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Doktorske studije upisala je u decembru 2019. godine na

Studijskom programu Biologija na Prirodno-matematidkom
fakultetu Univerziteta Crne Gore.

- Januar 2017- oktobar 2017: Pripravni¢ki rad na Pritodno-
matematickom fakultetu (Odsjek Biologija), Univerzitet Crne Gore

Bioloski potencijal i fitohemijska karakterizacija ekstrakata

odabranih vrsta roda Pinus L. (Pinaceae) sa podruéja Crne Gore
" Biological potential and phytochemical characterization of
| extracts of the species genus Pinus L. (Pinaceae) from
| Montenegro

Primjena biljaka u prevenciji i lije¢enju mnogih bolesti ljudi, vodi porijeklo Jjos iz daleke
proslosti. Arheologke iskopine pokazuju da su neke biljke bile poznate Vaviloncima jo3
6000 prije nove ere (Bakkali et al., 2007). Uzimajuéi u obzir da biljke mogu produkovati
stotine ili ¢ak i hiljade metabolita, koji predstavljaju izvor biologki aktivnih supstanci i
liekova, postoji veliko nau¢no interesovanje za njihovu fitohemijsku karakterizaciju i
ispitivanje biologkog potencijala, odnosno antioksidativne, antimikrobne, antiiflamatorne,
antimutagene i antikancerogene aktivnosti. Osnovnj izvori bioaktivnosti kod biljaka su
uglavnom polifenoli (fenolne kiseline, flavonoidi, antocijani, lignani i stilbeni) i
karotenoidi koji ostvaruju protektivan efekat jer imaju antioksidantny aktivnost, djeluju
stimulativno na imuni sistem, regulisu ekspresiju gena u procesima Celijske proliferacije i
apoptoze, uti¢u na metabolizam hormona, djeluju antiviralno, antibakterijski i dr. (Dillard
1 German, 2000). Upravo zbog toga se potencijali biologkih resursa danas intenzivno
istraZuju za dobrobit Covjedanstva, te za poboljsanje kvaliteta Zivota ljudi na odrZiv nagin.
Crna Gora posjeduje 1,2 % ukupne svjetske flore §to Je svrstava u vodeée regije u Evropi
po broju biljnih vrsta na jedinici povrine. Dakle, postoji znatan prirodni potencijal koji
treba nauéno istraZiti u cilju procjene kvaliteta produkcije prirodnih supstanci, njihove
bioloske aktivnosti sve u cilju njihove primjene i valorizacije u biljnom inZinjeringu i

farmaceutskoj i poljoprivrednoj industriji.

in
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IstraZivanja biologke aktivnosti Cetinara, a naro&ito vrsta u okviru roda Pinus u Crnoj Gori

suprili¢no oskudna. Rod Pinus (Fam. Pinacege), sa preko 100 poznatih vrsta, najveéi je
recentni rod Setinara (Price et al., 1998; Farjon, 2001).

Glavni cilj u okviru ove doktorske disertacijebiée ispitivanje bioloskog potencijala
(antimikrobnog, antioksidativnog, citotoksiénog na kancer ¢elijskim linijama i uticaja na
Celijski ciklus i apoptozu) i fitohemijska karakterizacija ekstrakata odabranih vrsta bora
sa podrudja Crne Gore: Pinus sylvestris (bijeli bor), Pinus heldreichii (munika) i Pinus

halepensis (alepski bor), Pinus pinea (pinjol) i Pinus pinaster (primorski bor).

Biologka aktivnost biljnih ekstrakata moze se pripisati sekundarnim metabolitima kao $to

su fenolne kiseline, flavonoidi i druga fenolna jedinjenja. Popularnost ovih ekstrakata
povezana je s njihovim bioloskim svojstvima, poput antioksidansa, protivupalnog,
antimikrobnog, antikancerogenog itd.

U Evropi su borove $ume jedna od najrasprostranjenijih §umskih formacija, &ineéi borove
ostatke i nusproizvode vaznim izvorom jedinjenja s velikim industrijskim interesom, kao
i za proizvodnju bioenergije. Rod Pinus, ukljudujuéi pribliZno 110 vrsta (Gernandt et al,
2005) vaZan je s ekoloskog i ckonomskog gledista. Razlidite vrste bora poznate su kao
izvor antioksidansa, uglavnom fenolnih jedinjenja, ukljuujuéi procijanidine i druge
flavonoide i fenolne kiseline, koji su veé dostupni na tr¥istu kao dodaci prehrani ili
fitohemijski ljekovi s izvanrednim nizom biologkih aktivnosti (Packer et al., 1999). Iz
literaturalnih navoda ekstraktj primorskog bora iz mediteranskih zemalja bogati su
fenolnim kiselinama, flavanolima i flavonoidima (npr. cimetna kiselina, hidroksibenzoeva
kiselina, katehin, kvercetin i taksifolin) s snaznim antioksidativnim djelovanjem (Salehi et
al., 2019). Ti su ekstrakti pokazali korisne udinke za lijeCenje nekoliko bolesti, poput
kardiovaskularnih, metabolickih, neurologkih itd (Maimoona et al., 201 1). U posljednjih
25 godina, razni ekstrakti i pripravci borova pokazali su znaCajne aktivnosti koje
promoviSu zdravlje, npr. zadtitnu aktivnost protiv bolesti Jetre izazvane alkoholom ilj
protiv upale izazvane lipopolisaharidima, aktivnost jatanja paméenja hipokampusa i
aktivnost za rano lijeCenje dislipidemije , koji mogu biti potencijalno korisni u industriji
hrane, funkcionalne hrane i dodataka prehrani (Ferreiraetal., 2020). Razli¢ite vrste borova

imaju razligite biologke potencijale.
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(Taekstrakciju antioksidativnih i antimikrobnih jedinjenja iz biljaka dostupne su mnoge
konvencionalne tehnike ekstrakcije (digestija, maceracija i ekstrakcija Soxhlet-om) koje
mogu prouzrokovati razgradnju nekih Zeljenih bioaktivnih Jedinjenja. Kako ove tehnike
ukljuuju velike koligine rastvarata koja doprinose zagadenju okoline, ekologki sve vise
razvijaju postupci ekstrakcije potpomognute ultrazvukom (UAE). Primjena UAE nudi
brojne prednosti, uklju¢ujuéi: manju koliginy rastvaraca, niZe temperature i kratko vrijeme

ekstrakcije, $to je vrlo korisno za ekstrakciju termolabilnih j nestabilnih Jedinjenja, a

takode i poveéani prinos ekstrakcije .

Glavni cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje bioloskog potencijala i fitohemijska

karakterizacija ekstrakata iglica odabranih vrsta bora sa podruéja Crne Gore: Pinys

sylvestris (bijeli bor), Pinus heldreichii (munika), Pinus halepensis (alepski bor), Pinus

Dinaster (primorski bor) i Pinus pineq (pinjol). Podciljevi istraZivanja su:

- ispitivanje antimikrobnog potencijala ekstrakata iglica odabranih vrsta bora

- Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata iglica odabranih vrsta bora

- ispitivanje citotoksitnog efekta ekstrakata iglica odabranih vrsta bora na humane
kancer éelijske linije HeLa, LS-174T, A549, MDA-MB-231, K562 i MRC-5.

- ispitivanje uticaja ekstrakata iglica odabranih vrsta bora na na celijski ciklus i
¢elijsku apoptozu

- hemijsko identifikovanje aktivnih supstanci iz ekstrakta iglica odabranih vrsta
bora

- determinacija hemijskog profila fenola i flavonoida iz ekstrakta iglica odabranih
vrsta bora

- komparativna analiza dobijenih rezultata sa podacima iz dostupnih literaturnih

izvora
Osnovne hipoteze su:

H1: SadrZaj biolosko aktivnih supstanci u ekstraktima iglica odabranih vrsta bora uticaée na
njihov bioloki potencijal: antioksidativni, antimikrobni i citotoksigni.

H2: Razligiti postupci pri dobijanju ekstrakata iglica odabranih vrsta bora uticade na kvalitet

ekstrakata, a samim tim i na determinaciju njihovog bioloskog potencijala

—_— . ]




., UNIVERZITET CRNE GORE
Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije
UCG

H3: Ekstrakti iglica odabranih vrsta bora sa razligitih geografskih lokaliteta pokazaée razlicit;

fitohemijski profil i biologke potencijale zbog kompleksnog uticaja razligitih ekologkih faktora
na biljke
H4: Ekstrakti iglica razlicitih vrsta bora pokazaée razlitite bioloske potencijale i fitohemijske

profile

Terenska istraZivanja, prikupljanie materijala i skladitenje podataka:

Terenska istraZivanja i prikupljanje bilinog materijala odabranih vrsta roda Pinus, zapodeta

suujanuaru2021. godine. Biljke su sakupljene sa sljedeéih lokaliteta : Kosanica-Durdevi¢a
Tara (Pljevlja), brdo Gorica (Podgorica), Orjen sedlo (Herceg Novi), Zupa, Boniéi,
Mirista, Lustica (Tivat).

Obrada prikupljenih uzoraka:

Prikupljeni materijal razligitih vrsta bora (Pinus sylvestris, P, heldreichii, P. halepensis,
P. pinaster i P. pinea)) ée biti predat na uvid, identifikaciju i potvrdu od strane struénog

lica. Nomenklatura i klasifikacija ¢e biti usaglasena sa listom Euro+Med (2006).

Ekstrakcija biljnog materijala

Za dobijanje ekstrakata koriste se razlicite vrste ekstrakcija, a tradicionalne ckstrakcije
(maceracija, digestija i Sokslet ekstrakcija) sve vise se zamjenjuju savremenim, kao $to je
ekstrakcija potpomognutz ultrazvukom (Veljkovi¢ V. i Milenovi¢ D., 2002). Ispitivanjem
uticaja ultrazvuka na ekstrakciju bioaktivnih materija iz biljnog materijala, pokazan je
pozitivan efekat koji se pripisuje kavitacionim dogadajima koji utidu na razaranje Celijskog
zida, hidrataciju biljnog materijala, smanjenje veli¢ine biljnih Gestica i ubrzanje prenosa
mase ekstraktivnih supstanci (Vinatoru et al., 1997; Toma et al., 2001). Pozitivan uticaj
ultrazvuka dokazan je kod ekstrakcije farmakologki aktivnih materija (Paniwnyk et al.,
2001; Salidov et al., 1997; Valachovi et al., 2001) i polisaharida (Hromadkov4 et al.,
1999) iz mnogih biljaka. Ekstrakt] dobijeni konvencionalnom maceracijom i ekstrakcijom

potpomognutom ultrazvukom bige podvrgnuti hemijskim analizama i ispitivanju

bioloskog potencijala.
g~ bl - e gL S
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Odredivanie antimikrobnog potencijala biljnih ekstrakata

Za procjenu antimikrobnog potencijala ekstrakata iglica bora koristide se standardna

materijala.

Odredivanije antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata

Procjena  antioksidativne aktivnosti ekstrakata iglica bora bige uporedena sa
antioksidativnom aktivnogéy komercijalnih sintetskih antioksidanata: 2,6-di-terc-butil-4-
metilfenol (BTH), propil-galat (PG) i ( 1,1-dimetiletil)-4-metoksifenol (BHA).

Kapacitet hvatanja slobodnih radikala ispitivanih ekstrakata bie odreden mjerenjem
njihove sposobnosti da neutraliSu DPPH radikale (DPPH test). Metoda Se zasniva na
pracenju transformacije ljubicasto obojenog, stabilnog, azot-centriranog DPPH radikala
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u redukovanu, Zuto obojanu  formu DPPH-H. Za
spektrofotometrijska mjerenja biée koriséen UV/VIS spektrofotometar CECIL, CE 7200.

Odredivanje citotoksi¢no efekta biljnih ekstrakata na kancer éelijskim linijama
Celijske suspenzije pripremaju se u kompletnom hranljivom medijumu sa 10% FBS-om.
HeLa (2000 Celija/100 pl po bunaru), LS-174T (7000 éelija/100 1l po bunaru), A549 (5000
¢elija/100 pl po bunaru), MDA-MB-231 (5000 éelija/100 p1 po bunaru), EA.hy926 (5000
Celija/100 ul po bunaru) i MRC-5 (5000 ¢elija/100 ul po bunaru) se zasijavaju u
mikrotitarske ploge, nakon inkubacije od 24 h, tokom koje dolazi do adhezije celija, éelije
se tretiraju sa po 50 pl rastvora ispitivanih ekstrakata u pet razligitih koncentracija, Pet
razli¢itih koncentracija uzoraka (12.5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 Hg/ml, 100 pg/ml i 200 ug/ml)
pripremaju se u hranljivom medijumy sa 10% FBS-om iz §tokova rastvora koncentracije
50 mg/ml u dimetil sulfoksidy (DMSO0).

Inkubacija HeLa, LS-174T, A549, MDA-MB-23 1, K562 i MRC-5 Gelija traje 72 h, dok
EA hy926 ¢elije inkubiraju se 24 hi 48 h. Vijabilnost éelija ispituje se MTT testom.

Odredivanie uticaja biljnih ekstrakata na Celijski ciklus i apoptozu

Za ispitivanje uticaja ekstrakata iglica bora na Celijski ciklus koristi ce se HeLa éelije (200

—_— ]
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000 €elija/2 ml po bunaru) zasijane u hranljivom medijumu (RPMI 1640) sa 10% FBS-om

u plo¢ama sa 6 bunara. Nakon 24 h medijum se uklanja i éelije se tretiraju rastvorima

vodenog i etanolnog ekstrakta u koncentracijama IC50 i 21C50. U kontrolni uzorak dodaje
se samo medijum. Nakon inkubacije od 24 i 48 h kontrolni i tretirani uzorci Hel a éelija se
sakupljaju nakon tripsinizacije (Tripsin 0.25%), isprani PBS-om i prebadeni u epruvete za
citometar. Uzorci se analiziraju na FACSCalibur protocnu citometriju (BD Biosciences,
Sjedinjene Ameri¢ke DrZave). Detektuje se po 10 000 dogadaja u svakom uzorku. Na
osnovu dobijenih DNK histograma (broj dogadaja u odnosu na FL2-A (engl. FL2-area))
odreduje se procenat ciljnih HeLa éelija u subG1, Gl1, S i G2/M fazi ¢elijskog ciklusa.
Podaci se analiziraju uz pomoé CELLQuest softvera (BD Biosciences, San Hose, CA,

Sjedinjene Ameri¢ke DrZave).

U toku istraZivanja planiran je boravak doktoranta, na Farmaceutskom fakultetu,
Univerziteta u Beogradu. U laboratoriji za mikrobiologiju i imunologiju planirano jedase
ispita citotoksi¢ni efekat ekstrakata iglica bora na kancer éelijskim kulturama i uticaj

ekstrakata iglica bora na Gelijski ciklus i apoptozu.

Odredivanje ukupnih fenola i flavonoida

Ukupan fenolni sadrZaj biljnog ekstrakta mjeri se spektrofotometrijskom metodom Folin-
Ciocalteu. Ukratko, 20 uL biljnog ekstrakta mijesa se s 0,2 ml Folin-Ciocalteu reagensa i
2 ml dejonizirane vode. Nakon 3 minute dodaje se 1 ml 20% rastvora Na,COs. Smjesa se
inkubira 30 minuta na temperaturi od 50 ° C u vodenom kupatilu (VIMS elektrik, Srbija),
a zatim se mjeri apsorbancija na talasnoj duZini od 765 nm. Rezultati ukupnog sadrZaja
fenola (TPC) izraZavaju se u miligramima ekvivalenata galne kiseline (GAE) / g suvog
uzorka na osnovu standardne krive galne kiseline (Y=0,0057x +0,1203, R2= 0, 9913).

Mjerenja se ponavljaju tri puta.

Ukupan sadrZaj flavonoida u biljnom ekstraktu mjeri se metodom aluminij-hlorida. U
epruvetu se dodaje 0,6 ml biljnog ekstrakta i mije$a s 0,6 ml 2% rastvor AICls. Smjesa se
inkubira 60 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije mjeri se apsorbancija rastvora
na talasnoj duZini od 420 nm spektrofotometrom. Rezultati se izraZavaju u miligramima

ekvivalenta kvercetina QF / g suvog uzorka na temelju standardne krive kvercetina (Y =
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0,0115 X +0,8753, Rz2= 0,9694). Mjerenja se ponavljaju tri puta.

Plan istraiivania:

1. Prikupljanje literature iz oblasti istraZivanja, prikupljanje baze podataka; Odabir
taksona, biljnog materijala za istraZivanje

2. Uzorkovanje bilinog materijala-terenska istraZivanja; determinacija biljnog
materijala prema kljutu

3. Ekstrakcija biljnog materijala

4. Ispitivanje hemij skog sastava biljnih ekstrakata

4.1.  Odredivanje ukupnih fenola i flavonoida

4.2.  Odredivanje HPLC fenolnih jedinjenja

5. Ispitivanje bioloskog potencijala biljnih ekstrakata

5.1.  Ispitivanje antimikrobnog potencijala

5.2. Ispitivanje antioksidativnog potencijala

5.3. Ispitivanje citotoksitnog efekta na kancer Celijskim kulturama

5.4. Ispitivanje uticaja biljnih ekstrakata na Celijski ciklus i apoptozu

6.  Statistika obrada podataka

7. Publikacija rezultata istraZivanja

O hemiji i bioloskoj aktivnosti crnogorskih vrsta roda Pinus L. vilo se malo zna. S toga

rezultati ovih istraZivanja, odredivanja bioloskog potencijala i fitohemijska karakterizacija
biljnih ekstrakata odabranih vrsta bora mogu pospijesiti pronalaZenje novih i efikasnijih
bioloski aktivnih agenasa i njihovu primjenu u farmaceutskoj i poljoprivrednoj industriji.
Saznanja o antioksidativnoj aktivnosti biljnih ekstrakata mogu doprinijeti u prevenciji i

terapiji bolesti nastale usled oksidativnog stresa, Takode, saznanja o antimikrobnom

potencijalu biljnih ekstrakata mogu dati doprinos u borbj protiv mnogih patogeniU

8
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Wnikroorganizama, kao i antibiotski rezistentnih vrsta, imajuéi u vidu da se mikrobna
rezistencija na biljne metabolite teze sti¢e zbog njihovog kompleksnog sadrZaja u odnosu
na antibiotike. Citotoksi¢ni efekat biljnih ekstrakata na kancer Celijske kulture produbice

saznanaja o mogucoj iskoristljivosti prirodnih Iesursa u prevenciji i tretmanu kancera.
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