veca G o
v eRZITET CRNE GORE
s AINO-MATEMATICKE FAKULTETY

8ro, 202.‘1_16;(? 4¥L‘ 8 /'7

v, OB QX ool o
UNIVERZITET CRNE GORE - 0% 202 god

PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET
DOKTORSKE STUDIJE

VIJECU PRIRODNO-MATEMATICKOG FAKULTETA

Predmet: Prijava teme doktorske disertacije i predlog Komisije za ocjenu
podobnosti teme i kandidata

U skladu sa ¢lanom 32 Pravila doktorskih studija, doktorand Kenan Preljevi¢ je 2. 7. 2024. god.
VijeCu Prirodno-matemati¢kog fakulteta podnio Prijavu teme doktorske disertacije (PD
Obrazac sa prate¢om dokumentacijom) pod naslovom “In vitro i in vivo istrazivanje bioloske
aktivnosti i hemijske karakterizacije ekstrakata iz familije Lamiaceae sa podruéja Crne
Gore”.

Komisija za doktorske studije PMF-a je na elektronskoj sjednici odrzanoj 2. 7. 2024. god.
razmatrala formalne uslove dostavljene prijave sa stanovi$ta neophodnih podataka i ispunjavanja
uslova za prijavu teme i podnosi Vijeéu

PREDLOG
sastava Komisije za ocjenu podobnosti teme i kandidata:

1. Dr Svetlana Perovi¢, redovni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta Crne
Gore

2. Dr Sladana Krivokapié¢, redovni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta Crne
Gore

3. Dr Biljana Damjanovié-Vratnica, redovni profesor Metaluréko-tehnoloskog fakulteta
Univerziteta Crne Gore

Podgorica, 5. 7. 2024. god. ZA KOMISIJU ZA DOKTORSKE STUDIJE

Goran Popivoda



L 5T ER ST

UNIVERZITET CRNE GuUke
PRIRODNO-MATEMATICK! FAKULTEY

.' broj 024 /01~ 14 9

01.0%-

202 [ godDbrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije

U C G Podgorica,

PRIJAVA TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime i prezime

MSc Kenan Preljevi¢

Fakultet

Prirodno-matematicki fakultet

Studijski progtam

Bio]ogijﬂ

Broj indeksa

5/22

Ime i prezime roditclja

Zcko Preljevié / Hajrija Kuduk

Datum i mjesto rodenja

Adresa prebivali§ta

Telefon

F-mail

19.11. 1997 Prijepolie, Srbija
Sunéana 37 J‘nlum Buanc 64 7()() Crna Gora

069/868-064

kaan. pml;cwc(a)mn,ul com

BIOGRAFIJA I BIBLIOGRAFIJA

Obrazovanijc

Radno iskustvo

Popis radova

Univerzitet Crne Gore, Prirodno -
matematicki fakuliet, Studijski program: Iikperimentalna biologija
i biotchnologija, godina zavrictka 23. 12.2021.,
10,00 (A)

- Specijalisticke studije -

- Magistarske studije -
srednja ocjena

Univerzitet Crne Gore, Prirodno-

marematicki fakuliet, Studijski program: Fksperimentalna

biologija i biotehnologija, godina zavréetka 03.07.2020., srednja

ocjena 9,97 (A)

- Osnovne akademske studije, Univerzitet Crne Gore, Prirodno-

matcmaticki - fakuliet, Studijski program  za Biologiju, godina
zavrsetka 09.07.2019., srednja ocjena 8,08 (C) ]

Poliklinika Sumddrd Laboratorija Standard — Bar
Pozicija: - Rukovodilac  kvaliteta (15.06.2022.

Trenutno)

Dncvna bolnica ,,Dr Zcjnilovié — Bar

Pozicija: Biolog na departmanu za Molckularnu biologiju i PCR

dijagnostiku (1 1 10.2021. - 01.06.2022

Domaca trgovina DOO — P()df"()l’l(.d

Pozicija: \lcn'\d/u u scktoru operacije (01.04.2021. — 01.10.2023.)

P Biolog na

laboratorije

ozicija: scktoru Konurola 1 bezbjednost  hrane
(tchnologija i mikrobiologija hranc)

Fondacija za Promovisanjc nauke Crne Gore (Prona)
(15.01.2020. -

Departman  za biologiju -
15.10.2020.)

Pripravnicki = staz

Preljevié, K., Pasi¢, 1., Vlaovié, M., Mati¢, 1. 7., Krivokapic, S.,
Petrovi¢, N, ... & Perovi, 8. (2024). Comparative analysis of
chemical profiles, antoxidant, antibacterial, and anticancer effects
of essential oils of two Thymus specics from Montenegro.
FFioterapia, 105871.

UNIVERZITET CRNE GORE




UNIVERZITET CRNE GORE
UCG Obrazac PD: Prijava teme doktorske discreacije

NASLOV PREDLOZENE TEME

I wvitro i in wive istrazivanje bioloske aktivnosti | hemijske
Na sluzbenom jeziku karakierizacije biljnih ckstrakata iz familijc Tamiaceae sa podrucja
Crne Gore

In Vitro and In Vi Investigation of Biological Activity and
Na engleskom jeziku Chemical Characterization of Plant ixtracts from the [ amiaceae

Family in the Region of Montenegro

ObrazloZenje teme

Bioloski aktivne komponente biljaka, poznate kao sckundarni metaboliti biljaka predmet su
brojnih naucnih istrazivanja imajuéi saznanje da posjeduju izuzetan bioloski efckat, prije svega
antioksidativni, antimutageni/antikancerogeni, anti-inflamatorni, citotoksiéni i dr. Sintetski
antioksidansi  danas se sve vise zamjenjuju prirodnim  antioksidansima, zbog  njihove
toksicnosti i sumnje da su izazivaéi kancera. ‘I'rend zamjene sintetskih jedinjenja sa prirodnim
aktivaim komponentama usmjerava istraZzivanja u praveu ispitivanja razlicitih biljnih materijala
tidentifikovanja novih jedinjenja sa antioksidativnim dejstvom koji se mogu iz njih izolovad,
Zbog toga su veliki napori ulozeni u  cilju pronalazenja jeftinih izvora  prirodnih
antioksidanasa, kao i za razvoj cfikasnih i sclektivnih chnika ckstrakcije. Porodica biljaka
I-amiaceae obuhvata veliki broj aromaticnih biljaka, koje su bogate polifenolnim i terpenoidnim
jedinjenjima i samim tim poznate po brojnim bioloskim uéincima, zbog Cega su nasle siroku
primjenu u tradicionalnoj i savremenoj medicini.

Cilj ove studije je da se ispita fitohemijski sadrzaj ckstrakata razlicitih predstavnika iz porodice
lamiaceae i na osnovu tog sadrzaja ispitaju bioloske aktivnosti tih ckstrakata na mnoge cfckte:
antoksidativne, antimikrobne, toksi¢ne na éclijskim linijama, antikancerogenc u i witro i in viro
_uslovima, kao i uticaj na ckspresiju ciljanih gena.

Pregled istraZivanja
P :

orodica Lamiaceae (usnatice) predstavlja porodicu aromatiénih biljaka koja obuhvata oko
6000 predstavnika. Vecina biljaka koje pripadaju ovoj porodici sadric clarska ulja, stoga nalazc
veliku - primjenu u - farmaccutskoj  industriji, prechrambenoj industriji u biokontroli u
poljoprivredi. Neki predstavnici koji su nasli prakticnu primjenu su menta, bosiljak, ruzmarin,
saturcja i dr. Predstavnici iz porodice Lamiaceae su izuzeino bogati sckundarnim metabolitima,
kao §to su polifenoli (falvonoidi i wanini), ali i terpenima. U skladu sa tim, ove biljke i preparati
ispoljavaju brojne bioloske aktivnosti: antimikrobne, antioksidativae, anti inflamatorne i druge
(Carovi¢-Suanko ¢ al., 2016).

Hemijska karakierizacija ckstrakata i etarskih ulja iz porodice Iamiaceae jc od velikog znacaja,
poscbno biljaka sa podrucija Crne Gore, jer ovi podaci doprinosc razvoju hemotaksonomije i
postavljanju jasnih razlika izmedu vrsta. Razlike u hemijskom sastavu izmedu vrsta, ali i
izmedu jedinki jedne te iste populacije su evidentne i one proizilaze uslied djelovanja razlicitih
faktora: klimatski faktori, oprasivanje, nadmorska visina i gencticke predispozicije. Biljke iz
porodice amiaccae su bogaie (lavonoidima i terpenima, ali ncki predstavnici se odlikuju i po
prisustvu glikozidnih iridoida, usljed cega proistice 1 njihova goréina. Tipicni primjer ovakvih
biliaka jestc  Phlomis fruticosa, koja se odlikuje visokim  sadrzajima  flavonoida, poput:
kacmpferola, luteolina, naringenina i hespertina (Amor ct al., 2009; Marin ct al., 2007; Ramos
de Silva ctal,, 2021). Pored biljaka iz roda Phlowis, tradicionalnoj medicini poznate su i biljke iz
voda Teucrimn. Uvava iva (Lencrinm montannm) koristi se u razli¢itim sistemima medicine kao
lijck koji snizava povisenu temperatury, ali i stimulise rad imunog sistema. I'rava iva, kao i
druge vrste 1z roda Tencrinm sadrze ctarska ulja, koja su bogata brojnim  terpenoidnim
jedinjenjima, ukljucujuéi germakren D, 8-kadinen, B-sclinen i druga. U skladu sa tim da sc
bilike iz roda Tenerinm odlikuju izuzetno bogatim hemijskim sadrzajem, poznato je da ckstrakdi
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i ctarska ulja ispoljavaju i antimikrobni i antioksidativni cfckat. Produkti na bazi ovih biij:[ka
prepozat su kao cfikasna sredstva u borbi protiv nekih patogenih baktcrija, poput: Klebsiellu
puenmoniae, - Staphylococcns  anrens, Bacillus  subtilis itd.  Rezultad istrazivanja  koja se¢ bave
problematikom mikrobne rezistencije i testiranjem novih antimikrobnih agenasa na bazi
aromaticnih biljaka, od velikog su znacaja zbog kontrole infekcija patogenih bakterija, koje su
stvorile rezinstenciju na brojne antibiotike. Produkt aromati¢nih biljaka sadrze veliki broj
sckundarnih metabolita koji djeluju sinergisticki, kroz nckoliko razlicitih mehanizama, i na (aj
nacin dovode do inhibicije rasta bakterija i gliivica. Biljike poput Ajnga reptans v - \jnga genevensis
poznate su i po svojim antifungalnim cfektima, inhibirajuci rast gljivica poput: Asperoitlis niger i
Candida albicans (Vukovié ct al., 2008; Mandura Jaric ceal., 2023; Toui et al,, 2019).

Utvrdeno je da fenoli i sckundarni metaboliti sa konjugovanim dvostrukim vezama pokazuju
jako antioksidativno djestvo. Flavonoidi mogu da ostvare svoje antioksidativne funkcije
sprecavanjem stvaranja. ROS (zahvaljujuc i njihovoj sposobnosti da heliraju jone prelaznih
metala kao Sto su Fe i Cu) i uklanjanjem veé formiranih reaktivaih vrsta kisconika (ROS).
Antocijanini su, takode, chkasni donori vodonika. Zbog pozitivhog naboja antocijanina, broja
i rasporeda aromati¢nih hidroksilnih grupa i opscga strukturnih konjugacija lako mogu
donirati vodonikove jone visoko reaktivnim slobodnim radikalima i samim tim sprijecavati
dalje formiranja radikala. Ovo $tid celije od oksidativnibh osteéenja, koja su glavni uzrok
mnogim  bolestima. - Brojne  biljke iz porodice  [amiaceae  prepoznate  su PO svojm
antioksidativnim cfcktima, poput predstavnika iz roda zalfija - Salvia rerticillata. ‘1'akode, trava
iva, koja vazi za veliki lijek u narodnoj medicini, gdje s pominje i u izreci | I'rava iva od mriva
pravi ziva®, odlikuje sc izuzetno bogatim fitohemijskim sadrzajem koji korclira sa snaznim
andoksidativnim cfektima (Bueno et al., 2012; Di Ferdinando ct al., 2011; Mandura Jaric et al,,
2023; ighbaliferiz et al,, 2019).

Pored  bioloskih - aktivinost, antimikrobne i antioksidativne, znacajno e pomenuti i
antikancerogenu akuvnost. Savremena istrazivanja na polju biomedicinskih nauka usmjcrena
su ka traganju novih antikancerogenih agenasa na bazi biljaka. Kontrola i prevencija kancera
od velikog su znacaja za humanu populaciju, a lijeéenje i prevencija biljkama jedan je od
obccavajucih nacina. Predstavnici porodice Lamiaceae, 1akode ispoljavaju antikancerogenu
aktivnost. Produki vrsie Clingpodium vufgare ispoljavaju jaku antitumrsku aktivnost u i vitro
uslovima na A2058, Hep-2, 1.5178Y Cclijskim linijama kancera, ckstrakti vrsic Satutrefa montana
ispoljavaju antiproliferativna svojstva, dok ckstrakt vrste Satmeja khugestanica ispoljavaju
antikancerogenu aktivnost prema ¢elijama kancera prostate (Vladié et al., 2020; Kazemi ct al.,
2021, 1)_’/112_\»]_‘]:\_1)5\7.()\’ ct al., 2002).

Cilj i hipoteze

Ciljevi:

I. Determinacija polifenolnih jedinjenja: fenola, flavonoida, monomernih antocijanina u
odabranim biljnim ckstrakuma predstavnika porodice Iamiaceae, primjenom tchnika kao $to su
visokoefikasna teéna hromatografija (HPLC) ili spekirofotometrija.

2. lIspitivanje sadrzaja mincrala 1 kvantfikacija nutritivnog sadrzaja biljnih ckstrakata u
odabranim biljnim ckstraktima predstavnika porodice Lawiaceae.

3. Odredivanje mn vitro antioksidativnog  potencijala - dobijenih - ckstrakata iz odabranih
predstavnika porodice [amiaceae pomocu detckeije DPPH radikala i FRAP.

4. Ispiuvanjc antoksidativnog cfckia  biljnih  ckstrakata na  éclijskim  linijama  nakon
indukovanja oksidativnog stresa 11,0..

5. Qdredivanje antimikrobne aktivnosu biljnih ckstrakata na bakterijskim sojevima iz A'TCC
kolekeije 1 klinickim izolatima Gram pozitivnih i Gram negativnib bakterija mikrodilucionim

mctodom.
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6. Odredivanje antifungalne aktivnosti mikrodilucionom metodom na ATCC |\O]C|:Z!]illﬂﬂl
klinickim izolatima gljivica.

7. Ispitivanjc citotoksiénog djclovanija biljnih ekstrakata na c¢elijskim linijama: adenokarcinom
cerviksa IHela, maligni melanom A375, adenokarcinom dojke MDA-MB-231, kolorcktalni
adenokarcinom IS 1747, karcinom pluca A549, kao i prema necizmijenjenim humanim
keratinocitima I laCa'l'.

8. Ispitivanjc uticaja biljnih ckstrakata na distribuciju éelija u odredenim fazama celijskog
ciklusa.

9. Ispitivanjc dejstva biljnih ckstrakata na indukciju éelijske smrti malignih ¢elija nakon perioda
inkubacijc od 24h 1 48h.

10. Tspitivanje djclovanja bilinih ckstrakata na ckspresiju MMP2, MMPY i VIEGEA gena,

1. Ispitivanje genotoksicnog cfckta biljinih ckstrakata na ncizmijenjenim humanim 1 aCa’l’
keratinocitima primjenom alkalnog komet testa (Comet assay).

(2. Ispitivanje akutne toksiénosti u  rive uslovima limit testom na model organizmima
(Wistar pacovi), uz pracenje promjena opsteg stanja Zivotinja, promjcna tezine, unosa vode i
hranc.

13. Izvodenje postupka velike nekropsije — detaljinog vizuclnog pregleda tijela zivotinje nakon
smrti, kako bi se utvrdile patologke ili anatomske promjenc.

4. Analiza rezultata istraZivanja i statisticka obrada.

Hipotcze:

1. Pretpostavlja sc da bilini ckstrakti odabranih vrsta iz porodice  amiaceae posjeduju
odgovarajudi fitohemijski sadrzaj koji dovodi do neutralizacije slobodnih radikala heliranjem
metalnih jona i wransferom  vodoni¢nih jona, odnosno  smanjenja oksidativnog  stresa
mndukovanog vodonik-peroksida (FLO,) pod uticajem biljnih ckstrakata.

2. Sadrzaj fenola, lavonoida, monomernih antocijanina i minerala u bilinim ckstraktima
dovesée do inhibicije rasta bakterijskih i gljivicnih kultura, i pokazace razlicite stepene
senzitivnosti u zavisnosti od koncentracije tih jedinjenja u biljnim ckstraktima razlicitih biljaka.
3. Sadrzaj bioloski aktivnih jedinjenja u bilinim ckstraktima izazvaée toksicno dejstvo prema
malignim cclijama i pokazati razlicitu sclektivnost prema efcktu biljnih ckstrakata u odnosu na
normalne éclije.

4. Sadrzaj biologki aktivnih jedinjenja u biljnim ckstraktima ispoljice anti invazivno dejstvo,
smanjenjem ckspresije gena: VEGECA (Vaskularni endotelni faktor rasta A), MMP2 (Mauriks
metaloprotcinaze 2) i MMP9 (Matriks metaloproteinaze 9), kao i antikancerogeni potencijal i
dovest do éclijske smrd malignih éclija.

5. Ocekuje se da ce LI5S0 vrijednost toksi¢nosti za Wistar pacove u in vivo uslovima biti veca
od 2000 mg/kg, $to bi ukazalo na sigurnu upotrebu sadrzaja biljnih ckstrakata do e
koncentracije. Pracenje promjenc mase Zivotinja, unosa vode i hrane, kao i rezuliati velike
nckropsije pruzice dodatni uvid u bezbjednost ispitivanih biljnih materijala i potvrdit njihovu
nctoksicnost na opste fiziolosko stanje Zivotinja.

Materijali, metode i plan istraZivanja

Biljni materijal prikupljen je u toku perioda proljeca i ljeta 2023. godine u razli¢itim  djelovima
Crne Gore. Prikuplieni su nadzemni djelovi biljaka (siabljika, list i cvije) - odabranih
predstavnika iz porodice lamiaceae (.abiatae). Materijal jc prikuplien na razlicitim nadmorskim
visinama, od 8§ mctara iznad nivoa mora, pa do 1533 metra nadmorske visine. Na taj nacin
biline populacije bile su izlozene razli¢itim uticajima razlicitih klimatskih faktora. Nakon

prikupljanja biljnog materijala, pojedinaéni uzorci su herbarizovani s ciljem determinacije i
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dobijanja herbarskog broja. Biljni matcr'ijaT_jE determinisan na Prirodno matematickom
fakulictu, Univerziteta Crne Gore, na Studijskom  programu Biologija, u laboratoriji za
botaniku. Materijal je determinisan od strane Prof. dr Danijele Stesevié i dodijelien mu je
Voucher Number.

Spisak biljnih vrsta koje ce sc koristiti u istrazivanju:

L Teucrinm montanmm | ..

2. Tencrinn capilatim ..

3. Phlomis fruticosa ..

4. Clinopodinm alpinmm ..

5. Ajuga replans ..

0. Saturea subspicata Bard. 1ix Vis.

7. Salvia bertofonii Vis.

*7a procjenu toksiénosti u i riro uslovima koristi¢e se model organizmi (Wistar pacovi), i za
ovu vrstu istrazivanja dobijena je saglastnost od Fiticke komisije Srbije.

Nakon adckvatnog susenja u zamracenom prostoru i ostalih prediretmana, determinisani
materijal ¢e se usimid, kako bi se od njega dobio prah, koji ¢e se koristiti za dobijanje
ckstrakata. Kao tip ckstrakeije koji ¢e se koristiti za pripremu ckstrakata predvidena je
ultrazvucna ckstrakcija. Koristice se dva tpa rastvaraca: 70% ctanol i destilovana voda. Po
zavisetku ckstrakeije uzorci ce se filtrirati, kako bi se predistili od partikula 1 skladisut u
mraku, na temperatari od 4°C do dalje upotrebe.

1. Hemijska karakterizacija

Za determinaciju ukupnog sadrzaja fenola, fMlavonoida, monomernih antocijanina koristice s¢
kvantitativae i kvalitativne metode detekeije. Jedna od metoda koja ée se koristiti jo  1PLC
(F'eena hromatogralija visokih performansi). ‘T'akode, u biljnim ckstraktima determinisace sc i
sadrzaj minerala, kao i sadrzaj nutritivnih komponenti.

2. Odredivanje antioksidativnog cfckta u zu vitro uslovima:

Za odredivanje antioksidativnog potencijala biljnih ckstrakata  koristice s¢ metode, koje se
baziraju na razlicitim mchanizmima, kako bi sc izveli §to adckvatniji zakljuéei 0 moguénosti
sprijecavanja oksidativnog stresa:

odredivanje antioksidativnog efckta DPPH metodom;

-odredivanje antioksidativnog cfckta PRAP metodom;

ispitivanje uticaja bilinih ckstrakata na inwacelijski nivo reaktivnih vrsta kisconika

ispitivanjc uticaja biljnih ckstrakata na nivo reaktvnih vrsta kisconika (ROS) (oksidativni
stres) u malignim cclijama i ncizmenjenim ¢elijama nakon 24 h inkubacije primjenom 2,7’
dihlorohidrofluorescein diacetata i protoéne citometrije (1C 5, i 1C |, koncentracije ckstrakata).
ispitivanjc cfekta bilinih ckstrakata na smanjenje nivoa oksidativnog stresa u neizmjenjenim
celijama koji je uzrokovan vodonik peroksidom. Intezitet zelene fluorescencije koju emituje
generisani dihlorofluorescein bice odreden na T'ACS Calibur protoénom citometru.

Neposredno prije pocetka izvodenja testova u n wifro istrazivanjima na zivim ¢clijama, kao i
prije izvodenja i rire istrazivanja na cksperimentalnim Zivotinjama, nephodno je liofilizirati
biline ckstrakte, pri cemu ce se za dalje potrebe istraZivanja koristiti iskljucivo liofilizat biljnih
ckstrakata.
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3. Odredivanjec antimikrobne aktivnosti:

Za ispitivanje antimikrobne aktivnost biljnih ckstrakata koristice se disk-difuzioni metod i
mikrodilucioni mctod na odabranim bakterijskim i eljiviénim kulturama iz A'T'CC kolekcije i
klinickim izolatima. Mikrodilucioni metod ée se koristiti s ciljiem odredivanja minimalne
inhibitorne koncentracije (MIC) djclovanja biljnih ckstrakata na bakterijskim i gljiviénim
kulturama.

4. Ispitivanje citotoksi¢nog dejstva biljnih ckstrakata:

Intenzitet citotoksicnog dejstva biljnih ckstrakata ée se odrediti na sledeéim  humanim
malignim

celijskim linijama: adenokarcinom cerviksa [el a, maligni melanom A375, adenokarcinom
dojke MDA MB 231, kolorcktalni adenokarcinom 1.8 1741, karcinom pluca A549, kao i
l)l'ClTl?l

neizmijenjenim humanim keratinocitima HaCa'l'. Prezivljavanie ¢clija nakon 72 éasa inkubacije
u prisustvu ckstrakata bice odredeno primjenom M1 kolorimetrijskog testa. Za svaki
ckstrakt

odredice se 1€, vrijednost, koja sc definise kao koncentracija ckstrakta koja za 50% inhibira
prezivljavanje cilinih celija, u odnosu na kontrolni uzorak éclija.,

5. Ispitivanje uticaja biljnih ckstrakata na distribuciju éclija u odredenim fazama
¢elijskog ciklusa:

U cilju daljeg ispitivanja mchanizama citotoksicnog dejstva bilinih ckstraka odrediée se
procentualna zastuplicnost odabranih humanih malignih éclija u fazama celijskog ciklusa
protocnom  citometrijom nakon 24 h i 48 h tretmana 1C 50 i 21C 50 koncentracijama
ckstrakata. Neposredno prije analize na protoénom citometru uzorci celija ¢ biti tretirani
ribonukleazom A nakon ¢ega ¢e se odredit procenat celija u subG1l, G1, S1 G2/M fazama
celijskog ciklusa za kontrolne i tretirane uzorke éclija primjenom B FACSCalibur “I'™M
protocnog citometra i CellQuest Pro I'M softvera (BD Bioscienccs).

Takode, ispitac¢e se da li ckstrakii dovode do apoptotske celijske smrti odabranih malignih
¢clija nakon 24h ili 48h inkubacije. Odredice se procentualna zastuplienost zivih malignih
celija, kao i onih u ranim i kasnim stadijumima apoptoze ili nckroze metodom protocne
citometrije nakon bojenja ¢elija primjenom ancksina V konjugovanog sa fluoroforom 1°I'1°C
(engl. Fluorescein isothiocyanate, FITC) i propidijum jodida, prema protokolu proizvodaca
BI Pharmingen. Ukoliko se pokaze da biljni ckstrakti izazivaju apoptozu malignih cclija,
odredice se ciline kaspaze preko kojih ekstrakti ostvaruju svoje dejstvo primjenom specificnih
ireverzibilnih peptidnih - inhbitora kaspaza: 7Z-DEVD UMK, inhibitor kaspaze-3, 7 11D
FMI, inhibitor kaspaze 8 i 7 LEHD MK, inhibitor kaspaze 9. Uzorci ¢elija ¢e biti tretirani
odgovarajuéim inhibitorom 2 h prijc dodavanja rastvora ckstrakia i zaim inkubirani narcdna
24 h. Zaum ce sc uradiu analiza faza éelijskog ciklusa, odnosno odrediti procenat éelija u
subG 1 fazi ¢ehjskog ciklusa.

6. Ispitivanje cfekea biljnih ckstrakata na ckspresiju MMP2, MMP9 i VEGFA gena:
Moguca i vilro anti-invazivna svojstva biljnih ckstrakata éc biti ispitana na odabranoj humanoj
malignoj cclijskoj liniji odredivanjem ckspresije gena koji kodiraju matriksnu metaloproteinazu
2 (MMP2), matriksnu metaloproteinazu 9 (MMPY) i vaskularni endotelski faktor rasta A
(VEGEA) nakon 24 h wcumana celija subtoksicnim koncentracijama ckstrakata. |ikspresija
gena u konuolnim i wretiranim uzorcima Cclija ée biti odredena primjenom kvantitativnog
PCR-a u realnom vremenu i TagMan ® cscja.

7. Ispitivanjc genotoksiénog cfckta ckstrakata komet testom:

Ispitace se genotoksiéni efckat ckstrakata na neizmenjenim humanim [aCa'l' keratinocitima
primjcnom  alkalnog  komet testa. Celije ¢e biti uetrane wkom 24 h - subtoksiénim
koncentracijama ckstrakata. Intenzitet osteéenja DNK, odnosno  fragmentacija DNK bice
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odreden primjenom SYBR gold boje i analizom komcta pod fluorcscentnim nﬁi(ix:(')_sll(-)_p—(')lﬁ
primjenom softvera Comet Assay [V,

8. Test akutne toksi€nosti u n vivo uslovima - Limit test

Osnovni princip Limit testa je da se zivotinjama daje jedna doza supstance (2000 mg/kg), a
zatim sc posmatraju cvenwalni toksiéni cfekii. Ako se ne pojave ozbiljni toksicni cfckd,
smatra sc da je doza bezbjedna i da nema potrebe za daljim testiranjem u veéim dozama. 1imit
test se koristi u situacijama kada sc pretpostavlja da postoji §iroka bezbjednosna margina
izmedu ocekivane doze i doze koja izaziva toksicnost. (U slu¢aju da “Limit test pokaze da je
D50 > 2.000 mg/kg, radi se¢ “Main test”).

9. Praéenje opSteg stanja Zivotinja omogucava identifikaciju bilo kakvih nepozeljnih efckata
supstance na zdravlje Zivotinje. Pratiée sc promjcne na koZi, krznu, oc¢ima ili sluzokozama,
prisustvo sckreta i izlucevina, suzenje, nakostrijesenost, velicina zenica, respiratorni obrazac,
promjene u hodu, drzanju, odgovoru na rukovanijc ili cudno ponaganje (samopovredivanic,
hodanje unazad).

Takode, kao sastavni dio Limit tcsta pratice sc promjene tezine zivotinja, unosa hranc i vode —
ova zapazanja pruzaju vitalne informacije o zdravsivenom stanju i potencijalnim toksi¢nim
cfekiima ispitivane supstance omogucavaju identifikaciju oksi¢nih cfckata na ishranu,
hidrataciju i metabolizam, éime se doprinosi sveobuhvatnoj procjeni bezbjednosti supstance.
Isio tako, velika nekropsija (Gross necropsy) - postupak detaljnog vizuclnog pregleda tijela
zivotinje nakon smrti ukoliko nastane, kako bi se utvrdili vidljivi patologki ili anatomski nalazi.
Ova procedura obuhvaia opsczno ispitivanje organa i tkiva radi identifikacije promjena,
ostecenja il patoloskih procesa koji bi mogli ukazivati na uzrok smry ili opste zdravstveno
stanjc zivotinjc.

10. Statisticka obrada i analiza dobijenih podataka. Za odgovarajuca ispitivanja bioloskih
aktivnosii koriste se odgovarajuéi sofiverski programi, koji ¢inc paket testa. Nakon analize
rezultata i zakljucaka istrazivanja u formi naucnog rada, u nckom od ¢asopisa koji sc bave
l_c_llmrlil«)JjﬂiQ_l()S}xﬂlbiﬂjmdicin_s_ki_h_isﬂjﬂiﬂég&{.gﬂwﬂrcuﬂlglli rada.

Oc¢ekivani nau¢ni doprinos

- Od rezultata ove disertacije se oéckuje da doprincsu novim saznanjima u analizi
hemijskog sastava antioksidativnih i drugih bioloski aktivnih komponent  jer u
do sada objavljenoj fitohemijskoj literaturi ne postoje noviji podaci 0 hemijskom
sastavu 1 bioloskim aktivnostima odabranih biljaka iz porodice l.amiaccac sa
podrucja Crne Gore dobijenih pomocu  ultrazvuéne ckstrakcije. U nauénoj
literaturi takode, nema  podataka o antioksidativnoj,  antimikrobnoj,
anumutagenoj-antikancerogenoj aktivnosti, kao ni citotoksicnoj na celijskim
linija i 2 vive istraZivanja na cksperimentalnim zivotinjama. Pored toga, rezultati
predloZzene  disertacije treba da potvrde da su odabrani predstavnici koji
pripadaju familiji LLamiaccac vazan izvor za proizvodnju proizvoda sa ljckovitim
svojstvima 1 primjenu u farmaceutskoj industriju. Idenifikacijom i karakterizacijom
hemijskih jedinjenja zastuplienih u navedenim predstavaicima porodice amiaceae doprinijeée
s¢ poznavanju hemijskog sastava aromatiénih biljaka sa podrucija Crne Gore.

Ovo istrazivanje ¢e biti jedno od rijetkih koje ée obuhvatid veliki spekear i i viro i in vitro
testova na ispitivanom materijalu, kao i nckoliko razli¢iih vrsia medu kojima ¢e sc napraviti
komparacija u bioloskim cfcktima. Samim tm dobicemo raznovrstan | bogat skrining
bioloskog potencijala ispitivanog materijala, kao i hemijski profil.

Rezultau testova biologkih aktivnosy (antumikrobne, antioksidativne i antikancerogenc)
ukazace da i s¢ navedenc bilike ili njihovi produkti, mogu koristiti kao potencijalni agensi
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(lickovi) u lijecenju i kontroli bakterijskih/gljiviénih infekeija, u borbi —])l‘bli\’A(.)I("Si(lmi\’n()g
stresa, kao i treumana i prevencije razlicitih tipova kancera.

Nova saznanja o intezitetu citotoksi¢nog dejstva ckstrakata u in vilro i in vivo uslovima.
- Nova saznanja o potencijalnom citoprotektivnom djclovanju ckstrakata prema éclijama u
stanju oksidativnog stresa.
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