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1. UvOD

1.1. Dijabetes melitus

Dijabetes melitus je hroni¢ni metaboli¢ki poremecaj u kome, usled nedostatka
raspolozivog insulina, ili, pak, nemogucnosti efektivnog koriS¢enja insulina, dolazi do
povecanja nivoa Secera u krvi, tj. hiperglikemije. Insulin je hormon koji produkuju p-celije
pankreasa. Vezivanjem insulina za insulinske receptore, glukoza ulazi u ¢elije gde se potom
konvertuje u raspolozivu energiju (IDF, 2019). Usled nedostatka insulina, ili nemoguénosti
insulinskih receptora da vezu insulin, glukoza ostaje zarobljena u krvi i nedostupna ¢elijama.
To dovodi do poremecaja u funkcionisanju ¢elija, prekomernoj proizvodnji reaktivnih vrsta
kiseonika, povecanja nivoa oksidativnog stresa koji uniStava preostale B-¢elije 1 ubrzava dalju

progresiju dijabetesa (Wang i Wang, 2017).
1.1.1. Tipovi dijabetesa

Postoji vise tipova dijabetesa a naj¢esci su tip 1, tip 2 1 gestacioni dijabetes (IDF, 2019).
Tip 1 dijabetes se dijagnostikuje u oko 5% identifikovanih slucajeva dijabetesa. Izazvan je
autoimunom reakcijom pri kojoj imuni sistem domacina napada sopstvene -Celije pankreasa,
vremenom ih uniStava, §to dovodi do sniZenja sinteze insulina, ili, pak, do totalnog prestanka
sinteze insulina (IDF, 2019). Konkretan uzrok ovog autodestruktivnog procesa nije u
potpunosti razjasnjen, ali se pretpostavlja da je baziran na kombinaciji genetske predispozicije,
virusnih infekcija i dijetarnim faktorima (Maahs i sar., 2010; Atkinson i sar. 2014). Dijabetes

tip 1 se najc¢esc¢e javlja kod dece i adolescenata (IDF, 2019).

Tip 2 dijabetes je naj¢es¢a forma dijabetesa i javlja se u 90% identifikovanih slucajeva.
U tipu 2 dijabetesa hiperglikemija je, na pocetku, posledica insulinske rezistencije, odnosno
smanjene sposobnosti insulinskih receptora da vezu insulin. Posto su u ovom stadijumu bolesti
B-celije 1 dalje funkcionalne, one pokuSavaju da reSe ovaj problem povecanjem proizvodnje
insulina. Vremenom, to dovodi do njihove iscrpljenosti, gubitka funkcionalnosti, starenja i
smrti. lako se dijabetes tip 2 najceSce javlja u starijem zivotnom dobu, sve ceSce se
dijagnostikuje kod dece i adolescenata kao posledica gojaznosti i nedostatka fizicke aktivnosti
(King i sar., 1999). Pretpostavlja se da je dijabetes tip 2 multifaktorska bolest u kojoj glavnu
ulogu imaju stres, manjak fizicke aktivnosti, gojaznost i genetske predispozicije (IDF., 2019;

Lazarevi¢ i sar., 2008).
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Gestacioni dijabetes se javlja u trudno¢i 1 naj¢eSce je prouzrokovan insulinskom
rezistencijom nastalom usled hormonalnih promena (ADA, 2003). Predispozicije ka razvoju
ovog tipa dijabetesa su starije zivotno doba, gojaznost, sindrom policisti¢nih jajnika, itd. Iako
gestacioni dijabetes sam po sebi ne predstavlja hroni¢nu bolest, visoka je incidenca razvoja

dijabetesa tipa 2 tri do Sest godina nakon njegove pojave (Song i sar., 2018).

1.1.2. Sekundarne komplikacije dijabetesa

Koliko god napora bilo ulozeno u odrzavanje normalnih glikemijskih vrednosti, kod
vecéine dijabeticara ipak dolazi do povremenih oscilacija Secera u krvi i, u najboljem slucaju,
do blage, ali ipak konstantne hiperglikemije. Ovo konstantno hiperglikemi¢no okruzenje
dovodi do prekomerne proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) (Wang i Wang, 2017).
Hiperglikemija i povecanje inflamacije vremenom mogu dovesti do razvoja sekundarnih
komplikacija kao §to je hiperlipidemija. Poveéanje nivoa ROS-a uz hiperlipidemiju, usled
oksidacije LDL frakcije holesterola, dovodi do disfunkcije endotela krvnih sudova, pojacane
inflamacije tokom ateroskleroze i ozbiljnih makrovaskularnih i mikrovaskularnih ostecenja,
koja vremenom vode ka razvoju brojnih sekundarnih komplikacija poput koronarne bolesti
srca (Fontbonne i sar., 1989; Srikanth i Deedwania, 2011), ili, pak, nefropatije (O’Brien i sar.,
1998; Gross 1 sar., 2005; Volpe i sar., 2018). Osim toga, hroni¢na hiperglikemija dovodi do
smanjenja broja T limfocita i neutrofila, posledi¢nog smanjenja funkcije imunskog sistema §to
vodi ka veéoj predispoziciji ka virusnim, bakterijskim i gljivicnim infekcijama ljudi sa
dijabetesom (Groza i sar., 2011). Pored svega toga, dijabetes je Cesto pracen i nealkoholnom
masnom jetrom (NAFLD) (Ikeda i sar., 1991; Friedman, 2000; Rockey, 2000; Evelson i sar.,
2005; Ban i Twigg, 2008; Leite i sar., 2011; Bhatt i Smith, 2015; Xia i sar., 2019).

1.1.3. Prevalenca dijabetesa

Prema podacima Medunarodne federacije za dijabetes (eng. International Diabetes
Federation - IDF) u 2019. bilo je 463 miliona dijabeticara, a predvida se da ¢e ovaj broj do
2045. godine porasti na 700 miliona (IDF, 2019). Uz to, 2012, godine je zabeleZeno 2,2 miliona
smrtnih slucajeva ¢iji je direktni uzrok bila hiperglikemija (IDF, 2015), dok je od bubreznih
oboljenja umrlo 1,2 miliona ljudi u 2015. godini (Luyckx i sar., 2018). Situacija u Srbiji, u
kojoj viSe od 710 000 ljudi ima dijagnostikovan dijabetes i gde on predstavlja peti uzrok smrti,

takode je alarmantna. Interesantno, i u Srbiji se povecala incidenca javljanja tipa 2 dijabetesa

kod dece i adolescenata (Institut za javno zdravlje "Dr. Milan Jovanovié¢ Batut”, 2017).
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1.2. Terapija dijabetesa

Terapija dijabetesa tip 1 bazirana je na svakodnevnom injektiranju kombinacija insulina,
monitoringu Secera u krvi, balansiranoj dijeti 1 fizickoj aktivnosti. Nazalost, u mnogim
zemljama, usled loSeg socio-ekonomskog stanja i nedostatka edukacije, savrSen terapeutski
odgovor nije mogu¢, §to vodi ili ka konstantnoj hiperglikemiji i posledi¢noj dijabeti¢noj
ketoacidozi ili do pojave zivotno ugrozavajuéih hipoglikemi¢nih epizoda (Lansdown i sar.,
2012). Svojevremeno je britanski dijabetolog Edvin Gejl izjavio: ,,Koji je najéeséi uzrok smrti
deteta sa dijabetesom? Odgovor, iz globalne perspektive, je nemogucnost pristupa insulinu‘

(Gale i Wagner, 2006).

Inicijalna terapija u tretmanu dijabetesa tipa 2 je promena nacina zZivota, a ukoliko ovo
ne dovede do rezultata, ukljucuje se oralna terapija metforminom. Ukoliko ova terapija nije
dovoljna, ona se kombinuje sa drugim medikamentima poput sulfonilureaze, inhibitora
dipeptidil-peptidaze 4 (DPP-4), glukagonu-sli¢nim peptidom 1 (GLP-1), itd. Da bi terapija
ovim medikamentima uspesno regulisala glikemijske vrednosti neophodno je da bude pracena
1 uravnoteZzenom ishranom 1 fizickom aktivno$¢u. Ukoliko to nije slucaj, vremenom se u

terapiju mora uvesti i insulin (IDF, 2019).

Terapija gestacionog dijabetesa bazirana je na oralnim medikamentima i/ili insulinu i

uravnoteZenoj ishrani (IDF, 2019).

lako je savremena farmakoterapija dijabetesa relativno uspeSna u odrzavanju
normoglikemijskih vrednosti, nju Cesto prate neZeljene reakcije poput gastrointestinalnih
komplikacija izazvanih metforminom (Kirpichnikov i sar., 2002), ili pak povecanje telesne
mase kao posledica uzimanja insulina (Russell-Jones i Khan, 2007). Takode, ove
farmakoterapije ne reSavaju u potpunosti problem povecanja nivoa ROS-a niti sprecavaju
progresiju sekundarnih patologija dijabetesa. Osim toga, pristup savremenim metodama
lecenja Cesto je otezan usled visokih troskova zdravstvene nege, socio-ekonomskog statusa kao
1 teritorijalnom nedostupnos$cu. Zbog svega toga, nalaZzenje nove, jeftine 1 lako dostupne
terapije koja bi bila sposobna da olakSa ovaj sve veci teret zdravstvene nege od urgentnog je
znacaja. ReSenje ovog problema moglo bi biti uklju¢ivanje suplemenata biljnog porekla ili

funkcionalne hrane u svakodnevnu ishranu.

Buduc¢i da su mikronutrijenti ukljuceni u brojne biohemijske procese, a da su lekovite

biljke bogate brojnim bioloski aktivnim supstancama koje mogu blokirati ili ¢ak preokrenuti
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oStecenja nastala dejstvom slobodnih radikala (Li 1 sar., 2015; Yu i sar., 2015), mnoge lekovite
biljke se ve¢ vekovima koriste zbog svojih antioksidativnih, hipoglikemijskih,
hipolipidemijskih, hepatoprotektivnih i nefroprotektivnih aktivnosti u terapiji dijabetesa i
njegovih sekundarnih komplikacija (Li i sar., 2015; Radulovi¢ i sar., 2015; Sidorova i sar.,
2017; Liisar., 2018; Giles-Rivas i sar., 2020; Adams i Yakubu, 2020; Chinnappan i sar., 2019;
Sajid 1 sar., 2020; Ansari 1 sar., 2020; Figueiredo de Santana Aquino 1 sar., 2020). Cak iu
danasnje vreme, uprkos velikom napretku farmakoterapije, koriS¢enje etnofarmakoloskih

terapija dozivljava procvat (Farnsworth et al., 1985; Pieroni et al., 2011).

1.3. Prevalenca koriS¢enja etnofarmakoloSkih terapija

U poslednjih par decenija primeéena je povecana ucestalot upotrebe narodne medicine,
kao 1 posledi¢no uveéanje trziSne vrednosti komplementarne i alternativne medicine. Tako,
stanovnici Sjedinjenih Americ¢kih DrZava potrose 30,2 milijarde dolara godiSnje na razlicita
sredstva alternativne medicine, dok je globalno trziste tradicionalne kineske medicine vredno
oko 48 milijardi ameri¢kih dolara na godi$njem nivou (WHO, 2012). Procenjeno je da ¢e do
2025. godine trziSna vrednost tradicionalne medicine dosti¢i 197 milijardi americkih dolara

(Grand View Research, Inc, 2017).

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije, 80% svetskog stanovniStva oslanja
se na narodnu medicinu (Farnsworth i sar, 1985). Takode, 1 u Evropskim zemljama primecen
je porast kori$¢enja etnofarmakoloSkih pristupa lecenju razlicitih bolesti, tako da se gotovo

98% stanovnika Evrope oslanja na metode alternativne medicine (Snyder i sar., 2009).

Iako su razlozi primecene ucestalosti koriS¢enja tradicionalne medicine raznovrsni, oni
se generalno mogu klasifikovati u tri Siroke kategorije, a to su nedostupost savremenoj
zdravstvenoj zastiti, strah od farmakoterapije 1 kulturoloski razlozi. Savremena zdravstvena
zaStita mozZe biti nedostupna ljudima zbog brojnih razloga, kao Sto su teritorijalna
nedostupnost, visoke cene zdravstvene zastite ili loSa organizacija zdravstvenog sistema. Strah
od farmakoterapije moze biti delimi¢no opravdan potencijalnim nus-pojavama savremenih
lekova ili u potpunosti neopravdan, odnosno uzrokovan liénim ubedenjima. Najveci uticaj na
prevalencu koriS¢enja narodne medicine svakako ima kulturno naslede, $to je najociglednije u
multikulturalnim zemljama poput Sjedinjenih Americkih Drzava (SAD) i Australije. U SAD,
na primer, ucestalost primene etnofarmakoloskih terapija varira medu etnickim grupama gde
se 57% Amerikanaca vijetnamskog porekla i 53% stanovnika meksickog porekla oslanja na

narodnu medicinu, dok samo 29% belaca primenjuje ove pristupe leCenja (Ngu-yen i sar.,

4
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2014). Situacija u Australiji je sli¢na, pa tako, vecina stanovniStva koja se oslanja na metode
alternativne medicine (63%) rodeni su van Australije, dok samo 38% rodenih Australijanaca

primenjuje etnofarmakoloske metode (Manya i sar., 2012).

Ove tri Siroke kategorije uzro¢nika trenda globalnog povecanja upotrebe tradicionalne
medicine se preklapaju, a sam stepen preklapanja rezultira razli¢itom prevalencom njene
upotrebe u razli¢itim zemljama, kako medju ljudima sa dijabetesom, tako i1 u ne-dijabeti¢noj
populaciji. Sude¢i po brojnim studijama, 14% Rusa regularno koristi lekovito bilje, 44%
povremeno (Shikov i sar., 2014), dok se samo 20% Danaca oslanja na narodnu medicinu
(Fisher, 1994). Nesto veca prevalenca koriS¢enja alternativne medicine je u Kini (40%)
(Esmonde i sar, 2008), Australiji (46%) (Manyaet i sar., 2012), Velikoj Britaniji (46%)
(AlQathama, 2016), Francuskoj (49%) (Fisher, 1994), Japanu (50 %) (Hori i sar., 2008),
Kanadi (50%) (Bradshaw, 2016; Jatau i sar., 2016), Tajvanu (61%) (Chang i sar., 2011),
Meksiku (62%) (Argaex-Lopez i sar., 2003), Nemackoj (62%) (Hartel i Volger, 2004), Indiji
(68%) (Kumar i sar,, 2006) , SAD-u (73%) (Bell i sar., 2006), Africi (80%) (Esmonde i Long,
2008) i Iranu (88,4%) (Sheikhrabori i sar., 2017).

Broj ljudi koji se oslanjaju na narodnu medicinu umnogome zavisi i od uzorka populacije
ukljuCene u ispitivanje, pa tako, 100% stanovnika ruralnih krajeva Srbije se oslanja na
tradicionalne pristupe prevencije i/ili leCenja (Pieroni i sar., 2011), dok je na teritoriji NiSa ova
prevalenca nesto niza, tako da 94,57% zena 1 82,3% muskaraca uz standarne lekove za dijabetes

tip 2 koristi 1 lekovito bilje (Damjanovic i sar., 2015).

1.4. Etnofarmakolo$ki tretman dijabetesa

Siroko je zastupljeno misljenje da je, pri terapiji slozenih bolesti poput dijabetesa,
koriS¢enje biljnih mesavina delotvornije od upotrebe pojedinacnog lekovitog bilja, pre svega
zbog toga §to sinergisticki efekat lekovitog bilja upotrebljenog u vidu meSavina dovodi do
boljeg terapeutskog ishoda kroz povecanje njihovih zastitnih efekata i kroz smanjenje toksi¢nih
dejstava (Umamaheswari i sar., 2009; Bera i sar., 2010; Parasuraman i sar., 2014; Mahajan i
sar., 2018; Han i sar., 2019).

Veliki je broj razlicitih receptura biljnih meSavina koje se vekovima koriste u
tradicionalnim medicinama $irom sveta, a kroz razgovor sa brojnim travarima primeceno je
jedna od Cesto kori$éenih ,,anti-dijabeti¢nih® biljnih mesavina na ovom podneblju sastavljena

od listova kupine (Rubus fruticosus L., Rosaceae), listova borovnice (Vaccinium myrtillus L.,
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Ericaceae), rizoma zute steze (Potentilla erecta (L.) R&uschel, Rosaceae), nadzemnog dela
zeCje stope (Geum urbanum L., Rosaceae), i suvih mahuna pasulja bez semena (Phaseolus
vulgaris L., Fabaceae), u odnosu 1:1:3:3:2, po receptu $vajcarskog travara Oca Johana Kincla

(Kinzle, 1911).

Ovo lekovito bilje se ve¢ vekovima koristi u narodnoj medicini. Tako, kupina (R.
fruticosus) (slika 1) ima veliki nutritivni i medicinski znac¢aj (Mihok i sar., 2019). Bogata je
antocijaninima, taninima, vitaminima i mineralima i odlikuju je antioksidantna, antimikrobna,
protivupalna i antikancerska svojstva (Gudej i Tomczyk, 2004; Zia-Ul-Haq i sar., 2014;
Machado i sar., 2015; Skrovankova i sar., 2015). Dekokt njenog liS¢a u se u narodnoj medicini
koristi za leCenje upale desni, infekcija koze i gastrointestinalnog trakta, kao i1 u terapiji

dijabetesa (Alonso i sar., 1980; Martini i sar., 2009; Verma i sar., 2014; Hamedi i sar., 2016).

_
A

Slika 1. R. fruticosus (Kops, 1877; preuzeto sa www.BioLib.de)

Borovnica (V. myrtillus) (slika 2) je zbog svoje Siroke upotrebe u fitomedicini, u mnogim

evropskim zemljama, jedna od ekonomski najznacajnijih vrsta divljeg bobicastog voca.

Slika 2. V. myrtillus (Masclef, 1891.; preuzeto iz Atlas des plantes de France)

Njeni plodovi bogati su antocijaninima, a biljke sa visokim sadrzajem antocijanina

uglavnom pokazuju i1 znacajnu antimikrobnu aktivnost (Cisowska 1 sar., 2011). Osim toga,
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borovnica sadrzi 1 brojne polifenole, poput kvercetina, Sto je ¢ini dobrim izborom za
obogacivanje dijete dijabeticara i sr¢anih bolesnika (Ghosh i Konishi, 2007; Mazza, 2007).
Osim toga, ova biljka sadrzi i tanine, flavonoide i malu koli¢inu arbutina (Bohm i Koupai-

Abyazani, 1994; Pavlovi¢ i sar., 2009).

U narodnoj medicini zuta steza (P. erecta) (slika 3) ima dugu primenu lec¢enja Sirokog
spektra bolesti. Koristi se protivupalno i u tretiranju gastrointestinalnih problema (Subbotina i
sar., 2003; Hoffmann i sar., 2016). Zbog svog antibakterijskog, antiviralnog i antifungalnog
dejstva njome se ispiraju spoljasnje rane, a takode se koristi i pri leCenju odredenih kancera

kao i dijabetesa (Gruji¢-Vasié i sar., 2006; Tomczyk i sar., 2010; Okdem i sar., 2018).

Slika 3. P. erecta (Kohler, 1897.; preuzeto iz Kohler's Medizinal-Pflanzen)

Ova biljka je bogata taninima, triterpenoidima, organskim kiselinama, flavonoidima,
kumarinom, polifenolima (Goncharov i sar., 1987; Goncharov i sar., 1989; Geiger i sar., 1994;
Jozwiak i sar., 2016; Drozdz i sar., 2019).

Najvaznije aktivne supstance zeCje stope (G. urbanum) (slika 4) su galna Kiselina,
kofeinska kiselina, hlorogena kiselina, karotenoidi, flavonoidi, tanini, eteri¢na ulja,

seskviterpenski laktoni (Psenak i sar., 1970).

Slika 4. G. urbanum (Sturm, 1796.; preuzeto sa http://www.biolib.de)
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U narodnoj medicini ona se koristi zbog svojih sedativnih, hemostatskih, protivupalnih i
anti-dijaretskih svojstava (Owczarek et al., 2013). Osim toga, u literaturi se pominju i njena
antioksidativna, antimikrobna i neuroprotektivna dejstva, kao 1 upotreba u lecenju
Parkinsonove bolesti i hipertenzije (Tundn i sar., 1995; Owczarek i sar., 2015; Javed i sar.,
2018; Neshati i sar., 2018).

Zbog visokog sadrzaja proteina pasulj (P. vulgaris) (slika 5) se upotrebljava u kulinarstvu

Sirom sveta (Chavez-Mendoza i sar., 2019).
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Slika 5. P. vulgaris ( preuzeto sa https://knowpulse.usask.ca/Phaseolus/vulgaris)

Sadrzi brojne bioaktivne supstance ukljucuju¢i enzimske inhibitore, lektine, fitate,
oligosaharide, fenolne komponente (Ekowati i sar., 2017; Hamed EIl i sar., 2017), masne
kiseline, vitamine, flavonoide, antocijanine, proantocijanine i izoflavone. Odlikuju ga
antioksidantne, antiinflamatorne i antikancerske aktivnosti (Madhujith i sar., 2004; Oomah i
sar., 2010; Guajardo-Flores i sar., 2013). Koristi se i u prevenciji kardiovaskularnih bolesti,

gojaznosti i dijabetesa (Tsuda i sar., 1996; Ocho-Anin atchibri i sar., 2010).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Uprkos znac¢ajnom napretku koji je savremena farmakoterapija kako dijabetesa, tako i
drugih bolesti dostigla poslednjih decenija, veliki broj ljudi Sirom sveta se i1 dalje oslanja na
upotrebu narodne medicine. Medutim, istrazivanja o prevalenci koriS¢enja tradicionalne
medicine u Srbiji su malobrojna. Jedna od najces¢e koriS¢enih biljnih meSavina u
etnofarmakolormakoloSkom tretmanu dijabetesa na Balkanu sastavljena je od listova
borovnice i kupine, rizoma Zute steze, nadzemnog dela zecje stope 1 mahuna pasulja. Iako se
ova mesavina u narodnoj medicini koristi ve¢ vekovima, nema podataka o njenoj potencijalnoj
toksi¢nosti kao ni studija koje bi verifikovale njen anti-dijabeti¢ni potencijal. Osim toga,
malobrojni su 1 podaci o potencijalnoj toksi¢nosti samog lekovitog bilja koje ulazi u sastav ove

»anti-dijabeti¢ne* mesavine.
U vezi sa tim postavljeni su i ciljevi ovog istraZivanja:

1. Utvrditi ucestalost kori§¢enja narodne medicine u Srbiji u grupi ljudi sa dijagostikovanim
dijabetesom, kao 1 medu zdravim ljudima.
2. lIspitati fitohemijski sastav dekokta, metanolnih i etanolnih ekstrakata biljne mesavine i
njenih pojedinacnih sastojaka. Identifikovati glavne hemijske konstituenate dekokta biljne
mesavine.
3. Uporediti in vitro efekat biljne mesSavine sa efektima njenih pojedina¢nih sastojaka, kroz:
3.1. ispitivanje antioksidativnog potencijala dekokta, metanolnih i etanolnih estrakata
biljne meSavine 1 njenih pojedinacnih sastojaka;

3.2. ispitivanje antimikrobne aktivnosti dekokta, metanolnih i etanolnih estrakata biljne
mesavine 1 njenih pojedina¢nih sastojaka;

3.3. ispitivanje citotoksi¢nosti i anticitotoksi¢nosti dekokta, metanolnih i1 etanolnih
estrakata biljne meSavine 1 njenih pojedinac¢nih sastojaka;

3.4. ispitivanje genotoksi¢nosti i antigenotoksicnosti dekokta biljne meSavine i njenih
pojedinac¢nih sastojaka.

4. Ispitati efekat dekokta biljne meSavine in vivo, kroz:

4.1. procenu akutne oralne toksi¢nosti;

4.2. procenu sub-hroni¢ne oralne toksi¢nosti,

4.3. procenu anti-dijabeticnog efekta na primarne (hiperglikemija) 1 sekundarne
(hiperlipidemija, patohistoloSke promene na pankreasu, bubrezima 1 jetri)

komplikacije dijabetesa kroz poredenje sa efektima insulina 1 metformina.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.Ispitivanje prevalence kori$§¢enja narodne medicine u Srbiji

Ispitivanje ucestalosti koriS¢enja narodne medicine na teritoriji celokupne Srbije
sprovedeno je intersektorskim istrazivanjem putem elektronskog anketiranja, uz pomo¢
Dijabetoloskog saveza Srbije, Udruzenja za borbu protiv dijabetesa grada Beograda i Ebers

asocijacije za osobe sa dijabetesom u Nisu. Ispitano je 130 ljudi tokom februara 2018. godine.

Upitnik se sastojao od 11 pitanja u kombinaciji otvorenih i zatvorenih moguénosti
odgovora. Pitanja su bila svrstana u 4 kategorije: demografski podaci (pol i starost ispitanika),
zdravstveno stanje (dijagnostikovan ili nedijagnostikovan dijabetes), upotreba tradicionalne

medicine (vrsta fitoterapije i mesto kupovanja) i upotreba farmakoterapije.

3.2. Ekstrakcija biljnog materijala

Lekovito bilje ispitivano u ovoj studiji, tj. V.myrtillus, P. erecta, R. fruticosus, G.
urbanum i P. vulgaris sakupljeni su u Srbiji tokom 2017. godine (Stara planina 43 21.943 N;
22 46.000 E, Vlasina 42 43.940 N; 22 19.533 E, Si¢evacka klisura 43 19.308 N; 22 11.382 E,
Gornja Koritnica 43 09.128 N; 22 20.200 E, Niska Banja 42 17.008 N; 22 01.727 E, redom).
Nakon taksonomske identifikacije vauceri su odlozeni u herbarsku kolekciju Prirodno -
matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Nisu, pod pristupnim brojevima HMN 13717-13721.
Biljni materijal je 2-3 nedelje susen na vazduhu, na promajnom mestu zasticenom od svetlosti
nakon ¢ega je usitnjen do grubog praska (2-6 mm). ,,Anti-dijabeti¢na* biljna meSavina (ADM)
je pripremljena na osnovu blago modifikovane tradicionalne recepture (Kiinzle, 1911) tako $to
je pomesano 10g listova kupine (RF), 10g listova borovnice (VM), 30g rizoma Zute stezZe (PE),
30g nadzemnog dela zecje stope (GU) i 20g mahuna pasulja bez semena (pasuljevine) (PV).

Metanolni i etanolni ekstrakti dobijeni su tako Sto je 10g usitnjenog biljnog materijala
potopljeno je u 100 mL 100% odgovarajuceg rastvaraa. Tokom prvog 1 poslednjeg sata
ekstrakcije koriS¢eno je ultrazvuc¢no kupatilo. Nakon 24h u mraku, ekstrakti su filtrirani i
rastvaraci u potpunosti uklonjeni vakuum uparivatem (IKA RV10 Rotary Evaporator with
HB10 Bath, Gaithersburg). Nakon toga, dobijeni ekstrakti cuvani su na suvom, hladnom mestu,
zaSticenom od svetlosti sve do daljeg koriS¢enja u ispitivanjima fitohemijskog sastava,

citotoksicnosti, anticitotoksi¢nosti 1 antimikrobne aktivnosti.
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Dekokti su dobijeni tako Sto se 10g biljnog materijala ukuvavalo u 100 mL destilovane
vode, sve dok 90 mL teCnosti nije isparilo. Nakon toga, dobijeni dekokt je filtriran i koris¢en
kao Stok rastvor za ekspermente koji su radeni istog dana (HPLC analiza i in vivo eksperimenti)
ili je preostala te¢nost u potpunosti uklonjena vakuum uparivacem a dobijeni ekstrakti cuvani
na suvom, hladnom mestu, u mraku, do daljeg koriS¢enja u eksperimentima ispitivanja

ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida i in vitro studiji.

3.3. Fitohemijska analiza
3.3.1. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola

Ukupan sadrzaj fenola u dekoktima, metanolnim i etanolnim ekstraktima ,,anti-
dijabeti¢ne* biljne meSavine i njenih pojedinacnih sastojaka odreden je spektrofotometrijskom
metodom koris¢enjem Folin-Ciocalteu reagensa (Singleton i sar., 1999). Folin-Ciocalteu
reagens je oksidacino sredstvo koje se sastoji od fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline.
Pri reakciji polifenola i Folin-Ciocalteu reagensa polifenolna jedinjenja se oksiduju do
fenoksidnih anjona a sam reagens se redukuje do volfram-oksida i molibden-oksida koji je
plave boje (Lamuela-Raventos, 2018). Intenzitet plave boje je direktno proporcionalan koli¢ini
polifenola u uzorku, i odreduje se spektrofotometrijski, merenjem absorbance na A=740 nm

(Singleton i sar., 1999).

Ispitivani ekstrakti rastvoreni su u metanolu (1 mg/mL). 0,3 mL rastvora svakog
pojedinacnog ekstrakta pomesano je sa 1,5 mL Folin-Ciocalteu-ovog reagensa (razblazenog u
metanolu, 1:10 (v/v)) i 1,2 mL Na2COz (7,5%, rastvorenim u destilovanoj vodi). Nakon 2 sata
inkubacije u mraku na sobnoj temperaturi, merena je absorbanca u odnosu na slepu probu
(metanol) na 740 nm (UV-1650PC, Shimadzu 1650, Europe). Koncentracija polifenola u
ispitivanim uzorcima odredena je sa kalibracione krive galne kiseline (100-1000 mg/L,
razblaZenja pravljena u metanolu). Dobijene vrednosti izrazene su kao mg galne kiseline po g

ekstrakta (mg GAE/qg esktrakta).

3.3.2. Odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida

Ukupan sadrzaj flavonoida u dekoktima, metanolnim i etanolnim ekstraktima ,,anti-
dijabeticne* biljne meSavine i njenih pojedinacnih sastojaka odreden je spektrofotometrijski
upotrebom aluminijum-hlorida. Naime, flavonoidi sa metalima, kao §to je aluminijum,

obrazuju komplekse zute boje, u kojima je jacina boje direktno povezana sa koncentracijom
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flavonoida u datom ekstraktu. Koli¢ina flavonoida u datom wuzorku odreduje se

spektrofotometrijski, na talasnoj duzini od 510 nm (Woisky i Salatino, 1998).

Ispitivani ekstrakti rastvoreni su u metanolu (1 mg/mL). 1 mL rastvora svakog testiranog
ekstrakta resuspendovano je u 6,4 mL destilovane vode, 0,3 mL NaNO; (5%, rastvorenog u
destilovanoj vodi), 0,3 mL AICls (10% rastvorenog u destilovanoj vodi) i 2 mL NaOH (1M,
rastvorenog u destilovanoj vodi). Napravljena smesa inkubirana je 30 minuta, u mraku, na
sobnoj temperaturi. Nakon toga, merena je absorbanca u odnosu na slepu probu (destilovana
voda) na 510 nm. Ukupan sadrzaj flavonoida u ekstraktima odreden je sa kalibracione krive
kvercetin hidrata (QUE) (100-1000 mg/L, razblazenja pravljena u metanolu) i izrazen kao mg
kvercetina po g ekstrakta (mg QUE/g esktrakta).

3.3.3. HPLC analiza

Identifikacija pojedinacnih sastojaka dekokta ,,anti-dijabeti¢ne* biljne meSavine uradena
je primenom te¢ne hromatografije visokih performansi (eng. high-performance liquid
chromatography — HPLC). Analize su vrSene na aparatu Agilent 1200 Series kori§¢enjem C-
18 kolone (Zorbax Eclipse XDB-C18, 5 um, 4.6x150 mm). Detekcija razdvojenih pikova
izvrSena je primenom detektora sa serijom dioda (eng. Diode Array Detector, DAD) na 254 i
350 nm, a absorpcioni spektri komponenata snimljeni su u opsegu od 190 do 400 nm, uz pomo¢
AgilentChemStation softvera (Agilent Technologies, US). Dekokt je profiltriran kroz filter sa
porama veli¢ine 0,45 pm. Hromatografsko razdvajanje je izvrSeno gradijentnim eluiranjem
kroz dve mobilne faze (v/v) eluenta A (0,27 M mravlja kiselina) i eluenta B (metanol):
inicijalno 70% A (0-5 minuta), 70-30% A (5-20 minuta), 30-10% A (20-25 minuta). U kolonu
je automatski injektovano 5 puL uzorka. Kolona je termostatirana na temperaturi od 25 °C.
Identifikacija komponenti izvrSena je komparacijom retencionih vremena i UV spektara
konstituenata sa komercijalno dostupnim standardima, tj. sa miricetinom, kempferolom,
acacetinom, hrizinom, izorhamnetinom, kvercetinom, rutinom, hesperidinom, apigeninom,
naringinom, hiperozidom i kempferol-3-glukozidom, kao i sa galnom, kofeinskom,

elaginskom, trans-ferulinskom, siringinskom, rozmarinskom i taninskom kiselinom.
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3.4. In vitro studija
3.4.1. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata DPPH testom

Antiokisdativna aktivnost dekokta, metanolnih i etanolnih ekstrakata ,,anti-dijabeti¢ne*
biljne mesavine i njenih pojedinacnih sastojaka ispitana je spektrofotometrijski, upotrebom
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) testa. DPPH je sintetski, stabilan slobodni radikal ¢esto
koris¢en u ispitivanju sposobnosti ekstrakata lekovitog bilja da ,,hvataju® slobodne radikale
(eng. DPPH scavanging activity). Ovo ,,hvatanje®, tj. neutralizacija slobodnih radikala je
bazirana na sposobnosti antioksidativnih agenasa, kao sto je lekovito bilje, da deluju kao donori
protona i elektrona (Blois, 1958). Naime, bioaktivne supstance lekovitog bilja imaju
sposobnost da stabilizuju ljubicasti DPPH. radikal i prevedu ga u redukovani, neutralni, zuto

obojeni oblik DPPH-H (Blois, 1958).

RazblaZenja testiranih ekstrakata su pravljena u apsolutnom metanolu. 0,3 mL svakog
testiranog ekstrakta pomesano je sa 2,7 mL DPPH metanolnog rastvora (0,04 mg/mL,
rastvorenog u apsolutnom metanolu) i lagano promesano. Inkubacija je trajala 30 minuta u
mraku na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacionog perioda, ocitana je absorbanca u odnosu na
slepu probu (300 pL i 2,7 mL metanolnog rastvora) na 517 nm. Pozitivna kontrola bila je 0,3
mL apsolutnog metanola pomeSanog sa 2,7 mL DPPH rastvora. Antioksidativna aktivnost

(DPPHa) izracunata je kao:
DPPHa (%) = ((Ap — Ax) + Ap) x 100,

gde je Ap absorbanca pozitivne kontrole a Ax absorbanca testiranog ekstrakta. Kao referentni

standardi koris¢eni su askorbinska kiselina (vit C) i butil hidroksianizol (BHA).

3.4.2. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti
3.4.2.1. Koris¢eni mikroorganizmi

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti dekokta, metanolnih i etanolnih ekstrakata ,,anti-
dijabeticne* biljne meSavine 1 njenih pojedinacnih sastojaka koris¢eni su sojevi iz ATTC
kolekcije (eng. American Type Culture Collection), Gram pozitivne bakterije: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Bacillus cereus (ATCC
11778), Gram negativne bakterije: Salmonella enterica (ATCC 13076), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) i diploidna gljiva Candida
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albicans (ATCC 24433). Bakterijske kulture ¢uvane su na on Mueller Hinton agaru na 37 °C,

dok je kultura gljiva odrzavana na Sabouraud dekstroznom agaru na 30 °C.

3.4.2.2. Mikrodiluciona metoda

Antimikrobna aktivnost testiranih ekstrakata procenjena je mikrodilucionom metodom u
mikrotirarskim plo¢ama sa 96 bunarci¢a (Radulovi¢ i sar., 2011). Od prekonoénih kultura
testiranih sojeva mikroorganizama napravljene su suspenzije mikroorganizama u sterilnom
fizioloskom rastvoru i podesene na turbiditet od 0,5 Mc Farland-a. Finalna gustina bakterijskog
inokuluma bila je 5x10° a gljiviénog 5x10° CFU/mL. Ekstrakti su rastvoreni u 100% DMSO,
ubaceni u bunarci¢e i napravljena je serija razblazenja, nakon ¢ega je u bunar¢i¢e ubacena
suspenzija odgovaraju¢ih mikroorganizama. Na ovaj nacin pripremljene mikrotitar ploce sa
bakterijama inkubirane su 24 sata na 37°C a ploce sa gljivama 48h na 30 °C. Kao pozitivne
kontrole koris¢eni su hloramfenikol (Ch) i nistatin (Ns). Jedan neinokulisani bunarci¢ sluzio je
kao negativna kontrola, odnosno kontrola sterilnosti medijuma. Na kraju, u svaki bunarci¢ je
dodato 20 pL 0,5% (w/w) vodenog rastvora trifenil-tetrazolijum hlorida (TTC) i inkubirano 1h
na 37 °C i 30 °C. MIK je definisan kao najniza koncentracija testiranog ekstrakta koji je
inhibirao vidljivi rast mikroorganizma, tj. najniza koncentracija pri kojoj nije bilo crvenog

peleta na dnu bunar¢iéa sat vremena nakon dodavanja TTC-a.

3.4.3. Ispitivanje citotoksi¢nosti i anticitotoksi¢nosti testovima hemolize i antihemolize

eritrocita

Testovi hemolize i antihemolize su Cesto koriS¢eni testovi pri proceni potencijalne
citotoksi¢ne 1 anticitotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata lekovitog bilja (Khalili 1 sar., 2014).
Ukupna koncentracija hemoglobina oslobodenog iz eritrocita kao posledica hemolize odredena
je spektrofotometrijskom metodom koris¢enjem Drabkinovog reagensa. Drabkinov reagens je
smesa kalijum cijanida i1 kalijum fericijanida koji sa hemoglobinom grade stabilan kompleks
cijanmethemoglobin (HbCN) crvene boje (Rusov, 1984). Intenzitet crvene boje je direktno
proporcionalan koli¢ini cijanmethemoglobina u uzorku, i odreduje se spektrofotometrijski,

merenjem absorbance na A=540 nm.

Priprema Drabkinovog reagensa: 1000 mg natrijum bikarbonata, 50 mg kalijum

cijanida, 200 mg kalijum fericijanida rastvoreno je u 1 L destilovane vode (Rusov, 1984).
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3.4.3.1. Priprema eritrocita za testove hemolize i antihemolize

Izolacija 1 priprema eritrocita radena je po metodi Kalili 1 saradnika (2014). Ukratko,
Wistar pacov je anesteziran 10% Ketamidorom i kardiopunkturom je krv skupljena u
heparinizovan $pric. Puna krv je centrifugirana 10 minuta, 2000 rpm na 4 °C. Supernatant, koji
sadrzi plazmu, leukocite i trombocite, je odbacen i dodata je jednaka koli¢ina PBS-a (0,9%, pH
7,4). Ovaj proces je ponovljen tri puta i na kraju su dobijeni &isti eritrociti. Cisti eritrociti su

razblazeni PBS-om i dobijena je 4% suspenzija koja se odmah Koristila.

3.4.3.2. Ispitivanje citotoksi¢nosti testom hemolize eritrocita

Test hemolize obavljen je po protokolu koji su predlozili Zang i saradnici (2005).
Razblazenja testiranih ekstrakata su pravljena u PBS-u (0,9%, pH 7,4). 0,5 mL suspenzije
eritrocita nezno je resuspendovano u 0,5 mL testiranog ekstrakta i inkubirano 2h na 37 °C.
Nakon inkubacije, uzorci su centrifugirani 5 minuta, 2000 rpm na 4 °C. Nakon centrifugiranja,
0,2 mL dobijenog supernatanta pomesano je sa 3 mL Drabkinovog reagensa, inkubirano 10
minuta na sobnoj temperaturi, i, na kraju, absorbanca je izmerena spektrofotometrijski na
talasnoj duzini od 540 nm. Negativna kontrola bili su eritrociti inkubirani samo u PBS-u, a
pozitivna kontrola eritrociti inkubirani sa destilovanom vodom. Hemoliticka aktivnost

ispitivanih ekstrakata izra¢unata je po formuli:
HA (%) = ((Ax — An) + (Ap — An)) x 100,

gde je Ax - absorbanca testiranog ekstrakta, Ap — absorbanca pozitivne kontrole a An —

absorbanca negativne kontrole.

3.4.3.3. Ispitivanje anticitotoksi¢nosti testom antihemolize eritrocita

Antihemoliticka sposobnost ispitivanih ekstrakata odredena je modifikovanom metodom
Kalilija 1 saradnika (2014). Ukratko, razblazenja testiranih ekstrakata pravljena su u PBS-u
(0,9%, pH 7,4). 1000 pL suspenzije eritrocita nezno je pomesano sa 500 pL testiranog ekstrakta
i 1000 mL PBS-a. Nakon 5 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, dodato je 250 uL 0,3%
H20: i inkubirano 4h na 37 °C. Nakon perioda inkubacije, uzorci su centrifugirani 5 minuta,
2000 rpm na 4 °C. 200 puL pomesano je sa 3000 ul. Drabkinovog reagensa, inkubirano 10
minuta na sobnoj temperaturi i nakon toga absorbanca je izmerena u odnosu na slepu probu
(Drabkinov reagens) na 540 nm. Negativna kontrola bili su eritrociti u inkubirani PBS-u, a

pozitivna kontrola eritrociti inkubirani u vodonik-peroksidu.
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Inhibicija hemolize, odnosno antihemoliticka aktivnost (AA) izraCunati su pomocu

formule:

AA (%) = ((Ap — Ax) + (Ap — An)) x 100,

gde je Ap absorbanca pozitivne kontrole, Ax absorbanca testiranog ekstrakta a An

absorbanca negativne kontrole.

3.4.4. Ispitivanje genotoksic¢nosti i antigenotoksi¢nosti ekstrakata Allium cepa testom

Genotoksi¢nost i antigenotoksi¢nost dekokata ,,anti-dijabeticne biljne meSavine i njenih
pojedinac¢nih sastojaka ispitana je Allium cepa testom. A. cepa esej je metod koji je zbog svoje
senzitivnosti, pouzdanosti, brzine i pristupacne cene naSao Siroku primenu kako u
ekotoksikologiji tako i u ispitivanju potencijalne toksi¢nosti i antitoksi¢nosti lekovitog bilja.
(Fiskesjo, 1985; Camparoto i sar., 2002; Teixeira i sar., 2003; Rank i Nielsen, 1994; Prajitha i
Thoppil, 2016). U ovoj studiji su za A. cepa test koris¢ene male lukovice, dijametra 1-2 cm,

obi¢nog crnog luka (2n = 16) kupljene u poljoprivrednoj apoteci u Nisu.
3.4.4.1. Ispitivanje genotoksi¢nosti

Potencijalna genotoksiCost ispitivanih ekstrakata ispitana je metodom koju je predloZzio
Fiskesjo (1985). Testirane su tri koncentracije ispitivanih biljnih dekokata, tj. 400, 800 i 1200
pug/mL. Testirane koncentracije su dobijene razblazivanjem Stok rastvora destilovanom vodom.
Tokom prvih 24h dno lukovica bilo je potopljeno u destilovanu vodu. Nakon 24h, lukovice sa
zadovljavaju¢im rastom korena (1 - 2 cm) izloZene su testiranim ekstraktima tokom narednih
48h. Negativna kontrola bile su lukovice gajene u destilovanoj vodi, a pozitivna kontrola
lukovice gajene 24h u destilovanoj vodi, a nakon toga, 48h u 500 pg/mL toluena. Testirani

uzorci su menjani u isto vreme svakog dana. Eksperiment je raden na 23 + 1 °C u mraku.

3.4.4.2. Ispitivanje antigenotoksi¢nosti

Antigenotoksi¢na aktivnost ispitivanog lekovitog bilja procenjena je A. cepa testom po
metodi koji su predlozili Prajita i Topil (2016). Ukratko, lukovice su najpre 24h gajene u
destilovanoj vodi. Nakon 24h, one kod kojih je primecen zadovoljavajuci rast korena tretirane
su sat vremena 3% vodonik-peroksidom (H20.), temeljno isprane destilovanom vodom i tokom
narednih 48h izloZene modulatornom tretmanu niskim koncentracijama ispitivanih biljnih

ekstrakata, tj. 20, 451 70 pg/ml. Negativna kontrola bile su lukovice uzgajane u destilovanoj
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vodi, a pozitivna kontrola lukovice uzgajane 24h u destilovanoj vodi i 48h u 3% H20». Testirani

uzorci su menjani u isto vreme svakog dana. Eksperiment je raden na 23 = 1 °C u mraku.

3.4.4.3. Fiksacija tkiva

Na kraju inkubacionog perioda u ispitivanim ekstraktima vrhovi korencica iseceni su
skalpelom, fiksirani u hladnom rastvoru metanola i glacijalne kiseline (3:1 (v/v)), 24h na 4 °C.

Nakon toga prebaceni su u 70% etanol i1 ¢uvani na 4 °C do daljeg koriS¢enja.

3.4.4.4. Priprema preparata za mikroskopsku analizu

Mikroskopski preparati pravljeni su po blago modifikovanom protokolu Bosio i
Laughinghouse-a (2012). Vrhovi korencica hidrolizovani su 13 minuta na 60 °C u IN HCI,
obojeni 1% acetokarminom, pritisnuti pokrovnim staklom i fiksirani na plameniku. Na ovaj

nacin dobijeni su nativni mikroskopski preparati ¢ija je analiza vrSena istog dana.

3.4.4.5. Mikroskopska analiza

Uticaj testiranih ekstrakata ispitan je tako Sto je analizirano 2500 Celija po svakoj
testiranoj koncentraciji, odnosno 500 ¢elija po organizmu, pod uvecanjem 400x i 1000x na

Leica svetlosnom mikroskopu (Leica DM2500, Germany).

Pri odredivanju genotoksi¢nosti i antigenotoksi¢nosti koris¢eni su slede¢i parametri:
mitotski indeks (M), fazni indeks (FI), procenat hromozomskih aberacija (HrAb) i procenat
¢elija sa hromozomskim aberacijama u pojedina¢nim fazama mitotskog ciklusa (AFI). Mitotski
indeks izracunat je kao procentualni odnos broja ¢elija u deobi i ukupnog broja prebrojanih
¢elija, tj.

_ P+M+A4T
500

MI x 100,

gde je P — broj Celija u profazi, M — broj Celija u metafazi, A — broj ¢elija u anafazi a T — broj

¢elija u telofazi mitotskog ciklusa. (Fiskesjo, 1985; Bosio i Laughinghouse 1V, 2012).

Procenat ¢elija sa hromozomskim aberacijama izracunat je kao procentualni odnos ¢elija
u deobi kod kojih su uo€ene aberacije hromozoma i ukupnog broja posmatranih ¢elija (Bosio

i Laughinghouse 1V, 2012).
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Fazni indeks izracunat je kao procentualni odnos izmedu ¢elija u pojedinaénim fazama
mitoze 1 ukupnog broja ¢elija u deobi (Fiskesjo, 1985), a AFI kao procenat ¢elija u mitozi sa

aberantnim hromozomima u odnosu na ukupan broj ¢elija koje su usle u mitozu.

Inhibitorna aktivnost (IA) biljnih ekstrakata prema hromozomskim aberacijama
indukovanim vodonik peroksidom potvrdena je odredivanjem procenta inhibicije, odnosno
antigenotoksi¢nog potencijala. Tako je antigenotoksi¢ni potencijal dekokata testiranog

lekovitog bilja izracunat kori§¢enjem formule:
IA(%) = ((A1 — Ax) + (A1 — A0)) x 100,

gde Al predstavlja broj celija sa hromozomskim aberacijama nastalih uticajem vodonik
peroksida, Ax broj ¢elija sa hromozomskim aberacijama nakon modulatornog tretmanom
dekoktima lekovitog bilja a A0 broj aberantih ¢elija u negativnoj kontroli (Prajitha i Thoppil,
2016).

3.5. Invivo studija

Finalni korak svake studije €iji je cilj verifikacija tradicionalne upotrebe lekovitog bilja
i poliherbalnih preparata svakako je ispitivanje njihovog dejstva na animalnom modelu.
Shodno tome, potencijalna toksi¢nost dekokta biljne mesavine ispitana je akutnom (OECD,
2002) i sub-hronicnom metodom (OECD, 2018), dok je njen efekat primene u
etnofarmakoloskom tretmanu dijabetesa evaluiran na modelu pacova kod kojih je dijabetes

indukovan hemijskim putem.

3.5.1. Zivotinje

U ovom istrazivanju je koriS¢eno osamdeset pet Zenki pacova soja Wistar, tezine 200-
250g. Studija je radena na Institutu za biomedicinska ispitivanja, Medicinskog fakulteta,
Univerziteta u Ni$u. Zivotinje su ¢uvane u standardnim uslovima, gde je temperatura vazduha
bila 23 + 2 °C, vlaznost vazduha 55 + 10% a cirkadijalni ritam odrZavan smenom dana i no¢i

na 12h. Pristup vodi i standardnoj hrani za laboratorijske pacove bio je ad libitum.

Briga o Zivotinjama i sve eksperimentalne procedure su sprovedene u skladu sa etickim
nacelima rada sa laboratorijskim Zivotinjama. Izvodenje ogleda je odobrila Eticka komisija
Medicinskog fakulteta u NiSu 1 Ministarstvo poljoprivrede i zastite zivotne sredine — Uprava

za veterinu, broj reSenja 323-07-01762/2019-05/5.
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3.5.2. Ispitivanje akutne oralne toksi¢nosti

Studija akutne oralne toksi¢nosti obavljena je po blago modifikovanom protokolu
Organizacije za ekonomsku kooperaciju i razvoj (eng. Organisation for Economic Co-
operation and Development -OECD) 420 (OECD, 2002). Ukratko, nakon 12 sati gladovanja,
Zivotinje su podeljene u &etiri grupe od po pet Zivotinja. Zivotinje su pomo¢u gastriéne sonde
tretirane per os dekoktom ,,anti-dijabeti¢ne* biljne mesavine, tj. zivotinje u prvoj grupi primile
su po 1 ml dekokta koncentracije 10 g suve biljne mase po kg zivotinje, u drugoj grupi po 1 ml
dekokta koncentracije 20 g/kg, u tre€oj grupi 40 g/kg, a u Cetvrtoj grupi 80 g/kg. Nakon toga,
potencijalni fizi¢ki znakovi intoksikacije u smislu promene brzine disanja zivotinja, promena
u navikama negovanja krzna, pojava dijareje i eventualna smrtnost posmatrani su tokom prvog

sata, na svaki sat tokom narednih pet sati, i na svakih 24h tokom narednih 14 dana.

3.5.3. Ispitivanje sub-hroni¢ne oralne toksi¢nosti

Studija sub-hroni¢ne oralne toksi¢nosti obavljena je blago modifikovanom protokolu
OECD 407. U studiji je koris¢eno Cetiri grupe od po pet zivotinja: ZK, Z-10, Z-20 i Z-40 grupa.
Svakog jutra tokom dvadeset osam dana eksperimenta, ZK (zdrava kontrola) tretirana je
vodom, dok su zivotinje u grupama Z-10, Z-20 i Z-40 tretirane dekoktom ,,anti-dijabeti¢ne*
biljne mesavine (10, 20 i 40 g/kg, redom). Zivotinje su tretman primale per 0s pomoéu
gastri¢ne tube. PonaSanje zivotinja praceno je svakodnevno. Telesna masa Zivotinja merena je
na dnevnom nivou, a nivo Secera u krvi jednom nedeljno, iz kapi krvi uzete iz repne vene

koriS¢enjem portabilnog glukometra (FreeStyle Precision Neo, Abbot, UK).

3.5.4. Ispitivanje anti-dijabeti¢nog efekta

Ispitivanje anti-dijabeticnog efekta trajalo je 28 dana, odnosno, 14 dana nakon
injekciranja aloksan monohidrata se ¢ekalo na razvoj stabilnog dijabetesa tip 1, dok je tretman
biljnom meSavinom 1 kontrolnim supstancama, insulinom 1 metforminom trajao preostalih 14
dana eksperimenta. Nultog dana eksperimenta, Zivotinje su nasumi¢no podeljene u dve grupe:
zdravu kontrolnu grupu (ZK) sa 5 zivotinja u njoj, 1 grupu u kojoj ¢e se indukovati dijabetes
(40 zivotinja). Nakon 12 sati prekono¢nog gladovanja, zivotinje u drugoj grupi su tretirane
intraperitonealnim injekciranjem 0,5 mL aloksana rastvorenog u ledeno-hladnom fizioloskom
rastvoru, 150 mg/kg, gde se vodilo racuna o tome da vreme izmedu rastvaranja aloksana 1

samog injekciranja bude kra¢e od 90 sekundi, a Zivotinje u ZK grupi su injekcirane samo
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fizioloSkim rastvorom. Da bi se sprecila hipoglikemija izazvana dejstvom aloksana, sat
vremena nakon injekciranja aloksana, tokom narednih 48h, Zivotinjama je pruzen ad libitum
pristup 5% rastvoru glukoze, dok su Zivotinje u zdravoj kontroli pile samo vodu (Banda i sar.,
2018).

Cetrnaest dana nakon primene aloksana, uzorkovana je krv iz repne vene u cilju
odredivanja koncentracije glukoze u krvi. Za zivotinje kod kojih je Secer u krvi prilikom tog
merenja bio visi od 20 mmol/L smatralo se da su razvile stabilan dijabetes tip 1. Dijabeticne
zivotinje (n=25) su nasumic¢no podeljene u pet grupa od po pet zivotinja (I, M, D-10, D-20 i
DK). Do kraja eksperimenta, odnosno u narednih 14 dana, D-10 i D-20 grupa su tretirane ,,anti-
dijabeticnom* mesavinom (koncentracije 10 i 20g suve biljne mase po kg Zivotinje,
respektivno), | grupa je primala insulin glargin (13 jedinica (IU) po kg), dok je M grupa
tretirana metforminom (150 mg/kg). Zdrava (ZK) i dijabeti¢na (DK) kontrolna grupa zivotinja
tretirana je vodom. Voda, metformin i dekokt biljne meSavine administrirani su oralnom
gavazom, pri ¢emu se vodilo ra¢una da zapremina tecnosti koja se u zivotinje unese bude manja
od 1 mL, dok je insulin apliciran intraperitonealnim injekciranjem. Tretman je obavljan svakog
jutrau isto vreme tokom 14 uzastopnih dana. PonaSanje Zivotinja i njihova telesna masa praceni
su svakodnevno. Nivo Secera u krvi meren je 14 dana nakon injekciranja aloksana, odnosno na
nulti dan tretmana, i subsekventno na dan 7 i dan 14 tretmana, odnosno na dan 21 i 28 samog
eksperimenta. Merenje glikemijske vrednosti obavljeno je iz kapi krvi uzete iz repne vene

koriS¢enjem portabilnog glukometra (FreeStyle Precision Neo, Abbot, UK).

3.5.5. Uzorkovanje tkiva

Dvadeset Cetiri sata nakon poslednjeg tretmana, Zivotinje iz studije sub-hroni¢ne akutne
toksi¢nosti, kao Zivotinje 1 iz studije ispitivanja anti-dijabeti¢nog dejstva biljne meSavine
anestezirane su intraperitonealnom injekcijom 10% ketamidora. Kardiopunkturom je izolovana
krv koja je centrifugirana 10 minuta na 3500 rpm na sobnoj temperaturi. Dobijeni supernatant,
tj. serum, izdvojen je, zamrznut i ¢uvan na -20 °C sve do analize lipidog statusa. IseCeni su
uzorci pankreasa, bubrega i jetre, isprani ledenim fizioloskim rastvorom i stavljeni u puferovani

10% formalin.

3.5.6. Analiza lipidnog statusa

Hipolipidemijski efekat ,anti-dijabeticne” biljne meSavine 1 njen potencijal u
ublazavanju razvoja ateroskleroze ispitan je analizom sedam parametara, a to su nivoi ukupnog
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holesterola, HDL-a (eng. high-density lipoproteins), LDL-a (eng. low-density lipoproteins),
triglicerida, VLDL-a (eng. very-low-density lipoprotein), aterogenog indeksa i

kardiovaskularnog indeksa.

Koncentracija ukupnog holesterola (TC), HDL-a i triglicerida (TG) u serumu
eksperimentalnih zivotinja izmerena je upotrebom komercijalno dostupnih kitova Cholesterol
liquicolor, HDL Cholesterol liquicolor, Triglycerides liquicolor (Human Biochemica und
Diagnostica GmbH, Germany) po uputstvu proizvodaca na automatizovanom hemijskom
analizatoru (Chemray 420, Rayto) 1 izrazena u mmol/L. Koncentracija VLDL-a izraunata je

kao petina koncentracije triglicerida (TG/5). Koncentracija LDL-a izracunata je po formuli:

LDL (mmol/L) = TC — HDL — VLDL (Friedewald i sar., 1992).

Aterogeni indeks (Al) izracunat je po formuli:
Al = (TC — HDL)/HDL (Harnafi i sar., 2008).

Kardiovaskularni indeks (KRI) je izracunat metodom koji su predlozili Azizian i

saradnici (Azizian i sar., 2018):
KRI =TC/HDL.

3.5.7. Priprema tkiva za histopatoloSku analizu

Priprema tkiva za rutinsku histopatoloSku analizu se sastoji od pet koraka, a to su

fiksacija, dehidratacija, kalupljenje (najceSce paraplastom), seenje 1 bojenje.

Fiksacija tkiva je proces stabilizacije proteinske osnove ¢elija putem koje se prirodan
oblik, tj. morfologija ¢elija i tkiva moZe trajno oCuvati (Suvarna i sar., 2012). U ovoj studiji,
isecci pankreasa, bubrega u jetre (debljine 5 mm) fiksirani su u 10% puferovanom formalinu

72h, odakle su prebaceni u 70% etanol i cuvani na +4 °C do dalje obrade.

Sledeci korak u pripremi tkiva za histopatoloSku analizu bila je postepena dehidratacija
tkiva, primenom serije alkohola, i to: 70% etanol (1h), 80% etanol (2h, sa jednom zamenom
nakon prvih sat vremena), 90% etanol (2h, sa jednom zamenom), 96% etanol (1h), 100% etanol
(48h sa jednom zamenom nakon 24h), na sobnoj temperaturi. Posto paraplast nije rastvorljiv
ni u vodi ni u alkoholu, pre samog kalupljenja neophodno je odstraniti sav alkohol iz tkiva
toluenom, tako da se tkivo, nakon dehidratacije alkoholom, prebacuje u toluen u kome stoji 3h,

na sobnoj temperaturi.

21



Visnja Madié Doktorska disertacija

Proces kalupljenja zapocet je prebacivanjem dehidratisanog tkiva u smesu toluena i
paraplasta (1:1 (v/v)) u kome je stajalo 2 sata, na 62-64 °C, zatim prebaceno u ¢ist paraplast i
ostavljeno na istoj temperaturi preko no¢i. Sutradan je izvrSena jo$ jedna promena paraplasta i
inkubacija jo§ 2h na 62-64 °C. Finalno, uzorci su kalupljeni (Leica EG1150, Germany). Za
formiranje oblika parafinski kalupljenih tkiva koris¢eni su kalupi sa metalnim delom i
parafinskom mrezicom. Ukratko, tkivo je stavljeno u zagrejan metalni kalup, zaliveno toplim
paraplastom (62-64 °C), prebaceno na plocu za hladenje i brzo prekriveno zagrejanom
plasticnom mrezicom. Nakon §to je paraplast u potpunosti ohladen, metalni deo kalupa je

sklonjen i tako ukalupljena tkiva su stavljena na -20 °C preko noc¢i.

Ohladeni kalupi su na mikrotomu (Leica RM2125 RT, Germany) ise¢eni na preseke

debljine 5 um, ispravljeni u vodenom kupatilu na 50 °C i fiksirani na predmetna stakla.

Pre samog bojenja izvrSena je deparafinizacija tkiva (sat vremena na 62-64 °C) i
rehidratacija tkiva, odnosno: toluen (8 minuta), 100% etanol (3 minuta), 96% etanol (3 minuta)

i destilovana voda (5 minuta).

U ovoj studiji tkivo pankreasa, bubrega i jetre bojeno je dvema metodama — hematoksilin
& eozin metodom (H&E) i Mason-trinromnim (MT) bojenjem, a jetra je dodatno analizirana i

na preparatima obojenim PAS metodom (eng. periodic acid-Shiff reaction) .
3.5.8. Bojenje tkiva

3.5.8.1. Bojenje hematoksilinom i eozinom (H&E)

Bojenje tkiva hematoksilinom i eozinom je najc¢esce koris¢eno bojenje u histologiji a
bazirano je na primeni dve boje — hematoksilina, koji jedra ¢elije boji u plavu do ljubicastu
boju, i eozina, koji boji citoplazmu i ekstracelularni matriks u pet nijansi roze boje (Titford,
2005).

Plocice sa deparifinisanim i hidratisanim tkivima obojene su Harisovim hematoksilinom
(10 minuta), ispirane destilovanom vodom (1 minut), teku¢om vodom (5 minuta),
destilovanom vodom (3 minuta), obojene eozinom (30 sekundi), ispirane destilovanom vodom
(2 minuta), 96% etanolom (3 minuta), 100% etanolom (3 minuta) i osusene 5 minuta na 62-64
°C. Vruce plocice sa obojenim tkivima su stavljene u toluen u kome su stajale 8 minuta na

sobnoj temperaturi, i finalno, preparati su zasti¢eni pokrovnim staklima zalepljenim DPX-om.
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Priprema Harisovog hematoksilina: 1g hematoksilina rastvoreno je u 10 mL 100% etanola,
pomesano sa 20g kalijum aluma (KAI(SOa4)2-12H-20) prethodno rastvorenog u 190 mL vruce
destilovane vode i zagrevano do kljucanja. Klju¢alom rastvoru polako je dodato 0,5g ziva(Il)
oksida (HgO) i smesa je kuvana 2-3 minuta. Rastvor je brzo ohladen i dodato 20 mL glacijlne

sir¢etne kiseline.

Priprema eozina:
1. Stok: 2 g eozina rastvoreno je u 40 mL dH20 i 160 mL 96% etanola.
2. Radni rastvor: 50 mL $toka resuspendovano je u 12 mL etanola, 30 mL dH2O i 1 mL

glacijalne sir¢etne kiseline.

3.5.8.2. Mason-trihromno bojenje (MT)

Mason-trihromno bojenje je Cesto primenjivana tehnika za razlikovanje ¢elija od okolnog
vezivnog tkiva. Ovim bojenjem se kolagen boji u plavo/zeleno, citoplazma u roze a jedra u

tamno braon boju (Suvarna, 2012).

Plo¢ice sa deparifinisanim i hidratisanim tkivima tretirane su Wiegerth-ovim
hematoksilinom (5 minuta) i prebacene u mesavinu dve boje - kiselog fuksina i Ponceau (1:2
(v/v)), napravljenu neposredno pre upotrebe, u kojoj su stajale 2 minuta. Nakon ispiranja
destilovanom vodom, preparati su preliveni 1% fosfomolibdenskom kiselinom (2 puta po 1
minut). Na plocice je zatim, preko fosfomolibdenske kiseline dodat anilin blue, kako bi se
obojio kolagen. Nakon 5 minuta preparati su isprani destilovanom vodom (3 minuta), 96%
etanolom (3 minuta), 100% etanolom (3 minuta) i osuseni 5 minuta na 62-64 °C. Vruce plocice
sa obojenim tkivima su stavljene u toluen u kome su stajale 8 minuta na sobnoj temperaturi, i

na kraju, preparati su zasti¢eni pokrovnim staklima zalepljenim DPX-om.

Priprema Wiegerth-ovog hematoksilina:
e Rastvor A: 2g hematoksilina rastvoreno je u 200 mL 96% etanola.
e Rastvor B: 8 mL 29% gvozde (III) hlorida (FeCls) rastvoreno je u 2 mL koncentrovane
HCI 1190 mL dH20.

e Rastvori A i B su pomeSani, filtrirani i ¢uvani na 4 °C.

Priprema kiselog fuksina: 1g fuksina je rastvoreno u 100 mL vrele dH20, rastvor je ohladen,

dodato je 1 mL glacijalne sir¢etne kiseline i filtrirano.
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Priprema Ponceau: 1g Ponceau 2R rastvoren je u 100 mL vrele dH20, ohladen, dodato je 1

mL glacijalne sir¢etne kiseline i filtrirano.

Priprema aniline blue: 2.5g anilin blue rastvoreno je u 100 mL vrele dH20, ohladeno, dodato

2,5 mL glacijalne siréetne kiseline i filtrirano.

3.5.8.3. Bojenje perjodnom kiselinom i Sifovim reagensom (PAS)

Bojenje perjodnom kiselinom i Sifovim reagensom (PAS bojenje) se koristi za
dokazivanje prisustva glikogena u tkivima. Kao rezultat se dobijaju purpurno obojene PAS

pozitivne ¢éelije (Suvarna, 2012).

Plocice sa deparifinisanim i hidratisanim tkivima tretirane su perjodnom kiselinom (30
minuta na 4 °C), isprane tekuéom vodom (5 min), stavljene u Sifov reagens (30 minuta na 4
°C), ispirane teku¢om vodom (10 minuta), obojene Harisovim hematoksilinom (10 minuta),
ispirane teku¢om vodom (5 minuta), destilovanom vodom (2 minuta), 96% etanolom (3
minuta), 100% etanolom i osusene na 62-64 °C. Vruce plo€ice sa obojenim tkivima su stavljene
u toluen u kome su stajale 8 minuta na sobnoj temperaturi, i finalno, preparati su zasti¢eni

pokrovnim staklima zalepljenim DPX-om.

Priprema Sifovog reagensa:
e Rastvor A: 1 g pararozanilina rastvoren je u 30 mL 1N HCI,
e Rastvor B: 1 g natrijum-metabisulfita rastvoreno je u 170 mL dH20;
e Rastvori A i B su pomesani i ostavljeni da stoje 24h na sobnoj temperaturi u
mraku;
e Rastvoru je dodato 3g aktivnog uglja, energi¢no je promesan i filtriran;

e Kao finalni rastvor dobijena je bistra tecnost koja se cuvala na 4 °C.

Priprema perjodne Kiseline: 0,5 g perjodne kiseline rastvoreno je u 100 mL dH20 i ¢uvano

na 4 °C (do mesec dana).

3.5.9. HistopatoloSka analiza

Obojeni preparati slikani su na optickom mikroskopu (Leica DM2500, Germany).
Nasumicno je slikano pet vidnih polja po preparatu na uvecanju 200x, a deset vidnih polja na

uvecanju 400x, 1 analizirano pomoc¢u ImagelJ softvera (NIH, USA).
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Uticaj tretmana biljnom meSavinom na tkivo pankreasa ispitan je morfometrijskom
analizom dva parametra: broja ¢elija po povrsSini Langerhansovih ostrvaca pankreasa (LO), sa
preparata obojenih H&E metodom, i nivoa depozicije kolagena u pankreasu, sa preparata

obojenih MT metodom.

Efekat biljne meSavine na tkivo bubrega ispitan je analiziranjem tri parametra: povrsine
glomerula i broja proksimalnih tubularnih ¢éelija sa preparata obojenih H&E i nivoa depozicije

kolagena u bubregu sa preseka obojenih MT metodom.

Efekat tretmana na tkivo jetre ispitan je uporednom analizom sedam parametara, a to su:
broj Kupferovih ¢elija prisutnih u jetri, odnos nukleusa i citoplazme (N:C) mononukleusnih
(MH) i binukleusnih (BH) hepatocita, broj hepatocita, broj binukleusnih hepatocita, depozicija

kolagena u jetri i broj hepatocita sa glikogenom (PAS pozitivni hepatociti).

3.6. Statisticka analiza

Fitohemijska analiza radena je u triplikatu. Osim A. cepa testa, svi in vitro eksperimenti
su takode radeni u triplikatu. A. cepa test i in vivo studije radene su u pentaplikatu. Dobijeni
rezultati su izraZeni kao srednja vrednost = standardna devijacija. Statisticka analiza podataka
odradena je koris¢enjem softvera GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla California
USA). Jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) je kori§¢ena za utvrdivanje postojanja
statistiCke znacajnosti srednjih vrednosti merenja, a Tukijevim post-hoc testom ispitano je
postojanje statistiCki znacajnih razlika izmedu tretiranih grupa ponaosob. Medusobna
povezanost hemijskog sastava ispitivanog bilja sa njihovom bioloskom aktivno$¢u uporedena
je koriS¢enjem Pirsonovog koeficijenta korelacije. Statisticka analiza podataka u studiji
ispitivanja prevalence koris¢enja narodne medicine uradena je pomocu y? testa. Za statisticki

znacajne smatrane su vrednosti p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Prevalenca koriS¢enja narodne medicine u Srbiji

U ovoj studiji je anketirano 130 ispitanika sa teritorije cele Srbije, od kojih je 55,38%
bilo sa dijabetesom, a 44,62% bez ove bolesti. 77,69% ispitanika bilo je zenskog pola, a22,31%

muskog. Prosecna starost ispitanika bila je 34,83 + 12,76 godina.

U celokupnom uzorku ispitanika, prevalenca koris¢enja tradicionalne medicine iznosila
je 67,7%. Primeéena je znacajna razlika u ucestalosti upotrebe narodne medicine medu
polovima (p < 0,05). Tako, u uzorku od 99 anketiranih Zena ¢ak 47,69% njih je izjavilo da se
oslanja na etnofarmakologiju, dok je se u uzorku od 31 anketiranog muskarca svega njih
19,99% izjasnilo da redovno upotrebljava lekovito bilje. Kao $to se vidi na grafiku 1, ova
razlika je bila izraZena i u dijabeti¢noj (D+) i u nedijabeti¢noj (D-) grupi ispitanika. Naime,
duplo ve¢i broj Zena nego muSkaraca sa dijabetesom (19,23% Zena 1 9,23% musSkaraca) se
oslanja na tradicionalnu medicinu, dok je medu zdravim ispitanicima ova razlika bila jo$
izrazenija, te se skoro tri puta viSe zdravih Zena nego muskaraca izjasnilo kao redovni korisnici

etnofarmakoloskih pristupa (28,46% zena i 10,76% muskaraca) (grafik 1).
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Grafik 1. Frekventnost kori§¢enja tradicionalne medicine u zavisnosti od pola u dijabeti¢noj (D+) i
nedijabeti¢noj populaciji (D-). Z: Zene; M: muskarci. * p < 0,05
Zapazeno je da je upotreba lekovitog bilja 1/ili supstituenata bila ve¢a kod zdravih
ispitanika (87,93%) u odnosu na ispitanike sa dijabetesom (51,34%). Svi dijabeti¢ni ispitanici
su se striktno pridrzavali saveta lekara i upotrebe farmakoterapije, dok se cak Cetvrtina zdravih

ispitanika (26%) oslanjala isklju¢ivo na narodnu medicinu.

Najcesce je od lekovitog bilja i/ili farmaceutskih suplemenata upotrebljavana nana
(21%), zatim biljne meSavine namenjene odrZavanju normalnih vrednosti glikemije i
sprecavanju sekundarnih komplikacija dijabetesa (15%), kao 1 kamilica (13%) i farmaceutski

suplementi zasnovani na tradicionalnim recepturama (10%). U neSto manjoj meri u upotrebi
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su bili 1 dumbir, zova, brusnica, Sipurak, eukaliptus, bosiljak, kopriva, maj¢ina duSica, beli slez,
virak, kantarion, neven, hibiskus, hajducka trava, zeleni ¢aj, cimet, zalfija, perSun, kurkuma i

origano.

Najveci broj ispitanika je lekovito bilje 1 suplemente kupovala u apotekama (58%) 1 od

akreditovanih travara (30%), dok je samo 12% ispitanika kupovalo tretmane na pijaci.

4.2. Fitohemijska analiza
4.2.1. Ukupan sadrZaj fenola i flavonoida u ekstraktima

Ukupan sadrzaj fenola i flavonoida, kao i sam prinos ekstrakcije, prikazani su u tabeli 1.
U odnosu na sve testirane ekstrakte, najvisi sadrzaj fenola i flavonoida uocen je u metanolnom
ekstraktu rizoma zute steze (661,67 £ 16,07 mg GAE/qg ekstrakta i 172,43 + 2,63 mg QUE/g
ekstrakta, respektivno), a najnizi u etanolnom ekstraktu pasuljevine (22 + 1,73 mg GAE/g
ekstrakta i 2,89 + 0,15 mg QuE/g ekstrakta, redom). Poredec¢i uticaj rastvaraca na dobijenu
koli¢inu ukupnih fenola u ekstraktima, moze se primetiti da je ekstrakcija vodom uzrokovala
najvecu izolaciju ovih jedinjenja iz listova kupine i mahuna pasulja, etanolom iz ,,anti-
dijabeti¢ne* biljne mesavine i listova borovnice, a metanolom iz rizoma zute steze i nadzemnog
dela ze¢je stope. Najvedi nivo flavonoida ekstrakcijom vodom dobijen je iz kupine, borovnice,

pasuljevine i zecje stope, etanolom iz biljne meSavine, a metanolom iz Zute steze (tabela 1).

Poredenjem ekstrakata primecuje se pozitivna korelacija prinosa sa ukupnim sadrzajem
fenola (r = 0,72; p < 0,001) kao i sa ukupnim sadrzajem flavonoida (r = 0,52; p < 0,05).
Medutim, uporedivanjem pojedinacnih ekstrakcija, nije primec¢ena uniformna povezanost.
Prinos je statisticki znacajno pozitivno korelisan sa ukupnom koli¢inom fenola kod metanolnih
(r=10,79; p <0,05) i etanolnih (r = 0,93; p < 0,01) ekstrakata, dok je kod vodenih ekstrakata
uocen trend negativne korelacije (r = -0.31; p > 0,05). Kod metanolnih ekstrakata, prinos
ekstrakcije je bio statisticki znacajno povezan sa ukupnim sadrzajem flavonoida (r = 0,88; p <
0,05), dok je kod etanolnih 1 vodenih ekstrakata bio primecen samo trend pozitivne (r=0,6 ;
p > 0,05), odnosno negativne (r = -0,64 ; p > 0,05) korelacije prinosa i ukupnog sadrzaja

flavonoida.
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Tabela 1. Prinos, ukupan sadrzaj fenola i flavonoida testiranih ekstrakata

Ukupni fenoli Ukupni
resuran otk | S0 | (mdgane | favonad (g
ekstrakta) ekstrakta)
Vodeni 14,97 129+1 50,9 £ 0,46
ADM | Etanolni 4,13 365 + 24,25 118,57+ 0,9
Metanolni 10,73 267,33+ 9,02 79,67 £0,21
Vodeni 16,92 231,67 £ 6,81 57,97+ 1,06
RF Etanolni 6,03 92,67 + 0,58 29,3+1,31
Metanolni 14,6 114 +2,08 31,48 + 0,32
Vodeni 12,07 191,33+ 7,23 | 109,27 + 11,06
VM Etanolni 2,79 195 + 4,58 92,6 £0,7
Metanolni 6,71 160 + 3,46 72,3+0,17
Vodeni 6,35 214 +9,54 140,13 + 7,27
PE Etanolni 39,97 510 + 18,03 127,4£0,85
Metanolni 31,87 661,7+ 16,07 | 172,43+2,63
Vodeni 18,2 87 £ 3,46 59,67 + 2,33
GU Etanolni 15 45+ 0 22,47 0,06
Metanolni 572 101 + 2,64 17,96 +0,61
Vodeni 12,79 43,67 +2,31 8,3 £ 0,61
PV Etanolni 0,36 22+1,73 2,89+0,15
Metanolni 2,47 26,67 + 0,58 6,13+0,3

4.2.2. Hemijski sastav ,,anti-dijabeti¢ne“ biljne meSavine

HPLC-UV analizom identifikovano je 10 jedinjenja u dekoktu ,,anti-dijabeti¢ne biljne
mesavine: hininska, galna i kaftarinska kiselina, arbutin (hidrohinon -D-glukopiranozid), rutin
(kvercetin-3-O-rutinozid), trifolin (kempferol-3-O-galaktozid), astragalin (kempferol-3-O-
glukozid), hiperozid (kvercetin-3-O-galaktozid), izokvercetin (kvercetin-3-O-glukozid) i

kvercitrin (kvercetin-3-O-ramnozid) (Slika 6).
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Slika 6. HPLC hromatogram dekokta ,,anti-dijabeti¢ne* biljne mesavine snimljen na 254 (A) i 350 nm (B). 1:
Hininska kiselina; 2: galna Kiselina; 3: arbutin; 4: rutin; 5: kaftarinska kiselina; 6: trifolin; 7: astragalin; 8:
hiperozid; 9: izokvercitin; 10: kvercitrin.

Na slici 7 prikazani su UV spektri identifikovanih metabolita dekokta ,,anti-dijabeti¢ne*

biljne mesavine snimljenih na 254 nm.

e

z .

Slika 7. UV spektri hininske kiseline (1), galne kiseline (2), arbutina (3) i rutina (4).
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Na slici 8 prikazani su UV spektri identifikovanih metabolita biljne meSavine snimljenih

na 350 nm.
1 Z5=
3“ 4
5 6:‘

Slika 8. UV spektri kaftarinske kiseline (1), trifolina (2), astragalina (3), hiperozida (4), izokvercitina (5)
i kvercitrina (6).

Najzastupljenija identifikovanja jedinjenja u dekoktu ispitivane biljne meSavine bila su:
izokvercetin (22,8%), galna kiselina (18,23%), rutin (15,14%), kvercitrin (12,46%) i arbutin
(10,85%). Relativna zastupljenost ostalih identifikovanih jedinjenja bila je: hininska kiselina
(9,09%) > kaftarinska kiselina (5,85%) > hiperozid (5,21%) > astragalin (3,84%) > trifolin
(3,54%) (Tabela 2).

Tabela 2. Retenciona vremena, maksimalne apsorbance i relativna zastupljenost identifikovanih metabolita
dekokta ,,anti-dijabeti¢ne* biljne meSavine.

Retenciono . Relativna
L Masimalna -
Jedinjenje vreme absorbanca (nm) zastupljenost
(min) (%)
Hininska kiselina 2,99 220, 235 9,09
Galna kiselina 3,12 228, 270 18,23
Arbutin (Hidrohinon B-D-glukopiranozid) | 3,57 £ 0,11 220, 288 10,85
Rutin (Kvercetin-3-O-rutinozid) 17,61 230, 255, 360 15,14
Kaftarinska kiselina 5,8 220, 240, 300, 330 5,85
Trifolin (Kempferol-3-O-galaktozid) 7,26 266, 301, 346 3,54
Astragalin (Kempferol-3-O-glukozid) 8,53 266, 298, 346 3,84
Hiperozid (Kvercetin-3-O-galaktozid) 15,44 257, 265, 298, 355 5,21
Izokvercetin (Kvercetin-3-O-glukozid) 16,23 256, 266, 297, 355 22,8
Kvercitrin (Kvercetin-3-O-ramnozid) 17,66 256, 307, 351 12,46
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4.3. In vitro studija
4.3.1. Antioksidativna aktivnost ekstrakata

DPPH testom je utvrdeno da svi analizirani ekstrakti poseduju odredeni nivo
antioksidativne aktivnosti (grafici 2, 3 i 4) koji je koncentracijski zavisan i pozitivno korelisan
sa ukupnim sadrzajem fenola (r = 0,56; p < 0,01) i flavonoida (r = 0,64; p < 0,01).
Antioksidativna aktivnost testiranih ekstrakata je procenjena na osnovu poredenja maksimalnih
kapaciteta neutralisanja DPPH radikala ekstrakata i antioksidanata koji su koriS¢eni kao
standard. Kao standardi, koris¢eni su vitamin C (vit C) i butil hidroksianizol (BHA). Najvisi
kapacitet neutralisanja DPPH radikala imao je vitamin C, a svi testirani ekstrakti lekovitog
bilja, osim etanolnog ekstrakta G. urbanum i svih testiranih ekstrakata P. vulgaris, pokazali su

znacajno visu antioksidativnu aktivnost u odnosu na BHA (p < 0,001).

Na grafiku 2 je prikazana antioksidativna aktivnost dekokata lekovitog bilja. Pri
koris¢enju doze od 100 pg/mL, ispitivani dekokti su pokazali razli¢it nivo antioksidativne
aktivnosti i to: vitamin C > R. fruticosus > V. myrtillus > P. erecta > ,,anti-dijabeti¢na‘“ biljna
mesavina > G. urbanum > BHA > P. vulgaris, gde je neutralizacija DPPH slobodnih radikala
iznosila 96,18 + 0%, 93,63 + 0,05%, 90,41 + 0,16%, 88,6 + 0,24%, 79,06 + 0,23%, 63,62 +
0,59%, 36,48 + 0,57% i 4,46 + 0,18%, redom.
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Grafik 2. Kapacitet neutralisanja DPPH radikala dekokata.

Antioksidativna aktivnost etanolnih ekstrakata ispitivanog lekovitog bilja prikazana je
na grafiku 3. Moze se primetiti da je kapacitet neutralisanja DPPH slobodnih radikala pri

koris¢enju maksimalne testirane doze etanolnih ekstrakata bio sledeéi: vitamin C (96,18 £+ 0%)
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> anti-dijabeti¢na“ biljna mesavina (92,82 £+ 0,09%) > V. myrtillus (92,06 + 0,43%) > P. erecta
(89,04 £ 0,37%) > R. fruticosus (83,92 £ 0,21%) > BHA (36,48 + 0,57%) > G. urbanum (31,62
+ 1,27%) > P. vulgaris (6,67 £ 0,11%).
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Grafik 3. Kapacitet neutralisanja DPPH radikala etanolnih ekstrakata.

Kao $to je prikazano na grafiku 4, svi metanolni ekstrakti testiranog lekovitog bilja, osim
P. vulgaris, imali su visok stepen antioksidativne aktivnosti u DPPH testu. Kapacitet
neutralisanja DPPH slobodnih radikala pri koriS¢enju maksimalne testirane doze metanolnih
ekstrakata bio je slede¢i: G. urbanum (93,63 £ 0,05%) > ,.anti-dijabeti¢na“ biljna meSavina
(92,22 = 0,19%) > R. fruticosus (90,85 £ 0,15%) > P. erecta (90,65 + 0,09%) > V. myrtillus
(82,06 £ 0,61%) > P. vulgaris (10,6 £ 0,86%).
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Grafik 4. Kapacitet neutralisanja DPPH radikala metanolnih ekstrakata.
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4.3.2. Antimikrobna aktivnost ekstrakata

Rezultati ispitivanja animikrobne aktivnosti dekokata, metanolnih i etanolnih ekstrakata
biljne i mesavine kao i njenih pojedinac¢nih sastojaka na odabrane sojeve mikroorganizama
prikazani su u tabelama 3, 4 i 5. Antimikrobna aktivnost procenjena je mikrodilucionom

metodom, odnosno odredivanjem minimalnih inhibitornih koncentracija.

Kao $to se vidi u tabeli 2, antimikrobna aktivnost testiranih dekokata bila je umerena do
slaba i MIK je u vecini ovih ekstrakata bio u rasponu od 625 do 5000 pg/mL. Jedini izuzetak

bio je dekokt P. erecta, koji je u koncentraciji 150 pg/mL uspeo da inhibira rast B. cereus.

Tabela 3. Antimikrobna aktivnost dokokata.

MIC (pg/mL) Kontrola
Mikroorganizam Al;rr cc D- D- D- D- D- D- Ch Ns
‘) ADM | VM | RF | PE | GU | PV (ng/mL) | (pg/mL)
S. aureus 6538 | 2500 | 2500 | 2500 | 625 | 5000 | / 6.25 /
S. epidermidis | 12228 | 625 | 2500 | 2500 | 2500 | / / 1.56 /
B. cereus 11778 | 625 | 625 | 625 | 156 | 2500 | / 3.12 /
S. enterica 13076 | 2500 | 2500 | 5000 | 2500 | 5000 | / 125 /
P.aeruginosa | 9027 | 1250 | 625 | 2500 | 1250 | 2500 | / 125 /
A. baumannii | 19606 | 5000 | 5000 | 5000 | 2500 | / / 25 /
C. albicans 24433 / 2500 | 5000 | 5000 | / | 5000 2.34 2.5

Antimikrobna aktivnost testiranih etanolnih ekstrakata bila je neSto veca od dekokata,
ali i dalje umerena do slaba, gde je MIK kod veceg broja testiranih ekstrakata bio u opsegu od
310 do 5000 pg/mL. Najvecu antimikrobnu aktivnost imao je ekstrakt ,,anti-dijabeticne* biljne
mesavine koji je u koncentraciji 150 pg/mL inhibirao rast A. baumannii i C. albicans i
pasuljevine, koji se pokazao uspe$nim u inhibiciji rasta gljive C. albicans (tabela 4).

Tabela 4. Antimikrobna aktivnost etanolnih ekstrakata.

MIC (pg/mL) Kontrola
Mikroorganizam At;l; S.C E- E- | E- E- E- | E- ch Ns
J ADM | VM | RF PE | GU | PV | (ug/mL) | (ug/mL)

S. aureus 6538 | 625 | 2500 | 1250 | 310 | 620 | 1250 | 6.25 /

S. epidermidis | 12228 | 2500 | 5000 | 625 | 2500 | 5000 | 325 1.56 /

B. cereus 11778 | 310 | 310 | 625 | 625 | 310 | 1250 3.12 /

S. enterica 13076 | 2500 | 5000 | 625 | 5000 | 2500 | 625 12.5 /

P. aeruginosa | 9027 | 2500 | 2500 | 1250 | 2500 | 2500 | 625 12.5 /

A. baumannii 19606 | 150 | 2500 / 310 | 1250 | 1250 25 /
C. albicans 24433 | 150 | 625 | 310 | 310 | 2500 | 150 2.34 2.5
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U tabeli 5 prikazana je antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata. Vecina testiranih
ekstrakata imala je umerenu do slabu antimikrobnu aktivnost, kod kojih je MIK bio u opsegu
od 325 do 5000 pg/mL. Visoka antimikrobna aktivnost uocena je kod metanolnog ekstrakta
,anti-dijabeti¢ne biljne meSavine, koji je u koncentraciji od 150 pg/mL inhibirao rast A.
baumannii i C. albicans, kao i kod metanolnog ekstrakata G. urbanum i P. vulgaris koji su u

istoj koncentraciji inhibirali B. cereus i C. albicans.

Tabela 5. Antimikrobna aktivnost metanolnih ekstrakata.

MIC (ug/mL) Kontrola
. . ATCC
Mikroorganizam broj M- M- | M- | M- | M- | M- Ch Ns
ADM | VM | RF | PE | GU | PV [ (ug/mL) | (ug/mL)

S. aureus 6538 | 1250 | 5000 | 1250 | 310 | 625 | 5000 6.25 /

S. epidermidis | 12228 [ 5000 | 5000 | 625 | 1250 | 1250 | 2500 | 1.56 /

B. cereus 11778 | 1250 | 1250 | 310 | 310 | 150 | 5000 | 3.12 /

S. enterica 13076 | 5000 | 2500 | 1250 | 2500 | 310 | 5000 | 125 /

P. aeruginosa | 9027 | 2500 | 2500 | 1250 | 2500 | 625 | 5000 | 12.5 /

A. baumannii | 19606 | 150 | 1250 | 1250 | 310 | 2500 | 2500 25 /
C. albicans 24433 [ 150 | 1250 | 5000 | 310 | 2500 | 150 2.34 2.5

4.3.3. Citotoksiénost i anticitotoksi¢nost ekstrakata
4.3.3.1. Citotoksi¢nost ekstrakata

Citotoksicna, tj. hemoliticka aktivnost dekokata, kao i etanolnih i metanolnih ekstrakata
ispitivanog lekovitog bilja prikazana je na graficima 5, 6 i 7, gde je primecena koncentracijska
zavisnost hemoliticke aktivnosti, dok povezanost izmedu stepena hemoliticke aktivnosti 1
ukupnog sadrzaja fenola (r = 0,39; p > 0,05 ) i flavonoida (r = 0,24 ; p > 0,25) ispitivanih
ekstrakata nije zapazena. Svi dekokti pokazali su izuzetno blagu citotoksi¢nost, tako da su cak
1 najviSe ispitivane koncentracije (1250 pg/mL) izazvale manje od 5% hemolize crvenih krvnih

zrnaca (grafik 5).

34



Visnja Madié Doktorska disertacija

-~ D-ADM
- D-RF
-- D-VM
-~ D-PE
-- D-GU
@ D-PV

Grafik 5. Hemoliti¢ka aktivnost dekokata.

Nesto visu hemoliti¢ku aktivnost od dekokata imali su etanolni ekstrakti ispitivanog bilja,
koja je pri koncentraciji 1250 pg/mL iznosila: ,,anti-dijabeti¢na® biljna meSavina (33,1 +
0,34%) > P. erecta (14,39 = 0,67%) > R. fruticosus (11,88 £ 0,71%) > P. vulgaris (10,68 *
0,34%) > V. myrtillus (9,07 £0,4 %) > G. urbanum (4,37 £ 0,24%) (grafik 6).
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Grafik 6. Hemoliti¢ka aktivnost etanolnih ekstrakata.

Na grafiku 7 prikazana je hemolitiCka aktivnost metanolnih ekstrakata testiranog
lekovitog bilja. U odnosu na sve metanolne ekstrakte, najvecu citotoksi¢nost imao je G.
urbanum, a najmanju P. vulgaris, odnosno: G. urbanum (15,31 + 0,87%) > R. fruticosus (14,7
+ 1,57%) > ,,anti-dijabeti¢na“ biljna mesavina (12,59 + 0,84%) > P. erecta (10,49 = 1,27%) >
V. myrtillus (5,19 + 0,63%) > P. vulgaris (1,26 + 0,09%).
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Grafik 7. Hemoliti¢ka aktivnost metanolnih ekstrakata.

4.3.3.2. Anticitotoksi¢nost ekstrakata

Na osnovu rezultata testa antihemolize, moze se primetiti da je modulatorni tretman
niskim koncentracijama (25 1 50 pg/mL) svih testiranih ekstrakata stitio ¢elije od citotoksi¢nog
uticaja vodonik-peroksida (grafici 8, 9 i 10). Anticitotoksi¢na, tj. antihemoliti¢ka aktivost nije
bila koncentracijski zavisna, a pored toga bila je i negativno korelisana sa njihovim ukupnim
sadrzajem fenola (r = -0,666; p < 0,01) i flavonoida (r =-0,7; p <0,01).

Antihemoliticka aktivnost najniZe testirane koncentracije svih dekokata (25 pg/mL) bila
je znacajno visa od citoprotektivne aktivnosti vitamina C, kori§¢enog kao standard (p < 0,001)
(grafik 8). Kod testiranih ekstrakata, antihemolitiCka aktivnost (25 pg/mL) je bila sledeca: V.
mytrtillus (87,5 £ 0%) > P. vulgaris (83,33 + 6,25%) > ,,anti-dijabeti¢na‘“ biljna meSavina
(79,17 +£ 6,25 %) > P. erecta (75 + 5 %) > R. fruticosus (62,5 + 10,82%) > G. urbanum (45,83
+ 6,25%) > vitamin C (33,52 + 0,94%).
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Grafik 8. Antihemoliti¢ka aktivnost dekokata.* p < 0,05 u odnosu na pozitivnu kontrolu.

Gotovo svi testirani etanolni ekstrakti su imali znac¢ajno nizu antihemoliticku aktivnost
od vodenih ekstrakata (grafik 9). Jedini etanolni ekstrakt koji je pokazivao jacu citoprotektivnu
aktivnost od vitamina C (p < 0,001), pri istim koncentracijama (25 pg/mL) bio je G. urbanum

sa 71,37 £ 1,47% antihemoliticke aktivnosti.
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Vit C E-ADM E-RF E-VM E-PE E-GU E-PV
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Grafik 9. Antihemoliti¢ka aktivnost etanolnih ekstrakata. * p < 0,05 u odnosu na pozitivnu kontrolu.

Na grafiku 10 prikazana je antihemoliticka aktivnost ispitivanih metanolnih ekstrakata.
Moze se primetiti da su svi testirani metanolni ekstrakti, osim P. erecte, u poredenju sa
vitaminom C pokazali visoku citoprotektivnu aktivnost (p < 0,001). Najvecu antihemolitic¢ku
aktivnost imali su ekstrakti ,,anti-dijabeticne* biljne meSavine (99,08 + 0,29%) 1 lista kupine
(98,58 £ 0,88%), u dozi od 25 pg/mL i 50 pg/mL ekstrakta nadzemnog dela zecje stope (105,92
+ 0,58%).
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Grafik 10. Antihemoliti¢ka aktivnost metanolnih ekstrakata.* p < 0,05 u odnosu na pozitivhu kontrolu.

4.3.4. Genotoksi¢nost i antigenotoksi¢nost ekstrakata

Genotoksicnost 1 antigenotoksi¢nost dekokata ,,anti-dijabeti¢ne i njenih pojedinacnih
sastojaka ispitana je A. cepa testom. Citogenetska analiza hromozoma meristemskih celija
korencica A. cepa tretiranih ispitivanim lekovitim biljem je ukazala na postojanje svih faza
¢elijskog ciklusa, tj. uocene su ¢elije sa normalnim kariotipom u interfazi (slika 9 (1)), profazi
(slika 9 (2)), metafazi (slika 9 (4, 8a)), anafazi (slika 9 (9)) i telofazi (slika 9 (14b)).

U zavisnosti tretmana, u meristemskih ¢elijama je u svim fazama mitoze uocen i ve¢i ili
manji procenat ¢elija sa aberantnim hromozomima. Naj¢eS¢a hromozomska aberacija u profazi
bila je c-mitoza (slika 9 (3)), dok je u drugim fazama uocen Citav spektar poremecaja naslednog
materijala, poput: fragmentisanih hromozoma u metafazi (slika 9 (5)), lepljivih hromozoma u
metafazi (slika 9 (6)), c-oblikovane metafaze (slika 9 (7)), vezane metafaze (slika 9 (14a)),
rane anafaze (slika 9 (8b)), poremecaja deobnog vretena u anafazi (slika 9 (10)), lutajuceg
hromozoma u anafazi (slika 9 (11)), fragmentisane telofaze (slika 9 (12a)), mosta u anafazi
(slika 9 (12b)), zvezdaste anafaze (slika 9 (13)), poremecaja deobnog vretena u telofazi (slika
9 (14c)), fragmentisane telofaze sa zaostaju¢im hromozomom (slika 9 (15)), fragmentisane
telofaze sa hromozomskim mostovima (slika 9 (16)), kao i hromozomskog mosta u telofazi
(slika 9 (17)).
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Slika 9. Analizirani citogenetski parametri u A. cepa testovima genotoksi¢nosti i antigenotoksi¢nosti. Skala 25
um. Uvecanje 1000x.
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4.3.4.1. Genotoksi¢nost ekstrakata

U studiji genotoksi¢nosti, najvec¢i mitotski indeks uocen je u negativnoj kontroli (18,76
+ 0,79%), a najmanji u pozitivnoj kontroli (3,76 + 0,68%), Sto je prikazano na grafiku 11. U
poredenju sa negativnom kontrolom, svi testirani uzorci doveli su do koncentracijski zavisnog
smanjenja mitotskog indeksa (p < 0,05). Tako, najveéi pad mitotskog indeksa u meristemskim
¢elijama uzrokovan je najviSim testiranim koncetracijama biljnih ekstrakata (1200 pug/mL), te
je tako tretman ovom koncentracijom dekokta P. vulgaris, V. myrtillus, biljne mesavine, R.
fruticosus i P. erecta smanjio mitotski indeks u odnosu na negativnu kontrolu u iznosu od
27,29%, 30,28%, 43,08%, 52,24%, 52,45% i 57,14%. Ipak, nijedan testirani ekstrakt nije doveo
do smanjenja mitotskog indeksa uoCenog u meristemskim c¢elijama korenci¢a lukovica

tretiranih toluenom ( p < 0,05).
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Grafik 11. MI nakon tretmana testiranim dekoktima u A. cepa testu genotoksi¢nosti.  p < 0,05 u poredenju sa
negativnom kontrolom.  p < 0,05 u poredenju sa pozitivnom kontrolom.

Kao $to je prikazano u tabeli 6, u meristemskim ¢elijama svih tretiranih lukovica uoc¢eno
je postojanje svih faza mitoze. Procenat ¢elija u profazi bio je znacajno povecan u pozitivnoj
(84,07 + 16,04%) u odnosu na negativnu kontrolu (54,04 + 3,94%). Shodno tome, procenat
¢elija u metafazi, anafazi i telofazi bio je znacajno nizi u pozitivnoj (4,3 + 4,73%, 5,33 + 5,29%

16,3 +11,23%) u odnosu na negativnu kontrolu (22,17 £ 3,39%, 13,59 £ 2,581 10,19 £ 1,77%).
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Nijedan testirani ekstrakt nije doveo do promene distribucije ovih faza u razmeri poput
one uocenoj u pozitivnoj kontroli. Nasuprot tome, tretman svim testiranim ekstraktima smanjio
je procenat ¢elija u profazi a poveéao procenat ¢elija u ostalim fazama ¢elijske deobe u odnosu

na negativnu kontrolu (tabela 6).

Tabela 6. FI nakon tretmana testiranim dekoktima u A. cepa testu genotoksi¢nosti

FI (%)
Tretman S M A T

NK 54,04 + 3,94 22,17 + 3,39 1359+258 | 10,19+177

PK 84,07 + 16,04 43+473 5,33 + 5,29 6,3+ 11,23
ADM 400 | 42,75+562% | 2599+4,76° | 19,12+365% | 12,14+1,29°
ADM 800 | 42,23+546% | 2418+806° | 18,72+6,59 | 14,86+09,32
ADM 1200 | 457+1245° | 30,82+9,91% | 1321+431 | 10,72+554

RF 400 53,74+8,62 | 2243+6,37° | 1525+4,04° | 948+583
RF 800 4586+558° | 30,89+12,41" | 16,28 +239° | 11,93 +4,42
RF1200 | 4226+711% | 3526+28% | 1162+108 | 10,86+4,79

VM 400 | 5857+4,66° | 1934+317° | 12,88+1,32" | 9,21+3,66
VM 800 | 50,558+4,16° | 2127+3,95° | 1027+3,62 | 17,87+527

VM 1200 | 43,85+11,13° | 2553+8,86"° | 14,02+1,82° | 16,6+4,02
PE 400 4799+844° | 1992+976° | 181+2,37% | 1153+3,71
PE 800 4348+6,53° | 2359+457% | 17,05+1,62° | 1587 +5,06
PE 1200 | 41,01+801% | 26,28+506" | 20,99+643% | 1172+8,68
GU400 | 48,76+285° | 2544+0,65° | 14,17+2,68" | 11,63+2,68
GUB00 | 46,76 +544% | 2113+2,98° | 10,91+2,42" | 21,19+2,28°
GU 1200 | 3501+4,81% | 2695+4,64° | 2313+837% | 1471+2,82
PV 400 49,42 +10° 20,33+4,78° | 10,43+326° | 12,68+4,24
PV 800 50,49 +572° | 2359+516° | 12,39+127° | 1509+ 4,99
PV 1200 | 4821+586" | 2631+278° | 1345+2,07" | 12,02+321

2p < 0,05 u poredenju sa negativnom kontrolom. ® p < 0,05 u poredenju sa pozitivnom kontrolom.

Istovremeno sa smanjenjem mitotskog indeksa, svi testirani ekstrakti izazvali su
koncentracijski zavisno povecanje broja hromozomskih aberacija u odnosu na negativnu
kontrolu (grafik 12). Kao §to je i bilo o¢ekivano, najniZi procenat hromozomskih aberacija
uocen je u negativnoj kontroli (0,63 + 0,58%), dok su oStecenja genetskog materijala bila

prisutna u svim meristemskim ¢elijama pozitivne kontrole (100 £ 0%). Najvisa testirana
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koncentracija (1200 pg/mL) ekstrakta ,,anti-dijabeti¢ne* biljne meSavine indukovala je
aberacije u 42,01 + 7,98%, R. fruticosus u 60,81 + 10,58 %, V.myrtillus u 67,67 = 12,15%, G.
urbanum u 79,26 + 8,44%, P. erecta u 84,64 + 12,53%, a P. vulgaris u 92.67 = 4.37%
meristemskih ¢elija (grafik 12). Najées¢e hromozomske aberacije bile su c-mitoza (slika 9 (3)),
fragmenisani hromozomi (slika 9 (5, 12a, 16), lepljivi i vezani hromozomi (slika 9 (6)),

zaostajuci 1 lutaju¢i hromozomi (slika 9 (11, 15)) 1 hromozomski mostovi (slika 9 (12b, 17)).
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Grafik 12. HrAb nakon tretmana testiranim dekoktima u A. cepa testu genotoksi¢nosti. 2 p < 0,05 u poredenju
sa negativnom kontrolom. ° p < 0,05 u poredenju sa pozitivnom kontrolom.

Pojava aberantnih hromozoma uoc¢ena je u svim fazama celijske deobe, §to se moze videti
iz tabele 7. Procenat ¢elija sa hromozomskim aberacijama u profazi bio je najveci u pozitivnoj
(84,07 + 16,04%), a najmanji u negativnoj kontroli (0,21 £ 0,46%). Najbrojnije hromozomske
aberacije u profazi pozitivne kontrole bile su fragmentisani hromozomi. Tretman biljnim
ekstraktima nije indukovao fragmentisane hromozome u profazi, ve¢ samo c-mitoze (slika 9
(3)). Svi testirani ekstrakti lekovitog bilja, osim ekstrakta lista borovnice, izazvali su
koncentracijski-zavisnu akumulaciju aberacija u profazi, dok je dekokt borovnice
prouzrokovao znatno manji broj c-mitoza, a znatno veci broj aberacija u metafazi, anafazi i

telofazi (tabela 7).
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Tabela 7. AFI nakon tretmana testiranim dekoktima u A. cepa testu genotoksi¢nosti.

Tretman AFI (%)
P M A T
NK 0,21 + 0,46 0+0 0,43 + 0,58 0+0
PK 84,07 + 16,04 43+473 5,33 + 5,29 332+74
ADM 400 8,99+205%® | 916+311* | 851+398% | 44+353°
ADM 800 11,2+226% | 986+4,16% | 10,53+2,37% | 586 +6,46
ADM 1200 | 1514+9,32% | 1379+6,41% | 8,65 +4,21° 4,42 + 3,58
RF 400 13,65+7,13% | 1229+2272 | 7,61+5232 | 44+249°2
RF 800 18,42+791% | 1349+539% | 1424+229% | 938+392°
RF 1200 21,18 +2,67%® | 21,02+6,24% | 10,79+1722 | 8,68+4,17°2
VM 400 2584+6,17%® | 1502+168% | 11,31+156% | 8,61+3322
VM 800 20,48+ 1,49% | 13,38+237% | 11,43+276% | 10,81 +4,09°
VM 1200 19,69+3,6% | 20,6+9,00% | 1404+428% | 1512+4,31%
PE 400 12,72+6,76® | 12,66 +6,61% | 11,88+21° | 501+215°
PE 800 20,33+22% | 1748+147% | 1519+461° | 10,91+2,62°
PE 1200 | 34,02+12,68% | 21,68+629% | 1946+574® | 947+574°
GU 400 2452+928%® | 1904+175% | 1552+6,49% | 7,09+ 2,592
GU 800 17,12+7,34% | 1446+163% | 987+191° | 1589+2,32%
GU 1200 25,00+ 4,247% | 2126+3,76% | 2164 +8,63% | 11,26+ 4,03
PV 400 10,99 +23% | 102+302% | 809+16% | 695+338°
PV 800 1224 +462%® | 175+279% | 965+2,782 | 11,92+4,492
PV 1200 4441+697% | 2425+341% | 1258+2,23% | 11,14+267%®

3p < 0,05 u poredenju sa negativnom kontrolom. ? p < 0,05 u poredenju sa pozitivnom kontrolom.
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4.3.4.2. Antigenotoksicnost ekstrakata

Slicno rezultatima dobijenim u testu genotoksi¢nosti, i U studiji potencijalne
antigenotoskicnosti dekokata ispitivanog lekovitog bilja najvisi mitotski indeks zabelezen je u
meristemskim ¢elijama negativne (17,4 + 1,16%), a najnizi u meristemskim ¢elijama pozitivne
kontrolne grupe organizama (7,64 + 1,12%). Modulatorni tretmani svim testiranim
ekstraktima, izuzev ekstrakta pasuljevine u koncentraciji od 20 ug/mL, doveli su do znacajnog

povecanja (p < 0,05) mitotskog indeksa u odnosu na pozitivnu kontrolu (grafik 13).
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Grafik 13. MI nakon tretmana testiranim dekoktima u A. cepa testu antigenotoksi¢nosti.  p < 0,05 u poredenju

sa negativnom kontrolom. ° p < 0,05 u poredenju sa pozitivnom kontrolom.

Nasuprot rezultata studije genotoksi¢nosti, gde je toluen, koris¢en kao pozitivna kontrola
doveo do nagomilavanja celija u profazi, u testu genotoksicnosti nisu primecene znacajne
promene u normalnoj distribuciji faznog indeksa, kako nakon tretmana vodonik-peroksidom,
tako ni nakon modulatornog tretmana ekstraktima ispitivanog lekovitog bilja, $to se moze
videti u tabeli 8.

44



Visnja Madié

Doktorska disertacija

Tabela 8. FI nakon tretmana testiranim dekoktima u A. cepa testu antigenotoksi¢nosti

FI (%)
Tretman
P M A T

NK 46,05+ 1,88 24,23 + 2,96 13,27+29 16,44 + 4,17
PK 53,72+20,14 | 15,52 +6,92 16,72 + 10,56 14,02 £ 8,72
ADM 20 52,81 + 3,212 20,56 + 1,66 9,27 + 2,07 16,53 + 4,83
ADM 45 53,80+4,91* | 19,85+442% | 10,82+5,18 15,44 £ 6,14
ADM 70 556 +7,25% 21,25 +7,59 10,14 £ 6,83 13,01 £ 6,06
RF 20 44,34+ 6,8 28,36 + 4,95 14,26 + 1,67 13,04+2.2
RF 45 46,88 + 5,25 22,52 +£3,91 16,98 £ 4,11 13,62 £ 2,48
RF 70 60,25+10,7% | 18,17+15*% 10,55+5,2 11,02 £ 6,38
VM 20 41,96 + 4,017 24,16 £ 5,28 14,41+ 7,45 15,19+ 6,19
VM 45 47,96 + 10,59 23,06+£9,4 14,64 £ 7,63 15,01 £ 6,06
VM 70 55,02+5,092 | 18,32+ 3,89 1591+£3 10,74 + 4,03
PE 20 58,07 +17,42 | 21,28+8,19 7,54+448¢% 13,11+ 6,76
PE 45 48,65+ 10,722 | 20,77 +6,63 11,9+4,7 18,68 + 3,14
PE 70 55,97 +11,86 | 21,04+5,48 10,13 £ 6,23 12,86 £ 6,38
GU 20 50,52+9,21 | 31,66+8,48° | 10,78 +5,89 7,04+4,83%
GU 45 52,42 + 4,37 20,23+5,4 15+ 4,06 12,35+ 6,1
GU 70 57,36 £13,98 | 25,84 +7,18 10,35+ 6,88 13,2 + 4,89
PV 20 51,12+ 14,31 | 21,21+8,08 13,42 £ 2,66 14,26 £ 4,7
PV 45 46,08 £ 5,54 24,88 + 8,68 12,63 +2,2 16,41+ 4,6
PV 70 49,33 + 8,95 25,73 £5,03 10,13 + 8,42 1481+55

ap < 0,05 u poredenju sa negativnom kontrolom. ® p < 0,05 u poredenju sa pozitivnom kontrolom.

Za razliku od studije genotoksi¢nosti, gde je citotoksi¢ni i genotoksi¢ni potencijal
ispitivanih ekstrakata bio direktno koncentracijski-zavisan, studija antigenotoskic¢nosti
pokazala je da antigenotoksi¢ni potencijal ispitivanih ekstrakata ne pokazuje ovaj efekat. Tako,
modulatorni tretman najnizim koncentracijama (20 pg/mL) niti jedne testirane lekovite biljke
nije doveo do znafajnog sniZenja broja meristemskih ¢elija sa hromozomskim aberacijama
izazvanih vodonik-peroksidom. Vise testirane doze sanirale su ove promene naslednog
materijala, te su ekstrakti biljne meSavine i zecje stope svoj maksimalni potencijal imale pri
primeni srednje testirane doze (45 pg/mL), dok su tretmani ekstraktima kupine, borovnice,

Zute stope 1 pasuljevine pokazali negativnu povezanost doze i efekta, 0dnosno, najvise testirane
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doze (70 pg/mL) imale su najblagotvorniji efekat na sanaciju hromozomskih aberacija

izazvanih ROS-om, $to se moze videti na grafiku 14.
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Grafik 14. HrAb nakon tretmana testiranim dekoktima u A. cepa testu antigenotoksiénosti. p < 0,05 u
poredenju sa negativnom kontrolom.  p < 0,05 u poredenju sa pozitivnom kontrolom.

Nasuprot rezultata dobijenih u studiji genotoksi¢nosti, u kome je toluen, koris¢en kao
pozitivna kontrola, indukcijom velikog broja fragmentisanih hromozoma u samoj profazi
gotovo u potpunosti doveo do zaustavljanja Celijske deobe (tabela 7), tretman vodonik-
peroksidom je indukovao hromozomske aberacije u svim fazama celijskog ciklusa. Tako, u
pozitivnoj kontroli je zabelezeno 45,59 + 10,93% celija sa hromozomskim aberacijama u
profazi, 14,97 + 4,29% u metafazi, 15,24 + 9,73% u anafazi i 9,83 + 6,31% u telofazi, dok je u

negativnoj kontroli zabeleZen veoma mali broj ¢elija sa aberantnim hromozomima (tabela 9).

U odnosu na pozitivhu kontrolu, svi testirani ekstrakti, osim dekokta Zute steze,
primenjene u najnizoj testiranoj koncentraciji (20 pg/mL), znac¢ajno su smanjili su procenat
¢elija sa hromozomskim aberacijama u profazi ¢elijskog ciklusa, dok je modulatorni tretman
dekoktima ,,anti-dijabeti¢ne* biljne meSavine (451 70 pg/mL) i pasuljevine (70 pg/mL) izvr§io
uspesnu reverziju aberantnih hromozoma 1 u ostalim fazama mitotskog ciklusa, kao Sto je

prikazano u tabeli 9.
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Tabela 9. AFI nakon tretmana testiranim dekoktima u A. cepa testu antigenotoksi¢nosti.

AFI (%)
Tretman
P M A T
NK 0,45+0,61 0£0 0,24 +0,54 00
PK 45,59 + 10,93 14,97 + 4,29 15,24 + 9,73 9,83+6,31
ADM 20 1521 +1,45% 1521+1,45¢% 6,5+3592 9,04+2,092
ADM 45 8,35+4,89%® 6,85+ 3,58 ® 707+155% 2,24 £ 2,77
ADM 70 14,07 £2,84 % 8,33+522 499+328% | 268+1,85%
RF 20 26,38 + 9,58 ® 24,18+5,06°* | 175+10,322% | 9,99 +2,68 ?
RF 45 16,89 +11,56% | 16,25+7,14?% | 12,05+4,11% | 12,05+ 4,112
RF 70 19,34 + 4,52 @ 727+212¢% 512+328% | 361+16°%
VM 20 10,15+ 3,96 ® 1194+358% | 11,27+6,41?% | 11,27+6,41
VM 45 14,27 + 3,49 ® 9,87 +6,72% 9,31+6,52% | 9,31+6,52°
VM 70 14,29+ 4,16 ® 6,71 +2,45%® 545+314% 3,23+27
PE 20 19,1+19/4 1498 £ 6,342 6,34 £4,28% 791+4¢2
PE 45 8,91+4,24% 12,84 +£1,93% 8,08+3,12% | 8,92+1,91°
PE 70 14,17 + 8,01 % 8,81+2,77%® 423+2042 | 305+1,292
GU 20 18,29 + 11,96 ® 22,33+ 8,04 891+539® | 687+3,7°
GU 45 15,63 + 4,66 2 6,59 +33% 833+1,12% |3,09+152%
GU 70 16,88 + 7,59 @ 18,33+9,42 8,47+6,2% 8,63 5,42
PV 20 15,38 + 7,04 @ 12,96 + 6,52 10,98 +7,822% | 9,94+5422
PV 45 10,85+ 4,51 ® 14,42 £5,322 7,19+183?% | 6,32+2,36%
PV 70 5,87 +5,89° 384+141%® 4,63+332% | 0,28+0,61°

3p < 0,05 u poredenju sa negativnom kontrolom. ? p < 0,05 u poredenju sa pozitivnom kontrolom.
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Na grafiku 15 prikazan je antigenotoksi¢ni kapacitet ispitivanih ekstrakata, odnosno
inhibitorna aktivnost prema nastanku hromozomskih aberacija indukovanih vodonik-
peroksidom. Moze se primetiti da su svi ekstrakti u svim testiranim koncentracijama, izuzev
najnize testirane koncentracije dekokta lista kupine, imali visoku antimutagenu aktivnost.
Najvecu antimutagenu aktivnost, tj. najvisi potencijal reverzije ve¢ postojecih hromozomskih
aberacija, pokazali su modulatorni tretmani sledec¢im testiranim koncentracijama testiranih
ekstrakata: 70 pg/mL pasuljevine (86,81 £ 6,05%), 45 pg/mL biljne mesavine (72,18 =+
10,52%), 70 pg/mL borovnice (66,08 + 3,83%), 70 pg/mL zute steze (65,39 + 10,23%), 45
pg/mL zecije stope (61,81 £ 7,86%) 1 70 pg/mL kupine (59,31 £+ 10,87%).
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5 [ | i [
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6}
ADM RF VM PE Gu PV

C3 20 pg/mL B3 45 pg/mL @@ 70 pg/mL

Grafik 15. 1A testiranih dekokata.* p < 0,05 u odnosu na pozitivnu kontrolu.
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4.4. In vivo studija
4.4.1. Akutna oralna toksi¢nost biljne meSavine

U studiji akutne oralne toksicnosti jedna od pet Zivotinja tretiranih najve¢om
koncentracijom dekokta ,,anti-dijabeticne* biljne mesavine (80 g/kg) imala je blagu dijareju
prvih 24 h nakon administracije ekstrakta. Osim ovog slucaja, nije primecen niti jedan simptom

trovanja izazvan akutnim tretmanom biljne mesavine.

4.4.2. Sub-hroni¢na oralna toksi¢nost biljne meSavine
4.4.2.1. Uticaj biljne meSavine na telesnu masu i nivo Se€era u krvi zdravih Zivotinja

Na grafiku 16 prikazan je procenat promene telesne mase eksperimentalnih grupa
zivotinja 7, 14, 21 1 28 dana nakon pocetka tretmana u odnosu na nulti dan eksperimenta. Moze
se primetiti da su sve testirane koncentracije ,,anti-dijabeticne biljne meSavine znacajno
umanjile procenat dobijanja telesne mase u odnosu na onu zabeleZenu u netretiranoj grupi
zdravih Zivotinja. Tako je na kraju eksperimenta procenat dobijanja telesne mase u zdravoj
kontrolnoj grupi bio 39,1 £+ 16,45%, u Z-10 grupi 14,03 £ 3,99%, u Z-20 grupi 12,41 + 5,1%,
a u Z-40 grupi 13,3 + 7,8%, u odnosu na nulti dan eksperimenta (grafik 16).
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Grafik 16. Procenat promene telesne mase zdravih tretiranih Zivotinja. *p < 0,05 u poredenju sa ZK.

lako je uticao na tezZinu zivotinja, tretman biljnom meSavinom nije doveo do promena
glikemijskih vrednosti tokom prve tri nedelje eksperimenta. Medutim, u ¢etvrtoj nedelji, na
dan 28 eksperimenta, doslo je do sniZenja nivoa glukoze u krvi kod svih tretiranih Zivotinja
(4,62 £ 0,62 mmol/L, 4,78 £ 0,28 mmol/L i 4,7 £ 0,57 mmol/L u Z-10, Z-20 i Z-40
eksperimentalnim grupama, redom) u odnosu na kontrolnu grupu zdravih Zivotinja (6,36 + 1,09

mmol/L), kao $to je prikazano u tabeli 10.
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Tabela 10. Nivo $ecera u krvi zdravih tretiranih Zivotinja.

Eksperimentalne Nivo Secera u krvi (mmol/L)
grupe Dan 0 Dan 7 Dan 14 Dan 21 Dan 28
ZK 588+05 | 586+059 | 578+0,37 | 558+0,55 | 6,36+1,09
Z-10 526+0,65 | 546+094 | 516+0,58 | 494+043 | 4,62+062"
Z-20 56+061 | 58+066 | 54+066 |526+0,76 | 4,78+0,28"
Z-40 524+03 | 494+052 | 504+072 | 506+058 | 47+057"

*p < 0,05 u poredenju sa ZK.

4.4.2.2. Uticaj biljne meSavine na lipidni status zdravih Zivotinja

Kao §to je prikazano u tabeli 11, analiza lipidnog statusa zdravih Zivotinja tretiranih ,,anti-
dijabeti¢nom* biljnom mesavinom pokazala je da biljna meSavina poseduje koncentracijski-
zavisan hipolipidemijski efekat, u smislu izvesnog smanjenja nivoa triglicerida i VLDL-a, kao
i pove¢anja HDL-a uocenih kod tretiranih Zivotinja u odnosu na netretirane zdrave zivotinje.
Tako, tretman biljnom meSavinom je statisti¢ki znac¢ajno (p < 0,05) snizio nivo triglicerida
(1,35 £ 0,12 mmol/L, 1,15 + 0,08 mmol/L, 0,86 + 0,12 mmol/L i 0,62 £ 0,1 mmol/L u ZK, Z-
10, Z-20 i Z-40 eksperimentalnim grupama, redom) i VLDL-a (0,27 + 0,02 mmol/L, 0,23
0,02 mmol/L, 0,17 = 0,02 mmol/L i 0,12 = 0,02 mmol/L u ZK, Z-10, Z-20 i Z-40
eksperimentalnim grupama, redom). Takode, primecen je trend poveéanja nivoa HDL-a (0,84
+ 0,08 mmol/L, 0,85 + 0,06 mmol/L i 0,92 + 0,09 mmol/L u Z-10, Z-20 i Z-40, redom), kao i
nivoa ukupnog holesterola tretiranih zivotinja (1,19 £ 0,02 mmol/L, 1,19 + 0,02 mmol/L i 1,22
+ 0,02 mmol/L u Z-10, Z-20 i Z-40 eksperimentalnim grupama, respektivno) u odnosu na
netretirane zdrave zivotinje (0,75 + 0,03 i 1,16 £ 0,03 mmol/L, redom). Tretman biljnom

meSavinom nije imao uticaj na nivo LDL-a (tabela 11).
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Tabela 11. Lipidni status zdravih tretiranih zivotinja.

Ukupni
Eksperimentalne | holesterol HDL LDL Trigliceridi VLDL
grupe (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
ZK 1,16 + 0,03 0,75+0,03 | 0,14+0,04 | 1,35+0,12 0,27 £ 0,02
Z-10 1,19 +0,02 0,84+0,08 | 0,13+0,07 | 1,15+0,08" | 0,23+0,02"
Z-20 1,19 +0,02 0,85+0,06 | 0,17+0,09 | 0,86+0,12" | 0,17+0,02"
Z-40 1,22+0,02" | 092+0,09" | 0,18+0,11 | 062+01" | 0,12+0,02"

*p < 0,05 u poredenju sa ZK.

Osim toga, terapija biljnom meSavinom dovela je i do blagog smanjivanja kako

aterogenog ( 0,54 + 0,08 u ZK, 0,43 + 0,12 u Z-10, 0,44 + 0,14 u Z-20i 0,33 + 0,14 u Z-40)
tako i kardiovaskularnog indeksa (1,54 £ 0,08 u ZK, 1,43 + 0,12 u Z-10, 1,18 £ 0,58 u Z-20 i
1,14 £ 0,15 u Z-40) tretiranih Zivotinja, medutim, nije uoc¢ena statisticka znac¢ajnost (grafik 17).
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Grafik 17. AI (A) i KRI (B) indeks zdravih tretiranih Zivotinja
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4.4.2.3. Uticaj biljne meSavine na tkivo pankreasa zdravih Zivotinja

Dejstvo biljne meSavine na pankreas tretiranih zivotinja analiziran je na histoloSkim
preparatima obojenim hematoksilinom i eozinom (slika 10) i Mason-trihromnom metodom
(slika 11).

Na slici 10 (1) prikazana je normalna morfoloska struktura pankreasa zdrave kontrolne
grupe zivotinja. U centru preparata se moze videti endokrini deo pankreasa, tj. Langerhansovo
ostrvce, u kome je citoplazma celija ostrvca obojena svetlo roze a jedra tamno ljubicasto, dok
se na periferiji preparata mogu uociti tamno obojene acinusne Celije egzokrinog dela pankreasa.
Kao $to se moze videti na slici 10 (2, 3, 1 4), tretman biljnom meSavinom ni u jednoj testiranoj
koncentraciji nije doveo do narusavanja normalne morfoloske strukture pankreasa (slika 10
(1)) u smislu velikih promena kako u obliku Langerhansovih ostrvaca tako ni u promeni broja

¢elija ostrvca.

Slika 10. Tkivo pankreasa obojeno H&E metodom. 1: ZK; 2: Z-10; 3: Z-20; 4: Z-40. Uvecanje 400x. Skala 50
pm.
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Normalna raspodela kolagena u pankreasu moze se videti na slici 11 (1), gde su plavo
obojena vlakna kolagena u pankreasu zdrave kontrolne grupe zivotinja tanka i rastresita.
Nijedna testirana koncentracija biljne meSavine nije uzrokovala vidljive promena u gustini
kolagena, te je prostor izmedu celija kako endokrinog tako i egzokrinog dela pankreasa
tretiranih Zivotinja bio ispunjen usnopljenim vlaknima kolagena normalne gustine (slika 11 (2,

3i4)).

Slika 11. Tkivo pankreasa obojeno MT metodom. 1: ZK; 2: Z-10; 3: Z-20; 4: Z-40. Uvecanje 200x. Skala 50
pm.

Detaljnom morfometrijskom analizom primeceno je da je tretman biljnom mesavinom
blago smanjio broj ¢elija u Langerhansovim ostrvcima (LO) pankreasa zdravih tretiranih
Zivotinja (8,49 + 0,88 éelija na 1000 pm? LO u ZK, 7,41 +0,24  ¢elija na 1000 pm? LO u
Z-10, 7,15 £ 0,93 ¢elija na 1000um? LO u Z-20 i 7,79 + 0,77 ¢éelija na 1000 um? LO u Z-40),

ali nije primecena statisticka znacajnost, Sto je prikazano na grafiku 18.

53



Visnja Madié Doktorska disertacija

10
O 81
h e T
5
s °]
8 4
S
[a1] 2

O T T T

ZK Z-10 Z-20 Z-40

Grafik 18. Uticaj biljne mesavine na broj ¢elija u LO zdravih Zivotinja.

Uz to, kao Sto se moze videti sa grafika 19, morfometrijska i statisticka analiza je
pokazala da je tretman biljnom meSavinom izuzetno blago povecao nivo kolagena u pankreasu
zdravih zivotinja, te je depozicija kolagena iznosila 11,97 £ 0,89 % u ZK, 12,06 + 0,75 % u
Z-10,12,13+ 0,76 % u Z-201i 12,67 £ 0,49 % u Z-40 grupi zivotinja.

1514
S
2
o 104
s
X
c
]
o
=}
c 97
5
o
©
S
X
O L] L] L]
ZK Z-10 Z-20 Z-40

Grafik 19. Uticaj biljne mesavine na nivo kolagena u pankreasu zdravih Zivotinja.

4.4.2 4. Uticaj biljne meSavine na tkivo bubrega zdravih Zivotinja

Potencijalna nefrotoksi¢nost biljne meSavine ispitana je uporednom analizom triju
histoloSkih parametara, a to su povrSina glomerula, broj proksimalnih tubularnih ¢elija i nivo
kolagena u datom organu. PovrSina glomerula 1 broj proksimalnih tubularnih ¢elija analizirana
je na iseCcima obojenim hematoksilinom 1 eozinom (slika 12), dok je ispitivanje koli¢ine
kolagena u tkivu bubrega uradeno na iseccima obojenim Mason-trihromnom metodom (slika
13).

Na slikama 12 (1) 1 13 (1) je prikazana normalna morfoloska grada preseka bubrega
zivotinja zdrave kontrolne grupe. Kao §to se sa slika 12 (2,3 14)1 13 (2, 3 1 4) moze primetiti,
tretman biljnom meSavinom nije doveo do velikih promena u odnosu na zdrave kontrole, te je
kod svih tretiranih Zivotinja uo¢en nepromenjen izgled glomerula sa ocuvanom Boumanovom

kapsulom, kao i gotovo neizmenjen izgled vlakana kolagena, sa izuzetkom tkiva bubrega
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zivotinja iz Z-40 grupe, kod kojih se moze primetiti blago povecanje u gustini kolagena (slika

Slika 13. Tkivo bubrega obojeno MT metodom. 1: ZK; 2: Z-10; 3: Z-20; 4: Z-40. Uvecanje 200x. Skala 50 pm.
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Ipak, detaljna morfometrijska i statisti¢ka analiza je pokazala da iako tretman niskom i
srednjom koncentracijom ispitivane biljne meSavine (10 1 20 g/kg) nije izazvao promene u
tkivu bubrega, 28 dana administracije najve¢om testiranom koncentracijom (40 g/kg) je ipak
doveo do statisticki znac¢ajnog (p < 0,05) povecanja veli¢ine glomerula i broja proksimalnih
tubularnih ¢elija (12,68 £ 0,5 um2 1 17,06 + 1,63, respektivno) u odnosu na zdravu kontrolu

(11,19 £ 0,92 um2 1 13,89 £ 0,92, respektivno), §to je prikazano na grafiku 20.
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Grafik 20. Uticaj biljne meSavine na povrsinu glomerula (A) i broj proksimalnih tubularnih ¢elija (B) zdravih
zivotinja *p < 0,05 u poredenju sa ZK.

Osim toga, tretman biljnom meSavinom koriS¢en u niskoj 1 srednjoj testiranoj
koncentraciji, doveo je do veoma blagog, ali ne statisti¢ki znacajnog povecanja depozicije
kolagena u tkivu bubrega eksperimentalnih Zivotinja (8,28 = 1,0419,58 + 1,17 %, u Z-10 i Z-
20 eksperimentalnim grupama), dok je administracija najvise testirane koncentracije (40 g/kg)
izazvala statisticki znacajno (p < 0,05) povecanje kolagena kod tretiranih Zivotinja (10,48 +
0,84%) u odnosu na grupu zdravih netretiranih zivotinja (7,89 + 1,01%), $to je prikazano na
grafiku 21.
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Grafik 21. Uticaj biljne meSavine na nivo kolagena u bubrezima zdravih Zivotinja. *p < 0,05 u poredenju sa
ZK.
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4.4.2.5. Uticaj biljne meSavine na tkivo jetre zdravih Zivotinja

Potencijalna hepatotoksi¢nost biljne meSavine ispitana je histoloSkom analizom preseka
jetre eksperimentalnih zivotinja obojenih H&E (slika 14), MT (slika 15) i PAS metodom (slika
16). Na slikama 14(1), 15 (1) i 16 (1) prikazane su mikrofotografije jetre zdrave kontrolne
grupe zivotinja. Raspored 1 oblik hepatocita je pravilan, citoplazma roze eozinofilna, nukleusi
mononukleusnih 1 binukleusnih hepatocita ljubicasto obojeni hematoksilinom, dok su
Kupferove ¢elije obojene tamno ljubicasto (slika 14 (1)). Anilin plavo obojena kolagena vlakna
su tanka i rastresita (slika 15 (1)), auoceno je i prisustvo ljubicasto obojenih granula glikogena
u hepatocitima (slika 16 (1)). Tretman biljnom meSavinom ni u jednoj testiranoj koncentraciji
nije izazvao grube morfoloske promene u jetri eksperimentalnih zivotinja, §to se moZe uociti

naslikama 14 (2,314),15(2,314)116(2,314).

Slika 14. Tkivo jetre obojeno H&E metodom. 1: ZK; 2: Z-10; 3: Z-20; 4: Z-40. Uveéanje 400x. Skala 50 um.
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¢anje 200x. Skala 50 pm.
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Slika 15. Tkivo jetre obojeno MT metodom. 1: ZK;

Slika 16. Tkivo jetre obojeno PAS metodom. 1: ZK;
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Detaljna morfomtrijska analiza ukljucila je sedam parametara, a to su: broj Kupferovih

¢elija prisutnih u jetri, odnos nukleusa i citoplazme (N:C), broj mononukleusnih (MH) i

binukleusnih (BH) hepatocita, ukupan broj hepatocita, depozicija kolagena u jetri i procenat

hepatocita sa glikogenom.

Statisticka analiza je pokazala da je ,,anti-dijabeticna® biljna meSavina prouzrokovala

blago snizenje broja Kupferovih ¢elija u jetri zdravih tretiranih Zivotinja (24,41 +2,25%, 27,03
+ 2,33% i 24,95 £ 0,96% u Z-10, Z-20 i Z-40 eksperimentalnim grupama, respektivno) u

odnosu na netretiranu zdravu kontrolnu grupu (30,27 + 1,27%), $to je prikazano na grafiku 22
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Grafik 22. Uticaj biljne meSavine na broj Kupferovih ¢elija (A), N:C odnos u MH (B), N:C odnos u BH (C),

ukupan broj hepatocita (D) i broj BH (E) u jetri zdravih Zivotinja. *p < 0,05 u poredenju sa ZK.
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Osim toga, kao §to se vidi sa grafika 22 (C), tretman biljnom meSavinom nije doveo do
statisti¢ki znacajnih promena u odnosu nukleusa i citoplazme (N:C) binukleusih hepatocita
(BH) zdravih tretiranih Zivotinja (17,75 + 1,46 u Z-10, 19,03 + 1,86 u Z-201 20,36 + 2,9 u Z-
40 eksperimentalnim grupama) u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu (18,52 + 2,2).

U odnosu na netretiranu zdravu kontrolu, ukupan broj hepatocita bio je blago povisen
kod svih Zivotinja tretiranih poliherbalnom mesavinom (70,37 + 1,42 % u ZK, 75,59 £ 2,22 %
u Z-10, 72,97 £ 2,33 % u Z-20 i 75,05 £ 0,96% u Z-40 eksperimentalnim grupama), ali nije

uocena statisticka znacajnost (grafik 22 (D)).

Ipak, sve testirane koncentracije biljne meSavine dovele su do smanjenja broja
binukleusnih hepatocita, tako da je njihova zastupljenost iznosila 8,59 + 0,44% u ZK, 4,07 +
0,92% u Z-10, 4,55+ 1,09% u Z-20 i 6,73 + 0,89% u Z-40 grupi (grafik 22 (E)). Uz to, najvisa
testirana koncentracija biljne meSavine (40 g/kg) povecala je i odnos nukleusa i citoplazme u
mononukleusnim hepatocitima (MH) kod tretiranih zdravih zivotinja (25,33 = 3,51) u odnosu

na zdravu kontrolu (21,02 + 2,06), §to je prikazano na grafiku 22 (B).

Tretman niskom testiranom koncentracijom (10 g/kg) biljne meSavine blago je snizio
(2,16 = 0,47%), dok je tretman srednjom ispitivanom koncentracijom (20 g/kg) blago povisio
depoziciju kolagena u jetri tretiranih zivotinja (3,02 + 0,9%), u odnosu na netretiranu grupu
zdravih Zivotinja (2,54 = 0,51%), ali, statisticki znacajna razlika nije uocena. Nasuprot tome,
administracija najviSe ispitivane koncentracije (40 g/kg) biljne meSavine dovela do statisticki
znacajnog povecanja nivoa kolagena u jetri tretiranih Zivotinja (3,79 £ 0,59%) u poredenju sa

zdravom kontrolnom grupom (p < 0,05), §to je prikazano na grafiku 23.
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Grafik 23. Uticaj biljne meSavine na nivo kolagena u jetri zdravih zivotinja. *p < 0,05 u poredenju sa ZK.
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Administracija nizih doza biljne meSavine nije imala efekat na povecanje nivoa
glikogena u hepatocitima tretiranih zdravih Zivotinja, dok je najvisa testirana koncentracija
dovela do izuzetno blagog povecanja ovog parametra, pa je tako broj PAS pozitivnih hepatocita
bio 79,6 + 7,22 u ZK, 79,98 + 9,08 u Z-10, 80,52 + 8,2 u Z-20 i 87,46 + 3,63 u Z-40 grupi
zivotinja (grafik 24).
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Grafik 24. Uticaj biljne meSavine na broj PAS pozitivnih hepatocita zdravih zivotinja. *p < 0,05 u poredenju sa
ZK.

4.4.3. Anti-dijabeti¢ni efekat biljne meSavine
4.4.3.1. Uticaj biljne meSavine na telesnu masu i nivo Seera u krvi dijabeti¢nih Zivotinja

Na grafiku 25 prikazan je procenat promene telesne mase eksperimentalnih grupa
zivotinjana 7. 1 14. dan tretmana biljnom meSavinom, tj. na 21. 1 28. dan samog eksperimenta,
u odnosu na nulti dan eksperimenta. Najvece povecanje telesne mase zabeleZeno je u zdravoj
kontrolnoj grupi Zivotinja (ZK), tj. gradacijski 49,18 + 0,96 1 52,98 + 4,21% na dan 7 1 14.
Znacajan gubitak telesne mase tokom toka eksperimenta uocen je kod netretiranih dijabeti¢nih
zivotinja (DK) (-11,25 £ 5,051 -9,76 + 7,28% na dan 7 i 14 u odnosu na nulti dan). lako su svi
primenjivani tretmani (insulinom, metforminom i biljnom mesavinom) umanjili nekontrolisan
gubitak telesne mase izazvan dijabetesom (p < 0,001 u odnosu na DK), te su na dan 7 i 14
procenti dobijanja telesne mase iznosili 23,68 + 3,04 i 24,37 + 2,64% u | grupi, 22,65 + 2 i
23,16 = 2,37% u M grupi a 14,06 + 4,85 i 15,45 + 4,25% u D-20 grupi, najpovoljniji efekat
imala je najniZa koncentracija biljne meSavine (10 g/kg), gde je zabeleZeni procenat dobijanja

telesne mase bio 33,92 + 6,9 i 30,58 + 7,18% na dane 7 i 14, redom.
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Grafik 25. Procenat promene telesne mase dijabeti¢nih tretiranih Zivotinja. *p < 0,05 u poredenju sa DK.

Kao §to se vidi u tabeli 12, dve nedelje nakon injekciranja aloksana, tj. na nulti dan
tretmana, nivo Secera u krvi bio je ekstremno povisen kod svih dijabeti¢nih Zivotinja u odnosu
na zdrave Zivotinje (p < 0,001). Do kraja eksperimenta, tretman obema koncentracijama biljne
mesavine doveo je do potpune normalizacije nivoa Secera u krvi (8,64 =4,09, 5,26 +1,316,76
+ 1,54 mmol/L u D-10, D-20 i ZK eksperimentalnim grupama), dok je viSa testirana
koncentracija biljne mesavine (20 g/kg) uspesno je regulisala Secer u krvi dijabeti¢nih zivotinja
nakon samo sedam dana administracije ekstrakta (3,28 + 0,91 mmol/L). Nasuprot tome,
tretman insulinom samo je malo umanjio nivo Secera u krvi, dok metformin nije pokazao
nikakav uticaj na glikemijske vrednosti tretiranih Zivotinja u poredenju sa netretiranom

dijabeticnom kontrolom (22,86 + 2,58, 28,5 + 0,42 127,82 = 0,9 mmol/L u I, M 1 DK grupi).

Tabela 12. Nivo $ecera u krvi dijabeti¢nih tretiranih Zivotinja.

Eksperimentalna Nivo Seéera u krvi (mmol/L)
grupa Dan 0 Dan 7 Dan 14
DK 28,02+0,59° 27,24+ 141" 27,82+0,9°
| 28,16 +1,46° 2494+ 317" 22,86 + 2,58 %
M 27,78+ 137" 28,32+0,59° 285+0,42°
D-10 28,08+ 142" 24,78 + 337" 8,64 + 4,09 &
D-20 28,12 +0,54" 3,28 + 0,91 & 5,26 + 1,3 ad
ZK 564+0,63% | 548+033° | 6,76+154°

ap < 0,05 u poredenju sa DK. Pp <0, 05 u poredenju sa ZK. ¢p < 0,05 u poredenju sa I grupom. 9p < 0,05 u
poredenju sa M grupom.
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4.4.3.2. Uticaj biljne meSavine na lipidni status dijabeti¢nih Zivotinja

Kao §to je prikazano u tabeli 13, do kraja eksperimenta, nivo ukupnog holesterola, LDL-
a, triglicerida 1 VLDL-a bio je znacajno povisen (p < 0,001) u netretiranoj dijabeti¢noj grupi
(1,49 £ 0,12 mmol/L, 0,48 + 0,08 mmol/L, 2,46 = 0,27 mmol/L i 0,49 £ 0,05 mmol/L, redom)
u odnosu na zdravu kontrolnu grupu (1,15 £ 0,02 mmol/L, 0,14 = 0,05 mmol/L, 1,39 + 0,09
mmol/L i 0,28 £ 0,02 mmol/L).

Tretman obema koncentracijama biljne meSavine znacajno je snizio (p < 0,001) ovaj
povecéan nivo ukupnog holesterola (0,98 + 0,051 0,87 + 0,14 mmol/L u D-10 i D-20 grupama,
redom), triglicerida (0,33 = 0,03 i 0,37 £ 0,08 mmol/L u D-10 i D-20 grupama, respektivno) i
VLDL-a (0,07 = 0,01 mmol/L u obema grupama tretiranim dekoktom), dok je viSa testirana
koncentracija biljne mesavine (20 g/kg) bila uspesna i pri snizavanju nivoa LDL-a (p < 0,001),

sa 0,48 £ 0,08 mmol/L u DK na 0,27 + 0,06 mmol/L u D-20 (tabela 13).

Tabela 13. Lipidni status dijabeti¢nih tretiranih Zivotinja

Ukupni
Eksperimentalna holesterol HDL LDL Trigliceridi VLDL
grupa (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
DK 1,49+0,12° 0,61+0,12 0,48 £0,08* 2,46 +£0,27° 0,49+0,05°
| 1,44 +0,14° 0,65+0,11 0,7+0,07%® 0,48 +0,06 0,1+0,01%®
M 1,56 £0,17° 0,85+0,15% 0,58+0,12° 0,64 +0,04 % 0,13+0,01 %
D-10 0,98+0,05%¢ | 0,47 +0,05* | 0,42+0,06 | 0,33+0,03%4 | 0,07 +0,01 2
D-20 0,87 +0,14 %« | 057+0,13¢ | 0,27 £0,06%¢ | 0,37+0,08% | 0,07 +0,01 2
ZK 1,15+0,022 0,73+ 0,04 0,14 +0,05° 1,39+0,092 0,28+0,02°

3p < 0,05 u poredenju sa DK. °p < 0,05 u poredenju sa ZK. ¢p < 0,05 u poredenju sa I grupom. 9p < 0,05 u
poredenju sa M grupom.
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Na grafiku 26 (A) se moze videti da je nivo aterogenog indeksa bio znacajno povecan (p
< 0,001) u dijabeti¢noj kontrolnoj grupi (1,74 + 0,38) u odnosu na zdravu kontrolnu grupu
(0,58 £ 0,13). lako su svi tretmani doveli do izvesnog smanjenja aterogenog indeksa u odnosu
na netretiranu dijabeti¢nu kontrolu (1,27 £ 0,27 u I grupi, 0,86 £ 0,24 u M grupii 1,04 + 0,17
u D-10 grupi), jedino je tretman ,,anti-dijabeticnom* biljnom meSavinom u dozi 20 g/kg uspeo

da u potpunosti normalizuje ovaj parametar (0,58 £ 0,29).

Sli¢no situaciji uo¢enoj pri analizi aterogenog indeksa, aloksanom-indukovan dijabetes
izazvao je i znacajno povecanje (p < 0,001) kardiovaskularnog indeksa (2,54 + 0,58 u DK) u
odnosu na zdrave zivotinje (1,58 + 0,12). Svi primenjeni tretmani doveli su blagog snizavanja
kardiovaskularnog indeksa (2,26 + 0,27 u | grupi, 1,86 £ 0,24 u M grupi i 2,04 £ 0,17 u D-10
grupi) u odnosnu na dijabeticnu kontrolnu grupu, dok je viSa testirana koncentracija
poliherbalne mesavine (20 g/kg) snizila njegovu vrednost (1,58 * 0,29) i dovela ga do nivoa

uocenog kod zdravih zivotinja, §to je prikazano na grafiku 26 (B).
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Grafik 26. Uticaj biljne meSavine na Al (A) i KRI (B) indeks dijabeti¢nih Zivotinja. 2p < 0,05 u poredenju sa
DK. " p < 0,05 u poredenju sa ZK. °p < 0,05 u poredenju sa I grupom. ¢p < 0,05 u poredenju sa M grupom.

64



Visnja Madié Doktorska disertacija

4.4.3.3. Uticaj biljne meSavine na tkivo pankreasa dijabeti¢nih Zivotinja

Mikrofotografije tkiva pankreasa eksperimentalnih zivotinja iz studije ispitivanja anti-
dijabeti¢nog efekta biljne mesavine, obojena H&E i MT metodom prikazane su na slikama 17
1 18. Moze se primetiti da je u odnosu na zdravu kontrolnu grupu (slike 17 (2) 1 18 (2))
aloksanom-indukovan dijabetes doveo do velikog smanjenja veli¢ine Langerhansovog ostrvca,
gotovo u potpunosti unistio sve ¢elije endokrinog dela pankreasa (slika 17 (1)) 1, uz to, doveo
do velikog zadebljanja vlakana kolagena prisutnog u ovom organu (slika 18 (1)). Terapija
insulinom 1 metforminom blago je sanirala ove morfoloske poremecaje, te je broj endokrinih
¢elija pankreasa u ovim eksperimentalnim grupama bio malo veéi (slika 17 (3, 4)), a
zadebljanje kolagena malo manje (slika 18 (3, 4)) u odnosu na dijabeti¢nu kontrolnu grupu
zivotinja (slike 17 (1) 1 18 (1)). Kao $to se sa slike 17 (5, 6) moze videti, broj ¢elija u
Langerhansovom ostrvcu pankreasa dijabeticnih zivotinja tretiranih obema koncentracija biljne
mesSavine bio je priblizno jednak onom uocenim u Langerhansovom ostrvcu zdravih zivotinja
(slika 17 (2)). Osim toga, vlakna kolagena bila su znatno tanja i rastresitija u pankreasu
dijabeti¢nih Zivotinja tretiranih biljnom meSavinom (slika 18 (5, 6)) nego u pankreasu

netretirane dijabeti¢ne kontrole (slika 18 (2)).
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Slika 17. Tkivo pankreasa obojeno H&E metodom. 1: DK; 2: ZK; 3: I; 4: M; 5: D-10; 6: D-20. Uvecanje 400x.
Skala 50 pm.
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Slika 18. Tkivo pankreasa obojeno MT metodom. 1: DK; 2: ZK; 3: I; 4: M; 5: D-10; 6: D-20. Uvecanje 200x.
Skala 50 pm.

Detaljna morfometrijska 1 statisticka analiza dokazala je da je broj celija u
Langerhansovim ostrvcima (LO) bio je zna¢ajno nizi (p < 0,001) u netretiranim dijabeti¢nim
kontrolama, kao i u grupama zivotinja tretiranim insulinom i metforminom (5,06 + 1,04, 5,41
+ 121541 £ 1,33 ¢elija na 1000 um? Langerhanovog ostrvca), u poredenju sa zdravom

kontrolom (8,49 + 0,88 na 1000 um? Langerhanovog ostrvca). Tretman biljnom mesavinom
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znacajno je povecao broj ovih ¢elija i doveo ga do nivoa zdravih jedinki (10,51 £2,62 1 8,46 +
0,53 ¢éelija na 1000 um? Langerhansovog ostrvca u D-10 i D-20 eksperimentalnih grupa), kao
Sto je i prikazano na grafiku 27.
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Grafik 27. Uticaj biljne mesavine na broj éelija u LO dijabeti¢nih Zivotinja. 2p < 0.05 u poredenju sa DK. Pp <
0. 05 u poredenju sa ZK.

Osim toga, aloksanom-indukovan dijabetes je doveo i do znacajnog povecanja (p <
0,001) depozicije kolagena u pankreasu dijabeti¢nih zivotinja (18,55 + 1%) u odnosu na zdravu
grupu zivotinja (11,69 = 1,13%) (grafik 28). Tretman dijabeti¢nih Zivotinja insulinom i
metforminom blago je snizio distribuciju kolagena u pankreasu (15,59 + 0,731 15,61 + 0,84%,
respektivno), dok je tretman obema koncentracijama biljne meSavine u potpunosti
normalizovao nivo kolagena u ovom organu (12,17 + 0,72 i 12,33 £ 0,65% u D-10 i D-20

eksperimentalnim grupama), Sto se vidi na grafiku 28.
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Grafik 28. Uticaj biljne meSavine na nivo kolagena u pankreasu dijabeti¢nih Zivotinja. 2p < 0,05 u poredenju
sa DK. P p < 0,05 u poredenju sa ZK.
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4.4.3.4. Uticaj biljne meSavine na tkivo bubrega dijabeti¢nih Zivotinja

Mikrofotografije preseka bubrega eksperimentalnih Zivotinja obojena H&E i MT
metodom prikazane su na slikama 19 i 20. Aloksanom-indukovan dijabetes izazvao je niz
morfoloskih promena u ovom organu, poput promene oblika glomerula i smanjenje njegove
veli¢ine (slika 19 (1)) u odnosu na zdravu kontrolnu grupu (slika 19 (2)). Sve primenjene
terapije su se rezultirale normalizacijom oblika glomerula, te se on nije razlikovao od onog

uocenog u zdravoj kontrolnoj grupi zivotinja (slika 19 (3, 4, 5, 6)).

Slika 19. Tkivo bubrega obojeno H&E metodom. 1: DK; 2: ZK; 3: |; 4: M; 5: D-10; 6: D-20. Uvecanje 400x.
Skala 50 pm.
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Uz to, na slici 20 (1, 3, 4) se moze primetiti da plavo obojena zgusnuta vlakna kolagena
u potpunosti prozimaju bubrege zZivotinja u dijabeti¢noj kontroli (slika 20 (1)), kao i u grupama
tretiranim insulinom (slika 20 (3)) i metforminom (slika 20 (4)). Kao §to se vidi sa slike 20 (5
I 6), vlakna kolagena bila su znatno tanja i rastresitija u bubrezima dijabeti¢nih Zivotinja
tretiranih biljnom meSavinom, 1 u potpunosti podsecala na morfologiju uocenu u zdravoj

kontrolnoj grupi (slika 20 (2)).

Slika 20. Tkivo bubrega obojeno MT metodom. 1: DK; 2: ZK; 3: I; 4: M; 5: D-10; 6: D-20. Uvecanje 200x.
Skala 50 pm.
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Rezultati morfometrijske analize praceni statistickom obradom su pokazali da je povrSina
glomerula (grafik 29 (A)), kao 1 broj proksimalnih tubularnih ¢elija (grafik 28 (B)) znatno nizi
(p < 0.001) u dijabeti¢noj kontrolnoj grupi (6338,92 + 418,09 um?i 9,32 + 1,04) u odnosu na
zdravu kontrolnu grupu (7635,69 + 433,09 um? i 13,69 * 1,15). Tretman insulinom i
metforminom doveo je do poveéanja povrsine glomerula (10481,6 + 302,02 um? u | grupi i
9020,8 + 743,8 um? u M grupi) i broja proksimalnih tubularnih ¢elija (16,83 + 1,09 u I grupi i
16,47 = 2,31 u M grupi) u odnosu i na dijabeti¢nu i na kontrolnu grupu. Tretman nizom
koncentracijom biljne meSavine u potpunosti je normalizovao povrsinu glomerula (7391,74 +
255,01 um?), ali nije uspeo da u potpunosti vrati broj proksimalnih tubularnih éelija (10,9 +
1,18) na nivo uocen kod zdravih Zivotinja, dok je viSa doza meSavine (20 g/kg) vratila oba
parametra na normalan nivo (8428,18 + 573,65 um2 i 13,52 4+ 0,67) srazmeran onom uoc¢enim
u ZK.
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Grafik 29. Uticaj biljne meSavine na povrSinu glomerula (A) i broj proksimalnih tubularnih ¢elija (B)
dijabeti¢nih Zivotinja. 2p < 0.05 u poredenju sa DK. Pp < 0. 05 u poredenju sa ZK.

Kao S§to je prikazano na grafiku 30, dijabetes indukovan aloksanom doveo je do velike
akumulacije kolagena u tkivu netretiranih dijabeti¢nih Zivotinja u odnosu na zdravu kontrolnu
grupu (16,52 £ 1,58 i 7,69 + 1,16%, respektivno). Terapija insulinom nije imala uticaj na
smanjenje kolagena, te je u ovoj eksperimentalnoj grupi distribucija kolagena u bubrezima
iznosila 16,13 £+ 0,22%, dok je terapija metforminom blago smanjila depoziciju kolagena u
ovom organu (12,82 + 1,08%) u odnosu na dijabeti¢ne kontrole, ali nije ih normalizovala.
Tretman biljnom mesavinom u potpunosti je normalizovao nivo kolagena u tkivu bubrega

dijabeti¢nih zivotinja (7,42 = 1,05 i 8,22 + 0,51% u D-10 i D-20 eksperimentalnim grupama).
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Grafik 30. Uticaj biljne mesavine na nivo kolagena u bubrezima dijabeti¢nih Zivotinja. 2p < 0,05 u poredenju
sa DK. Pp < 0,05 u poredenju sa ZK.

4.4.3.5. Uticaj biljne meSavine na tkivo jetre dijabeti¢nih Zivotinja

Potencijalna hepatoprotektivna aktivnost ,,anti-dijabeti¢ne biljne mesavine ispitana je
histoloskom analizom jetre eksperimentalnih zivotinja, pri ¢emu su, kao i u studiji ispitivanja
sub-hroni¢ne oralne toksi¢nosti kori§éena tri bojenja — H&E (slika 21), MT (slika 22) i PAS
(slika 23).

Aloksanom-indukovan dijabetes doveo je do viSestrukih poremecaja normalne
morfoloske strukture jetre. Tako, moze se primetiti da su jedra i mononukleusnih i binukleusnih
¢elija bila znatno sitnija i nepravilnog oblika u dijabeti¢noj kontroli (slika 21 (1)), kao i u jetri
dijabeti¢nih Zivotinja tretiranih insulinom (slika 21 (2)) i metforminom (slika 21 (3)), u odnosu
na zdravu kontrolnu grupi Zivotinja (slika 21 (1)). Osim toga, jasno se vidi smanjenje broja
hepatocita kao 1 povecanje broja Kupferovih Celija u jetri netretiranih dijabeti¢nih Zivotinja
(slika 21 (1)) u odnosu na zdrave Zivotinje ((slika 21 (2)). Nasuprot uticaju tretmana insulinom
1 metforminom, administracija obe doze biljne meSavine dovela je do normalizacije svih ovih
parametara, te je u jetri Zivotinja ovih eksperimentalnih grupa uo€en normalan oblik i1 veli¢ina

jedra, normalan oblik i broj hepatocita i1 kao 1 normalna infiltracija Kupferovih ¢elija (slika 21

(5, 6)).
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Slika 21. Tkivo jetre obojeno H&E metodom. 1: DK;

50 pm.
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Osim toga, anilin plavo obojena vlakna hepaticnog kolagena bila su visSestruko
zadebljana u dijabeti¢noj kontroli (slika 22 (1)), kao i u zivotinjama tretiranim insulinom (slika
22 (3)) i metforminom (slika 22 (4)) u odnosu na tanka rastresita vlakna kolagena uocenih kako
u jetri zdravih Zivotinja (slika 22 (2)) tako i u jetri dijabeti¢nih zivotinja tretiranim biljnom

mesavinom (slika 22 (5,6)).

Slika 22. Tkivo jetre obojeno MT metodom. 1: DK; 2: ZK; 3: I; 4: M; 5: D-10; 6: D-20. Uvecanje 200x. Skala
50 pm.
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Na histoloskim preparatima jetre obojenim PAS metodom se moze primetiti gotovo
potpuno odsustvo hepati¢nog glikogena kako u jetri netretiranih dijabeti¢nih Zivotinja (slika 23
(2)), tako 1 u jetri dijabeti¢nih zivotinja tretiranih insulinom (slika 23 (3)) i metforminom (slika
23 (4)) , dok je prisustvo ljubicasto obojenih granula glikogena jasno uocljivo u hepatocitima
zdravih zivotinja (slika 23 (1)), kao 1 u hepatocitima dijabeti¢nih Zivotinja tretiranih obema

dozama ,,anti-dijabeti¢ne* biljne mesavine (slika 23 (5, 6)).

Slika 23. Tkivo jetre obojeno PAS metodom. 1: DK; 2: ZK; 3: I; 4: M; 5: D-10; 6: D-20.Uvecanje 200x. Skala
50 pm.
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Kao i u eksperimentu ispitivanja sub-hroni¢ne toksi¢nosti, morfometrijska analiza je
ukljucila sedam parametara, odnosno: broj Kupferovih ¢elija prisutnih u jetri, odnos nukleusa
i citoplazme (N:C) mononukleusnih (MH) i binukleusnih (BH) hepatocita, broj hepatocita, broj
binukleusnih hepatocita, depozicija kolagena u jetri i broj hepatocita sa glikogenom (PAS
pozitivni hepatociti).

StatistiCka analiza je pokazala da je broj Kupferovih ¢elija u jetri bio znacajno uvecan (p
<0,001) u dijabeti¢noj (39,83 £ 1,06%) u odnosu na zdravu kontrolnu grupu (29,93 + 1,62%).
Tretman insulinom znac¢ajno je umanjio broj Kupferovih ¢éelija (19,53 £+ 1,25%) u odnosu i na
DK i na ZK, dok je tretman metforminom samo blago smanjio njihov broj (34,74 + 1,59%) u
odnosu na DK. Tretman biljnom meSavinom u potpunosti je normalizovao broj Kupferovih
¢elija u jetri (26,02 £ 1,891 24,79 + 2,27 % u D-10 i D-20 eksperimentalnim grupama), §to je
prikazano na grafiku 31 (A).

Osim toga, tretman aloksanom je takode izazvao i zna¢ajno smanjenje odnosa nukleusa
i citoplazme i u mononukleusnim (11,29 + 1,24) i u binukleusnim hepatocitima (11,61 + 1,38)
netretiranih dijabeti¢nih zivotinja u poredenju sa zdravom kontrolnom grupom (20,86 £ 2,14 i
18,55 + 2,54, respektivno). U odnosu na dijabeticnu kontrolu, terapija insulinom i
metforminom blago je povecala N:C odnos i u mononukleusnim (14,23 + 1,66 u I grupi i 15,75
+ 1,31 u M grupi) i u binukleusnim hepatocitima (u 12,98 £ 0,98 | grupi i 17,4+ 141 u M
grupi). Tretman biljnom meSavinom doveo je do znacajnog povecanja N:C odnosa u
hepatocitima dijabeticnih Zivotinja (26,16 + 0,79 1 23.29 £ 0.98 u mononukleusnim 1

binukleusnim hepatocitima, respektivno), kao Sto se vidi sa grafika 31 (B, C).

Pored toga, primeceno je znacajno snizenje broja hepatocita, pogotovo binukleusnih, u
dijabeticnoj kontroli (60,17 = 1,07 1 3,54 + 0,99%) u odnosu na zdravu kontrolu (70,07 + 1,62
18,79 £ 0,57%). Administracija insulina i metformina, kao 1 nize doze biljne meSavine dovela
je do povecanja oba parametra u odnosu na dijabeticnu kontrolu, te je ukupan procenat
hepatocita u jetri u | grupi bio 80,47 = 1,25% , u M grupi 65,26 + 1,59% a u D-10 grupi 73,95
+1,89%, dok je procenat mononukleusnih hepatocita u | grupi iznosio 4,73 + 0,88%, u M grupi
5,51 + 0,88%, a u D-10 grupi 5,95 £ 0,62%. Terapija biljnom meSavinom u viSoj testiranoj
koncentraciji (20 g/kg) pokazala se kao najefikasnija u normalizaciji ova oba parametra (75,21
+2,27110,85 + 0,76%) (grafik 31 (D, E)).
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Grafik 31. Uticaj biljne meSavine na broj Kupferovih ¢elija (A), N:C odnos u MH (B), N:C odnos u BH (C),
ukupan broj hepatocita (D) i broj BH (E) u jetri dijabeti¢nih Zivotinja. 2p < 0,05 u poredenju sa DK. °p < 0,05

u poredenju sa ZK.

Kao i u slucaju uo¢enom u analizi tkiva pankreasa i bubrega, tretman aloksanom izazvao

je znacajno povecanje (p < 0,001) depozicije kolagena u jetri dijabeti¢nih Zivotinja (10,13 +

0,94%) u odnosu na zdravu kontrolu (2,56 £ 0,53%). Do kraja eksperimenta, tretman insulinom

1 metforminom snizio je povecani nivo kolagena u jetri (5,59 £ 1,53% u I grupii8,47+2,11u

M grupi) u odnosu na DK, dok je terapija obema koncentracijama biljne meSavine u potpunosti
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normalizovala depozit hepati¢nog kolagena (3,33 + 0,37 i 3,59 £+ 0,65% u D-10 i D-20

eksperimentalnim grupama), Sto je prikazano na grafiku 32.
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Grafik 32. Uticaj biljne mesavine na nivo kolagena u jetri dijabeti¢nih Zivotinja p < 0,05 u poredenju sa DK. "

p < 0,05 u poredenju sa ZK.

Takode, analizom iseCaka obojenim PAS metodom primeceno je da je procenat

hepatocita sa glikogenom znacajno nizi u netretiranoj grupi dijabeti¢nih Zivotinja (23,65 +

3,37%), kao 1 u grupama dijabeti¢nih Zivotinja tretiranim insulinom (16,96 + 2,27%) i

metforminom (36,8 £ 5,81%), nego u zdravoj kontrolnoj grupi (78,99 £ 8,89%), dok je tretman

biljnom mesavinom normalizovao je broj ovih Celija (58,23 = 5,751 60,53 + 11,44% u D-10 i

D-20 grupama) (grafik 33).
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Grafik 33. Uticaj biljne meSavine na broj PAS pozitivnih hepatocita dijabeti¢nih zivotinja.
ap < 0,05 u poredenju sa DK. °p < 0,05 u poredenju sa ZK.
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5. DISKUSIJA

Rezultati ove disertacije su od posebnog znacaja jer predstavljaju prvo ispitivanje
prevalence kori$¢enja narodne medicine na teritorije cele Srbije (Madi¢ i sar., 2018). Pored
toga predstavljaju i prvo ispitivanje citotoksi¢nosti i anticitotoksi¢nosti listova kupine i
borovnice, rizoma zute steze, nadzemnog dela zeCije stope i mahuna pasulja, kao i prvo
ispitivanje genotoksicnosti i antigenotoksic¢nosti pomenutog bilja (Madic¢ i sar., 2019), 1, §to je
najvaznije, prvo sveobuhvatno in Vitro i in vivo ispitivanje ,,anti-dijabeti¢ne* biljne mesavine

tradicionalno kori§¢ene u tretmanu dijabetesa (Madic i sar., 2019; Madi¢ i sar., 2020).

5.1. Prevalenca koriS¢enja narodne medicine u Srbiji

U ispitivanju upotrebe narodne medicine kao terapije ucestvovale su osobe sa
dijagnostikovanim dijabetesom, i one bez dijabetesa. Od celokupnog broja svih ispitanika, 67,7
% se izjasnilo da redovno Koristi lekovito bilje i/ili farmaceutske suplemente bazirane na
njemu. Uocena niZa upotrebe narodne medicine na teritoriji cele Srbije u odnosu na upotrebu
u pojedinim regionima (Pieroni 1 sar., 2011; Damjanovi¢ i sar., 2015) moZe se objasniti
¢injenicom da teritorijalnu dostupnost zdravstvenih ustanova, kao i povecanje stepena
obrazovanja i ekonomskog statusa, prati smanjenje ucestalosti koriS¢enja etnofarmakoloskih
pristupa. Imaju¢i na umu da se svi ispitanici sa dijabetesom pridrzavaju moderne
farmakoterapije, dok se ¢ak Cetvrtina ispitanika bez dijabetesa oslanja isklju¢ivo na narodnu
medicinu, moze se do¢i zakljucka da je savremena zdravstvena zastita lako dostupna u slucaju
ozbiljnih hroni¢nih bolesti kao §to je dijabetes, ali ne tako pristupacna zdravim ljudima.

Rezultati ovog ispitivanja pokazuju da su Zene sklonije tradicionalnim metodama lecenja
(grafik 1), Sto se poklapa sa dosadasnjim istraZivanjima ovog tipa (Shih 1 sar., 2012;
Kristoffersen i sar., 2014). Najveci broj ispitanika kupuje lekovito bilje i /ili suplemente u
apotekama (58%) 1 kod akreditovanih travara (30%) Sto govori da je kvalitet 1 laka dostupnost
terapija od presudnog znacaja ispitanicima (Madi¢ i sar., 2018).

Interesantan je podatak da se i na nasem podneblju znatno vise upotrebljavaju biljne
mesavine 1 farmaceutski suplementi zasnovani na tradicionalnim recepturama nego
pojedinacno lekovito bilje. Upravo je iz tog razloga najveci deo ovog istrazivanja posvecen
ispitivanju bioloskih aktivnosti jedne od najCeS¢e koris¢enih biljnih meSavina u ovim
krajevima (Madi¢ i sar., 2019), sastavljene od listova kupine i borovnice, rizoma Zute steze,

nadzemnog dela zecje stope 1 mahuna pasulja (Kiinzle, 1911).
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5.2. Fitohemijska analiza

Drugi deo ove studije sastojao se od preliminarne fitohemijske analize, odnosno
odredivanja ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida dekokta, metanolnih i etanolnih ekstrakata,
kako ispitivane ,,anti-dijabeticne* biljne mesavine, tako i njenih pojedina¢nih sastojaka. Osim
toga, uradena je identifikacija glavnih bioaktivnih konstituenata dekokta same biljne mesavine.

Fitohemijska analiza je ukazala na visok sadrzaj fenola i flavonoida u svim ispitivanim
ekstraktima, osim ekstrakata pasuljevine (tabela 1). Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim
istrazivanjima koja su potvrdila da su glavna bioaktivna jedinjenja listova borovnice i kupine
kao 1 rizoma Zute steze i nadzemnog dela zecije stope upravo polifenoli (Vogl i sar., 2013;
Oszmianski i sar., 2015; Tomczyk i Latté, 2009; Ferlemi i Lamari, 2016; Abu-Shandi i sar.,
2015; Dimitrova i sar., 2017a). Detaljnija analiza hemijskog sastava dekokta biljne meSavine
HPLC-UV metodom utvrdila je prisustvo 10 bioloski aktivnih jedinjenja u dekoktu biljne
mesavine, a to su: izokvercetin (22,8%), galna kiselina (18,23%), rutin (15,14%), kvercitrin
(12,46%), arbutin (10,85%), hininska kiselina (9,09%), kaftarinska kiselina (5,85%), hiperozid
(5,21%), astragalin (3,84%), trifolin (3,54%) (slike 6, 7 1 8, tabela 9).

5.3. In vitro studija

Antioksidativna aktivnost bila je visoka kod gotovo svih ispitivanih ekstrakata (grafici
2,3 14). Izuzev svih ekstrakata pasuljevine 1 etanolnog ekstrakta zecje stope, svi ostali testirani
ekstrakti pokazali su jacu antioksidativnu aktivnost (p < 0,001) od komercijalno dostupnog
BHA koriS¢enog kao standard, Sto je u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjem, koje je
pokazalo da polifenoli prirodnog porekla uglavnom imaju isti ili ve¢i antioksidativni kapacitet
od sintetickih antioksidanata poput BHA (Kim 1 Li, 2004).

S obzirom na to da hroni¢na hiperglikemija ¢esto dovodi do slabljenja imunskog sistema
(Groza 1 sar., 2011; Yu 1 sar.,, 2015; Volpe 1 sar., 2018) i pojacanoj osetljivosti prema
bakterijskim infekcijama (Forland i sar., 1977; Chavance i sar., 1989) u ovom radu ispitana je
i antimikrobna aktivnost dekokata, etanolnih i metanolnih ekstrakata, kako ,,anti-dijabeti¢ne
biljne meSavine, tako i njenih sastojaka. Vecina testiranih ekstrakata pokazala je umerenu do
slabu antimikrobnu aktivnost, dok je visoka aktivnost uoc¢ena jedino kod vodenog ekstrakta
zute steze, metanolnog ekstrakta ze¢je stope, kao 1 metanolnih i etanolnih ekstrakata ,,anti-
dijabeticne* biljne meSavine i pasuljevine (tabele 3, 4 1 5). Prime¢ena je povezanost uocene
antimikrobne aktivnosti ekstrakata ispitivanih u ovoj studiji i sadrzaja fenola i flavonoida

prisutnih u njima (tabela 1), §to je u skladu sa dosadaS$njim istrazivanjima u kojima je
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primeceno da su za antimikrobnu aktivnost listova kupine ve¢im delom zasluzni flavonoidi i
tanini (Gudej i Tomczyk, 2004), listova borovnice polifenoli (Kokoska i sar., 2002), a zute
steze polifenoli, tanini i katehini (Synowiec i sar., 2014; Dr6zdz i sar., 2019, Gruji¢-Vasi¢ i
sar., 2006).

,Anti-dijabeti¢na“ biljna meSavina je, u odnosu na njene pojedinacne sastojke, pokazala
antimikrobnu aktivnost prema znatno Sirem spektru mikroorganizama, pre svega u borbi protiv
stafilokoka. Uocena antimikrobna aktivnost je veoma znacajna buduéi da infekcija
stafilokokama moze dovesti do brojnih komplikacija, poput endokarditisa, sepse (Leung i sar.,
1993; Lesens i sar., 2004; Adem i sar., 2005; Tong i sar., 2015; Vogel i sar., 2016),
osteomijelitisa i ulcera koji, pak, kod dijabeti¢ara mogu dovesti do znatno ve¢ih komplikacija
nego kod zdravih ljudi (Elasri i sar., 2002; Mathias i sar., 2012; Petkovi¢ i sar., 2020). Pored
toga, biljna mesavina je imala blagu inhibitornu aktivnost i prema rastu patogenog soja S.
enterica, koja nekad, kod imunoloski oslabljenog organizma, poput ljudi sa neregulisanim
dijabetesom, moze dovesti do razvoja emphysematous cholecystitis-a (Moanna i sar., 2006).
Vodeni i etanolni ekstrakti ,,anti-dijabeti¢ne* biljne mesavine uspesno su sprecili rast B. cereus,
patogena poznatog po kolonizaciji gastrointestinalnog trakta, ¢esto povezanim sa trovanjem
hranom (Stenfors Arnesen i sar.,2008; Ehling-Schulz i sar., 2015), koji kod dijabeti¢ara moze
izazvati i druge probleme, poput nekroze koze (Michelotti i Bodansky, 2015). Osim
navedenog, vodeni ekstrakt ,,anti-dijabeticne biljne meSavine je slabije sprecavao 1 rast P.
aeruginosa, uzro¢nika respiratornih infekcija (Ryan i Ray, 2004) kojima su dijabeti¢ari, usled
oslabljenog imuniteta, podlozniji od zdravih osoba. Osim toga, etanolni i metanolni ekstrakti
biljne mesavine pokazali su i veliku sposobnost u spreavanju rasta C. albicans, uzro¢nika
sistemskih gljivicnih oboljenja gastrointestinalnog 1 urogenitalnog trakta (Hospital, 1982;
Hostetter, 1990; Monea 1 sar., 2017) koja se kod dijabeticara teZe iskorenjuje, Sto u najtezim
slu¢ajevima moze dovesti ¢ak i do nekroze tkiva bubrega i cistitisa urinarnog trakta
(Tomashefski i Abramowsky, 1981; Singh i Lytle, 1983).

Citotoksi¢nost biljnih ekstrakata moze se, na osnovu uporedivanja hemoliti¢ke aktivnosti
ekstrakta i negativne kontrole, klasifikovati u 4 kategorije: (1) neutralna, kada je hemoliticka
aktivnost testiranog ekstrakta slicna onoj uocenoj u negativnoj kontroli, (2) slaba, kada je
hemoliza manja od 20%, (3) jaka, kada je hemoliza izmedu 20 i 50% i (4) visoka, kada je
hemoliticka aktivnost viSa od 50% u odnosu na negativnu kontrolu (Khalili i1 sar., 2014;
Antosiewicz, 1990). Uzevsi u obzir ovaj podatak, moZze se primetiti da je citotoksi¢na aktivnost
najvecih testiranih koncentracija (1250 pg/mL) svih dekokata (grafik 5), etanolnog ekstrakta

zeCje stope (grafik 6) 1 metanolnog ekstrakta pasuljevine, bila neutralna (grafik 7), slaba kod
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etanolnih ekstrakata borovnice, pasuljevine, kupine, Zute steze (grafik 6) kao i kod metanolnih
ekstrakata borovnice, zute steze, ,,anti-dijabeti¢ne* biljne mesavine, kupine 1 ze¢je stope (grafik
7), dok je jaka citotoksi¢nost zabelezena jedino kod etanolnog ekstrakta ,,anti-dijabeti¢ne*
biljne mesavine (grafik 6), u ovom eksperimentalnom modelu.

Rezultati ispitivanja antihemolize pokazali da modulatorni tretmani niskim
koncentracijama (25 i 50 pg/mL) svih ispitivanih ekstrakata, osim etanolnog ekstrakta biljne
mesavine, spre¢avaju oStecenja Celijske membrane eritrocita izazvana vodonik-peroksidom
(grafici 8, 9 1 10). Na osnovu cCinjenice da se supstanca koja inhibira toksi¢nost vise od 40%
smatra jakim antitoksi¢nim agensom (Antosiewicz, 1990), moze se primetiti da su svi
ispitivani ekstrakti koriS¢eni u niskim koncentracijama, sa izuzetkom etanolnih ekstrakata
biljne mesavine i zute steze (grafik 9) i metanolnog ekstrakta zute steze (grafik10), pokazali
izuzetno jaku sposobnost zastite od citotoksi¢nog dejstva prevelike koli¢ine reaktivnih vrsta
kiseonika. Najbitniji rezultat ovog ispitivanja svakako je to $to su svi testirani dekokti, kao i
etanolni ekstrakt zecje stope 1 metanolni ekstrakti svih testiranih biljaka osim Zute steze, u
najnizim testiranim koncentracijama imali vecu citoprotektivnu mo¢ od one zabelezene pri
koris¢enju jednake koncentracije komercijalno dostupnog standarda, vitamina C (p < 0,001).

Poredenjem rezultata ispitivanja antioksidativne aktivnosti lekovitog bilja ispitivanog
DPPH testom i antihemolitickim testom, mogu se primetiti izvesne razlike. Naime, Zuta steza
je u DPPH testu imala znatno vecu antioksidativnu aktivnost nego u testu antithemolize
eritrocita, dok je situacija sa pasuljevinom bila suprotna, tj, iako je DPPH test pokazao izuzetno
slab antioksidativni kapacitet svih ekstrakata ove biljke, rezultati antihemolitickog
eksperimenta pokazali su da je antioksidativna aktivnost njenih vodenih i metanolnih
ekstrakata jaca od antioksidativne aktivnosti askorbinske kiseline (p <0,001). Takode je DPPH
testom utvrdena pozitivna, a u testu antihemolize negativna korelacija antioksidativnog
kapaciteta i ukupnog sadrzaja polifenola i flavonoida ispitivanih ekstrakata. Prethodno opisane
razlike su najverovatnije posledica razlike u samim mehanizmima ovih testova. Naime, u
hemijskim in vitro testovima, kao $to je DPPH test, antioksidativna aktivnost je direktno
povezana sa koncentracijom aktivnih antioksidansnih molekula (Blois, 1958). Sa druge strane,
na bioaktivne sastojke lekovitog bilja kao $to su polifenoli, saponini i tanini, koji u visim
koncentracijama mogu imati citotoksicno dejstvo (Gudej 1 Tomczyk, 2004; Tomczyk i Latté,
2009; Spiridonov 1 sar., 2005). Na osnovu ove opservacije, moze se uvideti izuzetan znacaj

uporednog kori§¢enja hemijskih i bioloskih metoda u ispitivanjima ovog tipa.
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Zanimljivo je da etanolni ekstrakt ,,anti-dijabeticne biljne meSavine, za razliku od
dekokta i metanolnog ekstrakata, nije pokazao nikakvu citoprotektivnu aktivnost, ve¢ nasuprot,
pokazao je jaku citotoksi¢nost i u testu hemolize i u testu antihemolize. S obzirom da je u
fitohemijskoj analizi biljne meSavine uocena znacajna razlika u proporciji prinosa ekstrakcije
i ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida kod dekokata i metanolnih ekstrakata u odnosu na njene
etanolne ekstrakte (tabela 1), pomenuta citotoksi¢na aktivnost etanolnog ekstrakta mogla bi se
objasniti eventualnim obrazovanjem kompleksnih jedinjenja rastvorljivih u vodi i metanolu,
ali ne i etanolu, ili, verovatnije, ve¢om rastvorljivos¢u drugih bioaktivnih jedinjenja, poput
proteina i ugljenih hidrata, u vodi i metanolu (Zielinski i Koztowska, 2000).

Sirovi ekstrakti lekovitog bilja su kompleksne meSavine bioaktivnih supstanci, koje
mogu delovati sinergisticki, aditivno ili antagonisti¢ki (Prajitha i Thoppil, 2016), §to narocito
dolazi do izrazaja u poliherbalnim preparatima. Primecena citotoksi¢nost etanolnog ekstrakta
»anti-dijabeti¢ne* biljne mesavine upucuje da odabir adekvatnog rastvaraca ne uti¢e samo na
bolji prinos i viSi antioksidativni kapacitet (Do i sar., 2014), nego deluje i na nivo
citotoksi¢nosti i/ili anticitotoksi¢nosti samog ekstrakta.

Porede¢i antioksidativnu 1 antimikrobnu aktivnost sa citotoksi¢nom aktivno$éu dekokta,
etanolnih i metanolnih ekstrakata ,,anti-dijabeti¢ne‘ biljne mesavine primeéeno je da dekokte
karakteriSe i izuzetno mala citotoksi¢na aktivnost pored ve¢ postojece izuzetne antioksidativne
aktivnosti, i u DPPH testu i u testu antihemolize eritrocita, kao i solidnog antimikrobnog
potencijala. S obzirom na to, odlueno je da se u nastavku istrazivanja dodatno ispita i
potencijalna genotoksi¢nost 1 antigenotoksicnost samo dekokata biljne meSavine i njenih
pojedinac¢nih sastojaka.

Svi testirani dekokti u testiranju genotoksi¢nosti imali su koncentracijski zavisan
mitodepresivan efekat, §to se podudara sa prethodnim istrazivanjima, koja su pokazala da
ekstrakti lekovitog bilja, sa porastom testirane koncentracije, uglavnom sniZavaju normalan
rast celijske deobe u meristemskim ¢elijama A. cepa (Frescura i sar., 2013; Prajitha i Thoppil,
2016; Askin Celik 1 Aslantiirk, 2010). S obzirom na to da je efekat koji neka supstanca ima na
promenu mitotskog indeksa merilo citotoksi¢nosti u svim zivim organizmima (Smaka-Kincl i
sar., 1996) i da 22-50% njegovog smanjenja u odnosu na negativnu kontrolu uglavnom upucuje
na subletalni efekat ispitivane supstance (Antosiewicz i sar., 1990), na osnovu rezultata ove
studije se moze zakljuciti da je citotoksic¢ni efekat testiranog lekovitog bilja bio: P. vulgaris <
V. myrtillus < ,,anti-dijabeti¢na‘“ biljna mesavina < G. urbanum < R. fruticosus < P. erecta,
kao i da su svi testirani ekstrakti, izuzev dekokta P. erecta, pokazali srednji nivo citotoksi¢ne

aktivnosti u ovom eksperimentalom modelu (grafik 11). Zasnovano na procentu
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hromozomskih aberacija izazvanih najviSim testiranim koncentracijama ispitivanih dekokata
(grafik 12), moze se primetiti da je genotoksi¢ni efekat testiranih ekstrakata bio: ,,anti-
dijabeti¢na‘“ biljna mesavina < R. fruticosus < V. myrtillus < G. urbanum < P. erecta < P.
vulgaris.

U literaturi je ve¢ opisan kako mehanizam nastanka, tako i posledice nastanka uocenih
hromozomskih aberacija. C-mitoza nastaje kao posledica inaktivacije deobnog vretena (slika
9 (3)) (Levan, 1938) i indikator je blage toksi¢nosti testirane supsance (Fiskesjo, 1985).
Slepljeni hromozomi (slika 9 (6)) su posledica nepravilnog savijanja hromatina u procesu
obrazovanja pojedina¢nih hromatida i hromozoma (Klasterska i sar., 2009; McGill i sar., 1974).
Fragmentisani hromozomi (slika 9 (5, 12a, 16) nastaju usled nedovrsene reparacije i/ili greske
u reparaciji DNK (Stevens i sar., 2011). Lutajuci i zaostajué¢i hromozomi (slika 9 (11, 15))
nastaju usled oStecenja deobnog vretena (Rank i Nielsen, 1994; Redli i sar., 2016) dok su
hromozomski mostovi (slika 9 (12b, 17)) posledica fuzije i nemoguénosti razdvajanja telomera
sestrinskih hromatida (Chan i1 Hickson, 2011). Uoceni fragmentisani, lepljivi, vezani, lutajuci
1 zaostaju¢i hromozomi, kao i hromatinski mostovi u meristemskim ¢elijama A. cepa su
veéinom ireverzibilne prirode i indikatori su visoke toksi¢nosti testiranog ekstrakta (Fiskesjo,
1985).

Na osnovu poredenja mitotskog indeksa (grafik 11) i1 procenta ¢elija sa hromozomskim
aberacijama (grafik 12), moze se primetiti da vecina testiranih ekstrakata pokazuje blag
citotoksican efekat, ali 1 da neki od njih deluju kao jaki genotoksicni agenti. Citotoksi¢na
aktivnost P. vulgaris bila je veoma slaba, za razliku od njene izuzetno velike genotoksi¢nosti,
dok je dekokt P. erecte imao visok i citotoksi¢ni i genotoksi¢ni efekat. Za razliku od svog
testiranog lekovitog bilja u ispitivanju genotoksicnosti, koje je indukovalo uniformnu i dozno-
zavisnu akumulaciju hromozomskih aberacija u svim fazama celijskog ciklusa, dekokt V.
myrtillus nije izazvao takav vid akumulacije aberacija u profazi. Naime, najviSe testirane
koncentracije ovog ekstrakta indukovale su najmanji procenat c-mitoza (tabela 7), pa se moze
zakljuciti da je od svih testiranih ekstrakata, tretman V. myrtillus izazvao najve¢u akumulaciju
ireverzibilnih oSte¢enja genetskog materijala u datom modelu, §to ovaj dekokt, zajedno sa
dekoktom pasuljevine, svrstava u lekovito bilje sa visokim stepenom potencijalne
genotoksi¢nosti. G. urbanum imao je umeren citotoksi¢ni i genotoksicni potencijal, dok je R.
fruticosus pokazala umeren citotoksi¢ni i veoma nizak genotoksi¢ni kapacitet. Najmanji
genotoksicni efekat imala je ,,anti-dijabeti¢na® biljna meSavina, Sto upucuje na zakljucak da je
najbezbednija upotreba ispitivanog lekovitog bilja upravo u formi biljne mesavine napravljene

po precizno definisanoj recepturi.
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Uoceno smanjenje mitotskog indeksa i porast nivoa hromozomskih aberacija moze biti
objasnjeno dejstvom testiranih ekstrakta na samu sintezu neukleoproteina, kao i smanjenjem
dostupnog ATP-a potrebnog za obrazovanje deobnog vremena i pokretanje mikrotubula i
hromozoma (Majewska i sar., 2003). U svakom sluc¢aju, nijedan testirani ekstrakt nije izazvao
akumulaciju broja ¢elija u profazi pra¢enu fragmentacijom hromozoma poput one uocenoj u
pozitivnoj kontroli, §to ukazuje na to da nije doslo do blokade mitotskog ciklusa u CHFR tacci
koja sprecava tranziciju iz profaze u metafazu (Scolnick i Halazonetis, 2000).

Svi testirani uzorci u A. cepa testu antigenotoksi¢nosti pokazali su preventivnu aktivnost
u smislu, kako redukovanja, tako i reverzije citoloskih aberacija indukovanih dejstvom
vodonik-peroksida (grafik 15). Naime, pri izlaganju ovom jedinjenju, ¢elije prolaze kroz
izuzetno poviSen nivo oksidativnog stresa, $to uzrokuje pojavu hromozomskih aberacija
(Prajitha i Thoppil, 2016) vidljivih u svim fazama mitotskog ciklusa (tabela 9).

Pri proceni antigenotoksi¢nog potencijala ekstrakata lekovitog bilja smatra se da ekstrakt
poseduje snazan antimutageni efekat ukoliko je procenat inhibiranja dejstva mutagena veci od
40%, (Prajitha i Thoppil, 2016). Shodno tome, rezultati ovog istrazivanja pokazali su da svi
testirani dekokti u odredenim koncentracijama poseduju visok antogenotoksican efekat (grafik
15). Dekokti kupine, borovnice, zute steze i pasuljevine imali su maksimalan antigenotoksi¢ni
efekat u koncentraciji 70 pg/mL, dok su dekokti zecje stope 1 ,,anti-dijabeticne* biljne meSavine
maksimalan antimutageni potencijal pokazali pri koriS¢enju u duplo nizoj dozi (45 pg/mL).

Skoro svi testirani dekokti, izuzev najnize testirane koncentracije zute steze (20 pg/mL),
su u svim testiranim koncentracijama uspeli da smanje procenat hromozomskih aberacija u
profazi, dok su dekokti biljne meSavine i pasuljevine snizili procenat celija sa aberantnim
hromozomima u svim fazama celijskog ciklusa (tabela 9). Imaju¢i na umu da je najcesca
aberacija u testiranju antigenotoksi¢nosti uo¢ena u profazi bila c-mitoza, kao i da je c-mitoza
lako reverzibilna aberacija, dok su lepljivi hromozomi, mostovi u anafazi i telofazi,
fragmentisani 1 lutaju¢i hromozomi znatno ireverzibilnije prirode (Fiskesjo, 1985), moZe se
zakljuciti da su, od svih testiranih ekstrakata, jedino ekstrakti biljne meSavine (45 1 70 pg/mL)
1 pasuljevine (70 pg/mL) uspeli da saniraju ¢ak i1 gotovo ireverzibilne poremecaje genetskog
materijala izazvane ROS-om u ovom modelu.

Uzevsi u obzir rezultate ispitivanja genotoksicnosti i antigenotoksi¢nosti, moze se istaci
da se sve testirane lekovite biljke kao 1 sama biljna meSavina mogu kategorisati kao ,,Janus
kancerogena i mutagena* (Zeiger, 2003). U niskim dozama one imaju blagotvoran efekat na
neutralisanje viSka slobodnih radikala, dok u visokim dozama one pojac¢avaju njihovo Stetno

dejstvo. Uocena genotoksi¢nost i antigenotoksi¢nost posledica je bioaktivnih jedinjenja
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prisutnog u dekoktu ovog lekovitog bilja (tabela 1). Naime, studije su pokazale da upotreba
polifenola i tanina u visokim koncentracijama moze uzrokovati brojne toksi¢ne reakcije, pa i
indukciju hromozomskih aberacija (Pérez-Carre6n i sar., 2002; Paolini i sar., 2003a, 2003b).

Rezultati ipitivanja citotoksi¢nosti A. cepa testom (grafici 11 i 13) podudarali su se sa
rezultatima dobijenim testom hemolize/antihemolize eritrocita (grafici 5 i 8). Naime su svi
testirani ekstrakti pri nizim koncentracijama (25, 50 i 100 ug/mL) pokazali visoku
antihemoliticku aktivnost, odnosno sprecavanje citotoksicnog uticaja poviSenog nivoa
reaktivnih vrsta kiseonika, ali je zanimljivo i to da nijedna testirana doza pasuljevine nije
prouzrokovala hemoliti¢ku reakciju, $to potvrduje rezultate A. cepa testa, kojim je pokazano
da dekokt mahuna pasulja nema citotoksi¢ni efekat delovanja na ¢elijsku membranu. Visoke
doze drugih ekstrakata prouzrokovale su hemolizu eritrocita, potvrdujuci svoju ,,Janus* prirodu
potencijalne citotoksi¢nosti. Najve¢u hemoliticku aktivnost uzrokovali su dekokti lista kupine
1 rizoma Zute steZe, §to je najverovatnije posledica njihovog visokog sadrzaja tanina i
triterpenoidnih saponina (Gudej i Tomczyk, 2004; Tomczyk i Latté, 2009; Spiridonov i sar.,
2005).

Posto je svim prethodnim rezultatima ispitivanja in vitro ukazano na visestruku prednost
koriS¢enja ovog lekovitog bilja u formi meSavine u odnosu na koriS¢enje pojedinacnog bilja,
odluceno je da se u finalnom delu ovog rada dodatno proveri potencijalna toksi¢nost same
»anti-dijabeti¢ne* biljne mesavine 1 na animalnom modelu 1 dokaZe efikasnost njene primene

u etnofarmakoloSkom tretmanu leCenja dijabetesa, na modelu pacova sa dijabetesom tip 1.

5.4. In vivo studija

Na osnovu rezultata akutnog ispitivanja oralne toksi¢nosti, gde biljna meSavina,
primenjena u koncentraciji do 40 g (suve biljne mase)/kg nije pokazala nijedan toksiéni efekat,
za dalju analizu, odnosno za sub-hroni¢no ispitivanje oralne toksi¢nosti odabrane Su tri
koncentracije: 10, 20 140 g/kg. U ovom eksperimentu, zdrave Zivotinje su mesec dana tretirane
ve¢ pomenutim trima koncentracijama dekokta biljne meSavine, pri ¢emu je njen efekat
proucavan u nekoliko nivoa, i to uticaj na procenat promene telesne mase Zivotinja, nivo Secera
u krvi, lipidni status 1 histoloSke promene tkiva pankreasa, bubrega i jetre.

Rezultati sub-hroni¢nog ispitivanja oralne toksi¢nosti pokazali su da sve testirane
koncentracije biljne meSavine snizavaju povecanje telesne mase eksperimentalnih Zivotinja
(grafik 16). S obzirom da su izokvercetin i galna kiselina najzastupljenija bioaktivna jedinjenja

u dekoktu ove meSavine (tabela 2), rezultati se poklapaju sa rezultatima prethodnih studija.
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Naime, izokvercetin se moze metabolisati u kvercetin (Yin i sar., 2019), a suplementacija
kvercetinom inhibira adipogenezu i lipogenezu (Zhao i sar., 2017), dok galna Kiselina ima
sposobnost da reguliSe prekomerno dobijanje telesne mase kroz aktivaciju adenozin
monofosfatom aktivirane proteinske kinaze (engl. adenosine monophosphate-activated
protein kinase — AMPK) (Doan i sar., 2015).

Dvadeset osam dana tretmana zdravih Zivotinja svim testiranim koncentracijama biljne
mesavine dovelo je do blagog pada Secera u krvi svih tretiranih zivotinja u odnosu na
netretiranu zdravu kontrolu (tabela 10). S obzirom da je tretman doveo do blagog sniZenja broja
¢elija Lanerhansovih ostrvaca (grafik 18), moze se zakljuciti da je uoCeno snizenje Secera u
krvi najverovatnije posledica povecanja sinteze insulina, smanjene apsorpcije ugljenih hidrata
i pojacane osetljivosti insulinskih receptora. Naime, rutin, osim $to umanjuje apsorpciju
ugljenih hidrata u samom digestivnom traktu, on, takode inhibira glukoneogenezu i olakSava
unos glukoze u ¢elije (Naik i sar., 1991; Mezei i sar., 2003; Sarkhail i sar., 2007; Ghorbani,
2017). Osim toga, galna kiselina povecava sintezu insulina u ve¢ postoje¢im B-Celijama
(Punithavathi 1 sar., 2011) i, uz to, olakSava insulin-zavisan transport glukoze kroz
translokaciju i aktivaciju GLUT4 insulinskih receptora u PI3k/p-Akt signalnom putu (Gandhi
i sar., 2014). Takode, studije su pokazale da izokvercetin inhibira a-glukozidazu kod pacova
(Shibano 1 sar., 2008), humanu a-amilazu (Li 1 sar., 2009) i transport Secera posredovan
glukoznim transporterom GLUT2 (Kwon i sar.., 2007), dok kvercitrin i hiperozid takode
inhibiraju aktivaciju a-glukozidaze (Hanamura i sar., 2005; Islam i sar., 2013).

Tretman biljnom meSavinom u svim testiranim koncentracijama snizio je nivo
triglicerida i VLDL-a u krvi zdravih zivotinja (tabela 11). Ova hipolipidemijska aktivnost je
najverovatnije posledica gubitka tezine (grafik 16) izazvana visokom zastupljenoscu
kvercitrina 1 galne kiseline u dekoktu ispitivane biljne meSavine.

Histopatoloska analiza tkiva bubrega i jetre u subhroni¢nom ispitivanju oralne
toksi¢nosti pokazala je da biljna meSavina u apliciranim dozama od 10 i1 20 g/kg nema nikakav
toksiCan efekat. Nasuprot tome, mesec dana tretmana biljnom meSavinom u koncentraciji od
40 g/kg uzrokovao je akumulaciju kolagena u ovim organima (grafici 21 i 23), $to moze
predstavljati znak potencijalne hepatotoksi¢nosti i nefrotoksicnosti izazvane svakodnevnom
upotrebom ove biljne mesavine u previsokim dozama.

Nasuprot podacima o potencijalnoj hepatotoksi¢nosti biljne meSavine pri koriS¢enju u
visokoj dozi, detaljna histopatoloSka analiza tkiva jetre pokazala je da tretman nizim
koncentracijama dekokta biljne meSavine sproveden nad zdravim Zivotinjama sniZava broj

Kupferovih ¢elija u jetri (grafik 22 (A)), kao i procenat binukleusnih hepatocita (grafik 22 (E)),
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1 pri tome ne uzrokuje niti jednu drugu histolosku promenu ovog tkiva (grafik 22 (B, C, D),
grafik 23 i grafik 24), tako da se moze zakljuciti da ispitivan ekstrakt poseduje protivupalnu i
hepatoprotektivnu aktivnost (Wang i sar., 2017).

Uzevsi u obzir sve rezultate studije sub-hroni¢ne oralne toksi¢nosti, moze se primetiti da
dekokt biljne mesavine, koriS¢en u nizim koncentracijama (10 1 20 g/kg) nema toksicne efekte.
Nasuprot, on spre¢ava pojavu gojaznosti, potencijalni razvoj hiperglikemije i hiperlipidemije
1, pored toga, regenerise jetru. Ipak, kao i ve¢ina lekovitog bilja, ona pokazuje ,,Janus efekat*
(Zeiger, 2003), odnosno, primena u previsokim koncentracijama (u ovom slucaju 40 g/kg)
pokazuje izvesna toksi¢na dejstva. Upravo zbog toga, za finalni deo ove studije, odnosno za
ispitivanje anti-dijabeti¢nog efekta odabrane su dve koncentracije dekokta biljne mesavine, i
to 10 i 20 g/kg.

Anti-dijabetican efekat ove tradicionalno kori$é¢enje biljne meSavine procenjen je na
modelu pacova kojima je aloksanom indukovan dijabetes melitus tip 1. Ovaj model je veoma
pogodan za istrazivanja ovog tipa, zato S§to intoksikacija aloksanom deluje na viSe nivoa.
Naime, injektiranje aloksana u visokoj dozi uni$tava B-celije pankreasa i, samim tim, indukuje
hiperglikemiju (Szkudelski, 2001). Pored toga, aloksan izaziva i histopatoloske promene
bubrega i jetre koje se podudaraju sa klinickom slikom ljudske dijabetske nefropatije i NAFLD
(Pourghasem i sar., 2014; Lucchesi i sar., 2015).

Pri razvoju eksperimentalnog dijabeticnog modela hemijskim putem, uzelo se u obzir da
aloksan moze biti nepouzdan (Misra i Aiman, 2012; Jain i Arya, 2011). Zbog toga, da bi se
iskljucila ikakva moguc¢nost lazno pozitivnih rezultata, u ispitivanje su ukljuene samo
zivotinje kod kojih je ostvaren model stabilnog dijabetesa tip 1, odnosno one kod kojih je nivo
Secera u krvi bio ve¢i od 20 mmol/L tokom 14 uzastopnih dana nakon injektiranja aloksana.

Do kraja eksperimenta, u poredenju sa zdravom kontrolnom grupom, telesna masa
Zivotinja u dijabeti¢noj kontroli bila je znacajno niza (p < 0,001), dok je nivo Secera bio
znacajno visi (p < 0,001), $to je smatrano kao dokaz uspesnosti eksperimentalnog modela.

U poredenju sa dijabeticnom kontrolom, porast telesne mase primecen je kod svih
tretiranih dijabeti¢nih Zivotinja. Ipak, najveca normalizacija telesne mase primecena je u grupi
dijabeticnih zivotinja tretiranih nizom koncentracijom (10 g/kg) biljne mesavine (grafik 25).
Ipak, iako je tretman biljnom meSavinom povecao stepen dobijanja telesne mase dijabeti¢nih
Zivotinja, ona je 1 dalje bila znacajno niZa od rasta telesne mase zdravih Zivotinja, S$to se
podudara sa slu¢ajem primeéenim u sub-hroni¢nom ispitivanju oralne toksi¢nosti (grafik 16),

gde se testirani ekstrakt ponasao kao sredstvo kontrole prekomernog dobijanja telesne mase.
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Najvazniji rezultat ove studije svakako je podatak da je tretman biljnom meSavinom bio
viSestruko uspesniji u snizavanju Secera u krvi od standardno koriS¢enih lekova, tj. od
metformina i insulina (tabela 12). Iako se u veéini istrazivanja smatra da lekovita biljka
poseduje izvanrednu hipoglikemijsku aktivnost ukoliko je ona sli¢na dejstvu insulina, mali broj
istrazivanja je dosao do rezultata u kojima biljni ekstrakt snaznije regulise hiperglikemiju od
standardnog leka. U jednoj od takvih studija primeceno je da tretman galnom kiselinom,
izolovanom iz lekovite biljke, uspesnije reguliSe glikemijske vrednosti dijebeti¢nih pacova od
tretmana insulinom (Latha i Daisy, 2011). Podatak da metformin nije pokazao nikakav efekat
na regulaciju glikemije u ovom eksperimentu nije iznenaduju¢. S obzirom na to da se
metformin primenjuje u leCenju dijabetesa tip 2, a ne tipa 1 (Kirpichnikov i sar., 2002),
pomenuti rezultat je samo dodatni dokaz uspeSnosti izazivanja dijabetesa tip 1 u
eksperimentalnim zivotinjama.

Iako su obe testirane koncentracije biljne mesavine pokazale izvanrednu hipoglikemijsku
aktivnost, viSa koncentracija (20 g/kg) bila je za nijansu uspesnija u ovome, u smislu da je u
potpunosti normalizovala glikemiju dijabeti¢nih Zivotinja nakon samo nekoliko apliciranih
doza (tabela 12).

Poredenjem rezultata dobijenih u pracenju promene telesne mase (grafik 25), nivoa
Secera u krvi (tabela 12) i broja ¢elija u Langerhansovim ostrvcima (grafik 27), moze se uociti
da je princip po kome dekokt tradicionalno kori$¢ene ,,anti-dijabetske* biljne meSavine regulise
nivo Secera u krvi dijabeti¢nih Zivotinja najverovatnije zasnovan na regeneraciji B-¢elija
pankreasa. Ovoj opservaciji u prilog ide i podatak da je nivo kolagena u pankreasu, $to je i
inace prihvacen parametar u proceni dijabeti¢nog Zivotinjskog modela (Abunasef i sar., 2014),
bio veoma povisen (p < 0,001) u DK grupi u odnosu na ZK grupu zivotinja, dok je tretman
obema koncentracijama biljne meSavine u potpunosti normalizovao ovaj parametar (grafik 27).

Uzevsi u obzir detaljnu fitohemijsku analizu radenu HPLC-UV metodom (tabela 2),
predlozeni mehanizam  hipoglikemijske aktivnosti ove tradicionalno kori§¢ene ,anti-
dijabeticne* biljne mesavine u skladu je sa dosadaSnjim studijama. Naime, suplementacija
kvercitirnom S§titi B-Celije pankreasa od daljeg propadanja u dijabetesu (Coskun 1 sar., 2005),
dok kombinovan tretman kvercitrinom i hiniskom kiselinom smanjuje nivo proapoptopskog
Bax proteina i umanjuje apoptozu B-celija (Gurzov i Eizirik, 2011; Arya i sar., 2014).
Istovremeno, administracija galne kiseline potpomaze regeneraciju B-Celija (Latha 1 Daisy,
2011).

Tretman biljnom meSavinom smanjio je nivo ukupnog holesterola, triglicerida, VLDL-a

i LDL-a dijabeti¢nih zivotinja u poredenju sa dijabeticnom kontrolom (tabela 13). S obzirom
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na identifikovana bioaktivna jedinjenja dekokta ove biljne meSavine (tabela 12), uocena
hipolipidemijska aktivnost u saglasnosti je sa dosadasnjim studijama. Naime, suplementacija
hininskom kiselinom uzrokuje porast nivoa nikotinamida (Pero i sar., 2009) koji moze imati
hipolimidemijsku aktivnost (Zak i sar., 2006), dok je studija Oliveire i saradnika pokazala da
tretman galnom kiselinom moze sniziti nivo ukupnog holesterola, triglicerida i LDL-a (de
Oliveira 1 sar., 2016). Osim toga, poznato je da mnogi polifenoli i flavonoidi snizavaju nivo
holesterola u krvi kroz inhibiciju NPC1-sli¢nom intracelularnog transportera holesterola (engl.
NPC1 Like Intracellular Cholesterol Transporter 1 - NPC1L1) (Kobayashi, 2019), kao i putem
smanjivanja sinteze holesterola u jetri kroz inhibiciju 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A
(engl. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A- HMG-CoA) reduktaze (Islam et al., 2015). Uz
to, uoCena visoka antioksidativna aktivnost testiranog dekokta (grafik 2) i njegov efekat na
smanjenje aterogenog i kardiovasdkularnog indeksa i zdravih i dijabeti¢nih Zivotinja (grafici
17 i 26), u skladu su sa dosadasnjim studijama koje su pokazale da suplementacija
antioksidantima prirodnog porekla moze doprineti smanjenju aterogenog indeksa (Salvamani i
sar., 2014; Zeka i sar., 2017).

Uocene promene na tkivu bubrega, tj. smanjen broj ¢elija proksimalnih tubula (grafik 29
(B) 1 povecan nivo kolagena (grafik 30) uocen pri poredenju dijabeti¢ne i1 zdrave kontrolne
grupe Zivotinja (p < 0,001) su priznati parametri nefropatije (Terayama i sar., 2017; Gewin,
2018; Qi i Yang, 2018). Naime, hroni¢na hiperglikemija, pove¢an nivo ROS-a i delovanje
toksi¢nih agenata kao Sto je aloksan, dovode do poremecaja Celijskog ciklusa u celijama
proksimalnih tubula i zadrzavaju ih 1 GO, G1 ili G2 fazi mitoze. lako je ovo usporavanje mitoze
adaptivan proces koji pruza ¢elijama dodatno vreme za popravak potencijalnih oste¢enja DNK
(Gewin, 2018), predugo zadrzavanje u ovim fazama moze dovesti do pojacanog stvaranja
profibroti¢nih citokina - transormisuceg faktora rasta beta (engl. transforming growth factor
beta - TGF-B) i faktora rasta koji uslovljava razvoj vezivnog tkiva (engl. connective tissue
growth factor — CTGF) u c-Jun N kinazno zavisnom signalnom putu (engl. c-Jun N-terminal
kinases - dependent pathway — JNK) (Yang i sar., 2010; Lovisa i sar., 2015).

Sli¢no tome, na samom pocetku obnavljanja povredenog tkiva, lokalni fibrotski proces,
pruzanjem strukturne potpore, olakSava preZivljavanje nefrona (Kaissling i sar., 2013).
Medutim, produzeno prekomerno stvaranje ekstracelularnog matriksa (ECM) moze dosti¢i

(134

»taCku bez povratka® Sto vremenom gotovo neizbezno dovodi do dijabetesne nefropatije

(Gewin, 2018).
Mehanizam primecene nefroprotektivne aktivnosti ove biljne meSavine u vidu

normalizacije veli¢ine glomerula (grafik 29 (A)), broja ¢elija proksimalnih tubula (grafik 29
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(B)) i nivoa renalnog kolagena (grafik 30) je najverovatnije baziran na njenoj visokoj
antioksidativnoj aktivnosti (grafik 2). Naime, visoka antioksidativna aktivnost biljne meSavine
odgovorna je za njen antigenotoksi¢ni efekat (grafik 15), tj. za ubrzanje reparacije oStecenja
hromozoma izazvanih ROS-om koja dovode do normalizacije tempa mitotskog ciklusa u
¢elijama proksimalnih tubula. Ovaj zakljucak je u skladu sa prethodnim ispitivanjima gde je
pokazano da kaftarinska i hininska Kiselina deluju antimutageno (Zhang i sar., 2011) i
ubrzavaju reparaciju oSte¢ene DNK (Pero i sar., 2009) kroz inhibiciju proinflamatornog NF-
kB (Akesson i sar., 2005, 2003), dok galna kiselina sprecava progresiju dijabetske nefropatije
kroz inhibiciju p38 MAPK signalnog puta (Ahad i sar., 2015). Uz to, rutin sniZzava ekspresiju
TGFp-1 i fibronektina i na taj nacin sprecava razvoj renalne fibroze (Ganesan i sar., 2020).

Histopatoloska analiza tkiva jetre ukazala je na veliki broj morfometrijskih promena u
dijabeti¢noj kontrolnoj grupi u odnosu na zdravu kontrolnu grupu Zivotinja (grafici 31, 32 i
33). Mehanizam ovih promena vec¢ je opisan u literaturi. Smanjen odnos nukleusa i citoplazme
uocen i u mononukleusnim i u binukleusnim netretirane dijabeti¢ne grupe (grafik 31 (B, C)) je
pokazatelj nedostatka reparacije oste¢ene DNK koja vodi nekrozi ovih ¢elija (Gujral, 2001;
Gujral i sar., 2002), a koja se standardnom morfometrijskom analizom lako uocava kroz
opadanje broja ovih ¢elija (grafik 31 (D, E)). Osim toga, procenat binukleusnih hepatocita,
glavnog pokazatelja obnavljanja jetre nakon velikog pretrpljenog oste¢enja (Miyaoka i
Miyajima, 2013), bio je znacajno smanjen u DK u odnosu na ZK (grafik 31 (E)). U isto vreme,
broj Kupferovih ¢elija, vaznog posrednika u razvoju NAFLD-e (Odegaard et al., 2007; Huang
et al., 2010; Dixon et al., 2013) bio je znacajno poviSen kod netretiranih dijabeti¢nih Zivotinja
(grafik 30 (A)). Iako je blago povecanje broja Kupferovih celija, odnosno, poviSena
inflamacija, prvi korak u procesu obnavljanja povredenog hepati¢nog tkiva, neregulisana i
prolongirana inflamacija dovodi do smanjene proizvodnje insulina i/ili insulinske rezistencije
(Kimura i sar., 2016; Feng i sar., 2018), §to ubrzava razvoj fibroze ovog organa (grafik 32) i
progresiju NAFLD (Martinez-Hernandez i Amenta, 1993; Gressner i Bachem, 1995;
Michelotti i sar., 2013; Tacke, 2017).

Osim toga je smanjenje glikogena u jetri u dijabeti¢noj kontroli u odnosu na zdravu
kontrolu (grafik 33) jedna od glavnih karakteristika i depankreatizovanog i zivotinjskog
dijabeti¢nog modela indukovanog aloksanom (Vallance Owen, 1952; Ferrannini i sar., 1990).

Tretman biljnom meSavinom normalizovao je sve ove parametre i doveo ih do nivoa
zdrave kontrolne grupe zivotinja (grafici 31, 32 1 33), S$to je najverovatnije posledica visoke
koncentracije fenola i flavonoida prisutne u njoj (tabela 1). Poznato je da suplementacija

polifenolima ima veliki efekat na regulaciju oksidativnog stresa koji se ostvaruje razlic¢itim
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mehanizmima: ubrzavanjem oporavka oste¢enja na DNK izazvanih oksidativnim stresom kroz
NRF2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) signalni put; smanjivanjem
zapaljenskog procesa preko inhibicije NF-kB; kroz poveéanje oksidacije B-masnih Kiselina
putem povecanja ekspresije alfa receptora aktiviranim peroksizomnim proliferatorom (engl.
peroxisome proliferator-activated receptor alpha — PPARa), inhibiranjem lipogeneze kroz
aktivaciju AMPK kinaze, kao i smanjivanjem aktivnosti SREBP-1c (engl. sterol regulatory
element-binding proteins) (Prajitha i Thoppil, 2016; Li i sar., 2014; Li i sar., 2018; Domitrovic¢
i Poto¢njak, 2016; Kim i sar., 2016; Das i sar., 2012). Osim toga, polifenoli spreavaju razvoj
hepaticne fibroze i kroz smanjivanje aktivacije stelatnih ¢elija koje su odgovorne za stvaranje
ekstracelularnog matriksa (Hicks i sar., 2017; Arffa i sar., 2016; Hernandez-Ortega i sar., 2012;
Liisar., 2011; Qiu i sar., 2014; Lin i Chen, 2011). Povrh svega ovoga, studije su pokazale da
flavonoidi, poput kvercitrina i rutina, poseduju hepatoprotektivnu aktivnost (Domitrovi¢ i sar.,
2012). Ta hepatoprotektivna aktivnost se najverovatnije ostvaruje kroz pojacavanje
antioksidativne aktivnosti samog organizma kroz ekspresiju Nrf2/citohnroma P450 2E1
(CYP2EL), kroz smanjivanje inflamacije kroz inaktivaciju MAPK/ NF-kB signalnih puteva i
kroz smanjenje apoptoze putem regulacije Bcl-2/AKT ekspresije (Li i sar., 2018).

Kao §to je ve¢ pomenuto, ovo je prvo ispitivanje prevalence koriS¢enja narodne medicine
na teritorije cele Srbije (Madic i sar., 2018), prvo ispitivanje citotoksi¢nosti i anticitotoksi¢nosti
listova kupine 1 borovnice, rizoma Zute steze, nadzemnog dela zecije stope 1 mahuna pasulja,
prvo ispitivanje genotoksicnosti 1 antigenotoksi¢nosti pomenutih ekstrakata (Madi¢ 1 sar.,
2019), i, najbitnije, prvo sveobuhvatno in vitro i in vivo ispitivanje ,,anti-dijabeti¢ne biljne

mesavine tradicionalno koriS¢ene u tretmanu dijabetesa (Madi¢ i sar., 2019; Madi¢ i sar., 2020).
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6. ZAKLJUCCI

10.

Prevalenca koris$¢enja narodne medicine znacajno je niza na teritoriji cele Srbije u
odnosu prevalencu koris¢enja u pojedinacnim regionima. Zene su naklonjenije

tradicionalnim metodama lecenja.

Cesc¢a je upotreba biljnih meSavina i farmaceutskih suplemenata zasnovanih na

tradicionalnim recepturama nego pojedinac¢nog lekovitog bilja.

U svim ispitivanim ekstraktima, sa izuzetkom ekstrakata P. vulgaris, uocen je visok

sadrzaj fenola i flavonoida.

Antioksidativna aktivnost bila je izuzetno visoka kod gotovo svih ispitivanih
ekstrakata.

Vecina testiranih ekstrakata imala je umerenu do slabu antimikrobnu aktivnost. Biljna
mesavina je, u odnosu na njene pojedinacne sastojke, pokazala antimikrobnu aktivnosti

prema znatno Sirem spektru mikroorganizama.

U odnosu na sve testirane ekstrakte najvisu anticitotoksi¢nost i najniZu citotoksi¢nost

imali su dekokti.

Od svih ispitivanih dekokata, najviSu antigenotoksi¢nost i najmanju genotoksi¢nost

imala je biljna meSavina.

Dekokt biljne mesavine imao je hipoglikemijski, hipolipidemijski i hepatoprotektivni

efekat nad zdravim zivotinjama.

Dekokt biljne meSavine imao je hipoglikemijski, hipolipidemijski, hepatoprotektivni i

nefroprotektivni efekat nad dijabeticnim Zivotinjama.

Hipoglikemijski efekat biljne meSavine bio je ve¢i od efekta insulina i metformina u

ovom eksperimentalnom modelu.
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8. PRILOZI

LISTA SKRACENICA

A — broj ¢elija u anafazi mitotskog ciklusa

AA — antihemoliticka aktivnost

ADA (eng. American Diabetes Association) — Americ¢ko udruZenje za dijabetes
ADM - anti-dijabeti¢na‘“ biljna mesavina

AFI — procenat ¢elija sa hromozomskim aberacijama u pojedina¢nim fazama mitotskog
ciklusa

Al (eng. atherogenic index) — aterogeni indeks

AMPK (engl. adenosine monophosphate-activated protein kinase) — adenozin
monofosfatom aktivirana proteinska kinaza

ANOVA (eng. analysis of variance) — analiza varijanse

ATP (eng. adenosine triphosphate) — adenozin trifosfat

ATTC (eng. American Type Culture Collection) — Americ¢ka banka celija
BH — binukleusni hepatociti

BHA — butil hidroksianizol

Ch — hloramfenikol

CTGF (engl. connective tissue growth factor) — faktor rasta koji uslovljava razvoj vezivnog
tkiva

D - ispitanici bez dijagnostikovanog dijabetesa

D+ — ispitanici sa dijagnostikovanim dijabetesom

D-10 — grupa dijabeti¢nih zZivotinja tretirana biljnom meSavinom koncentracije 10 g/kg
D-20 — grupa dijabeti¢nih Zivotinja tretirana biljnom meSavinom koncentracije 20 g/kg
DAD (eng. Diode Array Detector) — detektor sa serijom dioda

DK — kontrolna grupa dijabeti¢nih Zivotinja tretiranih vodom

DPP-4 (eng. dipeptidyl-peptidase 4) — dipeptidil-peptidaza 4

DPPH - 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
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DPPHa — antioksidativna aktivnost ispitivanih ekstrakata izracunata DPPH testom
ECM (eng. extracellular matrix) — ekstracelularni matriks

FI — fazni indeks

GAE (eng. gallic acid) — galna kiselina

GLP-1 (eng. glucagon-like peptide 1) — glukagonu-sli¢an peptid 1

GU (lat. Geum urbanum) — zec¢ja stopa

H&E (eng. hematoxylin and eosin) — hematoksilin i eozin bojenje

HA — hemoliti¢ka aktivnost

HDL (eng. high-density lipoproteins) — lipoproteini visoke gustine

HMG-CoA (engl. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A) — 3-hidroksi-3-metilglutaril-
koenzim A

HPLC (eng. high-performance liquid chromatography) — te¢na hromatografija visokih
performansi

HrAb — procenat meristemskih ¢elija A. cepa sa hromozomskim aberacijama

| — kontrolna grupa dijabeti¢nih zivotinja tretirana insulinom glarginom (13 IU/kg)
IA — inhibitorna aktivnost

IDF (eng. International Diabetes Federation) — Medunarodna federacija za dijabetes

JNK (engl. c-Jun N-terminal kinases - dependent pathway) — signalni put zavisan od c-Jun N
kinaze

KRI (eng. cardiovascular risk index) — kardiovaskularni indeks

LDL (eng. low-density lipoproteins) — lipoproteini niske gustine

LO — Langerhansova ostrvca pankreasa

M — broj ¢elija u metafazi mitotskog ciklusa

M — kontrolna grupa dijabeti¢nih Zivotinja tretirana metforminom (150 mg/kg)

MH — mononukleusni hepatociti

MI — mitotski indeks

MIK (eng. minimum inhibitory concentration) — minimalna inhibitorna koncentracija

MT (eng. Masson's trichrome) — Mason trihromno bojenje
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N:C — odnos nukleusa i citoplazme
NAFLD (eng. non-alcoholic fatty liver disease) — nealkoholna masna jetra

NPC1L1 (engl. NPC1 Like Intracellular Cholesterol Transporter 1) — NPC1-slicnom
intracelularni transporter holesterola

Ns — nistatin

OECD (eng. Organisation for Economic Co-operation and Development) — Organizacija za
ekonomsku kooperaciju i razvoj

P — broj ¢elija u profazi mitotskog ciklusa

PAS (eng. periodic acid-Shiff) — bojenje perjodnom kiselinom i Sifovim reagensom
PBS (eng. phosphate-buffered saline) — fosfatni pufer

PE (lat. Potentilla erecta) — zuta steza

PV (lat. Phaseolus vulgaris) — pasulj

QUE (eng. quercetin) — kvercetin

RF (lat. Rubus fruticosus) — kupina

ROS (eng. reactive oxygen species) — reaktivne vrste kiseonika

T — broj ¢elija u telofazi mitotskog ciklusa

TC (eng. total cholesterol) — ukupni holesterol

TG (eng. triglycerides) — trigliceridi

TGF-g (engl. transforming growth factor beta) — transormiSuéi faktor rasta beta
TTC - trifenil-tetrazolijum hlorid

Vit C — askorbinska kiselina

VLDL (eng. very-low-density lipoprotein) — lipoproteini veoma niske gustine

VM (lat. Vaccinium myrtillus) — borovnica

WHO (eng. World Health Organization) — Svetska zdravstvena organizacija

Z-10 — grupa zdravih zivotinja tretirana biljnom mesavinom koncentracije 10 g/kg
Z-20 — grupa zdravih Zivotinja tretirana biljnom meSavinom koncentracije 20 g/kg
Z-40 — grupa zdravih Zivotinja tretirana biljnom meSavinom koncentracije 40 g/kg

ZK —kontrolna grupa zdravih Zivotinja tretiranih vodo
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1ZvOD

Dijabetes je jedna od najceS¢ih bolesti 21. veka. Savremeni lekovi koriS¢eni u
farmakoterapiji ovog oboljenja uspesno regulisu hiperglikemiju, ali ne sprecavaju progresiju
prate¢ih sekundarnih komplikacija. Zato sve veéi broj ljudi, pored ve¢ propisane
farmakoterapije, u terapiju ukljucuje i biljne supstituente iz narodne medicine.

Ciljevi ove studije bili su utvrdivanje prevalence koris¢enja tradicionalne medicine u
Srbiji 1 ispitivanje bioloske aktivnosti biljne meSavine koja se cCesto primenjuje u
etnofarmakoloskom tretmanu dijabetesa.

Prevalenca upotrebe narodne medicine procenjena je intersektorskim istrazivanjem, dok
je bioloska aktivnost ,,anti-dijabeti¢ne* biljne meSavine ispitana kroz in vitro i in vivo pristup.

Rezultati ispitivanja su pokazali da se 67,7% ispitanika iz cele Srbije oslanja na
etnofarmakologiju, kao i da je upotreba biljnith meSavina i farmaceutskih suplemenata
zasnovanih na tradicionalnim recepturama ¢es¢a od koriS¢enja pojedinacnog lekovitog bilja.

Fitohemijska analiza biljne meSavine je ukazala na prisustvo visokog sadrzaja fenola i
flavonoida, a HPLC-UV metodom identifikovano je deset bioaktivnih supstanci u njoj:
hininska, galna i kaftarinska kiselina, arbutin, rutin, trifolin, astragalin, hiperozid, izokvercitin
i kvercitrin.

In vitro studija je pokazala izuzetno visoku antioksidativnu, anticitotoksi¢nu i
antigenotoksicnu aktivnost, kao 1 izvestan nivo antimikrobne aktivnosti ka Sirokom spektru
mikroorganizama. Pored toga je njena citotoksi¢nost 1 genotoksic¢nost bila vrlo niska.

In vivo studija je pokazala da ova biljna meSavina poseduje hipoglikemijski,
hipolipidemijski 1 hepatoprotektivni efekat 1 kod zdravih 1 kod dijabeti¢nih Zivotinja, dok je
kod dijabectinih zivotinja pokazivala i nefroprotektivna dejstva sa ve¢im hipoglikemijskim

efektom od insulina i metformina u ovom eksperimentalnom modelu.
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SUMMARY

Diabetes is one of the most prevalent diseases of the 21st century. Conventional
pharmacotherapy of diabetes successfully regulates hyperglycemia, yet it cannot completely
prevent the progress of secondary diabetic pathologies. Thus, many people combine
pharmacotherapy with herbal remedies.

This study aimed to evaluate the frequency of traditional medicine use in Serbia and to
examine the biological activities of the “anti-diabetic” herbal mixture used in the
ethnopharmacology.

The prevalence of traditional medicine use was assessed by cross-sectional study, while
the biological activities of the herbal mixture were examined through in vitro and in vivo
experiments.

The results of the study showed that 67.7% of respondents from all over Serbia rely on
ethnopharmacology. The consumption of polyherbal mixtures and pharmaceutical supplements
based on traditional recipes was more frequent than individual medicinal herbs.

Phytochemical analysis of tested herbal mixture indicated high content of phenols and
flavonoids. The HPLC-UV analysis revealed the presence of ten bioactive compounds: quinic,
gallic and caftaric acid, arbutin, rutin, trifolin, astragalin, hyperoside, isoquercetin and
quercitrin.

In vitro study indicated its high antioxidant, anticytotoxic and antigenotoxic activities as
well as antimicrobial activity against a wide range of microorganisms. In addition, its
cytotoxicity and genotoxicity were extremely low.

In vivo study showed that this herbal mixture has hypoglycemic, hypolipidemic and
hepatoprotective effects in both healthy and diabetic animals. Moreover, in diabetic animals, it
showed nephroprotective activity, while its hypoglycemic effect was higher than the effect of

insulin and metformin in this experimental model.
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IZJAVE AUTORA

N3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBspyjem na je TOKTOpCKa AMcepTallyja, Mo HaCJI0BOM

IMPOHEHA BUOJIOIIKE AKTUBHOCTH BU/JbHE MEITABHUHE KOJA CE
HNPUMEBYJE Y ETHO®APMAKOJIOIIKOM TPETMAHRHY IUJABETECA

Koja je ondpamena Ha [IpuponHo-MaTemMaTnukoM (akynrery YHuBep3utera y Humry:

® pe3yJITaT COICTBEHOI UCTPAXKUBAUKOT paja;

® Ja OBy AMCepTalujy, HU y HEJIMHHU, HUTU Y JIeIOBUMA, HUCAM NIpHjaBJbHBaJla Ha APYTUM
(bakynTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

e Jla HUCAM MOBpEIIIa ayTOPCKa MpaBa, HUTH 37I0yNOTpeOno/1a HHTENEKTyallHy CBOJUHY
JPYTHX JIMILIA.

Jlo3BospaBaM Jia ce o0jaBe MOjH JIMYHU I0JAlLM, KOJU Cy Y BE3U ca ayTOPCTBOM H
I00MjambeM aKkaJeMCKOT 3Bama JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Ipe3uMe, TOJANHA U MECTO

pohema u natym ongdpaHe paja, ¥ TO y Katayiory bubnmoreke, JIUruTalHOM perio3uTOpHjyMy
VYuusepsutera y Hunty, kao u y nyonaukanujama YHuBep3urera y Humry.

VY Humy, 16. 10. 2020.

[ToTnuc ayropa nuceprarnuje:
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Visnja Madié Doktorska disertacija

N3JABA O UICTOBETHOCTHU IITAMITAHOI' M1 EJIEKTPOHCKOTI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

HacnoB aucepranuje:

IMPOLHEHA BUOJIOIIKE AKTUBHOCTHU BU/JbHE MEIITABUHE KOJA CE
INPUMEIBYJE Y ETHO®APMAKOJOIIKOM TPETMAHY ITUJABETECA

U3jaBsbyjem n1a je eneKTpOHCKU 0OIUK MOje TOKTOPCKE TucepTalije, Kojy caM mpeaaia

3a yHOIIeHe y JIuruTaaHu peno3uropujym Yuupep3urera y Huury, nctoBeras mrammnanom
O0JHKY.

¥ Humry, 16. 10. 2020.

[Tornuc aytopa aucepranyje:
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Visnja Madié Doktorska disertacija

N3JABA O KOPUIIREBDY

Omnamhyjem YHuBep3uTeTcky OuOmmoreky ,Hukonma Tecnma“ ma y dururanau
pernozutoprjyM YHuBep3uTeTa y Huiry yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEpPTAIH]y, 101 HACIOBOM:

IMPOHEHA BUOJIOIIKE AKTUBHOCTH BU/JbHE MEITABHUHE KOJA CE
HNPUMEBYJE Y ETHO®APMAKOJIOIIKOM TPETMAHRHY INJABETECA

JlucepTanujy ca CBUM IMPUIIO3MMAa TIPEIA0/Ta caM Y eJICKTPOHCKOM OOJIUKY, IIOTOTHOM
3a TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy DOKTOpPCKY AHcepTanyjy, yHeTy y JMruTanHu peno3uTopujyM YHUBEp3UTETA Y
Humry, Mory KOpHCTHTH CBU KOjU MOLITYjy onxpende cajpkaHe Y 0adpaHOM THITY JIMICHIE
Kpeartusne 3ajegnauie (Creative Commons), 3a KOjy caM ce OJUTy4Hro/Ja.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepiujaaHo (CC BY-NC)

3. AytopcTBO — HekomepuujaiaHo — 0e3 npepajie (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpcTBO — HEKOMEpPIHMjaTHO — neiauTu moja uctum yciaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 mpepaje (CC BY-ND)
6. AytopctBo — nenutu noja uctum yciaosuma (CC BY-SA)

Y Humry, _16. 10. 2020.

[ToTnuc ayropa nucepranuje:
Slaclod Uisgfa

Bumma Maauh

129



