecanja
koncentracija haptoglobina u krvnoj plazmi pacova, a sa povecanjem aplikovane doze
povecava se i vrednost ovog parametra. Razlike u prose¢nim vrednostima koncentracije
haptoglobina kod pacova kojima je trokratno aplikovan deksametazon nisu bile

signifikantne u odnosu na grupe koje su dodatno treirane navedenim ekstraktima.

7. Upotrebljeni metanolni i vodeni ekstrakt su fizioloSki aktivni i deluju
proinflamatorno povecanjem broja ukupnih leukocita i neutrofilnih granulocita, kao 1
promenom brojnog odnosa pojedinih tipova leukocita u leukocitarnoj formuli u korist
neutrofilnih granulocita. Ovi ekstrakti stimuliSu funkcije neutrofilnih granulocita, tako
Sto dovode do znacajnog povecanja stepena fagocitoze i intenziteta oksidativnog praska

ovih krvnih ¢elija.

8. Akutna zapaljenska reakcija se razvija 24h posle aplikovanja razli¢itih doza
metanolnog i vodenog ekstrakta, ali ne i nakon tretmana petroletarskim i hloroformskim
ekstraktom rizoma i korena H. odorus W. et K. Ovaj efekat nastaje i kod pacova
tretiranih metanolnim 1 vodenim ekstraktom nakon trokratnog aplikovanja

deksametazona.
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9. PRILOZI

Prilog 1. Sekcije sa vrstama roda Helleborus L., njihova distribucija i boja cveta

Distribucija Boia cveta
Vrste, podvrste (ssp.) Vrste (Tutin, 1964; Meiners i (l\/i]einersi
(Werner i Ebel, 1994) (Meiners i sar., 2011) sar., 2011; Werner i
Ebel, 1994) sar., 2011)
Section Griphopus Spach em. Schiffner Section Griphopus Zapadna, centralna i Zelena,
H. foetidus L. H. foetidus juzna Evropa visuljci
Section Chenopus Schiffner Section Chenopus Majorka, Balearska Krem,
H. lividus Aiton H. lividus ostrva zeleno
rozikasta
H. argutifolius Viv. [H. lividius Aiton ssp. | H. argutifolius Korzika, Sardinija Zelena
corsicus (Briq.) P. Fourn.]
Section Helleborus Section Helleborus Jugoistocni Alpi dl‘.’. Bela do
[sect. Chionorhodon Spach] H. niger severozapadne ltalije | ljubicasta
H. niger L. Zelena sa
Section Syncarpus Schiffner Section Syncarpus Juzna Turska, Sirija crveno /
H. vesicarius Aucher H. vesicarius braon $irom
ogrlicom
Section Dicarpon Ulbrich Section Dicarpon
H. thibetanus Franch. H. thibetanus Zapadna Kina Belo-roze,
zili¢asta
Section Helleborastum Spach Section Helleborastum
H. orientalis Lam. H. orientalis Severna Tursk”a, B‘ela-lfrem-
. . Kavkaz, Ukrajina pink, Saren
ssp. orientalis i no
ssp. abchasicus (A. Braun) Mathew
ssp. guttatus (A. Braun et Sauer) Mathew Zelena do
H. cyclophyllus (A. Braun) Boiss. H cyclophyllus Alb., Gréka, Bugarska, Zuto-zelena
H. odorus Waldst. et Kit. H. odorus Italija, Srbija, BiH, Zelena do
Albanija, Rumunija, Zuto-zelena
Madarska
H. viridis L. H. viridis Cen. i zap. Evropa Zelena
H. dumetorum Waldst. et Kit. ex Willd. H. dumetorum Austrija, Madarska, Zelena
. Rumunija, Hrvatska
H. atrorubens Waldst. et Kit. H. atrorubens Slovenija, severna Zelena do
Hrvatska tamno
ljubicasta
H. multifidus Vis. H. multifidus Hrvatska, BiH, Zelena
ssp. multifidus | Albanija
ssp. istriacus (Schiffner) Merxm. ef Podl. H istriacus Severozapadna Zelena
Hrvatska, sever. Italija
ssp. hercegovinus (Martinis) Mathew H. hercegovinus BiH, Crna Gora Zelena do
zuto-zelena
ssp. bocconei (Ten.) Mathew H. bocconei Sicilija, Kalabrija Zelena do
) belo-zelena
H torquc.z’tus Archer-Hind [H. serbisus H. torquatus Hrvatska, Srbija, Zelena do
Adamovi¢] BiH, Crna Gora ljubiGasta
H. purpurascens Waldst. et Kit. H. purpurascens Rumunija, Ceska, A
Ljubicasto-

H. occidentalis
H. abruzzicus

H. croaticus
H. liguricus

Madarska, Poljska,
Ukrajina

Zapadna Evropa
Abruzija (Italija)

Severna Hrvatska

Ligurija, Toskana

braon-zelena

%elena
Zuto-zelena
do svetlo
Zuta
Zeleno-ljub.
Bela
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Prilog 2. Vrste i podvrste roda Helleborus L. i nazivi biljaka ovog roda u narodu

Vrste, podvrste (ssp.)
(Tutin, 1964)

Nazivi biljaka roda Helleborus L. u narodu
(Simonovi¢, 1959)

H. foetidus L.

H. lividus Aiton
ssp. lividus
ssp. corsicus (Willd.) Tutin

H. niger L.
Ssp. niger
ssp. macranthus (Freyn) Schiffner

H. orientalis Lam.
H. cyclophyllus Boiss.

H. odorus Waldst. et Kit.
ssp. odorus
ssp. laxus (Host) Merxm. et Podl.

H. viridis L.
ssp. viridis
ssp. occidentalis (Reuter) Schiffner

H. dumetorum Waldst. et Kit. in Willd.
ssp. dumetorum

ssp. atrorubens (Waldst. et Kit.) Merxm. et Podl.

H. multifidus Vis.

ssp. multifidus

ssp. serbicus (Adamovi¢) Merxm. ef Pod].
ssp. istriacus (Schiffner) Merxm. ef Podl.

H. bocconei Ten.
ssp. bocconei

ssp. siculus (Schiffner) Merxm. et Podl.

H. purpurascens Waldst. et Kit.

Kukurek, kukurijek, kukurik, kukurjak, srdljivi sprez,
Cemerika, e. Setterwort, Stinking Hellebore, n. Stinkende
Nieswurz, f. Favalau, Herbe printani¢re, Museivroz, Pan au
lau, Patte d° Ours, Oied de Griffon

Kukurek

Kukurek, alon, boziénjak, glavobolka, devetik, zavla¢ni
koren, zdravac, zdravinjak, kukorijek, kukuvijek, kukurijek,
kukurik, kukurjak, kurica, kurice, kurja slep, kurjica, kurjice,
kurjovec, kurjovc, papigaca, petkoz, pitkoSek, popigaca,
popova gaca, purié, sprez, sprez, sprz, talov, talovna trava,
talovo, talog, talun, telovnek, teloh, tola¢, trpoglavka, crna
C¢emerika, crni kukurek, crni kukurijek, crni sprez,
crnoglavac, Cemerika, Cemerica, CemeriCica, ¢rni teloh,
¢rnoglavec, r. moroznik, Cemerica, e. Christmas-rose,
Christ’s hellebore, n. Schneerose, f. Hellebore noir, Herbe de
feu, Rose de Noel

Kukurek
Kukurek

Kukurek, kukurijek mirisavi, kukurijecak, sprez

Kukurek, bili sprez, zdravac, zeleni kukurijek, kukorek,
kukurijek, kukurijecak, kukurjak, mali sprez, mlajevina,
pastorka, patorka, prtlovo perje, petrak, sprez, sprezac, sprez,
sprz, kurji slep, kurjica, e. Bear's foot, n. Griine Nieswurz, F.
Herbe a la bosse, Herbe a sétons, Pommeliére

Kukurek

Kukurek, kukurijek rascepkani, patorka, sprez
Srpski kukurek

Kukurek

Kukurek

*Nazivi za rod u celini:

-zavlaéni koren, zdravac, jesenak, kokosji slijep, kukurek,
kukurijek, kukurik, kukurjak, kuri cvit, kurje oko, kurji slep,
kurjica, kuroslijep, lucenika, ludec, petrak, podrijemuh,
podrimuh, prlj, prlje, prpri§, puri¢, sesamojda, slepica,
smrtnica, sprez, sprez, sprz, talovje, talovnica, talog,
telovnik, telog, teloh, ¢emerika, r. zimovnik, moroznik, e.
Hellebore, Bears foot, n. Nieswurz, Christblume, F.
Hellébore, Ellébore
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Prilog 3. Morfologija vrsta, podvrsta roda i hibrida Helleborus L. (www.wikipedia.org;
www.joyofgardens.com; www.gardenphotos.com; www. evolution-plants.com)

H. lividus Aiton

H. niger ssp. niger H nier H. vesicarius Aucher
ssp. macranthus (Freyn) Sch.

H. orientalis
ssp. abchasicus Mathew

H. thibetanus Franch.

H. orientalis ssp. guttatus H. cyclophyllus Boiss. H. odorus Waldst. et Kit.
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Prilog 3. (Nastavak)

H. odorus Waldst. et Kit. . H. odorus Waldst. et Kit.
(prizemni list) (prizemni list sa delom rizoma)

H. viridis L.
ssp. occidentalis (Reuter) Sch.

H. viridis L. sp. viridis

H. multifidus H. multifidus H. multifidus
ssp. istriacus Merxm. et Podl. ssp. hercegovinus Mathew ssp. bocconei Mathew
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Prilog 3. (Nastavak)

H. purpurascens Waldst. et Kit. H. croaticus

H. torquatus Archer-Hind

-

H. liguricus H. caucasicus A. Br.

Hibrid H. ericsmithii Hibrid H. nigercos Hibrid H. sternii
(H. niger x H.sternii) (H. niger x H. argutifolius) (H. argutifolius x H. lividius)

S
£

" lividus | binllordige

Hibrid H. ballardiae Hibrid AH. balladiae Hibrid H. sternii
(H. niger x H. lividius) (H. niger x H. lividius) (H. argutifolius x H. lividius)
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Prilog 4. Morfologija listova razli¢itih Helleborus sp.: A: H. vesicarius Aucher; B: H. lividus
Aiton; C: H. foetidus L.; D: H. niger L.; E: H. X hybridus; F: H. cyclophyllus Boiss.; G: H.
dumetorum Waldst. et Kit; H: H. torquatus Archer-Hind; 1. H. thibetanus Franch.; crtica
predstavlja 3 cm (Meiners i sar., 2011)
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Prilog 5. Diploidni broj hromozoma (2n=2x=32) u korenu razli¢itih Helleborus sp. bojenih sa
aceto-orceinom: A: H. argutifolius Viv.; B: H. foetidus L; C: H. niger L.; D: H. odorus Waldst.
et Kit.; E: thibetanus Franch. (Meiners i sar., 2011)

Prilog 6. Broj hromozoma u korenu hibrida H. nigercos (H. niger x H. argutifolius): a.
diploidna biljka (2n=2x=32), b. trifluralin indukovani tetraploid (2n=4x=64); crtica predstavlja
50 um (Dhooghe i sar., 2009)
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Prilog 7. Kukurek u legendama, mitovima, magijskim obredima i bajalicama

Kukurek u antickim i biblijskim legendama i mitovima

Lekovito i toksi¢no delovanje kukureka su poznati jo§ od antickih vremena, a sude¢i po
starim zapisima i legendama, lecio je junake, trovao careve i dobijao ratove. Zbog svojih
otrovno-lekovitih svojstava je bio veoma znacajna biljka tog doba. Stari Grei su ga koristili za
leCenje mahnitosti 1 Iudila, kao 1 za efikasno 1 brzo trovanje neprijatelja

(www.bastabalkana.com/2010/05/kukurek-biljka-antickog-pedigrea).

Po jednoj legendi, Melampod iz Pila, koji je znao nemusti jezik, izlecio je kéerke kralja
Preta od ludila koje ih je obuzelo lekom pripremljenim od kukureka, a u zamenu je dobio
tre¢inu kraljevine Argolide. Anticki heroj Herakle je takode izleCen od ludila lekom koji je
iscelitelj Antikiros napravio od otrovnog crnog kukureka, a naselje u ¢ijoj je okolini rastao
kukurek nazvano je Antikira i Helleborus.

Kukurek lako moze dovesti i do smrtnog ishoda. Neki istori¢ari smatraju da je
Aleksandar Makedonski umro od prevelike doze kukureka koji je dugo vremena uzimao kao
lek. Prema legendi, Fokidani iz grada Kira su godinama presretali i pljackali hodocasnike koji
su isli u Delfe. Delfi su se pobunili i zapoceo je Prvi Sveti Rat, koji je trajao 10 godina (585-595
p.n.e.). Vojnici iz Kire su pobedeni tako $to im je voda zatrovana kukurekom donetim iz
Antikire. Nakon trovanja kukurekom, imali su stomacne tegobe i srCane aritmije, tako da nisu
bili sposobni da se dalje bore.

Po biblijskoj legendi, crni kukurek zvani Bozi¢na ruza je andeoskog porekla, a nastao je
pre nesto vise od 2000 godina. Tri mudraca su nosila zaCine, zlato i mirtu na poklon tek
rodenom Isusu u Vitlejem, a pratili su ih pastiri koji su nosili med i voce. Prelazili su preko
polja prekrivenog snegom, kada ih je ugledala mala pastirica Madelon i veoma se rastuzila jer
nije imala da na poklon ponudi ni obican cvet. Jedna suza se otkotrljala niz njen obraz i pala u
sneg. Tada je andeo krilima dodirnuo zemlju i na tom mestu su iznikli krupni beli cvetovi

Boziéne ruze.

Magijska svojstva kukureka

U narodu postoji verovanje da biljke imaju odredeno delovanje samo ako se sakupljaju i
upotrebljavaju u odredenom vremenskom periodu i uz strogo utvrden, obi¢no veoma slozen

ritual (Kovacevi¢ i Jan¢i¢, 2003). Cajkanovi¢ (1985) u Reéniku srpskih narodnih verovanja o

biljkama navodi, da se kukurek zajedno sa ostalim lekovitim biljkama, tradicionalno bere na
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Biljani petak (petak pred Purdevdan) i na Cveti (nedelja pre Uskrsa). Veruje se da kukurek
donosi nesre¢u ukuéanima i da kokoske nece nositi jaja celog leta, ako se unese u kucu pre
Purdevdana. Na Purdevdan se kukurek stavlja u gnezda da bi kokoske nosile jaja, posipa oko
tora i karlica u koje se razliva toplo mleko da se ne bi kvarilo i unosi u kuc¢u, kako bi se zivotinje
1 ljudi zastitili od vradzbina (Puri¢, 1985). Dodole su stavljale korenove kukureka u kotao sa
vodom i njima prskale decu za vreme praznika.

Prema predanju italijanskog naroda, biljna vrsta H. bocconei Ten subsp. siculus mora
biti sakupljena 24. juna na dan Svetog Jovana, da bi imala lekovito delovanje (Lentini, 2000).
Stanovnici Kalabrije i Sicilije sakupljaju ovu biljku samo petkom, jer smatraju da se tako
povecavaju njene terapijske moguénosti (Passalacquai sar., 2006).

U knjizi Zivot Srba seljaka (Miliéevié, 1894) zabelezeno je da u nekim krajevima,
pocetkom prolec¢a, deca pevaju bajalicu prvim cvetovima kukureka, koje nadu u Sumi: "Kukurek

s brda zove: OzZenite me! Lepa ruza ruku pruza: Povedite me!"
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Prilog 8. Hemijski sastav biljaka roda Helleborus L. — bufadienolidni heterozidi iz podzemnih

organa

Grupa

Naziv sastojka

Hemijski sastav

Autor, godina

Bufadienolidni
heterozidi
(glukozidi,
glikozidi)

Heleborein

Helebrin

*

Desglukohelebrin

Korelborin K
Korelborin P

Heleborogenon

Heleborogenon

Glukohelebrin

5a bufalon

Ramnozid

Tigenkaozid A

Tigenkaozid B

Heleboretin-gluko-glukozid
Heleboretin-gluko-arabinozid

Helebrigenin-gluko-ramnozid

Helebrigenin
Helebrigenin-ramnozid

Bufa-20,22-dienolide-3,5,14-
trihidroksi-19-okso-(38,58)-
helebrigenin

Helebrigenin -ramnozid

Helebrigenin-gluko-ramnozid

14-hidroksi-3-keto-bufa-
1,4,20,22-tetraenolid

14-hidroksi-3-okso-1,4,20,22-
bufatetranolid

Helebrigenin-2 glukoze-
ramnozid
14-hidroksi-3-okso-5a,148-
bufa-20,22-dienolid

58,14B-dihidroksi-19-okso-
3B-[(a-L-ramnopiranozil)
oksi]bufa-20,22-dienolid

5B,14B-dihidroksi-19-okso-
3B-[(B-D-glukopiranozil)
oksi]bufa-20,22-dienolid)

5B,14B,168-trihidroksi-19-
okso-3B-[(a-L-
ramnopiranozil)oksi]bufa-
20,22-dienolid

148,16B-dihidroksi-38-[(8-D-
glukopiranozil) oksi]bufa-
20,22-dienolid)

148,166-dihidroksi-3B-[(3-D-
glukopiranozil-(1—4)-O-3-D-
glukopiranozil)oksi]bufa-
20,22-dienolid

Husemann i Marmé (1865), Thaeter
(1897), Sieburg (1913), Kofler i Steidl
(1934), Cuckovi¢ (1939)

Karrer (1943), Schmutz (1949), Chen i
sar. (1950), Baytop i Malkoc (1965),
Petrii¢ i sar. (1967, 1968, 1971-a, 1974,
1977), Zivanov-Staki¢ i Mladenovié
(1971-a), Tschesche (1972), Wissner i
Kating (1971, 1974-b,c), Dilparié¢-
Knezevi¢ (1977), Coassini Lokar i sar.
(1982), Colombo i sar. (1990), Muhr i sar.
(1995), Maksimovi¢ (1998)

Bassarello i sar. (2008), Yang i sar.(2010)
Wissner i Kating (1971, 1974-b),
Colombo i sar. (1990), Maksimovic¢
(1998), Bassarello i sar. (2008)

Colombo i sar. (1990)

Kolesnikov i Tropp (1952), Sikl i sar.
(1961), Resnitschenko i sar. (1961)
Resnitschenko i sar. (1961), Sikl i sar.
(1961)

Petrici¢ i sar. (1972), Dilpari¢-Knezevié
1977)

Wissner (1973), Colombo i sar. (1990)

Wissner i Kating (1974-b,c)

Hauser i sar. (1972)

Watanabe i sar. (2003)

Yang i sar. (2010)

Watanabe i sar. (2003)

Watanabe i sar. (2003)

Yang i sar. (2010)

Yang i sar. (2010)
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Prilog 9. Hemijski sastav biljaka roda Helleborus L. — bufadienolidni, flavonoidni i fenolni
heterozidi iz nadzemnih organa

Grupa

Naziv sastojka

Hemijski sastav

Autor, godina

Bufadienolidni,
flavonoidni i
fenolni heterozidi
(glukozidi,
glikozidi)

Ranunkulin

Izoranunkulin

Ranunkozid

Ranunkulozid

Helebrin
Desglukohelebrin

*

Helebortin A

Helebortin B

Helebortin C

Protoanemonin

Anemonin

Flavonoidni
(kvercetin)
glikozidi
Flavonoidni
(kemferol)
glukozidi

Flavonoidi, fenolne
kiseline
(parakumarinska,
vanilinska, kafena,
hlorogenska)

Flavonoidi
(derivati kemferola
i kvercetina),
fenolne kiseline
(ferulinska, kafena,
hlorogenska)

B-D-glukopiranozid

4-(B-D-glukopiranoziloksi)-2-
penten-5-olid

*

5-hidroksilevulinska kiselina

Helebrigenin-gluko-ramnozid
Helebrigenin-ramnozid
11a-hidroksi-desglukohelebrin

(5-[B-D-glukopiranoziloksi]-
10,14,16-trihidroksi-19-nor-
{58,108,148,16B}-bufa-3,20,22-
trienolid)

5-[B-D-glukopiranoziloksi]-3,4-
epoksi-14-hidroksi-19-okso-bufa-
20,22-dienolid

5-[B-D-glukopiranoziloksi]-3,4-
epoksi-10,14-dihidroksi-19-nor-
bufa-20,22-dienolid

5-metilen-2-oksodihidrofuran

3-(kafeoilsoforozid)-7-glukozid
3-(ksilozilglukozid)-7-glukozid

3-sambubiozid-7-glukozid
3-sambubiozid
3-glukozid-7-glukozid
kemferol-3-soforozid

Hill i van Heyningen (1951),
Tschesche i sar. (1981),
Bonora i sar. (1985)

Hill i van Heyningen (1951),
Tschesche i sar. (1981)

Tschesche i sar. (1972, 1981),
Martinek (1973, 1974-a,b)

Tschesche i sar. (1972, 1981)

Martinek (1974-b)
Tschesche i sar. (1981)

KiBmer i Wichtl (1986)
KiBmer i Wichtl (1986)
KiBmer i Wichtl (1986)

Meng i sar. (2001)

Meng i sar. (2001)

Meng i sar. (2001)

Hill i van Heyningen (1951),
Tschesche i sar. (1981),
Bonora i sar. (1985, 1987)

Prieto i sar. (2006)

Harborne (1965)

Harborne (1967)

Philianos i sar. (1983)

Male§ i Medié-Sari¢ (2001)
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Prilog 9. (Nastavak)

Grupa Naziv sastojka Hemijski sastav Autor, godina
Flavonoidni Braca i sar. (2004)
(kvercetin)
glikozidi ) ,
* Kvercetin 3-0-(2-E-kafeoil)-a-L-

arbinopiranozil-(1—2)-3-D-
galaktopiranozid-7-O-8-D-
glukopiranozid

Kvercetin 3-0-(2-E-kafeoil)-a-L-
arbinopiranozil-(1—2)-8-D-
galaktopiranozid

Kvercetin3-0-o-L-arbinopiranozil-
(1—-2)-B-D-galaktopiranozid

Flavonoidni Kvercetin 3-O-(2-trans-kafeoil)-a-L- | Prieto i sar. (2006)

(kvercetin) arbinopiranozil-(1—2)-B-D-

glikozid glukopiranozid

Fenolni glikozidi 3-D-glukozil-p-hidroksifeniletil Prieto i sar. (2006)
alkohol

Bufadienolidni,
flavonoidni i
fenolni heterozidi

1-B-O-kafeoil-D-glukoza

4 Fenolni glikozid Fenilaktik acid 2-O-B-D- Vitalini i sar. (2011)
(9 |_U kO% ! d I, glukopiranozid
glikozidi)
Flavonoidni Vitalini i sar. (2011)
%hkOZldl Kvercetin 3-0-2-(E-cafeoil)-a-L-

arabinopiranozil-(1 — 2)-p-D-
glukopiranozid-7-O-B-D-
glukopiranozid,

Kemferol 3-O-a-L- arabinopiranozil
* -(1—2)-B-D-galaktopiranozid-7-O-B-
D-glukopiranozid

Flavonoidni,
fenolni i
proanticijanogeni
glikozidi

* Cakar i sar. (2011)

Helebrigenin 3-O-B-D-

glukopiranozid Muzashvili i sar. (2011)
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Prilog 10. Hemijski sastav biljaka roda Helleborus L. - spirostanol saponozidi

Grupa Naz_lv Hemijski sastav Autor, godina
sastojka
Heleborin Heleborezin-glukoza Husemann i Marmé(1865),
Iv{eller i Schobel (1928),
Cuckovi¢ (1939), Berger
(1960),  Steinegger i
Hansel (1972)
* Makrantogenin (25/27-dehidro-sarsapogenin Petrici¢ i sar. (1969)
odn. 25/27-dehidro-58-spirostan-3-B-ol)
* Atrorubogenin Petrici¢ i sar. (1970),
Petri¢i¢ (1974)
* * Zivanov-Stakié i
Mladenovié¢ (1970-a,b),
Petri¢i¢ i sar. (1971-b)
* * Maksimovi¢ (1998)
* Spirost-5,25(27)-dien-18,38,110- triol Linde i sar. (1971),
Wissner i Kating (1971-b),
Colombo i sar. (1990),
Bassarello i sar. (2008)
Polimorf A Sprosta-5,25(27)-dien-18,38,11a- triol Kalmén i sar. (1985)
monohidrat
Polimorf B 18,38,11a-trihidroksi-spirosta-5,25(27)-dien Argay i sar. (1998)
monohidrat
% Spirosta-5,25(27)-dien-18,38,11a-diol Ribar i sar. (1986)
* 38,11a-dihidroksispirosta-5,25(27)-dien Vladimirov i sar. (1991)
Spirostanol
saponozidi (235)-38B,23-dihidroksispirosta-5,25(27)-dien-

1B-il O-B-D-apiofuranosil-(1—3)-0-(4-O-
acetil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-O-[3-D-
ksilopiranosil-(1—3)]-a-L-arabinopiranosid

(238,245)-38,23,24-trihidroksispirosta-
5,25(27)-dien-18-il O-B-D-apiofuranosil-
(1-3)-0-(4-O-acetil-a-L-ramnopiranosil)-
(1-2)-0O-[B-D-ksilopiranosil-(1—3)]-a-L-
arabinopiranosid

(238,24S5)-21-acetoksi-38,23,24-
trihidroksispirosta-5,25(27)-dien-18-il O-3-D-
apiofuranosil-(1—3)-O-(4-O-acetil-a-L-
ramnopiranosil)-(1—2)-0-[B-D-ksilo-
piranosil-(1—3)]-a-L-arabinopiranosid

(235,245)-21-acetoksi-24-[(O-B-D-
glukopiranozil)oksi]-38,23-dihidroksispirosta-
5,25(27)-dien-18-il O-B-D-apifuranosil-(1—3)-
O-(4-O-acetil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-O-
[B-D-ksilopiranosil-(1—3)]-a-L-
arabinopiranosid

(238,24S)-21-acetoksi-3B,23-dihidroksi24-[(O-
B-D-kuinovopiranozil)-oksi]spirosta-5,25(27)-
dien-1B-il O-B-D-apifuranosil-(1—3)-0-(4-0O-
acetil-a-L-ramnopiranosil)-(1—2)-O-[3-D-
ksilopiranosil-(1—3)]-a-L-arabinopiranosid

Watanabe i sar. (2003)

Watanabe i sar. (2003)

Watanabe i sar. (2003)

Watanabe i sar. (2003)

Watanabe i sar. (2003),
Bassarello i sar. (2008)
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Prilog 10. (Nastavak)

Grupa

Naziv sastojka

Hemijski sastav

Autor, godina

Spirostanol
saponozidi

Helebosaponin A

Helebosaponin B

Helebosaponin C

(18,3 B,2385,24S5)-21-(acetiloksi)-24-[(B -D-
fukopiranozil)oksi]-3,23-dihidroksispirosta-
5,25(27)-dien-1-il O- B-D-apiofuranozil-
(1—-3)-0-(4-O-acetil- a-L-ramnopiranozil)-
(1—-2)-0-[B-D-ksilopiranozil-(1—3)]-a-L-
arabinopiranozid

(18,38,23S,24S5)- 21-(acetiloksi)-24-{[O- B-
D-glukopiranozil-(1—4)-3- D-
fukopiranozil]oksi}-3,23-dihidroksispirosta-
5,25(27)-dien-1-il O- B-D-apiofuranozil-
(1-3)-0-(4-O-acetyl- a-L-
ramnopiranozil)-(1—2)-O-[B-D-
ksilopiranoszil-(1—3)]-a-L-
arabinopiranozid

(18,36,23S,245)-24-[(B-D-
fukopiranozil)oksi]-21-{[ O-8-D-
glukopiranozil-(1—2)-8-D-
galaktopiranozil]oksi}-3,23-
dihidroksispirosta-5,25(27)-dien-1-il O- B-
D-apiofuranozil-(1—3)-O-(4-O-acetil- a-L-
ramnopiranozil)-(1—2)-O-[3-D-
ksilopiranozil-(1—3)]-a-L-arabinopiranozid

Mimaki i sar. (2003),
Bassarello i sar. (2008)

Mimaki i sar. (2003),
Bassarello i sar. (2008)

Mimaki i sar. (2003)
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Prilog 11. Hemijski sastav biljaka roda Helleborus L.- furostanol saponozidi, ekdisteroidi,

alkaloidi
Grupa Naziv sastojka Hemijski sastav Autor, godina

Makrantozid I 25/27-dehidro-5B-furostan-303,22,26- Tschesche i sar. (1984),
trio-3-O-B-D-glukopiranozil(1—6)-6- Liedtke i sar. (1997)
D-glukopiranozid, 26-O-8-D-
glukopiranozid 5

* * Zivanov-Staki¢ i

Mladenovi¢ (1970-a,b)

Furostanol saponozidi Watanabe i sar. (2005)

Furospirostanol Watanabe i sar. (2005),

saponozidi Rosselli i sar. (2009)
26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-22a- Akin i Aml (2007),

Heleborozid A hidroksifurosta-5,25(27)-dien- Rosselli i sar. (2009),
1B,38,110-triol Bassarello i sar. (2008),

Muzashvili i sar. (2011)
. 26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-22a- Akin i Anil (2007),

Heleborozid B metoksifurosta-5,25(27)-dien- Rosselli i sar. (2009),
18,38,11a-triol Muzashvili i sar. (2011)

Kavkazoid A Furosta-5,20(22),25(27)-trien- Bassarello i sar. (2008),
1B,3B,11a,26-tetrol 26-0-B-D- Muzashvili i sar. (2011)
glukopiranozid

. 26-0-B-D-glukopiranozilfurosta-

Kavkazoid B :
5,20(22),25(27)-trien-1B,3p, 110,26~ Bassarello i sar. (2008)
tetrol 3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-

Furostanol B-D-glukopiranozid
saponozidi 26-0-B-D-glukopiranozil-220-

Kavkazoid C metoksifurosta-5,25(27)-dien- ]
1B,3B,11a,26-tetrol 3-O-a-L- Bassarello i sar. (2008)
ramnopiranozil-(1—2)-p-D-
glukopiranozid
26-0-B-D-glukopiranozilfurosta-

. 5,20(22),25(27)-trien-1p,3B,26-triol 3-
Kavkazoid D (22)25(27) p-3B Bassarello i sar. (2008)

O-B-D-ksilopiranozil-(1 — 3)-o-L-
ramnopiranozil-(1—2)-4-O-sulfo-a-L-
arabinopiranozid

(2585)-220,25-epoksifurost-5-en-
3B,110,26-triol 26-O-B-D-
glukopiranozid

(25R)-3pB,110a-dihidroksi-22a-
metoksifurost-5-en-26-il f-D-
glukopiranozid

3B,11a-dihidroksi-22a-metoksifurosta-
5,25(27)-dien-26-il B-D-
glukopiranozid

(25R)-26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-
11a-hidroksi-22a-metoksifurost-5-en-
3p-il O-a-L-ramnopiranozil-(1 — 2)-B-
D-glukopiranozid

Bassarello i sar. (2008)

Mimaki i sar. (2010)

Mimaki i sar. (2010)

Mimaki i sar. (2010)

296




Prilog 11. (Nastavak)

Grupa

Naziv sastojka

Hemijski sastav

Autor, godina

Furostanol
saponozidi

26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-11a-
hidroksi-22a-metoksifurosta-5,25(27)-
dien-3f-il O-o-L-ramnopiranozil-(1—2)-
B-D-glukopiranozid

(25R)-26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-

1 1a-hidroksi-22a-metoksifurost-5-en-3f-
il O-B-D-glukopiranozil-(1 — 6)-O-[a-L-
ramnopiranozil-(1 — 2)]-p-D-
glukopiranozid

26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-11a-
hidroksi-22a-metoksifurosta-5,25(27)-
dien-3p-il O-B-D-glukopiranozil-

(1 — 6)-O-[o-L-ramnopiranozil-

(1 — 2)]-B-D-glukopiranozid

(25R)-1B,3B,110-trihidroksi-22a-
metoksifurost-5-en-26-il B-D-
glukopiranozid

26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-3f-
hidroksi-22a-methoksifurosta-5,25(27)-
dien-1p-il O-a-L-ramnopiranozil-

(1 — 2)-a-L-arabinopiranozid

26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-3f-
hidroksi-22a-metoksifurosta-5,25(27)-
dien-1p-il O-o-L-ramnopiranozil-

(1 — 2)-O-[B-D-ksilopiranozil-(1 — 3)]-
a-L-arabinopiranozid

(25R)-26-[(0-L-ramnopiranozil)oksi]-
22a-metoksifurost-5-en-38-il O-B-D-
glukopiranozil-(1—3)-O-[6-acetil-B-D-
glukopiranozil-(1—3)]-O-B-D-
glukopiranozid

(25R)-26-[(0-L-ramnopiranozil)oksi]-
22a-metoksifurost-5-en-38-il O-B-D-
glukopiranozil-(1—3)-O-3-D-
glukopiranozil-(1—3)]-O-B-D-
glukopiranozid

25R,26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-22a-
hidroksi-58-furostan-3-8-il O-a -L-
ramnopiranozil-(1—4)-8-D-
glukopiranozid

25R,26-[(B-D-glukopiranozil)oksi]-22a-
metoksi-56-furostan-3-B-il O-a -L-
ramnopiranozil-(1—4)-3-D-
glukopiranozid

(25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-583-
furostan-38,22a,26-triol 3-O--D-
glukopiranozil-(1—6)-O-3-D-
glukopiranozid

Mimaki i sar. (2010)

Mimaki i sar. (2010)

Mimaki i sar. (2010)

Mimaki i sar. (2010)

Mimaki i sar. (2010)

Mimaki i sar. (2010)

Braca i sar. (2004),
Prieto i sar. (2007)

Braca i sar. (2004),
Prieto i sar. (2007)

Prieto i sar. (2006,
2007)

Prieto i sar. (2007)

Stochmal i sar. (2010)
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Prilog 11. (Nastavak)

Grupa

Naziv sastojka

Hemijski sastav

Autor, godina

Furostanol
saponozidi

Kavkazoid E

Kavkazoid F

Kavkazoid G

Kavkazoid H

Kavkazoid I

Kavkazoid J

Kavkazoid K

Kavkazoid L

Kavkazoid M

(25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-5a-
furostan-36,22a,26-triol 3-O-3-D-
glukopiranozil-(1—6)-O-3-D-
glukopiranozid

(25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-furost-5-
en-1B,38,220,26-tetraol 1-O-{a-L-
ramnopiranozil-(1—2)-O-[8-D-
glukopiranozil-(1—3)]-6-O-acetoksi-B-
D-glukopiranozid}

(25R)-furost-5-en-16,36,110, 220,26~
pentaol 26-O-3-D-glukopiranozid

(25R)-5B-furostan-18,36,11a, 220,26-
pentaol 26-O-3-D-glukopiranozid

(25R)-22a-metoksi-5B-furostan-
1B,38,11a,26-tetraol 26-O-B-D-
glukopiranozid

(25R)-5B-furost-20(22)-en-18,38,110,26-
tetraol 26-O-B-D-glukopiranozid

(25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-583-
furostan-38,22a,26-triol 3-O--D-
glukopiranozil-(1—6)-[a-L-
ramnopiranozil-(1—2)]-B-D-
glukopiranozid

(25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-220-
metoksi-5B-furostan-38,26-diol 3-O--D-
glukopiranozil-(1—6)-[a-L-
ramnopiranozil-(1—2)]-8-D-
glukopiranozid

(25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-22a-
metoksi-5B-furostan-38,26-diol 3-O-3-D-
glukopiranozil-(1—6)-8-D-
glukopiranozid

(25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-583-
furostan-38, 22a,26-triol 3-O-a-L-
ramnopiranozil-(1—2)]-B-D-
glukopiranozid

(25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-220-
metoksi-5B-furostan-303,26-diol 3-O-a-L-
ramnopiranozil-(1—2)]-8-D-
glukopiranozid

(25R)-furosta-5,20(22))-diene-
1B,3B,11a,26-tetraol 26-0O-B-D-
glukopiranozid

(25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-220-
metoksi-
furost-5-en-1B,3p,110,26-tetraol

Stochmal i sar. (2010)

Stochmal i sar. (2010)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)

Muzashvili i sar. (2011)
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Prilog 11. (Nastavak)

Grupa Naziv sastojka Hemijski sastav Autor, godina
* (25R)-26-0-B-D-glukopiranozil-58- Muzashvili i sar. (2011)
furostan-3f,22a,26-triol 3-O-B-D-
glukopiranozil-(1—6)-6-D-
glukopiranozid
Ceparozid A * Muzashvili i sar. (2011)
Furostanol o
saponozidi Ruskopontikozid E * Muzashvili i sar. (2011)
* 26-0-B-D-glukopiranozil-22a- Muzashvili i sar. (2011)
metoksi-furosta-5,25(27)-dien-
1B,3B,26-triol 1-O-a-L-
ramnopiranozil-(1—2)-a-L-
arabinopiranozid
Ekdisteron 20-hidroksiekdison (28,386,140, Hardman i Benjamin
20R,22R,25-heksahidroksi- 58- (1980), Meng i sar.
holesten-7-en-6-on) (2001), Muzashvili i sar.
(2006-a), Muzashvili i
sar. (2011)
Polipodin B 58B,20-dihidroekdison Hardman i Benjamin
(1980)
B-ekdison 28,38,140,208,22,25- KiBmer i Wichtl (1987),
heksahidroksi-7-holesten-6-on Colombo i sar. (1990),
Colombo i Tome (1993),
Liedtke i sar. (1997)
Ekdisteroidi * 5-a-hidroksiekdison KiBmer i Wichtl (1987)
* 5-a-hidroksiekdison 3-8-D-glukozid | KiBmer i Wichtl (1987)
% 5-B-hidroksiekdison 3-B-D-glukozid | KiBmer i Wichtl (1987)
Polipodin B 5B-hidroksiekdisteron Colombo i sar. (1990),
Colombo i Tome (1993),
Rosselli i sar. (2009)
Ekdisteron 20-hidroksi-B-ekdison-3-O-B-D- Meng i sar. (2001),
glikozid Akin i Anil (2007),
Bassarello i sar. (2008),
Puglisi i sar. (2009),
Rosselli i sar. (2009)
Celiamin, - x Keller i Schébel (1928)
spirintilamin,
spirintilin i alkaloid V
Alkaloidi * *

Magnoflorin,
korituberin

*

Dilpari¢-Knezevi¢ (1977)
Slavik i sar. (1987)
Maksimovi¢ (1998)
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Prilog 12. Hemijski sastav biljaka roda Helleborus L.- ugljeni hidrati, lipidne materije,
aminokiseline, peptidi

Grupa

Naziv sastojka

Hemijski sastav

Autor, godina

Ugljeni hidrati

Saharoza, rafinoza,
stahioza

Rafinoza, saharoza,
galaktoza, glukoza,
fruktoza, ramnoza,
liksoza

Stefanovi¢ (1962)

Stefanovi¢ i Mladenovié¢
(1963)

(glucidi) Glukoza, fruktoza, Baytop i Malkoc (1965),
saharoza * Maksimovi¢ (1998)
Glukoza, fruktoza, Zivanov-Staki¢ i
galaktoza, saharoza, Mladenovi¢ (1970-b;
* 1971-a)
rafinoza, ramnoza,
arabinoza, ksiloza,
maltoza
B sitosterol, slobodni i Stefanovi¢ i Mladenovi¢
esterifikovani fitosteroli | * (1960) , Zivanov Stakic i
Mladenovi¢ (1971-b),
Serebryakov (1982),
Anguladze i sar. (1983),
Maksimovi¢ (1998)
L'F;'df‘.e o Cuckovié (1939),
materije erls.tl.nska, . Serebryakov (1982),
palmitinska, stearinska, | * Anguladze i sar. (1983),
oleinska i linoleinska Dalakishvili (1983),
kiselina Colombo i sar. (1991),
Maksimovi¢ (1998)
* Stigmast-5-en-38-0l monohidrat Argay i sar. (1996)
Asn, Asp, Glu, Gly, Mladenovié i Stefanovi¢
Ser, Arg, Lys, Thr, Leu, | * (1963)
Ile, His, Ala, Pro, Met,
Val
AK i peptidi Heletionin D * Milbradt i sar. (2003)

Indol-3-siréetna
kiselina i njeni
aminokiselinski
konjugati

Péncik i sar. (2009)
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Prilog 13. ROS/RNS vrste znacajne za pojavu oksidativnog stresa

1. Radikali i neradikali kiseonika

N

a. Slobodni radikali b. Spojevi koji nisu slobodni radikali
- superoksidni anjon, Oy~ - vodonik peroksid, H,O,
- hidroksilni radikal, OH - hipohlorna kiselina, HCIO
- peroksilni radikal, ROO - ozon, O;
- alkoksilni radikal, RO - singlet kiseonik, 10,

- hidroperoksilni radikal, HO,

2. Radikali i neradikali azota

RNS (reaktivni azotni spojevi)

a. Slobodni radikali b. Spojevi koji nisu slobodni radikali
- azot-(1I)-oksid, NOr - nitrozil, NO"
- azot-(IV)-oksid, NOy - nitritna kiselina, HNO,
- peroksinitrit, ONOO"

- alkilperoksinitrit, ROONO
- azot oksid anjon, NO,

- azot (II) oksid, N,O;

- nitril hlorid, N
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Prilog 14. Broj ukupnih leukocita (10%L) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 7,98 8,06 7,14 8,76 7,40 8,68 7,46 7,93 0,63 0,24 7,97 7,14-8,76

FR 9,14 9,41 8,58 8,14 8,37 8,20 8,14 8,61 0,57 0,22 6,62 8,14-9,41

PEK 50 12,00 12,10 9,99 10,50 10,60 9,00 9,20 10,48 1,23 0,46 11,69 9,00-12,10
PEK 100 7,09 10,40 421 4,95 493 4,57 9,35 6,50 2,50 0,95 38,47 4,21-10,40

PEK 200 7,93 7,67 9,37 7,79 8,18 7,72 7,09 7,96 0,70 0,27 8,83 7,09-9,37

HEK 50 4,94 471 524 | 543 7,96 7,55 7,10 6,13 1,36 0,51 22,10 4,71-7,96
HEK 100 7,27 6,79 8,63 10,50 8,85 7,99 7,46 8,21 1,25 0,47 15,19 6,79-10,50

HEK 200 8,38 6,88 7,38 8,35 7,82 6,57 8,04 7,63 0,71 0,27 9,32 6,57-8,38
MEK 50 12,80 8,53 13,30 5,92 5,90 9,87 9,90 9,46 2,95 1,12 31,22 5,90-13,30
MEK 100 15,00 13,80 12,90 12,10 13,10 12,20 12,00 13,01 1,09 0,41 8,36 12,00-15,00
MEK 200 19,20 19,60 21,20 20,80 19,30 16,90 13,70 18,67 2,59 0,98 13,88 13,70-21,20
EK 50 7,73 5,97 13,00 13,00 6,66 9,14 15,10 10,09 3,59 1,36 35,58 5,97-15,10
EK 100 9,75 9,57 11,90 12,10 11,20 9,27 10,30 10,58 1,15 0,43 10,87 9,27-12,10
EK 200 9,04 11,60 17,70 17,50 13,20 17,10 10,50 13,81 3,62 1,37 26,21 9,04-17,70

bMm1 6,54 6,50 8,58 7,59 9,13 8,53 7,25 7,73 1,04 0,39 13,46 6,50-9,13
DM1+FR 16,20 10,90 12,30 10,90 17,80 18,00 16,70 14,69 3,20 1,21 21,78 10,90-18,00
DM1+MEKS0 30,10 18,30 17,60 18,00 21,70 30,90 20,80 22,49 5,68 2,15 25,27 17,60-30,90
DM1+MEK100 25,70 17,30 24,70 28,50 25,70 31,20 25,60 25,53 4,27 1,61 16,73 17,30-31,20
DM1+MEK200 21,90 12,50 11,90 18,10 11,00 21,80 22,80 17,14 5,23 1,98 30,50 11,00-22,80
DMI1+EKS0 20,10 19,80 13,40 11,00 23,10 22,80 17,00 18,17 4,61 1,74 25,38 11,00-23,10
DM1+EK100 8,51 9,00 10,50 18,80 15,20 18,40 18,80 14,17 4,73 1,79 33,35 8,51-18,80
DM1+EK200 18,10 17,90 17,90 18,60 11,00 8,62 8,33 14,35 4,79 1,81 33,38 8,33-18,60
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Prilog 15. Broj neutrofilnih granulocita (10%/L) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v
FR-Tween80 2,42 2,69 1,17 2,23 2,53 3,29 2,98 2,47 0,68 0,26 27,30 1,17-3,29
FR 2,74 2,52 2,17 2,59 2,01 2,35 2,62 2,43 0,26 0,10 10,85 2,01-2,74
PEK 50 4,06 5,16 5,31 5,73 5,33 4,68 4,30 4,94 0,61 0,23 12,30 4,06-5,73
PEK 100 2,56 410 1,10 1,68 1,30 1,41 2,06 2,03 1,04 0,39 51,16 1,10-4,10
PEK 200 2,41 2,44 3,11 2,20 2,47 1,99 1,83 2,35 0,41 0,16 17,60 1,83-3,11
HEK 50 1,64 1,54 1,73 | 1,73 2,44 2,17 2,00 1,89 0,32 0,12 17,11 1,54-2,44
HEK 100 2,69 2,31 3,10 3,20 3,28 2,26 2,98 2,83 0,42 0,16 14,77 2,26-3,28
HEK 200 2,60 2,55 2,36 2,62 2,99 1,92 2,35 2,48 0,33 0,12 13,19 1,92-2,99
MEK 50 5,96 4,55 8,18 3,26 3,22 4,90 4,89 4,99 1,71 0,64 34,15 3,22-8,18
MEK 100 8,39 6,61 6,73 7,75 9,15 9,29 8,51 8,06 1,08 0,41 13,38 6,61-9,29
MEK 200 17,00 15,40 17,80 18,20 15,80 11,30 11,70 15,31 2,79 1,06 18,23 11,30-18,20
EK 50 451 3,55 9,46 9,87 4,05 4,62 8,01 6,30 2,72 1,03 43,16 3,55-9,87
EK 100 8,30 8,30 8,37 8,08 7,85 7,33 6,07 7,76 0,83 0,31 10,67 6,07-8,37
EK 200 5,61 10,00 15,80 15,80 12,10 15,30 5,12 11,39 4,64 1,75 40,76 5,12-15,80
bMm1 4,32 4,80 7,03 6,33 5,64 7,27 6,03 5,92 1,09 0,41 18,42 4,32-7,27
DM1+FR 12,40 8,15 8,82 7,25 12,80 12,50 11,50 10,49 2,34 0,88 22,29 7,25-12,80
DM1+MEKS0 28,80 14,90 15,10 15,20 19,50 27,90 19,30 20,10 5,97 2,26 29,68 14,90-28,80
DM1+MEK100 23,80 15,50 21,80 24,40 23,70 26,60 19,90 22,24 3,64 1,37 16,35 15,50-26,60
DM1+MEK200 19,50 10,40 9,81 15,10 9,38 19,00 19,50 14,67 4,75 1,80 32,39 9,38-19,50
DMI1+EKS0 16,00 14,90 10,20 6,11 19,40 19,90 14,70 14,46 4,91 1,85 33,94 6,11-19,90
DM1+EK100 7,23 8,12 9,26 17,60 13,20 15,10 15,10 12,23 4,02 1,52 32,87 7,23-17,60
DM1+EK200 15,50 15,80 15,40 15,00 7,43 6,13 6,22 11,64 4,75 1,79 40,77 6,13-15,80
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Prilog 16. Procenat neutrofilnih granulocita (%) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 30,30 33,40 16,40 25,50 34,20 37,90 39,90 31,09 8,03 3,03 25,82 16,40-39,90
FR 29,10 26,80 25,20 31,80 24,10 28,60 32,20 28,26 3,10 1,17 10,97 24,10-32,20
PEK 50 33,60 42,60 53,20 54,10 50,10 52,10 46,70 47,49 7,32 2,77 15,42 33,60-54,10
PEK 100 36,20 39,40 26,00 33,90 26,30 30,90 22,10 30,69 6,22 2,35 20,26 22,10-39,40
PEK 200 30,30 31,80 33,10 28,20 30,20 25,8 25,80 29,31 2,83 1,07 9,67 25,80-33,10
HEK 50 33,10 32,70 33,00 | 31,90 30,70 28,80 28,20 31,20 2,03 0,77 6,51 28,20-33,10
HEK 100 37,00 34,00 35,90 30,30 37,00 28,20 40,00 34,63 4,13 1,56 11,92 28,20-40,00
HEK 200 31,00 37,00 32,00 31,30 38,20 29,20 29,20 32,56 3,62 1,37 11,11 29,20-38,20
MEK 50 46,40 53,30 61,30 55,20 54,60 49,60 49,40 52,83 4,90 1,85 9,28 46,40-61,30
MEK 100 55,90 47,70 52,10 63,90 69,60 75,60 70,70 62,21 10,50 3,97 16,88 47,70-75,60
MEK 200 88,60 78,90 84,00 87,80 81,80 67,00 85,30 81,91 7,38 2,79 9,01 67,00-88,60
EK 50 58,40 59,40 72,70 75,90 60,90 50,60 52,80 61,53 9,50 3,59 15,44 50,60-75,90
EK 100 85,20 86,70 70,30 66,30 69,80 79,10 59,00 73,77 10,23 3,87 13,87 59,00-86,70
EK 200 62,00 86,50 89,40 90,70 91,70 89,60 48,60 79,79 17,24 6,52 21,61 48,60-91,70
bMm1 66,10 73,90 82,00 83,50 61,80 85,20 83,10 76,51 9,39 3,55 12,28 61,80-85,20
DM1+FR 76,90 74,60 71,70 66,00 71,90 69,70 68,80 71,37 3,64 1,38 5,10 66,00-76,90
DM1+MEKS0 95,90 81,90 85,70 84,40 89,80 90,20 92,60 88,64 4,90 1,85 5,53 81,90-95,90
DM1+MEK100 92,60 89,30 88,30 85,80 92,40 85,40 77,50 87,33 5,18 1,96 5,93 77,50-92,60
DM1+MEK200 89,40 83,10 82,00 83,20 84,90 87,30 85,70 85,09 2,61 0,99 3,07 82,00-89,40
DMI1+EKS0 79,80 75,40 76,70 55,10 84,00 87,60 86,20 77,83 11,04 417 14,19 55,10-87,60
DM1+EK100 85,00 90,20 87,70 93,60 87,10 81,90 80,50 86,57 4,57 1,73 5,28 80,50-93,60
DM1+EK200 85,90 88,70 86,10 80,70 67,30 71,10 74,60 79,20 8,30 3,14 10,48 67,30-88,70
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Prilog 17. Broj limfocita (10%/L) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili deksametazonom
u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 5,03 4,95 578 6,13 4,32 5,07 3,97 5,04 0,75 0,28 14,97 3,97-6,13
FR 5,48 6,50 5,88 5,34 5,90 5,49 5,09 5,67 0,47 0,18 8,21 5,09-6,50
PEK 50 7,47 5,96 3,97 4,08 4,38 3,71 4,10 4,81 1,39 0,52 28,83 3,71-7,47
PEK 100 4,00 4,94 2,60 3,10 3,60 2,67 6,58 3,93 1,43 0,54 36,31 2,60-6,58
PEK 200 4,55 4,30 5,63 5,35 5,30 5,68 5,19 5,14 0,53 020 | 1022 4,30-5,68
HEK 50 2,85 2,75 3,13 3,26 5,23 5,33 4,65 3,89 1,14 0,43 29,35 2,75-5,33
HEK 100 4,20 4,13 5,15 7,04 4,79 5,14 3,97 4,92 1,05 0,40 21,42 3,97-7,04
HEK 200 5,63 3,59 4,63 4,87 4,40 4,20 5,54 4,69 0,73 0,27 15,50 3,59-5,63
MEK 50 6,32 3,72 4,52 2,45 2,47 4,40 4,47 4,05 1,34 0,51 33,19 2,45-6,32
MEK 100 5,69 6,22 4,85 4,01 3,36 2,05 2,88 4,15 1,52 0,57 36,55 2,05-6,22
MEK 200 1,82 2,84 1,95 1,53 1,93 3,46 1,12 2,09 0,80 0,30 38,09 1,12-3,46
EK 50 2,44 1,87 3,04 2,01 2,33 3,56 5,44 2,96 1,24 0,47 42,06 1,87-5,44
EK 100 0,90 0,92 2,98 3,38 2,65 1,15 2,94 2,13 1,09 0,41 51,21 0,90-3,38
EK 200 2,94 0,92 1,01 0,98 0,68 1,04 4,25 1,69 1,36 051 | 80,62 0,68-4,25
bmi 1,65 1,41 1,03 0,90 2,68 0,79 0,90 1,34 0,67 0,25 50,00 0,79-2,68
DMI+FR 2,79 2,40 2,90 2,76 4,17 4,29 4,10 3,34 0,80 0,30 24,06 2,40-4,29
DM1+MEKS0 0,80 1,76 1,63 1,75 1,86 1,95 0,94 1,53 0,46 0,17 30,22 0,80-1,95
DM1+MEK100 1,46 1,38 1,61 2,13 1,53 2,10 3,29 1,93 0,67 0,25 34,81 1,38-3,29
DM1+MEK200 1,18 1,62 1,67 2,40 1,43 1,15 2,08 1,65 0,46 0,17 27,91 1,15-2,40
DMI+EKS0 3,12 3,48 2,51 4,53 2,04 1,77 1,75 2,74 1,03 0,39 37,54 1,75-4,53
DMI+EK100 0,95 0,69 0,86 0,73 1,18 2,64 2,81 1,41 0,91 0,35 64,94 0,69-2,81
DM1+EK200 1,71 1,29 1,61 2,18 2,32 1,83 1,68 1,80 0,35 0,13 19,40 1,29-2,32
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Prilog 18. Procenat limfocita (%) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili deksametazonom
u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 63,00 61,40 80,90 70,00 58,40 58,40 53,20 63,61 9,20 3,48 14,46 53,20-80,90
FR 58,20 69,10 68,50 65,60 70,50 66,90 62,50 65,90 4,28 1,62 6,50 58,20-70,50
PEK 50 61,80 49,20 39,70 38,50 41,20 41,30 44,60 45,19 8,15 3,08 18,30 38,50-61,80
PEK 100 56,50 47,60 61,70 62,60 73,10 58,50 70,40 61,49 8,59 3,24 13,96 47,60-73,10
PEK 200 57,40 56,10 60,10 68,60 64,80 73,60 73,20 64,83 7,25 2,74 11,18 56,10-73,60
HEK 50 57,80 58,50 59,60 59,90 65,70 70,60 65,50 62,51 4,80 1,81 7,67 57,80-70,60
HEK 100 57,70 60,80 59,70 66,60 54,20 64,30 53,20 59,50 4,94 1,87 8,30 53,20-66,60
HEK 200 67,20 52,20 62,80 58,40 56,20 63,90 68,90 61,37 6,04 2,28 9,84 52,20-68,90
MEK 50 49,10 43,60 33,90 41,40 41,80 44,60 45,10 42,79 4,67 1,77 10,92 39,90-49,10
MEK 100 37,90 44,90 37,60 33,10 25,50 16,70 23,90 31,37 9,77 3,69 31,15 16,70-44,90
MEK 200 9,50 14,50 9,20 7,30 9,90 20,40 8,10 11,27 4,63 1,75 41,12 7,30-20,40
EK 50 31,60 31,40 23,40 15,40 35,00 39,00 35,90 30,24 8,18 3,09 27,05 15,40-39,00
EK 100 9,30 9,60 25,00 27,70 23,60 12,40 28,50 19,44 8,64 3,27 44,43 9,30-28,50
EK 200 32,60 8,00 5,70 5,60 5,10 6,10 40,30 14,77 15,00 5,67 101,57 5,10-40,30
DM1 25,20 21,70 12,00 11,80 29,40 9,30 12,40 17,40 7,90 2,99 45,40 9,30-29,40
DMI+FR 17,20 21,90 23,60 25,10 23,30 23,80 24,50 22,77 2,65 1,00 11,65 17,20-25,10

DMI1+MEKS0 2,70 9,60 9,20 9,70 8,60 6,30 4,50 7,23 2,78 1,05 38,44 2,70-9,70
DM1+MEK100 5,70 7,90 6,50 7,50 5,90 6,70 12,80 7,57 2,44 0,92 32,20 5,70-12,80
DM1+MEK200 5,40 12,90 13,90 13,20 13,00 5,30 9,10 10,40 3,78 1,43 36,36 5,30-13,90
DMI+EKS0 15,50 17,60 18,80 40,90 8,80 7,80 10,30 17,10 11,36 4,29 66,41 7,80-40,90
DMI+EK100 11,20 7,80 8,10 3,90 7,70 14,30 14,90 9,67 3,98 1,50 41,15 3,90-14,90
DMI+EK200 9,40 7,20 9,00 11,70 21,00 21,20 20,20 14,24 6,28 2,37 44,09 7,20-21,20
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Prilog 19. Neutrofilno/limfocitni indeks kontrolne grupe i grupa pacova tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili deksametazonom
u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v
FR-Tween80 48,11 54,34 20,24 36,38 58,56 64,89 75,06 51,08 18,30 6,92 35,82 20,24-75,06
FR 50,00 38,77 36,90 48,50 34,07 42,80 51,47 43,22 6,90 2,61 15,96 34,07-51,47
PEK 50 54,35 81,54 133,75 140,44 121,69 126,15 104,88 108,97 31,13 11,77 28,57 54,35-140,44
PEK 100 64,00 86,57 42,31 54,19 36,11 52,81 31,31 52,47 18,79 7,10 35,80 31,31-86,57
PEK 200 21,98 56,74 55,24 41,12 46,60 35,03 35,26 41,71 12,31 4,65 29,51 21,98-56,74
HEK 50 57,54 56,00 55,27 53,07 46,65 40,71 43,01 50,32 6,78 2,56 13,47 40,71-57,54
HEK 100 64,05 55,93 60,19 45,45 68,47 43,97 75,06 59,02 11,50 4,35 19,49 43,97-75,06
HEK 200 46,18 71,03 50,97 53,80 67,95 45,71 42,42 54,01 11,24 4,25 20,81 42,42-71,03
MEK 50 94,30 122,31 180,97 133,06 130,36 111,36 109,39 125,96 27,69 10,46 21,98 94,30-180,97
MEK 100 147,45 106,27 138,76 193,27 272,32 453,17 295,49 229,53 120,89 45,69 52,67 106,27-453,17
MEK 200 934,06 542,25 912,82 1189,54 363,63 326,59 1044,64 759,08 344,37 130,16 45,37 326,59-1189,54
EK 50 184,84 189,84 311,18 491,04 173,82 129,77 147,24 232,53 128,06 48,40 55,07 129,77-491,04
EK 100 922,22 902,17 280,87 239,05 296,23 637,39 206,46 497,77 316,93 119,79 63,67 206,46-922,22
EK 200 190,28 1086,96 1564,36 1612,24 1779,41 1471,15 120,47 1117,92 690,58 261,01 61,77 120,47-1779,41
DM1 261,81 340,42 682,52 703,34 210,45 920,25 670,00 541,26 269,04 101,69 49,71 210,45-920,25
DM1+FR 444,45 339,58 304,14 26268 306,95 291,37 280,49 318,52 60,48 22,86 18,99 262,68-444,45
DM1+MEKS50 3600,0 846,59 926,38 868,57 1048,39 1430,77 2053,19 1539,13 | 1005,71 380,12 65,34 846,59-3600,00
DM1+MEK100 1630,14 1123,19 1354,04 1145,54 1549,02 1266,67 604,86 1239,07 338,47 127,93 27,32 604,86-1630,14
DM1+MEK200 1652,54 641,97 587,43 629,17 655,95 1652,17 937,50 965,25 483,20 182,63 50,06 587,43-1652,54
DMI1+EK50 512,82 428,16 406,37 134,88 950,98 1124,29 840,00 628,21 351,44 132,83 55,94 134,88-1124,29
DM1+EK100 761,05 1176,81 1076,74 2410,95 1118,64 571,97 537,37 1093,36 637,09 240,80 58,27 537,37-2410,95
DMI1+EK200 906,43 1224,81 956,52 688,07 320,26 334,97 370,24 685,90 357,95 135,29 52,19 320,26-1224,81
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Prilog 20. Broj monocita (10%/L) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili deksametazonom
u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 0,53 0,42 0,19 0,40 0,55 0,32 051 0,42 0,13 005 | 31,00 0,19-0,55
FR 1,19 0,39 0,53 0,21 0,46 0,36 0,43 0,51 0,32 0,12 61,93 0,21-1,19
PEK 50 0,55 0,98 0,71 0,78 0,92 0,60 0,80 0,76 0,16 0,06 20,60 0,55-0,98
PEK 100 0,52 1,36 0,52 0,17 0,03 0,48 0,71 0,54 0,43 0,16 79,18 0,03-1,36
PEK 200 0,97 0,93 0,63 0,23 041 0,05 0,07 047 0,38 015 | 8171 0,05-0,97
HEK 50 0,45 0,41 0,39 0,45 0,28 0,05 0,45 0,35 0,15 0,06 41,54 0,05-0,45
HEK 100 0,39 0,35 0,38 0,33 0,78 0,60 0,51 0,48 0,16 0,06 34,52 0,33-0,78
HEK 200 0,15 0,74 0,39 0,86 0,44 0,45 0,16 0,46 0,27 0,10 58,73 0,15-0,86
MEK 50 0,58 0,26 0,64 0,20 0,21 0,57 0,54 0,43 0,20 0,07 45,53 0,20-0,64
MEK 100 0,93 1,02 1,32 0,37 0,64 0,94 0,64 0,84 0,31 0,12 37,20 0,37-1,32
MEK 200 0,36 1,28 1,45 1,00 1,60 2,13 0,90 1,25 0,56 0,21 45,35 0,36-2,13
EK 50 0,77 0,55 0,51 1,13 0,27 0,95 1,71 0,84 0,48 0,18 56,91 0,27-1,71
EK 100 0,54 0,36 0,56 0,73 0,74 0,79 1,29 0,82 0,28 0,12 33,53 0,56-1,29
EK 200 0,49 0,64 0,87 0,64 0,43 0,75 1,17 0,71 0,25 0,09 35,09 0,43-1,17
bM1 0,57 0,28 0,52 0,36 0,80 0,47 0,33 0,48 0,18 0,07 37,31 0,28-0,80
DMI+FR 0,96 0,39 0,58 0,98 0,85 1,16 1,12 0,86 0,28 0,11 32,83 0,39-1,16
DMI1+MEKS0 0,42 1,56 0,90 1,06 0,35 1,09 0,60 0,85 0,43 0,16 50,25 0,35-1,56
DMI1+MEK100 0,45 0,48 1,27 1,93 0,44 2,46 2,49 1,36 0,94 0,35 68,90 0,44-2,49
DMI1+MEK200 1,15 0,50 0,48 0,65 0,23 1,62 1,20 0,83 0,50 0,19 59,78 0,23-1,62
DMI+EKS0 0,95 1,38 0,61 0,45 1,67 1,06 0,60 0,96 0,45 0,17 46,64 0,45-1,67
DMI+EK100 0,33 0,20 0,44 0,47 0,79 0,69 0,86 0,54 0,25 0,09 45,49 0,20-0,86
DMI+EK200 0,86 0,74 0,88 1,42 1,30 0,67 0,43 0,90 0,35 0,13 38,80 0,43-1,42
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Prilog 21. Procenat monocita (%) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili deksametazonom
u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 6,70 5,20 2,70 4,50 7,40 3,70 6,90 5,30 1,77 0,67 33,49 2,70-7,40
FR 12,70 4,10 6,30 2,60 5,40 4,50 5,30 5,84 3,24 1,23 55,49 2,60-12,70
PEK 50 4,60 8,20 7,10 7,40 8,70 6,60 8,70 7,33 1,45 0,55 19,74 4,60-8,70
PEK 100 7,40 13,00 12,20 0,60 0,60 10,60 7,60 7,43 5,12 1,93 68,89 0,60-13,00
PEK 200 12,30 12,10 6,80 3,00 5,10 0,60 1,00 5,84 4,85 183 | 8307 0,60-12,30
HEK 50 9,10 8,80 730 |8,20 3,60 0,60 6,30 6,27 3,12 1,18 49,78 0,60-9,10
HEK 100 5,30 5,20 4,40 3,10 8,80 7,50 6,80 5,87 1,95 0,74 33,14 3,10-8,80
HEK 200 1,80 10,80 5,20 10,30 5,60 6,90 1,90 6,07 3,60 1,36 59,22 1,80-10,80
MEK 50 4,50 3,10 4,80 3,40 3,50 5,80 5,50 4,37 1,07 0,40 24,41 3,10-5,80
MEK 100 6,20 7,40 10,20 3,00 4,90 7,70 5,40 6,40 2,31 0,87 36,07 3,00-10,20
MEK 200 1,90 6,50 6,80 4,80 8,30 12,60 6,50 6,77 3,27 1,24 48,26 1,90-12,60
EK 50 10,00 9,20 3,90 8,70 4,10 10,40 11,30 8,23 3,01 1,14 36,54 3,90-11,30
EK 100 5,50 3,70 4,70 6,00 6,60 8,50 12,50 7,66 3,03 1,36 39,58 4,70-12,50
EK 200 5,40 5,50 4,90 3,70 3,20 4,40 11,10 5,46 2,63 0,99 48,17 3,20-11,10
bM1 8,70 4,40 6,10 4,70 8,80 5,50 4,50 6,10 1,91 0,72 31,26 4,40-8,80
DMI+FR 5,90 3,50 4,70 8,90 4,70 6,50 6,70 5,84 1,76 0,67 30,15 3,50-8,90
DMI1+MEKS0 1,40 8,50 5,10 5,90 1,60 3,50 2,90 4,13 2,55 0,96 61,70 1,40-8,50
DM1+MEK100 1,70 2,80 5,10 6,80 1,70 7,90 9,70 5,10 3,17 1,20 62,16 1,70-9,70
DM1+MEK200 5,20 3,90 4,00 3,60 2,10 7,40 5,30 4,50 1,67 0,63 37,10 2,10-7,40
DMI+EKS0 4,70 7,00 4,60 4,10 7,20 4,70 3,50 5,11 1,42 0,54 27,82 3,50-7,20
DMI+EK100 3,90 2,20 4,20 2,50 5,20 3,80 4,60 3,77 1,08 0,41 28,67 2,20-5,20
DMI+EK200 4,70 4,10 4,90 7,60 11,80 7,70 5,20 6,57 2,71 1,02 41,19 4,10-11,80
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Prilog 22. Broj eritrocita (10*/L) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili deksametazonom
u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisti¢ki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 7,10 6,89 6,60 6,02 5,86 5,26 6,82 6,36 0,67 0,25 10,49 5,26-7,10
FR 6,51 6,88 7,01 6,94 7,00 6,94 7,01 6,90 0,18 0,07 2,58 6,51-7,01
PEK 50 8,23 7,96 6,92 7,13 7,29 6,56 7,27 7,34 0,58 0,22 7,89 6,56-8,23
PEK 100 6,87 6,67 7,19 7,40 7,56 6,82 6,99 7,07 0,32 0,12 4,59 6,67-7,56
PEK 200 7,47 7,50 6,23 7,48 6,71 6,21 5,42 6,72 0,81 0,31 12,06 5,42-7,50
HEK S0 7,01 7,01 6,07 | 597 5,64 6,64 6,60 6,42 0,53 0,20 8,32 5,64-7,01
HEK 100 7,03 7,27 6,95 7,10 7,44 6,95 6,82 7,08 0,21 0,08 3,00 6,82-7,44
HEK 200 6,05 7,36 7,17 7,31 7,20 7,18 6,37 6,95 0,52 0,20 7,45 6,05-7,36
MEK 50 6,33 5,80 6,11 5,98 6,09 6,54 6,61 6,21 0,30 0,11 4,78 5,80-6,61
MEK 100 7,65 7,28 7,86 5,93 5,50 6,08 6,10 6,63 0,94 0,36 14,21 5,50-7,86
MEK 200 8,98 7,50 9,04 9,19 8,09 6,23 5,99 7,86 1,34 0,51 17,03 5,99-9,19
EK 50 7,27 6,69 7,78 7,19 6,93 7,64 8,13 7,38 0,50 0,19 6,82 6,69-8,13
EK 100 7,67 7,54 7,17 6,93 6,41 8,31 8,47 7,50 0,74 0,28 9,81 6,41-8,47
EK 200 7,50 9,07 8,77 8,52 9,69 8,75 7,34 8,52 0,84 0,32 9,84 7,34-9,69
bm1 7,62 7,98 8,06 8,00 7,84 7,33 5,66 7,50 0,85 0,32 11,34 5,66-8,06
DMI+FR 8,27 8,25 9,72 8,63 7,18 7,18 6,61 7,98 1,06 0,40 13,31 6,61-9,72
DM1+MEKS0 9,01 5,69 5,35 5,33 8,99 7,26 9,27 7,27 1,82 0,69 25,07 5,33-9,27
DMI1+MEK100 8,18 6,65 5,91 6,30 8,17 6,85 5,86 6,85 0,98 0,37 14,26 5,86-8,18
DMI1+MEK200 9,15 8,25 8,27 6,99 6,31 9,09 8,11 8,02 1,04 0,39 13,00 6,31-9,15
DMI+EKS0 7,71 7,42 8,56 9,23 8,23 8,41 8,50 8,29 0,59 0,22 7,15 7,42-9,23
DMI+EK100 7,29 5,02 7,16 7,89 7,32 8,26 8,67 7,37 1,18 0,45 15,98 5,02-8,67
DMI+EK200 8,66 8,57 8,84 6,38 7,03 8,39 7,74 7,94 0,93 0,35 11,75 6,38-8,84
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Prilog 23. Broj trombocita (10%L) u krvi pacova kontrolne grupe i
deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v
FR-Tween80 649 849 680 727 826 683 583 713,86 | 95,25 36,00 13,34 583-849
FR 933 512 887 688 856 701 485 723,14 | 178,68 | 67,53 24,71 485-933
PEK 50 887 665 619 787 838 768 772 762,29 | 93,11 35,19 12,21 619-887
PEK 100 1193 1060 1143 1108 1387 1280 1219 | 1198,57 | 110,36 | 41,71 9,21 1060-1387
PEK 200 936 1014 833 840 723 1071 865 897,43 | 118,41 | 44,76 13,19 723-1071
HEK 50 628 632 774 688 764 606 675 681,00 | 66,41 25,10 9,75 606-774
HEK 100 627 668 640 631 612 842 583 657,57 | 85,35 32,26 12,98 583-842
HEK 200 639 710 700 575 678 677 582 651,57 | 54,72 20,68 8,40 575-710
MEK 50 1024 905 887 1142 1085 1011 1075 || 1018,43 | 94,10 35,57 9,24 887-1142
MEK 100 764 770 710 603 520 746 858 710,14 | 113,48 | 42,89 15,98 520-858
MEK 200 664 649 889 882 602 579 670 705,00 | 127,61 | 48,23 18,10 579-889
EK 50 541 528 316 262 394 153 400 370,57 | 139,85 | 52,86 37,74 153-541
EK 100 646 769 370 393 329 643 772 560,29 | 191,60 | 72,42 34,20 329-772
EK 200 418 912 888 872 922 904 854 824,29 | 180,69 | 68,29 21,92 418-922
DM1 607 645 650 774 842 465 347 618,57 | 169,92 | 64,22 27,47 347-842
DMI+FR 498 563 586 390 642 582 492 536,14 | 82,94 31,35 15,47 390-642
DM1+MEKS0 958 753 967 914 679 727 820 831,14 | 116,65 | 44,09 14,03 679-967
DM1+MEK100 611 490 291 324 512 263 269 394,29 | 14055 | 53,12 35,65 263-611
DM1+MEK200 347 859 843 623 315 341 670 571,14 | 237,36 | 89,71 41,56 315-859
DMI+EKS0 703 711 557 448 644 671 753 641,00 | 10528 | 39,79 16,42 448-753
DMI+EK100 526 401 323 418 404 452 422 420,86 | 60,95 23,04 14,48 323-526
DMI+EK200 488 485 499 597 701 593 561 560,57 | 78,39 29,63 13,98 485-701
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Prilog 24. Koncentracija hemoglobina (g/L) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 127,00 | 12500 | 116,00 | 11500 | 12500 | 122,00 | 130,00 | 12286 5,58 2,11 4,54 115-130
FR 120,00 | 115,00 | 120,00 | 119,00 | 121,00 | 116,00 | 116,00 | 11814 2,41 0,91 2,04 115-121
PEK 50 129,00 | 126,00 | 11400 | 119,00 | 121,00 | 119,00 | 122,00 | 121,43 4,93 1,86 4,06 114-129
PEK 100 140,00 | 139,00 | 154,00 | 154,00 | 156,00 | 144,00 | 147,00 | 147,71 7,04 2,66 4,77 139-156
PEK 200 158,00 155,00 120,00 151,00 139,00 128,00 109,00 || 137,14 | 18,79 7,10 13,70 109-158
HEK 50 128,00 | 129,00 | 119,00 | 122,000 | 11500 | 134,00 | 127,00 | 124,86 6,52 2,46 5,22 115-134
HEK 100 131,00 | 13500 | 131,00 | 133,00 | 143,00 | 133,00, | 130,00 | 133,71 4,42 1,67 3,31 130-143
HEK 200 11400 | 139,00 | 13500 | 132,00 | 141,00 | 133,00 | 126,00 | 131,43 9,11 3,44 6,93 114-141
MEK 50 131,00 | 124,00 | 13400 | 134,00 | 13400 | 14500 | 146,00 | 13543 7,74 2,93 5,72 124-146
MEK 100 150,00 | 144,00 | 156,00 | 128,00 | 123,00 | 132,00 | 133,00 | 13800 | 1218 4,60 8,83 123-156
MEK 200 146,00 | 12500 | 154,00 | 153,00 | 131,00 | 104,00 | 120,00 | 13329 | 18,65 7,05 13,99 104-154
EK 50 151,00 | 139,00 | 147,00 | 140,00 | 144,00 | 152,00 | 161,00 | 147,71 7,70 2,91 5,21 139-161
EK 100 151,00 147,00 134,00 139,00 124,00 126,00 130,00 || 135,86 | 10,32 3,90 7,60 124-151
EK 200 114,00 155,00 143,00 143,00 135,00 132,00 142,00 || 137,71 | 12,75 4,82 9,26 114-155
bM1 131,00 | 132,00 | 127,00 | 136,00 | 133,00 | 123,00 9500 | 12529 | 14,01 5,29 11,18 95-136
DMI1+FR 11500 | 124,00 | 141,00 | 130,00 | 113,00 | 113,00 | 120,00 | 12229 | 10,36 3,91 8,47 113-141
DM1+MEKS0 136,00 | 111,00 | 10400 | 110,00 | 138,00 | 123,00 | 140,00 | 123,14 | 1504 5,68 12,21 104-140
DM1+MEK100 | 13800 | 107,00 | 104,00 | 108,00 | 136,00 | 114,00 | 10500 | 116,00 | 14,71 5,56 12,68 104-138
DMI1+MEK200 | 14100 | 148,00 | 140,00 | 124,00 | 113,00 | 143,00 | 141,00 | 13571 | 1246 4,71 9,18 113-148
DMI1+EKS50 127,00 | 12500 | 131,00 | 147,00 | 130,00 | 130,00 | 134,00 | 132,00 7,21 2,73 5,46 125-147
DM1+EK100 11400 | 113,00 | 123,00 | 109,00 | 110,00 | 130,00 | 129,00 | 118,29 8,90 3,36 7,53 109-130
DM1+EK200 126,00 | 127,00 | 126,00 | 102,00 | 109,00 | 132,00 | 124,00 | 120,86 | 10,96 4,14 9,07 102-132
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Prilog 25. Hematokritska vrednost (%) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 37,60 40,20 35,20 34,80 34,90 36,10 35,90 36,39 1,94 0,73 5,32 34,80-40,20
FR 37,90 37,00 40,00 37,60 39,30 37,70 37,30 38,11 1,11 0,42 2,90 37,00-40,00
PEK 50 36,70 33,90 31,20 30,60 33,40 32,30 33,50 33,09 2,01 0,76 6,09 30,60-36,70
PEK 100 39,00 39,80 42,70 44,30 45,30 41,40 41,40 41,99 2,28 0,86 5,43 39,00-45,30
PEK 200 42,70 42,50 32,90 41,10 37,20 35,60 31,20 37,60 4,65 1,76 12,35 31,20-42,70
HEK 50 36,10 36,20 34,70 34,80 32,40 38,00 36,00 35,46 1,74 0,66 4,90 32,40-38,00
HEK 100 35,70 37,40 35,60 35,50 38,00 35,10 35,90 36,17 1,09 0,41 3,00 35,10-38,00
HEK 200 32,00 37,80 38,70 37,40 38,40 36,10 35,60 36,57 2,31 0,87 6,33 32,00-38,70
MEK 50 36,80 35,50 37,20 37,10 37,50 39,60 40,50 37,74 1,72 0,65 4,56 35,50-40,50
MEK 100 43,20 39,60 41,30 32,70 34,30 36,80 37,90 37,97 3,74 1,41 9,84 32,70-43,20
MEK 200 45,90 38,20 47,80 47,70 41,20 33,10 34,50 41,20 6,16 2,33 14,94 33,10-47,80
EK 50 39,00 35,70 39,40 35,80 37,40 39,30 41,90 38,36 2,22 0,84 5,78 35,70-41,90
EK 100 39,30 39,40 35,70 36,50 31,90 40,10 41,80 37,81 3,34 1,26 8,84 31,90-41,80
EK 200 38,50 49,40 47,30 45,40 46,60 45,70 39,10 44,57 4,16 1,57 9,32 38,50-49,40
DM1 43,30 44,30 42,90 44,90 44,10 38,00 30,90 41,20 5,09 1,92 12,35 30,90-44,90
DMI+FR 35,80 34,20 40,10 37,20 31,50 30,300 36,60 35,10 3,39 1,28 9,66 30,30-40,10
DMI1+MEKS0 39,50 36,40 35,20 45,40 41,40 32,30 41,70 38,84 4,48 1,69 11,52 32,30-45,40
DM1+MEK100 37,60 27,50 26,60 27,40 35,70 28,70 27,40 30,13 4,53 1,71 15,04 26,60-37,60
DM1+MEK200 41,40 44,30 43,00 33,40 34,10 42,90 45,10 40,60 4,83 1,82 11,89 33,40-45,10
DMI+EKS0 43,40 41,30 44,30 50,40 44,40 45,10 46,20 45,01 2,82 1,07 6,26 41,30-50,40
DMI+EK100 33,70 34,50 37,80 34,70 34,10 38,20 41,60 36,37 2,92 1,11 8,04 33,70-41,60
DMI+EK200 43,70 43,30 43,60 35,20 38,00 43,600 41,00 41,20 3,38 1,28 8,20 35,20-43,70
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Prilog 26. Brzina sedimentacije eritrocita posle 15 min (mm/15min) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili
200 mg/kg TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v
FR-Tween80 1 0 0 1 0 0 0 0,29 0,49 0,18 170,78 0-1
FR 1 1 1 0 0 0 0 0,43 0,53 0,20 124,72 0-1
PEK 50 1 1 1 1 1 1 0 0,86 0,38 0,14 44,10 0-1
PEK 100 0 0 1 0 0 1 0 0,29 0,49 0,18 170,78 0-1
PEK 200 1 1 1 1 1 1 1 1,00 0,00 0,00 0,00 1-1
HEK 50 2 2 3 5 2 1 3 2,57 1,27 0,48 49,48 1-5
HEK 100 1 0 0 0 1 1 0 0,43 0,53 0,20 124,72 0-1
HEK 200 3 1 3 2 1 1 0 1,57 1,13 0,43 72,16 0-3
MEK 50 6 6 10 7 5 4 3 5,86 2,27 0,86 38,72 3-10
MEK 100 4 1 2 1 3 3 2 2,29 1,11 0,42 48,68 1-4
MEK 200 2 2 3 2 1 1 1 1,71 0,76 0,29 44,10 1-3
EK 50 1 1 1 2 3 0 0 1,14 1,07 0,40 93,54 0-3
EK 100 2 2 3 2 2 6 5 3,14 1,68 0,63 53,33 2-6
EK 200 1 2 1 1 2 2 1 1,43 0,53 0,20 37,42 1-2
DM1 0 0 0 1 0 0 0 0,14 0,38 0,00 0,00 0-0
DMI+FR 1 1 0 0 1 1 1 0,71 0,49 0,18 68,31 0-1
DM1+MEKS0 0 1 3 5 15 5 5 4,86 4,91 1,86 101,16 0-15
DM1+MEK100 1 1 1 2 1 1 2 1,29 0,49 0,18 37,95 1-2
DM1+MEK200 2 1 0 0 1 1 1 0,86 0,69 0,26 80,51 0-2
DMI+EKS0 0 1 4 1 1 5 5 2,43 2,15 0,81 88,50 0-5
DMI+EK100 3 3 3 2 3 3 3 2,86 0,38 0,14 13,23 2-3
DMI+EK200 3 1 1 2 4 4 6 3,00 1,83 0,69 60,86 1-6
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Prilog 27. Brzina sedimentacije eritrocita posle 30 min (mm/30min) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili
200 mg/kg TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri

1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 2 2 1 2 1 2 1 1,57 0,53 0,20 34,02 1-2

FR 2 2 3 3 1 1 1 1,86 0,90 0,34 48,45 1-3

PEK 50 2 4 4 3 3 4 3 3,29 0,76 0,29 23,01 2-4

PEK 100 1 1 2 1 1 2 1 1,29 0,49 0,18 37,95 1-2

PEK 200 4 4 3 4 6 2 4 3,86 1,21 0,46 31,50 2-6

HEK 50 5 4 6 9 5 3 6 5,43 1,90 0,72 35,04 3-9

HEK 100 5 2 2 4 3 2 2 2,86 1,21 0,46 42,52 2-5

HEK 200 6 2 8 7 3 4 2 4,57 2,44 0,92 53,37 2-8
MEK 50 15 16 27 17 11 10 9 15,00 6,14 2,32 40,92 9-27
MEK 100 10 4 7 6 7 6 5 6,43 1,90 0,72 29,59 4-10

MEK 200 4 4,50 4 2 5 4 3,93 0,93 0,35 23,73 2-5
EK 50 6 7 10 10 12 2 4 7,29 3,59 1,36 49,31 2-12
EK 100 25 19 12 10 11 11 10 14,00 5,77 2,18 41,24 10-25
EK 200 10 11 12 10 10 12 10 10,71 0,95 0,36 8,88 10-12

DM1 1 1 1 2 1 1 1 1,14 0,38 0,14 33,07 1-2

DMI+FR 2 2 1 2 2 2 2 1,86 0,38 0,14 20,35 1-2
DM1+MEKS0 10 10 12 30 30 35 30 22,43 11,16 4,22 49,77 10-35
DM1+MEK100 17 15 13 10 14 15 9 13,29 2,87 1,08 21,60 9-17
DM1+MEK200 7 8 5 6 10 11 13 8,57 2,88 1,09 33,58 5-13
DMI+EKS0 5 6 12 2 5 15 17 8,86 5,76 2,18 65,00 2-17
DMI+EK100 5 5 10 5 5 6 6 6,00 1,83 0,69 30,43 5-10
DMI+EK200 15 5 10 6 20 10 25 13,00 7,39 2,79 56,87 5-25
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Prilog 28. Brzina sedimentacije eritrocita posle 45 min (mm/45min) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili
200 mg/kg TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri

1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 4 5 5 2 2 2 2 3,00 0,58 0,22 19,25 2-4

FR 3 4 3 3 2 3 3 3,14 1,46 0,55 46,58 2-5

PEK 50 3 5 5 4 4 5 4 4,29 0,76 0,29 17,64 3-5

PEK 100 2 3 3 2 1 3 2 2,29 0,76 0,29 33,07 1-3
PEK 200 10 7 7 9 10 4 7 7,71 2,14 0,81 27,72 4-10
HEK 50 7 8 8 14 9 5 9 8,57 2,76 1,04 32,20 5-14
HEK 100 10 4 4 10 10 4 3 6,43 3,36 1,27 52,26 3-10
HEK 200 8 3 10 11 5 6 3 6,61 3,23 1,22 48,85 3-11
MEK 50 21 24 34 26 22 20 14 23,00 6,14 2,32 26,68 14-34
MEK 100 14 8 10 9 11 9 8 9,86 2,12 0,80 21,46 8-14
MEK 200 8 7 8 7 15 13 12 10,00 3,27 1,23 32,66 7-15
EK 50 10 11 16 22 23 5 8 13,57 6,95 2,63 51,20 5-23
EK 100 36 30 22 20 25 16 15 23,43 7,57 2,86 32,31 15-36
EK 200 20 21 24 21 22 21 23 21,71 1,38 0,52 6,36 20-24

DM1 2,50 2 2 4 2 2 2 2,36 0,75 0,28 31,73 2-4

DMI+FR 2 2 2 3 3 4 3 2,71 0,76 0,29 27,85 2-4
DMI1+MEKS0 25 24 35 47 42 50 48 38,71 10,89 4,12 28,13 24-50
DM1+MEK100 32 30 27 17 28 30 16 25,71 6,50 2,46 25,27 16-32
DM1+MEK200 14 15 12 15 20 25 28 18,43 6,08 2,30 32,99 12-28
DMI1+EK50 15 15 45 25 23 30 32 26,43 10,52 3,98 39,80 15-45
DM1+EK100 8 10 18 9 11 15 13 12,00 3,56 1,35 29,66 8-18
DM1+EK200 30 16 15 20 30 15 45 24,43 11,21 4,24 45,88 15-45
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Prilog 29. Brzina sedimentacije eritrocita posle 60 min (mm/60min) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili
200 mg/kg TM) ili deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri

1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 4 5 4 3 5 6 4,43 0,98 0,37 22,04 3-6

FR 6 7 3 3 5 5 4,57 1,62 0,61 35,40 3-7
PEK 50 6 9 10 8 6 9 8 8,00 1,53 0,58 19,09 6-10

PEK 100 3 5 6 3 2 4 5 4,00 1,41 0,53 35,36 2-6
PEK 200 16 10 14 15 15 8 13 13,00 2,94 1,11 22,65 8-16
HEK 50 8 9 11 18 11 7 11 10,71 3,59 1,36 33,53 7-18
HEK 100 16 6 7 14 13 7 6 9,86 4,30 1,62 43,61 6-16
HEK 200 10 4 12 14 7 8 5 8,57 3,64 1,38 42,52 4-14
MEK 50 25 28 39 31 26 24 17 27,14 6,77 2,56 24,94 17-39
MEK 100 18 12 16 14 17 13 12 14,57 2,44 0,92 16,74 12-18
MEK 200 17 18 15 14 29 26 24 20,43 5,86 2,21 28,66 14-29
EK 50 14 16 22 36 35 10 14 21,00 10,54 3,98 50,17 10-36
EK 100 42 36 38 27 34 26 20 31,86 7,76 2,93 24,34 20-42
EK 200 30 32 35 30 29 29 37 31,71 3,15 1,19 9,92 29-37

DM1 4 4 4 5 4 3 3 3,86 0,69 0,26 17,89 3-5

DMI+FR 4 3 4 5 4 5 4 4,14 0,69 0,26 16,66 3-5
DM1+MEKS0 40 38 50 59 58 65 60 52,86 10,46 3,95 19,80 38-65
DM1+MEK100 46 45 43 50 43 45 46 45,43 2,37 0,90 5,22 43-50
DM1+MEK200 28 29 26 31 34 38 40 32,29 5,25 1,98 16,26 26-40
DMI+EKS0 25 25 60 40 39 42 45 39,43 12,09 4,57 30,68 25-60
DMI+EK100 11 18 28 15 18 22 20 18,86 5,37 2,03 28,46 11-28
DMI+EK200 50 26 25 28 45 25 60 37,00 14,45 5,46 39,04 25-60
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Prilog 30. Koncentracija aloumina (g/L) u krvnoj plazmi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM) ili
deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 45,00 42,00 41,00 38,00 21,00 41,00 35,00 37,57 7,96 3,01 21,17 21-45
FR 45,00 51,00 43,00 25,00 33,00 23,00 31,00 35,86 10,64 4,02 29,66 23-51
PEK 50 30,00 31,00 20,00 32,00 21,00 23,00 25,00 26,00 4,97 1,88 19,10 20-32
PEK 100 25,00 23,00 50,00 55,00 40,00 41,00 45,00 39,86 12,01 4,54 30,12 23-55
PEK 200 41,00 31,00 45,00 40,00 28,00 38,00 37,00 37,14 5,87 2,22 15,81 28-45
HEK 50 44,00 47,00 30,00 36,00 37,00 37,00 40,00 38,71 5,59 2,11 14,44 30-47
HEK 100 34,00 33,00 33,00 28,00 40,00 35,00 32,00 33,57 3,60 1,36 10,72 28-40
HEK 200 44,00 48,00 37,00 45,00 44,00 48,00 44,00 44,29 3,68 1,39 8,32 37-48
MEK 50 37,00 22,00 21,00 23,00 22,00 25,00 27,00 25,29 5,56 2,10 21,99 21-37
MEK 100 36,00 37,00 32,00 28,00 32,00 26,00 35,00 32,29 4,11 1,55 12,73 26-37
MEK 200 30,00 20,00 29,00 28,00 30,00 20,00 16,00 24,71 5,85 2,21 23,68 16-30
EK 50 45,00 28,00 40,00 29,00 30,00 36,00 33,00 34,43 6,29 2,38 18,28 28-45
EK 100 24,00 21,00 28,00 30,00 29,00 27,00 28,00 26,71 3,15 1,19 11,78 21-30
EK 200 21,00 26,00 22,00 23,00 27,00 29,00 27,00 25,00 3,00 1,13 12,00 21-29
bM1 45,00 29,00 39,00 38,00 34,00 38,00 42,00 37,86 5,21 1,97 13,76 29-45
DMI1+FR 33,00 28,00 30,00 33,000 32,00 34,00 30,00 31,43 2,15 0,81 6,84 28-34
DM1+MEKS0 34,00 36,00 26,000 30,00 36,00 25,00 32,00 31,29 4,50 1,70 14,38 25-36
DM1+MEK100 28,00 18,00 17,00 21,00 13,00 24,00 37,00 22,57 8,02 3,03 35,52 13-37
DM1+MEK200 32,00 31,00 33,00 27,00 30,00 20,00 27,00 28,57 4,43 1,67 15,50 20-33
DMI1+EKS50 32,00 21,00 39,00 38,00 32,00 39,00 27,00 32,57 6,80 2,57 20,89 21-39
DM1+EK100 24,00 21,00 28,00 34,00 35,00 29,00 30,00 28,71 5,02 1,90 17,50 21-35
DM1+EK200 30,00 31,00 28,00 31,00 32,00 27,00 28,00 29,57 1,90 0,72 6,43 27-32
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Prilog 31. Koncentracija fibrinogena (g/L) u krvnoj plazmi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
ili deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR-Tween80 1,30 1,60 1,00 1,10 1,40 1,20 1,50 1,30 0,22 0,08 16,62 1,00-1,60
FR 1,50 1,70 1,50 1,70 1,40 1,40 1,30 1,50 0,15 0,06 10,18 1,30-1,70
PEK 50 0,80 0,90 1,10 0,70 0,90 0,80 1,50 0,96 0,27 0,10 28,20 0,70-1,50
PEK 100 1,20 1,10 1,40 2,00 1,60 1,40 1,10 1,40 0,32 0,12 22,96 1,10-2,00
PEK 200 1,70 1,60 2,00 2,10 1,90 2,00 1,60 1,84 0,21 0,08 11,23 1,60-2,10
HEK 50 0,80 1,20 0,90 0,60 1,00 0,60 0,80 0,84 0,21 0,08 25,50 0,60-1,20
HEK 100 0,90 1,00 0,70 0,60 0,50 0,60 0,90 0,74 0,19 0,07 25,61 0,50-1,00
HEK 200 0,60 0,50 1,00 0,50 1,50 0,60 0,80 0,79 0,36 0,14 46,14 0,50-1,50
MEK 50 1,10 0,80 0,80 0,70 0,70 1,00 0,60 0,81 0,18 0,07 21,77 0,60-1,10
MEK 100 2,80 2,60 2,20 2,80 2,40 3,10 3,50 2,77 0,43 0,16 15,69 2,20-3,50
MEK 200 3,50 3,00 2,50 2,70 3,50 2,80 2,90 2,99 0,38 0,15 12,89 2,50-3,50
EK 50 1,40 1,70 1,80 1,40 1,70 1,90 1,30 1,60 0,23 0,09 14,43 1,30-1,90
EK 100 2,80 2,70 2,60 2,70 2,60 2,60 2,80 2,69 0,09 0,03 3,35 2,60-2,80
EK 200 3,50 450 4,00 3,40 3,60 4,60 3,80 3,91 0,48 0,18 12,20 3,40-4,60
bM1 1,40 1,00 1,10 1,50 1,30 1,60 1,60 1,36 0,24 0,09 17,47 1,00-1,60
DMI1+FR 1,70 1,60 2,10 1,80 1,70 2,10 2,40 1,91 0,29 0,11 15,21 1,60-2,40
DM1+MEKS0 3,00 5,90 3,30 3,50 4,80 3,50 4,20 4,03 1,02 0,39 25,38 3,00-5,90
DM1+MEK100 5,70 3,30 3,60 5,80 3,70 5,10 3,40 4,37 1,12 0,42 25,53 3,30-5,80
DM1+MEK200 2,70 2,80 1,80 2,40 3,00 2,00 2,30 2,43 0,43 0,16 17,90 1,80-3,00
DMI1+EKS50 5,00 4,00 4,50 6,30 3,70 3,80 5,20 4,64 0,93 0,35 20,08 3,70-6,30
DM1+EK100 2,50 2,80 2,60 3,50 2,60 3,00 2,60 2,80 0,35 0,13 12,54 2,50-3,50
DM1+EK200 3,00 3,70 3,10 4,20 3,00 3,50 5,80 3,76 1,00 0,38 26,65 3,00-5,80
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Prilog 32. Koncentracija haptoglobina (g/L) u krvnoj plazmi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih ekstraktom kukureka (50, 100 ili 200 mg/kg TM)
ili deksametazonom u kombinaciji sa FR i ekstraktom

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR 0,26 0,30 0,42 0,25 0,35 0,29 0,31 0,31 0,06 0,02 18,67 0,25-0,42
MEK 50 0,51 1,15 1,10 0,69 2,04 1,19 0,90 1,08 0,49 0,19 4537 0,51-2,04
MEK 100 1,65 2,04 1,45 1,06 0,74 0,80 1,05 1,26 0,48 0,18 37,95 0,74-2,04
MEK 200 2,25 4,00 3,23 3,50 3,14 1,90 1,91 2,85 0,83 0,31 29,10 1,90-4,00
EK 50 1,77 1,43 1,94 1,18 0,83 2,22 1,90 1,61 0,49 0,18 30,18 0,83-2,22
EK 100 3,38 1,89 3,82 2,70 3,39 2,85 2,75 2,97 0,63 0,24 21,17 1,89-3,82
EK 200 4,11 2,34 3,19 3,26 2,70 2,90 3,31 3,12 0,56 0,21 17,94 2,34-4,11
DM1 0,53 1,42 3,85 1,52 1,45 4,12 2,00 2,13 1,34 0,51 63,17 0,53-4,12
DMI1+FR 0,49 0,91 0,57 1,86 0,54 0,56 1,20 0,88 0,50 0,19 57,66 0,49-1,86
DM1+MEKS0 1,72 4,30 2,20 4,28 1,95 2,49 2,70 2,81 1,06 0,40 37,93 1,72-4,30
DMI1+MEK100 3,59 0,64 1,83 0,88 2,92 2,30 2,20 2,05 1,05 0,40 51,20 0,64-3,59
DMI1+MEK200 1,22 0,30 1,23 0,63 0,50 0,21 1,10 0,74 0,44 0,17 58,90 0,21-1,23
DMI+EKS0 1,60 3,72 2,68 2,42 3,29 3,07 4,60 3,05 0,96 0,36 31,48 1,60-4,60
DMI+EK100 1,05 1,25 1,62 2,49 1,62 2,00 1,80 1,69 0,48 0,18 28,18 1,05-2,49
DM1+EK200 3,35 1,83 2,45 3,14 5,60 1,90 1,72 2,86 1,37 0,52 48,01 1,72-5,60
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Prilog 33. Stepen fagocitoze neutrofilnih granulocita (%) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih metanolnim i vodenim ekstraktom kukureka
u dozi od 200 mg/kg TM ili deksametazonom u kombinaciji sa FR i metanolnim i vodenim ekstraktom kukureka u dozi od 100 mg/kg TM

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR 51,07 52,48 40,26 36,42 35,61 45,12 44,82 43,68 2,51 6,65 15,21 35,61-52,48
MEK 200 95,09 93,29 93,91 96,01 85,14 90,76 89,43 91,95 1,43 3,79 4,12 85,14-96,01
EK 200 80,71 81,04 90,41 63,57 89,93 86,10 88,91 82,95 3,57 9,43 11,37 63,57-90,41
bMm1 72,60 83,76 66,48 65,95 56,61 56,72 79,37 68,78 3,96 10,47 15,22 56,61-83,76
DMI1+FR 86,65 86,12 64,23 64,84 86,66 87,96 90,57 81,00 4,29 11,35 14,01 64,23-90,57
DM1+MEK100 90,96 88,26 84,29 94,00 91,70 88,54 85,73 89,07 1,29 3,41 3,83 84,29-94,00
DM1+EK100 87,95 85,68 89,83 89,85 88,89 86,38 92,32 88,70 0,86 2,27 2,55 85,68-92,32

Prilog 34. Intenzitet oksidativnog praska neutrofilnih granulocita (%) u krvi pacova kontrolne grupe i grupa tretiranih metanolnim i vodenim
ekstraktom kukureka u dozi od 200 mg/kg TM ili deksametazonom u kombinaciji sa FR i metanolnim i vodenim ekstraktom kukureka u dozi od 100
mg/kg TM

Tretman Pacov _ Statisticki parametri
1 2 3 4 5 6 7 X SD SE CV% v

FR 37,15 42,00 20,28 28,48 24,73 32,01 42,45 32,44 3,23 8,53 26,30 20,28-42,45
MEK 200 79,76 71,56 71,36 54,47 50,09 77,62 59,47 66,33 4,40 11,63 17,54 50,09-79,76
EK 200 34,83 36,28 33,15 28,61 34,03 32,74 62,47 37,44 4,27 11,29 30,15 28,61-62,47
bMm1 25,77 42,85 38,52 38,78 30,77 26,92 30,64 33,46 2,48 6,57 19,64 25,77-42,85
DM1+FR 61,85 59,76 25,63 25,49 64,81 62,32 68,13 52,57 7,04 18,64 35,45 25,49-68,13
DM1+MEK100 40,90 81,29 41,41 42,48 39,55 33,06 80,75 51,35 7,75 20,50 39,92 33,06-81,29
DM1+EK100 65,27 52,90 48,66 48,73 46,46 43,64 42,11 49,68 2,93 7,74 15,58 42,11-65,27
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10. BIOGRAFIJA AUTORA

Mr Vesna Davidovi¢ je rodena 25.05.1968. god. u Cac¢ku, gde je zavrsila osnovnu
Skolu 1 Gimnaziju. Na Fakultetu veterinarske medicine (smer: Veterinarska medicina)
Univerziteta u Beogradu je diplomirala 28.06.1999. godine sa prosecnom ocenom na
studijama 8,95, a iste godine je upisala poslediplomske magistarske studije (smer:
Morfologija i fiziologija zivotinja). Ispite predvidene nastavnim planom i programom je
polozila sa prosecnom ocenom 9,80, a magistarsku tezu odbranila 06.07.2006. godine
na istom fakultetu.

Od 01.04.2000. godine je angazovana kao saradnik i asistent pripravnik, a od
21.12.2006. godine je zaposlena kao asistent (Uza naucna oblast: Anatomija i fiziologija
domacih 1 gajenih Zzivotinja) na Institutu za zootehniku, Poljoprivredni fakultet
Univerziteta u Beogradu.

U svom dosadasnjem radu je u saradnji sa drugim autorima objavila 74 rada, od
Cega 3 rada sa SCI liste 1 koautor je poglavlja u monografiji. Sluzi se engleskim
jezikom.
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisana Vesna M. Davidovi¢

Broj upisa -

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom:

UTICAJ SASTOJAKA KUKUREKA (HELLEBORUS ODORUS WALDST. ET KIT.)
NA HEMATOLOSKE PARAMETRE, PROTEINE AKUTNE FAZE 1 FUNKCUE
NEUTROFILNIH GRANULOCITA PACOVA

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena doktorska disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za
dobijanje bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih
ustanova, ‘

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranta

U Beogradu, 16.05. 2013. godine R

SIOCLE  Catvee free0f

(
N N
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske

verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Vesna M. Davidovi¢

Broj upisa -

Studijski program Odbranjena magistarska teza, smer Morfologija i fiziologija Zivotinja
Naslov rada UTICAJ SASTOJAKA KUKUREKA (HELLEBORUS ODORUS

WALDST. ET KIT.) NA HEMATOLOSKE PARAMETRE, PROTEINE AKUTNE
FAZE I FUNKCIJE NEUTROFILNIH GRANULOCITA PACOVA

Mentor Prof. dr Miodrag Lazarevic¢

Potpisana Vesna M. Davidovi¢

Izjavljujem da je Stampana verzija moje doktorske disertacije istovetna elektronskoj
verziji koju sam predala za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma
Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao §to su ime 1 prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li€ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranta

U Beogradu, 16.05. 2013. godine 7

W, 7 /
ACUY AL AU /L
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Prilog 3.
Izjava o koriS¢enju

Ovla$¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

UTICAJ SASTOJAKA KUKUREKA (HELLEBORUS ODORUS WALDST. ET KIT.)
NA HEMATOLOSKE PARAMETRE, PROTEINE AKUTNE FAZE I FUNKCIJE
NEUTROFILNIH GRANULOCITA PACOVA

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence
Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlug¢ila.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat j je
na kraju).

Potpis doktoranta

U Beogradu, 16.05. 2013. godine

- ;
Ve /

BCCe L i/( UL L [(

( e .
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1. Autorstvo - Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence,
¢ak i u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora
ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

Autorstvo - nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i
Javno saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence,
ovom licencom se ograni¢ava najveéi obim prava koris¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin
odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili
sli¢nom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju 1 javno
saop$tavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i
javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sli¢nom licencom.
Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim
licencama, odnosno licencama otvorenog koda.
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisana Vesna M. Davidovi¢

Broj upisa -

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom:

UTICAJ SASTOJAKA KUKUREKA (HELLEBORUS ODORUS WALDST. ET KIT.)
NA HEMATOLOSKE PARAMETRE, PROTEINE AKUTNE FAZE 1 FUNKCUE
NEUTROFILNIH GRANULOCITA PACOVA

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena doktorska disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za
dobijanje bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih
ustanova, ‘

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranta

U Beogradu, 16.05. 2013. godine R

SIOCLE  Catvee free0f

(
N N
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske

verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Vesna M. Davidovi¢

Broj upisa -

Studijski program Odbranjena magistarska teza, smer Morfologija i fiziologija Zivotinja
Naslov rada UTICAJ SASTOJAKA KUKUREKA (HELLEBORUS ODORUS

WALDST. ET KIT.) NA HEMATOLOSKE PARAMETRE, PROTEINE AKUTNE
FAZE I FUNKCIJE NEUTROFILNIH GRANULOCITA PACOVA

Mentor Prof. dr Miodrag Lazarevic¢

Potpisana Vesna M. Davidovi¢

Izjavljujem da je Stampana verzija moje doktorske disertacije istovetna elektronskoj
verziji koju sam predala za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma
Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao §to su ime 1 prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li€ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranta

U Beogradu, 16.05. 2013. godine 7

W, 7 /
ACUY AL AU /L
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Prilog 3.
Izjava o koriS¢enju

Ovla$¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

UTICAJ SASTOJAKA KUKUREKA (HELLEBORUS ODORUS WALDST. ET KIT.)
NA HEMATOLOSKE PARAMETRE, PROTEINE AKUTNE FAZE I FUNKCIJE
NEUTROFILNIH GRANULOCITA PACOVA

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence
Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlug¢ila.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat j je
na kraju).

Potpis doktoranta

U Beogradu, 16.05. 2013. godine
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1. Autorstvo - Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence,
¢ak i u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora
ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

Autorstvo - nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i
Javno saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence,
ovom licencom se ograni¢ava najveéi obim prava koris¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin
odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili
sli¢nom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju 1 javno
saop$tavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i
javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sli¢nom licencom.
Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim
licencama, odnosno licencama otvorenog koda.
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