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Antitumorska aktivnost ekstrakata i izolovanih jedinjenja iz biljne vrste Cotinus coggygria Scop.
Ivana A. Pasi¢

Sazetak: Cilj doktorske disertacije bio je da se odrede intenzitet, selektivnost i molekularni mehanizmi
antitumorskog dejstva tri ekstrakta drvenastog dela ruja: etanolnog (EE), dihlormetanskog (MME) i
vodenog (VE), kao i dvanaest jedinjenja izolovanih iz EE, na panelu humanih malignih i neizmenjenih
¢elijskih linija in vitro. Sva tri ekstrakta ispoljila su koncentraciono-zavisnu citotoksi¢nost prema svim
ispitivanim malignim linijama, sa najizrazenijim dejstvom prema leukemijskim ¢elijama: EE je prema
HL-60 imao 1Cs0 31,04 + 4,30 pg/ml i prema K562 34,84 + 4,24 ng/ml. Halkon butein bio je najpotentnije
izolovano jedinjenje (ICs0 8,66 £ 1,10 uM prema HelLa i 13,91 £ 2,61 uM prema K562), sa koeficijentom
selektivnosti 9,91 prema MRC-5 ¢elijama. Sekvenciranjem ukupne iRNK K562 celija tretiranih
netoksi¢nim koncentracijama utvrdeno je 809 diferencijalno eksprimiranih gena nakon tretmana
buteinom, 439 butinom i 299 sulfuretinom (FDR < 0,05), sa 134 gena zajednic¢ka za sva tri tretmana.
Kod malignih MDA-MB-231 ¢elija butin, EE i VE doveli su do statisticki znacajnog smanjenja
prezivljavanja u odnosu na kontrolu izlozenu samo zracenju, S$to ukazuje na radiosenzitizirajuci
potencijal. Rezultati ove disertacije pokazuju da srz drvenastog dela vrste C. coggygria predstavlja bogat
izvor bioaktivnih flavonoida sa in vitro antitumorskim dejstvom koje se ostvaruje kroz indukciju
apoptoze, poremecaj propagacije Celija kroz Celijski ciklus, inhibiciju migracije i reprogramiranje
metabolickih i1 redoks puteva malignih ¢elija, pri ¢emu se butein, butin i sulfuretin izdvajaju kao nosioci

Kljuéne reci: antitumorska aktivnost, ekstrakti, jedinjenja, ruj, apoptoza, ¢elijski ciklus, GSEA, HelLa,
K562, ¢elijska kultura.

Naucna oblast: biologija

UZa nau¢na oblast: biohemija i molekularna biologija



Antitumor activity of extracts and compounds isolated from the heartwood of Cotinus
coggygria Scop.

Ivana A. Pasié¢

Abstract: The aim of this doctoral dissertation was to determine the intensity, selectivity, and molecular
mechanisms of the antitumor activity of three extracts from the heartwood of Cotinus coggygria: ethanol
extract (EE), dichloromethane extract (MME), and aqueous extract (VE), as well as twelve compounds
isolated from EE, using a panel of human malignant and normal cell lines in vitro. All three extracts
exhibited concentration-dependent cytotoxicity against all malignant cell lines tested, with the most
pronounced activity against leukemia cells: EE showed an ICso of 31.04 + 4.30 pg/ml against HL-60 and
34.84 + 4.24 ng/ml against K562. The chalcone butein was the most potent isolated compound (ICso 8.66
+ 1.10 uM against HeLa and 13.91 + 2.61 uM against K562), with a selectivity index of 9.91 toward
MRC-5 cells. RNA sequencing of K562 cells treated with non-toxic concentrations identified 809
differentially expressed genes following butein treatment, 439 following butin treatment, and 299
following sulfuretin treatment (FDR < 0.05), with 134 genes shared among all three treatments. In
malignant MDA-MB-231 cells, butin, EE, and VE significantly reduced survival compared with the
control exposed to radiation alone, indicating their radiosensitizing potential. The results of this
dissertation demonstrate that the heartwood of C. coggygria represents a rich source of bioactive
flavonoids with in vitro antitumor activity mediated through the induction of apoptosis, disruption of
cell-cycle progression, inhibition of migration, and reprogramming of metabolic and redox pathways in
malignant cells, with butein, butin, and sulfuretin emerging as the main contributors to the observed
activity, and leukemia cell lines as the most sensitive models.

Keywords: antitumor activity, extracts, compounds, smoke tree, apoptosis, cell cycle, GSEA, Hela,
K562, cell culture.

Scientific field: biology

Scientific subfield: biochemistry and molecular biology



Skraéenice

8-OHdG - 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin, marker oksidativnog oste¢enja DNK

AIFM1 - faktor indukcije apoptoze povezan sa mitohondrijama 1 (engl. Apoptosis Inducing Factor
Mitochondria Associated 1)

AKR1C1 - aldo-keto reduktaza, familija 1, ¢lan C1 (engl. Aldo-Keto Reductase family 1 member C1)

AKT -v. PKB

APAF1 - apoptotski proteaza-aktivirajuci faktor 1 (engl. Apoptotic Protease Activating Factor 1)

ARE - elementi antioksidativnog odgovora (engl. Antioxidant Response Elements)

ATCC - Americka kolekcija tipskih kultura (engl. American Type Culture Collection)

ATP - adenozin-trifosfat (engl. Adenosine Triphosphate)

BAD - proapoptotski ,,BH3-only* protein Bcl-2 familije (engl. BCL2 Associated agonist of cell Death)

BAK1 - proapoptotski efektorski protein Bcl-2 familije (engl. BCL2 Antagonist/Killer 1)

BAX - proapoptotski efektorski protein Bcl-2 familije (engl. BCL2 Associated X)

BB - pufer za vezivanje (engl. Binding Buffer)

BBC3 (PUMA) - proapoptotski ,,BH3-only* protein Bcl-2 familije (engl. BCL2 Binding Component 3)

BCL2 (Bcl-2) - antiapoptotski protein (engl. B-cell lymphoma 2)

BCL2A1 (A1/Bfl-1) - antiapoptotski protein Bcl-2 familije (engl. BCL2 Related Protein Al)

BCL2L1 (Bcl-xL) - antiapoptotski protein Bcl-2 familije (engl. BCL2 Like 1)

BCL2L11 (BIM) - proapoptotski ,,BH3-only* protein Bcl-2 familije (engl. BCL2 Like 11)

BCL2L2 (Bcl-w) - antiapoptotski protein Bcl-2 familije (engl. BCL2 Like 2)

BEOU - oznaka herbarske zbirke Instituta za botaniku 1 Botani¢ke baste ,,Jevremovac® Univerziteta u
Beogradu

BET - familija proteina sa bromodomenom (engl. Bromodomain and Extra, Terminal)

BH3 - tre¢i homologni domen proteina Bcl-2 familije (engl. Bcl-2 Homology domain 3)

BHT - butilovani hidroksitoluen (engl. Butylated Hydroxytoluene)

BID - proapoptotski ,,BH3-only* protein (engl. BH3-Interacting domain Death agonist)

BIK - proapoptotski ,,BH3-only* protein Bcl-2 familije (engl. BCL2 Interacting Killer)

BMF - proapoptotski ,,BH3-only* protein Bcl-2 familije (engl. Bcl-2 Modifying Factor)

CAK - CDK-aktiviraju¢i kinazni kompleks koji ¢ine CDK7, ciklin H i MAT1 (engl. CDK-Activating
Kinase)

CAT - katalaza (engl. Catalase)



CC - kolonska hromatografija (engl. Column Chromatography)

CCNAZ2 - ciklin A2 (engl. Cyclin A2)

CCNBL1 - ciklin B1 (engl. Cyclin B1)

CCNDL1 - ciklin D1 (engl. Cyclin D1)

CCNEL - ciklin E1 (engl. Cyclin E1)

CCNH - ciklin H (engl. Cyclin H)

CDC25 - fosfataze celijskog ciklusa 25, aktivatori CDK (engl. Cell Division Cycle 25)

CDCA45 - protein neophodan za inicijaciju replikacije DNK (engl. Cell Division Cycle 45)

CDK - ciklin-zavisna kinaza (engl. Cyclin-Dependent Kinase); CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, CDK?7 -
ciklin-zavisne kinaze 1,2, 4,61 7

cDNK (cDNA) - komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina

ChlIP - hromatinska imunoprecipitacija (engl. Chromatin Immunoprecipitation)

CKI - inhibitor ciklin-zavisnih kinaza (engl. Cyclin-dependent Kinase Inhibitor)

COSY - korelaciona NMR spektroskopija (engl. Correlation Spectroscopy)

COX-2 - ciklooksigenaza-2 (engl. Cyclooxygenase-2)

CTGF (CCNZ2) - faktor rasta vezivnog tkiva (engl. Connective Tissue Growth Factor)

DAD - detektor sa nizom dioda (engl. Diode Array Detector)

dATP - deoksiadenozin-trifosfat

DCF - 2',7'-dihlorofluorescein

DCFH-DA - 2',7'-dihlorodihidrofluorescein diacetat

ddCt - metoda uporednog delta-delta Ct za relativnu kvantifikaciju genske ekspresije

DED - efektorski domen smrti (engl. Death Effector Domain)

DEG - diferencijalno eksprimirani geni (engl. Differentially Expressed Genes)

DGE - analiza diferencijalne genske ekspresije (engl. Differential Gene Expression analysis)

DISC - signalni kompleks koji indukuje ¢elijsku smrt (engl. Death-Inducing Signaling Complex)

DMSO - dimetil-sulfoksid

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (stabilni radikal)

DR4, DR5 - receptori smrti 4 i1 5 (engl. Death Receptor 4/5)

E2F - familija transkripcionih faktora E2F (engl. E2F Transcription Factor)

EDTA - etilendiamintetrasiréetna kiselina (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid)

EE - etanolni ekstrakt srZi drvenastog dela ruja



EGCG - epigalokatehin-3-galat

ERKZ1/2 - ekstracelijskim signalom regulisane kinaze 1 i 2 (engl. Extracellular signal-Regulated Kinases
1/2)

FADD - adaptorski protein sa domenom smrti povezan sa Fas receptorom (engl. Fas-Associated protein
with Death Domain)

FAP - fibroblast-aktiviraju¢i protein a (engl. Fibroblast Activation Protein o)

Fas (CD95/APO-1) - receptor smrti iz superfamilije TNF receptora

FBS - fetalni govedi serum (engl. Fetal Bovine Serum)

FCS - fetalni teleci serum (engl. Fetal Calf Serum)

FDA - Americka agencija za hranu i lekove (engl. U.S. Food and Drug Administration)

FDR - stopa laznih otkri¢a (engl. False Discovery Rate)

FITC - fluorescein-izotiocijanat (engl. Fluorescein Isothiocyanate)

FL1, FL2 - fluorescentni kanali proto¢nog citometra (FL2-A - povrS$ina signala; FL2-W - §irina signala)

FLIP (c-FLIP) - ¢elijski inhibitorni protein FLICE (engl. cellular FLICE-Inhibitory Protein)

FRAP - esej redukcije jona gvozda, mera antioksidativne mo¢i (engl. Ferric Reducing Antioxidant
Power)

FSC - prednje rasejanje svetlosti u protocnoj citometriji (engl. Forward Scatter)

FTL - laki lanac feritina (engl. Ferritin Light Chain)

GAE - ekvivalenti galne kiseline (engl. Gallic Acid Equivalents)

GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (engl. Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase)

GCLC - kataliticka podjedinica glutamat-cistein ligaze (engl. Glutamate-Cysteine Ligase Catalytic
subunit)

GCLM - modifikatorska podjedinica glutamat-cistein ligaze (engl. Glutamate-Cysteine Ligase Modifier
subunit)

GLI - transkripcioni faktori GLI1/GLI2/GLI3 (engl. Glioma-associated oncogene homolog)

GPCR - receptori spregnuti sa G-proteinima (engl. G Protein-Coupled Receptors)

GPx - glutation peroksidaza (engl. Glutathione Peroxidase)

GSEA - analiza obogacenja genskih skupova (engl. Gene Set Enrichment Analysis)

HEPES - 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina (pufer)

HMBC - NMR tehnika heteronuklearne korelacije preko vise veza (engl. Heteronuclear Multiple Bond
Correlation)

HPLC - te¢na hromatografija visokih performansi (engl. High Performance Liquid Chromatography)



HPLC-DAD - te¢na hromatografija visokih performansi sa detektorom sa nizom dioda (engl. High
Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detection)

HPV - humani papiloma virus (engl. Human Papillomavirus)

HRK - proapoptotski ,,BH3-only* protein Bcl-2 familije (engl. Harakiri)

HSQC - NMR tehnika heteronuklearne korelacije preko jedne veze (engl. Heteronuclear Single Quantum
Coherence)

hTERT - humana telomerazna reverzna transkriptaza (engl. human Telomerase Reverse Transcriptase)

IAP - proteini inhibitori apoptoze (engl. Inhibitor of Apoptosis Proteins)

IBD - inflamatorna bolest creva (engl. Inflammatory Bowel Disease)

ICso - koncentracija koja inhibira 50% celijskog rasta/vijabilnosti (engl. half-maximal Inhibitory
Concentration)

ICI - inhibitori kontrolnih ta¢aka imuniteta (engl. Immune Checkpoint Inhibitors)

INN - internacionalni nezasti¢eni naziv leka (engl. International Nonproprietary Name)

IRE1la - senzor stresa endoplazmati¢nog retikuluma u UPR odgovoru (engl. Inositol-Requiring Enzyme
la)

iIRNK - informaciona ribonukleinska kiselina (engl. messenger RNA, mMRNA)

IRNK-seq (MRNA-seq) - sekvenciranje informacione RNK

JAK1 - Janus kinaza 1 (engl. Janus Kinase 1)

JNK - ¢c-Jun N-terminalna kinaza (engl. c-Jun N-terminal Kinase)

kalcein-AM - kalcein-acetoksimetil estar, fluorescentna boja za procenu vijabilnosti éelija

KEAPL - protein senzor za slobodne radikale i elektrofile, negativni regulator NRF2 (engl. Kelch-like
ECH-Associated Protein 1)

KEGG - baza podataka gena i genoma (engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

KS - koeficijent selektivnosti

LMPA - agaroza sa niskom tackom topljenja (engl. Low Melting Point Agarose)

logFC - logaritam koli¢nika promene ekspresije (engl. Log Fold Change)

LRRC4B - protein koji sadrzi leucinom bogate ponavljaju¢e motive 4B (engl. Leucine Rich Repeat
Containing 4B)

MAPK - mitogen-aktivirane protein kinaze (engl. Mitogen-Activated Protein Kinases)

MAT1 - podjedinica CAK kompleksa (engl. Ménage a trois 1; gen MNAT1)

MCL1 - antiapoptotski protein Bcl-2 familije (engl. Myeloid Cell Leukemia sequence 1)



MCM - helikaze kompleksa odrzavanja minihromozoma, MCM2-7 (engl. Mini-Chromosome
Maintenance)

MDM2 - negativni regulator proteina p53 (engl. Murine Double Minute 2)

MeCN - acetonitril

MeOH - metanol

MME - dihlormetanski (1:1) ekstrakt srzi drvenastog dela ruja

MMP2, MMP9 - matriksne metaloproteinaze 2 i 9 (engl. Matrix Metalloproteinases 2/9)

MPF - faktor sazrevanja (engl. Maturation-Promoting Factor)

MTOR - kinaza, centralni regulator celijskog rasta i metabolizma (engl. mechanistic Target Of
Rapamycin)

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid (kolorimetrijski esej vijabilnosti ¢elija)

NAD(P)H - nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat), redukovani oblik

NES - normalizovani skor obogacenja (engl. Normalized Enrichment Score)

NFE2L2 - v. NRF2

NF-kB - nuklearni faktor kapa B (engl. Nuclear Factor kappa B)

NGF - nervni faktor rasta (engl. Nerve Growth Factor)

NMR - nuklearna magnetna rezonanca (engl. Nuclear Magnetic Resonance)

NO - azot-monoksid (engl. Nitric Oxide)

NOESY - NMR spektroskopija nuklearnog Overhauzerovog efekta (engl. Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy)

NQOL1 - NAD(P)H:hinon dehidrogenaza 1 (engl. NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1)

NRF2 (NFE2L2) - transkripcioni faktor antioksidativnog odgovora (engl. Nuclear factor erythroid 2-
Related Factor 2)

NTRK1 (TRKA) - neurotrofni receptor tirozin-kinaza 1 (engl. Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase
1)

OSGINL1 - inhibitor rasta inducibilan oksidativnim stresom 1 (engl. Oxidative Stress Induced Growth
Inhibitor 1)

OXPHOS - oksidativna fosforilacija (engl. Oxidative Phosphorylation)

PARP - poli(ADP-riboza) polimeraza (engl. Poly(ADP-Ribose) Polymerase)

P-ADJUST - prilagodena p-vrednost (engl. adjusted p-value)

PBS - fosfatni puferisani fizioloSki rastvor (engl. Phosphate-Buffered Saline)

PCA - analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis)



PCR - lanc¢ana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction)

PE150 - sekvenciranje uparenih krajeva sa duzinom ocitavanja od 150 baznih parova (engl. Paired-End
150)

Pl - propidijum-jodid (engl. Propidium lodide)

PI3K - fosfatidilinozitol-3-kinaza (engl. Phosphoinositide 3-Kinase)

PKB (AKT) - protein kinaza B (engl. Protein Kinase B)

PKLR - piruvat-kinaza L/R (engl. Pyruvate Kinase L/R)

PMAIP1 (NOXA) - proapoptotski ,,BH3-only* protein Bcl-2 familije (engl. Phorbol-12-Myristate-13-
Acetate-Induced Protein 1)

pRB (RB1) - retinoblastoma protein (engl. Retinoblastoma protein)

PVCA - analiza glavnih komponenti varijanse (engl. Principal Variance Component Analysis)

Rt - retencioni faktor u tankoslojnoj hromatografiji (engl. Retention factor)

RNK - ribonukleinska kiselina

RNS - reaktivne azotne vrste (engl. Reactive Nitrogen Species)

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. Reactive Oxygen Species)

RPMI 1640 - hranljivi medijum za gajenje ¢elija (engl. Roswell Park Memorial Institute 1640)

RQ - relativna kvantifikacija genske ekspresije (engl. Relative Quantification)

RT-gPCR - kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu uz reverznu transkripciju (engl.
Reverse Transcription quantitative PCR)

SCso - koncentracija koja neutraliSe 50% slobodnih radikala (engl. 50% Scavenging Concentration)

SCLC - sitnocelijski karcinom pluc¢a (engl. Small Cell Lung Cancer)

SDS - natrijum-dodecil-sulfat (engl. Sodium Dodecyl Sulfate)
SLCO2B1 (OATP2B1) - organski anjonski transporter, ¢lan 2B1 familije nosaca rastvorenih supstanci
(engl. Solute Carrier Organic anion transporter family member 2B1)
SMAC/DIABLO - sekundarni mitohondrijski aktivator kaspaza (engl. Second Mitochondria-derived
Activator of Caspases / Direct IAP-Binding protein with Low pl)

SOD - superoksid dismutaza (engl. Superoxide Dismutase)

SPTAL - alfa-spektrin, eritrocitni 1 (engl. Spectrin Alpha, Erythrocytic 1)

SREBP (SREBF) - protein koji vezuje sterol-regulatorne elemente (engl. Sterol Regulatory Element-
Binding Protein)

SSC - bocno rasejanje svetlosti u proto¢noj citometriji (engl. Side Scatter)



STAT3 - prenosilac signala i aktivator transkripcije 3 (engl. Signal Transducer and Activator of
Transcription 3)

subGl1 - frakcija ¢elija sa sadrzajem DNK manjim od G1 faze (fragmentisana DNK; pokazatelj apoptoze)

TBARS - supstance reaktivne sa tiobarbiturnom kiselinom (engl. Thiobarbituric Acid Reactive
Substances)

TCA - ciklus trikarboksilnih kiselina, Krebsov ciklus (engl. Tricarboxylic Acid cycle)

TE - Tris-EDTA pufer

TLC - tankoslojna hromatografija (engl. Thin-Layer Chromatography)

TNF - faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor)

TNFR1 - receptor 1 za faktor nekroze tumora (engl. TNF Receptor 1)

TP53 - gen koji kodira tumor-supresorski protein p53 (engl. Tumor Protein p53)

TPA - 12-O-tetradekanoilforbol-13-acetat

TRAIL - ligand srodan TNF-u koji indukuje apoptozu (engl. TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand)

t-SNE - metoda nelinearne redukcije dimenzionalnosti (engl. t-distributed Stochastic Neighbor
Embedding)

UAE - ultrazvuéna ekstrakcija (engl. Ultrasound-Assisted Extraction)

UPR - odgovor na nepravilno savijene proteine (engl. Unfolded Protein Response)

UV - ultraljubicasto zrac¢enje (engl. Ultraviolet)

VE - vodeni ekstrakt srzi drvenastog dela ruja

VEGFA - vaskularni endotelni faktor rasta A (engl. Vascular Endothelial Growth Factor A)

VGF - VGF faktor rasta inducibilan nervnim faktorom rasta (engl. VGF Nerve Growth Factor Inducible)

WEET1 - kinaza kontrolne tatke G2 (engl. WEE1 G2 Checkpoint Kinase)

XBP1 - protein koji vezuje X-box element 1 (engl. X-Box Binding Protein 1)

Z-DEVD-FMK - specifi¢ni inhibitor kaspaze-3

Z-IETD-FMK - specifi¢ni inhibitor kaspaze-8

Z-LEHD-FMK - specifi¢ni inhibitor kaspaze-9

Oznake koriS¢enih ¢elijskih linija

A375 - ¢elijska linija humanog malignog melanoma
DU 145 - ¢elijska linija humanog karcinoma prostate
HaCaT - besmrtna Celijska linija humanih keratinocita (neizmenjena ¢elijska linija)

HCT116 - ¢elijska linija humanog karcinoma debelog creva



Hela - ¢elijska linija humanog adenokarcinoma grli¢a materice

HepG2 - ¢elijska linija humanog hepatocelularnog karcinoma

HL-60 - ¢elijska linija humane akutne promijelocitne leukemije

K562 - ¢elijska linija humane hroni¢ne mijeloidne leukemije

MCEF-7 - ¢elijska linija humanog adenokarcinoma dojke

MDA-MB-231 - ¢elijska linija humanog trostruko negativnog adenokarcinoma dojke
MRC-5 - ¢elijska linija neizmenjenih humanih fibroblasta plu¢a (netumorska ¢elijska linija)
PC-3 - ¢elijska linija humanog adenokarcinoma prostate

SiHa - ¢elijska linija humanog skvamoznog karcinoma grli¢a materice

V79-4 - ¢elijska linija fibroblasta pluc¢a kineskog hrcka
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1 Uvod

1.1 Familija Anacardiaceae

Familija Anacardiaceae, kojoj pripada Cotinus coggygria (rujevina, ruj), dobila je latinski naziv
po grckoj reci koja znaci ,,oblika srca®, a odnosi se na uvecanu cvetnu drsku u plodu tipa pseudokarpa
kod indijskog oraha (Anacardium occidentale) (Simpson, 2010; Yi et al., 2008). Vrste iz ove familije su
drvece, zbunovi, odrvenele lijane, retko zeljaste trajnice, uglavnom sa naizmeni¢nim, opadaju¢im ili
veénozelenim listovima i plodom najcesce tipa kostunice (Mala flora Hrvatske, n.d.; Simpson, 2010; Yi
et al., 2008). Listovi su bez zalistaka (Mala flora Hrvatske, n.d.; Simpson, 2010; Yi et al., 2008), dok su
cvetovi sa braktejama, na cvetnim drSkama, dvopolni 1 muski, dvopolni 1 zenski (na istoj biljci) ili svi
dvopolni (Mala flora Hrvatske, n.d.; Simpson, 2010; Yi et al., 2008). Cvet je sa 3 do 7 ¢asi¢nih i kruni¢nih
listi¢a, osim kada je tipa perigona, pa ima samo jedan od dva pomenuta elementa (Mala flora Hrvatske,
n.d.; Simpson, 2010; Yi et al., 2008). Prasnika je koliko i kruni¢nih listi¢a ili duplo, slobodni su, plodnica
je sinkarpna i nadcvetna. Seme je bez ili sa malom koli¢inom endosperma (Mala flora Hrvatske, n.d.;
Simpson, 2010; Yi et al., 2008). Familija Anacardiaceae obuhvata priblizno 60 do 74 roda, sa oko 400
do 600 vrsta (Simpson, 2019). Ova familija pokazuje veoma veliki diverzitet vrsta, uklju¢ujuci zbunaste
biljke, drvenaste forme, lozice, a povremeno i viSegodi$nje biljke (Simpson, 2019). Ovu familiju
karakteri$e i prisustvo smolastog ili mle¢nog soka, koji nekada moze biti otrovan kao kod vrste Metopium
brownei, ¢iji sok sadrzi urusiol (opisan kao uljana ili smolasta meSavina organskih humanih iritanata) sa
pentadecilkateholima kao senzibiliSu¢im 1 iritirajué¢im jedinjenjima, kada dodu u kontakt sa ljudskom
kozom ili sluzokozom (Rivero-Cruz et al., 1997). Urusiol se moze naci i kod drugih vrsta (na primer u
okviru roda Toxicodendron), posebno u nezrelom plodu poput manga ili pistaca (Rivero-Cruz et al.,
1997). Iako je otrovan i iritantan, urusiol je samo jedna od grupa organskih jedinjenja u okviru familije
Anacardiaceae sa bogatim spektrom bioloskih aktivnosti (Kim et al., 2013b; Wang et al., 2025).
Pokazuje antimikrobno dejstvo, u vidu antimikrobnih omotaca, kao i citostaticno 1 proapoptotsko
delovanje (Kim et al., 2013b; Wang et al., 2025).

1.2 Rod Cotinus Mill.

Rod Cotinus Mill. pripada familiji Anacardiaceae (kojoj pripadaju i mango, indijski orah i biljke
iz roda Rhus) (UA Campus Arboretum, n.d.). C. coggygria Scop. jedna je od vrsta koje pripadaju rodu
Cotinus, familija Anacardiaceae (Simpson, 2019). Line je u rodu Rhus opisao oko 17 vrsta, medutim,
ova vrsta pripada rodu Cotinus, u okviru kojeg se, prema APG5 (APG5, 2020/2021), najnovijoj
konsenzusnoj klasifikaciji cvetnica (Angiospermae), prepoznaje do 7 vrsta (C. carranzae Rzed. &
Calderdn, Cotinus chiangii (D.A.Young) Rzed. & Calderén, C. coggygria Scop., Cotinus kanaka
(R.N.De) D.Chandra, Cotinus nanus W.W.Sm., Cotinus obovatus Raf., Cotinus szechuanensis Pénzes).

C. coggygria je vrsta prirodno rasprostranjena u juznoj i srednjoj Evropi, severnoj Africi i
delovima Azije, od Kavkaza i zapadne Azije do Himalaja i Kine (Antal et al., 2021; Ferrer-Gallego,
2016). Sinonim i raniji Lineov naziv za vrstu je Rhus cotinus L. Zvani¢ni naziv biljke, koji se danas ¢esce
koristi, dao je prirodnjak Povani Antonio Skopoli 1772. godine u publikaciji Flora carniolica (drugo
izdanje) (Scopoli, 1772).



1.3 Botanic¢ke i morfoloske karakteristike i rasprostranjenost vrste C. coggygria

Ruj ili rujevina poznat je i kao ,,dimno drvo*ili ,,evropsko dimno drvo* (Antal et al., 2021; Ferrer-
Gallego, 2016). Ruj je listopadni zbun koji raste od pet do sedam metara, vrlo retko formirajuci pravi
drvenasti habitus. C. coggygria Scop. pripada kserotermnoj flori i u Republici Srbiji je rasprostranjena
pretezno na suvim, toplim i suncanim terenima, posebno na kre¢njackim staniStima. Ova vrsta najcesce
se srece u Sibljacima, na kamenjarima, liticama i u svetlim termofilnim Sumskim zajednicama, gde ima
znacajnu ekolosku ulogu u sastavu vegetacije toplijih podrucja (Plants of the World Online, n.d.).

Ruj karakteriSu krupne metliCaste cvasti sa pentamernim, bledozutim ili zelenkastim,
hermafroditnim ili abortivnim cvetovima (koji daju karakteristi¢ni perasti izgled purpurnom cvecu), sa
prostim ovalnim ili obrnuto jajolikim golim i glatkim listovima (dugim 3-8 cm) naizmeni¢nog rasporeda
(Fitter, 1977; Mala flora Hrvatske, n.d.). Abortirani cvetovi okruzuju maleni ko$tunic¢av plod (2-3 mm)
koji se razvija iz fertilnih cvetova (Fitter, 1977; Mala flora Hrvatske, n.d.). Ruj se koristio kao deo
dekorativne dendroflore evropskih vrtova po zapisima iz XVI veka, a u Ameriku je donesen u periodu
izmedu XVII i XIX veka, iz Kine (Mehdiyeva et al., 2024). Ruj je dobio ime zbog neobi¢nog cveéa, koje
podseca na perje, a iz daljine na dimnu izmaglicu, a ima i raznobojno lis¢e, posebno dekorativno u jesen,
crvene, narandzaste, roze i zute boje, a kod nekih kultivisanih varijeteta upadljive tamnobordo do
ljubicaste boje (UA Campus Arboretum, n.d.).

1.4 Hemijski sastav

Familiju Anacardiaceae karakteriSu brojni i hemijski raznovrsni sekundarni metaboliti (Cunha &
David, 2024; Guerra et al., 2025). Tako je na primer ¢esta anakardi¢na kiselina, a porodicu karakterisSe i
veliki diverzitet flavonoida i terpenoida (Cunha & David, 2024; Guerra et al., 2025). Osim pomenutih
jedinjenja, javljaju se 1 B-D-glukopiranozidi, Sikiminska kiselina, oleanolni aldehid 1 sitosteroli za koje
se pretpostavlja da su, bar delimi¢no, odgovorni za antimikoticno dejstvo biljaka iz porodice na neke
vrste iz roda Candida (Cunha & David, 2024; Guerra et al., 2025). Oko ¢etvrtina svih poznatih rodova
sadrzi toksi¢ne fenole (Cunha & David, 2024; Guerra et al., 2025). Familiju Anacardiaceae povezuju
specifi¢ne klase sekundarnih metabolita, prvenstveno fenolni lipidi poput anakardi¢ne kiseline, urusSiola,
kardanola i nekih flavonoida, terpena i tanina, ali sa ve¢om raznovrsno$¢u medu rodovima (Cunha &
David, 2024). Hemotaksonomski fenolni lipidi se mogu smatrati markerom ove porodice; oni doprinose
antioksidativnom i antimikrobnom potencijalu, kao i potencijalu za izazivanje iritacije (Cunha & David,
2024).

Hemotaksonomska raznovrsnost medu rodovima i/ili vrstama nije zavisna samo od genotipa ve¢
i od dela biljke ili uslova zivotne sredine, npr. edafoklimatskih faktora (Cunha & David, 2024). Efekti
klimatskih promena nisu zanemarljivi u pogledu biohemijske adaptacije lekovitih biljaka (Jangpangi et
al., 2025). Osim S$to utiCu na areal rasprostranjenosti, klimatske promene moduliu nivoe i stopu
biosinteze bioloski aktivnih materija (Jangpangi et al., 2025). Tako etarsko ulje kod rodova
Pistacia/Schinus sadrzi visoke koncentracije monoterpena (a-pinen, limonen), rod Mangifera je
specifi¢an po mangiferinu, dok rod Semecarpus odlikuju specifi¢ni biflavonoidi. Jestive vrste su bogatije
fenolnim komponentama, dok se kod manje jestivih ili otrovnih vrsta sintetiSu toksi¢ni kateholi (organska
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jedinjenja sa benzenovim prstenom koji imaju snaznu redukujucu i heliraju¢u aktivnost) (Cunha &
David, 2024).

Kao rod, Rhus nije dovoljno fitohemijski izu¢en da bi se moglo sa sigurno$c¢u ista¢i da postoje
metaboliti specificni za vrstu, ali postoje sekundarni metaboliti koji su ucestali kod raznih vrsta,
prvenstveno derivati galne Kiseline i hidrolizibilni tanini, derivati kvercetina, miricetina i biflavonoidi
(flavonoidna grupa jedinjenja) i terpenoidi i urusioli (Opiyo et al., 2021; Sanchez-Viesca & Gomez,
2021). Ovakav spektar sekundarnih metabolita je i ofekivan za pripadnike familije Anacardiaceae
(Opiyo et al., 2021). Interspecijske razlike su ve¢inom u pogledu koncentracije odredenih klasa
jedinjenja, ili derivata nekog jedinjenja, pa je tako npr. Rhus coriaria jedna od vrsta u rodu sa najviSom
koncentracijom hidrolizibilnih tanina i etarskih ulja (sa B-kariofilenom, a-pinenom, cembrenom)
(Zannou et al., 2025), dok Rhus typhina sadrzi visoke koncentracije proantocijanidina i antocijanina koji
doprinose specifi¢noj crvenoj pigmentaciji vrste (Zannou et al., 2025). Toksi¢nim/iritiraju¢im
jedinjenjima i urusiolom, alkenil i alkil fenolima obiluju vrste iz R. verniciflua, R. toxicodendron grupe,
a specifiénom obradom ove komponente mogu se ukloniti ili transformisati (Lee et al., 2018). Dok je
vecina delova biljke C. coggygria Scop. bezbedna za rukovanje, biljni sok iz drveta sadrzi manju koli¢inu
urusiola.

Ruj sadrzi niz bioloski aktivnih jedinjenja, poput miricetina, galne kiseline i
sulfuretina/disulfuretina, inace karakteristicnih za porodicu kojoj pripada (Mati¢ et al., 2013b). Sadrzi i
flavonoide fustin i fisetin, jedne od dominantnih komponenti tzv. mladog fustika, koji se dobija iz
drveta/srzi biljke 1 koji se koristio od drevnih vremena kao pigment za tkaninu iz Zutog spektra boja
(Valianou et al., 2009).

Etarsko ulje, koje se tipicno dobija frakcionom destilacijom mladih grancica i listova, bogato je
limonenom 1 P-cimenom, ali i a-pinenom, karakteristicnim jedinjenjima ocekivanim u okviru
Anacardiaceae rodova i vrsta (Demirci et al., 2003; Fraternale & Ricci, 2014). Etarska ulja su
raznovrsnog hemijskog sastava, ali ¢esto dominiraju mircen, limonen i B-pinen (Cunha & David, 2024;
Guerra et al., 2025).

1.5 Primena ruja u tradicionalnoj medicini

Samo drvo (srz) vrste je nekada bilo izvor Zu¢kastog flavonoidnog pigmenta (fisetina), dok su se
listovi koristili za dobijanje tamnog pigmenta poreklom od antocijanina (ljubicaste do crne boje, posebno
kod kultivara 'Royal Purple'), ¢iji se prinos moze povecati dejstvom UV zracenja (Oren-Shamir & Levi-
Nissim, 1997; Valianou et al., 2009). Danas je takva praksa dobijanja pigmenata iz ove biljke ve¢inom
napustena u korist sintetickih boja (Oren-Shamir & Levi-Nissim, 1997; Valianou et al., 2009).

Listovi ruja koriste se u turskoj narodnoj medicini u vidu infuzija zbog svog poznatog
antiinflamatornog, citotoksi¢nog, antioksidativnog, hepatoprotektivnog, antisepti¢nog,
antihemoragi¢nog, antivirusnog i antimikrobnog dejstva potvrdenog i in vitro i in vivo (Mati¢ et al.,
2016). Pored toga, pokazali su znacajnu efikasnost u zarastanju rana i ubrzanom oporavku tkiva (Rahman
et al., 2022). C. coggygria predstavlja jednu od lekovitih biljaka priznatih u bugarskoj fitoterapiji,
naroCito kao antidiuretik (lvanova et al., 2005). Takode, listovi se koriste u leCenju gastricnih i
duodenalnih ulkusa (Ivanova et al., 2005). Tradicionalna kineska medicina navodi da su ekstrakti listova
C. coggygria, samostalno ili u kombinaciji sa drugim ekstraktima i jedinjenjima, veoma efikasni u
prevenciji i ublazavanju simptoma hemoroida (Seiberg et al., 2010). Sirup od ruja §titi jetru od hemijskih

3



oStecenja, povecava protok zuéi i stimulise imunski odgovor (Shen et al., 1991). Mati¢ i saradnici (Mati¢
et al., 2016) su potvrdili da ekstrakti lista ruja mogu efikasno da podstaknu rast kose kada se primenjuju
lokalno ili in vivo. U lokalnoj narodnoj medicini jugozapadne Rumunije koriste se razli¢iti delovi dimnog
drveta: mladi izdanci i listovi kuvani u vodi predstavljaju lek protiv upale grla, stomatitisa, gingivitisa i
gastritisa. Posebno se pominju plo€ice drveta ekstrahovane u jazavi¢joj masti (Meles), koje su kori$¢ene
kao sastojci masti namenjenih leCenju sporo zarastaju¢ih rana (Antal et al., 2021). Enciklopedija
rumunske etnobotanike ukazuje na upotrebu biljke i kao boje i kao leka, prvenstveno za leCenje rana i
faringitisa (Enciclopedie de etnobotanicd romaneasca, n.d.). Ostale primene ukljuuju snizavanje
temperature (Huang, 1998; Redzi¢, 2007), leCenje sr¢anih bolesti, hipertenzije, bolesti urinarnog sistema,
kaslja, astme, hemoroida, dijabetesa, utrnutosti ruke (Kultiir, 2007) i bolesti jetre (Shen et al., 1991).
Pored toga, preparati na bazi ruja koriste se u tretmanu koznih oboljenja (Thapa et al., 2020). U narodnoj
medicini koristi se i za zarastanje rana, probleme sa potpornim tkivima zuba, o¢ne bolesti, urinarne
infekcije, jacanje imuniteta i kao lokalni antipiretik (Mati¢ et al., 2016). Opsezna istrazivanja vrSena su
na biljkama u cilju potvrdivanja tradicionalnih saznanja ili otkrivanja novih terapeutskih primena.
Ucinkovitost ruja i njegovih jedinjenja potvrduje i patent topikalnog sredstva za tretman hemoroida
podnet od strane firme Johnson & Johnson (Seiberg et al., 2007) kao i patent za oralno sredstvo za
poboljSanje elasticnosti 1 integriteta koze, mukoze urogenitalnog trakta, zida krvnih sudova i snizavanje
nivoa triglicerida i mokraéne kiseline (Seiberg et al., 2010).

1.6 Bioloska aktivnost ekstrakata biljne vrste C. coggygria Scop.

Najznacajnija bioloska i farmakoloSka svojstva ruja i njegovih etarskih ulja i ekstrakata ukljuc¢uju
antibakterijska, antifungalna, antivirusna, antitumorska, antigenotoksi¢na, hepatoprotektivna i
antiinflamatorna dejstva (Mati¢ et al., 2016). Glavne grupe bioloski aktivnih jedinjenja u etil-acetatnim
1 metanolnim ekstraktima razli¢itih delova biljke jesu polifenoli, flavonoidi 1 tanini, koji su u prethodnim
studijama pokazali citotoksi¢ne efekte (Mati¢ et al., 2016). Dejstvo ekstrakta ruja, u dietil-etru, na
inhibitorni efekat rasta malignih ¢elija je moguce povecati u kompleksu sa ciklodekstrinom, koji, kako
pokazuje studija iz 2016. godine, povecava biodostupnost, a time i efekat buteina 1 sulfuretina na humani
karcinom grli¢a materice HeLLa, humani epitelni karcinom jajnika A2780, humani adenokarcinom dojke
(estrogen-receptor pozitivan) MCF-7 i humani adenokarcinom dojke (trostruko negativan tip) MDA-
MB-231 ¢elijske linije (Antal et al., 2016). Dietil-etarska frakcija metanolnog ekstrakta je kompleksirana
metodom mesenja (engl. kneading) sa dve vrste ciklodekstrina u odnosu 1:2 (Antal et al., 2016).
Termalna analiza i infracrvena spektroskopija pokazale su da je inkapsulacija ovakvog ekstrakta ruja u
dve forme ciklodekstrina (ekstrakt je bio ,,zarobljen* u Supljini opne ciklodekstrina) bila uspesna, te da
su dobijene Cestice bile adekvatno male (Antal et al., 2016). Istrazivanje je pokazalo da ovakva
formulacija povecava rastvorljivost i biodostupnost jedinjenja u ekstraktu i da je inhibitorno dejstvo na
rast izmenjenih ¢elija specifi¢no, prvenstveno na ¢elije raka grlica materice i jajnika (Antal et al., 2016).
Uzimajuci to u obzir, autori predlazu dalje in vivo studije (Antal et al., 2016).

Citotoksi¢no dejstvo na maligno transformisane Celije grlica materice HeLa pokazao je ekstrakt
mladih grana 1 listova u mesavini hloroforma, etil-acetata i vode, kako su opisali Marceti¢ 1 saradnici
(Marceti¢ et al., 2013). Citostaticno i proapoptotsko dejstvo vodenih i metanolnih rastvora (metanolni sa
naglasenijim dejstvom) na pet vrsta izmenjenih ¢elija poreklom iz gastrointestinalnog trakta opisali su
Stojkovi¢ i saradnici (Stojkovi¢ et al., 2025). Citotoksicne koncentracije kretale su se u rasponu od 3,125
do 400 pg/ml (Stojkovi¢ et al., 2025). Citotoksi¢na aktivnost etanolnog (70%) ekstrakta ove biljke
opisana je i na linijama humanog glioblastoma i izmenjenim HepG2, MCF-7, A549, HCT116 linijama,
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pri Cemu je najveca citotoksi¢nost postignuta ako je ekstrakt zagrevan na 60 °C u trajanju od 60 minuta
(1:5 wiv herba:etanol) (Sukhikh et al., 2021).

Tradicionalnu upotrebu preparata od ruja u etnofarmaciji (Demirci et al., 2003; Redzi¢, 2007,
Tzakou et al., 2005) opravdavaju istrazivanja koja pokazuju da ekstrakti ruja poseduju citotoksi¢no i
proapoptotsko dejstvo (Marceti¢ et al., 2013; Stojkovi¢ et al., 2025). U istrazivanju Gospodinove i
saradnika, antiproliferativni efekat vodeno-etanolnog ekstrakta listova C. coggygria ispitivan je na Cetiri
humane ginekoloSke maligne celijske linije: adenokarcinom dojke - MCF-7, adenokarcinom dojke -
T47D, adenokarcinom grli¢a materice HelLa i epitelni karcinom jajnika A2780 (Gospodinova et al.,
2017). Dobijeni rezultati su pokazali da je ekstrakt biljke inhibirao rast svih testiranih malignih ¢elijskih
linija, pri ¢emu je najizrazeniji citostaticni efekat primeéen na A2780 ¢elijama, sa ICso (koncentracija
koja inhibira 50% Ccelijskog rasta, engl. half-maximal Inhibitory Concentration) od 30,8 pg/ml
(Gospodinova et al., 2021). Pored toga, ekstrakt je izazvao znacajno slabije smanjenje proliferacije
neizmenjene epitelne Celijske linije dojke MCF10A u poredenju sa testiranim malignim celijama, $to
ukazuje na antiproliferativnu selektivnost ekstrakta (Gospodinova et al., 2021).

U brojnim istrazivanjima je pokazano antioksidativno dejstvo ekstrakata ruja. Antioksidativno
dejstvo podrazumeva sposobnost molekula, enzima ili kompleksnih bioloskih sistema da sprece, smanje
ili neutraliSu oksidativna osStecenja izazvana reaktivnim kiseoni¢nim i azotnim vrstama (ROS i RNS).
Antioksidativno dejstvo u malignim ¢elijama ima dvozna¢nu i kontekstualno zavisnu ulogu (Chen et al.,
2021). Sa druge strane, u odredenim uslovima, modulacija redoks ravnoteze moze poremetiti signalne
puteve neophodne za opstanak malignih ¢elija, dovodeéi do inhibicije proliferacije, zastoja ¢elijskog
ciklusa ili indukcije apoptoze (Chen et al., 2021). Neki primeri su prikazani u Tabeli 1. Antimikrobno
dejstvo ekstrakata ruja je dokumentovano u vise studija. Metanolno-vodeni ekstrakt listova C. coggygria
pokazao je znaCajnu aktivnost protiv bakterije Vibrio anguillarum u in vivo modelu kod riba (Bilen et
al., 2013). Pored toga, ekstrakt u smesi dimetil-sulfoksida (DMSO) i vode (do 5% DMSO), dobijen iz
listova ruja nakon maceracije i vakuumskog uparavanja ekstrakta u 95% etanolu, ispoljio je antivirusno
i virustaticko dejstvo protiv mozai¢nog virusa duvana (engl. Tobacco mosaic virus) (Jing et al., 2012).
Ekstrakti i drveta i listova ruja su pokazali dejstvo na smanjenje ukupnih triglicerida i drugih lipidnih
frakcija (Ivanova et al., 2005; Rahman et al., 2022), §to upucuje na modulaciju metabolizma, koju
dodatno potkrepljuje Cinjenica da su neki ekstrakti ruja pokazali i antihiperglikemijsko dejstvo (Rahman
et al., 2022) i inhibitorno dejstvo na a-amilazu (u etil-acetatom i n-heksanom ekstrahovanim uzorcima),
posebno ako je biljni materijal (lis¢e) prethodno bio podvrgnut fermentaciji (Stojiljkovic et al., 2025).
Mati¢ 1 saradnici su opisali da je metanolni ekstrakt izdanka ruja pokazao hepatoprotektivno dejstvo kod
pacova, pri tretmanu jetre pirogalolom, koji se smatra mutagenom, snizavajuci hepati¢ne transaminaze i
ukupni bilirubin i smanjuju¢i ucestalost ostecenja DNK u hepatocitima detektovanih komet esejom,
pokazujuci time antigenotoksi¢no delovanje (Matic et al., 2013b). Ovi protektivni i antioksidativni efekti
su bili najizraZeniji kada je 12 sati pre tretmana pirogalolom miSevima davan ispitivani ekstrakt ruja
(Mati¢ et al., 2013b). Takode, Antal i saradnici istiCu i antiacetilholinesteraznu aktivnost, testiranu in
vitro (Elmanova proba) i in vivo (merenjem koli¢ine acetilholinesteraze u mozgu pacova) (Antal et al.,
2010). Ekstrakti razli¢itih delova ove biljke pokazuju raznovrsne bioloSke aktivnosti, prvenstveno
antimikrobnu, ukljuuju¢i 1 antifungalnu, antigenotoksi¢nu, antitumorsku, protivupalnu i
hepatoprotektivnu (Mati¢ et al., 2013b). Razli¢iti rastvaraci uti¢u na to koje ¢e se klase sekundarnih
metabolita ekstrahovati 1 u kojoj meri, pa samim tim i1 na bioloSke aktivnosti ekstrakata koje ¢e biti
ispoljene (Lee etal., 2025). Polarni rastvaraci, kao $to su etanol, metanol i voda, dobro ekstrahuju polarna
jedinjenja, poput fenolnih jedinjenja, ukljuc¢ujuéi flavonoide, koji su specifi¢na podgrupa fenola, kao i
fenolne i flavonoidne glikozide, dok, na primer, nepolarni organski rastvaraci, poput heksana i drugih,
bolje ekstrahuju molekule masnih kiselina i steroidna jedinjenja (Abubakar & Haque, 2020; Dirar et al.,
2019; Lee et al.,, 2025). Metod ekstrakcije moze ukljucivati razliite pristupe poput ultrazvucne
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ekstrakcije, superkritine ekstrakcije, mikrotalasno-potpomognute ekstrakcije i slicnih metoda, koje
dodatno pomazu ekstrakciju ciljanih grupa jedinjenja, a mozda umanjuju prinos nekih drugih grupa
jedinjenja (Abubakar & Haque, 2020; Dirar et al., 2019). Tako su i istrazivanja bioloske aktivnosti ruja
radena na razli¢itim vrstama ekstrakata, kako po sastavu rastvaraca, tako i po nacinu ekstrakcije (Antal
etal., 2010).

Antitumorski mehanizmi dejstva ekstrakata ruja i njegovih pojedinac¢nih konstituenata nisu
dovoljno opisani u literaturi i postoji potreba za dodatnim istrazivanjima mehanizma njihovog
antitumorskog delovanja (Antal et al., 2021). Jedan aspekt antitumorskog dejstva ruja zasniva se i na
antiinflamatornom dejstvu, jer je poznato da dugotrajna sistemska inflamacija igra ulogu u svim
stadijumima neoplasticne transformacije, podsti¢u¢i formiranje inflamatorne tumorske mikrosredine
(Nishida & Andoh, 2025). Oko 15-20% vrsta malignih oboljenja su ona kojima prethodi pojava hroni¢ne
inflamacije indukovane autoimunskim stanjima ili infekcijom (Greten & Grivennikov, 2019). Primeri su
pojave izmenjenih Celija kod inflamatorne bolesti creva, gastritisa usled infekcije bakterijskom vrstom
Helicobacter pylori ili infekcije besike izazvane Sistozomom (Greten & Grivennikov, 2019). U takvim
okolnostima i samo ciljano antimikrobno dejstvo i protivupalno dejstvo ruja moze rezultirati prevencijom
pojave gastrointestinalnih karcinoma, kao $to su predlozili Stojkovi¢ i saradnici (Stojkovi¢ et al., 2025).
Oni su izneli hipotezu da bi citotoksi¢ni efekat ekstrakata ruja na odabrane linije maligno transformisanih
gastrointestinalnih celija mogao biti povezan sa inhibitornim efektom istth na oslobadanje
proinflamatornih citokina od strane CD4" T ¢elija (Stojkovi¢ et al., 2025).

Osim metoda i tehnologija ekstrakcije, koji uti¢u na kvalitativni 1 kvantitativni sastav jedinjenja
u ekstraktima ruja, i neki spoljasnji faktori ili predtretmani polaznog biljnog materijala mogu znacajno
uticati na hemijski sastav i intenzitet bioloske aktivnosti ekstrakata (Antal et al., 2021; Stojiljkovi¢ et al.,
2025; Stojkovi¢ et al., 2025). Prirodna fermentacija listova pod dejstvom bakterija iz roda Lactobacillus,
laktofermentacija, moze znacajno da poveca prinos terpenoida, ali i da smanji neka druga bioaktivna
jedinjenja, kao i da poveca antimikrobnu aktivnost uzoraka ekstrahovanih u heksanu i etil-acetatu
(Stojiljkovic et al., 2025). Znacajna interpopulaciona varijacija u akumulaciji elemenata (Ca, Fe, Co, Zn),
markerima oksidativnog stresa, morfometrijskim osobinama, kao i u kvalitativnom i kvantitativnom
sastavu etarskih ulja i fenolnih jedinjenja C. coggygria opisana je od strane Stojkovi¢ i saradnika
(Stojkovi¢ et al., 2025) i kao dominantan faktor varijabilnosti autori napominju edafske uslove, odnosno
tip zemljiSta. Analiza fenolnih jedinjenja ukazala je na razlike specifi¢ne za lokalitet ruja, pri ¢emu su
biljke sa termofilnih staniSta pokazale najvece koncentracije galne kiseline, katehina i rutina (Stojkovic¢
et al., 2025). Prinos i sastav etarskog ulja takode su varirali; listovi poreklom sa stani§ta zasi¢enog
metalima imali su najvec¢i sadrzaj monoterpenskih ugljovodonika, dok su uzorci kore sa termofilnih
stani$ta pokazali poviSen nivo seskviterpena (Stojkovi¢ et al., 2025). Prilikom dobijanja ekstrakata ruja
za istraZivaCke svrhe, korisno je voditi ratuna o optimalnim vidovima predtretmana, kao 1 o selekciji
populacija za uzorkovanje, a u cilju optimizacije ekstrakcije i1 visokog stepena ciljanih bioloskih
aktivnosti (Stojkovic et al., 2025).



Tabela 1 Primeri bioloskih aktivnosti ekstrakata dobijenih iz ruja

Rastvara¢/ma¢in Deo biljke Bioloska aktivnost Referenca
ekstrakcije

Metanolno- Listovi Antihiperglikemijsko dejstvo, (Rahman et
vodeni rastvor antihiperlipidemijsko, al., 2022)
(80%0), antioksidativno

maceracija

Metanol, Izdanak/grancice Antioksidativno-dejstvo, (Mati¢ et al.,
Sokslet antigenetoksicno, 2013)
ekstrakcija hepatoprotektivno

Etanolno- Drvo Hipolipidemijsko (snizeni (lvanova et
vodeni rastvor serumski trigliceridi) al., 2013)
(40%),

maceracija

Metanolno- Listovi Antibakterijsko (na Vibrio (Bilen et al.,
vodeni rastvor anguillarum) 2013)
(40%),

perkolacija

Hlorofomno- Mlade grane i Antimikrobno, (Marceti¢ et
etil-acetatno- listovi Antioksidantno, al., 2012)
vodeni rastvor, Antiinflamatorno/Protivupalno

maceracija i i citotoksi¢no (na HeLa Ccel.

vakum liniju)

uparavanje

DMSO*-vodeni  Listovi Antiviralno/virostati¢cno  (na (Jing et al.,
rastvor (do 5% Mozaiéni virus duvana) 2012)
DMSO), nakon

maceracije i

vakum

uparavanja u

95% etanolu

Heksan i Etarsko ulje, od Antioksidantno, (Thapa et al.,
anhidrindni herbe (hadzemni Antiefedantno, Heliraju¢e, 2020)
Na2SOa,* delovi) Protivupalno

Hidrodestilacija
po KlevendZeru

Voda, etanolno-
vodeni rastvor
(40%), NazSOs,
Hidrodestilacija
po KlevendzZeru,
I maceracija u
etanolnom
rastvoru

Etarsko ulje,
Herba - Grane i
nadzemni delovi
biljke,

Antioksidantno

(Shaboyan et
al., 2021)



Flavonoidi su biljni polifenoli sa osnovnim Cs-Cs-Cs skeletom koji se dele na vise podgrupa (npr.
flavoni, flavonoli, flavanoni, izoflavoni, flavanoli/katehini, halkoni i antocijanini) i vazni su kao pigmenti
i za$titni sekundarni metaboliti sa izraZzenim antioksidativnim i drugim bioloskim efektima (Chen et al.,
2023). Tanini su vec¢i polimerni polifenolni molekuli poznati po adstringenciji i sposobnosti vezivanja
proteina, najéeSée podeljeni na hidrolizibilne (galo- i elagitanine) i kondenzovane tanine
(proantocijanidine), dok su fenolne kiseline (fenolkarboksilne kiseline) uglavnom podeljene na
hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline 1 znacajne su zbog antioksidativnih/bioloskih aktivnosti
(Smeriglio et al., 2017).

Flavonoidni halkon butein jedno je od veoma vaznih bioaktivnih jedinjenja identifikovanih u
ekstraktima C. coggygria Scop. (Padmavathi et al., 2015, 2017). U nau¢nim istrazivanjima je pokazano
antioksidativno, protivupalno, antihipertenzivno i antitumorsko dejstvo buteina (Padmavathi et al., 2015,
2017). Butein ispoljava antitumorsko dejstvo posredstvom mnogobrojnih mehanizama, deluje na vise
ciljnih molekula i signalnih puteva koji su kandidati za antitumorske terapije poput ERK1/2, MMP-9,
NF-xB, JNK, STAT3, mTOR, COX-2 (uglavnom negativno reguliSué¢i njihovo eksprimiranje), p38 (tako
Sto aktivira) i mnogih drugih (Padmavathi et al., 2015, 2017). Pored toga, butein pove¢anom aktivnoscéu
apoptotskih proteina, kao Sto su kaspaza-3, kaspaza-8 i kaspaza-9, dovodi do povecanja nivoa ROS,
deregulacije PI3K/Akt/mTOR signalnog puta, smanjenja preZivljavanja Celija, zaustavljanja celijskog
ciklusa u G2/M fazi, inhibicije migracije i invazije ¢elija adenokarcinoma grli¢a materice HeLa, kao i
supresije rasta tumora kod miSeva sa HeLa ¢elijskim ksenografima (Bai et al., 2015; Ramanathan et al.,
1992). Na slic¢an nacin, pokazano je da butein indukuje zaustavljanje Celijskog ciklusa u G2/M fazi i
apoptozu kod HepG2 i Hep3B celija. Zaustavljanje Celijskog ciklusa u G2/M je bilo povezano sa
generisanjem ROS i aktivacijom JNK signalnog puta (Moon et al., 2009). Osim zaustavljanja ¢elijskog
ciklusa u G1 i G2/M fazi, kod karcinoma prostate DU 145 i PC-3 butein je takode uticao na nivoe ROS,
ali 1 izazivao apoptozu i nekrozu, ali u tom sluc¢aju akumulacijom ROS i izazivanjem mitohondrijske
nestabilnosti u maligno transformisanim ¢éelijama kod 2D kultura i 3D sferoida, $to su proucavali Lee i
saradnici (Lee et al., 2025). Lee i saradnici dodaju da ¢elijske linije adenokarcinoma prostate PC-3 i
karcinoma prostate DU 145 pokazuju razli€itu osetljivost na tretman buteinom. Dok su PC-3 ¢elije
agresivan i metastatski model uznapredovalog adenokarcinoma prostate, poznato je da DU 145 ¢elije
imaju nesto drugacije karakteristike rasta i odgovore u signalnim putevima. Butein takode smanjuje
ekspresiju c-Myc na transkripcionom nivou i negativno reguliSe aktivnost vezivanja za DNK, bez obzira
na tip celije, kod ¢elija leukemije. Aktivnosti vezivanja c-Myc za hTERT osnovni promotor bile su
smanjene u Celijama tretiranim buteinom, $to je potvrdeno analizom hromatinske imunoprecipitacije
(ChIP esej) (Moon et al., 2009). Suprimiranjem angiogeneze, preko inhibitornog i supresivnog dejstva
na NF-xB, pokazuje i protivupalni i antiinvazivni/antiproliferativni efekat (Jayasooriya et al., 2018).
Buteinom izazvana apoptoza posredovana je aktivacijom kaspaze-3, sto se dovodi u vezu sa izmenjenom
ekspresijom Bcl-2 i Bax proteina (Jayasooriya et al., 2018). Butein je istrazivan i kao sinergist
konvencionalne citotoksi¢ne terapije (Zhang et al., 2015). Tako je pokazano da butein moze uéiniti HeLa
na protein kinazu B (PKB/AKT) i ERK1/2/p38 i MAPK signalne puteve (Zhang et al., 2015). Butein je
sekundarni metabolit C. coggygria sa najjacim antitumorskim efektima, o ¢emu postoje brojni navodi u
literaturi za razliCite tipove malignih ¢elijskih linija, ukljucujuéi rak dojke, pluca, debelog creva, jetre,
pankreasa, grlica materice, jajnika, prostate, kao i melanom i leukemiju, kako je sveobuhvatno prikazano
u revijskom radu Padmavathi i saradnika (Padmavathi et al., 2015, 2017). Studija Lu i saradnika
istrazivala je mehanizam dejstva buteina i njegove potencijalne genske mete kod kolorektalnog
karcinoma primenom mreZzne farmakologije 1 podataka sekvenciranja RNK iz pojedina¢nih celija,
ukazujuci na potrebu za sveobuhvatnom evaluacijom njegovih molekularnih meta u razli¢itim tipovima



karcinoma koriste¢i omiks pristupe i1 bioinformati¢ke analize kako bi se u potpunosti procenio njegov
terapijski potencijal (Lu et al., 2024).

Sulfuretin je jedan od najznacajnijih sekundarnih metabolita biljne vrste C. coggygria Scop.,
auronski je flavonoid, koji poseduje znacajan antitumorski potencijal, sa delimi¢no proucenim
molekularnim mehanizmima dejstva (Pasic et al., 2025). U ekstraktima drveta (srzi) procenat sulfuretina
moze varirati (0,38-0,69% do 14,4%) (Antal et al., 2021; Pasi¢ et al., 2025). Jedan od predlozenih
mehanizama je i pozitivna regulacija eksprimiranja miRNA-30C (antionkogena mikroRNK) u humanim
¢elijama adenokarcinoma prostate PC-3 nakon tretmana sulfuretinom. Poveéana koncentracija ove
mikroRNK nadalje dovodi do selektivne direktne inhibicije ciklina D2 i indirektne inhibicije ciklina D1,
ali ne i D3, §to potom izaziva zastoj u ¢elijskom ciklusu i/ili apoptozu (Poudel et al., 2013). Sulfuretin
ima potencijal i u antitumorskoj aktivnosti i u kasnijim fazama maligne transformacije, u MCF-7 ¢elijama
i moze donekle uticati na regulaciju invazije ¢elija (Kim et al., 2013a). Tako Kim i saradnici opisuju u
svojoj studiji da sulfuretin moze inhibirati hiperekspresiju matriksne metaloproteinaze-9 (MMP9), preko
supresije NF-kB (Kim et al., 2013a). U ovom istrazivanju dejstvo sulfuretina je smanjilo invazivni
potencijal deluju¢i suprotno u odnosu na dejstvo 12-O-tetradekanoilforbol-13-acetata (TPA), koji
povecéava ekspresiju MMP9 preko NF-«B signalnog puta (Kim et al., 2013a). Flavonoid sulfuretin jedan
je od najzastupljenijih sastojaka identifikovanih u ispitivanom etanolnom ekstraktu C. coggygria
(Novakovi¢ et al., 2007). U literaturi su navedena brojna farmakoloSka dejstva sulfuretina: snazno
antitumorsko, antioksidativno, antiinflamatorno, hepatoprotektivno, neuroprotektivno, antidijabetsko i
antimikrobno (Shen et al., 1991). Da bi se u potpunosti procenio njegov terapijski potencijal, neophodno
je identifikovati molekularne mehanizme i moguce ciljne biomolekule ovog aurona.

U literaturi je pronadeno da je kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom fisetin (prisutan u
znacajnim koli¢inama u ruju), u dozi od 100 mg/dan, stabilizovao inflamatorno stanje smanjujuéi
koncentraciju IL-8 u plazmi (Farsad-Naeimi et al., 2018; Li et al., 2020). Istrazivanja koja su vrsili Li i
saradnici pokazala su da, u slucaju oralnog karcinoma skvamoznih C¢celija, fisetin ostvaruje
antiproliferativno 1 proapoptotsko dejstvo, inhibirajuéi i migracioni potencijal malignih ¢elija, smanjujuci
ekspresiju PAK4 (p21l-aktivirane kinaze 4) (Li et al., 2020). Fisetin moze inhibirati aktivaciju
ekstracelijskim signalom regulisane protein kinaze (ERK1/2), rezultiraju¢i smanjenom proliferacijom i
indukcijom apoptoze kod éelija karcinoma zeluca (Yan et al., 2018). ERK1/2 je klju¢na serin/treonin
protein kinaza u nizu ¢elijskih procesa ukljucujuéi i proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu, zaustavljanje
¢elijskog ciklusa (stimulisu¢i nakupljanje ciklin-zavisnih kinaza) i deo je MAPK signalnog puta.
Disregulacija je ¢esta pojava kod patoloskih stanja i prethodi nastanku hroni¢ne inflamacije, i u nekim
stadijumima karcinogeneze (Meloche & Pouyssegur, 2007).

Jo§ jedno bioaktivno jedinjenje karakteristicno za ruj, posebno listove i izdanke biljke, je
elaginska kiselina (Bradic et al., 2025; Mati¢ et al., 2016). Ovo heterocikli¢no organsko jedinjenje, koje
nastaje hidrolizom elagitanina (jedne vrste hidrolizibilnih tanina) i/ili dimerizacijom galne kiseline,
pokazuje Sirok spektar dobro proucenih bioloskih aktivnosti, ukljucujuéi snazno antioksidativno dejstvo,
protivupalno, antidijabetsko, antimikrobno 1 antitumorsko dejstvo izmedu ostalih (Mati¢ et al., 2016).
Kako se radi o termostabilnom molekulu (tacka topljenja 350 °C), nacdi ¢e se i u termicki obradenim
ekstraktima, uz neophodno kori$¢enje organskih rastvaraca buduci da je slabo hidrosolubilna (Mati¢ et
al., 2016; Raya-Morquecho et al., 2025). U radu Mandal i saradnika uoceno je da tretman elaginskom
kiselinom smanjuje fenotipe nalik na mati¢ne celije u malignim celijama, ¢ime se smanjuje
prezivljavanje Celija i1 potencijal samoobnavljanja (engl. self-renewal) kod ¢elija jajnika i pluénih Celija
sa fenotipom nalik na mati¢ne Celije (Mandal et al., 2024). Iako je snazan antioksidans, pokazano je da
njena primena povecava osetljivost ¢elija slicnih malignim mati¢nim ¢elijama iz modela karcinoma plu¢a
AS549 1 karcinoma jajnika SKOV3 na cisplatinu, uz povecanje akumulacije oSteCenja DNK 1 smanjenje
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efikasnosti popravke DNK (Mandal et al., 2024). Uticu¢i na transport elektrona i mitohondrijsku
dinamiku, preko podsticanja produkcije ROS u malignim mati¢nim ¢elijama, utice na nivoe dinamin-
vezanog proteina Drpl (GTP-aze neophodne za podelu mitohondrije) i mitofuzina 2 (Mfn2, neophodnog
za mitohondrijsku fuziju) i na nakupljanje oste¢enja DNK koje onda izaziva apoptozu (Mandal et al.,
2024).

Galna kiselina, fenolna kiselina karakteristicna za rod Cotinus (Mati¢ et al., 2016), je po
dosadasnjim literaturnim podacima pokazala antitumorsko delovanje. Kod HeLa ¢elija, galna kiselina
pozitivno reguliSe proapoptotske proteine poput Bax, a negativno reguliSe antiapoptotske proteine poput
Bcl-2, sto dovodi i do povecanja nivoa i aktivnosti kaspaze-8 i kaspaze-9, i broja ¢elija koje podlezu
apoptozi (Abdullah et al., 2023). Galna kiselina u ¢elijama karcinoma debelog creva HCT116 podstice
nestabilnost mitohondrijske membrane, podsti¢e aktivnost kaspaze-3 i kaspaze-9 i moduliSe aktivnost
preko 700 gena, od kojih su mnogi vezani za Ca**-zavisne kanale (koji imaju znacajnu ulogu u regulaciji
Bcl metabolizma) 1 povecava aktivnost tumor-supresora p53, §to je potvrdeno istrazivanjem koje su vrsili
Yang i saradnici (Yang et al., 2018a; Yang et al., 2018b).

Miricetin, koji se moZze naci kao najzastupljenije jedinjenje u nekim metanolnim ekstraktima ruja
(Mati¢ et al., 2013b), pokazuje antitumorsko dejstvo. Na molekularnom nivou, flavonoid cilja PKB, FYN
proto-onkogen, tirozin-kinazu iz Src familije Fyn (engl. FYN proto-oncogene, Src family tyrosine
kinase), kinazu kinaze mitogenom aktivirane proteinske kinaze 1 MEK1 (engl. Mitogen-activated protein
kinase kinase 1) kao i elemente signalnog puta JAK1-STAT3 (engl. JAK1-STAT3 signaling pathway).
Kod hepatokarcinoma HepG2, pokazuje dejstvo na prekomerno eksprimiranu ciklin-zavisnu kinazu 1
(CDKJ1). Poseduje potencijal inhibicije fosforilacije ERK1/2. Uti¢uéi na razne mete u mitohondriji, moze
selektivno podsticati apoptozu (Devi et al., 2015).

U nekim studijama je opisano izolovanje i odredivanje strukture novih jedinjenja ili izomera
poznatih molekula koji su fitokonstituenti ove biljke. Tako su na primer nova jedinjenja bila dimer butina
(3',4',7-trihidroksiflavanona) (Antal et al., 2021), jedan auronski epoksid i dva auronolignana,
kotinignana A i B (Novakovi¢ et al., 2019, 2023), a poznati, ali prvi put u ruju otkriveni sekundarni
metaboliti: 3-O-metilepifustin, epitaksifolin, sulfuretin auronol (Pasic et al., 2025).

1.7 Genotoksicni efekti ruja

Ciljana genotoksicnost ekstrakata ruja prema malignim ¢elijama nije dovoljno proucena
(Antal et al., 2021). Gospodinova i saradnici pokazali su da, u slu¢aju ¢elija karcinoma dojke MCF-7,
tretman ekstraktom liS¢a ruja, u dozi od 40,6 ug/ml 1 nakon 24 sata, pokazuje genotoksi¢ne efekte
uporedive sa bleomicinom koji je koriS¢en kao pozitivna kontrola. Alkalni komet esej pokazao je
migraciju znacajnog dela DNK od glave komete ka repu, Sto znaci povecanje oSteenja DNK u
ispitivanom uzorku (Gospodinova et al., 2020). Takav genotoksi¢ni efekat nije bio zavisan od
koncentracije, budu¢i da se sa povecanjem doze na 100 pg/ml efekat znacajno smanjio, te su rezultati
dvosmisleni (Gospodinova et al., 2020).

Mati¢ 1 saradnici ispitivali su genotoksicni efekat metanolnog ekstrakta izdanaka ruja na
neizmenjene Celije jetre i koStane srzi in vivo (Mati¢ et al., 2011). Pracena je ucestalost polno vezanih
letalnih mutacija u gametima drozofila i pokazano je da je ucestalost znacajno veca u tretiranoj nego u
kontrolnoj grupi (Stani¢ et al., 2011). Istim istraZivanjem je uz pomo¢ alkalnog komet eseja pokazano da
je eventualna genotoksi¢nost na hepatocite albino pacova zavisna od doze (Stani¢ et al., 2011). Tako su
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doze od 1000 1 2000 mg/kg telesne mase pacova izazvale genotoksi¢ni efekat, dok doza od 500 mg/kg
nije, te je stepen genotoksi¢nosti blago opadao nakon 72 sata od tretmana (Stani¢ et al., 2011). Kada je
re¢ o povecanju mutacija u germinativnim ¢elijama drozofila nakon tretmana alkoholnim (metanolnim)
ekstraktom izdanaka ruja, pokazano je da ovakav genotoksi¢ni efekat zavisi od koncentracije (Stani¢ et
al., 2011). Naime, 5% ekstrakt je u jednom istrazivanju izazivao polno vezane letalne mutacije, dok je
2% ekstrakt pokazao zastitno dejstvo na genotoksiCnost izazvanu etil-metansulfonatom u
spermatozoidima i spermatidama drozofila, Sto upucuje na antigenotoksicni potencijal, u adekvatnoj dozi
(Stani¢ et al., 2011).

Kod pacova izlozenih pirogalolu, metanolni ekstrakt stabala ruja pokazao je
hepatoprotektivno dejstvo, izmedu ostalog, smanjujuéi ucestalost osteCenja DNK u hepatocitima, a
primenjivana je doza ekstrakta koja i sama nije genotoksi¢na (500 mg/kg telesne mase, dok su doze od
1000 i 2000 mg/kg okarakterisane u studiji kao blago genotoksi¢ne) (Mati¢ et al., 2013b). Miricetin,
flavonoid prisutan u ovom ekstraktu, i sam je pokazao slicno delovanje 1 autori istrazivanja
pretpostavljaju da je upravo on odgovoran za ovakvo hepatoprotektivno i antigenotoksi¢no dejstvo
zahvaljuju¢i modulaciji aktivnosti PKB i ekspresije signalnog transduktora i aktivatora transkripcije 3
(STATS, engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) proteina (Mati¢ et al., 2013b).

Istrazivanja potvrduju prepoznati obrazac u farmakognozijskim istrazivanjima gde je
balans izmedu genotoksi¢nog i antigenotoksi¢nog dejstva biljaka kompleksna pojava koja vecinom
zavisi od koncentracije i konteksta (Al-Nageb et al., 2024). Genotoksi¢ni efekti Cesto prate nelinearnu
dozno-odgovornu relaciju. Pri niskim koncentracijama, jedinjenje moze aktivirati adaptivne i zastitne
mehanizme ¢elije, ukljucujuéi antioksidativne puteve i mehanizme popravke DNK, bez izazivanja
merljivog oStec¢enja genetskog materijala. Nasuprot tome, pri vi§im koncentracijama dolazi do zasi¢enja
ili inhibicije DNK-reparacionih sistema, povecanog oksidativnog stresa i direktnih ili indirektnih lezija
DNK, §to rezultira pojavom genotoksi¢nih promena. Genotoksi¢nost zavisi od tipa celije, njenog
metaboliCkog statusa i kapaciteta za biotransformaciju. Odredena jedinjenja nisu primarno genotoksicna,
ali postaju takva nakon metaboli¢ke aktivacije, dok u drugim ¢elijskim sistemima mogu ostati bioloski
inertna. Takode, razlike u proliferativnom statusu ¢elija, nivou antioksidativne zastite 1 efikasnosti DNK
reparacije znacajno uti¢u na krajnji genotoksi¢ni ishod. Zaklju¢no, procena genotoksi¢nosti zahteva
pazljivo razmatranje primenjene koncentracije 1 eksperimentalnog modela, jer isti molekul moze delovati
kao bezbedan ili ¢ak protektivan u jednom kontekstu, a potencijalno genotoksi¢an u drugom. Ovakav
pristup je narocito vaZzan u evaluaciji prirodnih jedinjenja 1 biljnih ekstrakata, gde sloZeni sastav 1 dozna
zavisnost dodatno uti¢u na bioloski odgovor (Araldi et al., 2015).

U okviru istrazivanja vrste C. coggygria iz Srbije, koje su vrsili Milosavljevi¢ i saradnici, iz
ekstrakta srzi drvenastog dela dobijenog meSavinom metilen-hlorida i metanola izolovano je 10 poznatih
flavonoida (Milosavljevic et al., 2021). Njihov in vitro zastitni efekat protiv hromozomskih aberacija
ispitivan je na perifernim humanim limfocitima, primenom citokinezno-blokiranog mikronukleus testa.
Sva ispitana jedinjenja (pri minimalnoj dozi od 1 pg/ml) pokazala su povoljan efekat smanjujuci
oste¢enje DNK u opsegu od 24,2% do 54,5%, i to bolje od kontrolnog radioprotektora amifostina
(Milosavljevic et al., 2021).
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1.8 Antioksidativno dejstvo ekstrakata i jedinjenja ruja

Za odrzavanje homeostaze organizma neophodan je balans prooksidativnog i
antioksidativnog dejstva (Birben et al., 2012). Dejstvo slobodnih radikala, posebno ROS, vazno je
izmedu ostalog za imunski odgovor (fagocitoza), dejstvo radioterapije, dok RNS, poput azot-monoksida
NO (engl. nitric oxide), imaju Sirok spektar uloga u signalnim putevima omogucéavajuci razne procese
od vazodilatacije do neurotransmisije kod ¢oveka (Andrabi et al., 2023; Birben et al., 2012; Hancock et
al., 2001). ROS takode imaju signalnu ulogu u kaskadama signala vezanih za indukciju programirane
¢elijske smrti ili nekroze, podsticu ili inhibiraju aktivaciju gena ili zapocinju signalne kaskade vezane za
aktivnost MAPK (Andrabi et al., 2023; Birben et al., 2012; Hancock et al., 2001). Ipak, ovakvi pozitivni
molekularni efekti ROS i RNS visoko su zavisni od koncentracije i lokalizacije (Birben et al., 2012;
Hancock et al., 2001). U vec¢oj koncentraciji ¢esto imaju opre¢no dejstvo, poput NO koji podstice rast
tumora ili ROS koji doprinose nastanku tumor promoviSu¢e mikrosredine, oStecuju DNK i uéestvuju u
signalnim putevima koji doprinose karcinogenezi (Cesto kao posledica hroni¢nog oksidativnog stresa i
produzenog dejstva ROS u niskim do umerenim koncentracijama) (Andrabi et al., 2023; Attique et al.,
2025). Zavisno od koncentracije, ROS mogu da uticu ili stimuliSuce ili inhibitorno na neoplasti¢nu
transformaciju, uzimaju¢i u obzir da se citotoksicna jedinjenja Cesto oslanjaju na prooksidativno
oStecenje malignih ¢elija (Hayes et al., 2020).

Veca koncentracija ROS i RNS, kao i njihova Stetna dejstva, ne mogu biti prevazideni
urodenim sistemima antioksidativne zastite, poput enzima katalaze CAT (engl. Catalase), glutation
peroksidaze GPx (engl. Glutathione Peroxidases) i superoksid dismutaze SOD (engl. Superoxide
Dismutases), kada se ¢elija nade u stanju stresa (Birben et al., 2012; Hancock et al., 2001). Celijski
odgovor na stres predstavlja reakciju ¢elija na molekularnom nivou usmerenu na suprotstavljanje
razliCitim stresorima iz okruZenja. Ovi stresori mogu poticati iz same celije ili iz spoljaSnje sredine.
Medutim, kada intenzitet ovih stresora prevazide sposobnost ¢elije da se sa njima izbori, dolazi do
programirane Celijske smrti i celijske senescencije (Pizzino et al., 2017; Stojanovic et al., 2025).
Oksidativni stres se dovodi u vezu sa patogenezom bolesti vezanih za starenje, 1 sve se viSe istrazuju
egzogeni antioksidanti poput vitamina C, E, selena, a posebno flavonoidi i polifenoli biljaka (Pizzino et
al., 2017). Ovakvi molekuli spre¢avaju ili poniStavaju dejstvo slobodnih radikala tako Sto predaju svoje
valentne elektrone, umesto da ih ROS 1 RNS preuzimaju od bioloskih strukturnih molekula i time iste
nepovratno o$tecuju (Birben et al., 2012; Hancock et al., 2001; Pizzino et al., 2017). Ovi molekuli mogu
da inhibiraju transport elektrona, da zaustave peroksidaciju lipida, kao i1 da podsticu aktivnost urodenih
endogenih antioksidanata i dr. (Hancock et al., 2001). U velikom visku ili kompleksirani sa nekim drugim
jedinjenjima, antioksidativni molekuli (npr. fenoli sa tranzitnim metalnim jonima) mogu da deluju
prooksidativno (Pizzino et al., 2017).

Ekstrakti ruja su i u in vitro i u in vivo uslovima pokazali znacajnu antioksidativnu
aktivnost. Tako su na primer Rahman 1 saradnici pokazali da bez obzira na rastvara¢ (voda, metanol, n-
heksan, etil-acetat i hloroform) ekstrakti ruja u koncentraciji od 1 mg/ml (w:v) inhibiraju preko 50%
molekula sintetickog difenilpikrilhidrazil - DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radikala
(Rahman et al., 2022). U istoj studiji, ovi uzorci su pokazali nesto losije inhibitorno dejstvo na vodonik-
peroksid H.O: (engl. hydrogen peroxide) (Rahman et al., 2022).

Ekstrakti mladih grana i listova ruja u etil-acetatu pokazali su snaznije antioksidativno dejstvo u
odnosu na one ekstrahovane u vodi, acetonu ili hloroformu, u slu¢ajevima DPPH proba i proba lipidne
peroksidacije supstanci reaktivnih sa tiobarbiturnom kiselinom TBARS (engl. Thiobarbituric Acid
Reactive Substances) (Marceti¢ et al., 2013). Koncentracija ekstrakata u DPPH testu neophodna da se
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elimini$e najmanje 50% stabilnih DPPH molekula kretala se u rasponu 1,7-25,0 pg/ml (Marceti¢ et al.,
2013). Najsnaznije antioksidativno dejstvo ekstrakta izdanaka ruja u etil-acetatu od 1,7 pg/ml (SCso,
koncentracija koja neutraliSe 50% slobodnih radikala, engl. 50% Scavenging Concentration) u DPPH
testu opisali su i Simi¢ i saradnici (Simi¢ et al., 2008). U istoj studiji opisan je i redukujuci potencijal
ekstrakata u FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) probi, gde je opet najsnaznije delovao
etil-acetatni ekstrakt (5,0 mM Fe?*/g ekstrakta) (Simi¢ et al., 2008). Ovaj ekstrakt je takode pokazao i
najnizu ICso u probi inhibicije lipidne peroksidacije (lipozomalno) (Simi¢ et al., 2008). Jo$ jedna studija
je pokazala da etil-acetatna frakcija ekstrakta (inicijalno metanol) biljke ruj pokazuje najsnazniju
antioksidativnu aktivnost (ICso kod DPPH probe 15,58 pg/ml), veliki redukcioni potencijal i sposobnost
inhibicije lipidne peroksidacije (61,41%) (Abbasi et al., 2012). Metanolni ekstrakti cvetova i listova ruja
takode su pokazali antioksidativno dejstvo u in vitro DPPH testu, ali i testu inhibicije lipidne
peroksidacije, sa ICso od 3,8 1 2,6 pug/ml (DPPH proba) i 31,9 i 35,8 pug/ml (lipidna peroksidacija), redom
(Savikin et al., 2009). Ekstrakti ruja, osim direktnog uticaja na ROS i RNS, mogu da podsti¢u i urodene
antioksidativne sisteme, da uti¢u na povecanje oksidovane forme glutationa, da uticu na povecanje
koncentracije glutationa u tretiranoj pljuvaéci dobrovoljaca, ali i da smanje aktivnost SOD u istoj
(Sukhikh et al., 2021; Yarat et al., 2013). Mati¢ i saradnici su proucavali in vivo zastitno dejstvo ruja od
oksidativnog stresa (Mati¢ et al., 2013b). Kod Wistar pacova tretiranih pirogalolom primecéena je
poveéana koncentracija TBARS u serumu (Mati¢ et al., 2013b). Primena metanolnog ekstrakta
granCica/izdanaka ruja 1, 2 ili 12 sati pre tretmana pirogalolom ublaZila je rast TBARS u serumu (Mati¢
et al., 2013b). Takode, nivoi aktivnosti SOD, glutation transferaze i CAT bili su u manjoj meri smanjeni
usled dejstva pirogalola ako su pacovi prethodno tretirani ekstraktom ruja na isti nacin (Mati¢ et al.,
2013b). Autori su dokazali da ovakav ekstrakt ima i odredenu heliraju¢u aktivnost, $to doprinosi
njegovom antioksidativnom potencijalu (Mati¢ et al., 2013b).

Antioksidativna aktivnost etarskog ulja ruja je nedovoljno prouc¢ena (Antal et al., 2010; Thapa et
al., 2020). Pokazano je da poseduje antioksidativni potencijal u DPPH testu (ICso = 10,3 pl), kao i
antioksidativnu sposobnost heliranja metala (ICso = 12,6 pl) (Thapa et al., 2020). Autori su pokazali da
je antioksidativna aktivnost etarskog ulja ruja iz Jermenije u DPPH testu snaZnija, ako je isto dobijeno
od listova biljke (ICso 2,37-2,64 g/l), nego kada je dobijeno iz grana (13,85-13,95 g/l). Etarsko ulje
nadzemnih delova iz Indije pokazalo je 1Cso od 720 pg/ml u DPPH testu i 1Cso od 1480 pg/ml u probi
lipidne peroksidacije (Joshi & Mathela, 2014).

Ekstrakti ruja su ispoljili snazno antioksidativno dejstvo in vitro i in vivo, gde je dejstvo in vivo
bilo jednako ili snaZnije od sinteti¢kih antioksidanata (cisteina, BHT [butilovanog hidroksitoluena] i sl.),
pri ¢emu ono zavisi od porekla biljke 1 edafoklimatskih faktora, na€ina ekstrakcije, rastvaraca ili tipa
predtretmana biljnog materijala pre ekstrakcije (Antal et al., 2010; Mati¢ et al., 2016).

1.9  Celijske linije kao eksperimentalni modeli u onkoloskim istraZivanjima

Celijske linije predstavljaju jedan od najée$¢e koriéenih in vitro model-sistema u onkologkim
istrazivanjima jer omogucavaju ispitivanje bioloskih efekata razlicitih tretmana u strogo kontrolisanim
uslovima, uz dobru reproducibilnost i moguénost detaljnog uvida u ¢elijske 1 molekularne mehanizme.
Njihova primena obuhvata analizu proliferacije, prezivljavanja i tipova ¢elijske smrti, promene ¢elijskog
ciklusa, kao i odgovor na terapijske agense i stresore. Istovremeno, Celijske linije predstavljaju
pojednostavljen model u odnosu na tumor in vivo, buduéi da ne odrazavaju u potpunosti heterogenost
tumora i kompleksne interakcije sa mikrookruzenjem, te se dobijeni rezultati uobic¢ajeno tumace u okviru
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ogranicenja ovakvog eksperimentalnog sistema. U cilju obezbedivanja pouzdanosti i reproducibilnosti,
poseban znacaj ima standardizacija uslova kultivacije. U ovom istrazivanju, u svrhu detaljnije
karakterizacije procesa i mehanizama antitumorskog dejstva, kori$¢ene su tri dobro karakterisane Celijske
linije iz ATCC (engl. American Type Culture Collection) kolekcije (HeLa, MDA-MB-231 i K562), koje
predstavljaju relevantne modele za proucavanje razliCitih tipova maligniteta i omogucavaju sagledavanje
efekata tretmana u kontekstu epitelnih solidnih tumora i hematoloskih maligniteta (ATCC, n.d.).

HeLa (ATCC CCL-2) je epitelna, adherentna humana Celijska linija poreklom iz karcinoma grlica
materice, izolovana 1951. godine i istorijski prepoznata kao prva imortalizovana humana ¢elijska linija
u kulturi. ATCC navodi da HeLa pokazuje izrazenu aneuploidiju, da su ¢elije keratin-pozitivne i da je
prisustvo humanog papiloma virusa, HPV (posebno se pominju HPV-18 sekvence) Cesta karakteristika
ove linije, uz izvestaje o niskoj ekspresiji p53 1 oCuvanim nivoima pRB. Zbog robusnog rasta i dobro
opisane biologije, HeLa se rutinski koristi za istrazivanja povezana sa proliferacijom, oste¢enjem DNK,
kontrolom ¢elijskog ciklusa i farmakoloskim odgovorima. Ekspresija tumorskog proteina p53 (kodiranog
genom TP53) moze biti smanjena usled funkcionalne inaktivacije proteina, izmedu ostalog i HPV E6-
posredovane degradacije. Stoga, ¢elije mogu ispoljavati funkcionalni fenotip deficijencije proteina p53 1
u odsustvu mutacija u sekvenci gena TP53 (ATCC, n.d.).

MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) je adherentna celijska linija poreklom iz metastatskog
adenokarcinoma dojke, ¢esto koriS¢ena kao model trostruko negativnog fenotipa i agresivnijeg ponaSanja
tumora sa mutiranim TP53 genom (homozigot za mutaciju p.Arg280Lys [R280K]) (ATCC, n.d.).

K562 (ATCC CCL-243) je humana c¢elijska linija u suspenziji (limfoblastne morfologije)
dobijena od pacijentkinje sa hroni¢nom mijeloidnom leukemijom u terminalnoj blastnoj krizi, pri ¢emu
ATCC navodi da je originalno uspostavljena iz pleuralnog izliva i da pokazuje visok stepen
nediferenciranosti uz sposobnost spontanog diferenciranja ka viSe hematopoetskih linija. K562 se Siroko
koristi kao model za mehanizme leukemijske signalizacije i mehanizme terapijskog odgovora i ima
mutirani TP53 (homozigot za mutaciju p.GIn136fs*13 (c.406_407insC)) (ATCC, n.d.).

Status p53 u odabranim ¢elijskim linijama predstavlja vazan faktor pri interpretaciji odgovora na
tretmane koji indukuju ostecenje DNK 1 oksidativni stres, buduci da p53 koordinira aktivaciju kontrolnih
taCaka Celijskog ciklusa, popravku oStecenja DNK 1 pokretanje programirane ¢elijske smrti. U linijama
sa nemutiranim (funkcionalno ofuvanim) p53 ocekuje se izrazenija aktivacija p53-zavisnog zastoja
ciklusa i apoptoze nakon stresnog stimulusa, dok prisustvo mutiranog ili funkcionalno inaktivisanog p53
moze preusmeriti ¢elijski odgovor ka alternativnim mehanizmima preZivljavanja i smrti, uz drugaciju
dinamiku promena u ¢elijskom ciklusu. Stoga se p53 status uzima kao vazna bioloska determinanta koja
moZze objasniti razlike u osetljivosti ¢elija na tretman, proliferaciji 1 ishodima celijske smrti izmedu
ispitivanih model-sistema (ATCC, n.d.).

1.10 Molekularni mehanizmi antitumorskog dejstva

1.10.1 Apoptotski signalni putevi i molekuli

Apoptoza je evolutivno visoko konzervisani tip programirane Celijske smrti 1 neophodan
je proces u visecelijskim organizmima, koji doprinosi adekvatnom odvijanju niza fizioloskih funkcija,
od embriogeneze, preko odrzavanja tkivne homeostaze, do prevencije pojave maligne transformacije i
neurodegenerativnih bolesti (Ahmed & Tait, 2025). Upravo neregulisana apoptoza vazan je aspekt
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patogeneze kod malignih bolesti, autoimunskih bolesti i neurodegenerativnih bolesti (Ahmed & Tait,
2025; Singh et al., 2019).

Za adekvatnu regulaciju apoptoze od esencijalnog znacaja je, izmedu ostalog, balansirana
aktivnost proapoptotskih (podsti¢u apoptozu) i antiapoptotskih (inhibiraju apoptozu) ¢lanova Bcl-2
familije proteina (Singh et al., 2019).

Antiapoptotski ¢lanovi:

1. BCL2 (Bcl-2)

2. BCL2L1 (Bcl-xL)
3. MCL1

4. BCL2L2 (Bcl-w)
5. BCL2A1 (A1/Bfl-1)

Proapoptotski ¢lanovi:

1. Efektori (izvrSioci permeabilizacije mitohondrija):

BAX
BAK1 (Bak)
2. BH3-only (senzori/aktivatori): BID, BIM (BCL2L11), PUMA (BBC3), NOXA (PMAIP1), BAD,

BIK, BMF i HRK.

Razlikuju se dve vrste apoptotskih mehanizama: mitohondrijski (unutrasnji) 1 spoljasnji
(egzogeni, zaceti van mitohondrije) mehanizmi (Ahmed & Tait, 2025). Kaspaze, vrsta proteaza,
specifiéni su enzimi odgovorni za inicijaciju apoptoze, posledi¢no razlaganje istroSenih ¢elija i1
sprecavanje neadekvatnog imunskog odgovora usled ovakve pojave (Ahmed & Tait, 2025; Singh et al.,
2019). Samim tim, pozitivna regulacija apoptoze, u smislu ciljane indukcije, jedan je od modaliteta
antitumorske terapije koja se aktivno istrazuje ve¢ 30 godina (Tian et al., 2024). Mnogi mali i veliki
molekuli koji uticu na unutra$nje (npr. venetoklaks) i spoljasnje apoptotske (npr. eftozanermin alfa,
analozi TRAIL-a) mehanizme su ve¢ istrazivani u ovom smeru (Tian et al., 2024), kao i oni koji ciljaju
i p53 signalne puteve (npr. inhibitori MDM2, engl. Murine Double Minute 2), i signalne puteve
integrisanog odgovora na stres, koji pokazuju povezanost sa apoptotskim signalnim putevima (Tian et
al., 2024).

1.10.2 Unutrasnji (mitohondrijski) put aktivacije apoptoze

Unutra$nji apoptotski signalni putevi zapoc€inju unutar celije i primarno zavise od
aktivnosti dve grupe proteina, BAX i BAK1, koji permeabilizuju spoljasnju membranu mitohondrija (Tian
et al.,, 2024). Nakon aktivacije ovi proteini prolaze konformacione promene i oligomerizaciju,
permeabilizuju spoljasnju membranu mitohondrije stvarajuc¢i pore, nakon ¢ega omogucavaju efluks
citohroma ¢ i sekundarnog mitohondrijskog aktivatora kaspaza, SMAC proteina (engl. Second
mitochondria-derived activator of caspases) iz mitohondrije u citosol (Tian et al., 2024). SMAC, poznat
i pod akronimom DIABLO (engl. Direct 1AP-binding protein with low pl), ima ulogu u smanjenju
aktivnosti proteina inhibitora apoptoze IAP (engl. Inhibitor of Apoptosis), kao i podsticanju aktivnosti
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inicijatorske kaspaze 9 1 efektorskih kaspaza (kaspaza 3, kaspaza 6, kaspaza 7), Cije aktivnosti vode
¢elijskoj smrti (Springs et al., 2002). Citohrom c, sa druge strane, zajedno sa dATP (deoksiadenozin-
trifosfatom), APAF1 i prokaspazom 9 formira apoptozom (Tian et al., 2024). Unutar samog apoptozoma,
prokaspaza 9 se prevodi u kaspazu 9, koja onda kao inicijatorska kaspaza aktivira izvrSne kaspaze 3, 6 i
7, nepovratno izazivajuéi apoptozu celije (Tian et al., 2024). Postoji i proapoptotski put vezan za
mitohondrije, a nezavisan od aktivnosti kaspaza. Vezan je za faktor indukcije apoptoze povezan sa
mitohondrijama 1 ili AIFM1 (engl. Apoptosis inducing factor mitochondria associated 1), filogenetski
konzervisani flavoprotein, lociran u intermembranskom prostoru mitohondrije (Candé et al., 2002).
Ovakav signalni put je obi¢no aktiviran kada su aktivnosti kaspaza iz nekog razloga blokirane, a nakon
permeabilizacije spoljasnje membrane mitohondrije AIFM1 se translocira iz mitohondrije u jedro (Candé
et al., 2002). U jedru se elektrostatickim interakcijama vezuje za DNK, podsti¢e kaspaza-nezavisnu
kondenzaciju hromatina, a time i apoptotski odgovor (Candé et al., 2002).

1.10.3 Spoljasnji apoptotski mehanizmi (signalni putevi receptora smrti Celije)

Spoljasnji put ¢elijske smrti zapocinje na povrsini ¢elije, gde se specificni receptori prepoznaju
kao ,,receptori smrti“ zbog svoje sposobnosti da nakon vezivanja odgovarajuc¢ih liganada aktiviraju
intracelijske signalne kaskade koje vode ka apoptozi (Galluzzi et al., 2018). Ovi receptori pripadaju
superfamiliji receptora za faktor nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF) 1 karakteriSe ih
prisustvo citoplazmatskog domena smrti, koji omogucava regrutovanje adaptorskih proteina i formiranje
signalnih kompleksa neophodnih za pokretanje kaspazne aktivacije (Galluzzi et al., 2018). Pored TRAIL-
sistema, medu najznacajnijim receptorima ovog tipa isticu se Fas (CD95/APO-1) i TNF receptor 1
(TNFR1), koji posreduju u ¢elijskom odgovoru na Fas ligand, odnosno TNF-a, 1 mogu usmeriti ¢eliju ka
programiranoj smrti ili, u zavisnosti od konteksta, ka alternativnim signalnim ishodima poput
prezivljavanja i inflamatornog odgovora (Galluzzi et al., 2018). Na taj nacin, receptori ¢elijske smrti na
membrani predstavljaju kljuénu tacku integracije spoljasnjih signala i unutrasnjih mehanizama kontrole
sudbine celije, Sto je od posebnog znacaja u razumevanju tumorske biologije 1 terapijskog odgovora
(Galluzzi et al., 2018).

Za spoljasnji mehanizam indukcije apoptoze kljucan je ligand poznat pod akronimom
TRAIL (engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) koji takode ima vaznu ulogu u imunskom nadzoru
(Pimentel et al., 2023). Ovaj ligand, koji postoji u formi transmembranskog proteina, favorizuje
apoptotski odgovor u maligno transformisanim ¢elijama (Pimentel et al., 2023).

Po vezivanju liganda TRAIL, njegovi receptori smrti DR4 i DR5 (engl. Death Receptor)
se trimerizuju i premoscuju ¢elijsku membranu, §to onda aktivira adaptorski protein FADD (engl. Fas-
Associated protein with Death Domain) koji poseduje efektorski domen smrti (engl. death effector
domain ili DED) (Tian et al., 2024). Prokaspaze 8 i 10, koje takode poseduju svoje DED, vezuju se za
DED kod FADD, pod uslovom da nema kompeticije od strane ¢elijskog proteina inhibitora FLICE (c-
FLIP, engl. cellular FLICE-inhibitory protein) koji se takode moze vezati za DED FADD Kkoji cilja
prokaspaza 8 (Tian et al., 2024). Kada se prokaspaze 8 i 10 uspesno vezu za DED kod FADD, formiraju
signalni kompleks koji indukuje smrt DISC (engl. Death-Inducing Signaling Complex), gde se one i
aktiviraju, i onda cepaju i aktiviraju izvr$ne kaspaze (Tian et al., 2024).

Unutrasnji 1 spoljasnji apoptotski put su povezani amplifikacionim mehanizmom, a
ovakva ,,dvostruka‘ aktivacija je 1 neophodna da se izazove apoptoza u nekim ¢elijama, koje se onda 1
oznacavaju kao ,,celije tipa 11 (Mustafa et al., 2024). Ovu vezu omogucava kaspaza 8 (iz spoljasnjeg
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puta), koja cepa proapoptotski protein BID (engl. BH3-interacting domain death agonist) u
,»skraceni/okrnjeni* BID (tBID, engl. truncated BID), koji se translocira do mitohondrije i aktivira
proteine unutrasnjeg puta (Mustafa et al., 2024).

Iako je apoptoza u velikoj meri organizovana nekom od Cetrnaest (do sada) izolovanih
cistein proteaza, odnosno kaspaza, smatra se da izvrSne kaspaze najvise doprinose izvrSenju
karakteristicnih morfoloskih i biohemijskih promena apoptotske celije, prvenstveno kada je re¢ o
spolja$njim mehanizmima, ali ¢ini se da ni tu one nemaju jednaku ulogu (Slee et al., 2001). Tako su Slee
i saradnici pronasli da je kaspaza 3 primarna izvrS$na kaspaza za cepanje 13 od 14 ispitivanih supstrata
(Slee et al., 2001). Dakle, iako su kaspaze 6 i 7 neophodne za nizvodnu apoptotsku signalizaciju,
nedostatak bilo koje od njih je imao minimalan efekat na istrazivane supstrate, Sto ukazuje na potrebu
preciznije definicije njihove uloge u izvrSnoj fazi apoptoze (Lakhani et al., 2006; Slee et al., 2001). U
nekoj meri, bar u pogledu nekih supstrata, uloge ovih kaspaza su rasvetljene i meduzavisne, jer kaspaze
317 Cesto funkcioniSu komplementarno (mada se kaspaza 7 moze smatrati redundantnom u odnosu na
kaspazu 3) i vrSe proteolizu sli¢nih supstrata. Kaspaza 3 ima i mehanizam povratne sprege sa
mitohondrijskim signalnim putevima, dok kaspaza 6 uglavnom ima ulogu u proteolizi nuklearnih
proteina lamina, $to izaziva propadanje, odnosno urusavanje jedra (Lakhani et al., 2006; Qi et al., 2023).
Osim u apoptotskim putevima, kaspaza 6 pokazuje ulogu i u regulaciji piroptoze preko regulacije
gasdermina D i medijacije antitumorskog imuniteta, omogucujuci time i unakrsnu signalizaciju izmedu
apoptotskih i piroptotskih puteva (Qi et al., 2023). Nizvodno oba puta konvergiraju putem aktiviranja
kaspaza 3 1 7 (zahvaljujuéi dejstvu kaspaze 9 iz unutra$njeg, i kaspaze 8 iz spoljasnjeg mehanizma) (Roy
& Nicholson, 2000).

1.10.4 Signalni putevi antitumorskog delovanja

Neoplasti¢na transformacija predstavlja proces naruSavanja tkivne homeostaze, koji vodi ka
nekontrolisanoj proliferaciji ¢elija uz istovremenu inhibiciju programirane celijske smrti (Hanahan,
2022). Tumor se defini$e kao abnormalna masa tkiva nastala kao posledica takvog nekontrolisanog rasta
¢elija (Brajuskovi¢, 2005; Hanahan, 2022). U skladu sa klinickim tokom bolesti, tumori se razvrstavaju
na benigne (dobroc¢udne) i maligne (zlo¢udne) (Brajuskovi¢, 2005). Zajednicki termin za benigne i
maligne tumore jeste neoplazma, izveden iz starogrckih re¢i neo (novo) i plasia (rast) (Brajuskovic,
2005). U savremenoj onkobiologiji, jedna od najéesc¢e koris¢enih koncepcija za opis osnovnih osobina
tumora jeste okvir Obelezja raka (engl. Hallmarks of Cancer), koji je u najnovijem izdanju prosiren i
sistematizovan (Hanahan, 2022).

Medu klju¢nim obelezjima maligno transformisanih delija izdvajaju se: odrzavanje
proliferativnih signala, izbegavanje supresora rasta, otpornost na c¢elijsku smrt, omogucavanje tzv.
replikativne besmrtnosti, indukovanje stvaranja nove vaskulature ili pristup vaskulaturi, aktivacija
invazije 1 metastaziranja, metabolicko preprogramiranje, kao i1 izbegavanje imunske eliminacije
(Hanahan, 2022). Pored ovih sposobnosti, isti¢u se i tzv. omogucéavajuce karakteristike koje podsticu
nastanak i progresiju tumora, pre svega genomska nestabilnost i mutacije, kao i tumor-promovisuca
inflamacija (Hanahan, 2022). Najnovije prosirenje koncepta dodatno naglasava ulogu ,,novih dimenzija“
tumorske biologije, ukljucujuéi fenotipsku plasticnost, nemutaciono (epigeneticko) reprogramiranje,
uticaj mikrobioma, kao i doprinos senescentnih ¢elija u tumorskom mikrookruzenju, ¢ime se pruza
sveobuhvatniji okvir za razumevanje heterogenosti tumora i terapijskog odgovora. lako specijalizovani
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mehanizmi mogu imati znacajnu ulogu, glavna obelezja tumora u ovoj doktorskoj disertaciji ogranicili
smo na parametre koji su Siroko zastupljeni u celokupnom spektru humanih karcinoma (Hanahan, 2022).

Proucavanje mehanizama maligne transformacije i Celijskih signala koji taj proces podsticu 1
odrzavaju dovelo je do identifikacije potencijalnih ciljnih molekula na koje deluju antitumorski molekuli
(Hermanowicz et al., 2020; Li et al., 2024). Signalni putevi poput PI3K/Akt, RassMAPK/ERK, Wnt/j-
katenin, JAK-STAT, izmedu ostalih, imaju klju¢nu ulogu u regulaciji ¢elijskih mehanizama neophodnih
za inicijaciju, progresiju i evoluciju maligne transformacije, u oba smera (inhibitorno i podstiuce),
reguliSuci proliferaciju, diferencijaciju, apoptozu, angiogenezu, ¢elijsku migraciju, invaziju, upalne
procese i imunski odgovor (Hermanowicz et al., 2020). Kod nekih vrsta malignih oboljenja, poput tumora
kolorektuma, ¢esto je neophodno u procesu patogeneze uzeti u obzir i geneticke, epigeneticke i sredinske
faktore, posebno ulogu imunskog sistema i individualnog mikrobioma, pored signalnih puteva (Li et al.,
2024). Kako je znanje o mehanizmima karcinogeneze napredovalo, okvir je prosiren (2011)
ukljucivanjem izbegavanja imunskog uniStenja i1 reprogramiranja energetskog metabolizma, uz
naglasavanje da je sticanje ovih sposobnosti olak$ano promoviSu¢im procesima poput genomske
nestabilnosti/mutacija i tumor-promovisuée inflamacije, kao i zna¢ajem tumorskog mikrookruzenja u
podrsci tumorskom rastu i progresiji. U najnovijoj nadogradnji (2022), Hanahan dodatno definiSe
koncept 1 tretira imunsko izbegavanje i metaboli¢ko reprogramiranje kao osnovne odlike, dok
angiogenezu $ire sagledava kroz sposobnost tumora da indukuje ili ,,pristupa® vaskulaturi. Sve se vise
upotrebljavaju tehnologije vesStacke inteligencije u cilju pronalaska potencijalnih terapeutika medu
raznim molekulima koji jo§ nemaju namenu, ali i onima koji su imali drugaciju namenu, jer ovi algoritmi
mogu donekle predvideti odgovor ¢elije na iste, i time $tede vreme i novac u istrazivanju (Li et al., 2024).
Ovakva upotreba sistema je ipak ograniena raznim faktorima, npr. nemoguénoséu predvidanja
moguénosti rezistencije na ciljanu onkolosku terapiju, kao i sveobuhvatnim, a ne individualizovanim
pristupom, itd. (Li et al., 2024).

Nekontrolisana c¢elijska proliferacija i1 izbegavanje programirane celijske smrti
predstavljaju osnovna bioloSka obelezja malignih ¢elija. Zbog toga su modulacija ¢elijskog ciklusa 1
indukcija apoptoze centralni mehanizmi delovanja vecine savremenih antitumorskih terapija, kao i
kljuéni kriterijjumi u proceni efikasnosti novih antitumorskih agenasa (Brajuskovi¢, 2005). Unutrasnji
mitohondrijski faktori i potencijalne onkomete poput proteina BAX porodice sastavni su deo apoptotskog
odgovora tako $to permeabilizuju membranu i omogucavaju egzocitozu citohroma c koji je proapoptotski
faktor. Ako je BAX nedovoljno aktivan, izmenjena ¢elija je obi¢no manje hemio- i radiosenzitivna, a
nasuprot njoj, molekuli koji aktiviraju BAX su identifikovani kao potencijalni terapeutici. Ovde je
potrebno jasno razlikovati glavne puteve izvrSenja apoptoze, odnosno unutras$nji 1 spoljas$nji put
apoptoze, od signalnih puteva koji mogu regulisati ili modulisati oba mehanizma (Zhang et al., 2024).

Od kljuénog znacaja su i signalni putevi vezani za ciklin-zavisne kinaze CDK (engl.
Cyclin-Dependent Kinase), kao regulatori ¢elijskog ciklusa, koji su poviseno eksprimirani ili u povisenoj
kolic¢ini sintetisani kod razli¢itih malignih tumora (Zhou et al., 2016). Inhibitori CDK (CKI; engl. Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitor) pokazali su se kao uspes$ni u terapiji specifi¢nih tipova raka, i odredeni broj
je u fazi klinickih studija poput inhibitora CDK4 i CDKS6, palbocikliba, ribocikliba i abemacikliba
(Abdel-Magid, 2021).

Reinzinjering metabolic¢kih signalnih puteva je jedna od odlika ¢elija raka, sa povecanom
produkcijom intermedijera biosintetickih puteva u cilju obezbedivanja energije za brzo proliferiSuce
¢elije (You et al., 2023). Znac¢ajnu ulogu u ovakvim procesima izmenjenih ¢elija, posebno u smislu
regulisanja metabolizma glukoze, imaju receptori GPCR (engl. G protein-coupled receptor(s)), poput
GPR31 ili SUCNRL1, upareni sa G proteinom (You et al., 2023). Tako su Gospodinova i saradnici
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proucavali antitumorske mehanizme vodeno-alkoholnog ekstrakta listova ruja na humanoj ¢elijskoj liniji
adenokarcinoma dojke MCF-7 (Gospodinova et al., 2017). Ovi naucnici su primetili i opisali sposobnost
ekstrakta dobijenog na ovaj nacin da zaustavi ¢elijski ciklus u S fazi i izazove apoptozu nakon 24 sata
od tretmana, da poseduje DNK destabilizujué¢e dejstvo uporedivo sa bleomicinom, prema alkalnom
komet genotoksi¢nom testu, kao i da u odredenoj meri smanjuje ekspresiju gena za DNK-
metiltransferaze DNMT1, DNMT3a kao i transkripcioni koaktivator p300 (engl. E1A-binding protein
p300) za jednu vrstu histon-acetiltransferaze (Gospodinova et al., 2020). Ovi poslednji efekti upucuju na
potencijal ekstrakta ruja da modulise 1 epigeneticke modifikacije vezane za neoplasti¢nu transformaciju,
posebno metilaciju citozina na C-5 poziciji u promotoru tumor supresorskih gena, kao jednu od najbolje
proucenih epigenetickih modifikacija u procesu maligne transformacije (Gospodinova et al., 2020; Kasai
et al., 2013; van Bemmel et al., 2009).

1.10.5 Regulatori éelijskog ciklusa

CDK su molekuli regulatori dinamike celijskog ciklusa koji sami po sebi ne poseduju
enzimsku aktivnost, ve¢ za to zavise od prisustva manje podjedinice ciklina (engl. CCN - Cyclins) na
kom se nalazi domen enzimske aktivnosti (Malumbres, 2014). Kod sisara, CDK imaju ulogu u kontroli
¢elijskog ciklusa i modulaciji transkripcionog odgovora, na osnovu ¢ega se i dele u dve velike grupe,
jednu vezanu za regulaciju ¢elijskog ciklusa CDK1, CDK4 i CDKS5 i drugu koja moduliSe transkripciju,
CDK?7, CDK8, CDK9, CDK11 i CDK20. Obe grupe molekula su neregulisane u patogenezi raznih
bolesti, posebno kod neoplasti¢énih promena (Malumbres, 2014; Zhou et al., 2016). Neophodni za
prelazak iz G1 u S fazu ¢elijske deobe su kompleksi: CDK4/6 i ciklina D1 CCNDL1 (inicira ranu G1/S
tranziciju) i CDK2 i ciklina E1 CCNEL (podsti¢e ulazak u kasniju S fazu), §to postizu enzimskom
aktivno$cu koja rezultira fosforilacijom ciljanih proteina (npr. retinoblastoma 1 proteina RB1) (Zhang et
al., 2022b). Samim tim, ciljana inhibicija CDK i ciklina E obe¢ava kao terapija (Pandey et al., 2020;
Zhang et al., 2022b). Pokazano je, na modelu hormon-pozitivnog raka dojke (ksenograft na misevima),
da je moguce prevaziéi rezistenciju na palbociklib inhibicijom CDK2 i CCNELl uz istovremenu
administraciju ovog inhibitora (Pandey et al., 2020).

Retinoblastoma protein je jedan od neophodnih faktora kontrole ¢elijskog ciklusa, kao
represor transkripcionih faktora iz E2F (engl. E2F transcription factor) porodice koji ,,ko¢i* prelazak
¢elijaiz G1 u S fazu ciklusa (Dick & Rubin, 2013). Tokom G1 faze ¢elijskog ciklusa, RB je nefosforilisan
(ili fosforilisan u maloj meri). Kao takav vezan je za E2F i sprecava transkripciju i podsti¢e enzimski
posredovanu regulaciju E2F kompleksa (Dick & Rubin, 2013). Time je transkripcija gena ,,ciljanih® E2F
faktorima iskljucena sve dok CDK ne fosforiliSu RB u dovoljnoj meri da on visSe ne moze ostati vezan za
E2F (Dick & Rubin, 2013). Ovim se transkribuju E2F faktorima ciljani geni neophodni za prelazak
¢elijskog ciklusa u S fazu (Dick & Rubin, 2013). Ipak, novija istrazivanja pokazuju da to nije jedini
antitumorski efekat RB proteina, te da postoji i niz drugih potencijalnih mehanizama (za sada potvrdenih
u hipofizi) nezavisnih od E2F, kao npr. RB-SKP2-p27 regulatorni put koji moze imati za rezultat i
apoptozu ciljanih ¢elija (Gupta et al., 2022).

Inhibitori CDK p18, p19 i p21 deluju tumor supresivno tako $to ili zaustavljaju ¢elijski ciklus (na
prelasku iz G1 u S fazu) ili tako $to deluju proapoptotski (Komata et al., 2003). Na primer, p18 i p19
CKI (deo grupe koju kodira INK4 familija gena; engl. Inhibitor of CDK4) se specifi¢no vezuju za CDK4/6
spreavajuci time formiranje aktivnog kompleksa sa ciklinom D, ¢ime se spreava napredovanje
¢elijskog ciklusa u S fazu (Besson et al., 2008). CKI p21 je manje specifican od prethodna dva, on se
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vezuje za nekoliko kompleksa CDK1/2/4/6 (Sireg je spektra delovanja), inaktivira ih ciklinima, a
inaktiviraju¢i CDK2 sprecava i fosforilaciju RB proteina (Abbas & Dutta, 2009). U sprezi sa p53, p21
moze ucestvovati u mehanizmima popravke DNK, a dodatno inhibira i nuklearni antigen proliferiSucih
¢elija (PCNA), ali se ipak paradoksalno pod odredenim okolnostima u ¢eliji moze ponasati i kao onkogen
(Abbas & Dutta, 2009). Jos jedan CKI p27 (inhibitor ciklin kinaze iz iste grupe kao p21; engl. cyclin-
dependent kinase inhibitor p27) zaustavlja celijski ciklus vezujuci se za komplekse ciklin E-CDK2 |
ciklin D-CDKA4/6, a pokazao se efikasnim i u indukciji autofagije kod ¢elijskih linija glioma (Komata et
al., 2003).

Za prelazak u S fazu ¢elijskog ciklusa neophodan je ciklin A2 (CCNA2) koji formira kompleks
sa CDK2 fosforiliSu¢i klju¢ne proteine za funkcionisanje masinerije za replikaciju DNK poput CDC45
(engl. Cell Division Cycle 45) i delova MCM helikaze (MCM2-7; engl. Mini-Chromosome Maintenance
helicases), neophodnih kako za inicijaciju tako i za zavrSetak replikacije DNK, ali i prevenciju ponovne
replikacije DNK (osiguravajuci da se time ista udvoji samo jednom po ¢elijskom ciklusu) (Pellarin et al.,
2025). Molekularne doking analize pokazale su da, makar u slu¢aju HeLa c¢elija, 6-metoksiflavon moze
zaustaviti ciklus u S fazi preko ove kontrolne tacke, dakle preko CCNA2/CDK2/p21 signalnog puta
(Zhang et al., 2022a).

Kontrolna tacka ¢elijskog ciklusa G2/M osigurava pocetak mitoze samo ako je DNK kompletno
udvojena i neoStecena. U toku G2 faze celijskog ciklusa specificne kinaze WEEI kinaza kontrolne tacke
G2 (WEE; engl. WEE1 G2 Checkpoint Kinase) i membranski tirozin/treonin-specifi¢ni CDK-inhibitor
(MYT1; engl. Membrane-associated Tyrosine- and Threonine-specific cdc2-inhibitory kinase) fosforilisu
CDK1, §to je ¢ini neaktivnom. Medutim, ako fosfataza celijskog ciklusa 25 (engl. CDC25 - Cell Division
Cycle 25 phosphatase) ukloni ove fosfate, CDK1 se aktivira i ¢elija ulazi u M fazu (Schmidt et al., 2017).
Ova kontrolna tacka posebno je vazna za maligne ¢elije, koje imaju defektivne mehanizme kontrole u
G1 tacki, pa zavise od G2/M kontrolne tacke znacajno viSe nego neizmenjene Celije, Sto otvara potencijal
za selektivnu terapiju putem CKI (Schmidt et al., 2017). Kompleks CDK1 i CCNB (engl. Cyclin B) je
glavni faktor progresije ¢elijskog ciklusa kroz ovu kontrolnu tacku i aktivnost kompleksa ogranicena je
finim balansom izmedu aktivnosti WEE porodice kinaza i pomenutih CDC25 fosfataza (Schmidt et al.,
2017). CCNA-CDK1 u ovoj kontrolnoj tacki ima ulogu posredne aktivacije CCNB-CDK1, kada nivo
CCNA-CDK1 kompleksa raste u G2 fazi, podstice vezivanje CCNB za CDK1 §to za posledicu ima
nastanak maturacija-promovisuc¢eg-faktora MPF (engl. Maturation-Promoting Factor) (Suski et al.,
2021). Za aktivnost CCNB-CDK1 neophodno je i dejstvo CDK?7, koja zajedno sa ciklinom H i MAT1
(engl. Ménage a trois 1) formira CDK-aktivirajucu kinazu (engl. CAK-CDK-activating kinase) kompleks
koji fosforilise i pozitivno reguliSe CDK2 i CDK1 neophodne za aktivaciju CCNB-CDK1, a time i MPF
(Fisher, 2005). Takode, CDK?7 fosforilis$e RNK polimerazu II (na C kraju, Ser-5) inicirajuéi transkripciju
gena (poput MYC) koji su, izmedu ostalog, neophodni za mitozu (Fisher, 2005). Samim tim i inhibicija
CDKY dovodi do zaustavljanja aktivnosti RNK polimeraze II, §to za posledicu ima zastoj ciklusa u G2/M
i ponekad posledi¢nu apoptozu (Fisher, 2005).

Neki CDK inhibitori, tzv. inhibitori CDK prve generacije (sinonim: pan-inhibitori CDK) su ve¢
odobreni od Americke agencije za hranu i lekove (engl. FDA - U.S. Food and Drug Administration)
poput flavopiridola (alvocidib, engl. INN - International Nonproprietary Name) i roskovitina (seliciclib),
koji inhibiraju CDK4/6, ali su neselektivnog delovanja i visoke toksi¢nosti Sto predstavlja ograni¢enje u
njihovoj upotrebi (Zhang et al., 2021). Uglavnom se koriste za terapiju HR+/HER2+ karcinoma dojke
(Hao et al., 2025). Za sada, poznato je oko Cetrdeset pan-inhibitora CDK, koji su u raznim fazama
pretklinickih 1 klini¢kih istrazivanja, kao i nekoliko inhibitora CDK druge generacije poput dinacikliba i
ronicikliba, koji pokazuju obecavajuce snazan antitumorski efekat i znacajno visu selektivnost (Zhang et
al., 2021). Inhibitori CDK deluju tako $to zaustavljaju Celijski ciklus u odredenim kontrolnim tackama,
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ali su Cesto neselektivni ili nedovoljno efikasni sami po sebi, pa se smatra da buduce perspektive leze u
kombinovanim terapijama (sa drugim antitumorskim molekulima, bilo da su inhibitori kinaza ili ne) i
dvostruko efikasnim CDK inhibitorima, koji osim zaustavljanja ¢elijskog ciklusa inhibicijom CDK imaju
i neke druge, Cesto nevezane onkomete na koje deluju drugacijim mehanizmom (Zhang et al., 2021).
Tako na primer, novije pretklinicke studije pokazuju da CDK?7 inhibitori u kombinaciji sa BET
inhibitorima (engl. Bromodomain and Extra-Terminal), BCL inhibitorima i hormonskom terapijom
imaju znatno vecu efikasnost u model sistemima, a bar Cetiri vrste ovakvih CDK7 inhibitora se ve¢ nalaze
u fazi 1 12 klini¢kih studija (Sava et al., 2020). Takode, znacajni pomaci primeceni su u terapiji pacijenata
sa sitnoc¢elijskim karcinomom pluc¢a, kada se u kombinaciji sa hemioterapijom i imunoterapijom (ICI -
inhibitorima kontrolnih tacaka imuniteta) koristio trilaciklib (CDK4/6 inhibitor) (Lai et al., 2020). Za
sada, izazovi u smislu zna¢ajnog stepena razvijanja rezistencije i male do nedovoljne selektivnosti ostaju
kao problemi koje buduca istrazivanja nastoje da rese (Sava et al., 2020).

1.10.6 Oksidativni stres i NRF2 signalni put

U kontekstu istraZivanja novih antitumorskih ekstrakata/jedinjenja prirodnog porekla, naro€ito su
znacajna jedinjenja koja ciljaju kljucne ¢elijske puteve odgovorne za prezivljavanje maligno izmenjenih
¢elija. Jedan od centralnih regulatora ovih puteva je transkripcioni faktor NRF2 (engl. Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2), koji pokazuje paradoksalnu i kontekst-zavisnu ulogu u malignoj
transformaciji. NRF2 se smatra regulatorom kljuénih endogenih mehanizama antioksidativne zastite
(Sandberg et al., 2014). Pod normalnim fizioloskim uslovima (odsustvo stresora), nalazi se u citoplazmi,
inhibiran od strane Keapl (proteina senzora za slobodne radikale/ROS i elektrofile) (Sandberg et al.,
2014). U fizioloskim uslovima, NRF2 predstavlja primarni odbrambeni mehanizam ¢elije, koordinirajuci
ekspresiju gena ukljucenih u odgovor na oksidativni stres i detoksikaciju, ¢ime Stiti normalne ¢elije od
oStecenja koja mogu dovesti do malignih transformacija (Sandberg et al., 2014). Pod uslovima stresa,
prvenstveno oksidativnog, Keapl se odvaja od NRF2, zatim se NRF2 vezuje za tzv. elemente
antioksidativnog odgovora ili ARE (engl. antioxidant response elements) i pozitivno regulise
transkripciju gena koji kodiraju antioksidativne enzime (Ngo & Duennwald, 2022; Sandberg et al., 2014).
Osim toga, NRF2 ima ulogu u zastiti mitohondrije reguliSu¢i mitogenezu, mitofagiju i balans kalcijuma
(Esteras & Abramov, 2022), ali i u promociji detoksifikacionih enzima (faze I i II) koji promovisu
metabolizam i transport lekova, ksenobiotika i drugih stranih supstanci (Hodges & Minich, 2015). Ipak,
neregulisana aktivnost NRF2 vodi neadekvatnom balansu izmedu antioksidanasa i prooksidanasa (ROS,
slobodni radikali). Preterano aktivan NRF2 je obelezje mnogih vrsta malignih tumora (Ngo &
Duennwald, 2022). Takode, celijske linije nekih malignih tumora mogu na neki nacin da iskoriste
aktivnost NRF2 antioksidativnih puteva da steknu hemioprotektivna/hemiorezistentna svojstva i ¢ak
podstaknu dalju tumorogenezu (Ngo & Duennwald, 2022). Zbog ove uloge u tumorskoj otpornosti,
farmakoloska modulacija NRF2 signalizacije, naroCito selektivna inhibicija njegove prekomerne
aktivacije u malignim ¢elijama, predstavlja jedan od perspektivnijih pristupa u razvoju novih adjuvantnih
terapija i senzitizera.

Mnogi antioksidativni enzimi koje reguliSe NRF2-ARE signalni put prepoznati su i po ulozi u
neoplasti¢noj transformaciji ili metabolizmu hemioterapeutika kao §to je to sluc¢aj sa NAD(P)H kinon-
dehidrogenazom (engl. NAD(P)H quinone dehydrogenase), koja vrsi redukciju kinona (donirajuci po
2¢7) u manje toksi¢ne hidrokinone (Khan et al.,, 2024). Nivoi NQO1 (engl. NAD(P)H:quinone
oxidoreductase 1) su transkripciono regulisani od strane NRF2, koji se veze za neke od 6 ARE elemenata
na NQO1 promoteru, a rezultira znacajno poveéanom koncentracijom NQOL1 (i do 200 puta) u
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izmenjenim ili stresorima optere¢enim tkivima u poredenju sa normalnim tkivima (Khan et al., 2024).
NRF2 je regulator i aktivnosti SOD, GPx i CAT, a podstice i transkripciju gena koji kodiraju sintezu
glutationa: Kkataliticka podjedinica glutamat-cistein ligaze (engl. GCLC-Glutamate-Cysteine Ligase
Catalytic Subunit) i modulatorna podjedinica glutamat-cistein ligaze (engl. GCLM - Glutamate-Cysteine
Ligase Modifier Subunit), doprinose¢i time antioksidativnoj zastiti zdravih neizmenjenih Celija, a nekada
i malignih ¢elija (Ngo & Duennwald, 2022).

Povecana aktivnost NRF2 u izmenjenim c¢elijama moze im omoguciti 1 otpornost na
feroptozu (vrstu programirane éelijske smrti koja zavisi od Fe?* indukovane lipidne peroksidacije) (Tang
& Kang, 2024). Ipak, maligne ¢elije su adaptivne u pogledu povecanog oksidativnog stresa, pa mogu da
povecaju produkciju NADPH (engl. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate), putem pentoza-
fosfatnog puta, posebno u stadijumu inicijacije, zatim mogu da modifikuju metabolizam sumpornih
jedinjenja i metabolizam glutamina i1 folata (Hayes et al., 2020). Maligne celije, usled ubrzane
proliferacije, postaju energetski zahtevnije od normalnih ¢elija, pa pribavljaju ATP (engl. Adenosine
Triphosphate) drugacije, odnosno ¢ak i u prisustvu O2 mogu da fermentiSu glukozu do laktata, dobijajuéi
piruvat i neke intermedijere (Schiliro & Firestein, 2021; Zhao & Li, 2021). Ova manje efikasna, ali daleko
brza strategija dobijanja ATP, u odnosu na oksidativnu fosforilaciju, prepoznata je kao jedno od obelezja
malignih ¢elija i poznata je pod nazivima aerobna glikoliza ili Varburgov efekat (Schiliro & Firestein,
2021; Zhao & Li, 2021). Tako se i stepen rasta proizvodnje ATP kod malignih ¢elija dovodi u vezu sa
agresivno$¢u samog malignog tumora i lo§ijom klini¢ckom prognozom (Schiliro & Firestein, 2021; Zhao
& Li, 2021). Upravo razumevanje ovih metabolickih adaptacija otvara priliku terapeutske intervencije u
vidu uvodenja sintetickih metabolita i intermedijera u maligne ¢éelije (Zhao & Li, 2021).

Predmet istraZzivanja ove doktorske disertacije jeste proSirivanje postojecih saznanja u nauc¢noj
literaturi o efektima ekstrakata (etanolnog, EE; vodenog, VE; i dihlormetanskog, MME) i odabranih,
detaljno okarakterisanih bioaktivnih jedinjenja (butin, butein i sulfuretin) biljke C. coggygria na
potencijalni radiosenzitizujuéi efekat. Istrazivanje je usmereno na ispitivanje uticaja ovih ekstrakata i
jedinjenja na osetljivost humanih malignih ¢elija adenokarcinoma dojke MDA-MB-231 na dejstvo
jonizujuceg zracenja u dozi od 2 Gy, koliko iznosi terapijska frakcija kod leCenja radioterapijom (Smith
et al., 2011). Cilj je da se utvrdi da li i na koji nacin ispitivani ekstrakti i jedinjenja, u kombinaciji sa
zracenjem, povecavaju osetljivost malignih ¢elija u poredenju sa Celijama izloZzenim samo zracenju,
odnosno da li doprinose smanjenju proliferacije i prezivljavanja tumorskih ¢elija kroz specificne ¢elijske
1 molekularne mehanizme. Nadalje, istraZzivanje obuhvata i ispitivanje efekata radioprotekcije na
humanim normalnim, neizmenjenim ¢elijama plué¢nih fibroblasta. U tom kontekstu analizira se da li
ekstrakti 1 ispitivana jedinjenja ruja, u kombinaciji sa jonizuju¢im zra¢enjem od 2 Gy, doprinose
povecanom preZivljavanju normalnih ¢elija u odnosu na ¢elije tretirane isklju¢ivo zracenjem. Poseban
akcenat stavljen je na ispitivanje potencijalne modulacije signalnih puteva ukljucenih u regulaciju
¢elijskog ciklusa, apoptotskih procesa, kao i drugih signalnih mehanizama odgovornih za proliferaciju i
preZivljavanje neizmenjenih ¢elija. Prema naSem najboljem saznanju, u trenutku podnoSenja doktorske
disertacije ne postoje literaturni podaci koji ukazuju na potencijalnu ulogu ekstrakata (EE, VE i MME) i
jedinjenja ruja u kombinaciji sa jonizuju¢im zrac¢enjem od 2 Gy na malignu ili neizmenjenu humanu
¢elijsku liniju in vitro. Istrazivanje je usmereno na procenu da li ispitivani ekstrakti i jedinjenja indukuju
oSte¢enja DNK, hromozomske aberacije ili druge oblike genomske nestabilnosti u humanim malignim 1
normalnim ¢elijama, kao 1 na razlikovanje ciljanog antitumorskog efekta od nespecificne
genotoksi¢nosti. Poseban fokus istrazivanja predstavlja analiza genotoksi¢nih efekata u uslovima
kombinovanog tretmana sa jonizuju¢im zracenjem u dozi od 2 Gy, radi utvrdivanja uloge ekstrakata i
ispitivanih jedinjenja ruja u modulaciji odgovora ¢elija na osteCenja DNK. Ispituje se da li navedene
supstance pojacavaju genotoksic¢ni odgovor i osetljivost tumorskih ¢éelija, doprinoseci radiosenzitizaciji,
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odnosno da 1i istovremeno ispoljavaju odsustvo genotoksi¢nosti ili zastitni efekat u normalnim,
neizmenjenim c¢elijama.

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije obuhvata in vitro ispitivanje antitumorskog i
genotoksi¢nog potencijala ekstrakata i odabranih bioaktivnih biljnih jedinjenja izolovanih iz C.
coggygria, u cilju proSirivanja saznanja o njihovom mehanizmu delovanja na humane normalne ¢elije
pluénih fibroblasta MRC-5. Istrazivanje je usmereno na procenu da li ispitivani ekstrakti (EE, VE i
MME) i jedinjenja (butin, butein i sulfuretin) ostvaruju antitumorski efekat putem ciljane modulacije
¢elijskih procesa, kao $to su regulacija ¢elijskog ciklusa, indukcija apoptoze i inhibicija proliferacije, ili
da li njihovo delovanje ukljucuje nespecificna genotoksi¢na ostecenja DNK.

U okviru istrazivanja analizira se genotoksicni potencijal ispitivanih supstanci kroz procenu
indukcije DNK oSte¢enja, hromozomskih promena i genomske nestabilnosti u humanim malignim
¢elijama, kao i u humanim normalnim, neizmenjenim ¢elijama, sa ciljem procene njihove selektivnosti i
bezbednosnog profila. Posebna paznja posvecéena je razlikovanju antitumorskog efekta koji je posledica
regulisanih bioloSkih mehanizama od efekta izazvanog nespecificnom DNK toksi¢no$¢u. Na ovaj nacin,
predmet istrazivanja obuhvata integrisanu procenu antitumorskog dejstva, genotoksi¢nosti i mehanizama
delovanja ekstrakata i biljnih jedinjenja C. coggygria, kao osnove za njihovu dalju eksperimentalnu
validaciju i potencijalnu primenu u antitumorskoj terapiji.

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je ispitivanje antitumorskog dejstva in vitro
ekstrakata 1 jedinjenja izolovanih iz biljne vrste ruj, koji bi mogli da ispolje znacajan antitumorski
potencijal i ve¢u selektivnost u svom dejstvu prema malignim ¢elijama, odnosno manju toksi¢nost prema
neizmenjenim ¢elijama. Biljni ekstrakti i jedinjenja koja su detaljno okarakterisana in vitro u svom
dejstvu prema malignim ¢elijama i imaju visoku selektivnost u antitumorskom dejstvu, imaju potencijal
da se dalje ispituju u in vivo testiranjima kao hemiopreventivni agensi i/ili komplementarni antitumorski
agensi. Od drvenastog dela biljke ruj, pripremljena su tri ekstrakta: etanolni, vodeni i dihlormetanski
ekstrakt, Sto je novina u istraZivanju jer do sada ne postoje literaturni podaci o efektima ekstrakata
dobijenih iz drvenastog dela biljke ruj na maligne ¢elije. VE predstavlja ekstrakt dobijen kao ¢aj, EE
predstavlja ekstrakt dobijen kao tinktura, a MME je ekstrakt Sirokog opsega polarnosti, pa je on izabran
za ispitivanje, jer su vodeni i etanolni ekstrakti mnogo polarniji. 1z EE ruja izolovano je dvanaest glavnih
jedinjenja: sulfuretin, fustin, eriodiktiol, taksifolin, epitaksifolin, butin, butein, fisetin, sulfuretin auronol,
3-O-metilepifustin, 3-O-metilfustin i sitosterol-3-O-B-D-glukozid. Tri izolovana jedinjenja, 3-O-
metilepifustin, epitaksifolin i sulfuretin auronol, prvi put su pronadena u biljci ruj, a kotinignan A je prvi
ikad izolovan auronolignan.

1.11 Savremeni pristupi u antitumorskoj terapiji i prirodni izvori bioaktivnih molekula

1.11.1 Znacaj ispitivanja biljnih vrsta i biljnih jedinjenja za razvoj novih antitumorskih lekova

Savremena istrazivanja prirodnih proizvoda, naroCito proizvoda biljnog porekla, sve se
intenzivnije usmeravaju ka identifikaciji novih bioaktivnih molekula primenom savremenih analiti¢kih
tehnika, kao §to su rendgenska kristalografija i 1D i 2D nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija
(engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR). Uporedo s tim, vaznu ulogu ima i optimizacija procesa
izolovanja aktivnih komponenti koriS¢enjem modernih ekstrakcionih pristupa, uklju¢uju¢i naprednu
ultrazvucnu ekstrakciju i superkriticnu fluidnu ekstrakciju, kao i procesa razdvajanja i precis¢avanja koji
uklju€uju razli¢ite hromatografske tehnike. Savremena istrazivanja obuhvataju i kombinovanje prirodnih
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jedinjenja sa postoje¢im farmaceuticima u cilju ispitivanja potencijalnih sinergistickih efekata,
modulacije farmakokinetickih svojstava i poboljSanja biodostupnosti, kao i stabilizacije inherentno
nestabilnih ili isparljivihn molekula putem tehnika poput nanopartikulacije, nanoemulzifikacije ili
lipozomalne enkapsulacije. Posebna paznja usmerena je na razvoj ekonomsko odrzivih, energetski
efikasnih i industrijski skalabilnih metoda ekstrakcije, zasnovanih na principima zelene hemije,
ukljucujuéi primenu ekoloski prihvatljivih rastvaraca i tehnologija koje doprinose cirkularnoj i odrzivoj
ckonomiji. Dodatno, savremeni pristupi ukljuuju primenu molekularnog dokinga i drugih in silico
metoda, koje se u sve vecoj meri oslanjaju na napredne kompjuterske sisteme i vestacku inteligenciju,
¢ime se omogucava ubrzano i preciznije predvidanje interakcija izmedu prirodnih jedinjenja i bioloskih
,,meta“ (Alfaro-Almaguer et al., 2022; Rakha et al., 2024; Sosa-Hernandez et al., 2018). Potragu za novim
jedinjenjima i kandidatima za lekove znacajno skracuju tzv. omiks-tehnike i metode, zasnovane na
metodama genomike, proteomike, metabolomike i transkriptomike. U okviru istrazivanja doktorske
disertacije, odredene grupe sekundarnih metabolita izdvajaju se zbog svoje pouzdane i viSestruke
bioloske aktivnosti, poput flavonoida, koji se sve ¢eS¢e razmatraju u kontekstu tretmana neuroloskih i
neuropsihijatrijskih stanja, ili pentacikli¢nih triterpena, prepoznatih po izraZenom antimikrobnom i
citotoksi¢nom potencijalu.

Ispitivanje selektivnosti antitumorskog dejstva ekstrakata i jedinjenja ruja posebno je znacajno
ako se uzme u obzir da su zlatni standard u le¢enju maligniteta hemioterapeutici niske selektivnosti, a sa
znacajnom toksi¢no$¢u i ucestalim nuspojavama (Karpuz et al., 2018; Siegel et al., 2023). Potreba za
selektivnim jedinjenjima podsti¢e istrazivanja u oblasti prirodnih proizvoda, najcesée biljaka, jer su
jedinjenja izolovana iz njih, kao 1 njihove sinergisticke smese u vidu ekstrakata, pokazala selektivna
antitumorska dejstva (Sosa-Hernandez et al., 2018). Antitumorska dejstva su Cesto zasnovana na
indukciji oStecenja DNK i apoptoze u transformisanim ¢elijama, ali to nisu jedini bioloSki mehanizmi
delovanja (Jiménez-Gonzélez et al., 2023; Nobili et al., 2009). U ovakvim istrazivanjima se ¢esto akcenat
stavlja i na rasvetljavanje biomehanizma delovanja, u cilju eventualne buduce ciljane primene u klini¢koj
praksi (Jiménez-Gonzalez et al., 2023; Khan et al., 2019b; Nobili et al., 2009). Uobi¢ajeno je da se nakon
proba i skrininga in vitro na kulturama malignih ¢elija, ukljucuju¢i i 2D i 3D modele (sferoide) i
organoide, ispituju efekti izolovanih jedinjenja ili biljnih ekstrakata in vivo, na model organizmima
(Kitaeva et al., 2020). Izmedu ostalih, alkaloidna i flavonoidna jedinjenja biljnog porekla se posebno
istiCu antitumorskom aktivno$¢u u odnosu na druge sekundarne metabolite (Jiménez-Gonzélez et al.,
2023; Khan et al., 2019b; Nobili et al., 2009).

Istrazivanje u okviru ove doktorske disertacije usmereno je na ispitivanje potencijala derivata
biljaka da moduliSu odgovor malignih ¢elija na dejstvo jonizujuceg zracenja u uslovima koji odrazavaju
klini¢ki relevantnu radioterapiju, odnosno frakcionisanu radioterapiju. Polaze¢i od ¢injenice da biljni
derivati sadrZe Sirok spektar bioloski aktivnih komponenti, posebna paznja je posvecena njihovoj
sposobnosti da uticu na klju¢ne procese ukljuc¢ene u tumorsku progresiju i terapijski odgovor, kao §to su
proliferacija, prezivljavanje, regulacija c¢elijskog ciklusa i aktivacija mehanizama celijske smrti.

1.12 Hipoteze istraZivanja u okviru doktorske disertacije

Na osnovu literaturnih saznanja postavljene su sledece radne hipoteze istrazivanja:

1. Ekstrakti 1 jedinjenja izolovana iz biljke ruj imaju selektivni citotoksi¢ni efekat prema
malignim ¢elijama u odnosu na neizmenjene Celije 1 selektivnost prema odredenom tipu
malignog tumora.
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2. Ekstrakti 1 jedinjenja izolovana iz biljke ruj ostvaruju svoje citotoksi¢no dejstvo aktivacijom
apoptotske ¢elijske smrti malignih ¢éelija.

3. Ekstrakti i jedinjenja izolovana iz biljke ruj ostvaruju antioksidativno dejstvo u neizmenjenim

humanim ¢elijama.

Ekstrakti i jedinjenja ruja ne pokazuju genotoksi¢nost na neizmenjenim humanim ¢elijama.

Ekstrakti 1 jedinjenja izolovana iz ruja ispoljavaju antiinvazivni efekat na malignim ¢elijama

in vitro.

6. Ekstrakti i jedinjenja ruja ispoljavaju radiomodulatorno dejstvo.

ok~

1.13 Ciljevi istrazivanja u okviru doktorske disertacije

Kako bi se proverile radne hipoteze, postavljen je osnovni cilj istrazivanja u okviru doktorske

disertacije. Osnovni cilj istraZivanja je da se ispitaju mehanizmi antitumorskog dejstva ekstrakata i
jedinjenja biljne vrste ruj, C. coggygria Scop. On ¢e biti ostvaren kroz sledecée specificne ciljeve:

1.

Ispitati intenzitet citotoksicnog dejstva tri ekstrakta srzi drvenastog dela biljke ruj
(dihlormetanski, etanolni i vodeni ekstrakt) i dvanaest izolovanih jedinjenja (sulfuretin, fustin,
eriodiktiol, taksifolin, butin, butein, fisetin, kotinignan A, sulfuretin auronol, 3-O-metilepifustin,
3-O-metilfustin i sitosterol-3-O-f-D-glukozid) prema nizu humanih malignih ¢elijskih linija:
adenokarcinom grli¢a materice HeLa, maligni melanom A375, hroni¢na mijeloidna leukemija
K562, akutna promijelocitna leukemija HL-60, adenokarcinom prostate PC-3, karcinom prostate
DU 145, adenokarcinom dojke MDA-MB-231, prema neizmenjenim humanim fibroblastima
plu¢a MRC-5 i keratinocitima HaCaT, kao i prema 3D modelima (viSecelijskim tumorskim
sferoidima) HeLa i MDA-MB-231 malignih ¢elija.

Ispitati mehanizme citotoksi¢nog dejstva tri ekstrakta i odabranih jedinjenja koja ispoljavaju
najvecu citotoksi¢nost, na dve maligne celijske linije: adenokarcinom grlica materice HelLa 1
hroni¢na mijeloidna leukemija K562, odredivanjem efekta na raspodelu ¢elija u fazama celijskog
ciklusa 1 utvrdivanjem tipa Celijske smrti.

Ispitati in vitro antiinvazivno dejstvo tri ekstrakta i odabranih jedinjenja koja ispoljavaju najvecu
citotoksi¢nost na humanim malignim HeLa ¢elijama odredivanjem efekta na migraciju ¢elija in
vitro i odredivanjem ekspresije gena koji kodiraju matriksnu metaloproteinazu 2 (MMP2), MMP9
i vaskularni endotelni faktor rasta A (VEGFA).

Ispitati efekat odabranog jedinjenja ruja na razliCite signalne puteve u humanim malignim
¢elijjama hroni¢ne mijeloidne leukemije K562 u cilju razjaSnjavanja mehanizama antitumorskog
dejstva jedinjenja odredivanjem diferencijalno eksprimiranih gena u odnosu na kontrolne,
netretirane celije.

Ispitati genotoksicni 1 antioksidativni efekat tri ekstrakta i odabranih jedinjenja koja ispoljavaju
najvecu citotoksi¢nu aktivnost na neizmenjenim humanim fibroblastima plu¢a MRC-5.

Ispitati efekat ekstrakata i jedinjenja ruja na osetljivost humanih malignih ¢elija adenokarcinoma
dojke MDA-MB-231 i neizmenjenih humanih fibroblasta plu¢a MRC-5 na zracenje, a zatim i
ispitati mehanizme radiomodulatornog dejstva ekstrakata i jedinjenja ruja koji pokazu
radiomodulatorni efekat odredivanjem distribucije ¢elija u odredenim fazama celijskog ciklusa,
stepena apoptoze 1 intenziteta oSte¢enja DNK u ¢elijama.
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2 Materijal i metode

2.1 Biljni materijal

Biljni materijal prikupljen je na podrucju Deliblatske pescare, u Vojvodini, Srbija. Materijal je
prikupljen u toku juna 2018. godine. Nakon prikupljanja, materijal je determinisan od strane prof. dr
Milana Velji¢a, na BioloSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Nakon determinacije, dodeljen mu je
i herbarski broj (broj vaucera BEOU 17422), ¢ime je uzorak postao sastavni deo herbarske zbirke
Instituta za botaniku i Botanicke baste ,,Jevremovac* u Beogradu, Srbija. Za potrebe istrazivanja koris¢en
je nadzemni deo biljke, konkretno drvenasti deo. Nakon prikupljanja, uzorak je suSen na sobnoj
temperaturi (24-25 °C) u zatamnjenoj prostoriji. Nakon suSenja uzorak je izmleven kako bi se od njega
dobio prah. Dobijeni prah ekstrahovan je etanolom primenom ultrazvuc¢ne ekstrakcije (engl. Ultrasound-
assisted extraction, UAE) u ultrazvuénom kupatilu.

2.2 Dobijanje ekstrakata iz biljnog materijala ruja

Za potrebe izolovanja kori$¢eno je 200 g biljnog praha i 3 1 96% etil-alkohola u vremenskom
intervalu od jednog sata. Nakon ekstrakcije dobijeno je 18,0 g sirovog ekstrakta, koji je podvrgnut
procesu frakcionisanja pomocu kolonske gravitacione hromatografije na silika-gelu. Deo EE je odvojen
za ispitivanje bioloske aktivnosti, dok je ostatak koris¢en za izolovanje. Ekstrakt na bazi dihlormetana
(MME) u odnosu 1:1 pripremljen je trostrukom ekstrakcijom, na isti nacin kao etanolni, primenom 20 g
praskaste mase, koja je ekstrahovana tri puta sa CH.Cl/MeOH (dihlormetan/metanol, 1:1). Nakon
ekstrakcije, dobijeni ekstrakti su profiltrirani i upareni na rotacionom evaporatoru. Po uparivanju,
odmeren je prinos od 8,6%. VE pripremljen je u obliku ¢aja, primenom 20 g praskaste mase, koja je
prokuvana u 300 ml destilovane vode u periodu od 15 min, a ekstrakt je nakon toga profiltriran i uparen.
Dobijeni prinos iznosio je 6,4%. Za potrebe eksperimenata, na ovaj nacin pripremljeni ekstrakti
rastvoreni su u DMSO u koncentraciji od 20 mg/ml i ¢uvani su na -20 °C do dalje upotrebe.

2.3 lzolovanje i identifikacija jedinjenja 1-12

Sli¢no ranijem radu Novakovica 1 saradnika, sirovi EE (10,0 g) je bio hromatografisan na Si gel
CC (kolonska hromatografija, engl. Column Chromatography) koloni (750 x 45 mm), sa CH2Cl,/MeOH
(gradijent eluiranja od 95/5 do 60/40) i dobijeno je 250 frakcija (Novakovié¢ et al., 2019). Kolonska
hromatografija je pracena sa TLC (tankoslojna hromatografija, engl. Thin-Layer Chromatography), a
kombinovane su frakcije sa slicnim Ry (retencioni faktor, engl. Retention factor) vrednostima: 1-10, 11-
18, 19-25, 26-30, 30-38, 39-41, 42-50, 51-60, 61-70, 71-82, 83-96, 97-111, 112-130, 131-152, 153-180.
Spojene frakcije 1-10, 30-38 i 61-70 su kori$¢ene za izolovanje jedinjenja semipreparativnom reverzno-
faznom HPLC (tecna hromatografija visokih performansi, engl. High Performance Liquid
Chromatography). Sva izolovana jedinjenja su identifikovana koriséenjem H, 3C, COSY (engl.
Correlation Spectroscopy), NOESY (engl. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy), HSQC (engl.
Heteronuclear Single Quantum Coherence) i HMBC (engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
NMR spektara i poredenjem njihovih spektralnih podataka sa onima iz literature. Butin (1) (Antal et al.,
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2010; Novakovi¢ et al., 2019; Valianou et al., 2009), 3-O-metilfustin (3) (da Costa et al., 2014;
Novakovi¢ et al., 2019), 3-O-metilepifustin (6), eriodiktiol (4) (Antal et al., 2010; Novakovi¢ et al., 2019)
i butein (11) (Antal et al., 2010; Novakovi¢ et al., 2019; Valianou et al., 2009) izolovani su iz
kombinovanih frakcija 1-10 semipreparativnom HPLC koris¢enjem sledece metode: 0-20 min, 20-37%
B; 20-21 min, 37-50% B; 21-22 min, 50% B; i 23-30 min, 50-100% B. Rastvarac¢ A je bio 0,2% HCOOH,
rastvara¢ B je bio MeCN (acetonitril), temperatura je bila 40 °C, brzina protoka je bila 4 ml/min, a talasne
duzine detekcije bile su 254 1 280 nm. Fustin (2) (Antal et al., 2010; da Costa et al., 2014; Novakovi¢ et
al., 2019; Valianou et al., 2009), taksifolin (5) (Antal et al., 2010; da Costa et al., 2014; Novakovi¢ et al.,
2019; Valianou et al., 2009), epitaksifolin (7), fisetin (8) (da Costa et al., 2014; Novakovi¢ et al., 2019;
Valianou et al., 2009) i sulfuretin (10) (Antal et al., 2010; da Costa et al., 2014; Novakovi¢ et al., 2019;
Valianou et al., 2009; Westenburg et al., 2000) izolovani su iz frakcija 30-38 pomoc¢u semipreparativne
HPLC, drugom metodom: 0-20 min, 25-40% B; 20-24 min, 40-100% B, gde je rastvara¢ A bio 0,2%
HCOOH, rastvarac¢ B je bio MeCN, temperatura je bila 40 °C, brzina protoka je bila 4 ml/min i talasne
duzine detekcije bile su 254 i 280 nm. Za odvajanje taksifolina i epitaksifolina bila je neophodna druga
HPLC metoda poSto su se njihovi pikovi delimi¢no preklapali primenom prve metode. Njihovo
razdvajanje je bilo izvedeno koris¢enjem slede¢e HPLC metode: 0-20 min, 5-30% B; 20-21 min, 30-
100% B, gde je rastvara¢ B bio MeCN, a rastvara¢ A 0,2% HCOOH. Temperatura je bila 40 °C, brzina
protoka je bila 4 ml/min i talasne duzine detekcije bile su 254 1 280 nm. Fustin (2), taksifolin (5), fisetin
(8), sulfuretin (10) i sulfuretin auronol (2-benzil-2,6,3',4'-tetrahidroksikumaran-3-on, 12) izolovani su iz
frakcija 61-70 koris¢enjem sledece HPLC metode: 0-20 min, 25-40% B; 20-24 min, 40-100% B, gde je
rastvarac B bio MeCN, a rastvara¢ A 0,2% HCOOH. Temperatura je bila 40 °C, brzina protoka je bila 4
ml/min i talasne duzine detekcije su bile 254 i 280 nm. Izolovano je jedinjenje sitosterol-3-O-f-D-
glukozid (9) iz ove frakcije kao talog u ¢istom MeOH, posto je bio slabo rastvorljiv u MeOH i potpuno
rastvorljiv u smesi dihlormetana i metanola.

2.4 Reagensi i uslovi kultivacije u ¢elijskoj kulturi

Reagensi koric¢eni za pripremu i odrzavanje ¢elijskih kultura bili su proizvodaca Sigma-Aldrich,
osim ukoliko nije drugacije navedeno. Za rad u cCelijskoj kulturi koriS¢ene su Thermo Scientific™
Biolite™ ploce sa 6, 24 ili 96 sudi¢a, kao i flaskovi povrsine 25 cm? Potpuni hranljivi medijum
pripreman je koriS§¢enjem RPMI 1640 medijuma, dopunjenog sa 10% fetalnog govedeg seruma (engl.
Fetal Bovine Serum, FBS), koji je prethodno termicki inaktivisan tokom 30 minuta na 56 °C. U medijum
su dodati L-glutamin u finalnoj koncentraciji od 3 mM, penicilin u koncentraciji od 100 1U/ml,
streptomicin u koncentraciji od 100 pg/ml i HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska
kiselina) u koncentraciji od 25 mM, kako bi se obezbedili optimalni uslovi za rast i odrzavanje ¢elija u
kulturi. Antibiotici penicilin i streptomicin su od proizvoda¢a Sigma-Aldrich, Misuri, SAD. Celije su
ispirane fosfatnim puferom (engl. Phosphate-Buffered Saline, PBS) i odvajane primenom rastvora
tripsina (0,25%) i EDTA (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid). Tripsinizacija je neutralisana
dodatkom kompletnog RPMI medijuma, nakon ¢ega su ¢elije sakupljane centrifugiranjem pri 1500 rpm
tokom 10 minuta. Celijski talog je resuspendovan u svezem kompletnom RPMI medijumu i blago
pipetiran radi dobijanja homogene suspenzije pojedinacnih Celija. Broj ¢elija odredivan je koris¢enjem
hemocitometra.

Sve ¢elijske linije gajene su u inkubatoru na temperaturi od 37 °C, u atmosferi sa 5% CO: i
visokim stepenom zasic¢enja vodenom parom. Celije su odrZavane u potpunom hranljivom medijumu, uz
redovno vizuelno prac¢enje morfologije, gustine rasta i opsteg stanja kulture svetlosnim mikroskopom.
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Ovi uslovi obezbeduju optimalno odrzavanje Celijske vijabilnosti, proliferacije i metabolicke aktivnosti
tokom trajanja eksperimenta.

2.5 Invitro ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata kolorimetrijskom metodom MTT

Citotoksi¢no dejstvo ekstrakata i jedinjenja izolovanih iz biljne vrste ruj ispitivano je na slede¢im
humanim malignim celijskim linijama: HeLa (adenokarcinom grlica materice), K562 (hroni¢na
mijeloidna leukemija), MDA-MB-231 (adenokarcinom dojke), HL-60 (akutna promijelocitna
leukemija), A375 (maligni melanom), PC-3 (adenokarcinom prostate) i DU 145 (karcinom prostate).
Pored malignih ¢elijskih linija, u ispitivanje su ukljucene i dve neizmenjene humane celijske linije:
HaCaT (humani keratinociti) i MRC-5 (fetalni humani pluéni fibroblasti). Sve navedene ¢elijske linije,
osim HaCaT c¢elija, nabavljene su iz kolekcije ATCC (Manassas, VA, SAD). HaCaT ¢elije su dobijene
na poklon od kolega sa Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo.

Celijske linije HeLa, MDA-MB-231, PC-3, DU 145, A375, HaCaT i MRC-5 su adherentne
éelijske linije i odrzavane su u kulturi u vidu ¢elijskog monosloja. Celijske linije K562 i HL-60 rastu u
suspenziji i nisu adherentne u odnosu na podlogu. Sve celijske linije odrzavane su u potpunom
hranljivom medijumu, pri standardnim uslovima ¢elijske kulture, na temperaturi od 37 °C, u vlaznoj
atmosferi sa 5% CO..

Citotoksic¢na aktivnost tri ekstrakta i dvanaest izolovanih jedinjenja oznacenih brojevima 1-6 i 8-
13 ispitivana je na panelu od sedam humanih malignih i dve normalne humane celijske linije. Efekat
ispitivanih agenasa procenjivan je nakon 72 sata inkubacije sa tretmanima. Celije su zasejavane u sterilne
mikrotitarske ploce sa 96 sudi¢a, u zapremini od 100 pl po sudi¢u. Broj zasejanih Celija prilagoden je
tipu Celijske linije i njenoj brzini rasta, pa je po sudi¢u zasejavano: 2 000 HeLa celija, 3 000 A375 ¢elija,
5000 MDA-MB-231, DU 145, PC-3 i K562 ¢elija, kao i 7 000 HL-60 ¢elija. Kod adherentnih ¢elijskih
linija, nakon zasejavanja je usledila inicijalna inkubacija od 24 sata, kako bi ¢elijama bilo omogucéeno
prijanjanje za podlogu, stabilizacija i nastavak osnovnih ¢elijskih procesa. Nakon ovog perioda, u svaki
sudi¢ je dodavano po 50 ul rastvora ispitivanih ekstrakata ili jedinjenja u odgovaraju¢im definisanim
serijskim koncentracijama. Kod ¢elijskih linija koje rastu u suspenziji, K562 i HL-60, ¢elije su zasejavane
dva sata pre dodavanja 50 pl rastvora ispitivanih ekstrakata ili jedinjenja u odgovaraju¢im definisanim
serijskim koncentracijama, kako bi se omoguc¢ila ravnomerna distribucija ¢elija u sudi¢ima pre izlaganja
ispitivanim agensima.

Stok rastvori ekstrakata i jedinjenja pripremani su u DMSO u koncentraciji od 20 mg/ml ili 20
mM. Finalne koncentracije ekstrakata u eksperimentu iznosile su 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/mi, 100
pg/ml i 200 pg/ml. Finalne koncentracije jedinjenja u eksperimentu iznosile su 12,5 uM, 25 uM, 50 uM,
100 uM 1 200 uM. Kod ¢elijskih linija kod kojih koncentracija od 200 pg/ml nije pokazala citotoksi¢ni
efekat, ispitivana je i dodatna, viSa koncentracija od 400 pg/ml. Nakon dodavanja tretmana, Celije su
inkubirane naredna 72 sata pod istim standardnim uslovima temperature, vlaznosti i koncentracije CO..

Kao pozitivna kontrola kori§¢ena je cisplatina, citostatik sa dobro poznatim 1 u literaturi opisanim
citotoksi¢nim dejstvom. Kontrolne ¢elije su gajene u istim uslovima, ali bez dodatka ispitivanih
ekstrakata ili jedinjenja. Svaka kombinacija ¢elijske linije 1 tretmana radena je u triplikatu, eksperimenti
su ponovljeni najmanje tri do Sest puta nezavisno, u cilju dobijanja pouzdanih i reproducibilnih rezultata.
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Citotoksi¢no dejstvo ispitivanih agenasa moze se ispoljiti direktno, indukcijom celijske smrti
putem apoptoze i/ili nekroze, ili indirektno, kroz antiproliferativni efekat, pri ¢emu ¢elije ostaju vitalne,
ali su njihov rast i deoba usporeni ili inhibirani (Mati¢ et al., 2013a). Direktna citotoksi¢nost procenjuje
se na osnovu smanjenja celijskog prezivljavanja, odnosno povecanja broja mrtvih ¢elija, dok se
antiproliferativni efekat odreduje pracenjem inhibicije Celijskog rasta u odnosu na kontrolni uzorak
(Gligorijevic¢ et al., 2012; Mati¢, 2013). Jedan od klju¢nih parametara za procenu aktivnosti ispitivanih
supstanci jeste ICso vrednost, koja predstavlja koncentraciju ispitivanog agensa potrebnu da se
prezivljavanje, odnosno rast tretiranih celija, smanji za 50% u odnosu na netretiranu kontrolu
(Gligorijevi¢ et al., 2012; Mati¢ et al., 2013a).

U ovom delu doktorske disertacije celijsko prezivljavanje odredivano je MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid) kolorimetrijskim testom. Ova metoda zasniva se na
sposobnosti metabolicki aktivnih, odnosno zivih ¢elija, da redukuju zutu tetrazolijumsku so MTT u
nerastvorne ljubicaste kristale formazana (Mati¢ et al., 2013a). Nakon zavrSene inkubacije sa MTT
reagensom u trajanju od 4 sata, formirani kristali formazana rastvarani su dodatkom SDS-a (engl. Sodium
Dodecyl Sulfate), ¢ime se dobija obojeni rastvor ¢ija se apsorbanca meri spektrofotometrijski na talasnoj
duzini od 570 nm (Mati¢ et al., 2013a). Intenzitet izmerene apsorbance proporcionalan je broju
metaboli¢ki aktivnih, odnosno Zivih/vijabilnih ¢elija u uzorku (Gligorijevi¢ et al., 2012; Mati¢ et al.,
2013a). Procenat prezivljavanja ¢elija izracunavan je prema formuli:

S [%] = (Au / AK) x 100

gde Au predstavlja apsorbancu tretiranih celija, dok Ak predstavlja apsorbancu kontrolnih,
netretiranih ¢elija. Dobijene vrednosti koriS¢ene su za procenu citotoksi¢ne i/ili antiproliferativne
aktivnosti ispitivanih ekstrakata i jedinjenja, kao i za odredivanje ICso vrednosti (Gligorijevi¢ et al., 2012;
Mati¢ et al., 2013a).

2.6 Invitro ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata na 3D cCelijskim modelima (3D
sferoidi)

Humane celije adenokarcinoma grlica materice HeLLa 1 humane celije trostruko negativnog
adenokarcinoma dojke MDA-MB-231 gajene su u standardnim uslovima na 37 °C u vlaznoj atmosferi
sa 5% COea.

Trodimenzionalni sferoidi formirani su koriS¢enjem mikrotitarskih ploca sa 96 sudica sa
okruglim dnom 1 ultraniskom adhezijom, posebno dizajniranih za 3D ¢elijske kulture (Sphera™ ploce).
Sferoidi su 3D celijske strukture, odnosno celije nisu rasle kao ravan sloj na dnu ploce, ve¢ su se
agregirale u loptaste formacije koje bolje oponasaju uslove u tkivu ili tumoru. Celije HeLa i MDA-MB-
231 su zasejane u gustini od 1 000 ¢elija po sudi¢u za HeLa ¢elijsku liniju i 2 000 za MDA-MB-231, u
konac¢noj zapremini od 100 ul kompletnog RPMI medijuma po sudi¢u. Ploce su pazljivo prenete u
inkubator kako bi se omogucila spontana agregacija ¢elija i formiranje sferoida, bez naruSavanja njihove
strukture. Tokom narednih 48 sati ¢elije nisu tretirane, ve¢ su ostavljene da spontano agregiraju u okviru
sistema, pri ¢emu je svakodnevno dodavan svez medijum. Nakon 48 sati od zasejavanja celije su
tretirane, a pre tretmana celije su slikane, uz koris¢enje fazno-kontrastnog invertnog mikroskopa na
uvecanju 4x. Slike Celija su pravljene u vremenskim tackama 0 sati (neposredno pre tretmana), 24 sata i
72 sata nakon tretmana, uz koris¢enje identicnog uvecanja fazno-kontrastnog invertnog mikroskopa i
istith parametara podeSavanja za sve vremenske tacke 1 analizirane u verziji Image] softvera
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(https://ij.imjoy.i0/) koja je dostupna za internet pretrazivac i besplatna za sve korisnike. Morfologija
sferoida i stepen kompaktnosti procenjivani su kvalitativno.

Vijabilnost ¢elija nakon 72 sata unutar 3D sferoida procenjivana je primenom kalceinskog
bojenja. Kada se sferoidi oboje kalceinom (5 umol/l), zive ¢elije pocinju da fluoresciraju zeleno, dok
mrtve Celije ne daju signal (Gligorijevi¢, 2012). Sferoidi su inkubirani sa kalcein bojom razblazenom u
PBS puferu, u skladu sa uputstvom proizvodaca. Kalcein acetoksimetil estar je nefluorescentna boja koja
lako prolazi kroz membranu zivih ¢elija. Kada ude u ¢eliju, intracelijske esteraze je prevode u kalcein,
koji je fluorescentan i ostaje zarobljen unutar ¢elije. Zato se ¢elije koje imaju oCuvan integritet membrane
1 metabolicku aktivnost vide kao fluorescentne Celije 1 daju signal, odnosno zive ¢elije. Nakon inkubacije
sa rastvorom boje u trajanju od 45 minuta na 37 °C, sferoidi su blago ispirani PBS puferom radi
uklanjanja viska boje i odmah potom na fluorimetru Thermo Scientific Fluoroskan™ FL je ocitana
fluorescencija. Vijabilne éelije identifikovane su na osnovu intraéelijske fluorescencije kalceina. Celije
su tokom celog eksperimenta gajene u standardnim uslovima za humane ¢elijske linije u kulturi. Tokom
prva 72 sata nije vrSena zamena medijuma kako bi se izbeglo naruSavanje formiranja i kompaktnosti
sferoida.

2.7 Analiza faza éelijskog ciklusa

Uticaj ekstrakata i izolovanih jedinjenja ruja na raspodelu HeLa 1 K562 ¢elija po fazama Celijskog
ciklusa ispitivan je metodom protocne citometrije (Gligorijevi¢ et al., 2012; Mati¢, 2013; Ormerod,
2000). Celije su tretirane ekstraktima (EE, VE i MME) i jedinjenjima (butin, butein i sulfuretin) u
koncentracijama ICso 1 2XICso, tokom 24 sata i 48 sati inkubacije, kako bi se pratio odgovor HeLa i K562
¢elija u zavisnosti od primenjene koncentracije 1 duzine trajanja tretmana. HeLa 1 K562 Celije su zasejane
U ploce sa Sest sudi¢a u 2 ml kompletnog RPMI medijuma. Gustine su iznosile 200 000 ¢elija po sudi¢u
za HeLa 1250 000 ¢elija po sudicu za K562 Celije. Pre tretmana, HeLa Celije su nakon 24 sata inkubacije
u inkubatoru pripremljene uklanjanjem medijuma kako bi se dodavanjem tretmana dodao svez medijum.
Kod K562 ¢elija, medijum je ostao, s obzirom na to da se radi o ¢elijama u suspenziji, a tretman je dodat
nakon 2 sata inkubacije ¢elija u inkubatoru pri standardnim uslovima. U kontrolnim uzorcima HelLa
¢elija medijum je zamenjen svezim kompletnim hranljivim medijumom, dok je kod K562 linije dodat 1
ml svezeg medijuma u suspenziju.

Tretman se sastojao od dodavanja ekstrakata ili jedinjenja u koncentracijama ICso i 2xI1Cso U
kompletnom hranljivom medijumu, koje su odredene MTT testom nakon 72 sata inkubacije. Nakon 24
sata ili 48 sati inkubacije, HeLa Celije su tripsinizirane i ispirane PBS-om, dok je kod K562 ¢elija ovaj
korak izostavljen. Svi uzorci su zatim ispirani hladnim PBS-om i fiksirani dodavanjem hladnog PBS-a i
2 ml etanola na hladnom uz vorteksovanje, i cuvani najmanje jednu nedelju na -20 °C pre analize.

Na dan analize, uzorci su centrifugirani, isprani i inkubirani u 500 pl PBS-a sa RNKazom A (200
pg/ml) i propidijum-jodidom (engl. Propidium iodide, PI) (20 pg/ml). Pripremljeni uzorci su analizirani
na FACSCalibur proto¢nom citometru (Becton Dickinson, CA, SAD), sa detekcijom 10 000 dogadaja
po uzorku, a podaci su obradeni softverom BD CellQuestPro™ (Becton Dickinson, CA, SAD).
Fluorescencija PI, ekscitovana argon-jonskim laserom na 488 nm, detektovana je na FL2 kanalu.

Na osnovu DNK histograma (broj dogadaja u odnosu na FL2-A) izracunat je procenat HeLa ¢elija
u razli¢itim fazama celijskog ciklusa subG1, G1, S i G2/M. Paralelna analiza FL2-A u odnosu na FL2-
W omogucila je selekciju pojedinacnih Celija, ¢ime su iz analize iskljuceni ¢elijski agregati i debris.
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2.8 Odredivanje ciljnih kaspaza

Za ispitivanje moguce aktivacije kaspaze-3, kaspaze-8 i kaspaze-9, kao i za utvrdivanje tipa
¢elijske smrti izazvane ispitivanim ekstraktima (EE, VE i MME) i jedinjenjima (butin, butein i
sulfuretin), koris¢eni su specifi¢ni peptidni inhibitori kaspaza koji mogu da permeabilizuju, odnosno da
produ kroz ¢elijsku membranu: Z-DEVD-FMK, inhibitor kaspaze-3; Z-IETD-FMK, inhibitor kaspaze-
8; i Z-LEHD-FMK, inhibitor kaspaze-9 (R&D Systems) (Mati¢, 2013).

HeLa ¢elije su zasejane u ploce sa Sest sudic¢a, u 2 ml kompletnog RPMI medijuma po sudicu.
Gustina zasejavanja iznosila je 200 000 celija po sudi¢u. Nakon 24 sata inkubacije, Cime je adherentnim
HeLa ¢elijama omoguéeno prijanjanje za podlogu, ¢elije su predtretirane odgovaraju¢im inhibitorom
kaspaza, Z-DEVD-FMK, Z-IETD-FMK ili Z-LEHD-FMK, u koncentraciji od 40 uM. Inhibitori su
dodavani 2 sata pre tretmana ekstraktima i jedinjenjima ruja. Nakon predtretmana inhibitorima, ¢elije su
tretirane ispitivanim ekstraktima, EE, VE i MME, kao i jedinjenjima butin, butein i sulfuretin, u
koncentraciji koja je odgovarala vrednosti 2xICse. Nakon 24 sata tretmana, celije su sakupljene
tripsinizacijom, a zatim dva puta isprane hladnim PBS puferom, kako bi se uklonili eventualni ostaci
RPMI medijuma.

K562 ¢éelije su zasejane u ploce sa Sest sudic¢a, u 2 ml kompletnog RPMI medijuma po sudicu.
Gustina zasejavanja iznosila je 250 000 ¢elija po sudi¢u. Nakon 2 sata inkubacije, §to je omogucilo
ravnomernu distribuciju ¢elija u suspenziji, ¢elije su predtretirane odgovaraju¢im inhibitorom kaspaza,
Z-DEVD-FMK, Z-IETD-FMK ili Z-LEHD-FMK, u koncentraciji od 40 puM. Inhibitori su dodavani 2
sata pre tretmana ekstraktima i jedinjenjima ruja. Nakon predtretmana inhibitorima, ¢elije su tretirane
ispitivanim ekstraktima, EE, VE i MME, kao i jedinjenjima butin, butein i sulfuretin, u koncentraciji koja
je odgovarala vrednosti 2xICso. Nakon 24 sata tretmana, ¢elije su sakupljene centrifugiranjem, a zatim
dva puta ispirane hladnim PBS puferom, kako bi se uklonili eventualni ostaci kompletnog medijuma.

Pripremljeni Celijski uzorci, prethodno predtretirani odgovaraju¢im inhibitorima kaspaza i
ispitivanim ekstraktima ili jedinjenjima, analizirani su na proto¢nom citometru, sa detekcijom 10 000
dogadaja po uzorku. Fluorescencija PI, ekscitovana argon-jonskim laserom na 488 nm, detektovana je
na FL2 kanalu. Na osnovu DNK histograma, odnosno prikaza broja dogadaja u odnosu na FL2-A signal,
izraCunat je procenat celija u subGl fazi celijskog ciklusa, koja ukazuje na prisustvo Celija sa
fragmentisanom DNK i Koristi se kao pokazatelj apoptotske Celijske smrti. Efekat inhibitora kaspaza
procenjivan je poredenjem procenta celija u subGl proporciji izmedu uzoraka tretiranih samo
ekstraktima ili jedinjenjima i uzoraka koji su prethodno inkubirani sa specifi¢nim inhibitorima kaspaze-
3, kaspaze-8 ili kaspaze-9. Pad udela ¢elija u subGl proporciji, nakon predtretmana odgovarajuc¢im
inhibitorom, ukazivao je na mogucu ukljucenost odredene kaspaze u ¢elijsku smrt izazvanu ispitivanim
tretmanom. Paralelna analiza FL2-A u odnosu na FL2-W omogucila je selekciju pojedinacnih celija,
¢ime su iz dalje analize iskljuceni Celijski agregati 1 debris.

2.9 Aneksin V-FITC/propidijum-jodid esej

Apoptoza je analizirana proto¢nom citometrijom primenom aneksin V-FITC (aneksin V obelezen
fluorescein-izotiocijanatom, engl. Fluorescein Isothiocyanate)/Pl eseja, prema principu detekcije
eksternalizacije fosfatidilserina na spoljasnjoj strani ¢elijske membrane (Mati¢, 2013).
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HeLa ¢elije su zasejane u ploce sa Sest sudi¢a, u 2 ml kompletnog RPMI medijuma po sudicu.
Gustina ¢elija je iznosila 200 000 ¢elija po sudi¢u. Nakon 24 sata inkubacije, buduc¢i da je re¢ o
adherentnoj ¢elijskoj liniji, ¢elije su tretirane ispitivanim ekstraktima i jedinjenjima ruja u koncentraciji
2xICso. Apoptoza je odredivana nakon 24 sata inkubacije sa tretmanima, koris¢enjem aneksin V-FITC/PI
eseja, prema uputstvu proizvodaca (BD Pharmingen, San Diego, CA, SAD). Nakon tretmana, ¢elije su
tripsinizirane, dvaput isprane hladnim PBS puferom kako bi se uklonili eventualni ostaci kompletnog
medijuma, a potom resuspendovane u puferu za vezivanje (engl. Binding Buffer, BB), pripremljenom
prema uputstvu proizvodaca.

K562 ¢elije su zasejane u mikrotitarske ploce sa Sest sudi¢a, u 2 ml kompletnog RPMI medijuma
po sudi¢u. Gustina ¢elija je iznosila 250 000 ¢elija po sudi¢u. Nakon 2 sata inkubacije, ¢elije su tretirane
ispitivanim ekstraktima i jedinjenjima ruja u koncentraciji 2xICso. Apoptoza je odredivana nakon 24 sata
inkubacije ¢elija sa ispitivanim tretmanima, koris¢enjem aneksin V-FITC/PI eseja, prema uputstvu
proizvodaca (BD Pharmingen, San Diego, CA, SAD). Posto je re¢ o ¢elijskoj liniji koja raste u suspenziji,
¢elije nisu tripsinizirane, ve¢ su sakupljene i dvaput isprane hladnim PBS puferom kako bi se uklonili
ostaci kompletnog medijuma i tretmana, i resuspendovane u BB, pripremljenom prema uputstvu
proizvodaca.

Nakon pripreme uzoraka, ¢elije su obojene aneksin V-FITC konjugatom i PI, a zatim analizirane
na proto¢nom citometru. Na osnovu intenziteta FITC fluorescencije, koji odgovara vezivanju aneksina
V za fosfatidilserin, i PI signala, koji ukazuje na naruSenu propustljivost ¢elijske membrane, odredivan
je procenat vijabilnih, rano apoptotskih, kasno apoptotskih/sekundarno nekroti¢nih i nekroti¢nih, mrtvih
¢elija. Vijabilne celije bile su negativne i na aneksin V-FITC i na PI. Rano apoptotske ¢elije bile su
aneksin V-FITC pozitivne i PI negativne, dok su ¢elije u kasnoj apoptozi/sekundarnoj nekrozi bile
pozitivne na oba markera. Celije pozitivne samo na PI klasifikovane su kao nekroti¢ne. Pre kvantifikacije
¢elijskih subpopulacija, analizom FSC (prednje rasejanje svetlosti, engl. Forward Scatter) i SSC (bo¢no
rasejanje svetlosti, engl. Side Scatter) parametara izdvojena je glavna Celijska populacija, dok su debris
1 nespecificni dogadaji iskljuceni iz dalje analize.

2.10 Analiza genske ekspresije

HeLa ¢elije su zasejane u flaskove povrSine 25 cm? u gustini od 1 x 10¢ ¢elija po flasku. Nakon
24 sata inkubacije, celije su tretirane subtoksiénim ICso/4 koncentracijama odgovarajucih ekstrakata (EE,
VE i MME) ili jedinjenja (butin, butein i sulfuretin). Nakon 24 sata inkubacije ¢elija sa odgovaraju¢im
tretmanom, ¢elije su prikupljene tripsinizacijom, isprane hladnim PBS-om i uskladistene na -80 °C do
daljih koraka u izolaciji RNK molekula (Stanojkovi¢ et al., 2018).

Ukupna RNK izolovana je iz netretiranih 1 tretiranih celija koriS¢enjem TriReagent-a, U
kombinaciji sa hloroformom, izopropanolom i 70% etanolom bez nukleaza. Koncentracija RNK i odnos
A260/280 odredeni su pomocu BiospecNano uredaja (Shimadzu, Japan). Reverzna transkripcija izvrSena
je pomocu High-Capacity cDNA Reverse Transcription eseja, dok je amplifikacija za RT-gPCR
(kvantitativna lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu uz reverznu transkripciju, engl. Reverse
Transcription quantitative PCR) sprovedena koris¢enjem No UNG 2xTagMan Universal Master Mix-a.

Ciljani geni za amplifikaciju bili su MMP2 (Hs01548727_m1), MMP9 (Hs00957562_m1) i
VEGFA (Hs00900055 m1), dok je GAPDH (Hs02758991 gl) koris¢en kao referentni gen.
Amplifikacija gena FTL (Hs00830226 gH), ST3GAL4 (Hs00920871 _ml), i SQSTM1
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(Hs01060665_m1) je uradena sa ACTB (Hs99999903 m1) kao endogenom kontrolom. Kvantifikacija
ekspresije gena izvrSena je na QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System uredaju (Applied Biosystems™).
Analiza podataka sprovedena je metodom uporednog delta-delta Ct (ddCt), sa netretiranim uzorkom kao
kontrolom. Rezultati su izrazeni u relativnim jedinicama ekspresije (RQ).

2.11 Ispitivanje uticaja ekstrakata na migraciju éelija - in vitro scratch esej

HelLa celije su zasejane u ploce sa 24 sudica, u gustini od 70 000 ¢elija po sudicu, i inkubirane u
trajanju od 24 sata, odnosno dok konfluentnost celijskog monosloja nije potvrdena svetlosnim
mikroskopom, kvalitativno. Nakon dostizanja konfluentnosti ¢elijskog monosloja, u celijama je
napravljen zarez, odnosno scratch, po kome je ova metoda i dobila ime. Zarez je napravljen pomocéu
pipetnog vrha od 200 pl, pri cemu je pipeta drzana pod uglom od 90° u odnosu na povrsinu sudica.
Pipetni vrh je povlaten od vrha ka dnu sudi¢a, kako bi Sirina ogrebotine bila Sto ujednacenija
(Gligorijevi¢, 2012; Mati¢, 2013).

Nakon pravljenja ogrebotine, celije su lagano isprane PBS puferom, kako ne bi doSlo do
naruSavanja monosloja ¢elija. U kontrolne sudi¢e dodat je svez medijum, dok su u preostale sudi¢e dodate
ICs0/2 koncentracije odgovarajuéih ekstrakata (EE, VE i MME) i jedinjenja (butin, butein i sulfuretin).
Celije su fotografisane primenom invertnog fazno-kontrastnog mikroskopa (Olympus) u vremenskim
tatkama nakon 0, 24 1 48 sati. Kvantitativna analiza slike zareza sprovedena je koris¢enjem Imagel.js
verzije za pretrazivac (https://ij.imjoy.i0/), koja je besplatno dostupna.

2.12 Merenje unutaréelijskih reaktivnih Kkiseoni¢nih vrsta

Protonom citometrijom odreden je nivo unutarcelijskih ROS u kontrolnim, netretiranim
humanim fibroblastima plu¢a MRC-5, kao i u MRC-5 ¢elijama tretiranim ekstraktima (EE, VE i MME)
i jedinjenjima (butin, butein i sulfuretin) ruja. Nakon zasejavanja i 24 sata inkubacije pri standardnim
uslovima, Celije su tretirane netoksi¢nim koncentracijama ekstrakata i1 jedinjenja, koje su odgovarale
vrednosti  ICso/4. Netoksi¢nost primenjenih koncentracija dodatno je potvrdena svetlosnim
mikroskopom, kvalitativno. Za merenje nivoa ROS-a koris¢en je celijski permeabilni fluorescentni
indikator 30 uM 2',7'-dihlorodihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA). Ovaj indikator ulazi u Celije, gde
¢elijske esteraze uklanjaju acetil grupe, nakon ¢ega ROS oksiduju nastalu supstancu u fluorescentni 2',7'-
dihlorofluorescein (DCF). Fluorescencija DCF-a detektovana je na FL1 kanalu, odnosno na 535 nm
proto¢nom citometrijom (Eruslanov & Kusmartsev, 2010).

MRC-5 ¢elije su zasejane u ploce sa Sest sudi¢a, u gustini od 250 000 ¢elija po sudi¢u. Nakon 24
sata inkubacije u inkubatoru, Celije su tretirane netoksi¢nim koncentracijama ekstrakata i jedinjenja.
Slede¢eg dana, nakon 24 sata inkubacije sa ispitivanim ekstraktima 1 jedinjenjima, ¢elije su sakupljene,
isprane PBS-om, obojene sa 30 uM DCFH-DA i analizirane proto¢nim citometrom. Za svaki analizirani
uzorak prikupljeno je 20 000 dogadaja, u cilju dobijanja ta¢nih, pouzdanih 1 reproducibilnih rezultata.

Za dalju procenu potencijalnog antioksidativnog dejstva ekstrakata (EE, VE i MME) i jedinjenja
(butin, butein i1 sulfuretin) ruja, ispitivan je njihov uticaj na nivo ROS-a u MRC-5 ¢elijama nakon
kratkotrajnog izlaganja vodonik-peroksidu. MRC-5 ¢elije su zasejane u ploce sa Sest sudica, u gustini od
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250 000 c¢elija po sudi¢u. Nakon 24 sata inkubacije u inkubatoru, celije su tretirane netoksi¢nim
koncentracijama ekstrakata i jedinjenja, koje su odgovarale vrednosti ICso/4. Slede¢eg dana, nakon 24
sata inkubacije sa ispitivanim ekstraktima i jedinjenjima, ¢elije su kratkotrajno, u trajanju od 15 minuta,
izlozene 5 mM rastvoru vodonik-peroksida. Nakon izlaganja vodonik-peroksidu, ¢elije su detaljno
isprane PBS-om kako bi se uklonili eventualni ostaci vodonik-peroksida. Zatim su sakupljene, ponovo
isprane PBS-om, obojene sa 30 UM DCFH-DA i analizirane proto¢nim citometrom. Za svaki analizirani
uzorak prikupljeno je 20 000 dogadaja, u cilju dobijanja ta¢nih, pouzdanih i reproducibilnih rezultata.
Na ovaj nadin procenjivana je sposobnost ispitivanih ekstrakata i jedinjenja da smanje stvaranje
unutarcelijskih ROS indukovano kratkim izlaganjem vodonik-peroksidu, $to dalje rezultira ublazenim
oksidativnim stresom.

2.13 Statisti¢ka analiza za in vitro eseje u ¢elijskoj kulturi

Statisticke analize su izvedene na podacima dobijenim u bioloSkom triplikatu i tehnickom
duplikatu (ili triplikatu), osim ako nije drugacije naznaceno. Ukoliko je negde prikazan samo jedan
bioloski ponovak, oznacen je kao reprezentativni eksperiment. Normalnost distribucije podataka za svaki
eksperiment (bioloski replikati sa kontrolnim i tretiranim uzorcima) je procenjivana Shapiro-Wilk ili
Kolmogorov-Smirnov testom, uz vizuelnu potvrdu preko Q-Q grafikona (engl. Q-Q plot). Podaci su
smatrani normalno distribuiranim ako je p > 0,05, dok je p < 0,05 ukazivalo na odstupanje od
normalnosti. Homogenost varijanse izmedu grupa procenjena je Leveneovim testom. Za grupe sa
jednakim varijansama kori$c¢en je standardni Studentov t-test, dok je za nejednake varijanse primenjen t-
test sa Welchovom korekcijom. Ako normalnost nije bila potvrdena, primenjen je neparametrijski Mann-
Whitney test za poredenje medijana izmedu dve grupe. Nivo statisticke znacajnosti postavljen je na 0,05.
U grafickim prikazima, znacajnost je oznacena zvezdicama: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p
< 0,0001.

2.14 Tzolacija ukupne RNK iz K562 ¢elija za potrebe sekvenciranja

Celijska linija u suspenziji K562 je za potrebe ovog eksperimenta zasejana u flaskove od 25 cm?
u gustini od 1,5 x 10¢ ¢elija po flasku. Nakon toga, celije su tretirane jedinjenjima (butin, butein 1
sulfuretin) u netoksi¢nim koncentracijama ICso/4. Ove koncentracije su potvrdene kao netoksi¢ne za
navedenu gustinu Celija, §to je provereno vizuelnom inspekcijom svetlosnim mikroskopom, uz dodatnu
potvrdu metodom tripan-plavog bojenja, kvalitativno. Za izolaciju ukupne RNK iz ¢elija koriscen je
Qiagen RNeasyMini kit, u skladu sa uputstvima proizvodaca. RNK je zatim ¢uvana na -80 °C.

2.15 Sekvenciranje ukupne RNK iz K562 ¢elija

Tri nezavisna eksperimenta/bioloska replikata bila su predmet sekvenciranja informacione RNK
koriste¢i NovaSeq X Plus seriju sekvenatora kompanije Illumina (PE150, sekvenciranje uparenih krajeva
duZine 150 baznih parova, engl. Paired-End 150), uz kori$¢enje usluga komercijalnog sekvenciranja koje
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je obezbedila kompanija Novogene. Svi uzorci su prosli kontrolu kvaliteta i integriteta izolovane RNK.
Kontrolu kvaliteta i integriteta obavila je kompanija Novogene Co., Ltd. (Peking, Kina).

2.16 Bioinformaticka analiza podataka dobijenih sekvenciranjem

Ocitavanja su mapirana na referentni ljudski genom hg38. Nakon eliminacije niskokvalitetnih
ocitavanja, poravnanje sekvenci je izvrSeno koris¢enjem HISAT?2 algoritma (Kim et al., 2019a). Paket
EdgeR (Chen et al., 2025) koris¢en je za filtriranje gena sa niskom ekspresijom, dok je normalizacija
podataka sprovedena funkcijom voom (Law et al., 2014) iz paketa limma (Ritchie et al., 2015). Paket
limma je takode kori$¢en za analizu diferencijalne genske ekspresije (engl. Differential Gene Expression,
DGE), poredenjem tretiranih celija sa netretiranim kontrolama. Normalizacija serija (engl. batch
normalization) za potrebe vizuelizacije uradena je pomocu funkcije removeBatchEffect (paket limma),
dok je u analizi diferencijalne ekspresije uticaj serije (engl. batch efekat) kontrolisan uklju¢ivanjem serija
kao eksperimentalnog faktora u dizajn matricu. Paket ReactomePA koriS¢en je za analizu puteva
primenom GSEA (engl. Gene Set Enrichment Analysis) nad putevima iz Reactome baze podataka
(Milacic et al., 2024), sa ciljem ispitivanja opstih bioloskih procesa. Klasterizacija puteva izvedena je na
osnovu najviseg nivoa u hijerarhiji Reactome puteva. Za uvid u specifi¢ne signalne puteve i tatne gene
ukljucene u signalnu transdukciju, GSEA nad KEGG (engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
putevima (Kanehisa & Goto, 2000) sprovedena je koris¢enjem paketa gage (Luo et al., 2009) i fgsea
(Korotkevich et al., 2016) u R okruzenju.

2.17 Procena genotoksi¢nosti jedinjenja i ekstrakata ruja alkalnim komet esejom

Celije MRC-5, neizmenjeni humani pluéni fibroblasti, su zasejane u mikrotitarske ploce sa Sest
sudi¢a po 200 000 ¢elija po sudicu u kompletnom RPMI medijumu 1 inkubirane 24 sata na 37 °C 1 5%
COz, odnosno u standardnim uslovima. Nakon toga, ¢elije su tretirane netoksicnim koncentracijama
ispitivanih ekstrakata 1 jedinjenja ruja (EE, VE, MME, butin, butein 1 sulfuretin), definisanim kao 1Cso/4.
Ove koncentracije su potvrdene kao netoksi¢ne za navedenu gustinu ¢elija, $to je provereno vizuelnom
inspekcijom svetlosnim mikroskopom, uz dodatnu potvrdu metodom tripan-plavog bojenja, kvalitativno.
Nakon tretmana, ¢elije su sakupljene tripsinizacijom, isprane hladnim PBS puferom i postepeno zaledene
u 500 pl smeSe za zamrzavanje (RPMI, 20% FBS, 10% DMSO). Postupak sporog zamrzavanja
obuhvatao je pocetno zamrzavanje uzoraka na -20 °C tokom 24 sata, u stiroporskim kutijama koje
omogucavaju postepeno i, donekle, kontrolisano zamrzavanje, nakon ¢ega su uzorci prebaceni na -80 °C
do analize.

Na dan izvodenja komet eseja, ¢elije su postepeno odledivane na ledu i centrifugirane na 4 °C,
pri 2000 rpm, u trajanju od 10 minuta. Za izradu gelova koriS¢ena su pokrovna stakla dimenzija 20 x 20
mm postavljena na prethodno pripremljene slajdove obloZene agarozom. Uzorak koji je sadrzao 10 000
¢elija u 30 pl PBS-a je pomesSan sa 70 ul 1% agaroze koja ima nisku tacku topljenja (engl. Low Melting
Point Agarose, LMPA) i smesa je stavljena na predmetno staklo. LMPA je zagrejana na 37 °C u vodenom
kupatilu, a zatim je homogenizovana smesa LMPA i ¢elija ohladena na hladnom stalku (~5 min) kako bi
agarozni sloj ocvrsnuo, ali ne i skroz zaledio. Zatim je predmetno staklo sa uzorkom prebaceno na 4 °C.
Predmetna stakla su potom potopljena u rastvor za liziranje (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris,
pH 10, sa 1% Triton X-100) i inkubirana su na 4 °C tokom najmanje 1 sata. Uzorci su zatim prebaceni u
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alkalni pufer za denaturaciju DNK (0,3 M NaOH, 1 mM Na:EDTA) i inkubirani 20 min na 4 °C, a
elektroforeza je izvrSena horizontalno pri 25 V i ~300 mA tokom 30 min (sistem za elektroforezu
COMET-20, AlphaMetrix Biotech, Nemacka). Neutralizacija je sprovedena pranjem u hladnom PBS-u
u trajanju od 10 min i dvostruko filtriranoj vodi (10 min), 70% etanolu (5 min) i 100% etanolu (5 min).
Za vizualizaciju DNK kori$éena je SYBR™ Gold boja (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD) razblazena 1:10 000 u TE puferu (10 mM Tris, 1 mM Na:EDTA, pH 7,5-8), uz
inkubaciju od 30 min, nakon ¢ega su slajdovi suSeni u mraku 24 sata. Oste¢enje DNK analizirano je
fluorescentnom mikroskopijom, a kvantifikacija je vrSena softverom COMET Assay IV (Perceptive
instruments). Za svaki uzorak analizirano je 50 nasumic¢nih kometa, iz kojih je izraCunata srednja
vrednost procentualnog ostecenja DNK u repu u odnosu na glavu komete i standardna devijacija.
Podesavanja mikroskopa ukljucivala su fluorescentni rezim, odgovarajuci filter set za SYBR Gold 1
uvecanje 20x, uz ekspoziciju prilagodenu tako da se izbegne saturacija signala.

2.18 Procena radiomodulatornog efekta jedinjenja i ekstrakata ruja u kombinaciji sa zra¢enjem

2.18.1 Merenje prezivljavanja ¢elija kolorimetrijskom metodom MTT

Humane c¢elije trostruko negativnog adenokarcinoma dojke MDA-MB-231 i humani fibroblasti
pluéa MRC-5 gajeni su u standardnim uslovima, na 37 °C, u vlaznoj atmosferi sa 5% CO.. Celije su
odrzavane u odgovarajuéem kompletnom hranljivom medijumu, sa 10% FBS i 1%
penicilina/streptomicina. Celije su ispirane PBS-om i odvajane primenom tripsin-EDTA rastvora. Nakon
neutralizacije tripsina kompletnim medijumom, ¢elije su sakupljene centrifugiranjem pri 1500 rpm, 5
minuta. Celijski talog je resuspendovan u svezem kompletnom medijumu, a koncentracija éelija
odredena je pomoc¢u hemocitometra. Celije su zasejane u mikrotitarske plo¢e sa 24 sudica, u gustini od
40 000 ¢elija po sudiu, u odgovaraju¢oj zapremini kompletnog medijuma. Nakon zasejavanja, ploce su
inkubirane tokom 24 sata, kako bi se omogudéilo prijanjanje Celija. Dvadeset Cetiri ¢asa nakon
zasejavanja, Celije su predtretirane netoksi¢nim koncentracijama ispitivanih jedinjenja i biljnih
ekstrakata, razblazenih u kompletnom medijumu. Celije su inkubirane sa predtretmanom u trajanju od
24 sata, pod standardnim uslovima kulture.

Neposredno nakon dodavanja ispitivanih ekstrakata 1 jedinjenja, ¢elije su prenete u prostoriju za
zracenje 1 izloZene zracCenju u dozi od 2 Gy. Zracenje je sprovedeno pomoc¢u medicinskog linearnog
akceleratora Elekta (Elekta AB, Stokholm, Svedska), pri ¢emu je X-zraéenje generisano energijom od 6
MeV. Celije su ozratene na sobnoj temperaturi, dok su kontrolne Celije bile podvrgnute istim
eksperimentalnim uslovima, ali bez izlaganja zra¢enju. Nakon zracenja, ¢elije su vracene u inkubator 1
dalje gajene u istim uslovima do ukupno 72 sata od momenta zasejavanja. Vijabilnost celija
kvantifikovana je MTT testom 72 sata nakon zasejavanja. U svaki sudi¢ mikrotitarske plo¢e dodato je
40 pl MTT rastvora, nakon ¢ega su celije inkubirane na 37 °C u trajanju od 3-4 sata, radi formiranja
formazanskih kristala. Po zavrSetku inkubacije, u svaki sudi¢ je dodato 400 pul SDS rastvora, radi
rastvaranja formazana. PloCe su ostavljene na sobnoj temperaturi ili inkubirane preko no¢i, u skladu sa
standardnim protokolom. Apsorbanca je merena spektrofotometrijski na talasnoj duzini 570 nm.
Rezultati su prikazani kao procenat prezivljavanja MDA-MB-231 ¢elija u odnosu na kontrolu 0 Gy 1
kontrolu 2 Gy, kao 1 procenat prezivljavanja MRC-5 ¢elija u odnosu na kontrolu 0 Gy i kontrolu 2 Gy.
Dodatno, rezultati su normalizovani za obe ¢elijske linije u odnosu na odgovarajuce kontrolne grupe,
odnosno kontrolu bez zracenja (0 Gy) 1 kontrolu izlozenu zracenju od 2 Gy.
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2.18.2 Analiza faza éelijskog ciklusa u kombinaciji sa zracenjem u dozi od 2 Gy

Uticaj predtretmana ekstraktima i izolovanim jedinjenjima, u kombinaciji sa zratenjem u dozi od
2 Gy, na raspodelu MDA-MB-231 ¢elija po fazama celijskog ciklusa ispitivan je metodom proto¢ne
citometrije.

MDA-MB-231 ¢elije su zasejane u mikrotitarske ploce sa Sest sudi¢a, u 2 ml kompletnog RPMI
medijuma po sudicu. Gustina ¢elija iznosila je 250 000 ¢elija po sudi¢u za MDA-MB-231 ¢elijsku liniju.
Dvadeset Cetiri ¢asa nakon zasejavanja, ¢elije su predtretirane netoksi¢nim koncentracijama ispitivanih
ekstrakata 1 izolovanih jedinjenja. U kontrolnim uzorcima medijum je zamenjen svezim kompletnim
hranljivim medijumom.

Neposredno nakon dodavanja ispitivanih ekstrakata i jedinjenja, ¢elije su prenete u prostoriju za
zraCenje 1 izloZene zracenju u dozi od 2 Gy. Zracenje je sprovedeno pomocu medicinskog linearnog
akceleratora Elekta (Elekta AB, Stokholm, Svedska), pri ¢emu je X-zradenje generisano energijom od 6
MeV. Celije su ozratene na sobnoj temperaturi, dok su kontrolne Celije bile podvrgnute istim
eksperimentalnim uslovima, ali bez izlaganja zracenju. Nakon zracenja, ¢elije su inkubirane dodatnih 48
sati, nakon ¢ega su pripremljene za dalju analizu. MDA-MB-231 ¢elije su nakon inkubacije tripsinizirane
I isprane PBS-om. Svi uzorci su potom fiksirani hladnim PBS-om i dodatkom 2 ml etanola, uz stalno
vorteksovanje, i Cuvani na -20 °C najmanje nedelju dana do citometrijske analize.

Na dan analize, uzorci su centrifugirani, isprani i inkubirani u 500 pl PBS-a sa RNKazom A (200
pg/ml) i PI (20 pg/ml). Pripremljeni ¢elijski uzorci analizirani su na FACSCalibur proto¢nom citometru
(Becton Dickinson, CA, SAD), sa detekcijom 10 000 dogadaja po uzorku. Fluorescencija P, ekscitovana
argon-jonskim laserom na 488 nm, detektovana je na FL2 kanalu. Podaci su obradeni softverom
CellQuestPro (Becton Dickinson, CA, SAD). Na osnovu DNK histograma, odnosno broja dogadaja u
odnosu na FL2-A signal, izracunat je procenat ¢elija u fazama subGl, G1, S i G2/M ¢elijskog ciklusa.
Paralelna analiza FL2-A u odnosu na FL2-W omogucila je selekciju pojedinacnih celija, ¢ime su iz
analize iskljuceni Celijski agregati 1 debris.

2.18.3 Aneksin V-FITC/propidijum-jodid esej u kombinaciji sa zratenjem u dozi od 2 Gy

Celije MDA-MB-231 su zasejane u ploce sa Sest sudiéa, u gustini od 250 000 éelija po sudiéu.
Nakon 24 sata inkubacije u standardnim uslovima za humane c¢elijske kulture, Celije su predtretirane
netoksi¢nim koncentracijama ispitivanih ekstrakata (EE, VE i MME) 1 jedinjenja (butin, butein 1
sulfuretin), a potom izloZene zracenju u dozi od 2 Gy.

Neposredno nakon dodavanja ispitivanih ekstrakata i jedinjenja, ¢elije su prenete u prostoriju za
zracenje 1 izlozene odgovarajucoj dozi zracenja. Zracenje je sprovedeno pomoc¢u medicinskog linearnog
akceleratora Elekta (Elekta AB, Stokholm, Svedska), pri ¢emu je X-zraéenje generisano energijom od 6
MeV. Celije su ozratene dozom od 2 Gy na sobnoj temperaturi, dok su kontrolne ¢elije bile podvrgnute
istim eksperimentalnim uslovima, ali bez izlaganja zracenju. Nakon zraCenja, c¢elije su inkubirane
dodatnih 24 sata, nakon ¢ega su tripsinizirane, dvaput isprane hladnim PBS puferom kako bi se uklonili
ostaci tripsina 1 tretmana, i resuspendovane u BB, pripremljenom prema uputstvu proizvodaca.
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Apoptoza Celija odredivana je proto¢nom citometrijom kori§¢enjem aneksin V-FITC eseja, u
skladu sa uputstvom proizvodaca (BD Pharmingen, San Diego, CA, SAD). Analiza je zasnovana na
detekciji eksternalizacije fosfatidilserina na spoljasnjoj strani Celijske membrane. Nakon pripreme
uzoraka, celije su obojene aneksin V-FITC konjugatom i PI, zatim analizirane na proto¢nom citometru.
Na osnovu intenziteta FITC fluorescencije, koji odgovara vezivanju aneksina V za fosfatidilserin, i Pl
signala, koji ukazuje na narusenu propustljivost ¢elijske membrane, odredivan je procenat vijabilnih,
rano apoptotskih, kasno apoptotskih/sekundarno nekroti¢nih 1 nekroti¢nih ¢elija. Vijabilne ¢elije bile su
negativne i na aneksin V-FITC i na PI. Rano apoptotske ¢elije bile su aneksin V-FITC pozitivne i Pl
negativne, dok su éelije u kasnoj apoptozi/sekundarnoj nekrozi bile pozitivne na oba markera. Celije
pozitivne samo na PI klasifikovane su kao nekroti¢éne. Pre kvantifikacije apoptotskih populacija,
analizom FSC i SSC parametara izdvojena je glavna celijska populacija, dok su debris i nespecifi¢ni
dogadaji iskljuceni iz dalje analize.

2.18.4 Procena genotoksi¢nosti jedinjenja i ekstrakata ruja alkalnim komet esejom u
kombinaciji sa zraenjem u dozi od 2 Gy

Celijska linija MDA-MB-231, humana linija trostruko negativnog adenokarcinoma dojke,
zasejana je u mikrotitarske ploce sa Sest sudi¢a, u gustini od 250 000 ¢elija po sudi¢u, u kompletnom
RPMI medijumu. Celije su inkubirane 24 sata na 37 °C, u atmosferi sa 5% CO-, kako bi se adherentno
vezale za podlogu. Nakon 24 sata inkubacije, ¢elije su predtretirane netoksi¢nim koncentracijama
ispitivanih ekstrakata i izolovanih jedinjenja ruja, definisanim kao 1Cso/4, koje su prethodno odredene
MTT testom nakon 24 sata inkubacije. Nakon predtretmana, ¢elije su podvrgnute zra¢enju u dozi od 2
Gy.

Neposredno nakon dodavanja ispitivanih ekstrakata i jedinjenja, ¢elije su prenete u prostoriju za
zracenje 1 izlozene odgovarajucoj dozi zraenja. Zracenje je sprovedeno pomocu medicinskog linearnog
akceleratora Elekta (Elekta AB, Stokholm, Svedska), pri ¢emu je X-zradenje generisano energijom od 6
MeV. Celije su ozraéene dozom od 2 Gy na sobnoj temperaturi, dok su kontrolne ¢elije bile podvrgnute
istim eksperimentalnim uslovima, ali bez izlaganja zraenju. Dvadeset Cetiri ¢asa nakon zracenja, Celije
su sakupljene tripsinizacijom, isprane hladnim PBS puferom i postepeno zaledene u 500 ul smese za
zamrzavanje (RPMI, 20% FBS, 10% DMSO). Postupak sporog zamrzavanja obuhvatao je pocetno
zamrzavanje uzoraka na -20 °C tokom 24 sata, u stiroporskim kutijama koje omogucavaju postepeno i,
donekle, kontrolisano zamrzavanje, nakon ¢ega su uzorci prebaceni na -80 °C do analize.

Na dan izvodenja komet eseja, Celije su postepeno odledivane na ledu i centrifugirane na 4 °C,
pri 2000 rpm, 10 minuta. Za izradu gelova kori§¢ena su pokrovna stakla dimenzija 20 x 20 mm,
postavljena na prethodno pripremljene slajdove oblozene LMPA. Za svaki gel koris¢eno je 10 000 celija
po pokrovnom staklu. Celijska suspenzija zapremine 30 pl pomesana je sa 70 pl agaroze, prethodno
zagrejane na 37 °C u vodenom kupatilu. Dobijena homogena smesSa naneta je na slajdove i ohladena na
hladnom stalku priblizno 5 minuta, radi ocvrS¢avanja agaroznog sloja. Pozitivna kontrola oste¢enja DNK
sprovedena je inkubacijom gelova sa 100 uM H:0: na ledu, u trajanju od 5 minuta. Nakon toga je H20-
detaljno uklonjen ispiranjem u PBS-u najmanje dva puta. Gelovi su zatim potopljeni u lizirajuéi rastvor,
sastava 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10, sa 1% Triton X-100, i inkubirani 1 sat na 4
°C. Nakon lize, uzorci su prebaceni u alkalni pufer za denaturaciju DNK, sastava 0,3 M NaOH i 1 mM
EDTA, i inkubirani 20 minuta na 4 °C. Elektroforeza je potom izvedena horizontalno, pri 25 V i priblizno
300 mA, tokom 30 minuta. Neutralizacija je izvrSena pranjem u hladnom PBS-u tokom 10 minuta, a
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zatim u dvostruko filtriranoj vodi tokom 10 minuta. Za vizualizaciju DNK koris¢en je SYBR Gold,
razblazen u odnosu 1:10 000 u TE puferu, uz inkubaciju od 40 minuta. Nakon bojenja, slajdovi su suSeni
u mraku 24 sata. OSte¢enje DNK analizirano je fluorescentnom mikroskopijom, a kvantifikacija je
sprovedena pomocu softvera COMET Assay V. Za svaki uzorak analizirano je 50 nasumi¢no odabranih
kometa. Na osnovu dobijenih vrednosti izracunata je srednja vrednost procentualnog oste¢enja DNK u
repu u odnosu na glavu komete, kao i standardna devijacija. Podesavanja mikroskopa ukljucivala su
fluorescentni rezim, odgovarajudi filter set za SYBR Gold 1 uvecanje 20x, uz ekspoziciju prilagodenu
tako da se izbegne saturacija signala.

3 Rezultati

3.1 Ekstraktii jedinjenja izolovana iz srZi drveta ruja

Izolovana jedinjenja su prikazana na Slici 1. NMR spektri svih izolovanih jedinjenja dati su u
Prilogu (Prilog 8-92), ukljucuju¢i i NMR spektre jedinjenja 13, kotinignana A, koje nije izolovano u
ovom radu, ve¢ dodato iz prethodnog istraZivanja radi provere njegove citotoksi¢ne aktivnosti. Vecina
izolovanih jedinjenja bili su flavonoidi, izuzev jedinjenja 12, koje je triterpenski saharid. Strukturna
karakteristika izolovanih flavonoida jeste prisustvo kateholske grupe u B prstenu kod svih jedinjenja,
kao i 7-OH grupe u A prstenu (6-OH kod sulfuretina i sulfuretin auronola), §to ukazuje na njihovo isto
biosintetsko poreklo (Boucherle et al., 2017). Izolovana jedinjenja 1-12 ve¢ su poznata i njihovi NMR
podaci bili su u saglasnosti sa literaturom, osim za 3-O-metilepifustin (6). Za ovo jedinjenje NMR podaci
nisu pronadeni, te ovde po prvi put prikazujemo njegovu kompletnu NMR analizu. Jedinjenja 1-5, 8-11
i 13 ve¢ su bila poznata iz vrste C. coggygria. Vecina njih, odnosno 2, 5, 8-12, predstavljaju poznate
sekundarne metabolite srodnih vrsta roda Rhus, kao $to je Rhus verniciflua (sin. Toxicodendron
vernicifluum), dok su 3-O-metilepifustin (6), epitaksifolin (7) i sulfuretin auronol (12), izolovani u ovom
radu, poznata jedinjenja, ali su po prvi put pronadena u C. coggygria (Hashida et al., 2014). Jedinjenje
3-O-metilepifustin (6) do sada je bilo opisano samo u jednom radu, kao jedinjenje vrste Trachylobium
verrucosum (Gaertn.) Oliv. (Van der Merwe et al., 1972). Potpuni spektralni podaci, a pre svega NMR
podaci, do sada nisu bili objavljeni, osim konstante kuplovanja izmedu vicinalnih protona H-2 i H-3,
koja je iznosila J23= 2,0 Hz (Van der Merwe et al., 1972). Stoga je ovo prvi put da je 3-O-metilepifustin
potpuno hemijski okarakterisan i svi NMR spektri dati su u Prilogu. U *H NMR spektru jedinjenja 6
obrazac aromati¢nih signala bio je isti, a hemijski pomaci veoma sli¢ni onima kod poznatog 3-O-
metilfustina (3) (Prilog 8-92) (da Costa et al., 2014; Novakovic¢ et al., 2019). Glavna razlika uocena je u
alifatiénom regionu; umesto dva dubleta protona H-2 i H-3 na 64 5,07 i 4,17, sa karakteristicnom
konstantom kuplovanja J23 = 10,4 Hz za trans raspored, u *H NMR spektru jedinjenja 6 uodena su dva
dubleta pri on 5,32 i 3,74, sa karakteristicnom konstantom kuplovanja J23 = 1,2 Hz, §to ukazuje na Cis
raspored H-2/H-3. Jedinjenja 3 i 6 pokazala su veoma sli¢ne 3C NMR spektre, a svi ostali NMR podaci
bili su u skladu sa strukturom 3-O-metilepifustina (6). Polarimetrijske analize pokazale su da je 3-O-
metilepifustin (6) izolovan u ovom radu levorotatorni, odnosno (-) izomer; [a]*p iznosilo je -3,0, sli¢no
kao kod fustina (2) ([0]*p = -30,0) i 3-O-metilfustina (3) ([0]*?o = -51,0).

Epitaksifolin (7) je po prvi put pronaden u C. coggygria. Njegovi NMR podaci (Prilog 8-92) u

skladu su sa literaturom (Kiehlmann & Slade, 2003). Zbog nedovoljne izolovane koli¢ine ovog
jedinjenja, epitaksifolin nije ispitivan u pogledu citotoksi¢ne aktivnosti.
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Sulfuretin auronol (12) je ve¢ poznat kao sastojak vrste Rhus verniciflua i brojnih drugih biljnih
vrsta. R. verniciflua je taksonomski bliska vrsti C. coggygria, posto je rod Cotinus ranije pripadao rodu
Rhus, ali je kasnije iz njega izdvojen. Pored toga, R. verniciflua je hemijski veoma sli¢na vrsti C.
coggygria. Nasi NMR podaci (Prilog 8-92) dobro se podudaraju sa literaturnim podacima (Hashida et
al., 2014).

(1) R=R,=H

(2) By=H, Ry=0H, trans
(3) Ry=H, Ry=0CH, trans
(4) R=H, Ry=0CH, cis
(5) R,=OH, Ry=H

(6) Ry =R.=0H trans
{7) R;=Ro=0H cis

A
(W]
3
- |€_OH
.*\1 . ?
HO. = i)
& o~
Ry rahN
“Ho (13)

Slika 1 Izolovana jedinjenja iz ruja

3.2 Hemijska kompozicija ekstrakata ruja

Prema HPLC-DAD (HPLC sa detektorom sa nizom dioda, engl. Diode Array Detector)
analizama EE, glavna jedinjenja bila su: fustin (22,1% * 0,8%), sulfuretin (14,4% = 0,4%), butin (9,3%
+ 0,4%), fisetin (5,0% + 0,4%), taksifolin (2,0%  0,3%) i butein (0,8% % 0,3%).

U MME glavna jedinjenja bila su fustin (19,2% + 0,8%), sulfuretin (12,4% + 0,5%), butin (8,9%
+ 0,5%), fisetin (5,3% + 0,4%), taksifolin (1,8% =+ 0,3%) i butein (1,1% % 0,3%).

U VE vrste C. coggygria glavna jedinjenja bila su: fustin sa 24,8% + 1,0%, butin sa 6,3% + 0,5%,
sulfuretin sa 3,4% + 0,6% i taksifolin sa 1,7% * 0,3%.

3.3 Odredivanje intenziteta citotoksi¢nog dejstva kolorimetrijskim MTT esejom

40



EE, MME i VE srzi drveta vrste C. coggygria, kao i 12 jedinjenja izolovanih iz EE, pokazali su
koncentraciono-zavisnu citotoksi¢nost prema sedam humanih malignih ¢elijskih linija: HeLa, MDA-
MB-231, HL-60, K562, A375, PC-3 i DU 145. Ovi rezultati prikazani su u Tabeli 2. EE, MME i VE
ispoljili su citotoksi¢nu aktivnost prema svim ispitivanim malignim ¢elijskim linijama, sa ICsg
koncentracijama u opsegu od 31,04 do 168,59 ug/ml za EE, od 33,74 do 160,92 pg/ml za MME i od
51,05 do 184,72 pg/ml za VE. Osetljivost malignih ¢elijskih linija MDA-MB-231 i HeLa na dejstvo EE
bila je gotovo identi¢na. Od 12 izolovanih jedinjenja, butein (11) je ispoljio najjacu citotoksi¢nu aktivnost
prema svim ispitivanim malignim ¢elijskim linijama, sa ICsg vrednostima u rasponu od 8,66 M za HelLa
¢elije do 90,52 uM za DU 145 ¢elije (Tabela 2). Znacajno je da je citotoksicnost buteina (11) bila izrazena
I kod K562, MDA-MB-231 i A375 celija. Pored toga, uoCena je visoka selektivnost citotoksi¢nog
delovanja buteina (11) prema HeLa ¢elijama u poredenju sa njegovom citotoksi¢no$¢u prema normalnim
¢elijama MRC-5 i HaCaT, pri ¢emu je koeficijent selektivnosti iznosio 9,91 za MRC-5 i 4,21 za HaCaT
(Tabela 3). Celije adenokarcinoma prostate PC-3 bile su osetljivije na citotoksi¢no dejstvo buteina (11)
u poredenju sa ¢elijama karcinoma prostate DU 145, sa 1,86 puta nizom ICsp vrednosc¢u. Butin (1) je
pokazao snaZan citotoksi¢ni efekat 1 selektivnost prema K562 ¢elijama, sa ICso vrednoS¢u od 19,67 uM,
kao i prema HL-60 ¢elijama, sa ICso vrednos$cu od 28,76 uM. IzraZena citotoksi¢nost butina (1) uo¢ena
jeiprema HeLa ¢elijama, sa ICso vredno$¢u od 44,48 uM. Dva razlicita tipa karcinoma prostate, DU 145
i PC-3 ¢elije, pokazala su uporediv nivo osetljivosti na butin (1). Sli¢no tome, butin (1), fustin (2), 3-O-
metilepifustin (6), taksifolin (5), sulfuretin (10) i kotinignan A (13) pokazali su najveci intenzitet
citotoksi¢nosti upravo prema K562 ¢elijskoj liniji, u odnosu na sve ostale ispitivane linije. Kotinignan A
(13) pokazao je visoku citotoksi¢nu aktivnost prema K562 ¢elijama, sa I1Cso koncentracijom od 19,04
uM. Pored toga, kotinignan A (13) ispoljio je umeren citotoksicni efekat prema HeLa celijama, dok je
niZa citotoksi¢nost uocena prema c¢elijama prostate PC-3 1 DU 145, koje su pokazale slicnu osetljivost.
Sulfuretin (10) je pokazao najvecu citotoksi¢nost prema K562 ¢elijama hroni¢ne mijeloidne leukemije,
dok je njegov citotoksicni efekat bio 12 puta slabiji prema DU 145 ¢elijskoj liniji, koja je pokazala
najmanju osetljivost. Osetljivost PC-3 celija na sulfuretin (10) bila je priblizno dva puta veca od one
zabeleZene kod DU 145 ¢elija. Fisetin (8) je pokazao najjaci citotoksi¢ni efekat prema ¢elijama akutne
promijelocitne leukemije HL-60 i adenokarcinoma dojke MDA-MB-231, sa I1Cso vrednostima od 42,79
145,05 uM, koje su bile gotovo dva puta nize od ICsp vrednosti zabeleZene za ¢elije hroni¢ne mijeloidne
leukemije K562. Pri koncentraciji od 400 puM, fisetin nije pokazao citotoksi¢nost prema DU 145
¢elijama. Eriodiktiol (4) je pokazao najvecu citotoksicnost prema MDA-MB-231 ¢elijjama, sa ICso
vredno$¢u od 51,32 uM, dok su DU 145 ¢elije pokazale nisku osetljivost na eriodiktiol. Fustin (2) nije
pokazao citotoksi¢ne efekte pri koncentraciji od 400 uM prema HeLa, PC-3, HaCaT, MRC-5 i DU 145
¢elijama. Medutim, ispoljio je citotoksi¢nu aktivnost prema K562, MDA-MB-231 1 A375 ¢elijama pri
nizim koncentracijama (155,30 uM, 178,59 uM 1 186,59 uM, respektivno). Sulfuretin auronol (12)
pokazao je citotoksi¢nu aktivnost samo prema leukemijskim ¢éelijama HL-60 i K562. Visok koeficijent
selektivnosti uocen je za HL-60 ¢elije u poredenju i sa MRC-5 i sa HaCaT ¢elijama. Pri koncentraciji od
400 uM, taksifolin (5) nije pokazao citotoksi¢ne efekte prema MRC-5 1 DU 145 ¢elijama. I MDA-MB-
231 1 K562 ¢elije pokazale su slican nivo osetljivosti na taksifolin. Citotoksi¢na aktivnost ispitivanih
jedinjenja prema normalnim humanim fibroblastima plu¢a MRC-5 kretala se u rasponu od 63,19 do 400
uM, a za ekstrakte od 131,43 do 179,73 ng/ml. Citotoksicnost ispitivanih jedinjenja prema normalnim
humanim keratinocitima HaCaT takode je odredena i kretala se u rasponu od 36,47 do 400 uM, dok je
za ekstrakte iznosila od 122,43 do 123,71 pg/ml. 3-O-Metilepifustin (6) pokazao je citotoksi¢nost prema
MDA-MB-231 1 A375 Celijjama, zajedno sa izrazenim citotoksicnim efektom prema K562 celijama.
Mehanizmi antitumorskog delovanja dalje su ispitivani za svaki od tri ekstrakta i za tri jedinjenja dobijena
iz C. coggygria: butin (1) i butein (11), koji su pokazali najveéi intenzitet citotoksi¢ne aktivnosti, i
sulfuretin (10), koji je ispoljio ne samo izrazenu citotoksi¢nu aktivnost, ve¢ je bio i jedno od
najzastupljenijih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima.
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Tabela 2 Intenzitet citotoksiénog dejstva primenom kolorimetrijskog MTT eseja ekstrakata i jedinjenja ruja. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta. Zvezdica (*) oznacava da je rezultat
dobijen u jednom nezavisnom eksperimentu, odnosno jednom bioloskom replikatu, usled ogranic¢ene dostupnosti
ispitivanog jedinjenja, dok dve zvezdice (**) oznacavaju rezultate dobijene u dva nezavisna eksperimenta. Oznaka NA
oznacava vrednosti koje nisu dostupne za datu Celijsku liniju i/ili ispitivano jedinjenje usled ogranicene dostupnosti
jedinjenja.

1Cso [Hg/mL za ekstrakte i UM za jedinjenja] srednja vrednost + standardna devijacija

Jedinjenje/ HelLa MDA-MB- HL-60 K562 A375 DU 145 PC-3 HaCaT MRC-5
231
Ekstrakt
EE 7357 +3.16 72.54+7.80 31.04+4.30 34.84+ 4.24 67.95 + 2.67 168.59+ 96.65 122.43+ 139.85+ 13.56
9.43 1.02 0.56
VE 75.48 + 5.54 117.35% 51.05+7.51 89.72+ 5.98 135.13+ 3.38 184.72+ 115.11+ 125.67+ 179.73+ 15.37
7.26 4.98 6.39 3.40
MME 47.45+323 67.50+ 8.03 33.74+2.86 4457+ 5.91 72.45 £ 5.49 160.92+ 83.53 123.71+ 131.43+11.58
16.03 0.83 6.76
(1) Butin 4448 +516  104.10+2.03 28.76+4.35 19.67+ 2.49 89.09 +2.10 186.03+ 195.57+ 7212+219  101.31+16.03
24.19 0.77
(2) Fustin >400 178.59+ >200 155.30+ 186.59+ >400 >400 >400 >400
19.68 3.46 11.66
(3) 3-O-metilfustin NA 201.26+ NA 74.38 £9.40 338.19 * NA NA NA NA
1.80 ** *x
(4) 3-O- NA 193.34 * NA 47.71* 345.08 * NA NA NA NA
metilepifustin
(5) Eriodiktiol 147.03+ 51.32£6.40  116.97+15.07 125.61+ 137.92+ 6.65 387.69+ 283.98+ 172.04+ 154.93+ 7.48
17.45 8.11 15.95 7.54 6.81
(6) Taksifolin 195.19 + 174.12+ 187.20+14.49 166.66+ 190.52+ 5.54 >400 390.72+ 391.40+ >400
2.84 20.36 10.90 16.07 14.89
(8) Fisetin 60.47 + 45.05+ 7.60 42.79+3.07 90.78+ 2.73 161.20 £5.91 >400 159.74+ 79.40 £ 6.03 >400
1111 14.41
(9) Butein 8.66 +1.10 22.36+ 2.60 41.14+2.32 13.91+ 2.61 39.14 + 6.86 90.52 +4.74 48.61 + 36.47 + 3.46 85.78+ 8.90
1.24
(10) Sulfuretin 78.76 + 9.66 54.63+5.71 36.24+4.69 21.94+ 3.42 69.03 +9.91 265.50+ 116.00+ 126.09+ 154.69+ 10.24
10.08 5.94 3.02
(11) Sulfuretin >400 >400 42.50+6.70 129.24+ >400 >400 >400 >400 >400
auronol 5.42
(12) 3-0-B-D- >200 ** 333.33 * NA >200 ** >200 * >400 ** >400 ** 104.41* >400**
sitosterol glukozid
(13) Kotinignan A 54.73+9.44 NA NA 19.04+ 3.79 NA 75.04 +2.87 76.37+ NA 63.19+ 3.68
1458
(PK) Cisplatina 1.37+0.15 20.59 +0.52 1.6 £0.30 9.70 +0.70 2.30 +0.48 6.72 +0.05 5.75 +0.16 2.86+0.21 6.37 £0.20

Na osnovu rezultata MTT testa, dalja ispitivanja mehanizama antitumorskog dejstva usmerena su
na tri ekstrakta ruja: EE, MME i VE, kao i na odabrana jedinjenja butin, butein i sulfuretin. Ovakav izbor
zasnovan je na kombinaciji nekoliko stavki: izraZenoj citotoksicnoj aktivnosti prema malignim ¢elijskim
linijama, razlici u osetljivosti izmedu malignih i neizmenjenih normalnih ¢elija, odnosno koeficijentu
selektivnosti, kao i hemijskom sastavu ekstrakata odredenom HPLC-DAD analizom.
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MTT test je pokazao da sva tri ekstrakta ispoljavaju citotoksi¢ni efekat prema vecem broju
ispitivanih malignih celijskih linija, ali sa razli¢itim intenzitetom delovanja. Najizrazenija aktivnost
ekstrakata uoc€ena je prema hematoloskim malignim linijjama HL-60 1 K562, gde su ICso vrednosti bile
nize u odnosu na vecinu solidnih tumorskih linija. Posebno su EE i MME pokazali izrazen efekat prema
HL-60 ¢elijama, sa ICso vrednostima od 31,04 pg/ml i 33,74 pg/ml, kao i prema K562 ¢elijama, gde su
ICso vrednosti iznosile 34,84 pg/ml i 44,57 pg/ml. VE je takode pokazao znacajnu aktivnost, narocito
prema HL-60 ¢elijama, sa ICso vrednos$éu od 51,05 pug/ml. Ovi rezultati ukazuju da ekstrakti C. coggygria
ne deluju samo kao nespecifi¢ni citotoksi¢ni agensi, ve¢ da poseduju bioloski relevantan antitumorski
potencijal koji zavisi od tipa ¢elijske linije. Vazan razlog za ukljucivanje sva tri ekstrakta u dalja
ispitivanja bio je i njihov razli¢it hemijski profil. HPLC-DAD analizom utvrdeno je da ekstrakti sadrze
slicne glavne fenolne komponente, ali u razliCitim relativnim zastupljenostima. U EE dominantna
jedinjenja bila su fustin, sulfuretin, butin, fisetin, taksifolin i butein. Sli¢an sastav zabelezen je i u MME,
dok je VE sadrzao najveci procenat fustina, ali nize koli¢ine sulfuretina i butina. Zbog toga je bilo
znacajno ispitati da li se razlike u citotoksicnom efektu ekstrakata mogu povezati sa prisustvom i
medusobnim odnosom ovih bioaktivnih jedinjenja. Drugim recima, ispitivanje ekstrakata omogucava
procenu ukupnog bioloskog efekta kompleksne smese jedinjenja, dok analiza pojedina¢nih molekula
omogucava bolje razumevanje potencijalnih pojedinacnih nosilaca aktivnosti. Medu izolovanim
jedinjenjima, butein se izdvojio kao najpotentnije citotoksi¢no jedinjenje. Njegove ICso vrednosti bile su
veoma niske u viSe malignih ¢elijskih linija, naro¢ito u HeLa ¢elijama, gde je ICso iznosio 8,66 uM, zatim
u K562 ¢elijama 13,91 uM, MDA-MB-231 ¢elijama 22,36 uM i A375 ¢elijama 39,14 pM. Ovakav profil
ukazuje na Sirok antitumorski potencijal buteina i opravdava njegovo ukljucivanje u detaljnija ispitivanja
mehanizama dejstva, ukljucujuéi analizu apoptoze, ¢elijskog ciklusa, oksidativnog stresa ili ekspresije
gena povezanih sa proliferacijom ¢elija, propagacijom celija kroz ¢elijski ciklus 1 ¢elijskom smréu.

Butin je takode pokazao izrazenu citotoksi¢nu aktivnost, narocito prema K562 i HL-60 ¢elijama,
sa ICso vrednostima od 19,67 uM 1 28,76 uM. Pored toga, butin je bio prisutan u svim ekstraktima u
znacajnim koli¢inama, posebno u EE i MME ekstraktu. Zbog toga je njegovo dalje ispitivanje bilo
opravdano ne samo zbog direktne citotoksi¢ne aktivnosti utvrdene MTT testom, ve¢ i zbog €injenice da
moze doprineti ukupnom efektu ekstrakata.

Sulfuretin je izabran za dalja ispitivanja zbog kombinacije izraZene bioloske aktivnosti i znacajne
zastupljenosti u ekstraktima. U EE 1 MME ekstraktu, sulfuretin je bio medu najzastupljenijim
jedinjenjima, sa udelom od 14,4% i 12,4%. MTT test je pokazao da sulfuretin ima najizrazeniji efekat
prema K562 ¢elijama, sa ICso vrednoS¢u od 21,94 uM, kao i prema HL-60 ¢elijama, gde je ICso iznosio
36,24 uM. Ovi rezultati ukazuju da sulfuretin moZe biti jedan od znacajnih nosilaca pojedinacne
citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata, naro€ito prema hematoloSkim malignitetima.

Dodatni argument za dalje mehanisticko ispitivanje jeste poredenje efekata na maligne i
neizmenjene normalne celijske linije. Kod vecine ekstrakata 1 odabranih jedinjenja ICso vrednosti za
neizmenjene MRC-5 i HaCaT linije bile su vise nego za pojedine tumorske linije, Sto ukazuje na
potencijalno povoljniji selektivni profil. Na primer, EE je prema HL-60 ¢elijama pokazao ICso od 31,04
pg/ml, dok je prema MRC-5 ¢elijama ICso iznosio 139,85 pg/ml. Sli¢no tome, sulfuretin je prema K562
¢elijama imao ICso 0d 21,94 UM, dok je prema MRC-5 ¢elijama ICso iznosio 154,69 uM. Ovakve razlike
ukazuju da ispitivana jedinjenja mogu ispoljavati izrazeniji efekat na maligne celije u odnosu na
neizmenjene normalne Celije, $to je vazan preduslov za dalje ispitivanje antitumorskog potencijala.

Dobijeni rezultati ukazali su da EE, MME 1 VE, kao kompleksne smeSe jedinjenja, kao 1 butin,
butein i sulfuretin kao pojedinacne komponente, poseduju znacajan citotoksi¢ni potencijal prema
odabranim malignim c¢elijskim linijama. Dalja ispitivanja mehanizama dejstva bila su neophodna kako
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bi se utvrdilo da li smanjenje vijabilnosti ¢elija predstavlja posledicu indukcije apoptoze, poremecaja u
propagaciji ¢elija kroz celijski ciklus, oksidativnog stresa, oSte¢enja DNK ili drugih molekularnih
promena povezanih sa antitumorskim odgovorom. Na taj nacin, rezultati MTT testa predstavljali su
osnovu za selekciju bioloski najrelevantnijih ekstrakata i jedinjenja za dalja ispitivanja, dok je analiza
njihovog mehanizma dejstva omogucéila dublje razumevanje naéina na koji jedinjenja C. coggygria
ostvaruju antitumorski efekat.

Na osnovu rezultata MTT testa, moze se uociti da su ekstrakti dobijeni iz ruja pokazali razli¢it
stepen citotoksi¢ne aktivnosti prema ispitivanim malignim delijskim linijama. Medu ekstraktima,
najizrazeniju aktivnost je u vecini ¢elijskih linija pokazao MME, zatim EE, dok je VE uglavnom ispoljio
slabiju aktivnost. MME je pokazao najnize 1Cso vrednosti medu ekstraktima prema HeLa ¢elijama (47,45
pg/ml), MDA-MB-231 ¢elijama (67,50 ug/ml), DU 145 ¢elijama (160,92 pg/ml) i PC-3 ¢elijama (83,53
pg/ml), Sto ukazuje na izrazeniji citotoksicni i/ili antiproliferativni potencijal ovog ekstrakta u odnosu na
EE i1 VE. Sa druge strane, EE je pokazao nesto izrazeniju aktivnost prema HL-60 ¢elijama (31,04 pg/ml)
1 K562 ¢elijama (34,84 pg/ml), dok je aktivnost MME prema ovim linijama bila sli¢na, ali nesto slabija,
sa ICso vrednostima od 33,74 pg/ml za HL-60 i 44,57 pg/ml za K562. Ovi rezultati ukazuju da su
MME. VE je generalno pokazao slabiju aktivnost u poredenju sa EE i MME. Njegove ICso vrednosti bile
su vise za ve¢inu malignih ¢elijskih linija, naro€ito za A375 (135,13 pg/ml), DU 145 (184,72 pg/ml),
MDA-MB-231 (117,35 pg/ml) i K562 ¢elije (89,72 pg/ml). Ipak, VE je pokazao relativno izrazenu
aktivnost prema HL-60 celijama, sa ICso vredno$¢u od 51,05 pug/ml, §to ukazuje da i VE sadrzi
komponente koje mogu doprineti citotoksicnom efektu, ali verovatno u manjoj meri ili u drugacijem
odnosu nego u EE i MME ekstraktima.

Poredenjem citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata sa aktivnoscu izolovanih jedinjenja moze se
zakljuciti da ukupna aktivnost ekstrakata ne zavisi isklju¢ivo od procentualno najzastupljenijih
jedinjenja, ve¢ i od individualne potentnosti svake pojedina¢ne komponente. Prema HPLC-DAD analizi,
medu glavnim komponentama EE nalazili su se fustin, sulfuretin, butin, fisetin, taksifolin i butein. Fustin
je bio najzastupljenije jedinjenje u ekstraktu, ali je kao izolovano jedinjenje pokazao slabu citotoksi¢nu
aktivnost. Njegove ICso vrednosti bile su >400 uM za HeLa, DU 145, PC-3, HaCaT i MRC-5 ¢elije, >200
MM za HL-60, dok je prema K562 ¢elijama ICso iznosio 155,30 uM. Ovakav rezultat ukazuje da, iako je
fustin koli¢inski dominantna komponenta ekstrakta, on najverovatnije nije glavni nosilac izraZene
citotoksi¢ne aktivnosti ekstrakata.

Tabela 3 Indeks selektivnosti prema normalnoj humanoj éelijskoj liniji fibroblasta plu¢a MRC-5 (gore). Indeks
selektivnosti prema normalnoj humanoj Celijskoj liniji keratinocita HaCaT (dole).
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ICsoza MRC-5/ICso za malignu ¢elijsku liniju

(2) fustin

.
O O A

(4) 3-O-metilepifustin

(6) taksifolin

(9) butein

(11) sulfuretin auronol

(13) kotinignan A

— e R e e
.
0.26

Slicno tome, taksifolin je pokazao uglavnom slabiju aktivnost, sa visokim ICso vrednostima
prema veéini Celijskih linija, uklju¢uju¢i HeLa (195,19 uM), MDA-MB-231 (174,12 pM), HL-60
(187,20 uM), K562 (166,66 pM), A375 (190,52 uM), PC-3 (390,72 uM), HaCaT (391,40 uM) i MRC-
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5 (>400 uM). Zbog toga se moze pretpostaviti da taksifolin, iako prisutan u ekstraktima, verovatno ima
manji doprinos ukupnoj citotoksi¢noj aktivnosti.

Za razliku od fustina 1 taksifolina, butein je pokazao najizrazeniju aktivnost medu vecinom
izolovanih jedinjenja. Njegove ICso vrednosti bile su veoma niske prema HeLa ¢elijama (8,66 pM), K562
¢elijama (13,91 uM), MDA-MB-231 ¢elijama (22,36 uM), A375 ¢elijama (39,14 uM), HL-60 ¢elijama
(41,14 uM), PC-3 ¢elijama (48,61 uM) i DU 145 ¢elijama (90,52 uM). Ovi rezultati ukazuju da je butein
jedno od najpotentnijih izolovanih jedinjenja u ovoj studiji. Medutim, s obzirom na to da je u etanolnom
ekstraktu zastupljen u relativno niskom procentu, njegov doprinos ukupnoj aktivnosti ekstrakta
verovatno nije posledica koli¢inske dominacije, ve¢ njegove visoke bioloske potentnosti. Drugim re¢ima,
i mala koli¢ina buteina moze imati znac¢ajan doprinos citotoksicnom potencijalu ekstrakta.

Butin je takode pokazao znacajnu aktivnost, narocito prema leukemijskim ¢elijskim linijama. ICso
vrednost butina prema K562 ¢elijama iznosila je 19,67 uM, a prema HL-60 ¢elijama 28,76 uM, Ssto
ukazuje na izrazenu osetljivost ovih linija. Butin je pokazao i aktivnost prema HeLa ¢elijama (44,48 uM),
dok je prema MDA-MB-231, A375, DU 145 i PC-3 ¢elijama aktivnost bila slabija, sa ICso vrednostima
od 104,10 uM, 89,09 uM, 186,03 uM i 195,57 uM. Buduéi da je butin u ekstraktima prisutan u
znacajnijem procentu, njegovo prisustvo verovatno doprinosi aktivnosti ekstrakata, posebno prema HL-
60 1 K562 ¢elijama.

Sulfuretin je, prema sastavu ekstrakata, jedna od znacajnije zastupljenih komponenti i pokazao je
relevantnu citotoksi¢nu aktivnost prema viSe malignih ¢elijskih linija. NajizraZenija aktivnost sulfuretina
zabelezena je prema K562 ¢elijama, sa ICso vrednoscéu od 21,94 uM, zatim prema HL-60 ¢elijama (36,24
MM), MDA-MB-231 ¢elijama (54,63 uM), A375 ¢elijama (69,03 uM) i HeLa celijama (78,76 uM).
Slabija aktivnost zabelezena je prema PC-3 ¢elijama (116,00 uM) i DU 145 ¢elijama (265,50 uM). S
obzirom na relativno visok procenat sulfuretina u ekstraktima i njegovu aktivnost kao izolovanog
jedinjenja, moze se pretpostaviti da sulfuretin predstavlja jednu od vaznih komponenti odgovornih za
citotoksi¢ni efekat ekstrakata, narocito prema hematoloskim malignim ¢elijama.

Fisetin je pokazao umerenu do izraZenu aktivnost prema pojedinim ¢elijskim linijama, posebno
prema MDA-MB-231 ¢elijama (45,05 uM), HL-60 ¢elijama (42,79 uM) i HeLa ¢elijama (60,47 uM).
Njegova aktivnost prema K562 ¢elijama bila je slabija u odnosu na butein, butin 1 sulfuretin, sa ICso
vredno$c¢u od 90,78 uM. Buduc¢i da je fisetin prisutan u ekstraktima u nizem procentu u odnosu na fustin,
sulfuretin 1 butin, ali pokazuje relevantnu pojedinacnu aktivnost prema odredenim cCelijskim linijama,
moguce je da doprinosi ukupnom efektu ekstrakata, naro¢ito prema MDA-MB-231, HL-60 i HelLa
¢elijama. Eriodiktiol je pokazao najizrazeniju aktivnost prema MDA-MB-231 ¢elijama, sa ICso
vrednoS¢u od 51,32 uM, dok je prema ostalim linijama aktivnost bila slabija. ICso vrednosti za Hela,
HL-60, K562 1 A375 ¢elije iznosile su 147,03 uM, 116,97 uM, 125,61 uM i 137,92 uM. Prema DU 145
i PC-3 ¢elijama eriodiktiol je pokazao znatno slabiju aktivnost, sa ICso vrednostima od 387,69 uM i
283,98 uM. Ovaj rezultat ukazuje da eriodiktiol moZe doprineti aktivnosti prema pojedinim ¢elijskim
linijjama, ali nije medu glavnim nosiocima citotoksi¢nog efekta.

Posebno je znaCajno da se aktivnost ekstrakata ne moZe objasniti samo prisustvom
najzastupljenijeg jedinjenja, fustina, jer je fustin kao izolovano jedinjenje pokazao slabu aktivnost.
Suprotno tome, jedinjenja koja su zastupljena u manjem procentu, kao $to su butein i fisetin, pokazala su
izraZzeniju pojedinac¢nu aktivnost. Ovo ukazuje da bioloSki efekat ekstrakta zavisi od kombinacije
procentualne zastupljenosti i individualne aktivnosti jedinjenja. Na primer, sulfuretin i butin su
istovremeno relativno zastupljeni u ekstraktima i pokazuju znacajnu aktivnost prema pojedinim ¢elijskim
linijjama, naro¢ito HL-60 1 K562, §to ih verovatnim ¢ini vaZznim nosiocima ukupnog citotoksi¢nog efekta.
Sa druge strane, butein, iako manje zastupljen, pokazuje najjau pojedina¢nu aktivnost i moze imati
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znacajan doprinos ukupnom citotoksicnom potencijalu zbog visoke potentnosti. Dobijeni rezultati takode
ukazuju na mogucu ulogu sinergistickog ili aditivnog delovanja komponenti ekstrakta. Ekstrakti,
narocito EE i MME, pokazali su izrazenu aktivnost prema HL-60 1 K562 ¢elijama, Sto se moze povezati
sa prisustvom vise aktivnih jedinjenja koja su pojedinacno pokazala dobru aktivnost prema ovim
linijjama, pre svega butina, sulfuretina i buteina. Kod K562 ¢elija, ICso vrednosti buteina, butina 1
sulfuretina iznosile su 13,91 uM, 19,67 uM i 21,94 uM, dok su EE i MME pokazali ICso vrednosti od
34,84 pg/ml i 44,57 pg/ml. Kod HL-60 ¢elija, butin, sulfuretin, fisetin i butein pokazali su ICso vrednosti
od 28,76 uM, 36,24 uM, 42,79 uM i 41,14 uM, dok su EE i MME pokazali izrazenu aktivnost sa ICso
vrednostima od 31,04 pg/ml i 33,74 pg/ml. Ova podudarnost ukazuje da aktivnost ekstrakata prema
leukemijskim ¢elijskim linijama moze biti posledica kombinovanog doprinosa ovih jedinjenja.

Nasuprot tome, slabija aktivnost ekstrakata prema DU 145 ¢elijama moze se povezati sa slabijom
aktivnoséu vecine pojedinacnih jedinjenja prema ovoj ¢elijskoj liniji. Na primer, ICso vrednosti butina,
sulfuretina, eriodiktiola i taksifolina prema DU 145 ¢elijama iznosile su 186,03 uM, 265,50 uM, 387,69
uM i >400 uM, dok su i ekstrakti pokazali vise ICso vrednosti: 168,59 ng/ml za EE, 184,72 pg/ml za VE
1160,92 ng/ml za MME. Ovi rezultati ukazuju da je DU 145 ¢elijska linija bila manje osetljiva na ve¢inu
ispitivanih ekstrakata i jedinjenja. Vazno je naglasiti da su ekstrakti pokazali nizu toksi¢nost prema
normalnim ¢elijskim linijama HaCaT 1 MRC-5 u odnosu na najosetljivije maligne linije. ICso vrednosti
EE prema HaCaT i MRC-5 ¢elijama iznosile su 122,43 ug/ml i 139,85 pg/ml, dok su za MME iznosile
123,71 pg/ml 1 131,43 pg/ml. Ove vrednosti su viSe u odnosu na ICso vrednosti istih ekstrakata prema
HL-60 i K562 ¢elijama, $to ukazuje na odredeni stepen selektivnijeg dejstva prema malignim ¢éelijama
leukemije. Medutim, pojedina jedinjenja, narocito butein, pokazala su aktivnost i prema normalnim
¢elijama, sa ICso vrednostima od 36,47 uM za HaCaT i 85,78 uM za MRC-5, §to ukazuje da se njegova
visoka potentnost ne odnosi isklju¢ivo na maligne Celije.

Rezultati pokazuju da se citotoksicna aktivnost ekstrakata ruja ne mozZe pripisati samo
najzastupljenijim jedinjenjima. Fustin, iako dominantno prisutan u ekstraktima, pokazao je slabu
pojedinacnu aktivnost, dok su butein, butin, sulfuretin i fisetin pokazali znatno izraZeniju aktivnost prema
odredenim malignim celijskim linijama. Najverovatniji doprinos ukupnom efektu ekstrakata potice od
kombinovanog delovanja viSe komponenti, pri ¢emu sulfuretin i1 butin doprinose zbog relativno visokog
procentualnog udela i relevantne aktivnosti, dok butein doprinosi pre svega zbog izrazite pojedinacne
potentnosti, uprkos nizoj zastupljenosti u ekstraktu. Ovakvi rezultati opravdavaju izbor butina, buteina i
sulfuretina za dalja ispitivanja mehanizama antitumorskog dejstva.

3.4 3D modeli: citotoksi¢no dejstvo

3.4.1 Promena povrsine sferoida na ¢elijskim modelima HeLa i MDA-MB-231 ¢elija

U poredenju sa kontrolom, ispitivani ekstrakti 1 jedinjenja pokazali su razli¢ite efekte (Slika 2),
od minimalnih promena do veoma izrazenog smanjenja merenog parametra povrsine sferoida. Parametar
predstavlja odnos povrSine sferoida HeLa linije, merene pod svetlosnim mikroskopom nakon 72 h
inkubacije sa ispitivanim ekstraktima i jedinjenjima, i povrSine sferoida pre tretmana. Vrednosti su
izrazene relativno u odnosu na kontrolu u trenutku 0 h, koja je definisana kao 100%. Nakon tretmana sa
200 uM buteina zabelezeno je smanjenje relativne vrednosti za 8,01% u odnosu na kontrolu, dok je nakon
tretmana sa 200 uM butina registrovano povecanje od 7,38%. Tretman MME ekstraktom u koncentraciji
od 200 pg/ml doveo je do smanjenja relativne vrednosti za 10,22%, dok je nakon tretmana sa 200 uM
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fisetina zabelezeno povecanje od 2,79%. Nakon tretmana sa 400 uM sulfuretina zabeleZeno je minimalno
smanjenje relativne vrednosti od 0,46%, dok je tretman sa 400 uM taksifolina doveo do povecanja od
5,73%. Najizrazenije povecanje medu ispitivanim jedinjenjima zabeleZeno je nakon tretmana sa 400 uM
sulfuretin auronola, koje je iznosilo 17,65%, dok je nakon tretmana sa 400 uM eriodiktiola registrovano
povecanje od 13,84%. Tretman EE ekstraktom u koncentraciji od 400 pg/ml doveo je do povecanja
relativne vrednosti za 11,25%, dok je nakon tretmana sa 400 uM fustina zabelezeno smanjenje od 3,67%.
Kod VE ekstrakta u koncentraciji od 400 pg/ml registrovano je povecanje relativne vrednosti od 2,07%.

Ukupno posmatrano, u odnosu na kontrolu od 100%, smanjenje relativnih vrednosti na HelLa
liniji zabelezeno je nakon tretmana buteinom, MME ekstraktom, sulfuretinom i fustinom, dok je kod
tretmana butinom, fisetinom, taksifolinom, sulfuretin auronolom, eriodiktiolom, EE i VE registrovano
povecanje relativnih vrednosti.

HelLa,
relativna promena u odnosu na kontrolu
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Slika 2 Relativna promena u povrsini viseéelijskog tumorskog sferoida nakon tretmana ekstraktima i izolovanim
jedinjenjima iz C. coggygria nakon 72 h u odnosu na kontrolu 0 h, na malignoj éelijskoj liniji HeLa. Prikazan je jedan
reprezentativni eksperiment.
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MDA-MB-231,
relativna promena u odnosu na kontrolu
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Slika 3 Relativna promena u povrsini visecelijskog tumorskog sferoida nakon tretmana ekstraktima i izolovanim
jedinjenjima iz C. coggygria nakon 72 h u odnosu na kontrolu 0 h, na malignoj éelijskoj liniji MDA-MB-231. Prikazan
je jedan reprezentativni eksperiment.

Na MDA-MB-231 liniji (Slika 3) vrednosti su izraZzene relativno u odnosu na kontrolu u trenutku
0 h, koja je definisana kao 100%. Nakon tretmana sa 200 uM buteina zabeleZeno je povecanje relativne
vrednosti za 46,63% u odnosu na kontrolu, dok je nakon tretmana sa 200 UM butina registrovano
povecanje od 26,33%. Tretman MME ekstraktom u koncentraciji od 200 pg/ml doveo je do povecanja
relativne vrednosti za 20,47%, dok je nakon tretmana sa 200 uM fisetina zabelezeno povecanje od
52,91%.

NajizraZzenije povecanje relativne vrednosti registrovano je nakon tretmana sa 200 puM
sulfuretina, koje je iznosilo 122,24% u odnosu na kontrolu. Nakon tretmana sa 400 uM taksifolina
zabelezeno je povecanje od 23,76%, dok je tretman sa 400 uM sulfuretin auronola doveo do povecanja
relativne vrednosti od 79,93%. Kod EE ekstrakta u koncentraciji od 400 pg/ml zabelezeno je blago
smanjenje relativne vrednosti od 0,93% u odnosu na kontrolu. Tretman sa 400 uM fustina doveo je do
povecanja od 40,68%, dok je nakon tretmana VE ekstraktom u koncentraciji od 400 pg/ml registrovano
povecanje relativne vrednosti od 31,93%.

Ukupno posmatrano, u odnosu na kontrolu od 100%, kod svih ispitivanih tretmana na ¢elijskoj
liniji MDA-MB-231, osim EE ekstrakta, registrovano je povecanje relativnih vrednosti. Najizrazenije
povecanje zabelezeno je nakon tretmana sulfuretinom, zatim sulfuretin auronolom, fisetinom, buteinom
1 fustinom, dok su manja povecanja registrovana nakon tretmana butinom, VE, taksifolinom i MME
ekstraktom. Kod EE ekstrakta registrovano je minimalno smanjenje relativne vrednosti u odnosu na
kontrolu.

3.4.2 Bojenje kalceinom sferoida na ¢elijskom modelu HeLa éelija
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Kalcein bojenje 3D sferoida Hela celijske linije (Slike 4-14) pokazalo je razliCite promene
relativnog kalcein signala nakon tretmana razli¢itim koncentracijama ispitivanih jedinjenja i ekstrakata.
Rezultati su izrazeni u odnosu na odgovarajucu kontrolnu grupu, ¢ija je vrednost postavljena na 1
(100%). Za ekstrakte MME, EE i VE koncentracije su izrazene u pg/ml, dok su koncentracije
pojedinacnih jedinjenja izrazene u uM. Dobijene vrednosti predstavljaju promenu kalcein signala u
odnosu na kontrolu i ne predstavljaju direktno odredivanje broja Celija niti omoguéavaju samostalnu
procenu apsolutne vijabilnosti sferoida. Kod buteina, pri 100 uM registrovana je vrednost od 0,83, Sto
odgovara priblizno 17% niZzem signalu u odnosu na kontrolu. Pri 200 uM vrednost je iznosila -0,02,
odnosno signal je bio blizu nulte vrednosti, dok je pri 400 uM registrovana vrednost od -1,75, §to ukazuje
na izraZzenu negativnu promenu relativnog kalcein signala. Kod butina, pri 100 uM relativni kalcein
signal iznosio je 0,05, Sto odgovara priblizno 95% nizem signalu u odnosu na kontrolu. Pri 200 pM
registrovana je vrednost od -0,04, dok je pri 400 puM vrednost iznosila -0,64, uz izrazenu negativnu
promenu relativnog signala pri viSoj koncentraciji. Kod ekstrakta MME, pri 100 pg/ml relativni signal
iznosio je 1,22, odnosno bio je za priblizno 22% visi u odnosu na kontrolu. Pri 200 pg/ml vrednost je
iznosila -0,37, dok je pri 400 pg/ml registrovana vrednost od -2,25, §to predstavlja jednu od najizrazenijih
negativnih promena relativnog kalcein signala medu svim ispitivanim tretmanima. EE je pri 100 pg/ml
pokazao vrednost od 1,79, odnosno signal je bio za priblizno 79% visi u odnosu na kontrolu. Pri 200
pg/ml registrovana je vrednost od -0,23, dok je pri 400 pg/ml vrednost iznosila -1,00, uz izrazenu
negativnu promenu pri najvisoj koncentraciji. Kod VE, pri 100 pg/ml relativni signal iznosio je 1,56, §to
odgovara priblizno 56% visem signalu u odnosu na kontrolu. Pri 200 pg/ml vrednost je iznosila -0,61,
dok je pri 400 pg/ml registrovana vrednost od -1,02, uz izrazenu negativhu promenu pri visoj
koncentraciji. Kod sulfuretina, pri 100 uM registrovana je vrednost od 2,17, odnosno signal je bio za
priblizno 117% visi u odnosu na kontrolu. Pri 200 uM relativni signal iznosio je 0,44, Sto odgovara
priblizno 56% nizem signalu u odnosu na kontrolu. Pri 400 uM registrovana je vrednost od -2,14, §to
ukazuje na veoma izrazenu negativnu promenu relativnog kalcein signala. Fisetin je pri svim ispitivanim
koncentracijama pokazao negativne vrednosti relativnog signala. Pri 100 uM registrovana je vrednost od
-0,31, pri 200 pM vrednost od -0,37, dok je pri 400 uM zabeleZena vrednost od -1,18, §to ukazuje na
1zraZeniju negativnu promenu pri najvisoj koncentraciji. Kod taksifolina, pri 200 uM relativni signal
iznosio je 0,46, odnosno bio je za priblizno 54% nizi u odnosu na kontrolu. Pri 400 uM vrednost je
iznosila 0,30, $to odgovara priblizno 70% nizem signalu u odnosu na kontrolu, dok je pri 800 uM
registrovana vrednost od 0,20, odnosno priblizno 80% nizi signal u odnosu na kontrolu. Za razliku od
vecine drugih tretmana, taksifolin ni pri najviSoj ispitivanoj koncentraciji nije pokazao negativne
vrednosti relativnog signala. Kod fustina, pri 200 pM relativni signal iznosio je 0,21, §to odgovara
priblizno 79% nizem signalu u odnosu na kontrolu. Pri 400 uM registrovana je vrednost od -0,57, uz
izrazenu negativnu promenu relativnog kalcein signala. Kod sulfuretin auronola promene su bile manje
izrazene. Pri 200 uM registrovana je vrednost od -0,15, dok je pri 400 uM vrednost iznosila -0,01,
odnosno bila je veoma bliska nultoj vrednosti. Kod eriodiktiola, pri 200 uM relativni signal iznosio je
0,69, odnosno bio je za priblizno 31% niZi u odnosu na kontrolu. Pri 400 uM vrednost je iznosila 0,67,
Sto odgovara priblizno 33% niZem signalu u odnosu na kontrolu. Pri 800 uM registrovana je vrednost od
-0,46, ukazujuci na izraZeniju negativnu promenu pri najvisoj koncentraciji.

Posmatrano u celini, razli¢iti tretmani pokazali su izraZzene razlike u promenama relativnog
kalcein signala u 3D sferoidima HeLa c¢elijske linije. Pri nizim koncentracijama pojedini ekstrakti 1
jedinjenja doveli su do povecanja signala u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je najveci porast registrovan
kod sulfuretina pri 100 uM, gde je signal bio priblizno 117% visi u odnosu na kontrolu. Znacajno
povecanje signala zabelezeno je 1 kod EE 1 VE pri 100 ug/ml, sa priblizno 79% 1 56% visim vrednostima
u odnosu na kontrolu, kao i kod MME pri istoj koncentraciji, gde je signal bio priblizno 22% visi.
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Sa povecanjem koncentracije kod vecine tretmana dolazilo je do progresivnhog smanjenja
relativnog kalcein signala, pri ¢emu su najizrazenije negativne promene registrovane kod MME pri 400
pg/ml (-2,25), sulfuretina pri 400 uM (-2,14), buteina pri 400 uM (-1,75), fisetina pri 400 uM (-1,18),
VE pri 400 pg/ml (-1,02) i EE pri 400 pg/ml (-1,00). Nasuprot tome, taksifolin je pri svim ispitivanim
koncentracijama zadrzao pozitivne vrednosti relativnog signala, iako su one bile nize od kontrolnih. Kod
tretmana pri kojima su registrovane negativne vrednosti relativnog signala, vrednosti su prikazane kao
negativne promene u odnosu na kontrolu, bez pretvaranja u procenat smanjenja, jer takva transformacija
ne bi imala odgovarajuce biolosko znacenje. Dobijeni rezultati ukazuju na razliite obrasce promene
kalcein signala izmedu pojedinacnih jedinjenja i ekstrakata, pri ¢emu izrazenije promene pri visSim
koncentracijama mogu ukazivati na koncentraciono zavisan odgovor 3D sferoida HeLa ¢elijske linije.

Kalcein bojenje HeLa
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Slika 4 Kalcein bojenje na éelijskoj liniji HeLa za tretman buteinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 5 Kalcein bojenje na éelijskoj liniji HeLa za tretman butinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 6 Kalcein bojenje na éelijskoj liniji HeLa za tretman EE. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 7 Kalcein bojenje na éelijskoj liniji HeLa za tretman eviodiktiolom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 8 Kalcein bojenje na éelijskoj liniji HeLa za tretman fisetinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 9 Kalcein bojenje na éelijskoj liniji HeLa za tretman fustinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 10 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji HeLa za tretman MME. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 11 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji HeLa za tretman sulfuretin auronolom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 12 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji HeLa za tretman sulfuretinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 13 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji HeLa za tretman taksifolinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 14 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji HeLa za tretman VE. Eksperiment je raden u triplikatu.

3.4.3 Bojenje kalceinom sferoida na éelijskom modelu MDA-MB-231 ¢elija

Kalcein bojenje 3D sferoida MDA-MB-231 ¢elijske linije (Slike 15-25) pokazalo je razlicite
promene relativnog kalcein signala nakon tretmana razli¢itim koncentracijama ispitivanih jedinjenja i
ekstrakata. Rezultati su izrazeni u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu grupu, ¢ija je vrednost postavljena
na 1 (100%). Za ekstrakte MME, EE 1 VE koncentracije su izrazene u pg/ml, dok su koncentracije
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pojedinacnih jedinjenja izraZzene u uM. Dobijene vrednosti predstavljaju promenu kalcein signala u
odnosu na kontrolu i ne predstavljaju direktno odredivanje broja ¢elija niti omoguéavaju samostalnu
procenu apsolutne vijabilnosti sferoida. Kod buteina, pri 100 uM registrovana je vrednost od 1,04, $to
odgovara priblizno 4% viSem signalu u odnosu na kontrolu. Pri 200 uM vrednost je iznosila -0,04,
odnosno signal je bio blizu nulte vrednosti, dok je pri 400 uM registrovana vrednost od -0,78, §to ukazuje
na izrazenu negativnu promenu relativnog kalcein signala. Kod butina, pri 100 pM relativni kalcein
signal iznosio je 0,68, odnosno bio je za priblizno 32% nizi u odnosu na kontrolu. Pri 200 uM vrednost
je iznosila 0,06, $to odgovara priblizno 94% nizem signalu u odnosu na kontrolu. Pri 400 pM registrovana
je vrednost od -0,98, uz izraZzenu negativnu promenu relativnog signala. Kod sulfuretina, pri 100 uM
vrednost je iznosila 1,18, odnosno signal je bio za priblizno 18% visi u odnosu na kontrolu. Pri 200 uM
vrednost je iznosila -0,25, dok je pri 400 uM registrovana vrednost od -1,17, $to ukazuje na izrazenu
negativnu promenu relativnog kalcein signala pri najviSoj koncentraciji. Fisetin je pri 100 uM pokazao
vrednost od 0,63, odnosno priblizno 37% nizi signal u odnosu na kontrolu. Pri 200 pM vrednost je
iznosila -0,16, dok je pri 400 uM iznosila -0,63, uz sve izrazeniju negativnu promenu relativnog signala
sa povecanjem koncentracije. Kod taksifolina, pri 200 uM relativni signal iznosio je 0,79, odnosno bio
je za priblizno 21% nizi u odnosu na kontrolu. Pri 400 uM vrednost je iznosila 0,36, $to odgovara
priblizno 64% nizem signalu u odnosu na kontrolu. Pri 800 uM registrovana je vrednost od -0,81, uz
izrazenu negativnu promenu relativnog signala. Kod fustina, pri 200 uM registrovana je vrednost od
0,37, odnosno signal je bio za priblizno 63% nizi u odnosu na kontrolu. Pri 400 pM vrednost je iznosila
-0,14, sto ukazuje na negativnu promenu relativnog kalcein signala. Kod sulfuretin auronola promene su
bile manje izraZene. Pri 200 pM relativni signal iznosio je 0,61, odnosno bio je za priblizno 39% nizi u
odnosu na kontrolu. Pri 400 uM vrednost je iznosila 0,02, §to odgovara priblizno 98% nizem signalu u
odnosu na kontrolu. Kod eriodiktiola, pri 400 uM relativni signal iznosio je 0,96, odnosho bio je za
priblizno 4% nizi u odnosu na kontrolu. Pri 800 uM vrednost je iznosila -0,49, $to ukazuje na izraZeniju
negativnu promenu relativnog kalcein signala pri vi$oj koncentraciji. Kod ekstrakta MME, pri 100 pg/ml
relativni signal iznosio je 0,76, odnosno bio je za priblizno 24% nizi u odnosu na kontrolu. Pri 200 pg/ml
vrednost je iznosila -0,09, dok je pri 400 pg/ml registrovana vrednost od -1,45, uz najizraZeniju negativnu
promenu relativnog signala. EE je pri 100 pg/ml pokazao vrednost od 0,82, odnosno priblizno 18% nizi
signal u odnosu na kontrolu. Pri 200 pg/ml vrednost je iznosila -0,21, dok je pri 400 pg/ml registrovana
vrednost od -0,83, uz izraZeniju negativnu promenu pri vi$oj koncentraciji. VE je pri 100 pg/ml pokazao
relativni signal od 0,43, odnosno bio je za priblizno 57% nizi u odnosu na kontrolu. Pri 200 pg/ml
vrednost je iznosila -0,12, dok je pri 400 pg/ml registrovana vrednost od -0,68, uz izraZeniju negativnu
promenu relativnog signala.

Posmatrano u celini, ve¢ina tretmana je pri nizim koncentracijama pokazala relativni kalcein
signal nizi od kontrolne vrednosti, dok je kod sulfuretina i buteina pri 100 uM signal bio nesto visi od
kontrole, za priblizno 18%, odnosno 4%. Sa pove¢anjem koncentracije kod veceg broja tretmana uoc¢eno
je progresivno smanjenje relativnog signala. Medu pozitivnim vrednostima, najve¢e smanjenje u odnosu
na kontrolu registrovano je kod sulfuretin auronola pri 400 uM, gde je signal bio priblizno 98% niZi,
zatim kod butina pri 200 uM, sa priblizno 94% nizim signalom, dok su kod taksifolina pri 400 uM i
fustina pri 200 pM zabeleZena smanjenja od priblizno 64%, odnosno 63%. Kod ekstrakata, VE je pri 100
pg/ml pokazao priblizno 57% nizi signal, dok su MME 1 EE pri istoj koncentraciji pokazali priblizno
24% 1 18% nize vrednosti u odnosu na kontrolu. Kod tretmana pri kojima su registrovane negativne
vrednosti relativnog signala, vrednosti su prikazane kao negativne promene u odnosu na kontrolu, bez
pretvaranja u procenat smanjenja, jer takva transformacija ne bi imala odgovarajuée biolosko znacenje.
Dobijeni rezultati stoga ukazuju na razliite obrasce promene kalcein signala izmedu pojedinacnih
jedinjenja i ekstrakata, pri ¢emu izraZenija promena pri viSim koncentracijama moze ukazivati na
koncentraciono zavisnu promenu odgovora ¢elija unutar 3D sferoida.
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Slika 15 Kalcein bojenje na éelijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman buteinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 16 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman butinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 17 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman EE. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 18 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman eriodiktiolom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 19 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman fisetinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 20 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman fustinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 21 Kalcein bojenje na céelijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman MME. Eksperiment je raden u triplikatu.

Kalcein bojenje MDA-MB-231
u odnosu na kontrolu

Relativni intenzitet fluorescencije
o
1

Slika 22 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman sulfuretin auronolom. Eksperiment je raden u
triplikatu.
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Slika 23 Kalcein bojenje na celijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman sulfuretinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 24 Kalcein bojenje na Celijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman taksifolinom. Eksperiment je raden u triplikatu.
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Slika 25 Kalcein bojenje na celijskoj liniji MDA-MB-231 za tretman VE. Eksperiment je raden u triplikatu.

3.5 Mehanizmi citotoksi¢nog dejstva ruja na HeLa ¢elijskoj liniji

Uticaj ekstrakata i jedinjenja dobijenih iz C. coggygria na raspodelu faza ¢elijskog ciklusa u HeLa
¢elijama, nakon izlaganja koncentracijama ICsg i 2xI1Csg tokom 24 sata i 48 sati, najpre je ispitan (Slike
26-29). Testirani EE, VE, MME, butin, butein i sulfuretin izazvali su povecanje procenta HeLa ¢elija u
subGl1 fazi Celijskog ciklusa, i nakon 24 sata i nakon 48 sati inkubacije, u poredenju sa kontrolnim
¢elijama. NajizraZzenije povecanje procenta subG1 ¢elija nakon 24 sata uo€eno je u ¢elijama tretiranim
buteinom u koncentraciji 1Cso (37,40% u poredenju sa 0,84% u kontrolnom uzorku ¢elija, p < 0,05), a
zatim u ¢elijama tretiranim buteinom u koncentraciji 2xICsp tokom istog perioda tretmana (34,66%
prema 0,84%, p < 0,05). Nakon 48 sati tretmana, eksperiment je pokazao da je porast procenta HelLa
¢elija u subGl fazi bio znacajan u uzorku ¢elija tretiranih VE ekstraktom u koncentraciji ICso (31,27% u
poredenju sa kontrolnim uzorkom, koji je imao 2,1% ¢elija u subGl1 fazi, p < 0,05). MME 1 EE,
primenjeni u koncentraciji ICsp, taj trend su blisko pratili, sa 21,29% i 20,47% celija u subG1 fazi nakon
tretmana, ali ovo povecanje nije bilo statisticki znacajno. EE je izazvao znacajno povecanje procenta
HeLa ¢elija u S fazi nakon 24 sata tretmana pri ICso koncentraciji (p < 0,01) i nakon 48 sati tretmana pri
2x]Cso koncentraciji (p < 0,05). VE je izazvao znacajno zaustavljanje ¢elija u S fazi nakon 24 sata
tretmana pri 2x1Csp koncentraciji (p < 0,05) i nakon 48 sati tretmana pri 2xICso koncentraciji (p < 0,05).
Pored toga, MME i sulfuretin su doveli do povecanja procenta ¢elija u S fazi nakon 48 sati inkubacije.
Povecanje broja Celija u S fazi bilo je statisticki znacajno pri tretmanu sulfuretinom u koncentraciji
2%1Csp (p < 0,01). Nakon 48 sati tretmana, zabeleZeno je povecanje udela HeLa ¢elija u G2/M fazi pri
izlaganju 2x1Cso koncentraciji buteina, ICso 1 2xICso koncentracijama butina, ICso koncentraciji EE,
2x1Cso koncentraciji MME i 2xICsp koncentraciji VE, u poredenju sa kontrolnim ¢elijama; ovo
povecanje bilo je statisticki znacajno u uzorcima c¢elija tretiranih butinom u koncentraciji 2xICso (p <
0,05).
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Slika 26 Promene u distribuciji faza éelijskog ciklusa u HeLa éelijama tretiranim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim
iz C. coggygria, ispitane posle 24 h, ICso koncentracije. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisticki znacajnom, a
zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statisticke znacajnosti.
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Slika 27 Promene u distribuciji faza éelijskog ciklusa u HeLa éelijama tretiranim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim
iz C. coggygria, ispitane posle 48 h, ICso koncentracije. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisticki znacajnom, a
zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statisticke znacajnosti.
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Slika 28 Promene u distribuciji faza éelijskog ciklusa u HeLa éelijama tretiranim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim
iz C. coggygria, ispitane posle 24 h, 2x1Cso koncentracije. P vrednost ispod 0,05 se smatra statistiCki znacajnom, a
zvezdica/zvezdice oznalavaju nivo statistike znacajnosti.
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Slika 29 Promene u distribuciji faza Céelijskog ciklusa u HeLa éelijama tretiranim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim
iz C. coggygria, ispitane posle 48 h, 2XICso koncentracije. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisticki znacajnom, a
zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statisticke znacajnosti.

Prethodna primena inhibitora kaspaze-3 na HeLa celije, pre izlaganja 2xICsp
koncentracijama EE, VE, MME, butina 1 sulfuretina, dovela je do smanjenja udela ¢elija u subG1 fazi u
poredenju sa ¢elijama tretiranim samo ekstraktima ili jedinjenjem. Prethodna primena inhibitora kaspaze-
3 na HeLa ¢elije pre izlaganja 2x1Cso koncentracijama buteina dovela je do blagog smanjenja udela ¢elija
u subG1 fazi u odnosu na ¢elije tretirane samo ovim jedinjenjem (12,26% prema 15,79%) (Slike 30-31).
NajizraZenije smanjenje procenta Hela ¢elija (4,48% prema 15,02%) uoceno je u uzorku tretiranom VE
ekstraktom u kombinaciji sa inhibitorom kaspaze-3, u poredenju sa tretmanom samo VE ekstraktom.
Primena inhibitora kaspaze-8 pre tretmana 2xICso koncentracijom svakog od jedinjenja (butin, butein,
sulfuretin) 1 svakog od ekstrakata (EE, MME, VE) dovela je do znafajnog smanjenja procenta HelLa
¢elija u subGl1 fazi u poredenju sa ¢elijama tretiranim samo odgovaraju¢im ekstraktom ili jedinjenjem.
Najizrazeniji pad procenta HeLa celija uocen je u uzorcima tretiranim MME, EE i VE ekstraktima
(1,08% prema 11,48%, 1,16% prema 10,53% i 1,66% prema 15,02%, redom) u kombinaciji sa
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inhibitorom kaspaze-8, u odnosu na tretman samo odgovaraju¢im ekstraktom. U uzorku HeLa c¢elija
takode je zabelezeno smanjenje procenta ¢elija u subG1 fazi nakon predtretmana inhibitorom kaspaze-9
pre izlaganja svakom ekstraktu i jedinjenju, u poredenju sa ¢elijama tretiranim samo odgovaraju¢im
ekstraktom ili jedinjenjem. Najizrazenije smanjenje uoceno je u ¢elijama tretiranim inhibitorom kaspaze-
9 zajedno sa MME, EE i VE ekstraktima (1,01% prema 11,48%, 1,28% prema 10,53% i 1,88% prema
15,02%). Ovi nalazi ukazuju da ekstrakti i jedinjenja dobijeni iz C. coggygria mogu pokrenuti apoptotsku
¢elijsku smrt u HeLa ¢elijama putem kaspaze-3, kaspaze-8 i kaspaze-9.
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Slika 30 Odredivanje uticaja specifi¢nih inhibitora kaspaza, ukljuéujuéi Z-DEVD-FMK (inhibitor kaspaze-3), Z-IETD-
FMK (inhibitor kaspaze-8) i Z-LEHD-FMK (inhibitor kaspaze-9), na procenat HeLa ¢éelija u subG1 fazi éelijskog
ciklusa nakon tretiranja sa 2x1Cso koncentracijama odgovarajudih jedinjenja izolovanih iz C. coggygria. Prikazan je
reprezentativni eksperiment.
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Slika 31 Odredivanje uticaja specifi¢nih inhibitora kaspaza, uklju¢ujuéi Z-DEVD-FMK (inhibitor kaspaze-3), Z-IETD-
FMK (inhibitor kaspaze-8) i Z-LEHD-FMK (inhibitor kaspaze-9), na procenat HeLa éelija u subG1 fazi éelijskog
ciklusa nakon tretiranja sa 2xI1Cso koncentracijama odgovarajuéih ekstrakata izolovanih iz C. coggygria. Prikazan je
reprezentativni eksperiment.

Izlaganje HeLa ¢elija 2x1Cso koncentracijama sva tri ekstrakta, kao i butinu, buteinu i sulfuretinu,
dovelo je do povecanja procenta rano i kasno apoptotskih celija u poredenju sa netretiranim celijama
(Slika 32). Posebno je tretman VE ekstraktom doveo do povecanja broja apoptotskih ¢elija (27,90% u
poredenju sa 3,91% u kontrolnoj grupi), uz znacajno povecanje procenta ¢elija u kasnoj fazi apoptoze (p
< 0,01). Sliéno tome, tretman MME ekstraktom izazvao je znacajno povecanje udela rano 1 kasno
apoptotskih HeLa ¢elija (23,30% u poredenju sa 3,91% u kontroli), uz znacajno povecan procenat ¢elija
u ranoj fazi apoptoze (9,09%, p < 0,05) i kasnoj fazi apoptoze (14,21%, p < 0,05). Celije izlozene EE
ekstraktu pokazale su povecanje broja mrtvih Celija obojenih PI i neobojenih aneksin V-FITC-om
(17,50% u poredenju sa 1,16% u kontroli), kao 1 povecanje broja celija koje prolaze kroz apoptozu, uz
znacajan udeo 1 u ranoj (p < 0,05) 1 u kasnoj fazi (p < 0,05) (21,63% u poredenju sa 3,91% u kontroli).
Pored toga, tretman sulfuretinom znacajno je povecao (p < 0,01) udeo mrtvih ¢elija obojenih samo PI
(27,88% u poredenju sa 1,16% u kontroli). Butin je pokazao nesto jaci efekat u odnosu na butein. Butin
je znacajno povecao procenat HelLa cCelija koje prolaze kroz apoptozu sa 3,91% u kontrolnoj grupi na
14,47% (p < 0,01 za rano apoptotske Celije i p < 0,05 za kasno apoptotske celije), dok je butein povecao
ovaj procenat sa 3,91% na 11,63%, ali to povecanje nije bilo statisti¢ki znacajno u poredenju sa
kontrolom.

67



Procenat HeLa éelija u ranoj/kasnoj fazi apoptoze ili nekroze

40

30- Bl ANEKSIN V FITC+PI-
« Hl ANEKSIN V FITC+PI+
E 20 Bl ANEKSIN V FITC-PI+
N

104

0-
\«@\‘} @@ QQ) @@@ S 'OQ &é\ﬂ‘ ‘é&
*9‘\ D \6\0

Slika 32 Procenat HeLa éelija u ranoj i kasnoj apoptozi ili nekrozi odreden je dvostrukim bojenjem aneksin V-FITC-om
i propidijum-jodidom nakon 24-éasovnog tretmana sa odgovarajuéim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim iz C.
coggygria. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisti¢ki znacajnom, a zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statistic¢ke

znacajnosti.

3.6 Mehanizmi citotoksi¢nog dejstva ruja na K562 ¢elijskoj liniji

Uticaj ekstrakata i jedinjenja dobijenih iz C. coggygria na raspodelu faza ¢elijskog ciklusa u K562
¢elijama, nakon izlaganja koncentracijama ICsg i 2xI1Csg tokom 24 sata i 48 sati, najpre je ispitan (Slike
33-36). Testirani EE, VE, MME, butin, butein i sulfuretin izazvali su povecanje procenta K562 ¢elija u
subGl1 fazi celijskog ciklusa, pri ¢emu je ovaj efekat bio izraZeniji pri viSoj koncentraciji 1/ili duzem
vremenu inkubacije. Nakon 24 sata tretmana pri ICso koncentraciji, najizrazenije povecanje procenta
¢elija u subGl fazi uoCeno je u uzorcima tretiranim VE ekstraktom, zatim sulfuretinom, MME
ekstraktom 1 buteinom, u poredenju sa kontrolnim ¢elijama. VE je doveo do povecanja procenta K562
¢elija u subG1 fazi na priblizno 20% u odnosu na oko 3-4% u kontrolnom uzorku, a ovo povecanje bilo
je statisticki znacajno. Sli€an trend uocen je 1 nakon tretmana sulfuretinom, gde je procenat subG1 celija
bio povecan na priblizno 14%, dok su MME i butein takode povecali udeo ¢elija u ovoj fazi, ali u manjem
obimu.

Pri izlaganju K562 ¢elija 2xICso koncentracijama tokom 24 sata, povecanje subG1 populacije
bilo je izrazenije. Najveci porast uocen je nakon tretmana VE ekstraktom, gde je procenat ¢elija u subGl
fazi dostigao priblizno 28%, u poredenju sa kontrolnim uzorkom koji je imao oko 4% celija u subG1
fazi. Butein je takode izazvao izrazeno povecanje subG1 populacije, na priblizno 22%, dok su EE, MME,
butin i sulfuretin doveli do umerenijeg, ali statisticki znac¢ajnog povecanja procenta celija u ovoj fazi.
Ovi rezultati ukazuju da su K562 ¢elije posebno osetljive na tretman VE ekstraktom i buteinom pri
2%1Cso koncentraciji tokom 24 sata.
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Nakon 48 sati tretmana, porast procenta K562 ¢elija u subG1 fazi ostao je izraZzen, posebno pri
izlaganju 2xICsp koncentracijama. Najizrazenije povecanje zabeleZzeno je u c¢elijama tretiranim VE
ekstraktom u koncentraciji 2xICsg, gde je subG1 populacija dostigla priblizno 42%, u poredenju sa oko
5% u kontrolnom uzorku. Butein je takode doveo do izrazenog povecanja procenta ¢elija u subGl fazi,
na priblizno 28%, dok su MME i EE izazvali povecanje na oko 20% i 16%, redom. Pri ICso koncentraciji
nakon 48 sati, VE je takode pokazao najizrazeniji efekat na povecanje subG1 populacije, dok su MME,
EE 1 butein doveli do umerenog povecanja procenta ¢elija u ovoj fazi.

Pored promene u subGl fazi, tretmani su uticali i na raspodelu K562 ¢elija kroz ostale faze
¢elijskog ciklusa. Nakon 24 sata tretmana, uoceno je smanjenje procenta ¢elija u S fazi kod uzoraka
tretiranih VE i MME ekstraktima, posebno pri 2x1Cso koncentraciji. Butein pri 2x1Cso koncentraciji
takode je doveo do smanjenja procenta ¢elija u S fazi, uz istovremeno povecanje udela ¢elija u G2/M
fazi. Nakon 48 sati tretmana, butin je doveo do poveéanja procenta ¢elija u S fazi, narocito pri ICsg
koncentraciji, dok je butein pri 2x1Cso koncentraciji smanjio udeo ¢elija u G1 fazi i povecao zastupljenost
subG1 i G2/M populacije. VE ekstrakt pri 2xICso koncentraciji nakon 48 sati izazvao je izrazito
povecanje subG1 populacije, uz smanjenje procenta celijau G1, S 1 G2/M fazama, $to ukazuje na izraZzen
citotoksi¢ni efekat ovog ekstrakta u K562 ¢elijama.
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Slika 33 Promene u distribuciji faza éelijskog ciklusa u K562 celijama tretiranim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim
iz C. coggygria, ispitane posle 24 h, ICso koncentracije. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisti¢ki znacajnom, a
zvezdica/zvezdice oznalavaju nivo statistiCke znacajnosti.
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Slika 34 Promene u distribuciji faza éelijskog ciklusa u K562 ¢elijama tretiranim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim
iz C. coggygria, ispitane posle 24 h, 2XICso koncentracije. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisti¢ki znacajnom, a
zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statisticke znacajnosti.
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Slika 35 Promene u distribuciji faza éelijskog ciklusa u K562 ¢elijama tretiranim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim
iz C. coggygria, ispitane posle 48 h, 2x1Cso koncentracije. P vrednost ispod 0,05 se smatra statistiCki znacajnom, a
zvezdica/zvezdice oznalavaju nivo statistiCke znacajnosti.

70



80

60

40+

% Celija

20+

K562, 48 ¢, IC5,

subG1
I Gl

b mm S

[ = G2/M

Hkk

M I

Fhk

T

S

‘&9

60

1
N>

S Q
Q $° \&é
&

Slika 36 Promene u distribuciji faza éelijskog ciklusa u K562 celijama tretiranim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim
iz C. coggygria, ispitane posle 48 h, ICso koncentracije. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisticki znacajnom, a
zvezdica/zvezdice oznalavaju nivo statistike znacajnosti.

Prethodna primena inhibitora kaspaze-3, kaspaze-8 i kaspaze-9 na K562 ¢elije, pre izlaganja
2%1Csp koncentracijama jedinjenja i ekstrakata, pokazala je da samo MME ekstrakt dobijen iz srzi drveta
vrste C. coggygria moze indukovati apoptozu u K562 ¢elijama aktivacijom kaspaza-3, -8 i -9, dok je EE
ekstrakt indukovao apoptozu putem aktivacije kaspaza-3 i -8, kao §to je prikazano na Slikama 37 i 38.

[%] ¢elija u subG1 fazi

Slika 37 Odredivanje uticaja specifi¢nih inhibitora kaspaza, ukljuéujuci Z-DEVD-FMK (inhibitor kaspaze-3), Z-IETD-
FMK (inhibitor kaspaze-8) i Z-LEHD-FMK (inhibitor kaspaze-9), na procenat K562 éelija u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa
nakon tretiranja sa 2XI1Cso koncentracijama odgovarajuéih jedinjenja izolovanih iz C. coggygria. Prikazana su dva

reprezentativna eksperimenta.
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Slika 38 Odredivanje uticaja specifi¢nih inhibitora kaspaza, uklju¢ujuéi Z-DEVD-FMK (inhibitor kaspaze-3), Z-IETD-
FMK (inhibitor kaspaze-8) i Z-LEHD-FMK (inhibitor kaspaze-9), na procenat K562 Celija u subG1 fazi celijskog ciklusa
nakon tretiranja sa 2xI1Cso koncentracijama odgovarajucih ekstrakata dobijenih iz C. coggygria. Prikazana su dva
reprezentativna eksperimenta.

Izlaganje K562 ¢elija 2xICso koncentracijama ekstrakata EE, VE i MME, kao i butinu, buteinu i
sulfuretinu, dovelo je do povecanja procenta rano i kasno apoptotskih celija i/ili nekroti¢nih ¢elija u
poredenju sa netretiranim Celijama (Slika 39). NajizraZeniji efekat uocen je nakon tretmana VE
ekstraktom, koji je doveo do izrazitog povecanja ukupnog procenta ¢elija koje prolaze kroz apoptozu, uz
posebno izrazeno povecanje kasno apoptotske populacije i populacije mrtvih/nekroti¢nih ¢elija. Ukupan
procenat apoptotskih ¢elija nakon tretmana VE ekstraktom bio je priblizno 30%, u poredenju sa oko 2-
3% u kontrolnoj grupi, dok je procenat mrtvih/nekroti¢nih ¢elija, koje su bile obojene samo propidijum-
jodidom, bio dodatno povecan na priblizno 32%. MME ekstrakt je takode izazvao izraZen efekat, sa
povecanjem kasno apoptotskih ¢elija na oko 11% 1 mrtvih/nekroti¢nih ¢elija na oko 25%, pri ¢emu je
povecanje nekroti¢ne populacije bilo statisticki znac¢ajno. EE ekstrakt je doveo do povecanja ranih 1
kasnih apoptotskih ¢elija, kao 1 mrtvih/nekroti¢nih ¢elija, u odnosu na kontrolni uzorak. Od pojedina¢nih
jedinjenja, butein je pokazao najizraZeniji efekat na indukciju apoptoze u K562 celijama. Tretman
buteinom povecao je procenat rano apoptotskih ¢elija na priblizno 13% i kasno apoptotskih ¢elija na oko
15%, u poredenju sa kontrolnim ¢elijama, dok je procenat mrtvih/nekroti¢nih Celija ostao znatno nizi.
Butin je izazvao umereniji efekat, sa blagim povecanjem kasno apoptotske populacije, dok je sulfuretin
doveo do povecanja procenta kasno apoptotskih i mrtvih/nekroti¢nih ¢elija, ali slabije u odnosu na VE 1
MME ekstrakte. Ovi rezultati ukazuju da tretirani ekstrakti i jedinjenja dobijeni iz C. coggygria mogu
indukovati apoptotsku, regulisanu smrt K562 ¢elija, pri cemu VE 1 MME ekstrakti pokazuju najizrazeniji
efekat, dok se od izolovanih jedinjenja butein izdvaja kao najaktivniji u indukciji apoptotskog odgovora.
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Slika 39 Procenat K562 celija u ranoj i kasnoj apoptozi ili nekrozi odreden je dvostrukim bojenjem aneksin V-FITC-om i
propidijum-jodidom nakon 24-¢asovnog tretmana sa odgovarajuéim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim iz C.
coggygria. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisti¢ki znac¢ajnom, a zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statisticke

znacajnosti.

3.7 Invitro antiinvazivno dejstvo ruja

3.7.1 Efekti na nivou genske ekspresije

Cilj ovog dela istrazivanja bio je da se ispitaju efekti ekstrakata i jedinjenja vrste C. coggygria na
nivoe ekspresije gena MMP2, MMP9 i VEGFA u HeL a ¢elijama nakon 24 sata. Rezultati su pokazali da
su nivoi MMP2 bili smanjeni u HeLa ¢elijama tretiranim svim ispitivanim jedinjenjima i ekstraktima, u
poredenju sa kontrolnim ¢elijama, pri ¢emu je znacajno smanjenje zabeleZeno nakon tretmana EE (p <
0,05) (Slike 40-42). Nivoi ekspresije gena MMP2 bili su samo blago smanjeni u HeLa ¢elijama tretiranim
VE, butinom 1 buteinom. Pored toga, tretman EE, MME 1 VE doveo je do sniZenja nivoa ekspresije
MMP9 neznatno ispod vrednosti u kontrolnom uzorku u HelLa celijama. Medutim, tretman svim
ispitivanim jedinjenjima doveo je do visih nivoa MMP9 u odnosu na netretirane kontrolne ¢elije. Nadalje,
nakon tretmana VE i sulfuretinom, nivoi VEGFA bili su nizi nego u kontroli. Nivoi ekspresije VEGFA
bili su znacajno smanjeni nakon tretmana sulfuretinom, pri ¢emu je vrednost p < 0,01.
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Slika 40 Nivoi VEGFA u HeLa ¢elijama nakon tretmana ekstraktima i jedinjenjima izolovanim iz C. coggygria
predstavijeni su RQ vrednostima. Uzorak u svakom nezavisnom eksperimentu je korisSéen kao uzorak kalibratora (RQ
uzorka kalibratora=1). P vrednost ispod 0,05 se smatra statisti¢ki znacajnom, a zvezdica/zvezdice oznaéavaju nivo
statisticke znacajnosti.
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Slika 41 Nivoi MMP2 u HeLa C¢elijama nakon tretmana ekstraktima i jedinjenjima izolovanim iz C. coggygria
predstavijeni su RQ vrednostima. Uzorak u svakom nezavisnom eksperimentu je kori§éen kao uzorak kalibratora (RQ
uzorka kalibratora=1). P vrednost ispod 0,05 se smatra statisticki znacajnom, a zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo
statisticke znacajnosti.
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Slika 42 Nivoi MMP9Y u HeLa C¢elijama nakon tretmana ekstraktima i jedinjenjima izolovanim iz C. coggygria
predstavijeni su RQ vrednostima. Uzorak u svakom nezavisnom eksperimentu je kori§éen kao uzorak kalibratora (RQ
uzorka kalibratora=1). P vrednost ispod 0,05 se smatra statisticki znacajnom, a zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo
statisticke znacajnosti.

3.7.2 Efekti na nivou migracije HeLa ¢elijske linije

MME (p < 0,05), EE (p < 0,01), VE (p < 0,01), butin (p < 0,05), butein (p < 0,01) i sulfuretin (p
< 0,01) ispoljili su znacajne antimigratorne efekte na Hela ¢elije nakon 48 sati inkubacije, kao $to je
prikazano na Slici 43. U kontrolnom uzorku HeLa ¢elija doslo je do potpunog zatvaranja rane nakon 48
sati, S§to ukazuje na izrazenu migratornu sposobnost netretiranih kontrolnih ¢elija u uslovima ovog
eksperimenta. Nasuprot tome, u uzorcima tretiranim ekstraktima i1 izolovanim jedinjenjima doslo je do
zadrzavanja znacajno vece povrsine rane, Sto ukazuje na smanjenje migracije HeLa ¢elija pod dejstvom
ispitivanih tretmana.

Nakon 24 sata inkubacije, preostala povrSina rane u kontrolnom uzorku iznosila je 57,32%.
NajizraZeniji efekat u ovom vremenskom periodu pokazao je sulfuretin, kod koga je preostala povrSina
rane iznosila 67,06%, zatim MME sa 62,49% i butein sa 61,75%. EE i VE su pokazali sli¢an efekat nakon
24 sata, sa vrednostima od 55,08% 1 55,99%, dok je kod butina preostala povrSina rane iznosila 45,78%.
Medutim, razlike izmedu tretiranih i kontrolnih ¢elija bile su izraZenije nakon 48 sati inkubacije, kada je
u kontrolnom uzorku doslo do potpunog zatvaranja rane.

Medu ekstraktima, MME je pokazao najizraZeniji inhibitorni efekat na migraciju HeLa celija
nakon 48 sati izlaganja, pri ¢emu je preostala povrsina rane iznosila 71,64%. EE 1 VE su ispoljili veoma
slican antimigratorni efekat, sa preostalom povr§inom rane od 63,31% i 63,21%, redom. Ovi rezultati
ukazuju da su sva tri ekstrakta znacajno inhibirala migraciju HeLa ¢elija, ali da je MME pokazao najjaci
efekat u odnosu na EE i VE.
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Od izolovanih jedinjenja, sulfuretin 1 butin ispoljili su sli¢an supresivni efekat nakon 48 sati
inkubacije, sa vrednostima preostale povrsine rane od 47,88% 1 44,19%. Butein je pokazao donekle
slabiji efekat u odnosu na butin 1 sulfuretin, pri ¢emu je preostala povrsina rane iznosila 37,91%. lako je
ovaj efekat bio slabiji u poredenju sa ekstraktima, posebno sa MME, rezultati pokazuju da su i
pojedinacna jedinjenja znacajno smanjila migraciju HeLa ¢elija u poredenju sa kontrolnim uzorkom.
Ukupno posmatrano, dobijeni rezultati ukazuju da ekstrakti i jedinjenja izolovani iz C. coggygria mogu
znacajno inhibirati migraciju HeLa ¢elija, pri cemu se MME izdvaja kao najefikasniji tretman u ovom
eksperimentalnom modelu.
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Slika 43 Efekat ekstrakata i jedinjenja izolovanih iz C. coggygria na migraciju HeLa éelija nakon 24 h i 48 h tretmana.
P vrednost ispod 0,05 se smatra statistiCki znacajnom, a zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statisticke znacajnosti.

3.8 Antioksidativni efekat ruja

U cilju ispitivanja potencijalnih antioksidativnih svojstava, analizirani su efekti EE, MME i VE
ekstrakata, kao i butina, buteina i sulfuretina, na koncentraciju intracelijskih ROS u normalnim
fibroblastima MRC-5 nakon 24 sata tretmana. Kao §to je prikazano na Slici 44, smanjenje intracelijskog
nivoa ROS zabelezeno je u MRC-5 ¢elijama tretiranim svim ekstraktima, buteinom i sulfuretinom nakon
24 sata inkubacije, u poredenju sa netretiranim kontrolnim ¢elijama. Statisticki znaajno smanjenje nivoa
intracelijskih ROS (p < 0,01) uoceno je u MRC-5 ¢elijama tretiranim EE ekstraktom. Tretman MRC-5
¢elija sulfuretinom doveo je do znac¢ajnog smanjenja koncentracije intracelijskih ROS za 50% u odnosu
na kontrolne ¢elije (p < 0,05). Slicno tome, izrazeno smanjenje nivoa intracelijskih ROS zabelezeno je i
nakon inkubacije MRC-5 ¢elija sa MME i VE ekstraktima, pri ¢emu je redukcija iznosila 39%, odnosno
33%. Tretman MRC-5 ¢elija buteinom doveo je do smanjenja nivoa ROS za 30% u poredenju sa
kontrolom. Nasuprot tome, tretman butinom pokazao je najmanji efekat na smanjenje koncentracije ROS,
sa redukcijom od svega 9%. Radi ispitivanja in vitro antioksidativnih i citoprotektivnih efekata
analiziranih ekstrakata i jedinjenja, sprovedeni su eksperimenti u kojima je vodonik-peroksid koris¢en
za indukciju povecanja intracelijskog nivoa ROS.
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Kratkotrajno izlaganje kontrolnih MRC-5 ¢elija vodonik-peroksidu dovelo je do stvaranja ROS,
pri ¢emu je nivo ROS bio 2,16 puta visi u odnosu na ¢elije koje nisu bile izlozene vodonik-peroksidu
(Slika 45). U MRC-5 ¢elijama prethodno tretiranim MME ekstraktom, a zatim izlozenim vodonik-
peroksidu, nivo intracelijskih ROS bio je 2,81 puta nizi u poredenju sa netretiranim ¢elijama izlozenim
vodonik-peroksidu, S§to predstavlja najizrazenije zabelezeno smanjenje nivoa ROS u ovom
eksperimentalnom setu. Medutim, statisticki znac¢ajno smanjenje nivoa ROS indukovanih vodonik-
peroksidom postignuto je samo nakon tretmana EE ekstraktom (p < 0,05) od svih ispitivanih ekstrakata.
Koncentracija intracelijskih ROS smanjena je 2,81 puta, 2,54 puta, 1,67 puta, 1,64 putai 1,23 puta nakon
tretmana MME, EE, sulfuretinom, buteinom i VE ekstraktom, navedenim redom. Nasuprot tome, tretman
butinom doveo je do povecanja nivoa intracelijskih ROS za 2,11 puta u odnosu na kontrolne ¢elije
tretirane isklju¢ivo vodonik-peroksidom. Sposobnost EE, MME i VE ekstrakata, kao i buteina i
sulfuretina, da smanje nivo oksidativnog stresa u MRC-5 ¢elijama nakon tretmana vodonik-peroksidom
ukazuje na njihova izrazena antioksidativna svojstva.
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Relativni intenzitet fluorescencije

Slika 44 Efekti 24-¢asovnog tretmana ekstraktima i jedinjenjima C. coggygria na nivoe intracelijskih reaktivnih
kiseoniénih vrsta (ROS) u MRC-5 Celijama. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisti¢ki znacajnom, a zvezdica/zvezdice
oznacavaju nivo statisticke znacajnosti.
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Slika 45 Efekti ekstrakata i jedinjenja C. coggygria na nivoe intracelijskih reaktivnih kiseoniénih vrsta (ROS) izazvanih
vodonik-peroksidom u MRC-5 éelijama. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisti¢ki znacajnom, a zvezdica/zvezdice
oznacavaju nivo statisticke znacajnosti.

3.9 Provera kvaliteta analize IRNK-seq eksperimenata

Da bi se ispitali efekti ispitivanih supstanci na transkripcioni profil K562 ¢elija, sproveden je
eksperiment sekvenciranja informacione RNK (iRNK-seq). Principalna analiza komponenti varijanse
(engl. Principal Variance Component Analysis, PVCA) koriS¢ena je za procenu u kojoj meri ukupnu
strukturisanu varijabilnost u iIRNK-seq podacima odreduju tehnicki, a u kojoj meri bioloski faktori. Na
voom-normalizovanim podacima, razlike izmedu eksperimenata (engl. batch-to-batch varijacije)
predstavljale su dominantan izvor varijanse i Cinile su 51,9% ukupne varijabilnosti. Nasuprot tome,
kontrast izmedu netretiranih kontrola 1 svih tretiranih uzoraka zajedno objasnjavao je 14,9% varijanse.
Pojedina¢ni tretmani imali su manje, specifi¢ne doprinose ukupnoj varijabilnosti: sulfuretin 7,6%, butein
4,2% 1 butin 2,8%, dok je preostalih 18,6% varijanse predstavljalo rezidualnu varijabilnost, odnosno Sum
(Prilog 1, A). Kako bi se detaljnije ispitalo na koji nacin tehnicki efekti izmedu eksperimenata 1 bioloski
efekti tretmana doprinose uocenoj strukturi podataka, sprovedene su nesupervizovane eksplorativne
analize koriS¢enjem PCA (analiza glavnih komponenti, engl. Principal Component Analysis) 1 t-SNE
(engl. t-distributed Stochastic Neighbor Embedding) metoda, pre i nakon korekcije batch efekta. Pre
korekcije batch efekta, i PCA i t-SNE analiza pokazale su izrazeno grupisanje uzoraka koje je bilo
prvenstveno odredeno eksperimentalnim batch-om, pri ¢emu su se uzorci grupisali prema eksperimentu,
ne prema primenjenom tretmanu (Prilog 3). Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima PVCA analize, koja
je pokazala da batch predstavlja dominantan izvor varijabilnosti u podacima.

Nakon uklanjanja varijanse povezane sa batch efektom primenom funkcije removeBatchEffect,
PCA vise nije pokazivala grupisanje uzoraka koje bi bilo povezano sa eksperimentalnim batch-om
(Prilog 4, A). Umesto toga, kontrolni uzorci formirali su jasno izdvojenu grupu, dok se tretirani uzorci
nisu razdvajali duz prve i druge glavne komponente (PC1 1 PC2), §to ukazuje da efekti pojedinacnih
tretmana ne predstavljaju dominantan izvor globalne varijabilnosti. Pored toga, t-SNE analiza batch-
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korigovanih podataka pokazala je prisustvo lokalnih grupa uzoraka povezanih sa tretmanom, nezavisno
od pripadnosti eksperimentalnom batch-u (Prilog 4, B). Ovi rezultati ukazuju da bioloska struktura
povezana sa tretmanom, koja je prethodno bila maskirana dominantnim batch efektom, postaje uocljiva
nakon uklanjanja varijanse povezane sa batch-om.

Nakon uklanjanja batch efekta, isklju¢ivo u svrhu vizuelizacije, grupisanje netretiranih i tretiranih
uzoraka objasnjavalo je 21,1% varijanse, dok su pojedinac¢ni tretmani doprinosili ukupnoj varijabilnosti
sa 17,4% za sulfuretin, 9,7% za butin i 6,2% za butein. Preostalih 45,5% varijanse predstavljalo je
rezidualnu varijabilnost (Prilog 1, B). Korekcija batch efekta je, dakle, uspesno uklonila tehni¢ku
varijabilnost i omogucila jasnije sagledavanje bioloskih efekata izazvanih tretmanom, koji su prethodno
bili maskirani tehni¢kim Sumom. Korelaciona heatmap analiza sprovedena na batch-normalizovanim
podacima dodatno je potvrdila da je normalizacijom, odnosno korekcijom batch efekta, o¢uvan najveci
deo bioloski relevantne informacije sadrzane u eksperimentu (Prilog 1, C).

3.10 Diferencijalno eksprimirani geni

DGE analiza pokazala je najveéi broj diferencijalno eksprimiranih gena (engl. Differentially
Expressed Genes, DEG) nakon tretmana buteinom (n = 809), manji broj DEG nakon tretmana butinom
(n = 439), dok je tretman sulfuretinom doveo do najmanjeg broja DEG (n = 299). Pored toga, tretmani
buteinom 1 butinom indukovali su veci broj povecano eksprimiranih gena u poredenju sa smanjeno
eksprimiranim genima, dok je sulfuretin doveo do priblizno jednakog broja povecano i smanjeno
eksprimiranih gena (Prilog 1, D).

Venov dijagram prikazan u Prilogu 2, A, pokazuje da su 134 DEG bila zajednicka za sva tri
tretmana, dok je 166 DEG bilo zajednicko za tretmane butinom i buteinom, a 51 DEG za tretmane
sulfuretinom i buteinom. Samo 28 DEG bilo je zajedni¢ko za butin i sulfuretin. Dodatno, Prilog 2, E-G
prikazuje tri volcano grafikona koja odgovaraju tretmanima butinom, buteinom i sulfuretinom. DEG sa
pragom statisticke zna€ajnosti (engl. False Discovery Rate, FDR) < 0,05 i vrednostima logFC (engl. Log
Fold Change) su navedeni u Prilogu 2, E-G.

Pet statisti¢ki najznacajnijih gena nakon tretmana butinom bilo je: ferritin light chain (FTL,
logFC = 0,67, FDR = 4,03733E-06), VGF nerve growth factor inducible (VGF, logFC = 1,21, FDR =
4,92235E-06), solute carrier organic anion transporter family member 2B1 (SLCO2B1, logFC = 1,11,
FDR =5,83737E-06), NQO1 (logFC = 0,81, FDR = 9,9462E-06) i pyruvate kinase L/R (PKLR, logFC =
-0,89, FDR = 1,03864E-05).

Pet statisticki najznacajnijih gena nakon tretmana buteinom bilo je: FTL (logFC = 0,92, FDR =
2,66443E-08), VGF (logFC = 1,77, FDR = 2,66443E-08), NQO1 (logFC = 1,27, FDR = 2,66443E-08),
oxidative stress induced growth inhibitor 1 (OSGIN1, logFC = 1,87, FDR = 2,66443E-08) i aldo-keto
reductase family 1 member C1 (AKR1C1, logFC = 1,39, FDR = 2,66443E-08).

Pet statisticki najznacajnijih gena nakon tretmana sulfuretinom bilo je: VGF (logFC = 0,99, FDR
= 0,000155444), NQO1 (logFC = 0,78, FDR = 0,000155444), PKLR (logFC = -0,83, FDR =
0,000155444), leucine-rich repeat containing 4B (LRRC4B, logFC = 1,23, FDR = 0,000155444) i
spectrin alpha, erythrocytic 1 (SPTAL, logFC =-0,70, FDR = 0,000155444).
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3.11 Analiza obogaéenja puteva na osnovu Reactome baze

GSEA analiza uradena je na osnovu Reactome baze podataka, kako bi se sagledali bioloski putevi
i procesi na koje uti¢u eksperimentalni tretmani butinom, buteinom i sulfuretinom, pri ¢emu su koris¢ene
t-vrednosti dobijene iz DGE analize.

Reactome analiza obogacenja puteva nakon tretmana butinom identifikovala je 215 statisticki
znacajno obogacenih puteva pri FDR-korigovanoj vrednosti p < 0,05, od kojih je 129 puteva bilo
pozitivno obogaceno (engl. Normalized Enrichment Score, NES; NES > 0), dok je 86 puteva bilo
negativno obogaceno (NES < 0). Ukupno posmatrano, rezultati ukazuju na izrazenu i koordinisanu
promenu koja ukljucuje supresiju obrade RNK, translacije i mitohondrijske bioenergetike i aktivaciju
imunskih/sekretornih programa, signalnih puteva i odgovora adaptacije na celijski stres.

Najizrazenije negativno obogaceni programi (NES < 0) odnosili su se na obradu RNK, translaciju
1 mitohondrijski metabolizam. Ti signali bili su pretezno povezani sa osnovnom masinerijom genske
ekspresije i energetskim metabolizmom. Posebno su se izdvojili putevi ukljuéeni u obradu pre-iRNK i
splajsovanje, ukljucujuci Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA (NES = -2,68, prilagodena
p-vrednost, p.adjust = 1,0 x 1072°) i mRNA Splicing / mRNA Splicing - Major Pathway (NES priblizno -
2,71, p.adjust priblizno 107'7). Vode¢i geni (engl. core enrichment genes) dela ovih puteva za
splajsovanje ukljucivali su faktore splajsovanja kao $to su SRSF9, SRSF3, SRSF1, RBMX2 i SNRNP200.

Paralelno sa tim, putevi povezani sa translacijom bili su konzistentno negativno obogaceni,
ukljucujuéi Eukaryotic Translation Initiation (NES = -2,75, p.adjust = 1,0 x 10*%), Cap-dependent
Translation Initiation, kao i dodatne ribozomske i translacione module, kao $to su Formation of a pool
of free 40S subunits, Translation i Eukaryotic Translation Termination. Vode¢i geni u okviru
translacione inicijacije bili su obogadeni ribozomskim komponentama i inicijacionim faktorima,
ukljucujuéi RPL4, RPL19, RPS5, RPSA i EIF3M, §to podrzava postojanje smanjenja kapaciteta sinteze
proteina u Sirem kontekstu.

Treca jasno suprimirana osa odnosila se na mitohondrijsku respiraciju, oksidativnu fosforilaciju
i centralni metabolizam ugljenika, ukljucujuéi Respiratory electron transport, ATP synthesis... (NES = -
2,99, p.adjust = 3,8 x 107'#), The TCA cycle and respiratory electron transport (NES = -2,82, p.adjust =
4,8 x 107'7), kao i Respiratory electron transport kao zaseban put (NES = -2,86, p.adjust = 1,9 x 1074).
Vode¢i geni u ovim putevima ukljucivali su osnovne komponente mitohondrijskog transportnog lanca
elektrona i faktore uklju¢ene u njegovo sklapanje, kao $to su ¢lanovi NDUF familije, COX5B/COX20,
ECSIT i CYTB, sto je u skladu sa koordinisanim smanjenjem ekspresionih potpisa povezanih sa
oksidativnom fosforilacijom.

Medu pozitivno obogacenim putevima, najjaci signali grupisali su se oko imunskih/sekretornih
funkcija i hemostaze. Najznacajniji put bio je Neutrophil degranulation (NES = 2,08, p.adjust = 1,8 x
101, pracen putevima Platelet activation, signaling and aggregation (NES = 2,28, p.adjust = 1,7 x
10719) i §irim ,,krovnim* putem Hemostasis (NES = 1,95, p.adjust = 2,1 x 10°°). Vode¢i geni koji su
doprinosili ovim transkripcionim potpisima ukljucivali su markere povezane sa imunskim odgovorom,
vezikulama i proteazama, kao §to su FCGR2A, PLAU i CTSB u okviru neutrofilne degranulacije, kao i
signalne 1 ekstracelijske komponente povezane sa trombocitima i hemostazom, ukljucuju¢i GP6,
PIK3CG, PRKCB, SRC, FN1 i SERPINEL.

Pored ovih puteva, znacajno je bilo obogaceno i vise signalnih kategorija, ukljucujuci Signaling
by Receptor Tyrosine Kinases (NES = 1,82, p.adjust =4,2 x 1077), kao i neurotrofinom povezane module
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kao $to su Signaling by NTRK1 (TRKA) (NES = 2,19, p.adjust = 9,7 x 1077) i NGF-stimulated
transcription (NES =2,35, p.adjust = 3,6 x 107°). Takode, inflamatorna signalizacija dodatno je podrzana
obogac¢enjem puta Signaling by Interleukins (NES = 1,81, p.adjust =4,4 x 107°), sa vode¢im genima Kkoji
ukljucuju regulatore i odgovorne gene kao $to su SOCS1, NFKB2, IL10RA, JUN i SQSTML1.

Znacajno je da je tretman butinom bio povezan i sa obogacenjem puteva adaptacije na Celijski
stres. Put IRE 1« activates chaperones (NES = 2,14, p.adjust = 6,3 x 107°) bio je znac¢ajno obogacen, §to
je u skladu sa aktivacijom /REa-XBP1 grane odgovora na nepravilno savijene proteine, odnosno UPR
odgovora. Vode¢i geni u ovom putu ukljucivali su XBP1, EDEM1, DNAJC3 i SYVNL1, §to podrzava
ukljucivanje mehanizama proteostaze 1 kontrole kvaliteta proteina u endoplazmatskom retikulumu.
Paralelno sa tim, znacajno su bili obogaceni i putevi odbrane od oksidativnog stresa, ukljucuju¢i KEAP1-
NFE2L2 (NRF2) pathway (NES = 1,98, p.adjust = 1,5 x 107*), kao i srodne module povezane sa
nuklearnim dogadajima NRF2 i detoksikacijom. Vode¢i geni u ovom klasteru ukljucivali su poznate
antioksidativne i detoksikacione mete kao $to su NQO1, TXNRD1, GSR, GCLM, SRXN1 i SLC7A11, sto
snazno ukazuje na aktivaciju NRF2-posredovanog adaptivnog odgovora. Nekoliko puteva odrzavanja
genomske stabilnosti takode je dostiglo statistiCku znac¢ajnost, iako sa umerenijim veli¢inama efekta u
poredenju sa dominantnim osama translacije i mitohondrijskog metabolizma. Na primer, znacajni su bili
putevi Gap-filling DNA repair synthesis and ligation... (NES = -1,81, p.adjust = 0,0086), Mismatch
Repair (NES = -1,77, p.adjust = 0,044) i Cell Cycle Checkpoints (NES = -1,34, p.adjust = 0,032).
Transcriptional Regulation by TP53 takode je bio statisticki znac¢ajan (NES = -1,36, p.adjust = 0,0177),
§to je u skladu sa tretmanom povezanim remodelovanjem mreza ukljuéenih u stresni odgovor i kontrolne
tacke celijskog ciklusa.

Reactome GSEA analiza nakon tretmana buteinom identifikovala je 192 statisticki znacajno
obogacena puta pri FDR-korigovanoj vrednosti p < 0,05, od kojih je 99 bilo pozitivno, a 93 negativno
obogaceno. Profil obogac¢enja ukazuje na koordinisano remodelovanje mitohondrijske bioenergetike,
programa obrade RNK, kao i stresno-adaptivne i imuno/sekretorne signalizacije. Medu najizraZenije
negativno obogacenim procesima (NES < 0) nalazili su se putevi mitohondrijskog metabolizma,
ukljucujucéi transport elektrona, oksidativnu fosforilaciju i ciklus trikarboksilnih kiselina (engl.
Tricarboxylic Acid cycle, TCA) povezan sa respiratornim transportom elektrona (NES priblizno od -2,34
do -2,55; FDR do priblizno 107'). Snazno negativho obogacenje TCA/OXPHOS (oksidativna
fosforilacija, engl. Oxidative Phosphorylation) puteva ukazuje na metaboli¢ko preusmeravanje visokog
nivoa mitohondrijske respiracije, na koju se ¢elije raka oslanjaju za prezivljavanje 1 proliferaciju.

Paralelno sa tim, viSe puteva koji ¢ine osnovu genske ekspresije bilo je znacajno suprimirano,
posebno Processing of capped intron-containing pre-mRNA, mRNA splicing, ukljucuju¢i Major
spliceosome pathway, kao i mRNA transport/export to the cytoplasm (NES priblizno od -1,9 do -2,1;
FDR < 1073-107). Ovaj obrazac zajedno podrZava postojanje smanjenja RNK sazrevanja, rukovanja
RNK 1 ukupne spremnosti celije za sintezu makromolekula u Sirokom kontekstu. Dodatno,
lipidna/metaboli¢ka regulacija bila je ukljucena kroz znacajno negativho obogacenje SREBP-
posredovane transkripcione aktivacije 1 srodnih programa biosinteze holesterola 1 lipida, Sto ukazuje na
smanjen potencijal za biogenezu lipida membrane potrebnu tokom brze ¢elijske deobe.

Nasuprot tome, pozitivho obogaceni putevi (NES > 0) bili su dominantno povezani sa
programima adaptacije na stres. Butein je snazno aktivirao KEAP1-NFE2L2 (NRF2) osu i NFE2L2
nuklearne dogadaje, sa FDR vrednostima koje su dostizale priblizno 107%, §to ukazuje na indukciju
antioksidativnih 1 detoksikacionih odgovora. Takode su bili znacajno obogaceni UPR putevi, ukljucujuci
IRE I a-posredovanu indukciju Saperona i XBP1(S)-zavisnu aktivaciju gena za Saperone, §to je u skladu
sa uklju¢ivanjem proteostaze i puteva povezanih sa stresom endoplazmatskog retikuluma.
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Pored programa koji su aktivirani kao odgovor na stres, butein je indukovao i pozitivno
obogacenje urodenih imunskih/sekretornih modula, kao $to je put Neutrophil degranulation, kao i
procesa povezanih sa trombocitima i hemostazom, ukljucujuci put Platelet activation/degranulation i
Hemostasis. Ovi nalazi ukazuju na povecanu zastupljenost inflamatornih, sekretornih i ekstracelijskih
signalnih osobina u transkriptomskom odgovoru na butein. Ukupno, ovi rezultati ukazuju da butein
pokrece transkripcioni program koji se odlikuje metabolickim usporavanjem, odnosno smanjenjem
mitohondrijskog OXPHOS/TCA potpisa, redukcijom obrade RNK i kapaciteta genske ekspresije, uz
istovremenu aktivaciju NRF2 i puteva povezanih sa UPR odgovorom. Ovakav obrazac je u skladu sa
inhibicijom procesa koji podrzavaju karakteristike celije raka, posebno odrzanu proliferativnu
sposobnost i metabolicko reprogramiranje povezano sa malignim ¢elijama.

Reactome GSEA analiza nakon tretmana sulfuretinom u K562 ¢elijama identifikovala je 247
statisti¢ki znacajno obogacenih puteva pri FDR-korigovanoj vrednosti p < 0,05, pri ¢emu su dominirali
pozitivno obogaceni genski setovi (211 puteva; NES > 0), dok je manji deo puteva bio negativno
obogacen (36 puteva; NES < 0). Znacajni putevi ukazuju da sulfuretin indukuje snazan
stresni/inflamatorni potpis i potpis povezan sa prometom/obrtom proteina, dok istovremeno suprimira
viSe programa koji podrzavaju rast i metabolizam i koji su ¢esto povezani sa klju¢nim karakteristikama
maligne Celije.

Medu negativno obogacenim putevima, sulfuretin je znafajno smanjio module kontrole
biosinteze lipida regulisane preko SREBP/SREBF, ukljucujuéi Activation of gene expression by SREBF
(SREBP) i Regulation of cholesterol biosynthesis by SREBP. Ovaj obrazac je u skladu sa naruSenom
biogenezom membrana i smanjenom dostupnosc¢u lipidnih i holesterolskih gradivnih blokova koji su
potrebni za brzu proliferaciju. Pored toga, nekoliko puteva direktno povezanih sa proliferativnom
signalizacijom i progresijom celije kroz ¢elijski ciklus bilo je negativno obogaceno, ukljucujuci PI3K
Cascade, FGFR1 signaling in disease i RB1/E2F-povezane programe mitotske G1/S tranzicije. Ovi
nalazi zajedno podrzavaju slabljenje procesa povezanih sa odrzanom proliferativnom signalizacijom i
stimulacijom ¢elijskog ciklusa.

Nasuprot tome, najizraZenije pozitivno obogaceni putevi ukazivali su na aktivaciju stresno-
adaptivnih i signalnih mreza. Sulfuretin je znacajno obogatio NRF2 (NFE2L2) Nuclear Events, §to je u
skladu sa indukcijom antioksidativnih 1 detoksikacionih odgovora, kao i viSe sa proteazomom povezanih
puteva, ukljucujuéi proteazomalnu degradaciju 1 procesiranje GLI transkripcionih faktora
(GLIZ/GLI2/GLI3). Obogacenje puteva degradacije GLI faktora u skladu je sa pojaanim prometom
efektora Hedgehog signalnog puta, §to podrzava supresiju tumor-promovisucih transkripcionih izlaza u
malignim ¢elijama u kojima GLI aktivnost doprinosi prezivljavanju i proliferaciji.

Ukupno posmatrano, ovi rezultati ukazuju da odgovor na sulfuretin karakteriSe supresija
PI3K/FGFR i ¢elijsko-ciklusnih programa koji podrzavaju rast, smanjenje SREBP-povezane biosinteze
lipida i holesterola, kao i aktivacija NRF2-posredovanog odgovora na stres i proteazomom posredovanog
prometa klju¢nih signalnih efektora. Ovakve transkriptomske promene mogu doprineti supresiji rasta i
inhibiciji tumor-promovisucih karakteristika K562 ¢elija.

3.12 Klaster analiza puteva

Kako bi se znacajno obogaceni putevi grupisali u klastere na osnovu zajednicke bioloske funkcije
1 kako bi se ispitao njihov $iri bioloski kontekst, putevi su rasporedeni u klastere prema najviSem nivou
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putanje u hijerarhiji Reactome baze podataka. Primenom klaster analize puteva pokazano je da ispitivana

jedinjenja (butin, butein i sulfuretin) ne deluju na iste bioloske procese, kao sto je prikazano u Prilozima
5-7.

Klaster analiza puteva pokazala je da tretman butinom uglavnom indukuje povecanu regulaciju
puteva ukljucenih u signalnu transdukciju, sa vise od 30 puteva, kao i puteva povezanih sa imunskim
sistemom, ukupno 19 puteva. Sa druge strane, butin je doveo do smanjene regulacije puteva ukljucenih
u metabolizam RNK, ukupno 14 puteva, kao i puteva povezanih sa regulacijom ¢elijskog ciklusa, ukupno
11 puteva. Pored toga, smanjeno regulisani bili su i putevi povezani sa ekspresijom RNK i popravkom
DNK. Tretman butinom je takode povecao regulaciju puteva iz klastera bolesti, hemostaze, metabolizma,
razvojne biologije, metabolizma proteina, klastera oznacenog kao ,ostali“ putevi, vezikularnog
transporta, ¢elijsko-Celijske komunikacije, ¢elijskog odgovora na stimuluse, organizacije ekstracelijskog
matriksa 1 senzorne percepcije, kao $to je prikazano u Prilogu 5. Ostali bioloski procesi pokazali su
mesSovit obrazac, odnosno prisustvo i povecano i smanjeno regulisanih puteva.

Sli¢no butinu, tretman buteinom moze se povezati sa pove¢anom regulacijom vise od 20 puteva
povezanih sa signalnom transdukcijom i imunskim sistemom, ali i sa povec¢anjem regulacije puteva
ukljuéenih u Celijski odgovor na stimuluse, hemostazu, razvojnu biologiju i regulaciju procesa
ekstracelijskog matriksa. Najveci broj smanjeno regulisanih puteva bio je povezan sa klasterom bolesti,
ukupno 18 puteva, metabolizmom RNK, ukupno 16 puteva, opstim metabolizmom, ukupno 15 puteva,
kao i metabolizmom proteina i klasterom oznacenim kao ,,ostali“ putevi, ukupno 13 puteva. Ipak, u
poredenju sa tretmanom butinom, nakon tretmana buteinom zabeleZen je veci broj povecano regulisanih
puteva. Putevi genske ekspresije, odnosno transkripcije, takode su bili smanjeno regulisani, i to u ve¢em
broju nego nakon tretmana butinom. Pored toga, nakon tretmana buteinom manji broj puteva povezanih
sa ¢elijskim ciklusom bio je povecano ili smanjeno regulisan u poredenju sa tretmanom butinom, kao §to
je prikazano u Prilogu 6.

Najveci broj znacajno povecano regulisanih puteva nakon tretmana sulfuretinom pronaden je u
klasteru puteva celijskog ciklusa, ukupno 43 puta, Sto je suprotno efektu butina i buteina. Pored toga,
znacajan broj povecano regulisanih puteva pripadao je klasterima signalne transdukcije, ukupno 31 put,
imunskog sistema, ukupno 24 puta, i metabolizma proteina, ukupno 22 puta, kao §to je prikazano u
Prilogu 7. Tretman sulfuretinom takode je povecao regulaciju puteva povezanih sa ¢elijskim odgovorom
na stimuluse, genskom ekspresijom, odnosno transkripcijom, popravkom DNK, metabolizmom RNK,
replikacijom DNK, programiranom ¢elijskom smréu, autofagijom i hemostazom.

U poredenju sa butinom 1 buteinom, sulfuretin moze imati znatno izraZeniji uticaj na puteve
¢elijskog ciklusa, imunskog sistema i metabolizma proteina, indukujuéi njihovu povecanu regulaciju.
Dok i butin i butein povecavaju regulaciju puteva povezanih sa signalnom transdukcijom, sulfuretin
istovremeno smanjuje regulaciju deset puteva i povecava regulaciju vise od 30 puteva povezanih sa
signalnom transdukcijom. Pored toga, sulfuretin moZe imati znacajne efekte (u oba smera regulacije) na
puteve povezane sa Signalnom transdukcijom, razvojnom biologijom, klasterom ,,ostalih® puteva,
bolestima 1 metabolizmom, dok smanjuje uticaj na puteve povezane sa Celijsko-Celijskom
komunikacijom.

3.13 Potvrda rezultata RNK sekvenciranja metodom gPCR
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Nakon tretmana butinom, FTL identifikovan je kao vode¢i gen jezgra obogadenja u putu
degranulacije neutrofila, koji je pokazao veoma znacajno obogacenje (NES = 2,08; prilagodena p-
vrednost = 1,8 x 107'"). Nakon tretmana buteinom, FTL je predstavljao vodeci gen jezgra obogacenja u
putu uklanjanja putem receptora klase A (NES = 1,87; prilagodena p-vrednost = 0,02). Za tretman
sulfuretinom, FTL je identifikovan kao vode¢i gen jezgra obogacenja u putu degranulacije neutrofila,
koji je pokazao najznacajnije obogacenje medu svim putevima (NES = 2,18; prilagodena p-vrednost =
7,64 x 107'"). Geni jezgra obogacenja predstavljaju podskup gena puta koji najviSe doprinose signalu
obogacenja u GSEA analizi, odnosno gene koji se pojavljuju u delu rangirane liste gena koji odreduje
vodece obogacenje i koji usmeravaju uo¢enu vrednost obogacenja (NES). Pored toga, SQSTM1 (engl.
sequestosome 1) identifikovan je kao gen jezgra obogacenja u putu signalizacije interleukina (NES =
1,81; prilagodena p-vrednost = 4,4 x 107°), §to podrzava njegovu ukljucenost u odgovore signalizacije
posredovane citokinima. Nakon tretmana buteinom, SQSTML1 je ponovo identifikovan kao vodeci gen
jezgra obogacenja u putu signalizacije interleukina-1 (NES = 1,84; prilagodena p-vrednost = 0,00326).
ST3GAL4 (engl. ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 4) identifikovan je kao jedan od Cetiri
vodeca gena jezgra obogacenja u putu N-glikozilacije asparagina nakon tretmana butinom, buteinom i
sulfuretinom, sa prilagodenim p-vrednostima od 0,0004, 0,0058 i 0,00054, redom. Za FTL, iRNK-seq
analiza pokazala je pozitivne vrednosti logFC od 0,6736, 0,9152 i 0,4982 nakon tretmana butinom,
buteinom i sulfuretinom, redom, $to odgovara priblizno 1,59-, 1,89- i 1,41-strukom povecanju ekspresije
gena u odnosu na netretiranu kontrolu. FTL se nalazio medu 10 najvise diferencijalno eksprimiranih gena
nakon sva tri tretmana, sa odgovaraju¢im FDR vrednostima od 4,04 x 107¢, 2,66 x 107%1 2,14 x 107,
redom. qPCR analiza pokazala je da su tretmani butinom, buteinom i sulfuretinom povecali ekspresiju
FTL priblizno 2,53-, 3,37- i 6,75 puta, redom, u poredenju sa netretiranom kontrolom, kao S§to je
prikazano na Slici 46. Uocene promene bile su statisti¢ki znacajne za butin i butein, sa p-vrednostima od
0,0041 1 0,0118, redom. Tretman sulfuretinom takode je pokazao izrazeno povecanje ekspresije FTL,;
medutim, ova promena nije dostigla statisticku zna¢ajnost. Ovi nalazi potvrduju povecanu ekspresiju
FTL uocenu u iRNK-seq skupu podataka. Iako se magnituda promena ekspresije razlikovala izmedu dve
metode, smer regulacije bio je konzistentan za sva tri jedinjenja, S§to podrzava pouzdanost
transkriptomskih nalaza.
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Slika 46 Nivoi ekspresije gena FTL u kontrolnim K562 éelijama i K562 Celijama tretiranim tokom 24 h butinom,
buteinom i sulfuretinom. Statisticka znacajnost odredena je za vrednosti p < 0,05 i oznacena je zvezdicom.

84



Za SQSTML, vrednosti logFC dobijene iRNK-seq analizom iznosile su 0,45, 0,70 i 0,30 za butin,
butein i sulfuretin, redom, na osnovu tri nezavisna eksperimenta bulk iRNK-seq, §to odgovara priblizno
1,37-, 1,62- i 1,23-strukom povecanju ekspresije u odnosu na netretiranu kontrolu. Odgovaraju¢e FDR
vrednosti iznosile su 2,2 x 107, 1,78 x 101 0,11, redom. Ove promene u ekspresiji potvrdene su
koris¢enjem TagMan testova ekspresije gena, pri cemu je ACTB koris¢en kao endogena kontrola. gPCR
analiza pokazala je da su tretmani butinom, buteinom i sulfuretinom povecali ekspresiju SQSTM1
priblizno 1,84-, 4,5- 1 2,35 puta, redom, u poredenju sa netretiranom kontrolom, kao $to je prikazano na
Slici 47. Uoc¢ene promene bile su statisticki znacajne za butein i sulfuretin, sa p-vrednostima od 0,0081
10,0046, redom. Ovi nalazi potvrduju povecanu ekspresiju SQSTM1 uo¢enu u iRNK-seq skupu podataka.
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Slika 47 Nivoi ekspresije gena SQSTM1 u kontrolnim K562 éelijama i K562 éelijama tretiranim tokom 24 h butinom,
buteinom i sulfuretinom. Statisticka znacajnost odredena je za vrednosti p < 0,05 i oznacena je zvezdicom.

Za ST3GAL4, iRNK-seq analiza pokazala je pozitivne vrednosti logFC od 0,48, 0,60 i 0,42 nakon
tretmana butinom, buteinom i sulfuretinom, redom, §to odgovara priblizno 1,39-, 1,52- i 1,34-strukom
povecéanju ekspresije gena u odnosu na netretiranu kontrolu. Odgovaraju¢e FDR vrednosti iznosile su
0,008, 0,002 1 0,040, $to ukazuje na statisticki znacajnu povecanu ekspresiju u iRNK-seq skupu podataka.
qPCR analiza pokazala je da su tretmani butinom, buteinom i sulfuretinom povecali ekspresiju ST3GAL4
priblizno 1,24-, 1,31- 1 1,44 puta, redom, u poredenju sa netretiranom kontrolom, kao $to je prikazano na
Slici 48. Tako su sva tri jedinjenja pokazala trend povecanja ekspresije ST3GAL4, nijedna od ovih
promena nije dostigla statisticku znacajnost. Ipak, qPCR rezultati potvrdili su smer regulacije uocen u
IRNK-seq skupu podataka. lako se magnituda promena ekspresije razlikovala izmedu dve metode, obe
su konzistentno ukazale na povecanu ekspresiju ST3GAL4 nakon tretmana butinom, buteinom i
sulfuretinom, $to podrzava pouzdanost transkriptomskih nalaza.
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Slika 48 Nivoi ekspresije gena ST3GAL4 u kontrolnim K562 éelijama i K562 éelijama tretiranim tokom 24 h butinom,
buteinom i sulfuretinom. Statisticka znacajnost odredena je za vrednosti p < 0,05 i oznacena je zvezdicom.

3.14 Genotoksicni efekat ekstrakata i jedinjenja ruja
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Slika 49 Genotoksicéni efekat ispitivanih jedinjenja i ekstrakata u MRC-5 éelijama procenjen komet testom. Prikazane su
vrednosti intenziteta repa (engl. tail intensity) u netretiranim Celijama (kontrola) i éelijama tretiranim butinom,
buteinom, sulfuretinom, EE, VE i MME. Prikazani rezultati predstavljaju jedan reprezentativni eksperiment, u okviru
kojeg je analizirano 50 pojedinaénih kometa.

Genotoksi¢ni potencijal ispitivanih jedinjenja i ekstrakata u MRC-5 normalnoj ¢elijskoj liniji
procenjen je primenom komet testa, pri ¢emu je kao parametar oSte¢enja DNK pracen intenzitet repa
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(engl. tail intensity). Prikazani rezultati predstavljaju jedan reprezentativni eksperiment, u okviru kojeg
je analizirano 50 pojedinac¢nih kometa. Za svaku kometu odredena je vrednost parametra tail intensity, a
rezultati su prikazani kao srednja vrednost tail intensity sa standardnom devijacijom. U kontrolnim,
netretiranim ¢elijama, vrednost tail intensity iznosila je 4,76. Nakon tretmana butinom, buteinom i
sulfuretinom, vrednosti ovog parametra iznosile su 6,81, 8,33 i 7,06, redom. Kod ¢elija tretiranih EE i
VE ekstraktima zabeleZene su vrednosti od 8,25 i 8,27, redom. Najizrazenije povecanje tail intensity u
odnosu na kontrolu zabelezeno je nakon tretmana MME, pri ¢emu je vrednost iznosila 44,47. Zbirno, svi
ispitivani tretmani pokazali su vece vrednosti tail intensity u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je intenzitet
povecanja varirao u zavisnosti od tretmana. Najizrazeniji efekat uoCen je nakon tretmana MME
ekstraktom, dok su ostali tretmani pokazali umereno povecanje ovog parametra u odnosu na netretirane
¢elije.

3.15 Ispitivanje radiomodulatornog efekta jedinjenja i ekstrakata ruja

3.15.1 Odredivanje prezivljavanja éelija u kombinaciji ekstrakata, jedinjenja i zracenja
kolorimetrijskom metodom MTT

Na modelu MDA-MB-231 ¢elijske linije adenokarcinoma dojke ispitivan je efekat (Tabele 6 i 7)
kombinacije odabranih ekstrakata i jedinjenja sa zracenjem od 2 Gy, pri ¢emu su dobijene vrednosti
apsorbance poredene sa kontrolom izlozenom samo zracenju od 2 Gy, koja je definisana kao 100%.
NajizraZenije smanjenje apsorbance u odnosu na 2 Gy kontrolu zabeleZeno je nakon tretmana butinom u
kombinaciji sa 2 Gy, gde je srednja vrednost iznosila 0,55 + 0,21, odnosno priblizno 55% vrednosti
kontrole. Od ekstrakata, najve¢e smanjenje apsorbance pokazano je nakon tretmana EE + 2 Gy (57%),
dok su VE + 2 Gy i MME + 2 Gy dale vrednosti od 63% i 69% kontrole, redom. Kod pojedinacnih
jedinjenja, butein + 2 Gy, sulfuretin + 2 Gy, fisetin + 2 Gy i sulfuretin auronol + 2 Gy doveli su do
smanjenja apsorbance na priblizno 70-74% vrednosti 2 Gy kontrole. Taksifolin, eriodiktiol i fustin
pokazali su vrednosti blize kontroli, pri ¢emu je fustin + 2 Gy imao najviSu apsorbancu (85% kontrole).

Na modelu neizmenjene MRC-5 ¢elijske linije (Tabele 4 i 5) rezultati su takode poredeni sa
kontrolom tretiranom samo zra¢enjem od 2 Gy, definisanom kao 100%. Nijedan od ispitivanih tretmana
nije doveo do izraZenog povecanja apsorbance iznad vrednosti 2 Gy kontrole. NajviSa vrednost
zabelezena je kod tretmana fustin + 2 Gy (102% kontrole), Sto predstavlja samo blago povecanje u
odnosu na kontrolu. Taksifolin + 2 Gy, butin + 2 Gy, fisetin + 2 Gy i eriodiktiol + 2 Gy pokazali su
vrednosti od priblizno 78-81% kontrole. IzraZenije smanjenje apsorbance uoceno je kod buteina,
sulfuretina, MME 1 sulfuretin auronola, dok su najve¢e smanjenje pokazali EE + 2 Gy (46%) i VE + 2
Gy (54% kontrole). Dobijeni rezultati ukazuju da su u MDA-MB-231 ¢elijama kombinovani tretmani sa
2 Gy doveli do smanjenja apsorbance u odnosu na samo zrac¢enje, pri ¢emu su najizrazeniji efekti uoceni
za butin, EE i VE. U neizmenjenoj MRC-5 ¢elijskoj liniji nijedan tretman nije pokazao jasno povecanje
apsorbance iznad vrednosti 2 Gy kontrole, iako je kod fustina zabelezena vrednost priblizno jednaka
kontroli. Na osnovu ovih rezultata, u MDA-MB-231 ¢elijama izdvojeni su butin, EE i VE za dalju analizu
potencijalnog radiosenzitizujuceg efekta, dok u neizmenjenoj MRC-5 ¢elijskoj liniji nije uocen jasan
efekat koji bi ukazivao na radioprotektivno dejstvo.

Tabela 4 Prefivijavanje MRC-5 éelija u odnosu na kontrolu 2 Gy
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Prezivljavanje ¢elija u odnosu  Srednja Standardna

na kontrolu 2 Gy vrednost  devijacija
MRC-5 2 Gy + tretman
Butin + 2Gy 0.81 0.05
Butein + 2Gy 0.71 0.08
Sulfuretin + 2Gy 0.68 0.11
EE + 2Gy 0.46 0.04
VE + 2Gy 0.54 0.18
MME + 2Gy 0.68 0.08
Fisetin + 2Gy 0.80 0.04
Taksifolin + 2Gy 0.81 0.18
Eriodiktiol + 2Gy 0.78 0.08
Fustin + 2Gy 1.02 0.06
Sulfuretin auronol + 2Gy 0.68 0.13
Kontrola 2 Gy 1.00 0.00

Tabela 5 Prefivljavanje MRC-5 éelija u odnosu na kontrolu 0 Gy

Prezivljavanje ¢elija u odnosu  Srednja  Standardna

na kontrolu 0 Gy vrednost  devijacija
MRC-5 2 Gy + tretman
Butin + 2Gy 0.59 0.15
Butein + 2Gy 053 = o021
Sulfuretin + 2Gy 0.52 0.25
EE + 2Gy 033 008
VE + 2Gy 0.42 0.28
MME + 2Gy 050 = 021
Fisetin + 2Gy 0.59 0.20
Taksifolin + 2Gy 062 030
Eriodiktiol + 2Gy 0.58 0.24
Fustin + 2Gy 075 025
Sulfuretin auronol + 2Gy 0.52 0.24
Kontrola 2 Gy 074 024

Tabela 6 PreZivljavanje6 MDA-MB-231 ¢éelija u odnosu na kontrolu 2 Gy

Prezivljavanje ¢elijau odnosu  Srednja  Standardna

na kontrolu 2 Gy vrednost  devijacija
MDA-MB-231 2 Gy + tretman
Butin + 2Gy 0.55 0.21
Butein + 2Gy 0.72 0.30
Sulfuretin + 2Gy 0.74 0.20
EE + 2Gy 0.57 0.09
VE + 2Gy 0.63 0.11
MME + 2Gy 0.69 0.08
Fisetin + 2Gy 0.70 0.14
Taksifolin + 2Gy 0.82 0.10
Eriodiktiol + 2Gy 0.83 0.04
Fustin + 2Gy 0.85 0.17
Sulfuretin auronol + 2Gy 0.70 0.04
Kontrola 2 Gy 1.00 0.00
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Tabela 7 Prefivijavanje MDA-MB-231 éelija u odnosu na kontrolu 0 Gy

Prezivljavanje ¢elija u odnosu  Srednja  Standardna

na kontrolu 0 Gy vrednost  devijacija
MDA-MB-231 | 2 Gy + tretman
Butin + 2Gy 0.55 0.14
Butein + 2Gy . 072 023
Sulfuretin + 2Gy 0.75 0.19
EE + 2Gy . 057 o001
VE + 2Gy 0.63 0.11
MME + 2Gy . 070 006
Fisetin + 2Gy 0.71 0.17
Taksifolin + 2Gy | 083 013
Eriodiktiol + 2Gy 0.85 0.15
Fustin + 2Gy | 08 | 014
Sulfuretin auronol + 2Gy 0.72 0.11
Kontrola 2 Gy | 102 | 045

3.15.2 Ispitivanje promena u fazama ¢elijskog ciklusa u kombinaciji sa zra¢enjem u dozi od 2 Gy

Nakon pocetnog skrininga potencijalnih radioprotektivnih 1 radiosenzitizuju¢ih svojstava
ispitivanih jedinjenja i ekstrakata iz ruja primenom MTT testa, za dalju analizu odabrani su tretmani na
osnovu statisti¢ke znacajnosti njthovog efekta na preZivljavanje ¢elija. U slu¢aju MDA-MB-231 ¢elijske
linije, u dalja ispitivanja ukljuceni su tretmani koji su u kombinaciji sa zracenjem od 2 Gy pokazali
statisticki znaCajno smanjenje prezivljavanja celija u odnosu na kontrolu izloZenu samo zraenju,
odnosno potencijalni radiosenzitizuju¢i efekat. Za MRC-5 ¢elijsku liniju kriterijum za dalju analizu bio
je statisticki znacajno povecanje prezivljavanja nakon tretmana u kombinaciji sa zracenjem, Sto bi moglo
ukazivati na potencijalni radioprotektivni efekat.

Medutim, nijedno od ispitivanih jedinjenja 1 ekstrakata u MRC-5 ¢elijskoj liniji nije pokazalo
statisticki znacajno povecanje preZivljavanja u odnosu na zra¢enu kontrolu. Shodno tome, nijedan
tretman nije ispunio kriterijum za potencijalni radioprotektivni efekat na ovoj ¢elijskoj liniji. U skladu sa
postavljenim kriterijumima za selekciju, u dalja ispitivanja ukljuceni su samo tretmani koji su u MDA -
MB-231 ¢elijskoj liniji, u kombinaciji sa zracenjem od 2 Gy, pokazali statisticki znacajno smanjenje
prezivljavanja u odnosu na odgovaraju¢u zracenu kontrolu, odnosno tretmani sa potencijalnim
radiosenzitizuju¢im svojstvima.

U nezracenoj kontroli, najveci procenat ¢elija bio je zastupljen u G1 fazi (65,78%), dok je 14,64%
¢elija bilo u S fazi, a 18,43% u G2/M fazi. SubG1 frakcija Cinila je 1,53% ukupne populacije, prikazano
na Slikama 50-52. Nakon izlaganja zracenju od 2 Gy, raspodela Celija po fazama celijskog ciklusa bila
je sli¢na kontroli, sa 64,10% cCelijau G1, 15,80% u S117,66% u G2/M fazi, dok je subG1 frakcija iznosila
1,97%. Ovi rezultati ukazuju da samo zracenje od 2 Gy nije izazvalo izraZzenu promenu raspodele celija
po fazama celijskog ciklusa. Kod kombinovanog tretmana butinom + 2 Gy uocena je izraZenija promena
u odnosu na kontrolu 2 Gy. Udeo ¢elija u G1 fazi smanjen je na 57,83%, dok je populacija u S fazi
povecana na 25,25%. Istovremeno, G2/M populacija smanjena je na 14,46%, a subG1 frakcija povec¢ana
na 3,01%. U poredenju sa butinom bez zracenja, kod kog je 14,14% celija bilo u S fazi, kombinovani
tretman doveo je do izrazene akumulacije ¢elija u S fazi, uz istovremeno smanjenje Gl 1 G2/M
populacije. Kod tretmana EE + 2 Gy, G1 populacija iznosila je 60,60%, S populacija 17,13%, a G2/M
populacija 17,66%. U odnosu na EE bez zrafenja, uoceno je smanjenje G1 populacije i blago povecanje
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S populacije. NajizraZenija promena odnosila se na subG1 frakciju, koja je povecana sa 4,32% kod EE
na 5,11% nakon kombinovanja sa 2 Gy. Kod VE + 2 Gy tretmana, 57,85% c¢elija nalazilo se u G1 fazi,
16,66% u S fazi, a 21,47% u G2/M fazi, dok je subG1 frakcija iznosila 4,46%. U poredenju sa VE bez
zrac¢enja, kombinovani tretman bio je pracen povecanjem G2/M populacije i smanjenjem S populacije.
Istovremeno, subGl1 frakcija povecana je sa 3,22% na 4,46%. Posmatrano zajedno, kombinovanje
ispitivanih tretmana sa 2 Gy nije izazvalo jedinstven obrazac promene raspodele ¢elija po fazama
¢elijskog ciklusa. Butin + 2 Gy karakterisala je izrazena akumulacija ¢elija u S fazi, dok je kod VE + 2
Gy uoceno povecanje G2/M populacije. Zajednicki nalaz za sva tri kombinovana tretmana bio je
povecanje subGl frakcije u odnosu na odgovarajuce tretmane bez zraCenja, Sto moze ukazivati na
povecanje udela ¢elija sa karakteristikama povezanim sa ¢elijskom smréu. Ovi rezultati pokazuju da
tretmani izdvojeni na osnovu MTT analize, pored uticaja na metabolicku aktivnost i prezivljavanje ¢elija,
uticu 1 na raspodelu ¢elija po fazama celijskog ciklusa, pri ¢emu je obrazac odgovora zavisio od
primenjenog tretmana. Kod butina je dominantna promena bila akumulacija ¢elija u S fazi, a kod VE
povecanje G2/M populacije. Ovakve razlike ukazuju na potencijalno razli¢ite mehanizme odgovora
¢elija na kombinaciju ispitivanih tretmana i zracenja, §to moze biti dodatno povezano sa rezultatima
analiza apoptoze i drugih mehanizama ¢elijskog odgovora.

MDA-MB-231, 72 & 1Csqy.
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Slika 50 Efekti ekstrakata i jedinjenja biljke C. coggygria na promene u Celijskom ciklusu nakon tretmana sa dozom
gracenja od 2 Gy. P vrednost ispod 0,05 se smatra statistiCki znacajnom, a zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statisticke
znacajnosti.
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Slika 51 Efekti ekstrakata i jedinjenja biljke C. coggygria na promene u Celijskom ciklusu nakon tretmana sa dozom
zracenja od 2 Gy. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisticki znacajnom, a zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statisticke
znacajnosti.
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Slika 52 Efekti ekstrakata i jedinjenja biljke C. coggygria na promene u Celijskom ciklusu nakon tretmana sa dozom
gracenja od 2 Gy. P vrednost ispod 0,05 se smatra statisticki znacajnom, a zvezdica/zvezdice oznacavaju nivo statisticke
znacajnosti.
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3.15.3 Ispitivanje stepena apoptoze u kombinaciji sa zra¢enjem u dozi od 2 Gy

Nakon analize raspodele ¢elija po fazama celijskog ciklusa, aneksin V-FITC/PI test je koris¢en
za procenu tipa ¢elijske smrti u odgovoru na ispitivane tretmane i njihovu kombinaciju sa zracenjem od
2 Gy. U interpretaciji su posebno znacajne A+PI- ¢elije, koje odgovaraju ranoj apoptozi, A+PI+ Celije,
koje predstavljaju kasnu apoptozu/sekundarnu nekrozu, i A-PI+ ¢Celije, koje ukazuju na nekroti¢ne ¢elije.

U nezracenoj kontroli, udeo ¢elija u ranoj apoptozi iznosio je 1,50%, dok su kasna
apoptoza/sekundarna nekroza i nekroza €inile 3,36% 1 3,88% celija. Nakon izlaganja 2 Gy zracenju, ove
vrednosti su ostale sli¢ne, sa 1,91% c¢elija u ranoj apoptozi, 3,69% u kasnoj apoptozi/sekundarnoj nekrozi
1 4,16% u nekroti¢noj populaciji, $to ukazuje na relativno blag apoptotski odgovor izazvan samim
zracenjem. Kod butina bez zracenja, vrednosti za ranu apoptozu, kasnu apoptozu/sekundarnu nekrozu 1
nekrozu iznosile su 2,49%, 3,25% i 3,86%. Kombinovanje butina sa 2 Gy dovelo je do blagog povecanja
rane apoptoze na 2,62% 1 kasne apoptoze/sekundarne nekroze na 4,02%, dok je nekroti¢na populacija
ostala prakti¢no nepromenjena (3,82%). Ovi rezultati ukazuju na relativno slab uticaj kombinacije butina
1 zracenja na indukciju Celijske smrti. Kod VE bez zracenja, 4,47% celija nalazilo se u ranoj apoptozi,
7,90% u kasnoj apoptozi/sekundarnoj nekrozi i 8,01% u nekroti¢noj populaciji. Kombinacija VE sa 2 Gy
dodatno je povecala sve tri populacije, na 5,41%, 9,74% 1 10,33%, redom. Najizrazenije povecanje
zabeleZeno je u nekroti¢noj populaciji, kao Sto je prikazano na Slici 53.

Procenat MDA-MB-231 ¢elija u ranoj/kasnoj fazi apoptoze ili nekroze
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Slika 53 Procenat MDA-MB-231 éelija u ranoj i kasnoj apoptozi ili nekrozi odreden je dvostrukim bojenjem aneksin V-
FITC-om i propidijum-jodidom nakon 24-éasovnog tretmana sa odgovarajuéim ekstraktima i jedinjenjima izolovanim iz
C. coggygria. Prikazan je reprezentativni eksperiment.

Posmatrano zajedno sa rezultatima analize celijskog ciklusa, aneksin V-FITC/PI rezultati
pokazuju da se odgovor ¢elija razlikuje grani¢no u zavisnosti od primenjenog tretmana. Butin + 2 Gy
pokazao je relativno mali porast apoptotskih populacija, dok je VE + 2 Gy doveo do izrazenijeg
povecanja celija u ranoj 1 kasnoj apoptozi/sekundarnoj nekrozi, kao 1 u nekroti¢noj populaciji. Ovi
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rezultati izdvajaju VE kao tretman koji je u kombinaciji sa zracenjem izazvao najizrazeniji odgovor
povezan sa ¢elijskom smréu, ali i to povecanje je niskog intenziteta.

3.15.4 Procena genotoksicnosti jedinjenja i ekstrakata ruja alkalnim komet testom u kombinaciji
sa zra¢enjem u dozi od 2 Gy

U komet testu, intenzitet fluorescencije repa komete (engl. tail intensity) koris¢en je kao
pokazatelj oSte¢enja DNK, pri ¢emu veca vrednost ukazuje na veéi stepen fragmentacije molekula DNK.
Prikazani rezultati predstavljaju jedan reprezentativni eksperiment, u okviru kojeg je analizirano 50
pojedinac¢nih kometa. Za svaku kometu odredena je vrednost parametra tail intensity, a rezultati su
prikazani kao srednja vrednost tail intensity sa standardnom devijacijom. U nezra¢enoj kontroli srednja
vrednost iznosila je 20,98, dok je nakon izlaganja 2 Gy zra¢enju povecana na 29,28, $to potvrduje da je
primenjeno zracenje izazvalo oSteenje DNK. Kod samostalnih tretmana bez zracenja, vrednosti su
iznosile 25,80 za butin, 20,65 za EE 1 24,97 za VE. U poredenju sa kontrolom 0 Gy, butin i VE su pokazali
blago povecane vrednosti intenziteta fluorescencije repa, dok je vrednost nakon tretmana EE bila
prakti¢no na nivou kontrole. Kombinovanje tretmana sa 2 Gy zra¢enjem pokazalo je razliCite obrasce
odgovora. Kod butina, vrednost se povecala sa 25,80 bez zracenja na 26,77 nakon kombinovanja sa 2
Gy, $to je 1 dalje bilo nize od vrednosti dobijene nakon samog zrac¢enja (29,28). Sli¢no tome, kod VE je
kombinovani tretman doveo do povecanja vrednosti sa 24,97 na 27,15, ali je 1 ova vrednost ostala niza
od vrednosti nakon samog zracenja. Nasuprot tome, kombinacija EE + 2 Gy dovela je do povecanja
intenziteta fluorescencije repa komete na 34,84, Sto je bilo viSe 1 u odnosu na kontrolu 2 Gy (29,28) iu
odnosu na EE bez zraCenja (20,65). Ovo predstavlja najizrazeniji odgovor medu ispitivanim
kombinacijama.

Posmatrano u celini, rezultati komet testa ukazuju da butin i VE u kombinaciji sa 2 Gy nisu
dodatno povecali oStecenje DNK u odnosu na samo zracenje, dok je EE + 2 Gy pokazao potencijalno
pojacano oStec¢enje DNK u odnosu na samo zracenje. Stoga se medu ispitivanim tretmanima upravo EE
izdvaja kao tretman koji, u kombinaciji sa zraCenjem, moze imati aditivni ili potencijalno sinergisticki
efekat na oStec¢enje DNK. Ovaj nalaz je od posebnog znacaja za procenu genotoksi¢nosti kombinovanih
tretmana.
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Slika 54 Prikaz komet eseja na liniji MDA-MB-231 u kombinaciji sa zracenjem u dozi od 2 Gy i jedinjenjima i
ekstraktima izolovanim iz ruja. Prikazani rezultati predstavljaju jedan reprezentativni eksperiment, u okviru kojeg je
analizirano 50 pojedinacnih kometa. Za svaku kometu odredena je vrednost parametra tail intensity, a rezultati su
prikazani kao srednja vrednost tail intensity sa standardnom devijacijom.

4  Diskusija

U farmakognozijskim istraZivanjima, pronadeno je da bioloSke aktivnosti biljnih ekstrakata
znaajno zavise od hemijskih konstituenata biljke, prvenstveno sekundarnih metabolita i njihovih
interakcija (Kowalski & Baj, 2025). lako sekundarni metaboliti ili bioaktivna jedinjenja nisu neophodni
za preZivljavanje biljke koja ih sintetiSe, imaju vazne ekoloSke i adaptivne uloge, odnosno vazne bioloSke
aktivnosti (npr. antimikrobne, antiviralne, antiinflamatorne, antioksidativne, citotoksi¢ne) (Kowalski &
Baj, 2025). Od izuzetne je vaznosti hemijsko profilisanje ispitivanih uzoraka uporedo sa njihovim
bioloSkim ispitivanjem kao §to je to uradeno u mnogim dostupnim studijama u literaturi. U ispitivanom
ekstraktu ruja, osim ocekivanih, prethodno pronadenih sekundarnih metabolita, po prvi put su pronadeni
i 3-O-metilepifustin (flavonol), epitaksifolin (flavonol) i sulfuretin auronol. Butin, eriodiktiol, fisetin,
fustin 1 taksifolin, pronadeni u znacajnim koli¢inama, predstavljaju ocekivan rezultat koji je u saglasnosti
sa ranije opisanim rezultatima (Antal et al., 2010; Mati¢ et al., 2016). Takode, prema literaturnim
podacima, miricetin, kempferol, kvercetin, galna kiselina i katehin su pronadeni u nekim vrstama uzoraka
ruja (Antal et al., 2010; Mati¢ et al., 2016). Interesantno je da su se Novakovi¢ i saradnici takode bavili
ispitivanjem dihlormetanskog ekstrakta srzi drveta ruja i opisali trinaest ranije poznatih hemijskih
konstituenata (derivati i metaboliti sulfuretina, fustina, fisetina, butina, buteina, taksifolina i eriodiktiola),
ali i dva nova jedinjenja: 2,10-oksi-metoksisulfuretin i kotinignan A (Novakovi¢ et al., 2019). Kotinignan
A predstavlja vrstu aurolignana. Vazno je napomenuti da su jedinjenja ispitivana u ovoj disertaciji
izolovana po proceduri detaljno opisanoj u publikaciji Novakovica i saradnika (Novakovi¢ et al., 2019).
Najveéi broj jedinjenja je izolovan kao u pomenutom radu, osim 2,10-oksi-metoksisulfuretina i f-
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rezorcilne kiseline koji su tada bili izolovani u malim koli¢inama, a u trenutnom istrazivanju nisu
pronadeni. Sli¢na jedinjenja pronadena su i u uzorcima biljke Toxicodendron vernicifluum, bliskog
srodnika ruja iz iste porodice (Antal et al., 2010). Iz rezultata, koji su u saglasnosti sa literaturnim
podacima, moze se zakljuciti da su fenolne komponente dominantna grupa sekundarnih metabolita u
ekstraktima ruja, i to prvenstveno iz klasa flavonoida, halkona, aurona, te da flavonoidni profil sadrzi 1
aglikonske i glikozidne derivate, od jednostavnih flavonola do aurona i flavanonskih derivata/metabolita.
Ovo ukazuje na postojanje potencijalne kompleksne biosinteticke mreze unakrsne signalizacije kada je
re¢ o sintezi fenilpropanoida kod ove biljke, slicno kao S§to je slucaj sa blisko srodnim rodom
Toxicodendron (Bai et al., 2022; Rudrapal et al., 2021; Zhao et al., 2024). Halkoni predstavljaju
svojevrsni metabolic¢ki neksus, ushodno od kog se sintetiSu flavanoni, flavanoli i auronska jedinjenja, a
nishodno flavonoli i tanini. Prisustvo O-metilovanih derivata takode ukazuje na enzimsku transformaciju
prekursorskih jedinjenja u kasnijim stadijumima biosinteze, $to navodi na zakljuak da je
fenilpropanoidni metabolizam visoko specifi¢an i kompleksan u drvetu (srzi) ruja (Lam et al., 2007; Zhao
et al., 2024). Moguce je da su upravo halkoni u odredenom procentu odgovorni za neke od bioaktivnosti
ruja, buduéi da su dobro prouceni i prepoznati u literaturi kao molekuli sa antioksidativnim,
antitumorskim, antiinflamatornim i drugim dejstvima (Rudrapal et al., 2021). Kao $to se vidi i iz hemijske
analize uzoraka srzi drveta ove biljke u istrazivanju, dominantni sekundarni metaboliti u drvetu su
aglikonski flavonoidi (poput flavanola i aurona). Vazno je napomenuti da se prethodno opisani hemijski
profil drvenastog dela razlikuje od profila koji se ofekuje u listovima iste biljke. Listove uglavnom
karakteriSe prisustvo flavonolnih glikozida i fenolnih kiselina, poput hlorogene, kofeinske i galne
kiseline i njihovih derivata (Mati¢ et al., 2016; Sukhikh et al., 2021). Ova relativno polarna jedinjenja
imaju vaznu ulogu u zastiti biljke od UV zra€enja, a njihova biosinteza moze biti zna¢ajno modulisana u
odgovoru na akutni stres. Nasuprot tome, sekundarni metaboliti prisutni u srzi drveta odrazavaju
drugaciji hemijski profil, §to moze biti posledica razli¢itih fizioloskih funkcija i uslova kojima su ovi
biljni organi izloZzeni (Rao & Zheng, 2025). Analizom literature uoceno je da hemizam listova ruja
znacajnije varira, kao i aktivnost nekih enzima u listu, poput fenilalanin-amonijacne liaze (Stankovic¢ et
al., 2025), koja deluje 1 u srzi. Pretpostavlja se da je, bar u nekoj meri, podlozna sli¢noj modulaciji
sredinskim faktorima kao S$to je podlozna i u listu. Prinos sekundarnih metabolita kao i koncentracija
istih u uzorku u ovoj studiji pokazali su zavisnost u odnosu na rastvarag, pa je tako MME pokazao ve¢i
prinos suve materije (oko 9%) u odnosu na vodeni ekstrakt (oko 6%), Sto upucuje na zakljucak da voda
kao polarni rastvara¢ ostvaruje nesto niZi prinos u poredenju sa meSanim organskim rastvara¢ima. Ovo
je u saglasnosti sa generalnim principima ekstrakcije biljnog materijala, iz mekanih tkiva (poput listova)
i tvrdih, kao $to su drvo i srz, koje tipi¢no sadrze vise lignina i tanina, i manje polarnih komponenti nego
listovi (Kowalski & Baj, 2025; Zlabur et al., 2020). Vodeno-alkoholni rastvaraéi, u slu¢aju listova C.
coggygria, pokazuju vecu efikasnost u ekstrakciji, daju veci prinos sekundarnih metabolita u odnosu na
Cisti alkoholni rastvara¢. Takav rezultat je u saglasnosti sa rezultatima studije u okviru doktorske
disertacije za MME 1 EE, iako je ovde predmet ekstrakcije bila srZ drvenastog dela biljke. Zavisno od
ciljane komponente, njene polarnosti i aktivnosti ekstrakta, izbor rastvarata moze doprineti vecem
prinosu, a onda je moguce i dodatno koncentrovati aktivne materije raznim metodama. Tako su Ivanov i
saradnici pokazali da smesa etil-acetata i vode predstavlja najefikasniji sistem rastvaraca za ekstrakciju
kondenzovanih galotanina iz listova, Cija je bioloska aktivnost povezana sa inhibicijom tumor-
promovisuc¢eg enzima prolil-oligopeptidaze i fibroblast-aktiviraju¢eg proteina oo (FAP) (Ivanov et al.,
2023).

U ovoj studiji ispitivani su citotoksicni efekti tri pripremljena ekstrakta i dvanaest izolovanih
jedinjenja iz srzi C. coggygria. Ispitivana jedinjenja bila su: butin (1), fustin (2), 3-O-metilfustin (3), 3-
O-metilepifustin (6), eriodiktiol (4), taksifolin (5), fisetin (8), butein (11), sulfuretin (10), sulfuretin
auronol (12), sitosterol-3-O-B-D-glukozid (9) i kotinignan A (13), kao i EE, VE i MME. Ispitivanje je
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sprovedeno na sedam humanih malignih ¢elijskih linija: ¢elijska linija karcinoma grli¢a materice HeLa,
¢elijska linija trostruko negativnog karcinoma dojke MDA-MB-231, ¢elijska linija akutne promijelocitne
leukemije HL-60, ¢elijska linija hroni¢ne mijeloidne leukemije K562, ¢elijska linija melanoma A375,
¢elijska linija karcinoma prostate PC-3 i ¢elijska linija karcinoma prostate DU 145. Takode, ispitivanje
je vrSeno i na dve normalne humane celijske linije, ¢elijskoj liniji humanih fetalnih fibroblasta pluca
MRC-5 i humanoj ¢elijskoj liniji keratinocita HaCaT. Epitaksifolin (7) nije ispitan zbog male izolovane
kolicine. Ekstrakti su dobijeni iz drvenastog dela biljke 1 imali su drugaciji sastav u odnosu na ekstrakte
drugih delova biljke. 1z literaturnih podataka poznato je da postoje regionalne varijacije u hemijskom
profilu biljaka, pa je tako o¢ekivano da postoje i u srzi C. coggygria, zavisno od edafoklimatskih faktora.
Medutim, komparativne studije su retke i nema dovoljno studija koje su se bavile samom srzi (Antal et
al., 2021). Halkon butein (11) pokazao je najizrazeniji citotoksi¢ni efekat prema svim ispitivanim
¢elijskim linijama tumora, sa ICso vrednostima od 8,66 uM na HeLa ¢elijama do 90,52 uM na DU 145
¢elijama. Citotoksi¢ni efekti buteina (11) zabelezeni su na razli¢itim vrstama tumorskih celija,
ukljucujuéi hroni¢nu mijeloidnu leukemiju K562, akutnu promijelocitnu leukemiju HL-60, trostruko
negativni karcinom dojke MDA-MB-231 i maligni melanom A375. Pored toga, butein (11) je imao
koeficijent selektivnosti od 9,91 za MRC-5 i 4,21 za HaCaT c¢elije u poredenju sa njegovom
citotoksi¢nos¢u prema HeLa ¢elijama. Uticaj buteina na prezivljavanje ¢elija procenjen je MTT testom
u drugoj studiji, pri ¢emu je utvrdena zavisnost citotoksi¢nosti od doze i vremena na ¢elijama humanog
karcinoma grli¢a materice C-33A 1 SiHa. Prema podacima iz literature, ICso za SiHa ¢elije nakon 72 sata
inkubacije sa buteinom iznosila je 8,30 uM, $to je u skladu sa rezultatom naseg istrazivanja (8,66 uM za
HeLa ¢elije nakon istog vremena inkubacije) (Yang et al., 2018b). U poredenju sa njegovim zatvorenim
auronskim analogom, sulfuretinom (10), butein (11) je pokazao bolju citotoksi¢nu aktivnost. Flavanon
butin (1) ispoljio je snazan citotoksi¢ni efekat i selektivnost prema K562 liniji leukemije, sa ICso
vrednos¢u od 19,67 uM. Sli¢ni nivoi osetljivosti zabelezeni su i kod dve vrste karcinoma prostate, DU
145 (186,03 uM) i PC-3 (195,57 uM). Prema nama dostupnim informacijama u literaturi, ne postoje
podaci o citotoksi¢noj aktivnosti butina. Vazno je napomenuti da dodatna hidroksilna grupa u polozaju
3 kod fustina (2) ili u polozaju 5 kod eriodiktiola (4), kao i metoksi grupa u polozaju 3 kod 3-O-
metilfustina (3), znaajno umanjuju citotoksi¢nu aktivnost. Fisetin (8) pokazao je izrazenu citotoksi¢nu
aktivnost na malignim Celijskim linijama HL-60 i MDA-MB-231, sa ICso vrednostima od 42,79 uM i
45,05 uM. Na normalnim ¢elijama MRC-5, fisetin nije pokazao citotoksi¢nost pri koncentraciji od 400
uM, sto je u skladu sa literaturnim nalazima koji ukazuju na to da fisetin ima minimalan ili slab efekat
na zdrave ¢elije, ¢ak i pri koncentracijama koje su izrazito citotoksi¢ne za ¢elije karcinoma dojke (Smith
et al., 2016). Kombinacija fisetina i 5-fluorouracila pokazala je smanjenje ukupnog broja intestinalnih
tumora. Fisetin bi mogao biti kori§¢en kao preventivno sredstvo i adjuvantna terapija uz 5-fluorouracil
za le¢enje PIK3CA-mutiranog kolorektalnog karcinoma (Khan et al., 2019a). Celije MDA-MB-453
pokazale su inverznu zavisnost broja ¢elija od koncentracije fisetina, gde je porast koncentracije od 0 do
100 uM doveo do smanjenja broja ¢elija u razli¢itim vremenskim intervalima (Guo et al., 2019). Prema
istrazivanju Yinga 1 saradnika, fisetin ispoljava antitumorsko delovanje i1 indukuje apoptozu u HelLa
¢elijama zavisno od doze i vremena, in vitro i in vivo (Ying et al., 2012). Sulfuretin (10) je pokazao
citotoksi¢nost prema hroni¢noj mijeloidnoj leukemiji K562 sa ICso vrednoscéu od 21,94 uM 1 vrednostima
koeficijenta selektivnosti (KS) 7,05 (MRC-5) i 5,75 (HaCaT) u poredenju sa K562 ¢elijama. Sa KS =
7,05 sulfuretin je pokazao najvecu selektivnost citotoksi¢ne aktivnosti prema K562 ¢elijama medu svim
ispitivanim jedinjenjima i ekstraktima testiranim na ovoj liniji. U poredenju sa sulfuretinom, njegov
auronol, sulfuretin auronol (12), ispoljio je citotoksi¢nost samo prema HL-60 1 K562 ¢elijama leukemije,
bez efekata na druge ispitivane maligne i normalne Celijske linije, §to ukazuje da dodatna hidroksilna
grupa u C-2 i prekid rezonance i delokalizacije elektrona negativno uticu na citotoksi¢nu aktivnost.
Osetljivost Celijske linije humane akutne promijelocitne leukemije HL-60 i ¢elijske linije humanog
histiocitnog limfoma U937 na sulfuretin (10) bila je visoka, sa ICso vrednostima 56,8 uM 1 76,3 uM (Lee
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et al., 2012), sto je u skladu sa rezultatima nase studije u okviru doktorske disertacije za HL-60 ¢elijsku
liniju. Sulfuretin (10) i sulfuretin auronol (12) pokazali su znacajnu citotoksic¢nost prema HL-60 ¢elijama
sa ICso vrednostima 36,24 uM i 42,50 uM. Pored toga, sulfuretin auronol (12) imao je KS > 9,41 prema
obe ispitivane normalne ¢elijske linije. Nasi rezultati pokazali su da su ICso vrednosti za eriodiktiol (4)
na malignim c¢elijskim linijama bile relativno niske, sa izuzetkom citotoksi¢nosti prema MDA-MB-231
¢elijama. U studiji Debnatha i saradnika eriodiktiol (4) je testiran u koncentracijama 0-200 uM na Cetiri
maligne Celijske linije: Celijska linija humanog karcinoma bubreznih ¢elija SK-RC-45, ¢elijska linija
humanog karcinoma grli¢a materice HeLa, ¢elijska linija humanog kolorektalnog karcinoma HCT-116 i
¢elijska linija humanog karcinoma dojke MCF-7 (Debnath et al., 2022). Slicno naSim rezultatima,
eriodiktiol je pokazao dobru selektivnost citotoksi¢ne aktivnosti prema éelijama karcinoma dojke (KS >
2,66; unasem istrazivanju 3,02 1 3,35), iako je jaca citotoksi¢nost zabeleZzena prema MDA-MB-231 nego
prema MCF-7 ¢elijama, kao §to su pokazali i Debnath i saradnici (Debnath et al., 2022). ICso vrednosti
visSe od 100 uM 1 niska selektivnost eriodiktiola potvrdene su za Hela c¢elije. Prema nama dostupnim
podacima, u literaturi ne postoje izvestaji o citotoksi¢noj aktivnosti kotinignana A (13), s obzirom na to
da je nedavno prvi put izolovan (Novakovi¢ et al., 2019). Kotinignan A (13) pokazao je znacajnu
citotoksi¢nost prema K562 i HeLa ¢elijama, sa ICso vredno$¢u od 19,04 uM za K562. Takode, kotinignan
A (13) pokazao je sli¢nu citotoksi¢nost prema PC-3 1 DU 145 ¢elijama karcinoma prostate (oko 75 uM).
Fustin (2) nije pokazao citotoksi¢nost prema HelLa, DU 145, PC-3, HL-60, HaCaT i MRC-5 ¢elijama.
Aktivnost je ispoljena samo prema MDA-MB-231, K562 i A375 ¢elijskim linijama, $to je u skladu sa
nedavno objavljenom studijom u kojoj je prikazano antitumorsko dejstvo fustina prema B16, ¢elijskoj
liniji melanoma poreklom iz misa (Kumazoe et al., 2024). Kada su u pitanju citotoksi¢ni efekti tri ispitana
ekstrakta, MME i EE pokazali su najjacu citotoksi¢nost prema HL-60 i K562 leukemijskim ¢elijama. VE
je ispoljio najjaci citotoksi¢ni efekat prema HL-60 ¢elijama. Tretman VE ispoljio je slabiju citotoksi¢nost
na DU 145, MRC-5, A375, K562, HL-60, MDA-MB-231 i PC-3 ¢elijama u poredenju sa MME i EE.
Prema HeLa ¢elijama, EE 1 VE imali su sli¢ne ICso vrednosti, dok je MME pokazao nize ICso vrednosti.
Vazno je razmotriti procenat jedinjenja u ekstraktima, naro€ito pri poredenju EE i VE. EE dobijen iz C.
coggygria sadrzao je 9,3% butina (1), 0,8% buteina (11) i 5,0% fisetina (8), dok VE nije sadrzao fisetin
(8), Sto moze uticati na citotoksicnost ekstrakata. Pored toga, sadrzaj sulfuretina (10) u EE iznosio je
14,4%, dok je u VE bio samo 3,4%, §to takode moze doprineti razlikama u citotoksi¢nosti, a posledica
je lose rastvorljivosti sulfuretina u vodi (Nossier et al., 2026). Poredenjem citotoksi¢nosti EE i VE moze
se zakljuciti: EE je pokazao 2,6 puta jaci citotoksi¢ni efekat prema K562 1 gotovo isti prema A375
¢elijama u poredenju sa VE; VE je imao 28% viSe ICso vrednosti na normalnim fibroblastima MRC-5;
VE je ispoljio vece ICso 1, samim tim, manju citotoksi¢nost na svim ispitanim malignim ¢elijskim linijama
osim HeLa i DU 145; MME je pokazao jacu citotoksi¢nost na HeLa, PC-3 i DU 145 ¢elijama nego EE i
VE, dok su na K562, A375 i DU 145 ¢elijama MME 1 EE imali slicnu citotoksi¢nost. Moze se
pretpostaviti da veci procenti sulfuretina (10), butina (1), buteina (11) 1 fisetina (8) u EE uti¢u na vecu
citotoksi¢nost prema leukemijskim éelijama, ali takva tvrdnja zahteva dodatne dokaze. Ukratko, uticaj
ekstrakata naspram pojedinacnih jedinjenja zavisi od viSe faktora: sastava ekstrakta, strukture 1
bioaktivnosti svake komponente, mogucih sinergijskih interakcija i osetljivosti Celija. Efekat vise
jedinjenja u ekstraktu moze biti sinergisti¢ki, antagonisti¢ki ili neutralan, $to moze rezultirati razli¢itim
nivoima citotoksi¢nosti u poredenju sa pojedinacnim jedinjenjima. Metanolni ekstrakti listova i cvetova
C. coggygria ispitivani su na dve humane éelijske linije karcinoma: HeLa i LS174 (Savikin et al., 2009).
Ekstrakt listova pokazao je vec¢u potentnost na HeLa, dok je ekstrakt cvetova ispoljio blago jaci efekat
na LS174 ¢elijama. Glavne komponente bile su galna kiselina i njeni derivati, sa samo tragovima urusiola
(Savikin et al., 2009). Gospodinova i saradnici ispitivali su vodeno-etanolni ekstrakt listova
standardizovan na ukupne polifenole i flavonoide i pokazali znacajnu citotoksi¢nost na MCF-7 ¢elijama
karcinoma dojke (Gospodinova et al., 2020). Ekstrakti listova i cvetova jasno se razlikuju od jedinjenja
izolovanih i1z drvenastih delova biljke ispitivanih u ovoj studiji. Potencijal modulacije celijskog
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prezivljavanja Siroko je prepoznat zbog terapijskog znaCaja u onkologiji, a trenutna studija pruza
znacajan podatak o visokom stepenu selektivnosti ekstrakta ruja u odnosu na neizmenjene linije MRC-5
1 HaCaT, §to do sada u literaturi nije pokazano i zabeleZeno. Za poredenje, metanolni ekstrakt lista ruja
pokazao je selektivnost prema neizmenjenoj ¢elijskoj liniji bubreznog epitela africkog zelenog majmuna
(Vero) u odnosu na izmenjene HeLa ¢elije, sa KS ve¢im od 3,4 (Artun et al., 2016). Butein, uz sulfuretin,
izolovan iz taksonomski i hemotaksonomski sli¢ne vrste ruja, Toxicodendron vernicifluum, takode se
pokazao kao najsnaznija citotoksicna komponenta ekstrakta ove biljke u razli¢itim ¢elijskim kulturama
(¢elijskoj liniji humanog adenokarcinoma pluca: A549, celijskoj liniji humanog adenokarcinoma
ovarijuma: SK-OV-3, ¢elijskoj liniji humanog melanoma: SK-MEL-2 i c¢elijskoj liniji humanog
kolorektalnog adenokarcinoma: HCT-15), kako su opisali Lee i saradnici (Lee et al., 2014b). lako je
literaturnih podataka o citotoksi¢nosti C. coggygria na ovim ¢elijskim linijama malo, dostupni su podaci
0 ekstraktima hemijski i taksonomski srodne vrste Toxicodendron vernicifluum, gde su ekstrakti kore
pokazali citotoksi¢nost na MCF-7 i MDA-MB-231 ¢elijskim linijama (Kim et al., 2019b; Lee et al.,
2014a). Ovi podaci dodatno potvrduju opravdanost testiranja u okviru doktorske disertacije i ukazuju na
znacajan citotoksi¢ni potencijal jedinjenja i ekstrakata iz srzi C. coggygria, uzimajuéi u obzir sli¢nost u
vrsti i koncentraciji sekundarnih metabolita kod ove dve vrste.

Model 3D sferoida predstavlja fizioloski relevantniji eksperimentalni sistem u odnosu na klasi¢ne
2D monoslojne kulture, jer bolje odrazava meducelijske interakcije, gradijente kiseonika i hranljivih
materija, kao i difuzione barijere koje znacajno uti¢u na odgovor ¢elija na tretman (Nath & Devi, 2016;
Stojanov et al., 2025). 3D sferoidima nastoje se prevazi¢i ograniCenja 2D modela, na primer
omogucavanjem hipoksije i poredenja aktivnosti u nekroti¢nim i miruju¢im zonama (Stojanov et al.,
2025). 3D modeli se koriste u skriningu bioloski aktivnih materija iz biljaka (Okuyama et al., 2023).
Nakon 72 sata tretmana, povrSina HelLa sferoida pokazala je razli¢ite promene u odnosu na pocetnu
vrednost kontrolnih sferoida. Kada su rezultati posmatrani u odnosu na poc¢etno stanje, najvecéa relativna
povrsina zabeleZena je nakon tretmana sulfuretin auronolom, dok su relativno visoke vrednosti uocene i
nakon tretmana eriodiktiolom i EE. Tretmani butinom, taksifolinom i VE takode su pokazali povrsine
iznad pocetne kontrole, dok su vrednosti nakon tretmana fisetinom i sulfuretinom bile priblizne pocetnoj
vrednosti. Nize relativne povrS§ine uo€ene su nakon tretmana fustinom, buteinom i MME. Medutim, kada
su rezultati normalizovani u odnosu na kontrolne sferoide na kraju eksperimenta, svi tretmani pokazali
su manju povrS$inu u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolu. Najizrazenije smanjenje povrSine uoceno je
nakon tretmana MME 1 buteinom, dok je najmanje smanjenje zabeleZeno nakon tretmana sulfuretin
auronolom. Ostala ispitivana jedinjenja i ekstrakti pokazali su intermedijarne promene u odnosu na
kontrolne sferoide. Ovakav obrazac ukazuje da pojedini tretmani mogu uticati na promenu veli¢ine HeLa
sferoida tokom perioda od 72 sata, pri ¢emu je efekat zavisan od primenjenog jedinjenja. Posebno
smanjenje povrSine nakon tretmana MME 1 buteinom moZze ukazivati na izrazeniju promenu rasta ili
organizacije sferoida u odnosu na kontrolu, dok relativno ocuvanje povrSine nakon tretmana sulfuretin
auronolom ukazuje na slabiju promenu ovog parametra. Ipak, povrsina sferoida predstavlja morfoloski
parametar 1 sama po sebi ne omogucava direktno zaklju€ivanje o vijabilnosti, proliferaciji ili indukeiji
¢elijske smrti. Stoga ove nalaze treba razmatrati zajedno sa rezultatima funkcionalnih 1 molekularnih
analiza kako bi se preciznije odredio bioloski odgovor HeLa sferoida na ispitivane tretmane. Ovo
sugeriSe da se ispitivana jedinjenja znacajno razlikuju u sposobnosti delovanja u postavci sferoida, koji
su zahtevniji i ¢esto vernije odrazavaju in Vivo otpornost na tretman nego monoslojne ¢elijske kulture.
Ipak, ove rezultate treba tumaciti kao preliminarne, jer je u ovom istrazivanju u okviru doktorske
disertacije dostupan samo po jedan bioloski replikat, bez prikaza bioloSke varijabilnosti. Zbog toga se u
ovom trenutku mogu izvesti samo deskriptivni zakljuccei, dok se statisticka znac¢ajnost ne moze proceniti.
Buduca istrazivanja sa bioloskom varijabilno$¢u, analizom zavisnosti od doze i vremenskim pra¢enjem
efekata bila bi neophodna kako bi se potvrdila stabilnost uoc¢enih razlika i procenilo da li se isti redosled
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aktivnosti odrzava i u drugim eksperimentalnim uslovima. Wan i saradnici opisuju kako je u 3D
sferoidima sa ¢elijskim linijama karcinoma dojke i fibroblastima specificnim za tumorsku mikrosredinu
ekstraktima biljaka Petiveria alliacea i Caesalpinia spinosa sprec¢eno unakrsno signaliziranje izmedu
¢elija karcinoma i fibroblasta (Wan et al., 2016). Na taj nacin, pokazano je indirektno dejstvo koje je
sprecilo razvoj tumor-specificnog fibroblastnog fenotipa (CAF, engl. cancer-associated fibroblast
phenotype). Jo§ jedan znacajan neposredan efekat je smanjenje rasta 3D sferoida, vijabilnosti njihovih
¢elija 1 povecanje broja nekroti¢nih jedara, Sto su u svojoj studiji dokazali Lee i1 saradnici kao dejstvo
buteina, izolovanog iz ruju srodne vrste, na ¢elijama karcinoma prostate (Lee et al., 2025). Efekat je ipak
bio manji nego onaj u 2D modelima, Sto je oc¢ekivan rezultat u saglasnosti sa rezultatima dobijenim i u
okviru naseg istrazivanja. Nakon 72 sata tretmana, povrS§ina MDA-MB-231 sferoida pokazala je
izraZenije promene u odnosu na pocetno stanje nego $to je uoceno kod Hela sferoida. Kada su rezultati
posmatrani u odnosu na pocetnu vrednost kontrolnih sferoida, najvece povecanje povrsine zabelezeno je
nakon tretmana sulfuretinom, dok je izrazeno povecanje uoceno i nakon tretmana sulfuretin auronolom
i fisetinom. Povecanje povrSine u odnosu na pocetno stanje registrovano je i nakon tretmana buteinom,
fustinom, VE, butinom, MME 1 taksifolinom, dok je nakon tretmana EE povrSina ostala priblizna
pocetnoj vrednosti. Kada su rezultati normalizovani u odnosu na kontrolne sferoide na kraju
eksperimenta (72 sata), nakon vec€ine tretmana povrsina sferoida bila je priblizna ili ve¢a od odgovarajuce
kontrole. Najizrazenije povecanje u odnosu na kontrolu nakon 72 sata uoceno je nakon tretmana
sulfuretinom, a zatim nakon tretmana sulfuretin auronolom i fisetinom. Povec¢ana povrsina u odnosu na
kontrolu zabelezena je i nakon tretmana fustinom i buteinom, dok su vrednosti nakon tretmana VE bile
priblizne kontrolnim sferoidima. Nasuprot tome, nakon tretmana EE zabelezeno je izraZenije smanjenje
povrsine u odnosu na kontrolu, dok su butin, MME i taksifolin pokazali blago smanjenje ovog parametra.
U poredenju sa HeLa sferoidima, MDA-MB-231 sferoidi pokazali su izraZenije povecanje povrsine
nakon pojedinih tretmana, narocito nakon primene sulfuretina, sulfuretin auronola i fisetina. Ovakav
odgovor ukazuje na razli¢itu morfolosku reakciju dve ispitivane ¢elijske linije na primenjena jedinjenja
srzi drveta ruja. Medutim, povecanje povrsine sferoida ne moze se direktno interpretirati kao povecana
proliferacija ili smanjena citotoksi¢nost, budu¢i da na ovaj parametar mogu uticati i promene u
organizaciji, kompaktnosti i strukturi sferoida. U 3D modelu HepG2 sferoida, najveéu aktivnost pokazala
je frakcija dobijena nakon gastricne faze gastrointestinalne digestije, koja je pri koncentraciji od 200 pg
GAE/ml (GAE, ekvivalenti galne kiseline, engl. Gallic Acid Equivalents) smanjila vijabilnost sferoida
za priblizno 40% (Pressete et al., 2026). Pressete i saradnici su pratili i vijabilnost i povrsinu/pre¢nik
sferoida, 1 ispitivani tretmani menjali su povrSinu 1 precnik sferoida, Sto je sa eksperimentalne strane
slicna postavka istrazivanju u okviru doktorske disertacije (Pressete et al., 2026). Rezultati merenja
relativne fluorescencije kalceina pokazali su da je odgovor HelLa sferoida zavisio od primenjenog
jedinjenja i njegove koncentracije. Kod vise ispitivanih tretmana uocena je tendencija smanjenja relativne
fluorescencije sa povecanjem koncentracije, $to je narocito bilo izrazeno nakon tretmana buteinom,
MME, EE i VE, sulfuretinom i fisetinom. Najizrazenije promene pri viSim koncentracijama uocene su
nakon tretmana MME 1 sulfuretinom, dok je kod buteina takode registrovan izrazen pad fluorescencije
sa povecanjem koncentracije (100-400 uM). Kod butina je uocen blaZi koncentracijski zavisan pad
relativne fluorescencije, uz nesto vecu varijabilnost izmedu merenja. EE 1 VE pokazali su sli¢an obrazac,
sa izrazenijim smanjenjem fluorescencije pri viSim koncentracijama. Fisetin je takode pokazao smanjenje
relativne fluorescencije sa porastom koncentracije, pri ¢emu je najizraZenija promena registrovana pri
najvisoj koncentraciji (400 puM). Nasuprot tome, taksifolin je pokazao relativho stabilan nivo
fluorescencije u ispitivanom koncentracionom opsegu (200-800 uM), bez izrazene koncentracijski
zavisne promene. Eriodiktiol je takode pokazao relativno stabilne vrednosti pri nizim i srednjim
koncentracijama, dok je pri najvi$oj koncentraciji uo¢eno smanjenje. Fustin i sulfuretin auronol pokazali
su manje izraZzene promene relativne fluorescencije u poredenju sa jedinjenjima kod kojih je uocena
jasnija koncentracijska zavisnost. S obzirom na to da je kalcein koriS¢en kao indikator vijabilnosti ¢elija,
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smanjenje relativne fluorescencije sa povecanjem koncentracije moze ukazivati na smanjenje udela
metabolicki aktivnih i vijabilnih ¢elija unutar sferoida. Ipak, ovaj rezultat sam po sebi ne omogucéava
zakljuCivanje o mehanizmu smanjenja vijabilnosti niti razlikovanje izmedu razli¢itih oblika celijske
smrti. Zbog toga rezultate kalcein testa treba razmatrati zajedno sa rezultatima drugih funkcionalnih i
molekularnih analiza, posebno u kontekstu procene citotoksicnog odgovora ispitivanih jedinjenja.
Rezultati merenja relativne fluorescencije kalceina u MDA-MB-231 sferoidima pokazali su izrazenu
koncentracijski zavisnu promenu nakon vecine ispitivanih tretmana. Kod buteina, ispitivanog u
koncentracijama od 100, 200 i 400 uM, uoceno je postepeno smanjenje relativne fluorescencije sa
povecanjem koncentracije. Slican obrazac registrovan je 1 nakon tretmana butinom u istom
koncentracionom opsegu, pri ¢emu je pad fluorescencije bio narocito izrazen pri 400 uM. Kod MME,
EE i VE, ispitivanih u koncentracijama od 100, 200 i 400 pg/ml, takode je uoeno smanjenje relativne
fluorescencije sa povecanjem koncentracije. Najizrazenija promena registrovana je pri najvisoj
ispitivanoj koncentraciji, odnosno 400 pg/ml, posebno nakon tretmana MME. Sulfuretin, ispitivan u
koncentracijama od 100, 200 i 400 uM, pokazao je izrazen koncentracijski zavisan pad kalcein-signala,
sa naroc€ito izrazenom promenom pri 400 uM. Fisetin, takode ispitan u koncentracijama od 100, 200 1
400 uM, pokazao je sli¢an obrazac, sa progresivnim smanjenjem relativne fluorescencije pri poveéanju
koncentracije. Kod taksifolina, ispitanog u koncentracijama od 200, 400 i 800 pM, relativna
fluorescencija je bila relativno ocuvana pri nizim koncentracijama, dok je pri 800 uM zabelezeno
izrazenije smanjenje. Fustin, ispitan u koncentracijama od 200 i 400 pM, pokazao je blazu
koncentracijski zavisnu promenu. Sulfuretin auronol, ispitan u koncentracijama od 200 i 400 uM,
pokazao je relativno oCuvanje kalcein-signala pri nizoj koncentraciji i smanjenje pri vi$oj koncentraciji.
Eriodiktiol, ispitan u koncentracijama od 400 i 800 uM, pokazao je relativno o¢uvanje fluorescencije pri
400 pM, uz smanjenje pri 800 uM. U poredenju sa HeLa sferoidima, kod MDA-MB-231 sferoida uo¢en
je izrazeniji i1 konzistentniji koncentracijski zavisan pad relativne fluorescencije nakon veéeg broja
tretmana. Ovakav obrazac ukazuje na razli¢it odgovor dve celijske linije na ispitivana jedinjenja 1
ekstrakte. Smanjenje fluorescencije moze ukazivati na smanjenje broja ili aktivnosti vijabilnih ¢éelija u
sferoidima. U celini, rezultati kalcein bojenja podrzavaju zaklju¢ak da 3D sferoidni modeli mogu
znaCajno doprineti karakterizaciji antitumorskog potencijala ispitivanih jedinjenja i ekstrakata, jer
omogucavaju istovremeno sagledavanje promena u veli¢ini sferoida i oCuvanosti njihove vijabilne
¢elijske komponente. Istovremeno, razlike izmedu rezultata dobijenih merenjem povrSine 1 kalcein
bojenja naglaSavaju da ova dva parametra treba posmatrati komplementarno. Smanjenje povrs§ine moze
biti posledica inhibicije proliferacije ili promena u organizaciji i kompaktnosti sferoida, dok smanjenje
signala nakon kalcein bojenja ukazuje na smanjenje metabolicki aktivne, odnosno vijabilne celijske
populacije. Zbog toga kombinovanje ova dva pristupa pruza potpuniju sliku odgovora 3D tumorskih
modela na tretman. Posebno je znacajno S§to su najaktivniji tretmani u velikoj meri zavisili od ¢elijske
linije. U tom kontekstu, rezultati dobijeni za pojedine ekstrakte i druge flavonoide predstavljaju osnovu
za njihovo dalje ispitivanje u slozenijim 3D sistemima, uz uklju¢ivanje veceg broja bioloskih replikata,
razli¢itih koncentracija i vremenskih tacaka, kao i dodatnih markera proliferacije 1 celijske smrti.
Dobijeni rezultati u skladu su sa prethodnim istrazivanjima koja ukazuju da se antitumorska aktivnost
biljnih jedinjenja 1 ekstrakata moze znacajno razlikovati izmedu 2D 1 3D modela. Ispitivanje 34 biljna
ekstrakta na modelima karcinoma dojke pokazalo je vecu otpornost u 3D kulturama u odnosu na
monoslojne kulture, Sto se povezuje sa oteZanom permeabilizacijom jedinjenja 1 sloZenijom
organizacijom sferoida (Phan et al., 2020). S druge strane, istrazivanja na MCF-7 sferoidima pokazala
su da ekstrakt zelenog ¢aja moze biti aktivniji od izolovanog epigalokatehin-3-galata (EGCG), ukazujuci
na mogu¢i doprinos aditivnog ili sinergistickog delovanja vise komponenti (Santos et al., 2024). Sli¢ni
nalazi dobijeni su i za biljne ekstrakte u 3D modelima leukemije i trostruko negativnog karcinoma dojke
MDA-MB-231, gde su ekstrakti zadrzali izrazenu antitumorsku aktivnost (Prada et al., 2024).
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Antimigratorno istrazivanje ekstrakata i jedinjenja ruja u okviru doktorske disertacije prvo je koje
izvestava o antimigratornim efektima ekstrakata srzi C. coggygria, ukazujuéi na izuzetan antitumorski
potencijal ove biljke kao bogatog izvora bioaktivnih materija. Uticaj ekstrakata srzi C. coggygria i tri
izolovana jedinjenja na ekspresiju onkogena uklju¢enih u invaziju i angiogenezu (MMP2, MMP9 i
VEGFA) pokazao je da je samo tretman EE znacajno smanjio ekspresiju MMP2, §to moze ukazivati da
specifi¢na kombinacija jedinjenja u ovom ekstraktu smanjuje migratorni potencijal HeLa ¢elija. S druge
strane, tretman sulfuretinom smanjio je ekspresiju VEGFA, s§to takode moze doprineti smanjenju
migracije. Pokazano je da ekstrakti i pojedinac¢na jedinjenja inhibiraju migraciju ¢elija cervikalnog
karcinoma 1 da razliCite komponente mogu regulisati specificne signalne puteve. RastvaraC moze
znacajno uticati na procenat aktivnih materija u matriksu ekstrakta, a samim tim i na njihov eventualni
sinergizam i/ili antagonizam i, konac¢no, na intenzitet citotoksic¢ne aktivnosti. Tako je u ovom istrazivanju
pronadeno da MME i EE drveta ruja imaju intenzivnije citotoksi¢no dejstvo na ¢elijsku liniju HL-60 (ali
i niz drugih malignih ¢elijskih linija) nego vodeni ekstrakt istog materijala. Interesantno je da je tretman
ovim ekstraktima kod HeLa ¢elijske linije u manjoj meri umanjio nivo ekspresije gena za matriksnu
metaloproteazu-9, dok izolovana jedinjenja mogu delovati suprotno, upucujuci jo$ jednom na ¢injenicu
da efekat biljnog ekstrakta u matriksu nije jednak prostom zbiru dejstva njegovih komponenti. Ovo moze
biti posledica tzv. efekta pratnje (engl. entourage effect), fenomena opisanog u fitomedicinskim
istrazivanjima, pri kojem kombinacija razli€itih bioaktivnih jedinjenja iz biljke moze ispoljiti snazniji ili
kvalitativno drugaciji bioloski efekat u odnosu na efekte pojedinaénih komponenti. Posebno se ovaj
fenomen razmatra kod kanabinoida, ali i kod drugih biljnih bioaktivnih jedinjenja, ukljucujuci flavonoide
(André et al., 2024; Caesar & Cech, 2019). Znacajan antimigratorni efekat koji su MME (p < 0,05), EE
(p <0,01), VE (p < 0,01), butin (p < 0,05), butein (p < 0,01) i sulfuretin (p < 0,01) ispoljili na HeLa
¢elijama nakon 48 sati inkubacije sugeriSe da ovi ekstrakti i jedinjenja mogu modulisati ¢elijsku
migraciju, $to je kljucan proces u invaziji i metastaziranju. Posebno je interesantno sto je MME pokazao
najsnazniji inhibitorni efekat, pri ¢emu je rana ostala otvorena 71,64% nakon 48 sati, Sto ukazuje na
potencijalno selektivan i efikasan mehanizam delovanja ovog ekstrakta na migratorne puteve celija.
Sulfuretin i butin su takode pokazali izraZzen supresivni efekat (47,88% 1 44,19%), §to mozZe biti povezano
sa njihovim sposobnostima da inhibiraju signalne puteve povezane sa reorganizacijom citoskeleta i
pokretljivoscu ¢elija. Butein je imao nesto slabiji efekat (37,91%), Sto ukazuje na razlike u bioaktivnosti
flavonoida u zavisnosti od njihove hemijske strukture i interakcija na molekularnom nivou unutar éelija.
Ovi nalazi podrZavaju prethodna istrazivanja koja su pokazala da polifenoli 1 specifi¢ni biljni ekstrakti
mogu znac¢ajno uticati na migraciju tumorskih ¢elija, sugeriSuci njihov potencijal u antimetastatskoj
terapiji. Na primer, flavonoid artemetin i njegovi derivati delovali su antimigratorno prema sli¢noj
metodologiji, takode na HeLa celije u scratch eseju, a kao ciljane molekule imali su filamine A 1 B,
izazivaju¢i deorganizaciju aktinskih filamenata i znacajno smanjujuci migratorni potencijal i zarastanje
rane, kao $to su pokazali Ferraro i saradnici (Ferraro et al., 2022). Ekstrakti celovitih delova biljaka poput
vodeno-etanolnog ekstrakta Fridericia platyphylla pokazali su znacajan antimigratorni potencijal kod
HelLa i SiHa linija u ovom eseju (Brito et al., 2025). Takode, vodeno-etanolni ekstrakt ploda vrste srodne
ruju, Rhus coriaria, pokazao je antimigratorni potencijal u celijskoj liniji izmenjenih Celija grlica
materice, nakon 24 sata (15-35% inhibicije zarastanja), $to je skromniji rezultat od rezultata dobijenog u
ovoj studiji, ali podrZava opravdanost testiranja srZi ruja budu¢i da se radi o slicnom hemijskom profilu
biljaka (Abdallah et al., 2019).

Uticaj ekstrakata i jedinjenja dobijenih iz C. coggygria na raspodelu faza ¢elijskog ciklusa u HeLa
¢elijama tretiranim ICso 1 2XICso koncentracijama tokom 24 sata i 48 sati bio je istrazen. Ispitani ekstrakti
(EE, VE, MME) i jedinjenja (butin, butein 1 sulfuretin) povecali su procenat HeLa ¢elija u subG1 fazi u
odnosu na kontrolne ¢elije, Sto ukazuje na indukciju apoptoze. NajizraZzenije povecanje subG1 populacije
nakon 24 sata primeceno je kod ¢elija tretiranih buteinom pri ICso koncentraciji (37,40% u poredenju sa

101



0,84% u kontrolnoj grupi, p < 0,05), dok je tretman 2xICso dao sli¢an efekat (34,66% naspram 0,84%, p
< 0,05). Nakon 48 sati, znacajno povecanje subG1 populacije primeceno je kod ¢elija tretiranih VE pri
ICso koncentraciji (31,27% u poredenju sa 2,1% u kontrolnoj grupi, p < 0,05). MME i EE su pratili ovu
tendenciju sa 21,29% 1 20,47% ¢elija u subGl1 fazi, ali ovo povecéanje nije bilo statisticki znacajno. EE
je izazvao znacajno povecanje procenta Celija u S fazi nakon 24 sata tretmana ICso koncentracijom (p <
0,01) i nakon 48 sati tretmana 2xICso (p < 0,05). VE je izazvao zastoj u S fazi nakon 24 sata i 48 sati
tretmana sa 2xICso (p < 0,05), dok su MME 1 sulfuretin takode povecali procenat ¢elija u S fazi nakon
48 sati inkubacije, pri cemu je efekat sulfuretina bio statisticki znacajan (p < 0,01). Povecanje ¢elija u
G2/M fazi primeceno je nakon 48 sati tretmana buteinom, butinom, EE, MME 1 VE u razli¢itim
koncentracijama, pri ¢emu je povecanje kod 2xICso butina bilo statisti¢ki znacajno (p < 0,05). Nadalje,
primeceno je znacajno nakupljanje ¢elija u S fazi nakon 48 sati tretmana, $to je u skladu sa razlikama u
modelima ¢elijskih linija u odnosu na nalaze Moona i saradnika (Moon et al., 2010). Tretman HeLa celija
2xICso koncentracijama ekstrakata 1 jedinjenja takode je povecao procenat ranih i kasnih apoptotskih
¢elija u odnosu na netretirane kontrole. Posebno, VE je povecao procenat apoptotskih ¢éelija na 27,90%
u poredenju sa 3,91% u kontrolama, sa znac¢ajnim povecanjem kasnih faza apoptoze (p <0,01). MME je
izazvao znacajno povecéanje kako ranih (9,09%, p < 0,05), tako i kasnih (14,21%, p < 0,05) apoptotskih
¢elija, ukupno 23,30% u poredenju sa kontrolom (3,91%). Zanimljivo, MME je viSe indukovao ranu
apoptozu, dok je VE vise uticao na kasnu apoptozu. EE je povecao procenat Pl pozitivnih, aneksin-V
negativnih mrtvih ¢elija (17,50% naspram 1,16%) 1 apoptotskih ¢elija u ranoj i kasnoj fazi (21,63%
naspram 3,91%, p < 0,05). Sulfuretin je znacajno povecao procenat mrtvih ¢elija (27,88% naspram
1,16%, p < 0,01), dok je butin pokazao nesto jaci efekat od buteina, sa zna¢ajnim povecéanjem apoptotskih
¢elija (14,47% naspram 3,91%, p < 0,01 za ranu i p < 0,05 za kasnu apoptozu). Butein je povecao
procenat apoptotskih ¢elija sa 3,91% na 11,63%, ali ovo povecanje nije bilo statisticki znacajno u
poredenju sa kontrolnim ¢elijama. Predtretman HeLa ¢elija inhibitorom kaspaze-3 pre izlaganja 2xI1Cso
koncentracijama EE, VE, MME, butina i sulfuretina doveo je do smanjenja subG1 populacije u poredenju
sa tretmanom samo ekstraktima ili jedinjenjima. Sulfuretin je, u skladu sa studijom Lee i saradnika,
znacajno povecao aktivaciju kaspaza-8, -9 i -3 i cepanje supstrata poli(ADP-riboza) polimeraze (engl.
Poly [ADP-Ribose] Polymerase, PARP) u HL-60 ¢elijama (Lee et al., 2012). Sli¢an efekat, mada blazi,
primecen je kod buteina (12,26% naspram 15,79%). Najizrazenije smanjenje subG1 populacije (4,48%
naspram 15,02%) zabelezeno je kod ¢elija tretiranih VE u kombinaciji sa inhibitorom kaspaze-3.
Predtretman inhibitorom kaspaze-8 pre tretmana 2xICso koncentracijama svih jedinjenja i ekstrakata
doveo je do znacajnog smanjenja subG1 populacije u poredenju sa tretmanom samo ekstraktom ili
jedinjenjem. NajizraZeniji efekti primeceni su kod MME, EE i VE (1,08% naspram 11,48%, 1,16%
naspram 10,53% i 1,66% naspram 15,02%, redom), $to ukazuje na klju¢nu ulogu kaspaze-8 u iniciranju
apoptoze ovim ekstraktima. Slian trend primecen je i kod predtretmana inhibitorom kaspaze-9, pri ¢emu
su najveéa smanjenja zabelezena kod MME, EE i VE (1,01% naspram 11,48%, 1,28% naspram 10,53%
i 1,88% naspram 15,02%). Ovi nalazi sugeriSu da ekstrakti i jedinjenja iz C. coggygria mogu inicirati
apoptozu u HeLa Celijama kroz aktivaciju kaspaza-3, -8 i -9, §to se poklapa sa rezultatima Gospodinove
i saradnika, gde je ekstrakt suvih listova C. coggygria povecao subGl populaciju MCF-7 ¢elija
(Gospodinova et al., 2020). U ovoj studiji dodatno je istrazeno kako ekstrakti i jedinjenja dobijena iz srzi
drveta C. coggygria uti¢u na raspodelu faza celijskog ciklusa u K562 ¢elijama nakon tretmana ICso i
2x1Cso koncentracijama tokom inkubacije od 24 i 48 sati. Nakon 24 sata tretmana, znac¢ajno povecanje
subG1 faze primeceno je kod ¢elija tretiranih buteinom (p = 0,0069), sulfuretinom (p = 0,0006), EE (p =
0,0240) 1 VE (p = 0,0086) pri ICso koncentraciji u poredenju sa kontrolom, $to sugerise ranu indukciju
apoptoze. Bioloska svojstva buteina Siroko su prouc¢avana; ukljucuju antiinflamatorna, antioksidativna,
neuroprotektivna i antitumorska dejstva (Padmavathi et al., 2017). Antitumorski lekovi ¢esto deluju
preko regulacije ¢elijskog ciklusa, a za butein je pokazano da moze da izazove zastoj ¢elijskog ciklusa u
G2/M fazi, pracen indukcijom apoptoze, u zavisnosti od koncentracije i vremena inkubacije (Moon et
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al., 2010). Najizrazenije povecanje subG1 populacije nakon 48 sati primeceno je kod ¢elija tretiranih VE
pri 2xICso koncentraciji (41,87% u poredenju sa 5,08% u kontroli). Ovi rezultati, posebno na humanoj
¢elijskoj liniji adenokarcinoma dojke MCF-7, su u dobroj saglasnosti sa nalazima Gospodinove i
saradnika koji opisuju znacajan procenat ¢elija u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa po tretmanu ekstraktom
listova C. coggygria (Gospodinova et al., 2017). Butein je izazvao najve¢i G1 zastoj nakon 24 sata pri
ICso koncentraciji (57,80% u poredenju sa 45,04% u kontroli), mada opisana promena nije bila statisticki
znacajna. Nakon 48 sati tretmana 2xICso koncentracijom, butein je izazvao G2/M zastoj (p = 0,0175).
VE (p = 0,0008) i MME (p = 0,0008) takode su izazvali znacajno povecanje subG1 populacije nakon
ICso tretmana tokom 48 sati, Sto dodatno potvrduje njihovu sposobnost da indukuju apoptozu. Tretman
K562 ¢elija 2xICso koncentracijama ekstrakata (EE, VE, MME) i jedinjenja (butin, butein, sulfuretin)
povecao je procenat ranih i kasnih apoptotskih ¢elija u poredenju sa kontrolom. Butein je znacajno
povecao ukupnu populaciju apoptotskih ¢elija na 27,97% (u poredenju sa 2,94% u kontroli), uti¢uci na
ranu (p = 0,0142) i kasnu apoptozu. Slicno tome, VE je izazvao povecanje apoptotskih ¢elija na 29,99%
naspram 2,94%, sa znacajnim efektom u ranoj (p = 0,0458) i kasnoj fazi apoptoze (p = 0,0487). Sve
grupe tretmana pokazale su povecan procenat kasno apoptotskih ¢elija. VE 1 MME su znac¢ajno povecali
broj mrtvih ¢elija (PI pozitivne, aneksin-V negativne) (p =0,0217 i p =0,0027, redom). U K562 ¢elijskoj
liniji, butein je bio efikasniji od butina u indukeciji apoptoze, dok je sulfuretin pokazao nesto slabiji efekat.
Medu ekstraktima, VE je bio najefikasniji u indukciji apoptoze, dok su EE i MME pokazali slicne
sposobnosti. Jedan od mogucih razloga za izrazeniju aktivnost vodenih ekstrakata jeste razlicita
rastvorljivost pojedinih bioaktivnih komponenti. Odredene glikozidne forme flavonoida, odnosno
flavonoidni derivati vezani za Secerne ostatke, kao 1 pojedine fenolne kiseline 1 polisaharidi, bolje su
rastvorljivi u vodi nego u sistemima voda-etanol ili u ¢istom etanolu. Imajuci u vidu da pojedina od ovih
jedinjenja mogu ispoljavati proapoptotsko i druga bioloski relevantna dejstva, njihova veca rastvorljivost
u vodi moze doprineti efikasnijoj ekstrakciji, a samim tim i izraZenijoj bioloskoj aktivnosti vodenih
ekstrakata. U naSem slucaju, u VE, pored nekih flavonoida kao Sto su fustin, sulfuretin i drugi koji nisu
glikozilovani i slabije se rastvaraju u vodi, viSe su zastupljeni tanini i derivati galne kiseline za koje je
poznato da imaju znacajnu citotoksi¢nu aktivnost (Bai et al., 2025). Ukupno, ovi nalazi ukazuju da
ekstrakti i flavonoidi iz C. coggygria efikasno indukuju apoptozu u HeLa i K562 ¢elijama, uz selektivnu
modulaciju razli€itih faza ¢elijskog ciklusa i aktivaciju klju¢nih kaspaza, $to moZe biti osnova njihovog
antitumorskog delovanja i dodatno potvrduje njihov potencijal za dalja istrazivanja. Dobijeni rezultati
pokazali su da samo MME ekstrakt izolovan iz srzi drveta vrste C. coggygria moze indukovati apoptozu
u K562 ¢elijama putem aktivacije kaspaza-3, -8 i -9, dok je EE indukovao apoptozu aktivacijom kaspaza-
3 i -8. Dok je regulacija unutrasnjih i spoljasnjih apoptotskih puteva ekstraktima ruja slabo proucena,
slicno dejstvo na kaspaze (aktivacija kaspaza-3, -8 i -9 i cepanje PARP) u K562 ¢elijskoj liniji pokazali
su ekstrakti biljaka Nitraria retusa i Punica granatum (Asmaa et al., 2015; Boubaker et al., 2011), sto je
u dobroj saglasnosti sa rezultatima iz istrazivanja u okviru doktorske disertacije. Rezultati dobijeni u
ovom radu na K562 ¢elijskoj liniji otvaraju prostor za dalja, detaljnija mehanistic¢ka istraZivanja.

Nakon 24 sata tretmana netoksi¢nim koncentracijama butina na neizmenjenim humanim MRC-5
¢elijama, zabelezen je blag pad intracelijske koncentracije ROS. U eksperimentu sa indukovanim
oksidativnim stresom vodonik-peroksidom, utvrdeno je da butin ne samo da nije smanjio nivoe ROS,
vec ih je udvostrucio. Nasuprot tome, u studiji Zhanga i1 saradnika, butin je smanjio nivo ROS koji je bio
povecéan dejstvom H20: u fibroblastima pluca kineskog hrcka (V79-4) (Zhang et al., 2010). Vodonik-
peroksid povecao je nivo 8-hidroksi-2'-deoksiguanozina (8-OHdG), markera oSte¢enja DNK usled ROS,
dok je butin, prema studiji Kanga i saradnika, smanjio njegov nivo (Kang et al., 2009). Nasi rezultati
pokazuju suprotno. Antioksidativna aktivnost raznih ekstrakata ruja dobro je proucena u in Vvitro
hemijskim esejima i pokazuje izuzetnu redukcionu sposobnost i antioksidativno dejstvo. Tako su Savikin
1 saradnici pokazali da ekstrakti listova i cvetova ispoljavaju izraZzenu antioksidativnu aktivnost u DPPH
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testu i probi inhibicije lipidne peroksidacije (Savikin et al., 2009). Dodatno, Sukhikh i saradnici pokazali
su znacajnu redukcionu sposobnost u FRAP eseju i procenili ukupnu antioksidativnu aktivnost ekstrakata
(lista, etil-acetatna frakcija) ruja na oko 145 mg ekvivalenata askorbinske kiseline po gramu ekstrakta
(Sukhikh et al., 2021).

U ovoj studiji, sve tri vrste ekstrakta srzi ruja, ali 1 sulfuretin i butein smanjili su koncentraciju
ROS u kulturi neizmenjenih MRC-5 ¢elija in vitro. Butin je takode pokazao grani¢an efekat smanjenja
ROS u istoj postavci eksperimenta, ali u znatno manjoj meri. EE je indukovao najizrazeniju, statisticki
znacajnu redukciju nivoa ROS u ¢elijama MRC-5. Sli¢no koncipirana studija na biljnom materijalu
Raphanus sativus pokazala je da frakcionisanje listova polarnijim rastvara¢ima znacajno efikasnije
snizava nivo ROS u MRC-5, gde je postavka eksperimenta bila ista kao u ovoj studiji u okviru doktorske
disertacije (indukcija ROS vodonik-peroksidom) i koreliSe sa najviSom koncentracijom fenolnih
komponenti u tom ekstraktu (Luo et al., 2018). Ovakav rezultat potkrepljuje ¢injenicu da je EE u ovom
radu pokazao snaznije ROS inhibitorno dejstvo od MME, koji je uopste uzev manje polarnosti, mada ne
objasnjava zasto je najpolarniji VE pokazao nesto slabiju aktivnost od EE. Moguce je da i neke slabo
polarne komponente, rastvorljive u etanolu, ali ne i u vodi (poput terpenoida), doprinose snizavanju
intracelijskih nivoa ROS kada je njihova produkcija podstaknuta tretmanom H20». Neobi¢no je da je
butin kao izolovano jedinjenje imao minimalan efekat na inhibiciju ROS ili ¢ak imao prooksidativno
dejstvo. Ipak, pojava paradoksalnog prooksidativnog delovanja antioksidantnih molekula, usled
neadekvatne doze, produzenog delovanja ili specificnog ¢elijskog stanja, nije retkost. Tako antioksidanti
mogu povecati nivo ROS kada deluju u ishemi¢nom tkivu ili ¢elijama izloZzenim toksi¢nom delovanju ili
jonima nekih metala (posebno Fe i Cu) (Bouayed & Bohn, 2010; Kozlov et al., 2024). Dodatno, hroni¢no
izlaganje tipi¢nim antioksidantima u ¢elijskim sistemima je ve¢ opisano kao izaziva¢ poveéane ROS
produkcije, Sto je dokazano na primerima melatonina, koji nakon inkubacije od 24 sata u HepG2 ¢elijskoj
liniji pokazuje antioksidativno delovanje, a 96 sati nakon tretmana dovodi do povecanja ROS (Osseni et
al., 2000). Sli¢no tome, egzogeni sinteticki antioksidanti poput N-acetilcisteina ili tokoferola, po
hroni¢nom izlaganju u istim dozama, rezultirali su pove¢anom ROS produkcijom u kulturi adipocita
(Peris et al., 2018). Prema naSem najboljem saznanju, uvidom u literaturu u trenutku podnosenja ove
studije, nema drugih istrazivanja na ruju koja su procenjivala efekat njegovih ekstrakata na koncentraciju
intracelijskih ROS u kulturi ¢elija MRC-5. Dosada$nje studije ukazuju da ekstrakti ruja moduliSu
markere oksidativnog stresa i1 urodene antioksidativne sisteme, ukljucuju¢i enzimske 1 glutation-
posredovane mehanizme, na celijskom i sistemskom nivou (Aksoy et al., 2016; Mati¢ et al., 2016;
Sukhikh et al., 2021). Sukhikh i saradnici su pokazali da ekstrakti ruja uti¢u na povecanje redukovane
forme glutationa i antioksidantnih enzima CAT i GPx u enzimskim esejima (Sukhikh et al., 2021).
Savikin i saradnici opisuju korelaciju izmedu antioksidativne in vitro aktivnosti ekstrakata ruja i
smanjenja oStecenja indukovanog oksidativnim stresom u humanoj ¢elijskoj liniji cervikalnog karcinoma
1 humanoj ¢elijskoj liniji adenokarcinoma debelog creva, mada bez direktnog prac¢enja koncentracije
intracelijskih ROS (Savikin et al., 2009). Hepatoprotektivno i donekle sistemski protektivno dejstvo
metanolnog ekstrakta ruja od pirogalolom-indukovanog oksidativnog stresa pokazali su Matic i saradnici
u in vitro i in vivo studiji, na model-organizmu, Wistar pacovima (Mati¢ et al., 2013b). Autori pomenute
studije takode opisuju smanjenje markera oksidativnog stresa poput tiobarbituratnih derivata i povecanje
nivoa antioksidantnih enzima. Sulfuretin je u ovom istrazivanju znacajno smanjio nivo intracelijskih
ROS (za oko 50%) indukovanih vodonik-peroksidom; medutim, izrazeniji efekat uocen je kod matriksnih
biljnih ekstrakata, Sto ukazuje na doprinos drugih prisutnih bioaktivnih komponenti i potencijalnu
sinergiju. Kao Sto je ve¢ pomenuto, neki sekundarni metaboliti, a posebno kanabinoidni i flavonoidni
bioaktivni metaboliti, ispoljavaju drugaciji efekat u rastvaracu nego $to je za ocekivati od prostog zbira
delova (André et al., 2024; Caesar & Cech, 2019). Ovakav efekat moze dodatno doprineti objasnjenju
naizgled paradoksalnog ponasanja opisanog kod butina, odnosno povecanja intracelijskih ROS u okviru
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ovog istrazivanja, pod definisanim uslovima. U drugim studijama, sulfuretin je pokazao sposobnost
redukcije intracelijskih ROS u hepatocitima izloZzenim oksidativnom stresu indukovanom terc-butil-
hidroperoksidom, posredstvom modulacije Nrf2/ARE signalnog puta i aktivnosti hem-oksigenaze (Lee
et al., 2014a). Sli¢no tome, butein je smanjivao H20:-indukovanu produkciju ROS u H9c2 ¢elijama,
takode putem Nrf2 signalnog puta, uz istovremeno povecanje aktivnosti antioksidantnih enzima
(SOD1/2, CAT), sto su pokazali Tungalag i saradnici (Tungalag et al., 2022). U butein-senzitivnim
linijama karcinoma dojke, butein je ispoljio antioksidativno dejstvo, smanjujuc¢i koncentraciju ROS, $to
je korelisalo sa indukovanom ¢elijskom smréu, sugeriSuci da je kontekst redukcije ROS kljucan za
konac¢nu biolosku aktivnost buteina (Cho et al., 2014).

Pri izvodenju komet eseja u cilju utvrdivanja genotoksi¢nosti, najizrazenije povecanje tail
intensity, odnosno fragmentacije DNK molekula, u odnosu na kontrolu zabeleZeno je nakon tretmana
MME. Zbirno, svi ispitivani tretmani pokazali su veée vrednosti tail intensity u odnosu na kontrolu, pri
¢emu je intenzitet povecanja varirao u zavisnosti od tretmana. Ostali tretmani pokazali su blago do
umereno povecanje ovog parametra u odnosu na netretirane éelije.

Cilj istrazivanja transkriptomskih podataka u okviru doktorske disertacije bio je da se detaljno
ispitaju antitumorska svojstva butina, buteina i sulfuretina, analiziraju¢i njihov uticaj na puteve i
pojedinaéne gene metodom sekvenciranja molekula ukupne iRNK u ¢eliji. To je ostvareno
bioinformatickim analizama podataka dobijenih sekvenciranjem i integrisanjem pristupa koji obuhvata i
analizu visokih performansi (engl. high-throughput) i citometrijske eseje ¢elija. In vitro antitumorski
potencijal ispitivanih ekstrakata i jedinjenja je pokazan na leukemijskoj ¢elijskoj liniji K562. Rezultati
aneksin V-FITC/PI bojenja na HeLa ¢elijskoj liniji su u skladu sa istrazivanjem Tanga i saradnika koji
su pokazali da butein izaziva statisticki znacajan, dozno-zavisan porast apoptotskih ¢elija u akutnoj
limfoblastnoj leukemijskoj liniji RS4-11 (Tang et al., 2016). Studije su pokazale da butein deluje
citotoksi¢no na viSe drugih maligniteta, ukljucujuéi pankreasni karcinom, karcinom jajnika, leukemiju,
limfome i rak koze (Padmavathi et al., 2015). Pored toga, koliko nam je poznato, u vreme sprovodenja
istrazivanja u okviru doktorske disertacije nijedna studija nije izvestila o efektima butina i sulfuretina
upotrebom metoda visokih performansi. DGE analiza je pokazala najve¢i broj DEG nakon tretmana
buteinom (n = 809), manji broj DEG nakon tretmana butinom (n = 439), dok je tretman sulfuretinom
rezultovao najmanjim brojem DEG (n = 299). Nadalje, tretmani buteinom 1 butinom indukovali su veci
broj pozitivno regulisanih (engl. up-regulated) gena u poredenju sa negativno regulisanim (engl. down-
regulated) genima, dok je sulfuretin doveo do priblizno jednakog broja pozitivno i negativno regulisanih
gena. Venov dijagram prikazuje 134 DEG zajednicka za sva tri tretmana, dok je 166 DEG bilo zajednicko
za butin 1 butein, a 51 DEG zajednicki za sulfuretin 1 butein. Samo 28 DEG bilo je zajednicko za butin 1
sulfuretin. Pet statisticki najznacajnijih gena nakon tretmana butinom su: FTL, VGEF,
SLCO2B1/OATP2B1, NQOL1 i PKLR (FDR vrednosti redom: 4,03733E-06, 4,92235E-06, 5,83737E-06,
9,9462E-06 i 1,03864E-05). Pet statisticki najznacajnijih gena nakon tretmana buteinom su: NQOI,
VGF, FTL, AKR1C1 i OSGIN1 (FDR vrednosti redom: 2,66443E-08, 2,66443E-08, 2,66443E-08,
2,66443E-08 i 2,66443E-08). Pet statisticki najznacajnijih gena nakon tretmana sulfuretinom su: VGF,
NQO1, PKLR, LRRC4B i SPTA1 (FDR vrednosti redom: 0,000155444, 0,000155444, 0,000155444,
0,000155444 1 0,000155444). Sama transkriptomska analiza ne moZe objasniti posttranskripcione,
translacione 1 posttranslacione modifikacije, koje su klju¢ne za funkcionalnost proteina i aktivaciju
puteva. Stoga, da bi se potvrdila bioloska znacajnost uo¢enih promena na nivou transkripta, neophodna
je funkcionalna validacija na nivou proteina. Tretman butinom, buteinom i sulfuretinom doveo je do
smanjenja nivoa iIRNK za CCND1-CDK4, koji deluju kao kljucni regulatori prelaska iz G1 u S fazu
(Baker et al., 2022). Fosforilacija Rb proteina od strane D1-CDK4 kompleksa predstavlja kriti¢nu
kontrolnu tacku u celijskom ciklusu, osiguravajuéi da Celija prede u S fazu samo kad su ispunjeni
neophodni uslovi/signalni mehanizmi (Nevzorova & Trautwein, 2015). Inhibitori CDK4/6 predstavljaju
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novu klasu lekova koji ometaju rast ¢elija raka sprecavajuci njihov prelazak kroz ¢elijski ciklus (de Groot
etal., 2017; Hirai et al., 1995). Iako se G1/S put ¢esto smatra jednostavnim regulatornim procesom, svaki
element puta ima viSe homolognih proteina, a svi podlezu posttranskripcionim, translacionim 1
posttranslacionim modifikacijama (Rubin et al., 2020). Pored toga, klju¢ne pozitivne i negativne
povratne petlje povezuju razli¢ite komponente puta (Rubin et al., 2020). Kompleks CCNE1-CDK2 (koji
su sva tri tretmana, butin, butein i sulfuretin, negativno regulisala) pokrece ¢eliju preko restriction point-
a i inicira sintezu DNK (Mansilla et al., 2020). Pored toga, CKI p18 i p19 su blago pozitivno regulisani
u sve tri grupe tretmana. Prelazak iz G1 u S fazu zavisi od funkcije proteinskih kompleksa poput ciklin
D-CDKA4/6 i ciklin E-CDK2. Ovi kompleksi fosforiliSu Rb protein, $to dovodi do otpuStanja E2F
transkripcionog faktora i aktivacije gena koji promovisu replikaciju (Zhang et al., 2012). Smanjenje
nivoa transkripata ovih kompleksa ocekivano vodi ka akumulaciji ¢elija u G1 fazi (Jana et al., 2018;
Kumarasamy et al., 2025). Dodatno, produzetak G1 faze ili zastoj u G2 fazi moze biti pokrenut
transkripcionom aktivacijom p21 inhibitora CDK preko p53, koji je odsutan u K562 celijama
(GeneCards, n.d.). Oc¢ekuje se da povecéani nivoi p18/p19 i smanjeni CCND1/CCNE1-CDK dovedu do
G1 zastoja, ali citometrijski podaci su pokazali statisticki znaCajan pad ¢elija u G1 fazi za butin (za
2%1Csp, 48 sati, p = 0,0306; 1 ICso, 48 sati, p = 0,0434) i butein (2xICso, 48 sati, p = 0,0026; i 2xICso, 24
sata, p = 0,0390). U ovom istrazivanju, butin je doveo do smanjenja broja K562 ¢elija u G1 fazi i bio je
povezan sa smanjenjem sinteze ATP-a, splajsovanja i sinteze ribozoma. Ipak, primecen je porast u
aktivaciji transkripcije stimulisane nervnim faktorom rasta (engl. Nerve Growth Factor, NGF),
signalizacije putem NTRK1 (TRKA), signalizacije putem NTRK i enzima za antioksidaciju/detoksikaciju
regulisanih faktorom NFE2L2. Poznato je da butin aktivira NFE2L2-zavisnu indukciju Mn SOD putem
PI3K/AKT signalnog puta, delujuc¢i kao antioksidant (Ross & Siegel, 2017), dok je dokumentovano da
NRF2 transkripciono aktivira p21 (Long et al., 2000). Smanjenje proizvodnje ATP-a, §to je slucaj za
butin i1 butein, moze imati redundantni uticaj unutar ¢elija. Dodatno, metanolni ekstrakt nadzemnih
delova C. coggygria pokazao je sposobnost indukcije zastoja u G1 fazi kod izmenjenih humanih
adenokarcinoma dojke MCF-7 ¢elija, kao i kod adenokarcinoma plu¢a A549, limfoblastoidne humane
¢elijske linije TK6 1 humane linije histiocitnog limfoma U937, §to ukazuje na G0/G1 kontrolnu tacku
kao mehanizam inhibicije proliferacije (Pollio et al., 2016). Regulacija napredovanja kroz S fazu i
prelazak u G2 je pod kontrolom ciklina A2/CDK2 (Pei et al., 2026). Procenat ¢elija u S fazi znacajno se
smanjio sa VE tretmanom na obe koncentracije pri 24 sata inkubacije (ICso, p = 0,0242; i 2xICs, p =
0,0123), i buteinom (2x1Cso, 24 sata, p = 0,0153). Medutim, nakon 48 sati tretmana butinom, buteinom
1 sulfuretinom, zabelezena je akumulacija ¢elija u S fazi koja nije bila statisticki znacajna, ali je 1 dalje
bioloski relevantna, jer upucuje na dozno-zavisan efekat tretmana i potencijalno paradoksalno dejstvo
nakon predugog izlaganja. Statisticki znacajno nagomilavanje dela ¢elija u G2/M fazi primeceno je pri
tretmanu buteinom i sulfuretinom. Sulfuretin je pokazao pomalo drugaciji RNK obrasac ekspresije:
povecani CCNA2 i CCNH-CDK?7. Kod sulfuretina, akumulacija ¢elija u S fazi bila je evidentna u
poredenju sa kontrolom (osim u 24-¢asovnim tackama). Medutim, razlika nije bila statisticki znacajna,
ali je bioloski konzistentna sa RNK profilom ekspresije. Statisti¢ki znacajno smanjenje broja ¢elija u
G2/M fazi zabelezeno je nakon tretmana EE (2xICso, 48 sati, p = 0,0331; i ICso, 48 sati, p = 0,0141) i
VE (2x1Cso, 48 sati, p = 0,0044). Takode, statisticki znacajan G2/M zastoj ¢elija posle tretmana buteinom
(2x1Csp, 48 sati, p = 0,0175) i sulfuretinom (ICsp, 48 sati, p = 0,0158) je zabelezen. Dodatno, nakon
tretmana buteinom (2xICso, 24 sata) primecen je, mada ne i statisticki znacajan, G2/M zastoj. VE sadrzi
niske procente butina i sulfuretina, $to podrzava nalaze iz GSEA 1 citometrijskih testova (Pasi¢ et al.,
2025). Sulfuretin je ponovo pokazao pomalo drugaciji RNK obrazac, koji je u skladu sa rezultatima
¢elijskih testova: statisticki znacajan (p = 0,0158) G2/M zastoj posle 48 sati pri 1Cso koncentraciji,
karakterisan pozitivnom regulacijom CCNA2 i CCNB1, i negativhom regulacijom CDK1. Zastoj u G2/M
fazi moZe ukazivati na intenziviranje signalnih puteva stresa i/ili indukciju oSte¢enja DNK kod tretiranih
¢elija. Novije istrazivanje potvrdilo je sli¢an efekat etil-acetatno-vodenog ekstrakta listova C. coggygria
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na HepG2 izmenjene celije jetre, uz dozno-zavisnu akumulaciju ¢elija u S fazi i povecanu subGl
populaciju, dok su G1 i G2/M populacije ocekivano smanjene (Sulikovska et al., 2026). Rezultati studije
ukazuju da samo MME ekstrakt iz srzi C. coggygria moze izazvati apoptozu u K562 ¢elijama putem
kaspaza-3, -8 1 -9. Rezultati na HeLa c¢elijama cervikalnog karcinoma su pokazali da EE, VE i MME
ekstrakti srzi C. coggygria indukuju apoptozu aktivacijom kaspaza-3, -8 i -9. Takode, spoljasnji put
apoptoze je modulisan; tretman sulfuretinom i butinom je uzrokovao pozitivnu regulaciju svih spoljasnjih
receptora: TRAIL-R, Fas, perforin i TNF-R1, dok je butein smanjio Fas i perforin, a povecao TRAIL-R i
TNF-R1. Butein je pokazao statisticki znacajan porast ¢elija K562 u ranom stadijumu apoptoze, dok su
butin i sulfuretin pokazali statisticki znaCajan porast ¢elija u kasnoj apoptozi ispitivane celijske linije
K562. Iako je butein znacajno povecao udeo ¢elija u kasnoj apoptozi, taj porast nije bio statisti¢ki
znacajan. Gen OSGIN1 je statisticki znacajno pozitivno regulisan u tretmanima butinom (FDR: 4,02E-
05) i buteinom (FDR: 2,66443E-08), sa log2FC od 1,02 u butinu i 1,87 u buteinu. Butein inhibira rast
krvnih sudova u tumorima i Sirenje i1 invaziju malignih ¢elija u prostati, jetri 1 beSici blokirajuci faktore
kao §to su MMP i VEGF (Padmavathi et al., 2017). U prethodnim eksperimentima na ¢elijskoj liniji HeLa
tretman EE bio je jedini koji je znaCajno smanjio ekspresiju gena MMP2, Sto sugeriSe da odredena
kombinacija i proporcija jedinjenja u ovom ekstraktu moze smanjiti migratorni potencijal HeLa celija
smanjenjem iIRNK za MMP2. Nasuprot tome, sulfuretin je smanjio migraciju HeLa celija, $to bi

delimi¢no moglo biti dovedeno u vezu sa njegovom sposobnos¢u da potisne ekspresiju VEGFA (Pasic¢ et
al., 2025).

U sva tri tretmana jedinjenjima, iRNK za NQOL1 bila je povisena sa FDR vrednostima 9,9462E-
06, 2,66443E-08 i 0,000155444 za butin, butein i sulfuretin, redom. Stavise, izraZena aktivacija gena
imunskog odgovora kod tretmana sulfuretinom upucuje na imunomodulatorni aspekt njegovog dejstva,
a pozitivna regulacija enzima za odgovor na metabolicki stres (npr. NQO1) kod svih jedinjenja ukazuje
na uticaj na celijsku redoks/metabolicku homeostazu. Klaster analiza puteva pokazala je da je najveci
broj izmenjenih puteva unutar klastera signalizacije i imunskog sistema detektovan nakon tretmana
sulfuretinom. U ranijim istrazivanjima utvrdeno je da tretman neizmenjenih MRC-5 ¢elija butinom,
buteinom i sulfuretinom dovodi do smanjenja intracelijskih nivoa ROS u poredenju sa kontrolom, pri
¢emu je smanjenje bilo statisticki znacajno nakon tretmana sulfuretinom (p < 0,05) (Pasic¢ et al., 2025).
Medu ispitivanim jedinjenjima, sulfuretin se pokazao naju¢inkovitijim u snizavanju nivoa ROS. Butin je
pozitivno regulisao viSe puteva u klasteru signalizacije i imunskog sistema nego butein. Tretman
sulfuretinom imao je efekat pozitivne regulacije puteva Celijskog ciklusa; butin je doveo do negativne
regulacije puteva iz ovog klastera, dok je butein u nekim slu¢ajevima negativno regulisao, a u drugim
pozitivno regulisao puteve celijskog ciklusa. Iako su sva tri ispitivana jedinjenja, butin, butein 1
sulfuretin, uticala na iste klastere, razli¢iti broj pozitivno 1 negativno regulisanih puteva ili kombinacija
oba ukazuje na to da svako jedinjenje utie na razli¢ite puteve i ima svoj jedinstven signalni potpis na
transkripcionom nivou. Da bi se nalazi sekvenciranja iRNK 1 ¢elijskih eseja bolje i podrobnije mogli
tumaciti, neophodna je dalja in vivo validacija i/ili dalja in vitro istrazivanja koja analiziraju rezultate
sekvenciranja iRNK sa vi§im koncentracijama tretmana (ICso ili 2x1Cs0). Buduce studije treba da procene
efikasnost 1 bezbednost ovih jedinjenja u Zivotinjskim modelima leukemije i1 potvrde da su
transkriptomske promene uocene in vitro u korelaciji sa antitumorskim efektima in vivo. Podaci o
ekspresiji gena prezentovani u ovom istrazivanju dobijeni su analizom sekvenciranja iRNK. Posledi¢no,
nalazi ukazuju na promene na nivou iRNK, ali ne daju direktan uvid u nivo/aktivnost proteina. Zakljucno,
ova sveobuhvatna transkriptomska analiza uspostavlja butin, butein i sulfuretin kao jedinjenja koja in
vitro selektivno moduliSu puteve prezivljavanja celija raka, podrzavajuci njihovo dalje in vitro i in vivo
istrazivanje. Ovi zakljucci se zasnivaju isklju¢ivo na metodologiji obogacenja genskih skupova puta
apoptoze u bazama KEGG 1 Reactome i1 ne podrazumevaju statisticki znacajnu diferencijalnu ekspresiju
bilo kog pojedinacnog gena. Statisticka znacajnost puteva u KEGG 1/ili izostanak statisticke zna€ajnosti
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u Reactomu za isti put, npr. apoptotski, naglasava da zakljucci na nivou puteva mogu zavisiti od baze
podataka i1 definicija genskih skupova koji se koriste. Razlike izmedu Reactome i KEGG mogu proisteci
iz razlika u nacinu na koji su putevi definisani, iz sastava genskih skupova, kao i iz nivoa detaljnosti
opisanih puteva u bazama podataka. Ove razlike su o¢ekivane i odrazavaju raznolikost medu izvorima
za bioloske puteve, a ne pristrasno tumacenje.

Terapijski prozor kombinovanog tretmana predstavlja razliCite efekte zraenja na normalne
neizmenjene 1 na maligne ¢elije. U istrazivanju u okviru doktorske disertacije procenjen je potencijalni
terapijski prozor kombinacije ispitivanih jedinjenja ruja i biljnih ekstrakata (EE, VE i MME) sa
jonizuju¢im zracenjem, odnosno terapijskom frakcionom dozom od 2 Gy. Poredenjem odgovora na dozu
od 2 Gy, ispitivane su normalna Celijska linija fibroblasta pluéa MRC-5 i tumorska ¢elijska linija
trostruko negativnog adenokarcinoma dojke MDA-MB-231. Terapijski prozor se u ovom kontekstu
moze posmatrati kao sposobnost tretmana da ocuva ili poveca prezivljavanje normalnih celija, uz
istovremeno izraZenije smanjenje prezivljavanja malignih ¢elija. U odnosu na kontrolu 2 Gy kod MRC-
5 ¢elija, kombinacija jedinjenja ruja sa 2 Gy nije dodatno smanjila prezivljavanje u poredenju sa
zrac¢enom kontrolom, §to ukazuje da ovi tretmani ne pojacavaju citotoksicnost zracenja u normalnim
¢elijama. Posebno se izdvaja fustin, koji pokazuje trend radioprotektivnog dejstva (u domenu ocuvanja
prezivljavanja ¢elija, ne povecanja prezivljavanja), dok su butin, fisetin i taksifolin imali vrednosti bliske
kontroli. Medutim, ekstrakti EE 1 VE su smanjili prezivljavanje i u MRC-5 (0,46 i 0,54), §to moze
predstavljati ograni¢enje njihove selektivnosti i potencijalni rizik za neizmenjeno tkivo. U suprotnosti sa
nalazima na MRC-5 ¢elijama, u MDA-MB-231 ¢elijama sva jedinjenja i ekstrakti su u kombinaciji sa 2
Gy doveli do nizeg preZivljavanja nego samo zrac¢ena kontrola, pri ¢emu su butin i1 EE imali najizraZeniji
efekat. Ovakav jasno izrazen odgovor izmedu normalnih i malignih ¢elija podrzava postojanje
selektivnog radiosenzitizujuceg efekta u malignim ¢elijama, narocito za butin i1 ekstrakt EE. Analiza u
odnosu na nezra¢enu kontrolu dodatno potvrduje o¢ekivani doprinos zra¢enja smanjenju prezivljavanja
analiziranih Celija. Ipak, kod MRC-5 odredena jedinjenja (narocito fustin i taksifolin) zadrZavaju
relativno vise vrednosti prezivljavanja u odnosu na ostale tretmane, $to moze ukazivati na potencijalno
ublazavanje Stetnog efekta zraenja u normalnim ¢elijama. Kod MDA-MB-231, kombinacije sa
zracenjem dovode do izraZenijeg pada prezivljavanja, posebno za butin 1 EE, $to dodatno podrzava
njihovu potencijalnu radiosenzitizujuéu ulogu u ispitivanom malignom modelu ¢elija i u ispitivanim
uslovima. Zbirno, rezultati sugeriSu da odredena jedinjenja (posebno fustin, a zatim taksifolin/fisetin)
mogu doprineti relativnoj zastiti normalnih ¢elija, dok istovremeno pojedini tretmani (posebno butin i
EE) pojacavaju citotoksicni efekat zraCenja u malignim celijama, §to ukazuje na potencijal za dalje
istraZivanje proSirivanja terapijskog prozora primenom jedinjenja i ekstrakata ruja. Jonizujuce zracenje
dozom od 2 Gy moZe dovesti do oSte¢enja DNK, pri ¢emu aktivacija kontrolnih tacaka ¢elijskog ciklusa
predstavlja vazan odgovor ¢elija na nastali stres 1 omogucava zaustavljanje proliferacije 1 potencijalnu
popravku oSte¢enja. U malignim ¢elijama, promene u raspodeli ¢elija po fazama celijskog ciklusa nakon
izlaganja zra¢enju mogu odrazavati razli¢ite oblike odgovora na oSte¢enje DNK, ukljucujuci promene u
progresiji kroz S 1 G2/M fazu, replikacioni stres i1 aktivaciju mehanizama ¢elijske smrti. U ovom radu,
kombinovanje butina, EE i VE sa zra¢enjem od 2 Gy nije izazvalo jedinstven obrazac promene raspodele
¢elija po fazama Celijskog ciklusa, ve¢ su uocene razlic¢ite promene u zavisnosti od primenjenog tretmana.
Samo zracenje od 2 Gy nije izazvalo izraZenu promenu raspodele ¢elija po fazama c¢elijskog ciklusa u
odnosu na nezracenu kontrolu. Udeo ¢elija u G1, S 1 G2/M fazi ostao je relativno slican, dok je subG1
frakcija pokazala samo blago povecanje. Ovakav rezultat ukazuje da primenjena doza zracenja, pod
uslovima ovog eksperimentalnog pristupa, nije dovela do izrazene redistribucije ¢elija kroz faze ¢elijskog
ciklusa. Sli¢no tome, aneksin V-FITC/PI analiza pokazala je samo blage promene u populacijama
povezanim sa ¢elijskom smrcéu, pri ¢emu su rani apoptotski, kasno apoptotski/sekundarno nekroti¢ni i
nekroti¢ni udeli nakon 2 Gy iznosili 1,91%, 3,69% 1 4,16%, u poredenju sa 1,50%, 3,36% 1 3,88% u
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nezracenoj kontroli. Ovi rezultati zajedno ukazuju na relativno blag odgovor MDA-MB-231 ¢elija na
samu dozu od 2 Gy. Kod kombinovanog tretmana butinom i 2 Gy uocena je izraZenija promena raspodele
¢elija u odnosu na zracenu kontrolu, koja se prvenstveno ogledala u povecanju populacije ¢elija u S fazi
¢elijskog ciklusa. Udeo celija u S fazi povecan je na 25,25%, u poredenju sa 14,14% nakon tretmana
butinom bez zracenja, uz istovremeno smanjenje G1 i G2/M populacije. Ovakav obrazac ukazuje da je
kombinovani tretman posebno uticao na progresiju ¢elija kroz S fazu. Akumulacija ¢elija u S fazi moze
biti povezana sa usporavanjem progresije replikacije usled prisustva oste¢enja DNK ili drugih oblika
¢elijskog stresa. Medutim, aneksin V-FITC/PI analiza pokazala je samo blago povecanje rane apoptoze
sa 2,49% na 2,62% 1 kasne apoptoze/sekundarne nekroze sa 3,25% na 4,02%, dok je nekroti¢na
populacija ostala prakticno nepromenjena (3,86% naspram 3,82%). Ovakva podudarnost rezultata
ukazuje da se odgovor na kombinaciju butina i zracenja prvenstveno manifestuje kroz promenu dinamike
proliferacije, odnosno akumulaciju ¢elija u S fazi, dok je prelazak u regulisanu ¢elijsku smrt, koja je u
ovoj eksperimentalnoj postavci ispitivana, relativno ograni¢en. Kod EE + 2 Gy promena u raspodeli
¢elija bila je drugacijeg karaktera. U odnosu na EE bez zracenja, doslo je do smanjenja G1 populacije i
blagog povecanja S populacije, dok je G2/M populacija ostala na priblizno istoj vrednosti. NajizraZenija
promena odnosila se na subG1 frakciju celija, koja je povecana sa 4,32% kod EE na 5,11% nakon
kombinovanja sa 2 Gy. Poveanje subGl populacije moZe ukazivati na veéi udeo Celija sa
fragmentisanom DNK i karakteristikama povezanim sa ¢elijskom smréu. Ovaj rezultat je pracen
povecanjem svih analiziranih populacija ¢elijske smrti u aneksin V-FITC/PI testu. Udeo ¢elija u ranoj
apoptozi povecan je sa 3,20% kod EE na 3,78% nakon kombinovanja sa 2 Gy, dok je kasna
apoptoza/sekundarna nekroza povecana sa 5,80% na 6,49%, a nekroti¢na populacija sa 7,18% na 8,78%.
Iako su promene grani¢no povecane, njihova saglasnost sa povecanjem subGl frakcije ukazuje da
kombinovanje EE sa zra¢enjem moZze dodatno usmeriti deo ¢elijske populacije ka procesima povezanim
sa ¢elijskom smréu. Kod VE + 2 Gy uocena je drugacija promena u odnosu na butin i EE. Kombinovani
tretman bio je pracen povecanjem G2/M populacije i smanjenjem S populacije u poredenju sa VE bez
zrac¢enja, dok je subG1 frakcija povecana sa 3,22% na 4,46%. Akumulacija ¢elija u G2/M fazi moze
odrazavati zadrzavanje Celija usled prisustva oSte¢enja DNK 1 aktivacije kontrolnih mehanizama pre
ulaska u mitozu. Istovremeno povecanje subGl frakcije ukazuje da je deo Celija preSao iz stanja
proliferacije ka procesu ¢elijske smrti. Ovakav nalaz je dodatno podrzan aneksin V-FITC/PI analizom,
koja je pokazala najizrazeniji odgovor medu ispitivanim tretmanima. Udeo ranih apoptotskih celija
povecan je sa 4,47% na 5,41%, kasne apoptoze/sekundarne nekroze sa 7,90% na 9,74%, dok je
nekrotiéna populacija povecana sa 8,01% na 10,33%. Posebno je znacajno povecanje nekroti¢ne
populacije, Sto ukazuje da kombinacija VE 1 2 Gy, pored uticaja na Celijski ciklus, moZe izrazenije
naru$iti odrzivost Celijske populacije, ali ne u smeru regulisane Celijske smrti, Sto u ovom konceptu
istrazivanja nije od znacaja. Posmatrano zajedno, rezultati analize ¢elijskog ciklusa i aneksin V-FITC/PI
testa ukazuju da razliciti tretmani moduliSu odgovor MDA-MB-231 ¢elija na zracenje od 2 Gy kroz
razliCite obrasce. Pri tome, povecanje subG1 frakcije nakon kombinovanja tretmana sa zracenjem nije
bilo samo izolovana promena ¢elijskog ciklusa, ve¢ je bilo pra¢eno odgovaraju¢im povecanjem (mada
grani¢nim) populacija detektovanih aneksin V-FITC/PI analizom. Ovo je posebno izraZzeno kod VE, dok
je kod EE takode uocena saglasnost izmedu povecanja subGl frakcije i1 apoptotskog i nekroti¢nog
odgovora. Nasuprot tome, kod butina je dominantna promena bila prelazak celija u S fazu, dok su
promene u populacijama celijske smrti bile znatno manje izrazene. Ovo moze ukazivati da se kod
razliCitih tretmana odgovor na zracenje odvija kroz razliCite faze Celijskog odgovora: od promene
progresije kroz celijski ciklus do aktivacije procesa celijske smrti. Zakljucno, rezultati pokazuju da
tretmani izdvojeni na osnovu MTT analize, pored uticaja na metabolicku aktivnost i prezivljavanje ¢elija,
uti¢u i na odgovor MDA-MB-231 ¢elija na jonizujuce zracenje na nivou ¢elijskog ciklusa i ¢elijske smrti.
Ove razlike ukazuju na potencijalno razlic¢ite mehanizme odgovora ¢elija na kombinaciju ispitivanih
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tretmana i zraCenja i podrzavaju zakljucak da efekat kombinovanih tretmana nije posledica samo opsSteg
smanjenja vijabilnosti, ve¢ ukljucuje i promene u regulaciji ¢elijskog ciklusa i procesima ¢elijske smrti.

Pri proceni genotoksi¢nosti nakon izlaganja zracenju od 2 Gy, kontrolne ¢elije pokazale su
intenzitet repa komete (engl. tail intensity) od 29,28, dok su butin i VE imali nesto nize vrednosti, 26,77
127,15, redom. Ovakav nalaz moZze ukazivati na potencijalno smanjenje nivoa oste¢enja DNK izazvanog
zra¢enjem u prisustvu butina i VE. Nasuprot tome, EE je pokazao visu vrednost od ozracene kontrole:
34,84, sto moze ukazivati na izraZenije oStecenje DNK 1 potencijalni radiosenzitizujuci efekat. MME je
pokazao visoku vrednost tail intensity u MRC-5 ¢elijama bez zracenja (44,47), $to ukazuje na oSteCenje
DNK; zbog ogranicenja eksperimenta, ovaj nalaz treba tumaciti kao preliminarni rezultat. S obzirom na
to da rezultati poticu iz jednog reprezentativnog eksperimenta, navedeni nalazi predstavljaju deskriptivne
pokazatelje 1 zahtevaju potvrdu u nezavisnim bioloskim replikatima. Sli¢an koncept moze se uociti i u
rezultatima Saloua i saradnika, budu¢i da su prirodna jedinjenja i ekstrakti pokazali potencijal da
moduli$u Celijski odgovor na jonizujuce zracenje (Saloua & Alansari, 2025). Dok je u tom istrazivanju
pokazano da 2-feniletil-izotiocijanat iz potoCarke moze pojacati detoksikaciju razli¢itih hemijskih
kancerogena, rezultati ovog rada ukazuju da prirodna jedinjenja mogu uticati i na odgovor ¢elija na
fizicke Stetne agense, ukljucujuéi oste¢enje DNK, prezivljavanje i indukciju ¢elijske smrti nakon zracenja
(Saloua & Alansari, 2025).

Rezultati predstavljeni i diskutovani u okviru doktorske disertacije predstavljaju in vitro rezultate
nastale pod definisanim uslovima koncentracije i vremena inkubacije, kao i, ukoliko je primenljivo,
drugih definisanih varijabli. Rezultati dobijeni na 3D celijskim modelima; primenom specifi¢nih
peptidnih inhibitora kaspaza na HeLa i K562 ¢elijskim linijama; procenom stepena apoptoze aneksin V-
FITC/PI esejom u kombinaciji sa zraenjem; kao i rezultati komet eseja sa 1 bez zracenja, prikazani su
kao reprezentativni eksperimenti. Shodno tome, ove rezultate treba tumaciti u tom kontekstu, kao
preliminarne nalaze koji ukazuju na moguce pravce za dalja istrazivanja mehanizama dejstva ruja.
Potrebno je naglasiti da ekstrakti i izolovana jedinjenja koja nisu detaljnije ispitivana u okviru ove
disertacije pokazuju slabu do umerenu, a ne izraZenu citotoksi¢nu aktivnost u poredenju sa referentnim
citostatikom cisplatinom, ¢ije su ICso vrednosti na istim ¢elijskim linijama bile dosta niZze. Na osnovu
rezultata dobijenih u okviru ove doktorske disertacije, radna hipoteza da ekstrakti i jedinjenja ruja
ispoljavaju selektivni citotoksi¢ni efekat prema malignim u odnosu na neizmenjene Celije, uz izraZzenu
selektivnost prema odredenim tipovima tumora, moze se smatrati potvrdenom. Ovaj zakljucak je
potkrepljen rezultatima MTT eseja (n = 3), koji su pokazali KS od 9,91 za butein prema HeLa ¢elijama,
7,05 za sulfuretin prema K562 ¢elijama 1 >9,41 za sulfuretin auronol prema HL-60 ¢elijjama, uz izraZzenu
preferencijalnu osetljivost HL-60 i K562 ¢elijskih linija. Hipoteza da se citotoksi¢no dejstvo ostvaruje
aktivacijom apoptotske celijske smrti malignih ¢elija takode je potvrdena rezultatima analize ¢elijskog
ciklusa i aneksin V-FITC/PI eseja na HeLa i K562 ¢elijama, koji su pokazali statisticki znacajno
povecanje subGl i apoptotskih populacija. Doprinos pojedinacénih kaspaza-3, -8 i -9 apoptotskom
odgovoru u Hela ¢elijama nije moguée pouzdano potvrditi, s obzirom na to da su eksperimenti sa
inhibitorima kaspaza izvedeni kao reprezentativni eksperimenti. Hipoteza o antioksidativnhom dejstvu
ekstrakata 1 jedinjenja ruja u neizmenjenim humanim d¢elijama delimi¢no je potvrdena merenjem
intracelijskih ROS u MRC-5 ¢elijama, pri ¢emu je zabelezeno znacajno smanjenje nivoa ROS nakon
tretmana EE (p < 0,01 u bazalnim uslovima i p < 0,05 nakon izlaganja H20-) i sulfuretinom (p < 0,05),
dok je butin pokazao suprotan, prooksidativni efekat, sa pove¢anjem nivoa ROS 2,11 puta. Hipoteza da
ekstrakti 1 jedinjenja ruja ne ispoljavaju genotoksi¢nost prema neizmenjenim humanim celijama nije
mogla biti sa sigurnoséu potvrdena, buduci da je procena genotoksicnosti sprovedena iskljucivo alkalnim
komet esejom u okviru jednog reprezentativnog eksperimenta, bez nezavisnih bioloskih replikata, zbog
¢ega se na osnovu dobijenih rezultata ne moZze izvesti pouzdan zakljuak o odsustvu genotoksi¢nog
potencijala. Antiinvazivni efekat ekstrakata i jedinjenja ruja na malignim ¢elijama in vitro potvrden je
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rezultatima scratch eseja na HeLa Celijama, koji su pokazali znac¢ajnu inhibiciju migracije nakon svih
Sest tretmana posle 48 sati, dok su rezultati RT-qPCR analize dodatno ukazali na znac¢ajno smanjenje
ekspresije MMP2 nakon tretmana EE (p < 0,05) i VEGFA nakon tretmana sulfuretinom (p < 0,01).
Kona¢no, hipoteza o radiomodulatornom dejstvu ekstrakata i jedinjenja ruja delimi¢no je potvrdena,
budu¢i da je u MTT eseju u kombinaciji sa zraCenjem od 2 Gy utvrdena statisticki znacajna
radiosenzitizacija MDA-MB-231 ¢elija nakon tretmana butinom, EE i VE, dok radioprotektivni efekat
prema MRC-5 ¢elijama nije potvrden, jer nijedan od primenjenih tretmana nije doveo do statisticki
znacajnog povecanja prezivljavanja. U celini, dobijeni rezultati pruzaju eksperimentalnu osnovu za
zakljucak da ekstrakti i bioaktivna jedinjenja ruja ispoljavaju izrazen antitumorski potencijal, pre svega
kroz selektivnu citotoksicnu aktivnost, indukciju apoptotske celijske smrti i1 inhibiciju migratornog
potencijala malignih ¢elija, dok antioksidativni i radiomodulatorni efekti zavise od primenjenog
jedinjenja, Ccelijskog modela 1 uslova tretmana, a pitanje genotoksicnosti zahteva dodatnu
eksperimentalnu validaciju.
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5 Zakljuéci

U skladu sa postavljenim hipotezama i ciljevima istrazivanja, a na osnovu prikazanih rezultata,
mogu se izvesti slede¢i zakljucci: srz drveta vrste C. coggygria Scop. predstavlja bogat i do sada
nedovoljno istraZzen izvor bioaktivnih flavonoida sa in vitro antitumorskim dejstvom. Potvrdeno je da
ekstrakti srzi drveta ruja i iz njih izolovana jedinjenja butein, butin i sulfuretin ostvaruju selektivno
citotoksi¢no dejstvo prema humanim malignim c¢elijama, sa najizraZzenijim efektom prema celijama
leukemije. Ekstrakti i jedinjenja ruja ostvaruju svoje antitumorsko dejstvo kroz vise komplementarnih
mehanizama: indukciju apoptotske ¢elijske smrti, tretman-specifican poremecaj propagacije Celija kroz
¢elijski ciklus, inhibiciju migracije malignih ¢elija uz smanjenje ekspresije MMP2 i VEGFA, kao i
koordinisano transkripciono reprogramiranje koje obuhvata supresiju mitohondrijske bioenergetike,
obrade RNK i translacije uz aktivaciju NRF2-posredovanog antioksidativnog i detoksikacionog
odgovora. Pri netoksi¢nim koncentracijama, EE i sulfuretin ispoljavaju antioksidativho dejstvo na
neizmenjenim humanim fibroblastima plu¢a, dok butin u istim uslovima deluje prooksidativno. U
kombinaciji sa terapijskom frakcionom dozom jonizujuéeg zraenja, butin 1 EE znacajno smanjuju
prezivljavanje malignih ¢elija dojke, bez potvrdene zastite neizmenjenih ¢elija. Butein se, po intenzitetu
citotoksi¢nosti 1 obimu transkripcionog odgovora, izdvaja kao vode¢i kandidat, a sulfuretin kao
jedinjenje sa najselektivnijim dejstvom prema leukemijskim ¢elijama i jedinstvenim signalnim potpisom.
Dobijeni rezultati opravdavaju dalju funkcionalnu validaciju na nivou proteina i ispitivanja na in vivo
modelima.
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Prilog 1 A: Analiza glavnih komponenti varijanse (engl. Principal Variance Component Analysis) sa
ukljucenim efektom serije (engl. batch effect).

B: Analiza glavnih komponenti varijanse na podacima normalizovanim prema efektu serije.
C: Heatmap korelacija uraden na podacima normalizovanim prema efektu serije.

D: Broj pozitivno i negativno regulisanih DEG u svakoj tretiranoj grupi.
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A: Venov dijagram koji prikazuje znacajne DEG zajednicke za tretmane butinom, buteinom i
sulfuretinom.

B-D: Klaster analiza puteva koja prikazuje najznacajnije negativno regulisane (plavo) i pozitivno
regulisane (crveno) signalne/metabolicke puteve za B: butin, C: butein i D: sulfuretin.

E-G: Volcano grafici za tretmane E: butinom, F: buteinom i G: sulfuretinom.

Before removing batch effect
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Prilog 3

a) PCA grafikon koji prikazuje grupisanje uzoraka uslovljeno efektom serije pre korekcije efekta
serije. b) t-SNE
grafikon koji prikazuje grupisanje uzoraka uslovljeno efektom serije pre korekcije efekta serije.
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Prilog 4
a) PCA grafikon nakon uklanjanja varijanse povezane sa efektom serije.

b) t-SNE grafikon nakon uklanjanja varijanse povezane sa efektom serije.
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Prilog 5 MreZe signalnih puteva koje prikazuju visoko obogacene, znacajno izmenjene signalne
puteve nakon tretmana butinom.
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Prilog 6 MreZe signalnih puteva koje prikazuju visoko obogacene, znacajno izmenjene signalne
puteve nakon tretmana buteinom.
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Prilog 7 MreZe signalnih puteva koje prikazuju visoko obogacene, znacajno izmenjene signalne
puteve nakon tretmana sulfuretinom.
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Prilog 15 3C NMR spektar fustina (2) snimljen u CD3OD.
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Prilog 21 13C NMR spektar 3-O-metilfustina (3) snimljen u CDsOD.
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Prilog 27 13C NMR spektar eriodiktiola (4) snimljen u CDsOD.
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Prilog 86 Drugi deo COSY spektra kotinignana A (13), snimljenog u CDsOD.
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Prilog 87 Prvi deo NOESY spektra kotinignana A (13), snimljenog u CDsOD.
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Prilog 88 Drugi deo NOESY spektra kotinignana A (13), snimljenog u CD:;OD.
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8 Biografija autora

Ivana Pasi¢ je rodena 14. 12. 1997. godine u Subotici. Osnovnu i srednju Skolu zavrsila je u Subotici.
Osnovne akademske studije je upisala 2016. godine na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu na
studijskom programu Biologija, podmodul Molekularna biologija, koje je zavrSila u junu 2020. godine
sa prosecnom ocenom 9,39 i stekla zvanje diplomirani biolog. U oktobru iste godine upisala je master
akademske studije na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu na modulu Humana molekularna
biologija, koje je zavrsila jula 2021. godine sa prosecnom ocenom 10,00 i odbranila master tezu pod
nazivom: ,,Asocijacija varijante rs14123247 u genu za glukokortikoidni receptor i samoubistva® na
Katedri za sudsku medicinu Medicinskog fakulteta u Beogradu, pod mentorstvom prof. dr Olivera
Stojkovi¢a 1 prof. dr Gorana Brajuskovi¢a. U oktobru 2021. godine upisala je doktorske akademske
studije na BioloSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu na modulu Molekularna biomedicina. Zaposlena
je u Odeljenju eksperimentalne onkologije, u Laboratoriji za radiobiologiju i eksperimentalnu onkologiju
Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije od januara 2022. godine. U zvanje istraziva¢ pripravnik
izabrana je 27. 1. 2022. godine.
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9 lzjava o koriséenju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom: ,,Antitumorska aktivnost
ekstrakata i izolovanih jedinjenja iz biljne vrste Cotinus coggygria Scop. koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i dostupnu
u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence
Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo (CC BY)

@ Autorstvo - nekomercijalno (CC BY-NC)

3. Autorstvo - nekomercijalno bez prerada (CC BY-NC-ND)

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)

5. Autorstvo - bez prerada (CC BY-ND)

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci. Kratak opis licenci je sastavni

deo ove izjave).

U Beogradu,

Potpis autora
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, 1 prerade,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne
svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo - nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora
na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu
dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najvec¢i obim prava koriS¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje,
distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopsStavanje
dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin
odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog koda.
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10 Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Ivana Pasi¢
Broj indeksa: M3007/2021
Studijski program: molekularna biologija

Naslov rada: ,,Antitumorska aktivnost ekstrakata i izolovanih jedinjenja iz biljne vrste Cotinus
coggygria Scop.*

Mentori: dr Ivana Mati¢ i1 dr Milo$ BrkuSanin

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predala radi pohranjivanja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora nauka,
kao $to su ime i prezime, godina 1 mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

U Beogradu,

Potpis autora

187



11 Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora: Ivana Pasi¢
Broj indeksa: M3007/2021

Izjavljujem da je doktorska disertacija pod naslovom:

,2Antitumorska aktivnost ekstrakata i izolovanih jedinjenja iz biljne vrste Cotinus coggygria Scop.*

. rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

. da disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za sticanje druge diplome prema
studijskim programima drugih visokoSkolskih ustanova;

. da su rezultati korektno navedeni
. da nisam Kkrsio/la autorska prava i Koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.
U Beogradu,

Potpis autora
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