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Апстракт 

 

Artemisia врсте се традиционално користе у третману различитих болести. Циљ ове 

докторске дисертације био је да се испита фитохемијски састав и генотоксични и 

цитотоксични ефекат екстраката (метанолски, ацетонски и водени) Artemisia vulgaris L. 

и Artemisia alba Turra појединачно и у комбинованом третману са митомицином Ц 

(ММЦ). Фитохемијски састав је утврђен спектрофотометријски и применом HPLC 

методе. Цитотоксичност је процењена МТТ тестом на ћелијској линији канцера колона 

(SW-480) и мезенхималним матичним ћелијама периодонцијума (PDLS), док је тип 

ћелијске смрти утврђен применом проточне цитометрије. Цитокинезис-блок 

микронуклеус (МН) тест у култивисаним хуманим лимфоцитима је коришћен за 

процену генотоксичног и антимутагеног ефекта. Екстракти су били богати укупним 

фенолима и флавоноидима, док су се квантитативном анализом издвојили метанолски 

екстракти обе биљке као најбогатији. Најјачи цитостатски ефекат посредован раном 

апоптозом постигнут је након третмана малигних ћелија ацетонским екстрактом A. alba. 

Обе биљке оствариле су синергистичко дејство са ММЦ индукујући снажан 

цитотоксични и проапоптотски ефекат на малигне ћелије. Водени екстракт A. alba није 

деловао генотоксично на хумане лимфоците, док су у комбинованом третману са ММЦ 

екстракти обе биљке испољили антимутагени ефекат. Анализом ефекта најзаступљеније 

фенолне киселине (3,5-дихидроксибензоеве киселине) и флавоноида (кверцетин-3-О-

глукопиранозида) уочено је да је фенолна киселина била генотоксична само у највишој, 

док је флавоноид повећавао МН фреквенцу у свим тестираним концентрацијама. ММЦ-

индукована МН фреквенца се редуковала након третмана фенолном киселином, док је 

флавоноид испољио комутагени ефекат. Добијени резултати указују да је коришћење 

воденог екстракта A. alba у лековите сврхе безбедно. 

 

 

Кључне речи: генотоксичност; цитотоксичност; биљни екстракти; фенолни састав; 

цитокинезиз-блок микронуклеус тест; апоптоза; МТТ тест. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

 

Аrtemisia species are used in traditional medicine to treat various diseases. The aim of this 

dissertation was to investigate the phytochemical composition and genotoxic and cytotoxic 

effect of different extracts (methanolic, acetone, and aqueous) of Artemisia vulgaris L. and 

Artemisia alba Turra, separately and in combination with mitomycin C (MMC). The 

phytochemical composition was determined spectrophotometrically and using the HPLC 

method. Cytotoxicity was assessed by the MTT assay on a colon cancer cell line (SW-480) and 

stem cells derived from the human periodontal ligament (PDLSCs), while the type of cell death 

was analyzed by flow cytometry. The cytokinesis-block micronucleus (MN) assay in peripheral 

blood lymphocytes was used to evaluate the genotoxic and antimutagen effect. The extracts 

were rich in total phenolic and flavonoid, while quantitative analysis revealed that the 

methanolic extracts were the most abundant. The great cytostatic effect mediated by early 

apoptosis was achieved after treatment with acetone extract A. alba. Both plants achieved a 

synergistic effect with MMC, inducing strong cytotoxic and proapoptotic effect on malignant 

cells. Aqueous extract of A. alba was not genotoxic on human lymphocytes, whereaes in the 

combined treatment with MMC, both plants showed antimutagenic effect. Analysis of the 

effect of the most abundant phenolic acid (3,5- dihydroxybenzoic acid) and flavonoid 

(quercetin-3-O-glucopyranosid) showed that phenolic acid showed a genotoxic effect in the 

highest, whereas flavonoid increased MN frequency at all tested concentrations. MMC-induced 

MN frequency was reduced after treatment with phenolic acid, whereas flavonoid exhibited 

significant co-mutagenic effect.  The results showed that the use of aqueous extract of A. alba 

for medicinal purposes is safe. 

 

Key words: genotoxicity; cytotoxicity; plant extracts; phenolic content; cytokinesisis-block 

micronucleus assay; apoptosis; MTT assay. 
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Лековите биљке и биљни производи у великој мери се користе широм света, а 

терапеутска примена природних производа је све више популарна у модерном друштву 

као алтернатива синтетичким лековима (Malik и сар., 2018). Према подацима Светске 

здравствене организације (WHO) више од 80% популације ослања се на традиционaлну 

медицину када је примарна здравствена заштита у питању, при чему је у употреби око 

50 000 биљних врста које имају лековита својства (Jamshidi-Kia и сар., 2018; WHO, 2019). 

Уобичајеност примене лековитих биљака произилази из њихове релативне безбедности, 

доступности, могућности култивисања и изолације појединачних активних једињења 

која поседују терапеутски ефекат (Anand и сар., 2019). 

Регион Балкана има дугу традицију употребе биљака у лековите сврхе, имајући у 

виду да са скоро 8000 таксона васкуларних биљака, представља један од значајних 

центара биодиверзитета (Stevanović, 2005). У Србији, за лечење бројних здравствених 

тегоба, коришћење лековитих биљака има дугу историју, а најстарији документи 

датирају још из 14. века (Ходохов кодекс) и 16. века (Хиландарски медицински кодекс) 

(Živković и сар., 2020). Геоморфолошка, геолошка и педолошка разноврсност, као и 

утицај повољне климе омогућавају значајну екосистемску и флористичку разноврсност 

територије Србије (Stevanović, 2014). На овом подручју, за скоро 1000 биљних врста и 

њихових производа постоје подаци да се примењују у лековите сврхе или као јестиве и 

зачинске биљке. За известан број биљака које се користе у ове сврхе не постоје 

комплетни научни подаци о фитохемијском саставу, обиму биолошке активности, као и 

потенцијалним штетним ефектима приликом примене.  

1.1. Врсте рода Artemisia у народној медицини 

Род Artemisia је један од најпознатијих и најраспрострањенијих родова фамилије 

Asteraceae. Овај род обухвата око 500 врста које су распрострањене у северним и 

умереним регионима Северне Америке, Европе и Азије (Bora и Shama, 2011; Pandey и 

Singh, 2017). Научно име рода води порекло од Грчке богиње лова и природе Артемиде, 

док је народни назив „пелин“ у вези са горким материјама, првенствено терпеноида и 

лактона које се налазе у листовима и осталим вегетативним деловима ових биљних 

врста. 

Врсте рода Artemisia су вишегодишње, веома ретко једногодишње, зељасте или 

жбунасте врсте (Abad и сар., 2012). Стабло је висине до 150 cm, са јаким вретенастим и 

код неких врста одрвенелим кореном. Врсте овог рода имају етнофармаколошки значај, 

а због присуства различитих биолошки активних компоненти од давнина се користе у 

народној медицини (Sainz и сар., 2017). Бројне студије су потврдиле да поседују значајне 

биолошке активности као што су антималаријска (Kane и сар., 2019), антиканцерогена 

(Gordanian и сар., 2014; Neelamma и сар., 2021), антибактеријска (Behbahani и сар., 

2017), антиимфламаторна (Abdul и сар., 2018), антиоксидативна (Behbahani и сар., 2017). 

У светлу пандемије SARS-CoV-2, неколико врста овог рода (Artemisia annua, A. 

absinthium, A. vulgaris, A. maritima и A. indhana) због својих значајних 

антиинфламаторних, антивирусних и антиинфективних активности (Obistioiu и сар., 

2014; Ekiert и сар., 2020; Kshirsagar и Rao, 2021) привукло је пажњу истраживача. Широк 

спектар деловања произилази из тога да различите врсте рода Artemisia поседују 

значајан квантитативни и квалитативни састав биолошки активних компоненти, као што 

су флавоноиди, кумарини, монотерпени, стероли и сесквитерпенски лактони (Ivanescu и 

сар., 2010; Trendafilova и сар., 2018). Врсте рода Artemisia  су познате и по значајном 

садржају етеричних уља (Shahrivari и сар., 2022).   
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Врсте рода Artemisia су значајан објекат у научним истраживањима 

фитохемијског састава и биолошке активности. Поред примене у народној медицини, 

значајне су и у фармацеутској и прехрамбеној индустрији, посебно у индустрији пића. 

A. annua се користи за лечење грознице, жутице, туберколулозе, опекотина, шуге, 

дизентерије и хемороида, док се у Ирану примењује и као антиспазмотик и седатив за 

децу (Feng и сар., 2020; Septembre-Malaterre и сар., 2020). У традиционалној народној 

медицини, A. absinthium се углавном примењује за лечење гастроинтестиналних 

болести. На Европском континенту позната је употреба ове биљке у лечењу високог 

притиска, као и за побољшање апетита (Batiha и сар., 2020; Szopa и сар., 2020). A. afra је 

један од најчешће коришћених биљних лекова у Јужној Африци за лечење упале и бола 

(Liu и сар., 2009). Такође се користи за лечење различитих болести укључујући кашаљ, 

прехладу, астму, грип, дијабетес и маларију (Liu и сар., 2009). A. dracunculus је 

популарна зачинска биљка која се у традиционалној медицини користи за лечење 

гастроинтестиналних болести али и као анестетик и антиепилептик (Ekiert и сар., 2021).  

Врсте рода Artemisia се у Европи традиционално употребљавају углавном као 

лековите, зачинске или јестиве биљке, за припрему горких напитака и сличних 

производа. Надземни делови врсте A. vulgaris сакупљају се и узгајају у различите 

прехрамбене сврхе (Amidon и сар., 2014), али је коришћење ограничено због токсичности 

неких испарљивих материја. Ова примена позната је и за врсте A. dracunculus, A. 

dracunculoides, A. vulgaris, A. japonica, A. capillaris, A. carvifolia, A. indica, A. keiskeana, 

A. montana, A. schmidtiana, A. tilesii, A. tridentata и A. wrightii  (Trendafilova и сар., 2021).  

1.1.1. Основне карактеристике врсте Artemisia vulgaris L. 

Artemisia vulgaris L., позната као дивљи или црни пелин, једна је од најпознатијих 

врста рода Artemisia. Широко је распрострањена на подручју Европе, Азије, Северне 

Африке, Аљаске и на простору Америке (Слика 1). 

 

Слика 1. Распрострањење врсте Artemisia vulgaris L. (Abiri и сар., 2018 – модификовано) 

 

A. vulgaris (Слика 2) је вишегодишња зељаста биљка, од 50 до 150 cm висине. 

Стабло је одрвенело у базалном делу и смеђе до тамно црвене боје, док су горњи делови 

разгранати и носе цветне изданке на вршним деловима (Weston и сар., 2005). 



Марина З. Радовић Јаковљевић                                                                                 УВОД 

 

4 
 

Листови су од 5 до 10 cm дужине, дубоко перасто дељени, са горње стране 

најчешће голи и тамнозелене боје, на наличју са белим памучастим индументумом 

(Barney и сар., 2003; Anwar и сар., 2016). Биљка има изражен главни корен и разгранате 

бочне коренове. Цветови су ружичасто-смеђи или жути, најчешће голи, организовани у 

ситне главичасте цвасти груписане на разгранатим метличастим цветним изданцима 

који осим бројних цвасти садрже и нешто измењене копљасте листове (Anwar и сар., 

2016). Период цветања је од јула до септембра. Надземни делови су изразито ароматични 

због садржаја горких материја (Borzabad и сар., 2010). 

 

Слика 2. Хабитус биљке Artemisia vulgaris L. 

Због садржаја флавоноида, сесквитерпенских лактона, фенолних киселина, 

кумарина и других метаболита, ова врста је нашла различиту примену у народној 

медицини (Abiri и сар., 2018; Omar и сар., 2021). A. vulgaris је била позната још у старом 

Египту, Грчкој и Риму, где је коришћена у лечењу рана, гихта и повишене температуре, 

као и различитих тегоба гастроинтестиналног тракта (Ekiert и сар., 2020). У кинеској 

традиционалној медицини, ова биљка се користи за ублажавање стомачних болова, 

лечење чира, хепатитиса, као и конвулзивне кризе и жутице (Fok, 2001; Repetto и Llesuy, 

2002). У народној медицини, користи се у лечењу епилепсије, анксиозности, несанице, 

дијабетеса, реуматских и дигестивних поремећаја (Barney и сар., 2003; Terra и сар., 2007; 

Muheem и сар., 2016; Ekiert и сар., 2020). Због својствене ароме и горког укуса користи 

се за побољшање апетита, лечење гастритиса и поремећаја варења (Wichtl и сар., 2004). 

Присуство етеричног уља доприноси примени ове врсте у форми зачина. Важно је 

напоменути да неке испарљиве компоненте имају токсичан ефекат па се примена ове 

биљке углавном ограничава на краћи временски период. Последњих година, ова врста 

се све више користи у козметичкој индустрији (Anwar и сар., 2019). Недавна 

истраживања су показала да A. vulgaris испољава антиоксидативни, хиполипидемијски, 

хепатопротективни, антиспазмолитички, аналгетички, естрогенски, цитотоксични, 

антибактеријски, антифунгални, хипотензивни и бронхолитички ефекат (Ekiert и сар., 

2020). 
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1.1.2. Основне карактеристике врсте Artemisia alba Turra 

Artemisia alba Turra – бели пелин (синоними: Artemisia lobelii All., Artemisia 

camphorata Vill.) је ароматична, полужбунаста вишегодишња биљка (Trendafilova и сар., 

2018). Распрострањена је у јужним и југоисточним деловима Европе (Слика 3). 

 

            

Слика 3. Распрострањење врсте Artemisia alba Turra (Blondi и Galdenzi, 2012 – 

модификовано) 

 

Стабљике биљке су усправне, гранате или једноставне, висине од 30 до 60 cm. 

Листови су беличасте боје, дугачки, двоструко перасто дељени и прекривени ситним 

трихомама са којих се рефлектује светлост, што биљци омогућава беличаст одсјај. 

Главичасте цвасти су ситне, обухватају од 2 до 5 дугуљастих жутих хермафродитских 

цветова који су сужени у својој основи. Биљке цветају у периоду од августа до октобра. 

Хабитус биљке A. аlba приказан је на Слици 4. 

 

 

         Слика 4. Хабитус биљке Artemisia alba Turra 
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У народној медицини биљка A. alba се користи као спазмолитик и антисептик 

(Peron и сар., 2017). Антимикробна активност етеричног уља ове врсте је и научно 

потврђена (Stojanović и сар., 2000). A. alba је била предмет многих фитохемијских 

студија (Trendafilova и сар., 2014; Todorova и сар., 2015; Peron и сар., 2017; Radović 

Jakovljević и сар., 2019; Ickovski и сар., 2020), али литературни подаци указују на то да 

су биолошке активности ове биљне врсте мало изучаване. Strzelecka и сар. (2005) су 

утврдили да етанолски екстракт биљке испољава антиинфламаторну активност у 

микроваскуларним ендотелним ћелијама мишјег мозга. Етилацетатни биљни екстракт 

показао је снажну антиканцерогену активност на линији малигних ћелија колона 

(Radović Jakovljević и сар., 2019).  

1.2. Биљни екстракти 

Имајући у виду да лековита својства биљака зависе од хемијског састава, било 

какво испитивање биолошки активних супстанци из лековитих, ароматичних, зачинских 

и јестивих биљака, захтева да се биљни материјал најпре изложи процесу екстракције 

(Savić, 2014). С тога, избор растварача је један од важних корака. Избор зависи од биљне 

врсте, дела биљке, као и хемијских карактеристика биоактивних једињења.  

У зависности од поларности, растварачи се деле на поларне као што су вода, 

ацетон, метанол и етанол и користе се за екстракцију поларних једињења, и неполарне 

раствараче као што су хексан и дихлорометан који се користе за екстракцију неполарних 

једињења (Altemimi и сар., 2017; Abubakar и Haque, 2020). На основу тога, постоје 

различите врсте екстраката, а циљ је да се самим поступком екстракције из биљног 

материјала издвоји што више секундарних метаболита. 

Квалитет и састав биљног екстракта одређује врста и поларност растварача који 

се користи, време екстракције, однос узорка и растварача, као и хемијски састав и 

физичке особине биљке. Због веће ефикасности, за изоловање фенолних једињења из 

биљака, најчешће се користе растварачи попут воде, метанола, етанола, етилацетата, 

ацетона или њихове комбинације (Durling и сар., 2006; Alothman и сар., 2008). Пракса је 

показала да се екстракција фенола већих молекулских маса боље врши ацетоном или 

водом као растварачем, док се феноли мање молекулске масе, најбоље екстрахују 

метанолом (Dai и Mumper, 2010). Хемијски састав и физичке карактеристике чине воду 

универзалним и ефикасним растварачем који се користи за екстракцију широког спектра 

поларних једињења (Abubakar и Haque, 2020). Применом метанола најефикасније се 

екстрахују фенолна једињења, терпеноиди, лактони, сапонини, танини итд. (Agarwal и 

сар., 2016). Ацетон раствара липофилне и хидрофилне молекуле, лако је испарљив, па 

се показао као ефикасан растварач за екстракцију флавонола, алкалоида и агликона, док  

етилацетат најбоље екстрахује алкалоиде, агликоне и гликозиде (Gupta и сар., 2012; 

Zhang и сар., 2018; Alara и сар., 2021). 

1.3. Фенолна једињења 

Природни производи биљног порекла имају широку примену у исхрани, као и у 

лековите сврхе. Данас постоје предуслови за употребу ових производа у фармацеутској 

индустрији у циљу развоја и откривања нових лекова (Huang и сар., 2010; Kumar и сар., 

2019). Познато је да исхрана производима биљног порекла значајно смањује ризик од 

различитих болести, укључујући бројне врсте карцинома, као и кардиоваскуларне 

болести, што сугерише да извесни дијететски производи могу бити ефикасни агенси за 

превенцију или лечење различитих болести (Wahle и сар., 2010).  
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Фенолна једињења обухватају биљне секундарне метаболите различите 

структуре, од једноставних (фенолне киселине) до полимера великих молекулских маса 

(проантоцијанидоли) (Kumar и сар., 2020), чија је заједничка карактеристика да садрже 

ароматични прстен за који је директно везана једна или више хидроксилна група 

(Chirinos и сар., 2009; Kumar и сар., 2014). Позната су два начина синтезе секундарних 

метаболита, преко шикимске киселине као интермедијера или путем биосинтезе 

бензеновог прстена из ацетата (ацетогенински пут). У односу на молекулску структуру, 

фенолна једињења се деле на фенолне киселине, флавоноиде, стилбенe, лигнине и 

кумарине (Слика 5). 

Слика 5. Класификација фенолних једињења (преузето и модификовано Hano 

Tungmunnithum, 2020) 

 

Фенолна једињења су најчешће главни носиоци биолошке функције биљних 

производа, захваљујући способности спаривања електрона слободних радикала, 

хелатног везивања јона прелазних метала, активирања антиоксидативних ензима и 

инхибирања оксидаза (Kumar и сар., 2015). Неопходна су за раст и репродукцију биљака, 

а такође су важни и за њихову одбрану од инсеката, биљоједа, патогених 

микроорганизама, као антибиотици, природни пестициди, сигнални молекули, UV 

протективни агенси и структурне компоненте ћелијског зида (Ghasemzadeh и 

Ghasemzadeh, 2011).  

У новијим истраживањима много је пажње посвећено испитивању потенцијалне 

примене фенолних једињења у фармацији и медицини. Представљају значајне природне 

антиоксидансе пошто могу да слободном радикалу донирају атом водоника или 

електрон, чиме га преводе у мање реактивни молекул. Фенолна једињења имају улогу у 

широком спектру биолошких и фармаколошких активности као што је 

антиинфламаторна, антиканцерогена, антимикробна, антиалергијска, антивирусна, 

антитромботична, хепатопротективна итд. (Ozcan и сар., 2014, Kumar и сар., 2015, Działo 

и сар., 2016, Sytar и сар., 2016; Milutinović и сар., 2019; Petrescu и сар., 2019; Wang и сар., 

2019).  
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Фенолна једињења могу инхибирати ензиме који су повезани са генезом хуманих 

болести, па се с тога користе у лечењу различитих обољења, укључујући хипертензију, 

метаболичке проблеме, инфекције и неуродегенеративне болести. Инхибиција ензима 

који конвертује ангиотензин фенолним једињењима користи се за лечење хипертензије. 

Инхибиција ензима који хидролизује угљене хидрате је основа терапије дијабетес 

мелитуса типа 2, а инхибиција холинестеразе је нашла примену у лечењу Алцхајмерове 

болести. Такође, због свог антиинфламаторног дејства, фенолна једињења испољавају 

значајну улогу у лечењу кожних болести, реуматоидног артритиса и инфламаторних 

болести цревног тракта. Екстракти биљака и фенолна једињења, поред низа 

антиинфламаторних, антиканцерогених, антибактеријских и антивирусних активности, 

испољавају заштитне ефекте од оксидативног стреса и запаљења изазваних 

аерополутантима. Такође се користе за превенцију и лечење болести повезаних са 

алергијама. Описани су и биолошки доприноси фенолних једињења у лечењу 

кардиоваскуларних болести (Rahman и сар., 2022). 

Од свих фенолних једињења, фенолне киселине и флавоноиди најчешће су 

предмет изучавања. Фенолне киселине се одликују присуством фенолног језгра и бочног 

низа састављеног од једног (деривати бензоеве киселине) или три (деривати циметне 

киселине) угљеникова атома. На основу угљениковог скелета најчешће се деле у две 

подгрупе: хидроксибензоеве (C6-C1) и хидроксициметне киселине (C6-C3) (Clifford и 

сар., 1999) (Слика 6). Хидроксибензоеве киселине карактеришу се присуством 

карбоксилних група на фенолу. Најприсутнији деривати бензоеве киселине у биљним 

ткивима су: p-хидроксибензоева, ванилинска, сирингинска и гална киселина (Hidalgo и 

Almajano, 2017; Durazzo и сар., 2019). У биљкама, хидроксициметне киселине су 

заступљеније од деривата хидроксибензоевих киселина. Најзаступљенији представници 

су p-кумаринска, кафеинска, ферулинска и синапинска киселина (Табела 1). Ретко се 

налазе слободне у биљкама, већ су најчешће везане у форми естара са различитим 

једињењима, као што су органске киселине, флавоноиди, терпени, итд. 

 

 

 

Слика 6. Деривати фенолних киселина: а) хидроксибензоеве киселине;  

б) хидроксициметне киселине 
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Табела 1. Класификација фенолних киселина 

Хидроксибензоеве киселине 

 

 

 

 
 

p-хидроксибензоева киселина 

 

 

 

 
Сирингинска киселина 

 

 

Ванилинска киселина 

 

Гална киселина 

 

Хидроксициметне киселине 

 

 
 

p-кумаринска киселина 

 

 

 
 

Ферулинска киселина 

 

 
 

Кафеинска   киселина 

 

 
Синапинска киселина 

 

Флавоноиди (С6-С3-С6), као класа секундарних метаболита биљака мале 

молекулске масе су веома заступљени у биљном свету. Присутни су у свим биљним 

органима, при чему је њихова концентрација највећа у епидермису листова, цветова и 

перикарпу плодова (Crozier и сар., 2006). До данас је описано више од 9000 флавоноида, 

а њихов дневни унос варира између 20 mg и 500 mg, углавном из воћа, поврћа или 

суплемената (Panche и сар., 2016; Khan и сар., 2021).  
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Структура флавоноида се карактерише присуством два бензенова прстена 

повезана преко С-3 јединице (Crozier и сар., 2006; Dai и Mumper, 2010; Durazzo и сар., 

2019). Различитим обрасцима супституције добијају се многе подкласе, као што су 

флавони, изофлавони, флаванони, флаваноли, дихидроксифлавоноли и антоцијанини 

(Слика 7). 

 

Слика 7. Класификација флавоноида 

 

Флавоноиди су незаобилазна компонента у разним фармацеутским, медицинским 

и козметичким производима. Ово се приписује њиховом антиоксидативном (Andreu и 

сар., 2018; Hernández-Rodríguez и сар., 2019), антиинфламаторном (Chen и сар., 2019), 

антимутагеном (Okuno и сар., 2019) и антиканцерогеном (Kopustinskiene и сар., 2020) 

дејству у комбинацији са њиховим капацитетом да модулишу кључне функције 

ћелијских ензима (Kim и сар., 2004). Многе студије сугеришу да флавоноиди показују 

биолошке активности, укључујући антиалергијско, антивирусно, антиинфламаторно и 

вазодилататорно дејство.  

Највише интересовања је посвећено антиоксидативној активности флавоноида 

која је последица њихове способности да смање формирање слободних радикала, као и 

да неутралишу слободне радикале. Такође, утврђено је да су флавоноиди веома 

ефикасни у спречавању липидне пероксидације, која је одговорна за различите болести 

као што су атеросклероза, дијабетес, инфламација и старење (Panche и сар., 2016; Abou 

Baker и сар., 2020). Флавоноиди су такође познати и по својој антимикробној активности 

(da Silva и сар., 2013; Górniak и сар., 2019; Duda-Madej и сар., 2020). Бројне студије су 

показале да изоловани флавоноиди имају антифунгално, антивирусно и антибактеријско 

својство због чега се интензивно користе у области исхране, безбедности хране и 

здравља (Panche и сар., 2016). Литературни подаци указују на то да бројни флавоноиди 

имају хемопревентивна својства као и да доприносе индуковању апоптозе заустављањем 

ћелијског циклуса, регулацијом метаболизма канцерогена и експресије онкогенезе 

(Panche и сар., 2016; Abou Baker и сар., 2020). 
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1.4. Испитивање цитотоксичног и апоптотског ефекта  

1.4.1. Испитивање цитотоксичног ефекта 

Примена биљних врста у лековите сврхе све више је популарна јер се биљке могу 

користити у терапији различитих болести као природне алтернативе синтетичким 

лековима (Malik и сар., 2018). Такође, коришћење природних производа као 

антиканцерогених средстава је прихватљив терапијски приступ због приступачности, 

применљивости и смањене цитотоксичности. Уз њихове деривате и аналоге, природни 

производи имају важну улогу у лечењу карцинома модулацијом микроокружења самог 

карцинома и различитим сигналним путевима, што је повећало интересовање научника 

за њихов потенцијал као хемопревентивних и хемотерапеутских агенаса (Safe и 

Kasiappan, 2016; Hashem и сар., 2022).  

Важан аспект у истраживању биљака, њихових екстраката или препарата, 

представља цитотоксични скрининг. Цитотоксичност представља утицај неког агенса на 

преживљавање и пролиферацију ћелија или ћелијски метаболизам. У зависности од тога 

да ли се анализа  цитотоксичног ефекта неког агенса заснива на мерењу вијабилности 

ћелија на основу промене интегритета мембране ћелија или ћелијског метаболизма, 

данас је у употреби је велики број тестова.  

Једна од најчешће примењиваних стратегија у испитивању цитотоксичности јесте 

мерење вијабилности ћелија на основу активности митохондрија, где МТТ (3-(4,5-

диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолијум бромид) тест представља златни 

стандард који се примењује широм света. Примена МТТ теста у истраживању 

цитотоксичног ефекта има многоструке предности. Превасходно то је  једноставност и 

лакоћа извођења самог теста, прецизност одређивања али и утврђивање више 

параметара цитотоксичности неког агенса. Тестом је могуће одређивање и 

квантификација раста и виталности ћелија (Buranaamnuay и сар, 2021; Ghasemi и сар, 

2021), мерење пролиферације ћелија као одговор на факторе раста, цитокине и хранљиве 

материје (Jimi и сар 2020; Ghasemi и сар., 2021), процена цитотоксичности неких агенаса 

који инхибирају раст ћелија (Munia и сар., 2020)  али и мерење активности ћелија (Rai и 

сар., 2018). 

Тест се заснива на редукцији жуте тетразолијумове соли (МТТ реагенс) 

митохондријалном редуктазом у метаболичким активним ћелијама, при чему се 

формира формазан, нерастворљиви кристални производ тамнољубичасте боје (Ghasemi 

и сар., 2021) (Слика 8).  МТТ реагенс може да прође кроз ћелијску и митохондријалну 

мембрану вијабилних ћелија због свог позитивног наелектрисања (Berridge и сар., 2005) 

и липофилне структуре (Stockert и сар., 2018) и да се у метаболички активним ћелијама 

редукује у формазан (Berridge и сар., 2005). Природа ове редокс хемијске реакције 

обезбеђује колориметријско мерење интрацелуларне производње формазана на основу 

које су Mosmann и сар. развили МТТ тест 1983. године (Mosmann и сар., 1983).  

 

 
Слика 8. Редукција тетразолијумове соли у формазан 
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1.4.2. Типови ћелијске смрти 

Препознавање процеса апоптозе као главног механизма деловања многих 

цитотоксичних агенсаса довело је до нових експерименталних приступа који су 

усмерени на стимулисање апоптотских путева у циљу побољшања терапијског одговора. 

Улога природних једињења у регулисању ћелијске пролиферације и диференцијације су 

давно позната, али њихов значај као физиолошких и фармаколошких регулатора 

ћелијске смрт тек су однедавно у свери интересовања научника.  

Апоптоза (програмирана ћелијска смрт) представља енергетски зависни и 

генетички регулисан процес који се карактерише низом морфолошких промена ћелије. 

То је иреверзибилан физиолошки процес који је присутан у свим ткивима још од 

стадијума ембриогенезе и неопходан је за одржавање ћелијске хомеостазе.  

Апоптозу карактерише низ морфолошких промена које се могу поделити у три 

фазе. У првој фази апоптотске ћелије смањују волумен и садржај воде, уједно 

повећавајући број белих крвних зрнаца и густину цитоплазме. Апоптотске ћелије се 

издвајају од околне популације нормалних ћелија. Друга фаза апоптозе укључује 

промене на нивоу једра када долази до фрагментације молекула ДНК и кондензације 

хроматина. Услед деградације актинских филамената цитоскелета (трећа фаза апоптозе) 

долази до инвагинација у ћелијској мембрани и формирања везикула тзв. апоптотских 

телашаца које су оивичене мембраном и садрже фрагменте ћелије (Слика 9). 

Премештање фосфатидил-серина на спољашњу површину ћелијске мембране омогућава 

околним ћелијама и ткивним макрофазима да уз помоћ специфичних рецептора 

препознају апоптотске ћелије и да их фагоцитирају. С тога, током процеса апоптозе не 

долази до ослобађања интрацелуларног садржаја у околна ткива, односно до настанка 

инфламаторног одговора организма из разлога што се сви процеси одвијају на нивоу 

апоптотске ћелије (D’Arcy, 2019; Guo и сар., 2021; Kari и сар., 2022).   

Поред наведених морфолошких промена, процес апоптозе прати и низ 

биохемијских процеса који укључују промене у ћелијским сигналним путевима. 

Апоптоза се може иницирати спољашњим (рецептоским) путем и унутрашњим 

(митохондријалним) путем. Оба сигнална пута апоптозе захтевају активацију 

протеолитичких ензима каспаза које се могу поделити у две групе: иницијаторске 

(каспаза -8 и -10 у спољашњем путу и каспаза -9 у унутрашњем путу) које започињу 

процес апоптозе и активирају ефекторне каспазе (каспаза -3, -6 и -7) које даље доводе до 

разградње циљаних  протеина и  програмиране ћелијске смрти  (Hussar, 2022) .  

Спољашњи пут апоптозе започиње везивањем специфичних лиганада тумор-

некрозе фактора (TNF, Fas ligand) за комплементарне мембранске рецепторе смрти 

(Dead Receptors - DR) који се налазе на површини ћелије. Делови рецептора смрти 

(домени смрти) су лоцирани у цитоплазми и учествују у самом преносу сигнала и 

иницијацији процеса апоптозе својим везивањем за интраћелијске протеине (адаптери: 

Fas-associated-death-domain; TNFR-associated death-domen). Овако формиран сигнални 

комплекс индукује ћелијску смрт посредством својих домена који ступају у интеракцију 

са доменима прокаспаза 8 и 10 и активирају иницијалне каспазе. Оне даље активирају 

ефекторне каспазе 3 и 7 и доводе до програмиране ћелијске смрти. 

Апоптоза посредована унутрашњим или митохондријалним путем настаје као 

одговор на унутрашње ћелијске сигнале. Унутрашњи пут апоптозе се заснива на 

активности различитих проапоптотских и антиапоптотских гена Bcl- 2 фамилије. 

Приликом иницијације процеса апоптозе посредством оштећења молекула ДНК важну 

улогу има тумор супресорски ген p53 који врши експресију протеина Bcl- 2 фамилије 

чијом активацијом долази до стварања пора у мембрани митохондрија и ослобађања 

цитохрома Ц у цитоплазму. Даљом интеракцијом цитохрома Ц са адапторским 
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протеином (Apaf-1; Apoptotic Protease Activating Factor-1) долази до активације 

ефекторне каспазе -3 које даље воде ћелију у апоптозу (Kari и сар., 2022). 

Некроза је пасиван тип ћелијске смрти који настаје услед промена физиолошких 

услова као последица деловаља различитих физичко-хемијских агенаса. Први корак у 

процесу некрозе је бубрење органела као што су ендоплазматични ретикулум и 

митохондрије. Услед недостатка снабдевања ћелија кисеоником и смањене производње 

аденозин три фосфата (АТП) долази до нарушавања натријум-калијумове пумпе у 

мембрани ћелије. То последично доводи до неконтролисаног уласка калцијума и воде у 

ћелију, односно до њеног бубрења и одвајања рибозома од ендоплазматичног 

ретикулума. Цитосолни калцијум такође доводи и до активације неколико ензима као 

што су протеазе и фосфолипазе што доводи до разградње мембране и изливања садржаја 

у околно ткиво (Слика 9). Као последица некрозе настаје инфламаторни одговор (Sarhan 

и сар., 2018). 

 

 

Слика 9. Разлика у морфолошким променама ћелије у апоптози и некрози 

Методе које се заснивају на уочавању разлика између апоптозе и некрозе поред 

примене флуоресцентне и електронске микроскопије, обухватају и проточну 

цитометрију.  

Проточна цитометрија је савремена метода која заузима значајно место како у 

дијагностици бројних обољења, тако и у истраживачке сврхе (Zattoni и сар., 2022). 

Метода се може користити за праћење ефеката терапије цитостатицима или 

имунотерапије која се користе у лечењу различитих тумора (Catitti и сар., 2023). 

Методом је могуће праћење раних промена на нивоу саме ћелије као што је детекција 

оксидативног стреса, оштећења митохондрија, али такође и каснијих ефеката као што је  

цитотоксичност и генотоксичност (Sabido и сар., 2020). Испитивање процеса апоптозе 

проточном цитометријом омогућава не само резумевање механизама саме апоптозе, него 

и идентификацију фактора који утичу на овај процес, што је неоспорно битно за развој 

нових стратегија у лечењу различитих болести у којима је процес апоптозе важан (Guo и 

сар., 2020).  
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Проточном цитометријом је омогућено аутоматско бројање ћелија и њихова 

класификација у различитим фазама ћелијског циклуса, као и идентификација 

специфичних маркера који се током процеса апоптозе јављају на површини ћелије. 

Бојењем различитих ћелијских компоненти омогућена је анализа ћелијског циклуса, 

миграција и пролиферација ћелија. Један од најзначајних маркера који се користи у 

проточној цитометрији у сврху детекције апоптозе је фосфодилсерин који се током 

процеса апоптозе премешта са унутрашње на спољашњу страну ћелијске мембране. За 

детекцију апоптотских ћелија користи се  флуоресцентно обележен протеин (Annexin-

V) који се везује за фосфодилсерин али који истовремено може да приступи мембрани 

некротских ћелија и да их обоји. Истовременим бојењем ћелија са Annexin-V и 7-ААD 

(7-Aminoactinomycin D) могуће је са сигурношћу разликовати вијабилне од апоптотских 

(рана или касна апоптоза) и некротских ћелија. 7-ААD је флуоресцентна боја која се 

најчешће користи за анализу ћелијског циклуса као и за детекцију процеса апоптозе због 

могућности саме боје да се селективно везује за гуанин-цитозинске регионе молекула 

ДНК. Бојењем ћелија овом бојом детектују се некротске и касно апоптотске ћелије због 

нарушене пропустљивости њихових мембрана и могућношћу везивања боје за ДНК тако 

оштећених ћелија (Voronin и сар., 2020; Kari и сар., 2022).  

1.4.3. Цитотоксични и апоптотски ефекат екстраката испитиваних 

биљних врста на ћелијске линије колоректалног карцинома 

Лекови природног порекла чинили су основу традиционалне медицине, док у 

данашње време лековите биљке представљају један од најзначајнијих извора нових 

лекова. Хемопревентивне компоненте биљног порекла, за које је познато да циљају 

специфичне онкогене или малигне ћелије, прекидају канцерогенезу и спречавају раст 

тумора, тренутно се опширно истражују (Mazumder и сар., 2020). За потребе лечења 

преко 200 врста карцинома, само око 140 одобрених антиканцерогених лекова је 

доступно, због чега постоји недостатак ефикасних терапија за већину тумора (Latosinska 

и сар., 2013; Mazumder и сар., 2020).  

Колоректални карцином представља канцерозну лезију која се формира у зиду 

колона или ректума. Најчешће, почиње као аденоматозни полип (аденом) који се развија 

у мукозном слоју дебелог црева или ректума. Иако су полипи веома чести, процењује се 

да мање од 10% формираних полипа прелази у карцином (Levine и сар., 2006, Risio и 

сар., 2010). Најзначајнији пораст инциденце и морталитета услед овог карцинома јавља 

се у економски развијеним земљама (превасходно у западним земљама) (Wong и сар., 

2020, World Health Organization, 2020). Према бази података (GLOBOCAN- Global 

Cancer Observatory) Светске здравствене организације, трећи је најчешће 

дијагностиковани карцином и четврти главни узрок смрти од карцинома у свету (Bray и 

сар., 2018). Процењује се да ће до 2035. године број преминулих од карцинома колона 

значајно порасти, чак за 60% (Douaiher и сар., 2017). У 2020. години дијагностиковано 

је 1,9 милиона нових случајева (Bray и сар., 2021). Инциденца карцинома колона је 

такође висока у нашој земљи. Број новооболелих у 2020. години износио је 5059, док је 

број преминулих био 2430 (Регистар за рак у Републици Србији, 2022). 

Подаци који се фокусирају на токсичне исходе хемиотерапије довели су до 

карактеризације нових стратегија, укључујући експлоатацију природних једињења као 

алтернативних и безбедних лекова и/или метода лечења канцера. Једињења биљног 

порекла имају велики утицај као терапијски агенси, и сама, али и у комбинацији са 

конвенционалним лековима. Штавише, ћелије канцера могу развити отпорност на 

лекове током хемиотерапије. Циљеви укључивања природних једињења у 
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хемиотерапији канцера су следећи: (а) да се прошири терапијски оквир 

хемиотерапеутских лекова и (б) да се смањи појава резистенције на хемиотерапију 

(Ouyang и сар., 2014). Током последње две деценије постоји велико интересовање за 

испитивање и све је већа употреба конвенционалних лекова у комбинацији са 

антитуморским лековима пореклом из природних извора. 

У досадашњим истраживањима од стране већег броја аутора, уочено је да врсте 

рода Artemisia испољавају снажно антиканцерогено дејство на различитим ћелијским 

линијама колоректалног карцинома. Ferrante и сар. (2019) су показали да етил-ацетатни 

екстракт биљке A. santonicum значајно редукује вијабилност ћелија колоректалног 

карцинома (HCT116). A. aucheri испољава цитотоксичне ефекте на HCT116 ћелијама 

индукцијом апоптозе (Ali и сар., 2020). A. absinthium поседује значајну антиканцерогену 

активност на DLD-1 ћелијској линији колоректалног карцинома, док цитотоксични 

ефекти на ембрионалним ћелијама бубрега (HEK-293) су били веома слаби (Koyuncu, 

2018). Kim и сар. (2018) су показали да метанолски екстракт A. annua редукује 

вијабилност HCT116 ћелија колона путем апоптозе коју карактерише повећање лактат-

дехидрогеназе и апоптотских тела, активирање каспазе-3 и каспазе-7, смањење 

мембранског потенцијала као и повећано ослобађање цитохрома Ц. 

Иако се биљка A. vulgaris традиционално користи у лечењу различитих болести 

(Pandey и сар., 2017; Ekiert и сар., 2020), веома је мало доступних литературних података 

о њеним антитуморским својствима на ћелијским линијама колоректалног карцинома. 

Nawab и сар. (2011) у својој студији, испитујући антиканцерогена својства A. vulgaris 

екстракта, показали су да водени биљни екстракт значајно смањује пролиферацију 

ћелија колоректалног канцера (RKO) у дозно-зависном ефекту. Такође, Lian и сар. (2018) 

спровели су студију о антиканцерогеној активности метанолског екстракта биљке на 

ћелијској линији колоректалног карцинома (HCT-15). Резултати студије су показали да 

је екстракт испољио значајну антиканцерогену активност са IC50 вредношћу од 50 

µg/mL. 

Са друге стране, антитуморска својства биљке A. alba до сада нису испитивана и 

ово је прва студија која је имала за циљ да анализира цитотоксични и проапоптотски 

ефекат различитих екстраката ове биљне врсте. 

1.5. Тестови за детекцију генотоксичних агенаса 

 Генотоксикологија (генетичка токсикологија) је интердисциплинарна наука чији 

је основни циљ детекција генотоксичних агенаса присутних у човековој животној и 

радној средини. Бави се проучавањем интеракција између агенаса (физичких, хемијских 

и биолошких) са генетичким материјалом, механизмима одговора на изазвана оштећења 

и свеукупним утицајем на организам. Како би се детектовале промене у генетичком 

материјалу и проценио генотоксични потенцијал неког агенса  развијен је велики број 

тестова, који се на основу нивоа организације генетичког материјала на коме се врши 

детекција могу поделити у три групе:  
 

• Тестови за детекцију промена на нивоу гена 

• Тестови за детекцију промена на нивоу хромозома 

• Тестови за детекцију промена на нивоу молекула ДНК.  

 

Већина ових тестова је нашла примену у истраживању генотоксичног ефекта 

одређеног агенса. Способност неког агенса да узрокује промене у генетичком 

материјалу представља генотоксичност и такви агенси се према свом пореклу деле се на 
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физичке, хемијске и биолошке. Физички агенси су температура и различити типови 

зрачења. Друга група укључује хемијске супстанце, природне и синтетисане, које 

узрокују промене у генетичком материјалу, као што су нумеричке и структурне 

аберације хромозома, повећање фреквенце измене сестринских хроматида (SCE), 

повећање фреквеце микронуклеуса и генске мутације. Своје ефекте могу да испоље као 

директни мутагени, индиректни мутагени, немутагене супстанце и агенси који 

појачавају мутагеност друге супстанце и остварују комутагено дејство. Трећу групу 

мутагена чине вируси, бактерије, гљиве, биљке (Ferguson i Philpott, 2008). 

1.6. Цитокинезис блок микронуклеус тест (ЦБМН тест) 

ЦБМН тест је један од најчешће примењивањих тестова у лабораторијама широм 

света који се употребљава за анализу како спонтаних тако и индукованих хромозомских 

аберација (Kato и сар., 2023). Тест се успешно примењује и у in vivo и у in vitro условима. 

Заснива се на детекцији екстрануклеарних хроматинских маса која се у цитоплазми 

уочавају у форми малих једара  – микронуклеуса (МН) (Fenech, 2020a) (Слика 10).  

Појам геномска нестабилност односи се на високу учесталост мутација у геному 

које настају услед дејства различитих агенаса из ендогених и егзогених извора којима је 

људска популација константно изложена. Многобројни фактори утичу на стабилност 

хуманог генома и могу допринети развоју различитих болести, као што су малигне 

болести, кардиоваскуларне болести, хронична опструктивна болест плућа или 

неуродегенеративне болести (Tiwari и Wilson, 2019; Asanov и сар., 2021; Scheijen и 

Wilson, 2022). 

Иако се оштећења молекула ДНК дешавају у ћелијама нашег организма, 

посредством механизама репарације ова оштећења је могуће поправити. Оштећења 

наследног материјала која настају посредством мутација, могу се манифестовати на 

нивоу гена (генске мутације – промене у структури гена), или на нивоу читавог 

хромозома (хромозомске аберације – промене у броју и структури хромозома). Уколико 

се оштећења наследног материјала не поправе урођеним репер-механизмима, мутације 

се нагомилавају и могу бити увод у различита патолошка стања.  

ЦБМН тест се користи као проба за кластогене агенсе који изазивају прекидe у 

хромозомима, услед чега настају МН који се састоје од ацентричних фрагмената, као и 

проба за анеугене агенсе који ремете правилну сегрегацију хромозома и доводе до 

губитка целих хромозома услед чега настају МН који се састоје од целих хромозома 

(Milošević-Đorđević, 2010; Nersesyan и сар., 2016). ЦБМН тестом се детектује геномска 

нестабилност, укључујући прекиде, губитак делова хромозомама или реаранжмани 

хромозома, пупољци и мостови. Детектовање МН је реални показатељ хромозомских 

аберација, а њихова фреквенца је директно пропорционална степену хромозомских 

аберација. Последњих деценија МН се користе као биомаркери хромозомских 

оштећења, нестабилности генома и ризика за различите типове канцера (Iarmarcovai и 

сар., 2008; Samanta и Dey, 2010; Fenech, 2020a). 
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Слика 10. Бинуклеусна (БН) ћелија: а) са два микронуклеуса; б) са три микронуклеуса 

 

МН имају исту текстуру хроматина и обојеност као главно једро у чијој су 

близини локализовани. Углавном су овалног или округлог облика, величине између 1/3 

до 1/16 пречника главног једра, али могу бити и пирамидалне, хемисферне, цилиндричне 

или врло ретко неправилне структуре (Grujičić и сар., 2016, Sommer и сар., 2020).  

 МН представљају највише проучаване биомаркере оштећења ДНК и 

хромозомске нестабилности код људи. Од када су Howell и Jolly први пут известили о 

њиховом постојању у еритроцитима (Sears и сар., 2012), а касније студије потврдиле 

њихово порекло од хромозомских аберација у лимфоцитима периферне крви (Fenech и 

сар., 2011; 2016), МН су постали један од најважнијих биомаркера геномске патологије 

повезане са широким спектром развојних и дегенеративних болести (Bonassi и сар., 

2019; Fenech и сар., 2020b). Иако је раније показано да МН у еритроцитима и 

лимфоцитима код људи воде порекло од структурних хромозомских аберација, 

интересовање за анализу МН интензивно је расло до данас, па се тако МН могу 

детектовати не само у хематопоетским ћелијама него и у различитим врстама хуманих 

ћелија као што су фибробласти, кератиноцити (Kawanishi и сар., 2020), ексфолиатне 

епителне ћелије, односно ћелије букалне, назалне и уротелијалне мукозе (Hopf и сар., 

2020; Panico и сар., 2020). Ипак, најчешће коришћене ћелије за анализу МН су 

лимфоцити периферне крви управо због већег разумевања механизма формирања МН у 

таквим ћелијама, а такође и једноставности узимања узорка. Лимфоцити су ћелије које 

веома дуго живе и у стању су да годинама акумулирају различита цитогенетичка 

оштећења што их чини изузетним маркерима изложености генотоксичним агенсима. 

Око 80% од укупног броја лимфоцита у периферној крви чине рециклирајући 

лимфоцити, који повремено излазе из циркулације, пролазе кроз слезину, лимфне жлезде 

и остала ткива, а затим се поново враћају у циркулацију. На основу овога се долази до 

закључка да хромозомске аберације нису само одраз стања лимфоцита у циркулацији, 

већ могу бити индуковане у било ком делу организма (Fenech, 2000).  

1.6.1. Теорије о пореклу микронуклеуса 

Постоје два најчешћа механизма који доводе до формирања МН у телесној 

ћелији: (1) прекиди на хромозомима и (2) поремећена функција деобног вретена. 

Кластогени агенси изазивају прекиде хромозома када настају ацентрични фрагменти 

који који улазе у састав МН. У другом механизму, анеугени агенси спречавају 

формирање деобног вретена током митозе, а резултат тога је заостајање целог хромозома 
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у анафази. Такви хромозоми или њихови фрагменти у току анафазе ћелијског циклуса 

губе оријентацију у односу на нити деобног вретена и не мигрирају ка половима ћелије. 

Како не улазе у састав нуклеуса у телофази ћелијске деобе формирају појединачне или 

вишеструке МН у цитоплазми бинуклеусне (БН) ћелије (Norrpa и Falck, 2003). 

Механизми формирања МН приказани су на Слици 11. 
 

 

Слика 11. Шематски приказ настанка микронуклеуса 

Да би се хромозомско оштећење испољило као МН неопходно је да се ћелија 

подели. Међутим, проласком ћелије кроз више од једне деобе, микронуклеуси настали 

као последица оштећења генетичког материјала се расподељују ћеркама ћелијама и 

самим тим њихова фреквенца се смањује. Fenech и Morley (1985), аустралијски 

истраживачи, су поправили овај недостатак конвенционалног микронуклеус теста и 

увели су цитокинезис – блок МН тест. Овом методом се врши анализа ћелија које су се 

у култури само једном поделиле. Додавањем цитохалазина Б култивисаним ћелијама пре 

прве митотичке деобе, долази до заустављања цитокинезе, док кариокинеза тече 

неометано и као резултат настаје бинуклеусна ћелија (БН). Цитохалазин Б инхибира 

полимеризацију актинских филамената чиме је онемогућено формирање контрактилног 

прстена који је изграђен од актинских и миозинских филамената. Пошто су се ћелије 

само једном поделиле, као резултат хромозомских оштећења могу да настану МН 

(Zalacain и сар., 2005). 

1.6.2. Предности ЦБМН теста 

Поред брзине и једноставности извођења, ЦБМН тест поседује многоструке 

предности у односу на друге тестове који се користе за детекцију хромозомских 

аберација. Овај тест омогућава да се из једног узорка анализира више хиљада 

лимфобласта, па се добија објективнија слика о насталим оштећењима. Овим тестом се 

доста прецизније и једноставније утврђује фреквенца МН него конвенционалном МН 

методом, пошто је отклоњен проблем ћелијске кинетике. Применом конвенционалне 

МН методе у мононуклеусним ћелијама утврђује се дупло мања фреквенца МН него у 
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БН ћелијама, што иде у прилог поузданости ЦБМН теста. Тест омогућава испитивање 

мутагеног ефекта како физичких, тако и хемијских и биолошких агенаса, што је довело 

до повећаног интересовања цитогенетичара за примену овог теста у детекцији 

генотоксичних агенаса и његову широку примену.  
Поред детекције МН, ЦБМН тест се користи и за анализу других цитогенетичких 

параметара генотоксичног оштећења као што су нуклеоплазматски мостови, нуклеусни 

пупољци, али и за израчунавање нуклеусног деобног индекса (НДИ) (Fenech, 2007). 

Израчунавањем НДИ, ЦБМН тестом се омогућава и детекција цитотоксичног ефекта. На 

основу односа мононуклеусних, бинуклеусних и полинуклеусних ћелија омогућена је 

анализа евентуалног цитотоксичног ефекта испитиваног агенса. Смањена фреквенца БН 

ћелија и успорена ћелијска кинетика могу бити индикатор антипролиферативног ефекта 

испитиваног агенса (Fenech, 2007; Istifli и сар., 2019). Нуклеоплазматски мостови 

представљају мостове између једара БН ћелије. Формирају се од дицентричних 

хромозома који се могу појавити због неисправног механизма поправке ДНК, фузије 

крајева теломера или услед неодвајања сестринских хроматида у анафази (Fenech и сар., 

2011). Настају услед дејства агенаса који стварају слободне радикале, попут јонизујућег 

зрачења или водоник-пероксида. Применом центромерних хромозом-специфичних 

проба, можемо утврдити да ли су центромере лоциране на крајевима оваквих 

дицентричних мостова (Fenech, 2020a; Hill и Golic, 2022). Нуклеоплазматски пупољци 

морфолошки веома личе на МН, али су спојени са једром ћелије тањом или дебљом 

дршком (Fenech, 2007). Настају елиминацијом амплификоване ДНК или од ослобођених 

ДНК репарираних комплекса (Fenech и сар., 2011).  

1.6.3. Фактори који утичу на фреквенцу микронуклеуса 

Хумани биомониторинг је од суштинског значаја за процену да ли и у којој мери 

материје присутне у животној средини утичу на популације, па с тога пружа драгоцене 

информације о изложености штетним факторима животне средине и помаже да се 

идентификују потенцијални здравствени ризици. Цитогенетичке методе играју пресудну 

улогу у биомониторингу када желимо да проценимо присуство и обим хромозомског 

оштећења у популацијама које су биле изложене генотоксичним агенсима. Осим 

индуковане постоје и базалне фреквенце различитих цитогенетичких параметара могу 

пружити вредне информације о акумулираним генетским оштећењима која се јављају 

током живота појединца (Nefić и Hadzić, 2013; Araldi и сар., 2015; Gajski и сар., 2018). 

ЦБМН тест у лимфоцитима периферне крви је метода помоћу које се, одређивањем 

фреквенце МН, пружају важне информације о генетичком интегритету на нивоу 

хромозома. До спонтаног настанка МН долази услед оштећења у лимфоцитима 

посредством акумулираних генетичких оштећења, која спонтано настају у току 

животног века циркулишућих Т-лимфоцита.  

У циљу побољшања примене, разумевања и стандардизације ЦБМН теста, настао 

је HUMN (HUman MicronNucleus) пројекат. Један од главних циљева овог 

интернационалног пројекта који је укључивао преко 50 лабораторија широм света било 

је утврђивање базалне МН фреквенце и дефинисање критеријума за бројање МН у БН 

ћелијама. Истраживање је вршено на приближно 7 000 здравих људи и утврђено је да је 

просечна базална фреквенца МН износила 6,5 МН на 1000 анализираних БН ћелија 

(Bonassi и сар., 2001). Овим пројектом су сагледани и различити егзогени и ендогени 

фактори који потенцијално доводе до промене у базалној МН фреквенци. 
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1.6.3.1. Утицај ендогених фактора на фреквенцу микронуклеуса 

Анализа утицаја потенцијалних ендогених фактора који могу да модификују 

фреквенцу МН, представљају предмет интересовања многих научника. Доступни 

литературни подаци указују на то да постоје опречна мишљења о утицају старости на 

фреквенцу МН. Neri и сар. (2006) у студији која је укључивала 170 индивидуа, старости 

од 0-18 година, показали су да не постоји узрочно-последична веза година са 

фреквенцом МН. До истих закључака су дошли Wojda и сар. (2007) испитујући 

фреквенцу МН у популацији старијој од 60 година.  

Супротно томе, већина аутора се слаже да са повећањем година старости, долази 

до повећане учесталости хромозомских аберација и да ефекти старења представљају 

комбинацију генетички програмираних процеса и генетичких промена изазваних 

комбинацијом егзогених и ендогених фактора. Током процеса старења, услед смањења 

репаративних способности ћелија да поправе оштећења ДНК, долази до повећања 

осетљивости ћелија на генотоксичне агенсе што последично може акумулирати 

мутације (Chen и сар., 2003; Nassour и сар., 2016). Постојање позитивне корелације 

између година старости и МН фреквенце утврдиле су бројне студије (Milošević-

Djordjević и сар., 2002; Ferraz и сар., 2016; Cho и сар., 2017). Milošević-Djordjević и сар. 

(2002) су показали да до 40. године старости повећава се фреквенца МН, а да након 40. 

године долази до смањења пролиферационог капацитета и до опадања МН фреквенце. 

Резултати истраживања Franzke и сар. (2014) старије популације (65-98) показују да око 

60. године старости долази до уједначавања у расту и да не постоји промена у МН 

фреквенци, што су аутори објаснили могућношћу да су старије особе развиле отпорност 

на хромозомска оштећења и формирање МН или се микронуклеусне ћелије чешће 

подвргавају процесу апоптозе. Студија која је спроведена у Италији 2020. године од 

стране Santovito и Gendusa је показала да годинама старости долази до прогресивног 

накупљања геномског оштећења, што за последицу има пораст МН фреквенце. Такође, 

у недавно објављеној студији, Laffon и сар. (2021) су закључили да је учесталост МН 

погодан биомаркер геномске нестабилности у старењу. 

Веза између пола и фреквенце МН проучавана је од стране великог броја аутора, 

а доступни литературни подаци указују на то да је дистрибуција МН различита код 

мушког и женског пола (Bonassi и сар., 2001; Wojda и сар., 2007; Garaj-Vrhovac и сар., 

2008; Nefić и Handzić, 2013). На основу података добијених из многобројних студија 

дошло се до закључка да жене имају повећан број МН у односу на мушкарце и да се 

повећана учесталост МН код жена приписују анеуплоидији, најчешће полног Х 

хромозома (Fenech и Bonassi, 2011; Nefić и Handzić, 2013; Gajski и сар., 2018; Fenech, 

2020а). 

 

1.6.3.2. Утицај егзогених фактора на фреквенцу микронуклеуса 

Утицај животних навика као што је конзумирање цигарета на фреквенцу МН, 

биле су предмет интересовања многих студија, од којих су само поједине показале да 

особе које конзумирају цигарете имају повишену фреквенцу МН у односу на контролну 

групу, односно групу непушача (Pereira da Silva и сар., 2015; Dosi и сар., 2016; 

Mohammed и сар., 2020). 

Са друге стране, у већини спроведених студија није пронађена позитивна 

корелација између конзумирања цигарета и фреквенце МН (Bonassi и сар., 2003; 

Milošević-Djordjević и сар., 2012; Coskun и сар., 2013; Siama и сар., 2019; Vital и сар., 

2021). Подаци о утицају пушења на фреквенцу МН сумирани су из бројних и обимних 

биомониторинг студија окупљених око HUMAN пројекта (Bonassi и сар., 2003). У 
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истраживању је учествовало 5710 испитаника, од тога 3501 непушача и 1409 активних 

пушача и 800 повремених пушача. На основу добијених података из 25 лабораторија 

показано је да пушачи немају значајно вишу МН фреквенцу у односу на непушаче и да 

је значајно повећање МН фреквенце запажено само код тешких пушача (оних који 

конзумирају више од 30 цигарета дневно). 

Генотоксични ефекат алкохола анализирали су Reis и сар. (2002). Студија је 

укључивала 40 индивидуа од којих су 20 били апстиненти од алкохола и дувана, док су 

других 20 конзумирали алкохол. Учесталост МН је била значајно већа код особа које су 

конзумирале алкохол у односу на апстиненте. Супротно, на узорку хрватске популације 

Gajski и сар. (2018) су показали да алкохол нема ефекта на МН фреквенцу. Такође, једна 

недавна студија, Reimann и сар. (2020) је дошла до истог закључка да конзумирање  

алкохола нема ефекта на фреквенцу МН код 327 индивидуа, од којих 214 нису 

конзумирали алкохол, док су 113 били конзументи.  

Идентификовано је око 40 микронутријената укључујући витамин B12, фолну 

киселину, гвожђе, калцијум, магнезијум чији је оптималан унос у организам неопходан 

за одржавање здравља. Многи од њих, сами или у комбинацији, неопходни су у синтези 

и репарацији ДНК, као и у спречавању оксидативног оштећења. Све више литературних 

података указује на то да недостатак микронутријената доводи до грешака у репликацији 

и репарацији, што за последицу има геномску нестабилност (Ladeira и сар. 2017; Fenech, 

2020b; Kaźmierczak-Barańska и сар., 2020; Alnabbat и сар., 2022).  

Повезаност МН са исхраном забележено је још давне 1961. године. Аутори су, 

испитујући повезаност анемије са недостатком витамина B12, уочили формирање МН у 

еритроцитима. Формирање МН у лимфоцитима периферне крви повезано је са 

концентрацијом фолата, витамина B12, рибофлавина у плазми, бета-каротена, витамина 

Е, ретинола, калцијума (Fenech и сар., 2011; Ladeira и сар., 2017; Wlodarczyk и сар., 2018;  

Wagner и сар., 2020; Alnabbat и сар., 2022). Витамини, минерали и фолна киселина 

укључени су у процес репликације и репарације ДНК, али учествују и у превенцији 

оксидативних оштећења, па самим тим поремећај у уношењу ових једињења може 

довести до повећане фреквенце МН. Конзумација воћа и поврћа и суплементација 

изолованим дијететским једињењима или мултивитаминима имају позитиван утицај на 

смањење оштећења ДНК (dos Santos и сар., 2020). Huang и сар. (2009) су показали да 

особе чија је исхрана била богата поврћем, воћем и рибом имају нижу МН фреквенцу, 

док је  исхрана богата протеинима и угљеним хидратима повећавала ниво хромозомских 

аберација (Ladeira и сар., 2017). Prado и сар. (2010) су потврдили да начин исхране 

заснован на интегралним житарицама, воћу, поврћу и мало прерађене хране може 

допринети мањем оштећењу ДНК.. Ožvald и сар. (2021) су испитивали утицај 

нискокалоричне дијете на фреквенцу МН код високогојазних особа применом ЦБМН 

теста. Резултати су показали да су се сви параметри геномске нестабилности значајно 

смањили након тронедељне дијете.  

Поред наведених егзогених фактора, веома важан фактор у инциденци 

хромозомских оштећења је и физичка активност, односно ниво кондиције. Интензивно 

физичко вежбање изазива стрес који услед пораста стварања слободних радикала 

повећава ризик од оштећења ДНК (Sharma и Gandhi, 2012). Са друге стране, умерено и 

редовно вежбање појачава одбрамбене механизме против оксидативног стреса и 

редукује фреквенцу МН, односно доводи до стабилности генома (Fenech и сар., 2011; 

Radak и сар., 2013; Šošić и Varjačić, 2015). 
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1.7. Ефекат врста рода Artemisia на хумани геном 

Иако се људска популација ослања на употребу биљака у лечењу различитих 

болести, процена могућег генотоксичног ефекта биљака, њихових екстраката или 

састојака није увек темељно испитана. Из тог разлога, много више пажње треба 

посветити испитивању биолошких ефекта медицинских биљaка, укључујући и њихове 

евентуалне штетне ефекте на здравље људи и генетички материјал. Многе биљне врсте 

које се традиционално користе у народној медицини поседују генотоксичне особине или 

друге штетне ефекте по здравље људи (Rietjens и сар., 2005; Rody и сар., 2018).  

Литературни подаци указују на то да генотоксични и антимутагени ефекат 

биљака A. vulgaris и A. alba  није истраживан. Генерално, испитивање потенцијалног 

генотоксичног дејства ефекта биљака рода Artemisia било је предмет само неколико 

студија. Aberrahman и Shbailat (2014) су показали да етанолски екстракт A. herba-alba 

индукује SCE и МН у коштаној сржи и мононуклеусним ћелијама периферне крви. Друга 

група аутора је показала да етанолски екстракт A. absinthium производи снажну 

генотоксичну активност и индукује значајно повећање МН фреквенце у лимфоцитима 

периферне крви in vitro (Harutyunyan и сар., 2019). Такође, излагање високим дозама 

етанолског екстракта исте биљке доводи до хромозомских аберација у ћелијама коштане 

сржи мишева, те је препоручена употреба само у малим дозама (Yousef, 2014). Недавно 

истраживање Ćetković и сар. (2021) применом комет теста показало је да алкохолна 

тинктура A. annua значајно повећава ниво оштећења ДНК у лимфоцитима периферне 

крви in vitro. 

Применом различитих параметара за процену генотоксичности (митотски и 

индекс репликације, хромозомске аберације и SCE) Daradka и Alshibly (2012) су 

известили да ацетонски екстракт A. herba-alba није узроковао мутагени ефекат у 

лимфоцитима периферне крви. Исти аутори су показали да биљка поседује протективни 

ефекат на етинилестрадиолом индуковану генотоксичност у култивисаним 

лимфоцитима. Као објашњење својих резултата, аутори су навели могућност да 

једињења присутна у екстракту могу деловати као блокатори, спречавајући на тај начин 

метаболичку активацију промутагена. Yun и сар. (2017) су показали да екстракт биљке 

A. capillaris није испољио генотоксично дејство у низу примењених тестова (Ејмсов тест, 

тест хромозомских аберација in vitro и in vivo, МН тест).  
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 Имајући у виду да се биљке A. vulgaris и A. alba користе у народној медицини у 

лечењу различитих обољења, а такође и недовољну истраженост њихових ефеката 

постављени су циљеви ове докторске дисертације: 

 

 

❖ Одређивање количине укупних фенолних једињења и флавоноида у 

метанолским, ацетонским и воденим екстрактима 

 

❖ Идентификација и квантификација фенолних једињења присутних у 

метанолским, ацетонским и воденим екстрактима применом течне 

хроматографије високих перформанси (HPLC)  

 

❖ Анализа цитотоксичног ефекта екстраката на линији ћелија колоректалног 

карцинома (SW-480) и линији мезенхималних матичних ћелија периодонцијума 

(PDLS), применом МТТ теста 

 

❖ Анализа потенцијалног синергистичког ефекта екстраката и цитостатика 

(митомицин Ц) у ћелијама колоректалног карцинома (SW-480) и мезенхималним 

матичним ћелијама периодонцијума (PDLS), применом МТТ теста 

 

❖ Утврђивање типа ћелијске смрти индукованог изабраним биљкама у 

појединачним и комбинованим третманима на линији SW-480 ћелија применом 

проточне цитометрије 

 

❖ Анализа генотоксичног ефекта екстраката (метанолски, ацетонски и водени) у 

култивисаним хуманим лимфоцитима периферне крви, применом ЦБМН теста 

као валидног теста за процену геномске нестабилности 

 

❖ Анализа потенцијалног комутагеног/антимутагеног ефекта екстраката на 

митомицином Ц индуковану геномску нестабилност у лимфоцитима периферне 

крви in vitro применом ЦБМН теста 

 

❖ Анализа ефекта најзаступљенијег фенола и флавоноида у екстрактима биљке  
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методе 
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3.1. Материјал 

3.1.1. Узорковање, припрема и анализе биљног материјала 

3.1.1.1. Узорковање биљака A. vulgaris и A. alba 

Надземни делови биљака су сакупљени у централном делу Србије, на планини 

Гоч (A. vulgaris: 43º36'44"N 20º41'58"E; A alba: 43º34'19"N 20º41'24"E), у августу 2018. 

године. Сакупљени материјал биљака је систематисан и депонован у хербаријуму 

Института за биологију и екологију Природно-математичког факултета Универзитета у 

Крагујевцу и води се под систематским бројем 137/22 за A. alba и 138/22 за A. vulgaris. 

Прикупљени узорци биљака су коришћени за припрему метанолских, ацетонских и 

водених екстраката. 

3.1.1.2. Припрема биљних екстраката  

Сакупљени биљни материјал је сушен је у лабораторијским условима на тамном 

и промајном месту, у танком слоју, у температурним условима од 18 до 22°С, са 

варирањем влажности ваздуха од 55 до 65%. Након седмодневног процеса сушења, 

биљни материјал је уситњен и до процеса екстракције се налазио у тамним стакленим 

посудама. Од уситњеног биљног материјала је измерено 10 g узорка који је пребачен у 

тамне бочице и потопљен у 200 mL метанола, ацетона или воде (у зависности од врсте 

екстракта) и као такав је чуван у лабораторијским условима. Након 48 сати добијени 

екстракти су филтрирани уз помоћ Whatman No. 1 филтер папира и упарени под 

сниженим притиском на ротационом вакуум упаривачу (IKA Rotary Evaporator – WU-

28710-00) при температури од 40°С до постизања сувог стања. Добијени биљни 

екстракти су чувани до даљег коришћења у тамним реагенс бочицама, на температури 

од 4°С,  (Stanković и сар., 2011). Шематски приказ екстракције биљака приказан је на 

Слици 12. 

 

Слика 12. Поступaк припремања екстраката испитиваних биљних врста 
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3.1.2. Коришћене ћелијске линије 

Ћелије су гајене у строго контролисаним, стерилним и дефинисаним условима 

који су специфични за сваку ћелијску линију и опонашају средину из које дате ћелије 

потичу. За потребе истраживања, коришћени су фласкови, површине 25 и 75 cm2, а 

ћелије су одржаване у хранљивом медијуму -DMEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA) са додатком 10% феталног говеђег серума и 100 IU/mL пеницилина 

и 100 µg/mL стрептомицина (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). 

Ћелије су гајене у инкубатору у којем су дефинисани услови средине за раст и 

размножавање ћелија који подразумевају влажну атмосферу са концентрацијом 5% CO2 

и температуром од 37°C. 

Испитивање цитотоксичног дејства метанолских, ацетонских и водених 

екстраката биљака A. vulgaris и A. alba вршено је на две ћелијске линије - ћелијска линија 

хуманог карцинома колона (SW-480) и мезенхималне матичне ћелије периодонцијума 

(PDLS). 

SW-480 је имортализована, адхерентна ћелијска линија колоректалног 

аденокарцинома која поседује експримирани ген за епидермални фактор раста и 

мутацију у кодону 12 за RAS протоонкоген. Морфолошки изглед SW-480 ћелија 

приказан је на Слици 13.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 13. Морфолошки изглед SW-480 ћелијске линије колоректалног карцинома 

 

 

Као здрава ћелијска линија коришћене су мезенхималне матичне ћелије 

периодонцијума (PDLS), добијене примарном култивацијом (Miletić и сар., 2014) (Слика 

14). Изоловане ћелије из здравих ткива периодонцијума морфолошки подсећају на 

фибробласте, имају способност адхерентности и формирања колонија, као и 

мултипотентни потенцијал диференцијације. 
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Слика 14. Морфолошки изглед мезенхималних матичних ћелија периодонцијума 

3.1.3. Узорковање крви  

Експериментални узорак чинила су четири здрава донора (2 жене и 2 мушкарца) 

старости 24-32 године. Донори предходно нису били изложени познатим мутагенима 

животне средине. Пуна хепаринизована периферна крв (0,5 mL) је засејана је у 5 mL 

комплетног медијума за култивацију лимфоцита (PB-Max Кaryotyping Мedium, Ivitrogen, 

California, USA). Експерименти су изведени у складу са смерницама Декларације 

Светског медицинског удружења из Хелсинкија. 

3.2. Методе 

3.2.1. Методе за одређивање садржаја укупних фенолних једињења у 

биљним екстрактима 

Количина укупних фенола и флавоноида у различитим (метанолски, ацетонски и 

водени) екстрактима биљака A.vulgaris и A. alba утврђена је спектрофотометријским 

методама коришћењем UV/Vis спектрофотометара Nanocolor (Macherey-Nagel GmbH & 

Co.KG, Duren, Germany) и Agilent (St. Clara, USA). 

3.2.1.1. Одређивање садржаја укупних фенолних једињења у биљним екстрактима 

Применом Фолин-Чиокалте (Folin-Ciocalteu, Sigma-Aldrich,Chemie, Steinheim, 

Germany) реагенса утврђена је укупна количина фенолних једињења у испитиваним  

биљним екстрактима, према методи који су описали Singleton и сар. (1999). Метода се 

темељи на мерењу редукционе способности фенолних једињења из раствореног 

екстракта. Дисосовањем фенолних једињења настаје протон и феноксидни анјон који 

редукује Фолин-Чиокалте реагенс до плаво обојеног продукта. 

За анализу су коришћени биљни екстракти, добијени описаним методама 

екстракције у концентрацији 1 mg/mL. Узорак је припремљен мешањем 0,5 mL 

одређеног раствора екстракта, 2,5 mL 10% Фолин-Чиокалте реагенса раствореног у води 

и 2,5 mL раствора NaHCO3 концентрације 7,5%. Као слепе пробе уместо екстраката 

биљака коришћена је иста запремина растварача (0,5 mL). Након припреме узорака, они 
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се даље инкубирају у термостату 15 минута на температури од 45°С након чега се 

очитава апсорбанца на спектрофотометру (ISKRA, MA 9523-SPEKOL 211), на таласној 

дужини од 765 nm. 

Коришћењем калибрационе праве галне киселине детектован је садржај укупних 

фенола у добијеним екстрактима. На основу измерених апосорбанци, са калибрационе 

криве очитана је количина укупних фенолних једињења у испитиваним екстрактима и 

изражена као еквивалент галне киселине (mg/mL GA/g екстракта).  

3.2.1.2. Одређивање садржаја флавоноида у биљним екстрактима 

Применом спектрофотометријске методе, коришћењем AlCl3 утврђен је укупан 

садржај флавоноида у испитиваним биљним екстрактима, према методи који су описали 

Quettier и сар. (2000). Метода се базира на могућности флавоноида из раствора екстракта 

да са AlCl3 формира металокомплекс, чији интензитет боје је пропорционалан количини 

присутних флавоноида. 

За анализу су коришћени метанолски, ацетонски и водени биљни екстракти, 

добијени описаним методама екстракције у концентрацији 1 mg/mL. Узорак је 

припремљен мешањем 0,5 mL одређеног раствора екстракта, и 1 mL 2% раствора AlCl3. 

Слепа проба је припремљена на исти начин, без додатка AlCl3. Након припреме, узорци 

су инкубирани 1 сат на температури од 22°С и очитавана је апсорбанца на 

спектрофотометру (ISKRA, MA 9523-SPEKOL 211), на таласној дужини од 415 nm. 

Коришћењем калибрационе праве за стандардни раствор рутина, одређен је 

садржај укупних флавоноида у испитиваним екстрактима. На основу измерених 

апосорбанци, са калибрационе криве очитана је количина флавоноида у испитиваним 

екстрактима и изражена као еквивалент рутина (mg Ru/g екстракта).  

3.2.1.3. Течна хроматографија високих перформанси (high-performance liquid 

chromatography или HPLC) 

За идентификацију и квантификацију фенола и флавоноида у екстрактима 

биљака A. vulgaris и A. alba коришћен је Shimadzu Prominence HPLC апарат који се 

састоји од LC-20AT пумпе, DGU-20A дегасера, CTO-20A пећи за колону, мануелног 

ињекторског система са петљом од 20 μL, SPD-M20A PDA („Photo Diode Array detector“) 

детектора и CBM-20A Prominence 3 контролера система. За анализу узорака коришћена 

је Luna C18 колона (димензија 250 x 4,6 mm, величина честице 5 mm, Phenomenex, USA). 

Мобилна фаза састојала се од (А) ацетонитрила (MeCN) и (Б) водe (H2O) : сирћетнe 

киселинe (AcOH) = 100 : 1 (v/v). Проток мобилне фазе подешен је на 1 mL/min, док је 

пећница подешена на 34°C. При анализи која је трајала 80 минута коришћен је следећи 

програм: изократско елуирање са 95% B (0-10 min), линеарно градијентно од 95% до 

91% B (10-15 min), линеарно градијентно од 91% до 87% B (15-18 min), линеарно 

градијентно од 87% до 85% B (18-24 min), линеарно градијентно од 85% до 80% B (24-

30 min), линеарно градијентно од 80% to 77% B (30-35 min), линеарно градијентно од 

77% до 72% B (35-40 min), линеарно градијентно од 72% до 65% B (40-45 min), линеарно 

градијентно од 65% до 60% B (45-50 min), линеарно градијентно од 60% до 55% B (50-

55 min), линеарно градијентно од 5% до 50% B (55-60 min), линеарно градијентно од 

50% до 30% B (60-65 min), линеарно градијентно од 30% до 10% B (65-75 min), и 

изократско на 95% B (75-80 min). 

Коришћењем PDA детектора пратила се апсорпција у области од 200 до 800 nm, 

док су UV-Vis спектри фенолних једињења детектовани на 260 nm за протекатехинску, 
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ванилинску, 3,5-дихидроксибензоеву киселину и за сирингин, рутин, и кверцетин 3-O-

глукопиранозид. На 280 nm детектовани су сирингинска и trans-цинаметна киселина, на 

320 nm p-кумаринска, 2,5-дихидроксибензоева, хлорогенска и ферулинска киселина и на 

340 nm детектован је фисетин. Феноли и флавоноиди за потребе истраживања 

набављени су од Sigma-Aldrich (Chemie, Steinheim, Germany). 

Биљни екстракти (50 mg) A. vulgaris и A. alba коришћени за квантификацију, 

првобитно су растворени у 1 mL метанола како би се добила концентрација од 50 mg/mL. 

Тако добијени екстракти су, затим, филтрирани преко 0,45 μm филтера (Millipore, 

Billerica, MA, USA) пре HPLC анализе.  

Полазни раствори стандарда су направљени у метанолу (1000 mg/mL), а потом су 

филтрирани преко 0,45 μm филтера (Millipore, Billerica, MA, USA). Радни раствори 

стандарда (500 mg/mL у метанолу) су употребљени за одређивање ретенционих времена 

по горе наведеним условима елуирања, као и таласним дужинама на којима се прате 

хроматографски пикови. За квантитативну анализу испитиваних екстраката направљен 

је полазни раствор који садржао све стандарде у метанолу, при чему је концентрација 

сваког износила 1000 mg/mL. Од тако направљеног полазног раствора, даље је прављена 

серија радних раствора концентрација у опсегу од 500 mg/mL до 1 mg/mL како би се 

направила калибрациона крива. Сви раствори стандарда су чувани на температури од 

4°C. 

За идентификацију појединачних супстанци у испитиваним екстрактима вршена 

су упоређивања ретенционих времена и UV-Vis спектара раздвојених компоненти 

испитиваног узорка и стандарда. Избор коришћених стандардних једињења утврђен је 

на основу литературних података и доступних стандардних једињења. 

Концентрације свих једињења у анализираним екстрактима су израчунате из 

површине пика коришћењем једначине за линеарну регресију која је добијена из 

калибрационе криве. 

Граница детекције (LOD) за однос сигнал : шум = 3 и граница квантификације 

(LOQ) за однос сигнал : шум = 10 за свако једињење одређена је по већ описаним 

хроматографским условима. Опсег линеарности је дефинисан на основу конструисане 

калибрационе криве, као функционална зависности површине пика према 

концентрацији.  

3.2.2. Испитивање цитотоксичног ефекта и одређивање типа ћелијске 

смрти 

3.2.2.1. Поступак одлеђивања ћелија 

Ћелије се чувају у кријовајлицама у посебним посудама испуњеним течним 

азотом (Spectrum Series 20) на -196°С. Пре сваког експеримента приступа се процесу 

одлеђавања ћелија при чему се 1 mL ћелијске суспензије ресуспендује у 5 mL хранљивог 

медијума. Даље је неопходно ћелијску суспензију центрифугирати у трајању од 10 

минута на 1200 rpm. Супернатант се аспирира вакуум пумпом, док се преостали талог 

ћелија ресуспендује у 5 mL медијума и пребацује у фласк површине 25 cm2. 

3.2.2.2. Поступак пасажирања ћелија 

Коришћене ћелијске линије су адхерентне, односно везују се за површину 

фласка. Када ћелије достигну конфлуентност од 80-90%, потребно је извршити пренос 

ћелија у нов фласк (пасажирати) јер услед искоришћених хранљивих супстанци из 

медијума, почињу да умиру (Freshney, 1983). Употребом трипсина, који раскида 
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пептидне везе, са додатком EDTA који везује јоне магнезијума и калцијума неопходне 

за формирање међућелијских веза, раскидају се везе ћелија са површином. 

Трипсинизација укључује процес испирања ћелија са 1 mL 0,25% трипсин/EDTA 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massauchusetts, USA), за фласк површине 25 cm2, 

односно 2 mL за фласк површине 75 cm2. Након 3-5 минута, ћелије су одлепљене од 

површине и плутају као појединачне ћелије. Додавањем свежег хранљивог медијума 

(DMEM- Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massauchusetts, USA) омогућено је 

неутралисање активности трипсина. 

3.2.2.3. Поступак одређивања броја и вијабилности ћелија 

Број вијабилних односно живих ћелија је одређиван тестом са трипан плавим чији 

се принцип заснива на селективности ћелијских мембрана које су непропусне за ову 

боју, па с тога се у цитоплазми вијабилних ћелија не уочава плава боја. Уколико је 

пермеабилност ћелијских мембрана нарушена услед ћелијске смрти, трипан плаво боји 

је омогућен пролазак кроз мембрану при чему се под микроскопом може уочити плава 

боја у цитоплазми ових ћелија. Поступак започиње мешањем 10 µL ћелијске суспензије 

са 10 µL трипан плавим. Након тога, смеша је наливана у коморицу за бројање ћелија на 

хемоцитометру (Improved Neubauer cell counting chamber). Бројање ћелија је вршено у 

два велика дијагонална квадрата, површине 0,0003 mm2 на хемоцитометру под 

светлосним инвертним микроскопом. Средње вредности броја из два квадрата 

коришћене су у прерачуну за одређивање броја ћелија по милилитру суспензије, 

узимајући у обзир разблажење и димензије коморе. Број и вијабилност ћелија су 

прерачуната према следећим формулама: 

 

Број ћелија/mL = средња вредност броја ћелија у оба квадрата x разблажење x 10-4 

(корекциони фактор - дубина коморе и запремина у 1 mL) 

% Живих ћелија = број живих ћелија/укупан број ћелија (живе и неживе) х 100. 

 

Број ћелија потребних за експерименте је варирао у односу на експеримент, док је 

вијабилност ћелија коришћених у експериментима увек била већа од 90%. 

3.2.2.4. Ћелијски третмани  

У третманима ћелија коришћени су метанолски, ацетонски и водени екстракти 

биљака A. vulgaris и A. alba, док су у комбинованим третманима коришћени екстракти 

биљака у комбинацији са ММЦ (0,5 µg/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Предходно припремљени екстракти првобитно су растворени у DMSO-у (Sigma Aldrich, 

St. Louis, MO, USA), након чега су се додатно разблаживали хранљивим медијумом, тако 

да радни раствор буде концентрације 1 mg/mL. Добијени радни раствори су филтрирани 

кроз стерилан филтер, са порама од 0,2 μm. Концентрација DMSO-а у највишој 

коришћеној концентрацији је 0,5%.  

За одређивање цитотоксичних ефеката A. vulgaris и A. alba, SW-480 и PDLS 

ћелије засејане су у микротитар плоче са 96 отвора (1x105 ћелија по бунарићу). Након 24 

сата од почетка инкубационог периода, ћелије су третиране са 100 μL метанолског, 

ацетонског и воденог екстракта биљака (концентрација 1, 10, 50, 100, 250 и 500 μg/mL) 

и ММЦ (концентрација 0,1, 1, 10, 50, 100 и 500 μМ). Нетретираним (контролним) 

ћелијама је замењен хранљиви медијум.  
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За испитивање потенцијалних синергистичких цитотоксичних ефеката између 

испитиваних биљних екстраката и ММЦ, SW-480 и PDLS ћелије су третиране са 50 μL 

метанолског, ацетонског и воденог екстракта биљака одговарајућих концентрација (1, 

50, 100, 250 и 500 μg/mL) и 50 μL одговарајуће концентрације ММЦ (0,5 µg/mL).   

За одређивање типа ћелијске смрти, засејане SW-480 и PDLS ћелије су након 24 

сата инкубације третиране са 100 μL екстракта биљака (концентрација 10 и 100 μg/mL).  

У циљу утврђивања типа ћелијске смрти у комбинованим третманима ћелијама је 

упоредо додаван и ММЦ у концентрацији од 0,5 μg/mL. Контролним ћелијама је 

замењен хранљиви медијум. 

3.2.2.5. Испитивање цитотоксичног ефекта МТТ тестом 

Цитотоксични ефекат испитиваних биљних врста анализиран је применом МТТ 

теста који се заснива на способности вијабилних ћелија да преузму МТТ (Sigma-

Aldrich,St. Louis, MO, USA) и да га затим редукују до формазана, који је нерастворан у 

води (Mosmann, 1983). Количина редукованог формазана директно је пропорционална 

броју вијабилних ћелија. Резултат реакције је промена боје од жуте ка љубичастој, коју 

заправо даје редуковани формазан и може се квантификовати мерењем на 

спектрофотометру на одређеној таласној дужини (Слика 15). 

Раствор МТТ-а (5 mg/mL) у запремини од 25 μL додаје се у сваки бунарић 

микротитар плоче са засејаним ћелијама, након чега се плоче инкубирају 2 сата на 37°С. 

По истеку инкубационог периода, садржај је аспириран, а формирани формазан се 

раствара додавањем 150 µL DMSO-а. Интензитет боје је директно пропорционалан 

количини активних ензима, односно вијабилности ћелија. Апсорбанца је мерена на 

ELISA спектрофотометру (ELISA reader Optic System RT2100-C, Rayto, Shenzhen, China) 

на таласној дужини од 550 nm. 

 

Слика 15. Шематски приказ извођења МТТ теста 
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Да би се одредио проценат ћелијске вијабилности (%), апсорбанца (А) ћелија 

третираних различитим концентрацијама испитиваних екстраката се подели са 

апсорбанцом контролних (нетретираних ћелија) и помножи са 100. Такође је 

израчунавана половина максималне инхибиторне концентрације (IC50), која представља 

концентрацију супстанце која инхибира ћелијски раст за 50% у поређењу са контролним 

ћелијама. 

У циљу испитивања интеракције између екстраката и ММЦ примењен је 

комбиновани индекс (CI) при чему су упоређивани ефекти сваке појединачне коришћене 

концентрације добијене у комбинованим третманима са ефектима добијеним у 

појединачним третманима. CI  индекс се израчунава према формули коју су предложили 

Hemaiswarya и сар. (2013): 

 

𝐶𝐼 =
(𝐷)1
(𝐷𝑥)1

+
(𝐷)1
(𝐷𝑥)2

+ 𝛼(𝐷)1(𝐷)2(𝐷𝑥)1(𝐷)2 

 

где (𝐷)1 представља ефекат концентрације која је добијена у комбинованом третману, 

(𝐷𝑥)1 ефекат концентрације у појединачном третману и (𝐷𝑥)2 ефекат ММЦ. Вредности 

веће од 1 представљају синергистички ефекат, а вредности испод 1 антагонистички 

ефекат (Hemaiswarya и сар., 2013). 

3.2.2.6. Испитивање типа ћелијске смрти проточном цитометријом Annexin V/7-

AAD бојењем 

Тип ћелијске смрти утврђен је проточном цитометријом, коришћењем Annexin-

V-FITC кита (Аpoptosis Detection Kit, Beckman Coulter, USA). Annexin-V-FITC (Beckman 

Coulter, USA) је флуоресцентна боја која се везује за фосфатидилсерине који се у 

вијабилним ћелијама налазе на унутрашњем делу плазма мембране. На самом почетку 

процеса апоптозе, они се транслоцирају на њену спољашњост чиме постају доступни да 

се вежу за Annexin-V-FITC. За ДНК ћелија код којих је ћелијска мембрана потпуно 

оштећена, везује се друга боја, 7-аминоактиномицин D (Shounan et al., 1998). Генерално, 

разликујемо четири типа ћелија: (а) вијабилне ћелије које су Annexin-V-FITC (-) и 7-

ААD (-); (б) ћелије у раним фазама апоптозе које су Annexin-V-FITC (+) и 7-ААD (-); (в) 

ћелије у касним стадијумима апоптозе које су Annexin-V-FITC (+) и 7-ААD (+) и (г) 

некротичне ћелије које су Annexin-V-FITC (-) и 7-ААD (+). Након одређеног времена 

инкубације са третманима, ћелије су трипсинизиране, испране PBS-ом (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) и ресуспендоване у ледено-хладном пуферу за 

везивање. Сваком узорку се додају боје Annexin-V-FITC и 7-ААD, након тога се 

инкубирају у мраку 15 минута. Проценат вијабилних ћелија и ћелија у раној апоптози, 

касној апоптози и некрози одређен је коришћењем Flowing Software 

(http://www.flowingsoftware.com/) на проточномм цитометру (FC500 Beckman Coulter 

Flow Cytometer, Nyon, Switzerland). 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.flowingsoftware.com/
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3.2.3. Испитивање генотоксичног ефекта биљних врста 

3.2.3.1. Процедура ЦБМН теста 

 За процену генотоксичног ефекта A. vulgaris и A. alba коришћен је ЦБМН тест по 

модификованој процедури коју су описали Fenech и Morley (1985). Пуна хепаринизована 

периферна крв (0,5 mL) засејана је у 5 mL комплетног медијума за култивацију 

лимфоцита PB-Max Кaryotyping (Invitrogen,California, USA). Културе су инкубиране 72 

сата на 37°C. У циљу заустављања цитокинезе, 44 сата од почетка инкубације културама 

је додаван цитохалазин Б (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), у финалној концентрацији 

од 4 μg/mL. Ћелије су инкубиране још 28 сати у инкубатору. 

3.2.3.2. Третмани лимфоцита периферне крви 

Након 24 сата инкубације вршен је третман екстрактима (метанолски, ацетонски 

и водени) испитиваних биљних врста A. vulgaris. и A. alba у четири различите 

концентрације: 10 μg/mL, 50 μg/mL, 100 μg/mL и 250 μg/mL у запремини од по 0,1 mL. 

С обзиром на веома важну улогу фенолског састава у биолошким активностима биљака, 

укључујући и генотоксични ефекат испитивали смо генотоксични потенцијал 3,5-

дихидроксибензоеве киселине и кверцетин-3-О-глукопиранозида као најзаступљенијег 

фенолног једињења и флавоноида у воденом екстракту биљке A. alba. Културе 

лимфоцита су третиране 50, 100 и 200 μg/mL  3,5-дихидроксибензоевом киселином и 3, 

11, 22 μg/mL кверцетин-3-O-глукопиранозида.  

У циљу утврђивања комутагеног и синергистичког ефекта, културама је упоредо 

додаван и ММЦ у концентрацији од 0,5 μg/mL. Истовремено су постављане и 

нетретиране културе (негативна контрола) како би се утврдиле базалне МН фреквенце и 

НДИ вредности донора, као и културе третиране само ММЦ, које су била позитивна 

контрола. 

3.2.3.3. Препарација и фиксација материјала 

Након завршене инкубације, вршена је препарација по стандардном протоколу. 

Ћелијске културе су центрифугиране 12 минута на 1800 обртаја, а затим су два пута 

третиране хладним (4°С) хипотоничним раствором (0,56% КСl). Материјал је потом три 

пута фиксиран са свеже припремљеним Карнојевим фиксативом који се састоји од 

глацијалне сирћетне киселине и метанола у односу 1:3, 3 x 15 мин. Након последњег 

центрифугирања, супернатант је пажљиво одливен, а беличаст талог лимфоцита је 

ресуспендован у малој количини фиксатива.  

Добијени материјал је потом пажљиво разливен на чисте, суве и хладне 

предметне плочице, које су сушене под лампом, а затим и на ваздуху у трајању од 3-4 

дана. Добро осушени препарати су бојени 2% раствором гимзе (Sigma Aldrich, ST. Louis, 

MO, USA) у трајању од 12 минута. Процедура цитокинезис блок микронуклеус теста 

приказан је на Слици 16. 
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Слика 16. Процедура цитокинезис блок микронуклеус теста 

3.2.3.4. Анализа фреквенце микронуклеуса  

Уз помоћ светлосног микроскопа (Nikon E50i) на увећању од 400х препарати су 

анализирани. Анализа МН фреквенце је вршена на 1000 бинуклеусних (БН) ћелија по 

донору, укупно 4000 БН ћелија по тестираној концентрацији, уважавајући критеријуме 

које је описао Fenech (2007). 

За израчунавање нукеусног деобног индекса (НДИ) анализирано је 500 додатних 

ћелија са 1, 2, 3 и 4 једра (Слика 17). НДИ се израчунаван према формули коју је 

установио Fenech (2007): 

 

НДИ = ((1 х М1 + (2 х М2) + (3 х М3) + (4 х М4))/N, 

 

при чему М1 - М4 представља број ћелија са 1 - 4 једра, а N - укупан број анализираних 

ћелија (N=500).  

 

Слика 17. Приказ: a) ћелија са једним једром, б) ћелија са два једра,  в) ћелија са три 

једра и г) ћелија са четири једра 
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3.2.4. Статистичка анализа  

Резултати укупних фенола и флавоноида приказани су као просечна вредост ± 

стандардна грешка и обрађивани су применом SPSS 20.0 пакета (IBM SPSS Statistics 20), 

док је за обраду добијених резултата HPLC анализом коришћен софтверски програм 

Excel 2010.  

IC50 вредности су израчунате из добијених дозно зависних крива у компјутерском 

програму CalcuSyn, док је потенцијални синергистички или антагонистички ефекат 

биљних екстраката и ММЦ утврђен поређењем ефекта сваке појединачне концентрације 

добијене у комбинованим третманима, са ефектом добијеним у појединачним 

третманима. Вредности ниже од 1 означавају синергизам, док вредности више од 1 

указују на антагонистички ефекат (Hemaiswarya и сар., 2013). 

Применом софтвера за проточну цитометрију (CXP Software for FC500 Flow 

Cytometry System) детектован је проценат вијабилних, рано и касно апоптотских, као и 

некротских ћелија. 

За поређење просечних вредности фенолних компоненти, МН и НДИ примењен 

је Студентов t тест, а резултати су приказани као просечна вредост ± стандардна 

девијација (X ± С.Д.). Однос између тестираних концентрација екстраката и МН и НДИ 

је одређен Пирсоновим коефицијентом корелације. Нивои значаја су били р < 0,05, р < 

0,01, р < 0,001.  
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4. Резултати        
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4.1. Одређивање садржаја укупних фенолних једињења и 

флавоноида у биљним екстрактима A. vulgaris и A. alba  

Узоркован и припремљен биљни материјал је подвргнут екстракцији при чему су 

коришћена три растварача различите поларности: метанолски, ацетонски и водени. 

Резултати истраживања приказани су у Табелама 2 и 3. 

Резултати анализе укупних фенолних једињења у анализираним екстрактима 

биљке A. vulgaris показали су да је метанол био најефикаснији растварач за њихову 

екстракцију (117,14 ± 0,47 mg GaE/g), док се као најслабији растварач показала вода, где 

је укупна количина фенолних једињења износила 40,33 ± 0,28 mg GaE/g. Највећа 

количина флавоноида у екстрактима биљке A. vulgaris добијена је екстракцијом 

ацетонским (137,14 ± 0,71 mg RuE/g), скоро дупло мања метанолским (79,47 ± 0,77 mg 

RuE/g), а најмања количина је детектована у воденом екстракту (12,01 ± 0,33 mg RuE/g) 

(Табела 2) (Radović Jakovljević и сар., 2020; 2023). 

 

Табела 2. Количина укупних фенолних једињења и флавоноида у метанолском, 

ацетонском и воденом екстракту A. vulgaris 

Врста екстракта Укупни феноли 

 (mg GaE/g) 

Флавоноиди  

(mg RuE/g) 

метанолски  117,14 ± 0,47   79,47 ± 0,77 

ацетонски   70,08 ± 0,75 137,14 ± 0,71 

водени   40,33 ± 0,28   12,01 ± 0,33 

 

У Табели 3 су приказане добијене количине укупних фенолних једињења и 

флавоноида у екстрактима биљке A. alba. Као најефикаснији растварач за екстракцију 

фенолних једињења показао се метанол, у коме је укупна количина фенола била 110,21 

± 0,58 mg GaE/g. Флавоноиди су били у највећој количини заступљени у ацетонском A. 

alba екстракту 58,08 ± 0,52 mg RuE/g. Значајну количину флавоноида садржао је и 

метанолски екстракт (49,91 ± 0,95 mg RuE/g), док се вода показала као најслабији 

растварач за њихову екстракцију (6,12 ± 0,16 mg RuE/g). 

 

Табела 3.  Количина укупних фенолних једињења и флавоноида у метанолском, 

ацетонском и воденом екстракту A. alba 

 

 

 

 

 

 

 

Када се упореде добијене вредности укупних фенола биљака, највећи садржај је 

детектован у метанолском екстракту биљке A. vulgaris (117,14 ± 0,47 mg GaE/g), а 

најмањи у воденом A. аlba  (30,27 ± 0,50 mg RuE/g). Ацетонски и метанолски екстракти 

биљке A. vulgaris били су најбогатији флавоноидима. Код обе испитиване биљне врсте 

најмањи садржај флавоноида детектован је у воденим екстрактима обе биљке (12,01 ± 

0,33 mg RuE/g код биљке A. vulgaris и 6,12 ± 0,16 mg RuE/g код биљке A. alba) (Radović 

Jakovljević и сар., 2020; 2023).  

Врста екстракта Укупни феноли 

(mg GaE/g) 

Флавоноиди  

(mg RuE/g) 

метанолски  110,21 ± 0,58 49,91 ± 0,95 

ацетонски   68,15 ± 0,97 58,08 ± 0,52 

водени   30,27 ± 0,50   6,12 ± 0,16 
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4.2. HPLC анализа екстраката биљака A. vulgaris и A. alba 

За идентификацију и квантификацију појединих фенолних једињења присутних 

у метанолском, ацетонском и воденом екстракту биљака A. vulgaris и A. alba коришћена 

је течна хроматографија високих перформанси (HPLC) применом PDA детектора.  

Идентификација појединачних супстанци у испитиваним екстрактима вршена су 

упоређивањем ретенционих времена и UV-Vis спектара раздвојених компоненти 

испитиваног узорка и стандарда. Избор примењених стандардна утврђен је на основу 

литературних података и доступних стандардних једињења. Као стандарди коришћена 

су чиста фенолна једињења која су идентификована на основу детекције раздвојених 

пикова на 260 nm (протекатехинска киселина, 3,5-дихидроксибензоева киселина, 

ванилинска киселина, кверцетин-3-О-глукопиранозид, сирингин, рутин и кверцетин), 

280 nm (сирингинска киселина и trans-циметна киселина), 320 nm (хлорогенска 

киселина, 2,5-дихидроксибензоева киселина, ферулинска киселина и p-кумаринска) и 

340 nm (фисетин).  

У Табели 4 дати су подаци ретенционих времена, таласних дужина 

квантификације и њених једначина калибрационих крива. Добијени резултати показују 

да сва једињења имају добру линеарну корелацију, са коефицијентом R2 > 0,978. LOD и 

LOQ су сумирани у Табели 4. Најнижа граница детекције (0,04 μg/mL) и квантификације 

(0,15 μg/mL) добијена је за рутин. Сирингинска киселина имала је највишу границу 

детекције (0,65 μg/mL), док је највиша граница квантификације добијена за p-

кумаринску киселину (0,86 μg/mL) (Radović Jakovljević и сар., 2020). 

 

Табела 4. Једначине калибрационих крива за фенолна једињења и лимити детекције и 

квантификације 

Једињење Једначина 

калибрације 

R2   LOD 

(µg/mL) 

LOQ 

(µg/mL) 

протекатехинска киселина Y=1,23 x X + 1,9 0,989 0,64 0,81 

3,5-дихидроксибензоева киселина Y=0,23 x X + 0,3 0,979 0,59 0,78 

сирингин Y=0,47 x X + 1,1 0,991 0,64 0,84 

2,5-дихидроксибензоева киселина Y=0,39 x X + 0,6 0,993 0,61 0,79 

хлорогенска киселина Y=0,46 x X + 0,1 0,991 0,09 0,19 

ванилинска киселина Y=0,69 x X + 1,1 0,988 0,18 0,51 

сирингинска киселина Y=0,49 x X + 1,3 0,993 0,65 0,82 

p-кумаринска киселина Y=0,94 x X + 1,8 0,992 0,38 0,86 

ферулинска киселина Y=0,58 x X + 0,1 0,998 0,32 0,72 

рутин Y=0,32 x X + 0,7 0,994 0,04 0,15 

кверцетин-3-О-глукопиранозид Y=0,41 x X + 1,4 0,997 0,11 0,15 

фисетин Y=0,79 x X + 1,3 0,991 0,13 0,18 

кверцетин Y=0,52 x X + 1,2 0,987 0,09 0,16 

trans-циметна киселина Y=0,67 x X + 1,4 0,991 0,18 0,21 

Параметри једначина калибрационе криве: Y -површина пика, X -концентрација аналита (g/mL)  

(n = 3), R2 -коефицијент корелације; LOD-граница детекције; LOQ-граница квантификације 
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 4.2.1. HPLC анализа екстраката A. vulgaris 

Резултати HPLC анализе екстракaта биљке A. vulgaris приказани су у Табели 5 и 

на Слици 18. 

 На основу доступних стандарда фенолних једињења у метанолском екстракту A. 

vulgaris идентификовано је 8 фенолних једињења, од укупно 14 коришћених у анализи. 

Од фенолних киселина идентификоване су: хлорогенска, сирингинска, p-кумаринска, 

ферулинска, trans-циметна киселина, а од флавоноида кверцетин-3-О-глукопиранозид, 

фисетин и сирингин. Најзаступљеније фенолне киселине биле су хлорогенска (487,25 ± 

0,61 μg/mL) и сирингинска (79,58 ± 0,47 μg/mL), а од флавоноида кверцетин-3-О-

глукопиранозид (85,20 ± 0,53 μg/mL) (Radović Jakovljević и сар., 2020). 

Седам фенолних једињења детектовано је у ацетонском екстракту биљке A. 

vulgaris. Од фенолних киселина то су 3,5-дихидроксибензоева, хлорогенска и trans-

циметна киселина, а од флавоноида детектовани су кверцетин-3-О-глукопиранозид, 

фисетин, кверцетин и сирингин. Доминантно заступљена компонента у ацетонском 

екстракту је trans-циметна киселина (49,56 ± 0,12 μg/mL), док су остала идентификована 

фенолна једињења квантитативно мало заступљена (Radović Jakovljević и сар., 2022). 

Од укупно 14 фенолних једињења чија је количина анализирана у истраживању, 

у воденом екстракту биљке A. vulgaris идентификоване су три фенолне киселине (3,5-

дихидроксибензоева, 2,5- дихидроксибензоева и сирингинска киселина) и два 

флавоноида (кверцетин-3-О-глукопиранозид и сирингин). Најзаступљенија фенолна 

киселина је била сирингинска киселина (64,22 ± 0,18 μg/mL), а од флавоноида сирингин 

(16,39 ± 0,15 μg/mL) (Radović Jakovljević и сар., 2022). 

 

 

Табела 5. Фенолни састав метанолског, ацетонског и воденог екстракта A. vulgaris 

 

Једињење 
t 

(мин) 

                        Врста екстракта 

метанолски ацетонски водени 

Феноли (μg/mL) 

1 протекатехинска киселина   8,94 / / / 

2 3,5-дихидроксибензоева киселина 14,19 / 1,11 ± 0,11   2,11 ± 0,11 

4 2,5-дихидроксибензоева киселина 23,25 / / 36,28 ± 0,22 

5 хлорогенска киселина 23,62 487,25 ± 0,61 3,98 ± 0,15 / 

6 ванилинска киселина 24,61 / / / 

7 сирингинска киселина 26,10   79,58 ± 0,47 / 64,22 ± 0,18 

8 p-кумаринска киселина 31,41   19,23 ± 0,34 / / 

9 ферулинска киселина 34,24     7,15 ± 0,22 / / 

14 trans-циметна киселина 48,17   21,12 ± 0,36 49,56 ± 0,12 / 

Флавоноиди (μg/mL) 

10 рутин 34,33 / / / 

11 кверцетин-3-O-глукопиранозид 35,24 85,20 ± 0,53 3,09 ± 0,09   1,26 ± 0,09 

12 фисетин 44,57   1,35 ± 0,09 1,29 ± 0,15 / 

13 кверцетин 46,15 / 2,29 ± 0,12 / 

3 сирингин 22,14   1,23 ± 0,25 7,56 ± 0,25 16,39 ± 0,15 
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Упоредном анализом добијених концентрација фенолних једињења у 

испитиваним екстрактима биљке A. vulgaris, највиша концентрација фенолних једињења 

присутна је у метанолском екстракту. Најзаступљеније фенолно једињење била је 

хлорогенска киселина, присутна у метанолском и ацетонском биљном екстракту, али у 

значајно већој концентрацији у метанолском (487,25 ± 0,61 μg/mL), него у ацетонском 

екстракту (3,98 ± 0,15 μg/mL). У воденом екстракту она није идентификована. 

Метанолски и водени екстракт садржао је и сирингинску киселину у високој 

концентрацији (79,58 ± 0,47 μg/mL за метанолски и 64,22 ± 0,18 μg/mL за водени). Од 

флавоноида кверцетин-3-О-глукопиранозид и сирингин били су присутни у сва три 

испитивана екстракта, али квантитативно, метанолски екстракт је садржао највише 

кверцетин-3-О-глукопиранозида у односу на ацетонски и водени екстракт биљке, док је 

сирингина највише било у воденом екстракту. 

 

            

Слика 18. HPLC-PDA хроматограми фенолних киселина и флавоноида присутних у 

различитим екстрактима A. vulgaris: а) метанолски екстракт, б) ацетонски екстракт, в) 

водени екстракт: 2. 3,5-дихидроксибензоева киселина, 3. сирингин, 4. 2,5-

дихидроксибензоева киселина, 5. хлорогенска киселина, 6. ванилинска киселина, 7. 

сирингинска киселина, 8. p-кумаринска киселина, 9. ферулинска киселина, 11. 

кверцетин-3-O-глукопиранозид, 12. фисетин, 13. кверцетин, 14. trans-циметна киселина 
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4.2.2. HPLC анализа екстраката A. alba 

У Табели 6 и на Слици 19 приказани су резултати HPLC анализе метанолског, 

ацетонског и воденог екстракта биљке A. alba. 

У метанолском екстракту A. alba идентификовано је свих 14 фенолних једињења 

чија је заступљеност анализирана применом стандарда. Од фенолних киселина у високој 

концентрацији присутне су хлорогенска (298,33 ± 0,53 μg/mL) и 2,5-дихидроксибензоева 

киселина (189,97 ± 0,12 μg/mL), а од флавоноида кверцетин-3-О-глукопиранозид (264,13 

± 0,58 μg/mL) (Radović Jakovljević и сар., 2020). 

У ацетонском екстракту биљке идентификовано је шест фенолних киселина 

(протекатехинска, 3,5-дихидроксибензоева, хлорогенска, ванилинска, ферулинска и 

trans-циметна киселина) и два флавоноида (кверцетин-3-О-глукопиранозид и сирингин). 

Најзаступљенија фенолна киселина била је trans-циметна киселина (298,12 ± 0,88 

μg/mL), док је од флавоноида квантитативно најзаступљенији био кверцетин-3-О-

глукопиранозид (234,12 ± 0,97 μg/mL) (Radović Jakovljević и сар., 2022). 

Шест фенолних једињења идентификовано је у воденом екстракту биљке од 

укупно 14 чија је количина анализирана у истраживању. Од фенолних киселина то су 

3,5-дихидроксибензоева, 2,5-дихидроксибензоева, сирингинска и p-кумаринска 

киселина, а од флавоноида детектовани су кверцетин-3-О-глукопиранозид и сирингин. 

Доминантно заступљена компонента у воденом екстракту била је 3,5-

дихидроксибензоева киселина (198,98 ± 0,77 μg/mL). У високој концентрацији 

идентификована је и сирингинска киселина (89,58 ± 0,12 μg/mL). Од флавоноида, једино 

присутни су били кверцетин-3-О-глукопиранозид и сирингин, при чему је кверцетин-3-

О-глукопиранозида било 2,2 пута више (75,28 ± 0,18 μg/mL наспрам 33,28 ± 0,18 μg/mL) 

(Radović Jakovljević и сар., 2022). 

 

Табела 6. Фенолни састав метанолског, ацетонског и воденог екстракта A. alba 

Једињење 
t 

(мин) 

                   Врста екстракта 

метанолски ацетонски водени 

Феноли (μg/mL) 

1 протекатехинска киселина   8,94     1,88 ± 0,22   1,11 ± 0,25 / 

2 3,5-дихидроксибензоева киселина 14,19     2,54 ± 0,31   1,64 ± 0,12 198,98 ± 0,77 

4 2,5-дихидроксибензоева киселина 23,25 189,97 ± 0,12 /   21,99 ± 0,31 

5 хлорогенска киселина 23,62 298,33 ± 0,53  12,55 ± 0,75 / 

6 ванилинска киселина 24,61     1,57 ± 0,15    1,23 ± 0,11 / 

7 сирингинска киселина 26,10   39,57 ± 0,28 /   89,58 ± 0,12 

8 p-кумаринска киселина 31,41   21,84 ± 0,46 /     3,98 ± 0,20 

9 ферулинска киселина 34,24     4,13 ± 0,18     2,35 ± 0,08 / 

14 trans-циметна киселина 48,17   42,34 ± 0,14 298,12 ± 0,88 / 

Флавоноиди (μg/mL) 

10 рутин 34,33     2,38 ± 0,26 / / 

11 кверцетин-3-O-глукопиранозид 35,24 264,13 ± 0,58 234,12 ± 0,97   75,28 ± 0,18 

12 фисетин 44,57     1,23 ± 0,11 / / 

13 кверцетин 46,15     3,54 ± 0,09 / / 

3 сирингин 22,14     1,99 ± 0,41   13,23 ± 0,60   33,28 ± 0,18 
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Упоредном анализом добијених концентрација фенолних једињења у 

метанолском, ацетонском и воденом екстракту A. alba, највиша концентрација фенолних 

једињења присутна је у метанолском екстракту, где смо идентификовали и 

квантификовали свих 14 фенолних једињења коришћених у анализи. Најзаступљеније 

фенолне киселине биле су хлорогенска (298,33 ± 0,53 μg/mL) у метанолском екстракту 

биљке и trans-циметна киселина (298,12 ± 0,88 μg/mL) детектована у ацетонском 

биљном екстракту. 3,5-дихидроксибензоева киселина идентификована је у сва три 

испитивана екстракта, али у значајно већој концентрацији у воденом (198,98 ± 0,77 

μg/mL), него у осталим анализираним екстрактима (2,54 ± 0,31 μg/mL у метанолском и 

1,64 ± 0,12 μg/mL у ацетонском екстракту). Од флавоноида, кверцетин-3-О-

глукопиранозид и сирингин су идентификовани и квантификовани у сва три екстракта. 

Квантитативно, метанолски и ацетонски екстракти биљке садржали су значајно више 

кверцетин-3-О-глукопиранозида у поређењу са воденим биљним екстрактом. 

 

 

Слика 19. HPLC-PDA хроматограми фенолних киселина и флавоноида присутних у 

различитим екстрактима A. alba: а) метанолски екстракт, б) ацетонски екстракт, в) 

водени екстракт: 1. протекатехинска киселина, 2. 3,5-дихидроксибензоева киселина, 3. 

сирингин, 4. 2,5-дихидроксибензоева киселина, 5. хлорогенска киселина, 6. ванилинска 

киселина, 7. сирингинска киселина, 8. p-кумаринска киселина, 9. ферулинска киселина, 

10. рутин, 11. кверцетин-3-O-глукопиранозид, 12. фисетин, 13. кверцетин, 14. trans-

циметна киселина
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4.3. Цитотоксични ефекат испитиваних биљних 

екстраката 

4.3.1. Анализа цитотоксичног ефекта различитих екстраката A. 

vulgaris у појединачном и комбинованом третману са 

митомицином Ц 

У циљу испитивања цитотоксичног ефекта биљке A. vulgaris, МТТ тестом је 

анализирана вијабилност хуманих ћелија карцинома колона (SW-480) и мезенхималних 

матичних ћелија периодонцијума (PDLS) након излагања различитим екстрактима 

биљке (метанолски, ацетонски и водени) у концентрацијама (1, 10, 50, 100, 250 и 500 

μg/mL). Ефекат је праћен у временским интервалима 24 и 72 сата, а резултати су 

изражени као IC50 вредности (μg/mL). IC50 вредности на SW-480 и PDLS ћелијским 

линијама приказани су у Табели 7. 

 

Табела 7. Цитотоксични ефекат анализираних екстраката A. vulgaris у појединачним и 

комбинованим третманима са митомицином Ц (ММЦ) на PDLS и SW-480 ћелијским 

линијама изражени као IC50 вредности 

Третман 
PDLS SW-480 

24h 72h 24h 72h 

Метанолски екстракт 

A. vulgaris >500 >500 >500 >500 

A. vulgaris + MMЦ >500 >500 410,71 ± 14,93 <1 

Ацетонски екстракт 

A. vulgaris >500 382,97 ± 6,08 283,62 ± 51,76 240,12 ± 25,49 

A. vulgaris + MMЦ >500 >500 247,07 ± 23,56 <1 

Водени екстракт 

A. vulgaris >500 >500 >500 >500 

A. vulgaris + MMЦ >500 >500 >500 <1 

  

 

 

На Графиконима 1-3 приказане су дозно-зависне криве ефеката различитих 

екстраката A. vulgaris након третмана SW-480 ћелија. Резултати су показали да након 24 

сата излагања екстрактима највећи цитотоксични ефекат је испољавао ацетонски 

екстракт (IC50 вредност је износила 283,62 ± 51,76 μg/mL). Са продужавањем дужине 

излагања ћелија до 72 сата, интензитет цитотоксичности се повећавао (временски 

зависан ефекат), па је тако након третмана ацетонским екстрактом IC50 вредност 

износила 240,12 ± 25,49 μg/mL. Метанолски и водени екстракти нису испољили значајне 

цитотоксичне ефекте у оба испитивана временска интервала. IC50 вредности су биле 

>500. Сви тестирани екстракти нису значајно утицали на вијабилност PDLS ћелија 

(Графикони 4-6) (Radović Jakovljević и сар., 2020; 2023). 
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Графикони 1-3. Дозно-зависне криве цитотоксичних ефеката након третмана 

екстрактима A. vulgaris на SW-480 ћелијској линији: 1) метанолски екстракт, 2) 

ацетонски екстракт и 3) водени екстракт 

 

 

 

 

 

 

 

 

Графикони 4-6. Дозно-зависне криве цитотоксичних ефеката након третмана 

екстрактима A. vulgaris на PDLS ћелијској линији: 4) метанолски екстракт, 5) ацетонски 

екстракт и 6) водени екстракт 
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У циљу испитивања потенцијалних синергистичких ефеката, SW-480 и PDLS 

ћелијске линије третиране су биљним екстрактом у комбинованом третману са 0,5 μg/mL 

ММЦ. На Графиконима 7-12 приказане су дозно-зависне криве ефеката различитих 

екстраката A. vulgaris на SW-480 и PDLS ћелијској линији. Ћелије су истовремено 

третиране анализираним екстрактима биљке (метанолски, ацетонски и водени) 

одговарајућих концентрација (1, 10, 50, 100, 250 и 500 μg/mL) и 0,5 μg/mL ММЦ.  

Поређењем добијених IC50 вредности у третманима екстраката и комбинованим 

третманима екстраката са ММЦ (Табела 7), запажено је да су сви анализирани биљни 

екстракти у комбинованим третманима са ММЦ показали интензивније цитотоксичне 

ефекте на линији ћелија карцинома колона, посебно након 72 сата излагања. IC50 

вредности биле су ˂ 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Графикони 7-9. Дозно-зависне криве цитотоксичних ефеката након комбинованог 

третмана екстрактима A. vulgaris и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 μg/mL) на SW-480 

ћелијској линији: 7) метанолски екстракт, 8) ацетонски екстракт и 9) водени екстракт 
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Графикони 10-12. Дозно-зависне криве цитотоксичних ефеката након комбинованог 

третмана екстрактима A. vulgaris и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 μg/mL) на PDLS ћелијској 

линији: 10) метанолски екстракт, 11) ацетонски екстракт и 12) водени екстракт  

 

 

У циљу испитивања интеракције између екстраката и ММЦ, коришћен је CI чије 

су вредности дате у Табели 8. Резултати су показали да су комбиновани третмани у 

малигним ћелијама након 24 сата излагања испољавали антагонистички ефекат у свим 

тестираним концентрацијама. Након 72 сата излагања анализираним екстрактима 

запажено је да антагонизам прелази у синергизам, тако да су сви екстракти углавном 

изазивали синергистички ефекат са ММЦ (осим метанолског екстракта у концентрацији 

250 μg/mL у комбинацији са ММЦ, када је детектован антагонистички ефекат). Добијене 

CI вредности за комбиноване третмане свих тестираних екстраката биљке и ММЦ на 

PDLS ћелијама показивале су антагонистични ефекат. 
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Табела 8. Интеракције између анализираних екстраката A. vulgaris и митомицина Ц (ММЦ, 

0,5 µg/mL) 

Третман  Дужина 

третмана  

Интеракција 

у PDLS 

CI Дужина 

третмана  

Интеракција 

у SW-480 

CI 

Метанолски екстракт 

    1 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

2,71 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

7001,7 

0,27 

  10 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

2,17 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

7082,78 

0,30 

  50 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

2,08 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

6771,87 

0,31 

100 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

1,98 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

6961,82 

0,36 

250 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

2,03 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

6998,69 

4,27 

500 μg/mL + MMЦ  
24h 

72h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,19 

1,61 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

4078,50 

0,38 

Ацетонски екстракт 

    1 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,34 

2,71 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

7036,7 

0,28 

  10 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

2,38 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

7145,84 

0,30 

  50 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,29 

2,43 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

6105,81

0,36 

100 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,37 

1,89 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

6936,74 

0,36 

250 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,58 

1,98 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

5329,01 

0,33 

500 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

3,02 

2,21 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

2571,99 

0,52 

Водени екстракт 

    1 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

2,57 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

5650,56 

0,32 

  10 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,19 

3,05 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

6044,60 

0,36 

  50 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

1,72 

2,96 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

5644,56 

0,25 

100 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

1,86 

2,89 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

5687,57 

0,30 

250 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

1,57 

2,93 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

6036,60 

0,27 

500 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

2,28 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

5014,50 

0,37 
CI ˂ синергистички ефекат   CI > антагонистички ефекат 
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4.3.2. Анализа цитотоксичног ефекта различитих екстраката A. alba у 

појединачном и комбинованом третману са митомицином Ц 

Резултати цитотоксичног ефекта анализираних екстраката A. alba на SW-480 и 

PDLS ћелијским линијама приказани су у Табели 9.  

Након излагања SW-480 ћелија различитим концентрацијама (1, 10, 50, 100, 250 

и 500 μg/mL) биљних екстраката у трајању од 24 сата, метанолски и ацетонски екстракти 

биљке су испољили цитотоксичне ефекте (IC50 = 57,11 ± 2,35 за метанолски екстракт, 

IC50 = 51,08 ± 5,45 за ацетонски екстракт). Продужавањем третмана до 72 сата, 

цитотоксичност се повећавала (временски зависан ефекат), па је тако након третмана 

метанолским екстрактом IC50 вредност износила 47,65 ± 3,83 μg/mL, а након третмана 

ацетонским екстрактом A. alba била је 3,89 ± 1,47 μg/mL. Водени екстракт биљке није 

испољавао цитотоксични ефекат на ћелијској линији карцинома колона (Графикони 13-

15). Исти екстракти нису значајно утицали на вијабилност PDLS ћелија (Графикони 16-

18) (Radović Jakovljević и сар., 2020; 2023).  

 

 

Табела 9. Цитотоксични ефекат анализираних екстраката A. alba у појединачним и 

комбинованим третманима са митомицином Ц (ММЦ) на PDLS и SW-480 ћелијским 

линијама, изражени као IC50 вредности 

Третман PDLS SW-480 

24h 72h 24h 72h 

Метанолски екстракт 

A. alba >500 324,66 ± 1,52 57,11 ± 2,35 47,65 ± 3,83 

A. alba + MMЦ >500 169,49 ± 0,12 269,00 ± 11,20 <1 

Ацетонски екстракт 

A. alba 232,57 ± 9,70 215,05 ± 14,44 51,08 ± 5,45 3,89 ± 1,47 

A. alba + MMЦ 367,81 ± 0,21 108,94 ± 1,27  4,94 ± 1,93 <1 

Водени екстракт 

A. alba >500 >500 >500 >500 

A. alba + MMЦ >500 >500 >500 <1 
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Графикони 13-15. Дозно-зависне криве цитотоксичног ефекта након третмана 

екстрактима A. alba на SW-480 ћелијској линији: 13) метанолски екстракт, 14) ацетонски 

екстракт и 15) водени екстракт  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Графикони 16-18. Дозно-зависне криве цитотоксичног ефекта након третмана 

екстрактима A. alba на PDLS ћелијској линији: 16) метанолски екстракт, 17) ацетонски 

екстракт и 18) водени екстракт 
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Ефекти комбинованих третмана екстрактима A. alba и ММЦ на вијабилност SW-

480 и PDLS ћелија приказани су на Графиконима 19-24, док су IC50 вредности (μg/mL) 

приказане у Табели 9. Комбиновани третмани показују дозно и временски зависно 

смањење вијабилности SW-480 ћелија (Графикони 19-21). Најинтензивнији 

цитотоксични ефекат на ћелијској линији карцинома колона добијен је након третмана 

ацетонским екстрактом A. alba и 0,5 μg/mL ММЦ. Након 24 сата излагања, IC50 вредност 

износила је 4,94 ± 1,93 μg/mL, док је након 72 сата третмана била < 1. Значајни 

цитотоксични ефекти добијени су и након третмана метанолским и воденим екстрактом 

A. alba, али само након 72 сата излагања, када је IC50 вредност била < 1. Испитивани 

екстракти A. alba у комбинованим третманима са ММЦ нису испољавали значајне 

цитотоксичне ефекте на PDLS ћелијској линији након 24 и 72 сата излагања третманима 

(Графикони 22-24).  

Поређењем добијених IC50 вредности у појединачним и комбинованим 

третманима са ММЦ (Табела 9), уочава се да сви испитивани биљни екстракти у 

комбинованим третманима са ММЦ показују веће цитотоксичне ефекте на ћелије 

карцинома колона, посебно након дужег временског излагања (72 сата). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Графикони 19-21. Дозно-зависне криве цитотоксичних ефеката након комбинованог 

третмана екстрактима A. alba и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 μg/mL) на SW-480 ћелијској 

линији: 19) метанолски екстракт, 20) ацетонски екстракт и 21) водени екстракт  
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Графикони 22-24. Дозно-зависне криве цитотоксичних ефеката након комбинованог 

третмана екстрактима A. alba и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 μg/mL) на PDLS ћелијској 

линији: 22) метанолски екстракт, 23) ацетонски екстракт и 24) водени екстракт  

 

 

Потенцијални синергистички или антагонистички ефекат у комбинованим 

третманима са ММЦ на SW-480 и PDLS ћелијској линији утврђивани су израчунавањем 

вредности CI које су дате у Табели 10. Након 24 сата излагања SW-480 ћелија свим 

биљним екстрактима и ММЦ, запажа се антагонистички ефекат. Према резултатима CI 

вредности након 72 сата комбинованог третмана метанолским екстрактом биљке и ММЦ 

запажен је у већини концентрација синергистички ефекат, осим у концентрацијама 100 

и 250 μg/mL када је детектован антагонизам. У комбинованом третману ацетонским или 

воденим биљним екстрактом и ММЦ испољен је синергистички ефекат у свим 

испитиваним концентрацијама након 72 сата третмана SW-480 ћелија. Резултати 

интеракција на PDLS ћелијама указују на антагонистички ефекат (осим у третману 

највишим концентрацијама метанолског и ацетонског екстракта када је испољен 

синергистички ефекат) након 24 и 72 сата излагања. 
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Табела 10.  Интеракције између анализираних екстраката A. alba и митомицина Ц (ММЦ, 

0,5 µg/mL) 

Третман  Дужина 

тетмана  

Интеракција 

у PDLS 

CI Дужина 

тетмана  

Интеракција 

у  SW-480 

CI 

Метанолски екстракт 

    1 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

2,06 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

6,23 

0,87 

  10 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,06 

2,05 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

6,46 

0,49 

  50 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

1,87 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

6,90 

0,37 

100 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

1,87 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

8,46 

1,39 

250 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

1,57 

2,29 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

14,09 

1,21 

500 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

1,32 

0,48 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

938,67 

0,21 

Ацетонски екстракт 

    1 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

2,29 

0,80 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

5451,58 

0,38 

  10 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,38 

2,20 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

5956,59 

0,35 

  50 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,48 

2,26 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

4611,99 

0,30 

100 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,92 

2,34 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

671,60 

0,41 

250 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

6,00 

1,84 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

637,07 

0,48 

500 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

2,67 

0,69 

24h 

72h 

Антагонизам 

Синергизам 

697,68 

0,34 

Водени екстракт 

    1 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,24 

2,87 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

4478,52 

0,24 

  10 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

1,50 

3,08 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

4872,53 

0,24 

  50 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

1,39 

2,09 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

4851,49 

0,25 

100 μg/mL + MMЦ 
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,04 

2,36 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

4662,47 

0,24 

250 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

1,87 

2,06 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

4730,47 

0,22 

500 μg/mL + MMЦ  
24 h 

72 h 

Антагонизам 

Антагонизам 

2,16 

1,68 

24 h 

72 h 

Антагонизам 

Синергизам 

4903,49 

0,24 
CI ˂ синергистички ефекат   CI > антагонистички ефекат 
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Поређењем добијених цитотоксичних ефеката на испитиваним ћелијским 

линијама запажа се да су SW-480 ћелије биле знатно осетљивије посебно након дужег 

временског излагања при третману екстрактима биљака. Такође, у зависности од врсте 

растварача, уочено је да су највећи цитотоксични ефекти остварени након третмана 

ацетонским екстрактом биљке, док су водени екстракти испољили најмању 

цитотоксичност. Уочене су и разлике у цитотоксичности између испитиваних биљних 

врста на ћелијама карцинома колона. Ацетонски и метанолски екстракти A. alba били су 

значајно ефикаснији у односу на исте екстракте A. vulgaris. 

 

 

4.4. Тип ћелијске смрти индукован екстрактима испитиваних 

биљних врста 

4.4.1. Тип ћелијске смрти индукован екстрактима A. vulgaris 

Тип ћелијске смрти SW-480 ћелија након третмана метанолским, ацетонским и 

воденим екстрактима A. vulgaris, одређен је проточном цитометријом, применом 

Annexin V-FITC/7-AAD кита. SW-480 ћелије су третиране различитим екстрактима 

биљке у две тестиране концентрације 10 μg/mL и 100 μg/mL у 24-часовном временском 

периоду. Нетретиране ћелије представљале су контролни узорак. Добијени резултати 

приказани су у Табели 11. 

Резултати су показали да су сви анализирани екстракти индуковали највећи 

проценат SW-480 ћелија у раној апоптози. Проценат ћелија у раној апоптози након 

третмана нижом тестираном концентрацијом метанолским екстрактом износио је 6,75 ± 

0,45%. Са порастом концентрације екстракта (100 μg/mL) уједно је растао и проценат 

апоптотских ћелија (11,09 ± 0,99% за рану апоптозу и 2,33 ± 0,06% за касну апоптозу), 

што указује на дозно-зависан проапоптотски ефекат. Након третмана нижом тестираном 

концентрацијом (10 μg/mL), највеће повећање процената ћелија у раној апоптози 

узроковао је ацетонски биљни екстракт (7,91 ± 0,13%), што је било значајно више у 

односу на спонтану апоптозу детектовану у контролним ћелијама (0,06 ± 0,03%) (p < 

0,05). Са порастом тестиране концентације (100 μg/mL) ацетонски и водени екстракти 

биљке смањивали су процентуалну заступљеност ћелија у раној апоптози (3,66 ± 0,08% 

за ацетонски и 4,59 ± 0,49% за водени екстракт) уз истовремено значајно повећање 

процената ћелија у некрози (2,61 ± 0,23% за ацетонски и 2,07 ± 0,17% за водени 

екстракт), у односу на спонтану некрозу детектовану у контролим ћелијама (0,05 ± 

0,03%) (p < 0,05) . 

ММЦ је индуковао највећи проценат ћелија у раној апоптози 7,80 ± 0,20% за 

концентрацију од 0,5 μg/mL, у поређењу са спонтаном апоптозом добијеном у 

контролним ћелијама (0,06 ± 0,03%). 

Тип ћелијске смрти SW-480 ћелија утврђен је и након комбинованог третмана 

екстраката биљке и ММЦ (0,5 µg/mL). Метанолски и водени екстракти биљке у обе 

испитиване концентрације индуковали су рану апоптозу као примарни тип ћелијске 

смрти (10 μg/mL: 5,55 ± 0,65%;100 μg/mL: 8,10 ± 0,50% за метанолски и 10 μg/mL: 7,64 

± 0,45%;100 μg/mL: 6,93 ± 0,45% за водени екстракт) што је било значајно више у односу 

на рану апоптозу детектовану у контролној групи ћелија (p < 0,05). Резултати 

комбинованог третмана ацетонског биљног екстракта и ММЦ су показали да је такође 

највећи проценат ћелија био у раној апоптози, али је третман истовремено индуковао и 

повећање процената ћелија у некрози (3,74 ± 0,68% за концентрацију од 10 μg/mL и 1,95 

± 0,30% за концентрацију од 100 μg/mL) у односу на остале анализиране екстракте 

(Radović Jakovljević и сар., 2023). 
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Табела 11. Проценат вијабилних, апоптотских и некротских SW-480 ћелија мерених 

методом проточне цитометрије (Annexin V/7-AAD), након појединачног и комбинованог 

третмана екстрактом A. vulgaris и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 µg/mL) 

* Статистички значајна разлика између нетретираних SW-480 ћелија и рано апоптотских, касно 

апоптотских или некротских SW-480 ћелија третираних различитим екстрактима биљке A. vulgaris 

(Студентов t-тест, p < 0,05) 
. 

4.4.2. Тип ћелијске смрти индукован екстрактима A. alba 

У Табели 12 приказани су резултати испитивања типа ћелијске смрти након 

третмана SW-480 ћелија метанолским, ацетонским и воденим ектрактима A. alba. 

Резултати су показали да је апоптоза примарни начин ћелијске смрти. Сви испитивани 

екстракти биљке у концентрацијама од 10 и 100 µg/mL, индуковали су највећи проценат 

ћелија у раној апоптози што је било значајно више у односу на апоптозу детектовану у 

контролним ћелијама (p < 0,05). Уочен је и дозно-зависан проапоптотски ефекат, 

односно забележен је већи проценат апоптотских SW-480 ћелија након третмана вишом 

тестираном концентрацијом. У односу на спонтану рану апоптозу детектовану у 

контролним ћелијама, највеће повећање  ћелија у раној апоптози узроковао је ацетонски 

екстракт (7,67 ± 0,68% за концентрацију од 10 μg/mL и 8,34 ± 1,32% за концентрацију од 

100 μg/mL), док је некротских ћелија највише било након третмана вишом тестираном 

концентрацијом воденим биљним екстрактом (1,69 ± 0,04%). 

 

Третман      Вијабилне ћелије 

 (%) 

Рана апоптоза 

(%) 

Касна апоптоза  

(%) 

Некроза 

 (%) 

Негативна контрола 

(без третмана) 
99,94 ± 0,04 0,06 ± 0,03 0,05 ± 0,03 0,05 ± 0.,03 

Позитивна контрола 

ММЦ (0,5 µg/mL) 
88,84 ± 0,11 7,80 ± 0,20* 3,03 ± 0,14* 0,32 ± 0,22* 

Метанолски екстракт 

10 µg/mL  92,25 ± 0,78   6,75 ± 0,45* 0,69 ± 0,20* 0,30 ± 0,15* 

100 µg/mL  85,59 ± 0,73 11,09 ± 0,99* 2,33 ± 0,06* 0,52 ± 0,02* 

10 µg/mL + ММЦ 90,79 ± 0,76   5,55 ± 0,65* 3,13 ± 0,14* 0,52 ± 0,02* 

100 µg/mL + ММЦ 86,84 ± 0,41   8,10 ± 0,50* 4,53 ± 0,06* 0,52 ± 0,02* 

Ацетонски екстракт 

10 µg/mL  90,81 ± 0,09 7,91 ± 0,13* 0,67 ± 0,01* 0,60 ± 0,02* 

100 µg/mL 92,95 ± 0,06 3,66 ± 0,08* 0,72 ± 0,03* 2,61 ± 0,23* 

10 µg/mL + ММЦ 89,42 ± 0,04 5,38 ± 0,43* 1,46 ± 0,20* 3,74 ± 0,68* 

100 µg/mL + ММЦ 93,66 ± 2,08 3,77 ± 1,53* 0,62 ± 0,25* 1,95 ± 0,30* 

Водени екстракт 

10 µg/mL 92,05 ± 0,01 5,07 ± 0,52* 1,09 ± 0,10* 1,79 ± 0,43* 

100 µg/mL  92,77 ± 0,63 4,59 ± 0,45* 0,55 ± 0,00* 2,07 ± 0,17* 

10 µg/mL + ММЦ 89,83 ± 0,51 7,64 ± 0,25* 0,89 ± 0,02* 1,63 ± 0,24* 

100 µg/mL + ММЦ 90,14 ± 0,19 6,93 ± 0,45* 1,24 ± 0,37* 1,67 ± 0,28* 
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У комбинованом третману са ММЦ, сви анализирани екстракти у обе тестиране 

концентрације (10 μg/mL и 100 μg/mL) значајно су повећавали проценат ћелија у раној 

апоптози у поређењу са контролним ћелијама (p < 0,05). Поред повећања процентуалне 

заступљености ћелија у раној апоптози, ацетонски и водени биљни екстракти у 

комбинованом третману са ММЦ значајно су повећавали  и проценат малигних ћелија у 

некрози у поређењу са спонтаном некрозом детектованом у контролној групи ћелија 

(0,05 ± 0,03%) (p < 0,05) (Radović Jakovljević и сар., 2023). 

 

 

Табела 12. Проценат вијабилних, апоптотских и некротских SW-480 ћелија мерених 

методом проточне цитометрије (Annexin V/7-AAD), након појединачног и комбинованог 

третмана екстрактом A. alba и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 µg/mL) 

Третман    Вијабилне ћелије 

(%) 

Рана апоптоза 

(%) 

Касна апоптоза 

(%) 

Некроза 

 (%) 

Негативна контрола 

(без третмана) 
99,94 ± 0,04 0,06 ± 0,03 0,05 ± 0,03 0,05 ± 0,03 

Позитивна контрола 

ММЦ (0,5 µg/mL) 
88,84 ± 0,11 7,80 ± 0,20* 3,03 ± 0,14* 0,32 ± 0,22* 

Метанолски екстракт 

10 µg/mL 97,59 ± 0,33 0,30 ± 0,20* 1,58 ± 0,11*  0,53 ± 0,02* 

100 µg/mL 92,19 ± 0,63 6,20 ± 0,40* 1,43 ± 0,16*  0,17 ± 0,07* 

10 µg/mL + ММЦ 91,74 ± 0,11 5,55 ± 0,05* 2,18 ± 0,01*  0,52 ± 0,07* 

100 µg/mL + ММЦ 93,37 ± 0,56 4,10 ± 0,01* 2,38 ± 0,05*  0,15 ± 0,05* 

Ацетонски екстракт 

10 µg/mL 90,83 ± 0,86 7,67 ± 0,68* 0,77 ± 0,17* 0,72 ± 0,00* 

100 µg/mL 90,45 ± 1,31 8,34 ± 1,32* 0,32 ± 0,04* 0,87 ± 0,04* 

10 µg/mL + ММЦ 92,63 ± 0,15 4,47 ± 0,18* 0,92 ± 0,08* 1,98 ± 0,05* 

100 µg/mL + ММЦ 93,76 ± 0,46 4,17 ± 0,27* 0,36 ± 0,08* 1,73 ± 0,10* 

Водени екстракт 

10 µg/mL 94,73 ± 0,20 4,09 ± 0,15* 0,59 ± 0,02* 0,58 ± 0,03* 

100 µg/mL  93,04 ± 0,14 4,01 ± 0,08* 1,25 ± 0,02* 1,69 ± 0,04* 

10 µg/mL + ММЦ 91,30 ± 0,11 5,16 ± 0,09* 1,72 ± 0,03* 1,81 ± 0,01* 

100 µg/mL + ММЦ 92,19 ± 0,76 4,86 ± 0,60* 1,29 ± 0,49* 1,65 ± 0,03* 

* Статистички значајна разлика између нетретираних SW-480 ћелија и рано апоптотских, касно 

апоптотских или некротских SW-480 ћелија третираних различитим екстрактима биљке A. alba 

(Студентов t-тест, p < 0,05) 
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4.5. Анализа генотоксичног и антимутагеног ефекта 

испитиваних биљних врста у in vitro условима 

4.5.1. Анализа генотоксичног и антимутагеног ефекта екстраката A. 

vulgaris на култивисане лимфоците здравих донора 

Појединачне и просечне фреквенце МН и НДИ у лимфоцитима четири здрава 

донора пре и након третмана различитим концентрацијама (10, 50, 100 и 250 μg/mL) 

екстрактима биљке A. vulgaris приказане су у Табелама 13 и 14 и на Графиконима 25 и 

26. За контролне (нетретиране) ћелије просечна фреквенца МН износила је 7,00 ± 1,41 

МН/1000 БН ћелија (опсег варирања од 6 до 9). Након третмана ћелија метанолским 

екстрактом биљке уочено је да најнижа тестирана концентрација (10 μg/mL) екстракта 

није мењала МН фреквенцу, док су остале тестиране концентрације (50, 100 и 250 

μg/mL) значајно повећавале МН фреквенцу, у поређењу са нетретираним ћелијама (р < 

0,05).  

Слични резултати уочени су и након третмана ацетонским и воденим екстрактом. 

Све тестиране концентрације значајно су повећавале МН фреквенцу, при чему се након 

третмана највишом тестираном концентрацијом (250 μg/mL) МН фреквенца повећала на 

18,25 МН/1000 БН ћелија за оба тестирана екстракта са опсегом варирања МН од 18 до 

19 МН за ацетонски, односно од 16 до 20 МН/1000 БН ћелија за водени биљни екстракт 

(Табела 13) (Radović Jakovljević и сар., 2022а).  

Анализом дистрибуције МН након третмана лимфоцита различитим  екстрактима 

биљке уочено је да су БН ћелије са 1 МН биле најзаступљеније, док су БН ћелије са 2 

МН биле знатно ређе заступљене. Број БН ћелија са МН је растао пропорционално са 

порастом концентрације екстраката (Слика 20). Највећи број БН ћелија са 2 МН уочен је 

након третмана ћелија највишом тестираном концентрацијом (250 μg/mL) ацетонског 

екстракта (6 БН ћелија са 2 МН-0,15%). При третману ћелија метанолским и воденим 

екстрактом истом концентрацијом запажена је 1 БН (0,03%), односно 5 БН (0,15%) 

ћелија са 2 МН. БН ћелије са 3 МН (1 БН ћелија-0,03%) уочене су само код једног донора 

чије су ћелије третиране концентрацијом од 100 μg/mL ацетонским и воденим 

екстрактом и 250 μg/mL метанолским  екстрактом. 

Пирсонов коефицијент корелације показао је да постоји позитивна статистички 

значајна корелација између концентрације екстракта и МН фреквенце (r = 0,800, р = 

0,000 за метанолски, r = 0,878, р  = 0,000  за ацетонски и водени r =0,893, р = 0,000). 

Резултати анализе НДИ у лимфоцитима здравих донора пре и након третмана 

различитим екстрактима A. vulgaris  приказани су у Табелама 13 и 14 и на Графикону 26. 

За нетретиране ћелије просечна НДИ вредност је износила 1,67 ± 0,08 са опсегом 

варирања од 1,60 до 1,75. Метанолски екстракт биљке није значајно мењао НДИ, док је 

ацетонски екстракт снижавао НДИ, али значајно само у највишој тестираној 

концентрацији (250 μg/mL) где је просечна НДИ вредност била 1,36 ± 0,14 (опсег 

варирања од 1,22 до 1,51). Дозно-зависно смањење НДИ (r = -0,756, р = 0,001) уочено је 

након третмана воденим екстрактом у свим тестираним концентрацијама, осим у 

најнижој (10 μg/mL), где је просечна НДИ вредност износила 1,57 ± 0,10 (опсег варирања 

од 1,46 до 1,69) (Radović Jakovljević и сар., 2020; 2022а). 
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Табела 13.  Фреквенце микронуклеуса (МН) и нуклеусног деобног индекса (НДИ) у 

лимфоцитима периферне крви здравих донора након третмана екстрактима A. vulgaris in 

vitro 

Третман 

 

Донор 

 

МН 

на 

1000 

БН 

Број 

БН 

ћелија 

Број БН 

ћелија 

са МН 

Дистрибуција (%) 
 

НДИ 

1 МН 2 МН 3 МН  

Негативна контрола (без третмана) 

 1 6 1000 6 6   1,60 

 2 6 1000 6 6   1,75 

0 µg/mL 3 7 1000 7 7   1,60 

 4 9 1000 9 9   1,74 

 Ʃ 28 4000 28 (0,70) 28 (0,70)    

Метанолски екстракт 

 1 7 1000 7 7   1,52 

 2 8 1000 7 6 1  1,62 

10 µg/mL 3 9 1000 7 5 2  1,51 

 4 9 1000 8 7 1  1,70 

 Ʃ 33 4000 29 (0,73) 25 (0,62) 4 (0,10)   

 1 8 1000 8 8   1,55 

 2 11 1000 11 11   1,60 

50 µg/mL 3 10 1000 10 10   1,51 

 4 9 1000 8 7 1  1,62 

 Ʃ 38 4000 37 (0,93) 36 (0,90) 1 (0,03)   

 1 9 1000 8 7 1  1,55 

 2 14 1000 13 12 1  1,53 

100 µg/mL 3 11 1000 10 9 1  1,45 

 4 10 1000 9 8 1  1,66 

 Ʃ 44 4000 40 (1,00) 36 (0,90) 4 (0,10)   

 1 11 1000 11 11   1,50 

 2 15 1000 15 15   1,43 

250 µg/mL 3 13 1000 12 11 1  1,36 

 4 12 1000 10 9  1 1,66 

 Ʃ 51 4000 48 (1,20) 46 (1,15) 1 (0,03) 1 (0,03)  

Ацетонски екстракт 

 1 14 1000 14 14   1,46 

 2 14 1000 13 12 1  1,56 

10 µg/mL 3 12 1000 11 10 1  1,37 

 4 12 1000 12 12   1,45 

 Ʃ 52 4000 50 (1,25) 48 (1,20) 2 (0,05)   

 1 14 1000 14 14   1,43 

 2 16 1000 14 12 2  1,47 

50 µg/mL 3 14 1000 14 14   1,23 

 4 14 1000 14 14   1,71 

 Ʃ 58 4000 56 (1,40) 54 (1,35) 2 (0,05)   

 1 14 1000 11 9 1 1 1,33 

 2 16 1000 16 16   1,47 

100 µg/mL 3 15 1000 14 13 1  1,24 

 4 15 1000 14 13 1  1,74 

 Ʃ 60 4000 55 (1,38) 51 (1,28) 3 (0,08) 1 (0,03)  
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Наставак Табеле 13 

 1 18 1000 16 14 2  1,26 

 2 19 1000 18 17 1  1,44 

250 µg/mL 3 18 1000 16 14 2  1,22 

 4 18 1000 17 16 1  1,51 

 Ʃ 73 4000 67 (1,68)   61(1,63) 6 (0,15)   

Водени екстракт 

 1 9 1000 9 9   1,51 

 2 10 1000 10 10   1,46 

10 µg/mL  3 11 1000 11 11   1,62 

 4 9 1000 8 7 1  1,69 

 Ʃ 39 4000 38 (0,95) 37 (0,93) 1 (0,03)   

 1 14 1000 12 10 2  1,41 

 2 12 1000 12 12   1,39 

50 µg/mL 3 15 1000 12 9 3  1,37 

 4 10 1000 10 10   1,60 

 Ʃ 51 4000 46 (1,15) 41 (1,03) 5 (0,13)   

 1 15 1000 14 13 1  1,43 

 2 14 1000 14 14   1,41 

100 µg/mL 3 19 1000 18 17 1  1,37 

 4 17 1000 14 12 1 1 1,53 

 Ʃ 65 4000 60 (1,50) 56 (1,40) 3 (0,08) 1 (0,03)  

 1 20 1000 19 18 1  1,33 

 2 16 1000 16 16   1,35 

250 µg/mL 3 19 1000 17 15 2  1,28 

 4 18 1000 16 14 2  1,24 

 Ʃ 73 4000 68 (1,70) 63 (1,58) 5 (0,13)   
% је израчунаван у односу на укупан број анализираних БН ћелија 

Табела 14. Просечне фреквенце микронуклеуса (МН) и просечне вредности нуклеусног 

деобног индекса (НДИ) у лимфоцитима периферне крви здравих донора након третмана 

екстрактима A. vulgaris in vitro 

Третман Концентрација MН/1000БН ћелија 

(X ± С.Д.) 

НДИ 

(X ± С.Д.) 

Негативна контрола 

(без третмана) 
    0 µg/mL 7,00 ± 1,41 1,67 ± 0,08 

Позитивна контрола 

(ММЦ) 
 0,5 µg/mL 42,25 ± 2,75*  1,42 ± 0,09* 

Метанолски 

екстракт 

  10 µg/mL          7,75 ± 0,96 1,59 ± 0,09 

  50 µg/mL   9,50 ± 1,29* 1,57 ± 0,05 

100 µg/mL 11,00 ± 2,16* 1,55 ± 0,09 

250 µg/mL 12,75 ± 1,71* 1,49 ± 0,13 

Ацетонски 

екстракт 

  10 µg/mL 13,00 ± 1,15* 1,46 ± 0,08 

  50 µg/mL 14,50 ± 1,00* 1,46 ± 0,19 

100 µg/mL 15,00 ± 0,81* 1,45 ± 0,22 

250 µg/mL 18,25 ± 0,50*    1,36 ± 0,14* 

Водени 

екстракт 

  10 µg/mL   9,75 ± 0,96* 1,57 ± 0,10 

  50 µg/mL 12,75 ± 2,22*   1,44 ± 0,11* 

100 µg/mL 16,25 ± 2,22*   1,43 ± 0,07* 

250 µg/mL 18,25 ± 1,71*   1,30 ± 0,05* 
*Статистички значајно повећање просечнe МН фреквенцe и статистички значајно смањење просечне 

НДИ у односу на нетретиране ћелије (Студентов t-тест, p < 0,05) 
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Слика 20. Фотографије бинуклеусних ћелија пре и након третмана лимфоцита различитим 

концентрацијама метанолског екстракта A. vulgaris: a) негативна контрола ‒ нетретиране 

ћелије; б) 10 µg/mL; в) 100 µg/mL; г)  250 µg/mL  

 

Графикон 25. Просечне фреквенце микронуклеуса (МН) у лимфоцитима периферне крви 

здравих донора након третмана екстрактима A. vulgaris  
*Статистички значајно повећање просечнe МН фреквенцe у односу на нетретиране ћелије (Студентов t-тест, 

p < 0,05)  
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Графикон 26. Просечне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у лимфоцитима 

периферне крви здравих донора након третмана екстрактима A. vulgaris  

 *Статистички значајно смањење просечне НДИ у односу на нетретиране ћелије (Студентов t-тест, p < 

0,05) 

 

У циљу испитивања евентуалног комутагеног и синергистичког ефекта, 

лимфоцити здравих донора су истовремено третирани ММЦ и метанолским, ацетонским 

или воденим екстрактом A. vulgaris. У Табели 15 су наведене фреквенце МН и опсег 

варијабилности, док су у Табели 16 и на Графикону 27 приказане просечне фреквенце 

МН. У културама третираним само ММЦ (позитивна контрола) просечна фреквенца МН 

износила је 42,25 ± 2,75 МН/1000 БН (опсег варирања од 39 до 45) и била је значајно 

виша (р < 0,05) у поређењу са нетретираним ћелијама (7,00 ± 1,41; опсег варирања од 6 

до 9). Тестиране концентрације свих испитиваних екстраката A. vulgaris значајно су 

снижавале ММЦ-индуковану МН фреквенцу у односу на ММЦ третиране ћелије (р < 

0,05). Након третмана најнижом тестираном концентрацијом (10 μg/mL) метанолског, 

ацетонског и воденог екстракта просечна фреквенца МН износила је 26,00 ± 5,58 (опсег 

варирања од 21 до 34); 27,00 ± 2,16 МН/1000 БН ћелија (опсег варирања од 24 до 29) и 

34,75 ± 2,99 МН/1000 БН ћелија (опсег варирања од 31 до 38) (Табела 15 и 16). Највеће 

смањење ММЦ-индуковане МН фреквенце уочено је након третмана лимфоцита 

највишом тестираном концентрацијом (250 μg/mL) испитиваних екстраката, где је МН 

фреквенца снижена око 2,3 пута за ацетонски и водени екстракт (18,25 ± 0,96 МН/1000 

БН ћелија (опсег варирања од 17 до 19) за ацетонски и 18,25 ± 2,99 МН/1000 БН ћелија 

(опсег варирања од 14 до 21) за водени екстракт) и око 2,8 пута за метанолски екстракт 

(15,25 ± 2,22 МН/1000 БН; опсег варирања од 13 до 18), у односу на позитивну контролу 

(42,25 ± 2,75 МН/1000 БН ћелија). Израчунавањем Пирсоновог коефицијента корелације 

показано је да постоји значајна негативна корелација између концентрације екстракта и 

МН фреквенце (r = -0,766, р = 0,001 за метанолски, r = -0,915, p = 0,000 за ацетонски и r 

= -0,733, p = 0,001 за водени екстракт). 
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Дистрибуција МН код сва четири донора (Табела 15) указује да се број 

микронуклеусних БН ћелија након комбинованих третмана анализираним екстрактима 

биљке и ММЦ дозно-зависно смањивао у односу на позитивну контролу где је уочено 

137 БН ћелија са 1 МН (3,43%) и 16 БН ћелија са 2 МН (0,40%). Највеће смањење у броју 

БН ћелија са 1 МН уочено је након третмана ћелија највишом тестираном 

концентрацијом (250 μg/mL) ацетонског и метанолског екстракта (56 БН ћелија са 1 МН 

(1,40%) за ацетонски и 59 БН ћелија са 1 МН (1,50%) за метанолски екстракт). БН ћелија 

са 2 МН биле су најмање заступљене након третмана највишом тестираном 

концентрацијом метанолским екстрактом (1 БН ћелија са 2 МН – 0,03%). Након третмана 

ацетонским и воденим екстрактом A. vulgaris при истој концентрацији уочено је 7 БН 

(0,18%), односно 2 БН (0,05%) ћелије са 2 МН. БН ћелије са 3 МН и 4 МН биле су 

присутне само након третмана ћелија воденим биљним екстрактом и ММЦ, где је при 

концентрацији од 10 μg/mL уочено по 2 БН ћелије са 3 МН (0,05%) и 4 МН (0,05%) од 

4000 анализираних ћелија. Фотографије бинуклеусних ћелија након комбинованог 

третмана воденим екстрактом A. vulgaris и ММЦ приказане су на Слици 21.    

 

Табела 15. Фреквенце микронуклеуса (МН) и нуклеусног деобног индекса (НДИ) у лимфоцитима 

периферне крви здравих донора након комбинованог третмана екстрактима A. vulgaris и 

митомицином Ц (ММЦ, 0,5 µg/mL ) in vitro     

Третман  Донор 

МН на 

1000 

БН 

Број 

БН 

ћелија 

Број БН 

ћелија 

са МН 

Дистрибуција (%)  

НДИ 
1 МН 2 МН 3 МН >3 МН 

Позитивна контрола (митомицин Ц 0,5 g/mL) 

 

 

ММЦ (0,5 µg/mL) 

1 45 1000 41 37 4   1,37 

2 44 1000 41 38 3   1,49 

3 41 1000 38 35 3   1,50 

4 39 1000 33 27 6   1,32 

Ʃ 169 4000 153(3,82) 137(3,43) 16(0,40)    

Метанолски екстракт 

 1 21 1000 19 17 2   1,66 

 2 34 1000 32 30 2   1,63 

10 g/mL + MMЦ 3 24 1000 23 22 1   1,61 

 4 25 1000 23 22  1  1,37 

 Ʃ 104 4000 97(2,43) 91(2,28) 5(0,13) 1(0,03)   

 1 19 1000 18 17 1   1,51 

 2 30 1000 30 30    1,59 

50 g/mL + MMЦ 3 23 1000 23 23    1,45 

 4 23 1000 23 23    1,38 

 Ʃ 95 4000 94(2,35) 93(2,33) 1(0,03)    

 1 17 1000 17 17    1,52 

 2 20 1000 20 20    1,56 

100 g/mL + MMЦ 3 22 1000 20 18 2   1,44 

 4 18 1000 17 16 1   1,37 

 Ʃ 77 4000 74(1,85) 71(1,78) 3(0,08)    

 1 14 1000 14 14    1,49 

 2 16 1000 16 16    1,60 

250 g/mL + MMЦ 3 18 1000 17 16 1   1,60 

 4 13 1000 13 13    1,34 

 Ʃ 61 4000 60(1,53) 59(1,50) 1(0,03)    
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Наставак Табеле 15 

Ацетонски екстракт 

 1 24 1000 20 16 4   1,26 

 2 28 1000 23 18 5   1,32 

10 g/mL + MMЦ 3 29 1000 29 29    1,58 

 4 27 1000 25 23 2   1,68 

 Ʃ 108 4000 97(2,43) 86(2,15) 11(0,28)    

 1 22 1000 21 20 1   1,23 

 2 24 1000 21 18 3   1,42 

50 g/mL + MMЦ 3 25 1000 24 23 1   1,61 

 4 22 1000 21 20 1   1,70 

 Ʃ 93 4000 87(2,18) 81(2,03) 6 (0,15)    

 1 20 1000 16 12 4   1,24 

 2 20 1000 19 18 1   1,36 

100 g/mL + MMЦ 3 23 1000 21 19 2   1,39 

 4 20 1000 18 16 2   1,56 

 Ʃ 83 4000 74(1,85) 65(1,63) 9(0,23)    

 1 19 1000 16 13 3   1,20 

 2 19 1000 17 15 2   1,26 

250 g/mL + MMЦ 3 18 1000 17 16 1   1,28 

 4 17 1000 14 12 1 1  1,56 

 Ʃ 73 4000 64(1,60) 56(1,40) 7(0,18) 1(0,03)   

Водени екстракт  

 1 38 1000 33 29 3 1  1,44 

 2 36 1000 30 26 3  1 1,35 

10 g/mL + MMЦ 3 34 1000 27 23 2 1 1 1,67 

 4 31 1000 29 27 2   1,42 

 Ʃ 139  4000 119(2,98) 105(2,63) 10(0,25) 2(0,05) 2(0,05)  

 1 26 1000 24 22 2   1,40 

 2 19 1000 18 17 1   1,30 

50 g/mL + MMЦ 3 21 1000 18 15 3   1,55 

 4 23 1000 22 21 1   1,47 

 Ʃ 89 4000 82(2,05) 75(1,88) 7(0,18)    

 1 23 1000 22 21 1   1,42 

 2 17 1000 16 15 1   1,35 

100 g/mL + MMЦ 3 20 1000 18 17  1  1,39 

 4 22 1000 21 20 1   1,45 

 Ʃ 82 4000 77(1,93) 73(1,83) 3(0,08) 1(0,03)   

 1 21 1000 18 16 1 1  1,28 

 2 19 1000 19 19    1,34 

250 g/mL + MMЦ 3 19 1000 17 16  1  1,34 

 4 14 1000 13 12 1   1,38 

 Ʃ 73 4000 67(1,68) 63(1,58) 2(0,05) 2(0,05)   
% је израчунаван у односу на укупан број анализираних БН ћелија 
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Резултати анализе НДИ у лимфоцитима након комбинованог третмана 

екстрактима A. vulgaris и ММЦ приказани су у Табелама 15 и 16 и на Графикону 28. У 

културама третираним само ММЦ (позитивна контрола) просечна НДИ вредност 

износила је 1,42 ± 0,09 са опсегом варирања од 1,32 до 1,50. Тестиране концентрације 

метанолског екстракта  повећавале су ММЦ већ снижене НДИ вредности, али значајно 

само у највишој тестираној концентрацији (250 μg/mL), где је просечна НДИ вредност 

износила 1,51 ± 0,12 (опсег варирања од 1,34 до 1,60) (p ˂ 0,05). Са друге стране, 

ацетонски и водени екстракти нису значајно утицали на НДИ вредност (Табела 16, 

Графикон 28) (Radović Jakovljević и сар., 2020; 2022b). 
 

 

Табела 16. Просечне фреквенце микронуклеуса (МН) и просечне вредности нуклеусног 

деобног индекса (НДИ) у лимфоцитима периферне крви здравих донора након 

комбинованог третмана  екстрактима A. vulgaris и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 µg/mL) in 

vitro 

Третман Концентрација MН/1000БН 

ћелија 

(X ± С.Д.) 

НДИ 

(X ± С.Д.) 

Негативна контрола 

(без третмана) 
0 µg/mL 7,00 ± 1,41 1,67 ± 0,08 

Позитивна контрола 

(ММЦ) 
0,5 µg/mL 42,25 ± 2,75*  1,42 ± 0,09* 

Метанолски 

екстракт 

  10 µg/mL + MMЦ     26,00 ± 5,58* 1,57 ± 0,13 

  50 µg/mL + MMЦ 23,75 ± 4,57* 1,48 ± 0,09 

100 µg/mL + MMЦ 19,25 ± 2,22* 1,47 ± 0,08 

250 µg/mL + MMЦ 15,25 ± 2,22*   1,51 ± 0,12* 

Ацетонски 

екстракт 

  10 µg/mL + MMЦ 27,00 ± 2,16* 1,46 ± 0,20 

  50 µg/mL + MMЦ 23,25 ± 1,50* 1,42 ± 0,09 

100 µg/mL + MMЦ 20,75 ± 1,50* 1,39 ± 0,13 

250 µg/mL + MMЦ 18,25 ± 0,96*     1,32 ± 0,16 

Водени 

екстракт 

  10 µg/mL + MMЦ 34,75 ± 2,99* 1,47 ± 0,14 

  50 µg/mL + MMЦ 22,25 ± 2,99* 1,43 ± 0,11 

100 µg/mL + MMЦ 20,50 ± 2,65* 1,40 ± 0,04 

250 µg/mL + MMЦ 18,25 ± 2,99* 1,33 ± 0,04 
*Статистички значајно смањење просечнe МН фреквенцe и статистички значајно повећање просечне 

НДИ у односу на позитивну контролу (Студентов t-тест, p < 0,05) 
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Слика 21. Фотографије бинуклеусних ћелија након комбинованог третмана лимфоцита 

различитим концентрацијама воденог екстракта A. vulgaris и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 

µg/mL): a) позитивна контрола ‒ ММЦ; б) 10 µg/mL; в) 100 µg/mL; г) 250 µg/mL  

 

Графикон 27.  Ефекат метанолског, ацетонског и воденог екстракта A. vulgaris на 

митомицином Ц (ММЦ)-индуковану микронуклеусну фреквенцу  
*Статистички значајно смањење просечнe МН фреквенцe у односу на позитивну контролу (Студентов t-

тест, p < 0,05) 
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Графикон 28.  Просечне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у лимфоцитима 

периферне крви здравих донора након комбинованог третмана екстрактима A. vulgaris и 

митомицином Ц (ММЦ, 0,5 µg/mL) 
  *Статистички значајно повећање просечне НДИ у односу на позитивну контролу (Студентов t-тест, p < 

0,05) 

 

4.5.2. Анализа генотоксичног и антимутагеног ефекта екстраката A. 

alba на култивисане лимфоците здравих донора  

Резултати анализе МН и НДИ у лимфоцитима четири здрава донора пре и након 

третмана различитим концентрацијама (10, 50, 100 и 250 μg/mL) екстрактима A. alba 

приказане су у Табелама 17 и 18 и на Графиконима 29 и 30. Просечна фреквенца МН у 

негативној контроли (нетретиране ћелије) је износила 7,00 ± 1,41 МН/1000 БН ћелија 

(опсег варирања од 6 до 9). Све тестиране концентрације метанолског биљног екстракта 

дозно-зависно (r = 0,805, p = 0,000) и значајно су повећавале просечне МН фреквенце, 

при чему је  највиша тестирана концентрација (250 μg/mL) повећала МН фреквенцу на 

16,50 ± 2,38 (опсег варирања од 13 до 18). Дозно-зависно повећање МН фреквенце 

добијено је и након третмана тестираним концентрацијама ацетонског екстракта, у 

односу на нетретиране ћелије (r = 0,848, p = 0,000). Само најнижа тестирана 

концентрација (10 μg/mL) није значајно мењала МН фреквенцу, док се након третмана 

лимфоцита осталим тестираним концентрацијама просечна МН фреквенца значајно 

повећала на 11,00 ± 1,82 (опсег варирања од 9 до 13) за концентрацију 50 μg/mL, 12,00 ± 

2,16 (опсег варирања од 10 до 15)  за концентрацију 100 μg/mL и 15,25 ± 1,26 МН/1000 

БН ћелија (опсег варирања од 14 до 17) за највишу тестирану концентрацију. Водени 

екстракт A. alba није значајно утицао на МН фреквенцу у свим тестираним 

концентрацијама (p > 0,05). Корелација између тестираних концентрација екстракта и 

МН фреквенце била је позитивна и статистички значајна (r = 0,756, p = 0,001).  
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 Анализом дистрибуције МН уочено је да се са порастом тестиране концентрације 

екстраката повећавао број МН у БН ћелијама као и број БН ћелија са МН. Највећи број 

БН ћелија са 1 МН уочен је након третмана ћелија метанолским биљним екстрактом (34-

0,85% при концентрацији од 10 μg/mL; 44-1,10% при концентрацији 50 μg/mL; 46-1,15% 

при концентрацији 100 μg/mL и 58-1,45% при концентрацији од 250 μg/mL). БН ћелије 

са 2 МН биле су најзаступљеније након третмана лимфоцита метанолским (100 μg/mL и 

250 μg/mL) и воденим (250 μg/mL) биљним екстрактом, када су детектоване 4 БН ћелије 

са 2 МН (0,10%). БН ћелије са 3 МН биле су присутне само при тестирању метанолским 

екстрактом, где је при концентрацији од 50 μg/mL уочена 1 БН (0,03%) ћелија са 3 МН 

на 4000 анализираних ћелија (Табела 17). Фотографије бинуклеусних ћелија пре и након 

третмана метанолским екстрактом биљке A. alba приказане су на Слици 22. 

Резултати анализе НДИ у лимфоцитима здравих донора пре и након третмана 

различитим концентрацијама метанолског, ацетонског и воденог екстракта A. alba, 

приказани су у Табели 17 и 18 и на Графикону 30. У нетретираним ћелијама (негативна 

контрола) НДИ вредности су варирале од 1,60 до 1,75, при чему је просечна вредност 

износила 1,67 ± 0,08. Све тестиране концентрације метанолског екстракта дозно-зависно 

(r = -0,826, p = 0,001) снижавале су просечне НДИ вредности, у поређењу са 

нетретираним ћелијама (р < 0,05). НДИ вредност при концентрацији од 10 μg/mL 

износила је 1,42 ± 0,04 (опсег варирања од 1,37 до 1,46), при концентрацији од 50 μg/mL 

је износила 1,36 ± 0,04 (опсег варирања од 1,31 до 1,40), за концентрацију од 100 μg/mL 

је износила 1,25 ± 0,03 (опсег варирања од 1,24 до 1,30) и 1,28 ± 0,03  (опсег варирања 

од 1,22 до 1,28) за концентрацију од 250 μg/mL. Ацетонски екстракт A. alba снижавао је 

НДИ вредност, али значајно само у највишој тестираној концентрацији (250 μg/mL), где 

је просечна НДИ вредност износила 1,35 ± 0,08 (опсег варирања од 1,25 до 1,43). 

Пирсонов коефицијент корелације између тестираних концентрација и НДИ био је 

негативан и статистички значајан (r = -0,884, р = 0,05). Водени екстракт A. alba није 

значајно утицао на НДИ вредност (Radović Jakovljević и сар., 2020; 2022a).  
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Табела 17. Фреквенце микронуклеуса (МН) и нуклеусног деобног индекса (НДИ) у 

лимфоцитима периферне крви здравих донора након третмана екстрактима A. alba in 

vitro 

Третман Донор 

МН на 

1000 

БН 

Број 

БН 

ћелија 

Број БН 

ћелија 

са МН 

Дистрибуција (%)  

НДИ 
1 МН 2 МН 3 МН 

Негативна контрола (без третмана) 

 1 6 1000 6 6   1,60 

 2 6 1000 6 6   1,75 

0 µg/mL 3 7 1000 7 7   1,60 

 4 9 1000 9 9   1,74 

 Ʃ 28 4000 28 (0,70) 28 (0,70)    

Метанолски екстракт 

 1 8 1000 7 6 1  1,45 

 2 10 1000 10 10   1,40 

10 µg/mL  3 12 1000 12 12   1,37  

 4 8 1000 7 6 1  1,46 

 Ʃ 38 4000 36 (0,90) 34 (0,85) 2 (0,05)   

 1 10 1000 9 8 1  1,40 

 2 13 1000 11 10  1 1,38 

50 µg/mL 3 15 1000 15 15   1,36 

 4 11 1000 11 11   1,31 

 Ʃ 49 4000 46 (1,15) 44 (1,10) 1 (0,03) 1 (0,03)  

 1 11 1000 10 9 1  1,30 

 2 14 1000 13 12 1  1,24 

100 µg/mL  3 14 1000 13 12 1  1,30 

 4 15 1000 14 13 1  1,26 

 Ʃ 54 4000 50 (1,25) 46 (1,15) 4 (0,10)   

 1 13 1000 11 9 2  1,28 

 2 17 1000 17 17   1,22 

250 µg/mL  3 18 1000 17 16 1  1,27 

 4 18 1000 17 16 1  1,23 

 Ʃ 66 4000 62 (1,55) 58 (1,45) 4 (0,10)   

Ацетонски екстракт 

 1 8 1000 8 8   1,82 

 2 9 1000 9 9   1,64 

10 µg/mL  3 9 1000 8 7 1  1,75 

 4 9 1000 9 9   1,69 

 Ʃ 35 4000 34 (0,85) 35 (0,33) 1 (0,03)   

 1 9 1000 9 9   1,67 

 2 13 1000 13 13   1,60 

50 µg/mL 3 10 1000 8 6 2  1,71 

  4 12 1000 11 10 1  1,65 

 Ʃ 44 4000 41 (1,03) 38 (0,95) 3 (0,07)   

 1 10 1000 10 10   1,51 

 2 15 1000 14 13 1  1,61 

100 µg/mL  3 11 1000 11 11   1,50 

 4 12 1000 11 10 1  1,64 

 Ʃ 48 4000 46 (1,15) 44 (1,10) 2 (0,05)   
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Наставак Табеле 17 

 1 15 1000 15 15   1,25 

 2 17 1000 17 17   1,40 

250 µg/mL 3 14 1000 14 14   1,32 

 4 15 1000 13 11 2  1,43 

 Ʃ 61 4000 59 (1,48) 57 (1,43) 2 (0,05)   

Водени екстракт 

 1 8 1000 7 6 1  1,70 

 2 7 1000 6 5 1  1,62 

10 µg/mL 3 7 1000 7 7   1,75 

 4 6 1000 6 6   1,72 

 Ʃ 28 4000 26 (0,65) 24 (0,60) 2 (0,05)   

 1 7 1000 7 7   1,55 

 2 9 1000 9 9   1,86 

50 µg/mL  3 7 1000 7 7   1,70 

 4 8 1000 8 8   1,59 

 Ʃ 31 4000 31 (0,78) 31 (0,78)    

 1 7 1000 7 7   1,63 

 2 9 1000 9 9   1,74 

100 µg/mL 3 9 1000 8 7 1  1,66 

 4 7 1000 6 5 1  1,46 

 Ʃ 32 4000 30 (0,75) 28 (0,70) 2 (0,05)   

 1 11 1000 9 7 2  1,50 

 2 11 1000 10 9 1  1,28 

250 µg/mL  3 10 1000 9 8 1  1,65 

 4 9 1000 9 9   1,34 

 Ʃ 41 4000 37 (0,93) 33 (0,83) 4 (0,10)   

% је израчунаван у односу на укупан број анализираних БН ћелија 
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Табела 18. Просечне фреквенце (МН) и просечне вредности нуклеусног деобног 

индекса (НДИ) у лимфоцитима периферне крви здравих донора након третмана 

екстрактима A. alba  in vitro 

Третман 

 

Концентрација MН/1000БН ћелија        

(X ± С.Д.) 

НДИ                                     

(X ± С.Д.) 

Негативна 

контрола 

(без третмана) 

0 µg/mL 7,00 ± 1,41* 1,67 ± 0,08* 

Позитивна 

контрола 

(ММЦ)  

0,5 µg/mL 42,25 ± 2,75     1,42 ± 0,09 

Метанолски 

екстракт 

  10 µg/mL   9,50 ± 1,91* 1,42 ± 0,04* 

  50 µg/mL 12,25 ± 2,18* 1,36 ± 0,04* 

100 µg/mL 13,50 ± 1,73* 1,25 ± 0,03* 

250 µg/mL 16,50 ± 2,38* 1,28 ± 0,03* 

Ацетонски 

екстракт 

  10 µg/mL 8,75 ± 0,50     1,72 ± 0,08 

  50 µg/mL 11,00 ± 1,82*     1,66 ± 0,05 

100 µg/mL 12,00 ± 2,16*     1,56 ± 0,07 

250 µg/mL 15,25 ± 1,26*  1,35 ± 0,08* 

Водени 

 екстракт 

  10 µg/mL 7,00 ± 0,82     1,70 ± 0,06 

  50 µg/mL 7,75 ± 0,96     1,67 ± 0,14 

100 µg/mL 8,00 ± 1,15     1,62 ± 0,12 

250 µg/mL        10,25 ± 0,96     1,44 ± 0,17 
*Статистички значајно повећање просечнe МН фреквенцe и статистички значајно смањење просечне 

НДИ у односу на нетретиране ћелије (Студентов t-тест, p < 0,05) 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 22. Фотографије бинуклеусних ћелија пре и након третмана лимфоцита 

различитим концентрацијама метанолског екстракта A. alba: a) негативна контрола ‒ 

нетретиране ћелије; б) 10 µg/mL; в) 50 µg/mL; г) 250 µg/mL 

                                                                                   

 в) 

а) б) 

г) 
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Графикон 29.  Просечне фреквенце микронуклеуса (МН) у лимфоцитима периферне 

крви здравих донора након третмана екстрактима A. alba  
*Статистички значајно повећање просечнe МН фреквенцe у односу на нетретиране ћелије (Студентов t-

тест, p < 0,05) 

 

 

 

Графикон 30.  Просечне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у лимфоцитима 

периферне крви здравих донора након третмана екстрактима A. alba 

*Статистички значајно смањење просечне НДИ у односу на нетретиране ћелије (Студентов t-тест, p < 0,05) 
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У Табелама 19 и 20 и на Графикону 31 приказан је ефекат метанолског, 

ацетонског и воденог екстракта A. alba на ММЦ-индуковану геномску нестабилност. 

ММЦ је значајно повећавао фреквенцу МН у поређењу са нетретираним ћелијама (42,25 

± 2,75 МН/1000 БН у односу на 7,00 ± 1,41 МН/1000 БН). Опсег варирања МН фреквенце 

код сва четири здрава донора износио је од 39 до 45 МН/1000 БН. Након третмана 

лимфоцита метанолским екстрактом уочено је значајно дозно-зависно (r = -0,934, р = 

0,000) смањење ММЦ-индуковане МН фреквенце у свим тестираним концентрацијама, 

при чему је највиша концентрација (250 μg/mL) редуковала МН фреквенцу на 20,00 ± 

1,63 МН/1000 БН ћелија (опсег варирања од 18 до 22). Дозно-зависно смањење ММЦ-

индуковане МН фреквенце добијено је и након третмана тестираним концентрацијама 

ацетонским и воденим екстрактом, у односу на нетретиране ћелије. Најнижа тестирана 

концентрација (10 μg/mL) ацетонског и воденог екстракта редуковала је ММЦ-

индуковану МН фреквенцу на 26,50 ± 2,08 (опсег варирања од 24 до 29) и 27,25 ± 4,57 

МН/1000 БН ћелија (опсег варирања од 22 до 32), док је након третмана 250 μg/mL МН 

фреквенца редукована на 17,75 ± 1,26 (опсег варирања од 16 до 19) и 14,50 ± 1,91 

МН/1000 БН ћелија (опсег варирања од 13 до 17) за оба екстракта. Израчунавањем 

Пирсоновог коефицијента корелације показано је да постоји значајна негативна 

корелација између концентрације екстракта и МН фреквенце (r = -0,883; p = 0,000 за 

ацетонски и r = -0,859 p = 0,000 за водени екстракт).  

Анализом дистрибуције МН уочено је да се број микронуклеусних БН ћелија 

након комбинованих третмана анализираним екстрактима биљке и ММЦ дозно-зависно 

смањивао. Највећи број БН ћелија са 1 МН уочен је при третману метанолским 

екстрактом (96-2,40% при концентрацији од 10 μg/mL; 88-2,20% при концентрацији 50 

μg/mL; 75-1,88% при концентрацији 100 μg/mL и 69-1,73% при концентрацији од 250 

μg/mL). Са порастом концентрације екстраката смањивао се и број БН ћелија са већим 

бројем МН. Након третмана лимфоцита најнижом тестираном концентрацијом (10 

μg/mL) метанолског биљног екстракта, уочено је 14 БН ћелија са 2 МН (0,35%) и 2 БН 

ћелије са 3 МН (0,05%), док смо при концентрацији од 250 μg/mL детектовали 7 БН 

ћелија са 2 МН (0,18%). Слични резултати су уочени и након третмана осталим биљним 

екстрактима. При најнижој концентрацији (10 μg/mL) ацетонског и воденог екстракта A. 

alba, уочено је 13 БН (0,33%), односно 11 БН (0,26%) ћелија са 2 МН, док је при 

концентрацији од (250 μg/mL) детектовано само 3 БН (0,08%), односно 1 БН (0,03%) 

ћелија са 2 МН (Табела 19). Фотографије бинуклеусних ћелија након комбинованог 

третмана лимфоцита различитим концентрацијама воденог екстракта A. alba и ММЦ 

приказане су на Слици 23.  

Резултати анализе НДИ вредности након комбинованог третмана различитим 

концентрацијама метанолског, ацетонског и воденог екстракта A. alba и ММЦ приказани 

су у Табелама 19 и 20 и на Графикону 32. У културама третираним ММЦ (позитивна 

контрола), просечна НДИ вредност је износила  1,42 ± 0,09 са опсегом варирања од 1,32 

до 1,50. Метанолски екстракт биљке дозно-зависно (r = -0,787, р = 0,00) редуковао је већ 

ММЦ-снижене НДИ вредности, али значајно само у највишој тестираној концентрацији 

(250 µg/mL), где је НДИ вредност износила 1,15 ± 0,04 (опсег варирања од 1,12 до 1,20). 

Супротно, ацетонски и водени биљни екстракти повећавали су ММЦ-снижене НДИ 

вредности, али је ефекат био значајан у концентрацијама од 10 до 100 µg/mL са 

вероватноћом, p < 0,05. У културама које су третиране ацетонским екстрактом, НДИ је 

варирао од 1,62 ± 0,08 до 1,54 ± 0,07, а у културама које су третиране воденим екстрактом 

од 1,67 ± 0,02 до 1,50 ± 0,07 (Radović Jakovljević и сар., 2020;2022b). 
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Табела 19. Фреквенце микронуклеуса (МН) и нуклеусног деобног индекса (НДИ) у 

лимфоцитима периферне крви здравих донора након комбинованог третмана екстрактима 

A. аlba и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 g/mL) in vitro 

Третман 

 

Донор МН на 

1000 

БН 

Број 

БН 

ћелија 

Број БН 

ћелија 

са МН 

        Дистрибуција (%)  

НДИ 
1 МН 2 МН 3 МН 

Позитивна контрола (митомицин Ц 0,5 g/mL) 

 1 45 1000 41 37 4  1,37 

 2 44 1000 41 38 3  1,49 

ММЦ (0,5 µg/mL) 3 41 1000 38 35 3  1,50 

 4 39 1000 33 27 6  1,32 

 Ʃ 169 4000 153(3,82) 137(3,43) 16(0,40)   

Метанолски екстракт 

 1 31 1000 27 23 4  1,29 

 2 33 1000 26 21 3 2 1,28 

10 µg/mL + MMЦ 3 34 1000 31 28 3  1,23 

 4 32 1000 28 24 4  1,33 

 Ʃ 130 4000 112(2,80) 96(2,40) 14(0,35) 2(0,05)  

 1 26 1000 26 26   1,27 

 2 30 1000 25 21 3 1 1,27 

50 µg/mL + MMЦ 3 26 1000 23 20 3  1,22 

 4 29 1000 25 21 4  1,30 

 Ʃ 111 4000 99(2,48) 88(2,20) 10(0,18) 1(0,03)  

 1 22 1000 21 20 1  1,23 

 2 25 1000 21 17 4  1,18 

100 µg/mL + MMЦ 3 23 1000 22 21 1  1,23 

 4 24 1000 20 17 2 1 1,29 

 Ʃ 94 4000 84(2,10) 75(1,88) 8(0,20) 1(0,03)  

 1 18 1000 18 18   1,13 

 2 20 1000 20 17 3  1,12 

250 µg/mL + MMЦ 3 20 1000 18 16 2  1,20 

 4 22 1000 20 18 2  1,15 

 Ʃ 83 4000 76(1,90) 69(1,73) 7(0,18)   

Ацетонски екстракт 

 1 29 1000 21 14 6 1 1,66 

 2 26 1000 24 22 2  1,51 

10 µg/mL + MMЦ 3 27 1000 24 21 3  1,64 

 4 24 1000 22 20 2  1,69 

 Ʃ 106 4000 91(2,28) 77(1,93) 13(0,33) 1(0,03)  

 1 25 1000 22 20 1 1 1,65 

 2 22 1000 21 20 1  1,50 

50 µg/mL + MMЦ 3 21 1000 21 21   1,63 

 4 20 1000 20 20   1,68 

 Ʃ 88 4000 84(2,10) 81(2,03) 2(0,05) 1(0,03)  

 1 20 1000 18 16 2  1,64 

 2 19 1000 19 19   1,54 

100 µg/mL + MMЦ 3 19 1000 19 19   1,52 

 4 17 1000 17 17   1,62 

 Ʃ 75 4000 73(1,83) 71(1,78) 2(0,05)   
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Наставак Табеле 19 

 1 19 1000 18 17 1  1,64 

 2 18 1000 18 18   1,47 

250 µg/mL + MMЦ 3 18 1000 17 16 1  1,56 

 4 16 1000 15 14 1  1,61 

 Ʃ 71 4000 68(1,70) 65(1,63) 3(0,08)   

Водени екстракт 

 1 30 1000 25 21 3 1 1,70 

 2 25 1000 20 16 3 1 1,67 

10 µg/mL + MMЦ 3 22 1000 21 20 1  1,65 

 4 32 1000 28 24 4  1,68 

 Ʃ 109 4000 94(2,35) 81(2,03) 11(0,26) 2(0,05)  

 1 18 1000 17 16 1  1,62 

 2 24 1000 24 24   1,58 

50 µg/mL+ MMЦ 3 20 1000 19 18 1  1,63 

 4 21 1000 20 19 1  1,61 

 Ʃ 83    4000 80(2,00) 77(1,93) 3(0,08)   

 1 16 1000 16 16   1,66 

 2 21 1000 19 17 2  1,50 

100 µg/mL + MMЦ 3 18 1000 17 16 1  1,60 

 4 17 1000 14 11 3  1,59 

 Ʃ 72 4000 66(1,65) 60(1,50) 6(0,15)   

 1 13 1000 13 13   1,51 

 2 17 1000 16 15 1  1,43 

250 µg/mL + MMЦ 3 13 1000 13 13   1,59 

 4 15 1000 15 15   1,48 

  Ʃ 58 4000 57(1,42) 56(1,40) 1(0,03)   

% је израчунаван у односу на укупан број анализираних БН ћелија 
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Табела 20. Просечне фреквенце микронуклеуса (МН) и просечне вредности нуклеусног 

деобног индекса (НДИ) у лимфоцитима периферне крви здравих донора након 

комбинованог третмана екстрактима A. alba и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 µg/mL) in vitro 

Третман 

 

Концентрација MН/1000БН ћелија        

(X ± С.Д.) 

НДИ                                     

(X ± С.Д.) 

Негативна 

контрола 

(без третмана) 

0 µg/mL     7,00 ± 1,41*  1,67 ± 0,08* 

Позитивна 

контрола 

(ММЦ) 

0,5 µg/mL         42,25 ± 2,75 1,42 ± 0,09 

Метанолски 

екстракт 

  10 µg/mL + MMЦ  32,50 ± 1,29* 1,28 ± 0,04 

  50 µg/mL + MMЦ  27,25 ± 1,50* 1,27 ± 0,03 

100 µg/mL + MMЦ  23,50 ± 1,29* 1,23 ± 0,05 

250 µg/mL + MMЦ        20,00 ± 1,63*   1,15 ± 0,04* 

Ацетонски 

екстракт 

  10 µg/mL + MMЦ  26,50 ± 2,08*   1,62 ± 0,08* 

  50 µg/mL + MMЦ  22,00 ± 2,16*   1,61 ± 0,08* 

100 µg/mL + MMЦ  18,75 ± 1,26*   1,58 ± 0,06* 

250 µg/mL + MMЦ  17,75 ± 1,26*      1,54 ± 0,07 

Водени 

екстракт 

  10 µg/mL + MMЦ  27,25 ± 4,57*   1,67 ± 0,02* 

  50 µg/mL + MMЦ  20,75 ± 2,50*   1,61 ± 0,02* 

100 µg/mL + MMЦ  18,00 ± 2,16*   1,59 ± 0,07* 

250 µg/mL + MMЦ  14,50 ± 1,91*      1,50 ± 0,07 
*Статистички значајно смањење просечнe МН фреквенцe и статистички значајна разлика просечне НДИ 

у односу на позитивну контролу (Студентов t-тест, p < 0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 23. Фотографије бинуклеусних ћелија након комбинованог третмана лимфоцита 

различитим концентрацијама воденог екстракта A. alba и митомицином Ц (ММЦ, 0,5 

µg/mL): а) позитивна контрола ‒ ММЦ; б) 10 µg/mL; в) 100 µg/mL; г) 250 µg/mL  

                    

                     

в)

) 

б)

) 

а)

) 

г)

) 
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Графикон 31.  Ефекат метанолског, ацетонског и воденог екстракта A. albа на митомицином 

Ц (ММЦ)-индуковану микронуклеусну фреквенцу 
*Статистички значајно смањење просечне МН фреквенце  у односу на  позитивну контролу (Студентов t-тест,  

p < 0,05)  

Графикон 32. Просечне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у лимфоцитима 

периферне крви здравих донора након комбинованог третмана екстрактима A. alba и 

митомицином Ц (ММЦ, 0,5 μg/mL)  
*Статистички значајна разлика просечне НДИ у односу на позитивну контролу (Студентов t-тест, p < 0,05)  
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1,50 ± 0,07* 
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4.5.3. Анализа генотоксичног и антимутагеног ефекта 3,5-

дихидроксибензоеве киселине у култивисаним лимфоцитима 

здравих донора 

Појединачне и просечне фреквенце МН у лимфоцитима здравих донора пре и 

након третмана различитим концентрацијама (50, 100 и 200 µg/mL) 3,5-

дихидроксибензоеве киселине приказане су на Графиконима 33 и 34. Резултати су 

показали да се са порастом тестиране концентрације повећавао број БН ћелија са МН, 

као и број БН ћелија са већим бројем МН (Графикон 33). Након третмана ћелија 3,5-

дихидроксибензоевом киселином у концентрацији од 200 μg/mL, фреквенца МН је 

износила 12 и 11 МН/1000 БН ћелија по донору, где је укупан број БН ћелија са МН 

износио 21 (1,05%), 19 БН ћелија са 1 МН (0,95%) и 2 БН ћелије са 2 МН (0,10%).  

3,5-дихидроксибензоева киселина значајно је повећала просечну МН фреквенцу 

(11,50 ± 0,50 МН/1000 БН) само у највишој тестираној концентрацији (200 µg/mL) са 

вероватноћом p < 0,05, док ниже концентрације (50 и 100 µg/mL) нису утицале на МН 

фреквенцу, у поређењу са нетретираним ћелијама (6,50 ± 0,71 МН/1000 БН) (Графикон 

34). Пирсонов коефицијент корелације показао је значајно дозно-зависно повећање МН 

фреквенце (r = 0,866, p = 0,03). 

  

 

 

 

Графикон 33. Дистрибуција бинуклеусних (БН) ћелија у култивисаним хуманим 

лимфоцитима третираним различитим концентрацијама 3,5-дихидроксибензоеве киселине: 

1) негативна контрола ‒ нетретиране ћелије; 2) 50 µg/mL; 3) 100 µg/mL; 4) 200 µg/mL 
% је израчунаван у односу на укупан број анализираних БН ћелија 

БН без МН 1 МН БН без МН 1 МН 2МН 3МН

БН без МН 1 МН 2МН БН без МН 1 МН 2МН
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Графикон 34.  Просечне фреквенце микронуклеуса (МН) у култивисаним хуманим 

лимфоцитима третираним различитим концентрацијама 3,5-дихидроксибензоеве 

киселине 
 *Статистички значајно повећање просечне МН фреквенце у односу на нетретиране ћелије (Студентов t-

тест, p < 0,05) 

 

 

Резултати анализе НДИ у лимфоцитима здравих донора пре и након третмана 3,5-

дихидроксибензоевом киселином приказани су у Табели 21 и на Графикону 35. У 

нетретираним ћелијама НДИ вредности су износиле 1,60 и 1,74. Све тестиране 

концентрације 3,5-дихидроксибензоеве киселине су у поређењу са контролном групом 

нетретираних ћелија, смањивале НДИ вредности, али без статистичке значајности (p > 

0,05) (Графикон 35) (Radović Jakovljević и сар., 2022a). 

 

 

Табела 21. Појединачне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у култивисаним 

хуманим лимфоцитима третираним различитим концентрацијама 3,5-

дихидроксибензоеве киселине  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Концентрација 

 

Донор Број анализираних 

ћелија 

НДИ 

    0 µg/mL 

1 

500 1,60 

  50 µg/mL 500 1,53 

100 µg/mL 500 1,52 

200 µg/mL 500 1,48 

    0 µg/mL 

2 

500 1,74 

  50 µg/mL 500 1,59 

100 µg/mL 500 1,59 

200 µg/mL 500 1,50 
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тестиране концентрације

6,50 ± 0,71

8,50 ± 0,50

10,00 ± 0,50
11,50 ± 0,50*
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Графикон 35.  Просечне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у култивисаним 

хуманим лимфоцитима третираним различитим концентрацијама 3,5-

дихидроксибензоеве киселине 

 

 

У Табели 22 и на Графиконима 36-38 приказан је ефекат 3,5-дихидроксибензоеве 

киселине на ММЦ-индуковану геномску нестабилност. Са порастом концентрације 3,5-

дихидроксибензоеве киселине број МН у БН ћелијама се редуковао, као и број БН ћелија 

са МН. У позитивној контроли (само ММЦ) укупан број БН ћелија са МН је износио 79 

(3,95%), од којих је 73 БН ћелија било са 1 МН (3,65%) и 6 БН ћелија са 2 МН (0,30%). 

БН ћелије са 2 МН уочене су и у културама третираним најнижом концентрацијом 3,5-

дихидроксибензоеве киселине (7 БН ћелија са 2 МН (0,35%)) (Графикон 36).  

У позитивној контроли (само ММЦ) просечна фреквенца МН је износила 42,50 ± 

1,50 МН/1000 БН. 3,5-дихидроксибензоева киселина дозно-зависно (r = -0,816, p = 0,047) 

и значајно је снижавала ММЦ-индуковану фреквенцу МН у свим тестираним 

концентрацијама, у поређењу са позитивном контролом. Најнижа тестирана 

концентрација (50 µg/mL) редуковала је ММЦ-индуковану МН фреквенцу око 2 пута 

(20,00 ± 1,00 МН/1000 БН), а највеће смањење детектовано је након комбинованог 

третмана највишом тестираном концентрацијом (200 µg/mL), где је вредност просечне 

МН фреквенце износила 17,00 ± 1,00 МН/1000 БН (Графикон 37). 
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Графикон 36. Дистрибуција бинуклеусних (БН) ћелија у култивисаним хуманим 

лимфоцитима третираним митомицином Ц (ММЦ, 0,5 g/mL) и различитим 

концентрацијама 3,5-дихидроксибензоеве киселине: 1) ) позитивна контрола ‒ ММЦ; 2) 

50 µg/mL + ММЦ; 3) 100 µg/mL + ММЦ; 4) 200 µg/mL + ММЦ  
% је израчунаван у односу на укупан број анализираних БН ћелија 

Графикон 37. Ефекат 3,5-дихидроксибензоеве киселине на митомицином Ц (ММЦ)-

индуковану микронуклеусну фреквенцу 
*Статистички значајно смањење просечне МН фреквенце у односу на позитивну контролу 

(Студентов t-тест, p < 0,05) 
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Резултати појединачних и просечних НДИ вредности су приказани у Табели 22 и 

на Графикону 38. У позитивној контроли просечна НДИ вредност износила је 1,44 ± 

0,07. Тестиране концентрације 3,5-дихидроксибензоеве киселине нису значајно мењале 

већ ММЦ-снижене НДИ вредности. При концентрацији од 50 μg/mL вредност НДИ је 

износила 1,43 ± 0,01, при концентрацији од 100 μg/mL 1,37 ± 0,01, а за концентрацију од 

200 μg/mL НДИ је износила 1,35 ± 0,03. Пирсонов коефицијент корелације је показао да 

постоји негативна и значајна корелација између концентрације стандарда и НДИ (r = -

0,859, p = 0,03) (Radović Jakovljević и сар., 2022b). 

 

Табела 22. Појединачне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у култивисаним 

хуманим лимфоцитима третираним митомицином Ц (ММЦ, 0,5 g/mL) и различитим 

концентрацијама 3,5-дихидроксибензоеве киселине  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 38.  Просечне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ)  у култивисаним 

хуманим лимфоцитима третираним митомицином Ц (ММЦ, 0,5 g/mL) и различитим 

концентрацијама 3,5-дихидроксибензоеве киселине  
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200 µg/mL + MMЦ 500 1,37 

ММЦ (0,5 µg/mL) 1,44 ± 0,07 

  50 µg/mL + ММЦ 1,43 ± 0,01 
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4.5.4. Анализа генотоксичног и антимутагеног ефекта кверцетин-3-O-

глукопиранозида у култивисаним лимфоцитима здравих донора 

Појединачне и просечне фреквенце МН у лимфоцитима здравих донора пре и 

након третмана различитим концентрацијама (3, 11 и 22 µg/mL) кверцетин-3-O-

глукопиранозида приказане су на Графиконима 39 и 40. У контролним (нетретираним) 

ћелијама, појединачне фреквенце МН износиле су 7 и 6 МН/1000 БН. Резултати су 

показали да је  са порастом концентрације кверцетин-3-O-глукопиранозида, растао и 

број микронуклеусних БН ћелија, као и број БН ћелија са већим бројем МН. 

Микронуклеусне БН ћелије биле су највише заступљене након третмана највишом 

тестираном концентрацијом (22 µg/mL) - 36 (1,80%), од тога 30 (1,50%) БН ћелија са 

1МН, 4 (0,20%) БН ћелијe са 2 МН и 2 (0,10%) БН ћелије са 3 МН (Графикон 39). 

 

 

Графикон 39. Дистрибуција бинуклеусних (БН) ћелија у култивисаним хуманим 

лимфоцитима третираним различитим концентрацијама кверцетин-3-О-глукопиранозида: 

1) негативна контрола ‒ нетретиране ћелије 2) 3 µg/mL; 3) 11 µg/mL; 4) 22 µg/mL 
% је израчунаван у односу на укупан број анализираних БН ћелија 
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Све тестиране концентрације кверцетин-3-O-глукопиранозида значајно дозно-

зависно (r = 0,909, p = 0,01) повећавале МН фреквенцу. Највиша тестирана 

концентрација (22 µg/mL) индуковала је повећање просечних МН фреквенци здравих 

донора око 3,4 пута (22,00 ± 2,83 МН/1000 БН) у поређењу са нетретираним ћелијама 

(6,50 ± 0,71 МН/1000 БН) (Графикон 40).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 40. Просечне фреквенце микронуклеуса (МН) у култивисаним хуманим 

лимфоцитима третираним различитим концентрацијама кверцетин-3-О-

глукопиранозида 
*Статистички значајно повећање просечне МН фреквенце у односу  на  нетретиране ћелије (Студентов t-

тест, p < 0,05) 

 

Резултати појединачних и просечних НДИ вредности су приказани у Табели 23 и 

на Графикону 41. У нетретираним културама НДИ вредност је износила 1,60 и 1,74. Са 

порастом концентрације кверцетин-3-O-глукопиранозида НДИ вредности су се 

смањивале (при највишој тестираној концентрацији НДИ вредност била 1,26 и 1,32), али 

без значајности у поређењу са нетретираним ћелијама (р > 0,05) (Radović Jakovljević и 

сар., 2022а). 

 

Табела 23. Појединачне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у култивисаним 

хуманим лимфоцитима третираним различитим концентрацијама кверцетин-3-О-

глукопиранозида  

 

 

 

 

 

 

 

 

Концентрација 
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  0 µg/mL 
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  3 µg/mL 500 1,57 
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6,50 ± 0,71
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22,00 ± 2,38*
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Графикон 41. Просечне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у култивисаним 

хуманим лимфоцитима третираним различитим концентрацијама кверцетин-3-О-

глукопиранозида 

 

 

 

Ефекат кверцетин-3-O-глукопиранозида на ММЦ-индуковану геномску 

нестабилност приказани су у Табели 24 и на Графиконима 42-44. Кверцетин-3-O-

глукопиранозид индуковао је повећање БН ћелија са микронуклеусима, али и број БН 

ћелија са 2 МН. У културама третираним само ММЦ (позитивна контрола) број БН 

ћелија са МН износио је 79 (3,95%), од којих је 73 БН ћелија било са 1 МН (3,65%) и 6 

БН ћелија са 2 МН (0,30%). Највише БН ћелија са 2 МН уочили смо након третмана 

концентрацијом 11 µg/mL, где је било 12 БН ћелија са 2 МН од укупно 2000 

анализираних БН ћелија (0,60%). Ћелије са 3 или више МН нису детектоване (Графикон 

42). 

ММЦ-индукована МН фреквенца повећавала се након третмана кверцетин-3-O-

глукопиранозидом у дозно-зависном маниру (r = 0,956; p = 0,003) и значајно у вишим 

тестираним концентрацијама (11 µg/mL – 51,00 ± 1,41 и 22 µg/mL – 54,00 ± 1,41) у 

поређењу са позитивном контролом (42,50 ± 1,50 МН/1000 БН) (Графикон 43).  
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Графикон 42. Дистрибуција бинуклеусних (БН) ћелија у култивисаним хуманим 

лимфоцитима третираним митомицином Ц (ММЦ, 0,5 g/mL) и различитим 

концентрацијама кверцетин-3-О-глукопиранозида: 1) ) позитивна контрола ‒ ММЦ;  2) 

3 µg/mL + ММЦ; 3) 11 µg/mL + ММЦ; 4) 22 µg/mL + ММЦ 
% је израчунаван у односу на укупан број анализираних БН ћелија 
 

Графикон 43. Ефекат кверцетин-3-О-глукопиранозида на митомицином Ц (ММЦ)-

индуковану микронуклеусну фреквенцу 
*Статистички значајно повећање просечне МН фреквенце у односу на позитивну контролу (Студентов t-

тест, p < 0,05) 
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Резултати анализе НДИ у култивисаним лимфоцитима здравих донора након 

комбинованог третмана различитим концентрацијама кверцетин-3-O глукопиранозида и 

ММЦ, приказани су у Табели 24 и на Графикону 44. Просечна НДИ вредност у 

позитивној контроли износила је 1,44 ± 0,07. Све тестиране концентрације кверцетин-3-

O-глукопиранозида снижавале су већ ММЦ-снижене НДИ вредности, али значајно само 

у највишој тестираној концентрацији (22 μg/mL) у односу на позитивне ММЦ третиране 

ћелије (1,33 ± 0,02 у односу на 1,44 ± 0,07), (Графикон 44). Пирсонов коефицијент 

корелације је показао да постоји негативна и значајна корелација између концентрације 

стандарда и НДИ (r = -0,917, p = 0,01) (Radović Jakovljević и сар., 2022b). 

 
Табела 24. Појединачне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ) у култивисаним 

хуманим лимфоцитима третираним митомицином Ц (ММЦ, 0,5 g/mL) и различитим 

концентрацијама кверцетин-3-О-глукопиранозида  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 44. Просечне вредности нуклеусног деобног индекса (НДИ)) у култивисаним 

хуманим лимфоцитима третираним митомицином Ц (ММЦ, 0,5 g/mL) и различитим 

концентрацијама кверцетин-3-О-глукопиранозида  
*Статистички значајно смањење просечне НДИ у односу на  позитивну контролу (Студентов t-тест, p < 

0,05)  
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5.1. Састав фенолних једињења у биљним екстрактима A. 

vulgaris и  A. alba 

Лековита својства биљака зависе од заступљености секундарних метаболита који 

су носиоци биолошких активности, стога познавање количине ових једињења у 

анализираним биљним узорцима је од велике важности. Секундарни метаболити 

изоловани из биљака данас се могу директно користити као лекови, као прототип за 

синтезу нових ‒ синтетисаних лекова, али и као фармаколошки и биохемијски алати за 

откривање молекуларних механизама неких болести. Њихова истраживања су 

интензивна због широког спектра корисних особина и примене, као и због саме 

претпоставке да је до данас, од укупног броја идентификованих, у фармаколошке сврхе 

тестирано свега 10% (Dias и сар., 2012; Kumar и сар., 2019; Abou Baker и сар., 2020). 

Једну од најбројнијих и широко распрострањених група секундарних метаболита 

чине фенолна једињења са више од 8000 идентификованих једињења (Ahmed и сар., 

2013; Kumar и сар., 2013). Фенолна једињења су присутна у свим биљним органима, 

листовима, цветовима, стаблу, корену, плодовима и семенима биљака. Имају широку 

употребу у фармацији, медицини и пољопривреди. Бројна истраживања су показала да 

флавоноиди и друга фенолна једињења имају позитивне ефекте на људско здравље и да 

поседују широк спектар биолошких активности као што су антиоксидативна, 

антиканцерогена, антибактеријска, антивирусна, што оправдава њихову фармацеутску и 

медицинску примену (Kumar и сар., 2013; Działo и сар., 2016; Andreu и сар., 2018; Meng 

и сар., 2018;Chen и сар., 2019). 

Врсте из рода Artemisia су познате по свом благотворном дејству и све је веће 

интересовање усмерено на њих јер поседују лековита својства и користе се у превенцији 

и смањењу ризика за разне болести. Врсте овог рода су један од најбогатијих извора 

биолошки активних једињења, као што су флавоноиди, кумарини, монотерпени, 

лактони, стероли сесквитерпени, полиацетилени, каротеноиди и витамини, која 

испољавају широк спектар биолошких активности и доприносе њиховој практичној 

примени (Bora и Sharma, 2011; Trendafilova и сар., 2018; Trifan и сар., 2018; Ickovski и 

сар., 2020; Ekiert и сар., 2022).  

Приказани резултати испитивања садржаја укупних фенолних једињења и 

флавоноида су показали да су A. vulgaris и А. аlba веома богате овим секундарним 

метаболитима, при чему се као најбољи растварач за екстракцију фенолних једињења 

показао метанол, док је највише флавоноида детектовано у ацетонским екстрактима обе 

биљке (Radović Jakovljević и сар., 2020; 2023). Добијени резултати су у складу са 

публикованим резултатима других аутора, који су, такође, показали да врсте Artemisia 

поседују богат фенолни састав (Fidrianny и сар., 2015; Irda и сар., 2015; Khezrilu Bandli 

и сар., 2017; Joshi и сар., 2021; Ickovski и сар., 2020; Babayan и сар., 2022). Недавна 

студија Babayan и сар. (2022) дошла је до сличног закључка. Наиме, аутори су, 

анализирајући фенолни састав различитих врста рода Artemisia, навели да је највише 

фенолних једињења детектовано у метанолском екстракту, у поређењу са ацетонским и 

хлороформним A. vulgaris биљним екстрактом. Такође, Joshi и сар. (2021), 

анализирајући фенолни састав 21 биљне врсте сакупљене на територији Непала, 

показали су да је највећа количина укупних фенолних једињења, као и значајна количина 

флавоноида детектована у метанолском екстракту A. vulgaris.  

Одређивање укупних фенолних једињења и флавоноида биљке А. аlba било је 

предмет истраживања малог броја аутора (Todorova и сар., 2015; Peron и сар., 2017; 

Trendafilova и сар., 2018; Ickovski и сар., 2020). Студија Ickovski и сар. (2020) анализирала 

је два метанолска екстракта биљке А. аlba сакупљене на различитим локалитетима у 
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Србији. Резултати су показали да су оба биљна екстракта садржала значајну количину 

укупних фенолних једињења и флавоноида.  

Различитим биолошким активностима екстракта доприносе не само укупни 

садржај фенолних једињења, него и количина појединачних једињења детектованих у 

екстракту (Dai и Mumper, 2010). Резултати HPLC анализе биљке A. vulgaris показали су 

да је највиша концентрација фенолних једињења присутна у метанолском екстракту, где 

је детектовано 7 једињења од укупно 14 чија је заступљеност анализирана применом 

страндарда (Radović Jakovljević и сар., 2020). Најзаступљеније фенолно једињење била 

је хлорогенска киселина (487,25 ± 0,61 μg/mL) која је детектована и у ацетонском 

биљном екстракту, али у значајно мањој концентрацији (3,98 ± 0,15 μg/mL). Доминантно 

заступљена компонента у ацетонском екстракту била је trans-циметна киселина (49,56 ± 

0,12 μg/mL). У воденом екстракту биљке хлорогенска и trans-циметна киселина нису 

идентификоване, већ је у највишој концентрацији детектована сирингинска киселина 

(64,22 ± 0,18 μg/mL). Када су у питању флавоноиди, кверцетин 3-О-глукопиранозид и 

сирингин били су присутни у сва три испитивана екстракта, при чему је квантитативно 

кверцетин-3-О-глукопиранозид био најзаступљенији у метанолском екстракту (85,20 ± 

0,53 μg/mL), док је сирингина највише било у воденом екстракту биљке (16,39 ± 0,15 

μg/mL)  (Radović Jakovljević и сар., 2022a). 

Бројна фенолна једињења детектована су у биљци A. vulgaris. Abiri и сар. (2018) 

навели су да су примарне класе флавоноида у биљци: флавони (рицин, апигенин, 

еупафолин, лутеолин, диосметин, јацеозидин, и кризоериол), флавонски гликозиди 

(витексин и лутеолин-7-глукозид), флаваноли (изорхамнетин) и флавонол гликозиди 

(кемпферол-3-глукозид, рутин, кемпферол-3-рамнозид, кверцитрин, кемпферол-3-

рутинозид и кверцетин-3-галактозид). Nikolova и сар. (2004), у ацетонском екстракту 

листа, детектовали су кверцетин и кверцетагин у највећој концентрацији. Ivanescu и сар. 

(2018) у надземном делу биљке утврдили су присуство кафеинске, хлорогенске, p-

кумаринске и гентизинске киселине, а од флавоноида кверцитрин, изокверцетин, 

лутеолин и кемпферол. Melguizo-Melguizo и сар. (2014), приликом идентификације 

фенолних једињења у метанолском екстракту биљке која је сакупљана у Србији, 

идентификовали су 15 фенолних једињења, при чему су деривати хлорогенске киселине 

били најзаступљенији. 

Испитивање квалитативног и квантитативног састава биљке А. аlba је показало 

да је највиша концентрација фенолних једињења детектована у метанолском екстракту, 

где је идентификовано и квантификовано свих 14 фенолних једињења чија је количина 

анализирана у истраживању. У највећој концентрацији је била хлорогенска киселина 

(298,33 ± 0,53 μg/mL), док је доминантно једињење у ацетонском екстракту биљке била 

trans-циметна киселина (298,12 ± 0,88 μg/mL). Присуство 3,5-дихидроксибензоеве 

киселине потврђено је у сва три испитивана екстракта, али у значајно већој 

концентрацији у воденом (198,98 ± 0,77 μg/mL), него у осталим анализираним 

екстрактима (2,54 ± 0,31 μg/mL у метанолском и 1,64 ± 0,12 μg/mL у ацетонском 

екстракту). Од флавоноида, кверцетин-3-О-глукопиранозид и сирингин су 

идентификовани и квантификовани у сва три испитивана екстракта, али квантитативно, 

метанолски екстракт је садржао највише кверцетин-3-О-глукопиранозида у односу на 

остале екстракте биљке, док је сирингина највише било у воденом екстракту А. аlba 

(Radović Jakovljević и сар., 2020, 2022a). Доступни литературни подаци о хемијском 

саставу врсте показали су велику разноликост међу популацијама ове биљке. 

Сесквитерпеноиди (Maggio и сар., 2011, 2013; Todorova и сар., 2015; Peron и сар., 2017), 

кумарини (Maggio и сар., 2011, 2013), флавоноиди (Djordjević и сар., 2013; Peron и сар., 

2017) детектовани су у биљци сакупљаној на различитим локалитетима. Биљке из 

Србије, поред флавонол-гликозида, одликује и присуство флавона (Trendafilova и сар., 
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2018). Djordjević и сар. (2013) су утврдили да су најзаступљеније компоненте у А. аlba 

екстракту кемферол, хлорогенска киселина и рутин. Лутеолин и кверцетин су били 

најчешће заступљени флавоноиди у биљци узоркованој са територије Македоније, док 

су за биљке са подручја Бугарске уобичајени били лутеолин и рутин (Marco и сар., 1987). 

 

5.2. Цитотоксични и апоптотски ефекат биљних 

екстраката A. vulgaris и  A. alba 

Повећање инциденце различитих врста карцинома ствара потребу за новим 

лековима који су токсични за канцерогене ћелије, а да уједно немају штетан утицај на 

здраве ћелије. Лековите биљке се традиционално користе као природни лекови са 

доказаним терапеутским ефектима у многим областима, укључујући и антиканцерогена 

дејства. Иако се многа изолована једињења из биљака подвргавају ригорозном 

тестирању њихове антиканцерогене активности, све више се признаје да су корисни 

ефекти биљака последица сложених интеракција једињења присутних у целој биљци тј. 

екстракту (синергистичких или антагонистичких) (Liu и сар., 2003; Karna и сар., 2012). 

Због тога смо настојали да извршимо процену in vitro антиканцерогене активности 

тестираних екстраката (метанолски, ацетонски и водени) A. vulgaris и A. alba у 

појединачном и комбинованом третману са ММЦ. 

Резултати испитивања цитотоксичног ефекта биљака на линији хуманог 

карцинома колона (SW-480) су показали да је биљка A. alba испољила јачу 

цитотоксичност, у поређењу са A. vulgaris. Најбољи ефекат показао је ацетонски, а затим 

метанолски екстракт A. alba (IC50 = 3,89 ± 1,47 μg/mL за ацетонски, IC50 = 47,65 ± 3,83 

μg/mL за метанолски екстракт), док је од A. vulgaris екстраката само ацетонски смањивао 

пролиферацију ћелија (IC50 = 240,12 ± 25,49 μg/mL). Механизам цитотоксичног ефекта 

анализираних екстраката даље је утврђиван одређивањем типа ћелијске смрти. 

Резултати су показали да је цитотоксични ефекат екстраката последица смрти SW-480 

ћелија посредоване раном апоптозом. Сви тестирани екстракти допринели су да највећи 

проценат малигних ћелија буде у раној апоптози, уз истовремено повећање процента 

некротичних ћелија након третмана ацетонским и воденим екстрактом обе биљке. 

 Досадашњи литературни подаци указују да антитуморска својства екстраката 

добијених из биљке A. alba до сада нису испитивана. Ипак, постоје подаци о 

цитотоксичном ефекту биљке A. vulgaris на ћелијске линије различитих карцинома који 

су у сагласности са приказаним резултатима. Тако су Erel и сар. (2011) анализирали 

ефекат метанолског екстракта надземног дела A. vulgaris на три хумане ћелијске линије 

карцинома (естроген зависни аденокарцином дојке - MCF7, ћелије карцинома плућа - 

А549 и грлића материце - HeLa), и две здраве ћелијске линије (васкуларни глатки мишић 

- A7R5 и ћелијска линија хуманог ембрионалног бубрежног ткива трансформисана са 

SV40 Т антигеном - 293Т). Утврдили су да је екстракт испољавао значајан инхибиторни 

ефекат на ћелије А549 (IC50 = 190 ng/mL), HeLa (IC50 = 284 ng/mL), A7R5 (IC50 = 382 

ng/mL), и 293T (IC50 = 317 ng/mL) (Erel и сар., 2011). До сличног закључка су дошли 

Gordanian и сар. (2014), који су испитујући цитотоксичне активности пет врста рода 

Artemisia (A. absinthium, A. vulgaris, A. incana, A. fragrans и A. spicigera) утврдили да 

метанолски екстракти цвета, листа, стабљике и корена A. vulgaris испољавају добру 

цитотоксичну активност на ћелијској линији карцинома дојке (MCF7). Такође, водени 

екстракт A. vulgaris испољио је цитотоксични ефекат и индуковао апоптозу у ћелијама 

канцера колона (RKO), канцера простате (PC3) и дојке (T47) (Nawab и сар., 2011). Lian 

и сар. (2018) су показали да метанолски екстракт A. vulgaris испољава значајан 

антиканцерогени ефекат на ћелијској линији хуманог карцинома колона (HCT-15; IC50 

вредност 50 µg/mL) индукујући аутофагију и инхибирајући миграцију ћелија. С тога су 
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аутори сугерисали да екстракт представља добар извор за изолацију нових молекула са 

израженим антиканцерогеним ефектом. Недавна студија је известила да је метанолски 

екстракт A. vulgaris испољио цитотоксични ефекат на неуробластом (ћелијска линија 

N2a), са IC50 вредошћу 80,81 µg/mL (Neelamma и сар., 2021). 

Да би се избегли нежељени ефекти цитостатика и постигла већа ефикасност, све 

је већа пажња посвећена испитивању синергистичких ефеката биљака и цитостатика. 

Употреба биљних препарата (укључујући сирове екстракте и чиста једињења добијена 

из биљака) у комбинацији са одређеним цитостатиком има позитивне ефекте на здравље 

људи и потенцијалну улогу у превенцији и/или лечењу карцинома (Kelloff и сар., 2000; 

Sanders и сар., 2016). Из тих разлога, екстракти A. vulgaris и A. alba и ММЦ испитивани 

су на могуће синергистичке ефекте.  

Приказани резултати су показали да тестирани екстракти обе биљке (A. vulgaris 

и A. alba) у комбинованом третману са ММЦ дозно-зависно редукују вијабилност ћелија 

карцинома колона (SW-480). Иако је само ацетонски екстракт биљке A. vulgaris утицао 

на пролиферацију SW-480 ћелија у самосталном третману, у комбинованом третману са 

ММЦ сви анализирани екстракти A. vulgaris деловали су синергистички и редуковали су 

ћелијску вијабилност, нарочито након 72 сата излагања (IC50 вредност је била < 1 

µg/mL). Резултати CI након 72 сата третмана указали су на значајан синергистички 

ефекат испитиваних биљних екстраката. Сличне резултате је испољио и комбиновани 

третман екстраката биљке A. alba са ММЦ. Биљни екстракти испољили су значајније и 

јаче цитотоксичне ефекте у комбинованим третманима, у поређењу са појединачним, 

нарочито након 72 сата излагања, где је IC50 вредност била < 1 µg/mL. Испитивање 

интеракције између тестираних A. alba екстраката и ММЦ показало је да је углавном 

након 72 сата излагања детектован синергистички ефекат. Одређивањем типа ћелијске 

смрти можемо закључити да је цитотоксични ефекат комбинованих третмана екстраката 

и ММЦ последица смрти малигних ћелија посредоване раном апоптозом (Radović 

Jakovljević и сар., 2020; 2023). 

Иако постоје бројне студије које су испитивале цитотоксичну активност 

различитих врста Artemisia, мало је доступних података о ефектима на здравим ћелијама. 

Khlifi и сар. (2013) су показали да метанолски екстракт A. herba-alba не индукује 

цитотоксични ефекат у култури хуманих мононуклеарних ћелија крви, док су Moacă и 

сар. (2019) дошли до истог закључка испитујући ефекат A. absinthium на линији хуманих 

кератиноцита. Добијени резултати су показали да биљни екстракти нису испољили 

цитотоксичне ефекте на мезенхималне матичне ћелије периодонцијума (PDLS) како у 

самосталном третману, тако и у третману са ММЦ. Добијене CI вредности за 

комбиноване третмане екстраката обе биљне врсте и ММЦ показују, углавном, 

антагонистичке цитотоксичне ефекте. Метанолски и ацетонски екстракти A. alba су 

испољили синергистички ефекат само у највишој тестираној концентрацији (500 μg/mL) 

са ММЦ. Добијени антагонистички ефекат у комбинованим третманима екстрактима 

биљака и ММЦ је веома важан резултат, који указује на то да тестирани екстракти 

умањују штетно дејство цитостатика на здравим ћелијама. Осим тога, различити 

цитотоксични ефекти на здраве и малигне ћелије представљају веома користан резултат, 

јер указују на потенцијалну безбедну употребу A. vulgaris и A. alba као комплементарне 

и алтернативне биљне терапије (Radović Jakovljević и сар., 2020; 2023). 

Анализом цитотоксичног ефекта екстраката A. vulgaris и A. alba можемо 

закључити да су екстракти обе биљне врсте индуковали рану апоптозу као доминантан 

тип ћелијске смрти, као и то да је биљка A. alba поседовала већи цитотоксични 

потенцијал у поређењу са A. vulgaris. Висок садржај појединих компоненти у 

екстрактима биљке A. аlba потенцијално се може употребити за објашњење добијених 

резултата. HPLC анализа је показала да су метанолски и водени екстракти биљке А. alba 
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садржали хидроксибензоеве киселине у високим концентрацијама. Квантитативно 

најзаступљенија фенолна компонента у воденом екстракту A. alba била је 3,5-

дихидроксибензоева киселина, док је метанолски екстракт биљке садржао највише 2,5-

дихидроксибензоеве киселине. Бројне студије су известиле да хидроксибензоева 

киселина инхибира раст малигних ћелија пореклом из различитих органа (Marceila и 

сар., 2018; Moghtaderi и сар., 2018; Sherin и сар., 2019), док су резултати испитивања 

цитотоксичних активности дихидроксибензоеве киселине показали да има способност 

инхибиције раста канцера дојке (MCF7), плућа (A549), јетре (HepG2), карцинома грлића 

материце (HeLa) и простате (LNCaP) (Yin и сар., 2009). Дихидроксибензоева киселина 

индуковала је апоптозу као доминантан тип ћелијске смрти у ћелијама канцера колона 

(HCT-116 and HCT-15) (Anantharaju и сар., 2017).  

Ацетонски екстракти обе биљке садржали су trans-циметну киселину, али је њена 

концентрација у екстракту A. alba била скоро шест пута већа. Такође, детектована је и 

три пута већа концентрација хлорогенске киселине у истом екстракту. Литературни 

подаци су показали да циметна киселина редукује ћелијску пролиферацију in vitro за 

скоро 50% у различитим карциномима, као што су глиобластом, меланом, канцер 

простате и плућа (Liu и сар., 1995). Такође Niero и сар. (2013) су известили да ова 

киселина поседује антиканцерогени ефекат на ћелије меланома као и способност да 

индукује апоптозу у ћелијама карцинома колона. Студије које су испитивале 

цитотоксичну активност хлорогенске киселине показале су да она испољава 

цитотоксични ефекат на различитим ћелијским линијама хуманог карцинома колона 

(Ekbatan и сар., 2018; Santana-Gálvez и сар., 2020; Villota и сар., 2021). Применом МТТ 

теста, Ekbatan и сар. (2018) испитујући утицај ове киселине на Caco-2 ћелиској линији 

хуманог колон канцера, указали су да смањује пролиферацију ћелија карцинома за скоро 

60%. Santana-Gálvez и сар. (2020) су закључили да је хлорогенска киселина 

потенцијални кандидат за превенцију и третман канцера управо због испољавања 

значајног цитотоксичног ефекта на ћелијским линијама различитих типова хуманог 

канцера (дојке-MCF-7, јетре-Hep-G2, простате-PC-3, и колона- HCT-116). Такође, 

недавна студија је известила да испољава цитотоксични ефекат на SW-480 и SW-620 

ћелијске линије карцинома колона и да смањује вијабилност ћелија канцера у дозно-

зависном ефекту (Villota и сар.,2021).  

Флавоноиди кверцетин-3-O-глукопиранозид и сирингин били су заступљени у 

свим анализираним екстрактима, али је њихова концентрација у екстрактима биљке A. 

alba била значајно већа од оне која је детектована у екстрактима A. vulgaris. Неколико 

студија је испитивало цитотоксичне и апоптотске ефекте кверцетин-3-O-

глукопиранозида и резултати су показали да овај флавоноид индукује апоптозу и 

инхибира раст у различитим ћелијским линијама канцера (Amado и сар., 2014; Sudan и 

Rupasinghe, 2014; Maiyo и сар., 2016). Цитотоксични ефекат сирингина описан је на 

ћелијским линијама хуманог карцинома као што су дојка (Lee и сар., 2019), грлић 

материце, мокраћна бешика, простата и глиобластом (Lall и сар., 2015). 

 

5.3. Генотоксични и антимутагени ефекат биљних 

екстраката A. vulgaris и  A. alba 

Постоји опште мишљење да су биљни препарати безбедни за употребу, али 

генерално, нема много информација о потенцијалном ризику по здравље људи. Бројна 

истраживања генотоксичних ефеката указују на то да иако се веома често користе у 

народној медицини, неке биљке потенцијално могу бити генотоксичне (Melo-Reis и сар., 

2011; Regner и сар., 2011; Shin и сар., 2011; Milošević-Djordjević и сар., 2018).  Сходно 
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томе, укључивање генотоксичног приступа у процени потенцијалних ризика за употребу 

биљака и биљних препарата је веома важно. 

ЦБМН тест се користи у детекцији потенцијалних мутагена и постао је 

стандардна процедура у бројним студијама. Тест укључује анализу БН ћелија које су 

прошле само једну деобу и које ће реаговати формирањем МН уколико је дошло до 

оштећења генетичког материјала (Fenech, 2000; Kirsch–Volders и сар., 2002). 

МН, као цитогенетички биомаркери, већ дужи низ година се користе као 

индикатори хромозомског оштећења у лимфоцитима периферне крви (Fenech и Morley, 

1985;Grujičić и сар., 2016). Тест је брз и једноставан, а хумани лимфоцити су погодни за 

култивацију из више разлога: њихово узорковање је једноставно, на њиховом 

генетичком материјалу се одсликавају сви догађаји у организму, лако се гаје у култури 

и имају дуг животни век (од 1,5 до 10 година) (Evans, 1977; Krunić и сар., 2005). ЦБМН 

тест омогућава истовремену процену генотоксичности и цитотоксичности, пружајући 

информације о апоптози и некрози у тестираним ћелијским културама (Fenech, 2006; 

Fenech и сар. 2011; Rodrigues и сар., 2018).  

Добијени резултати анализе фреквенце МН у лимфоцитима периферне крви 

здравих донора након in vitro третмана екстрактима биљке A. vulgaris су показали да су 

све тестиране концентрације испитиваних екстраката, осим најниже концентрације 

метанолског екстракта A. vulgaris (10 μg/mL) значајно повећавале просечне фреквенце 

МН у односу на контролну групу нетретираних ћелија. При тестирању генотоксичног 

ефекта врсте A. alba можемо увидети да су метанолски и ацетонски екстракт испољавали 

генотоксичне ефекте и дозно-зависно повећавали просечне МН фреквенце, у поређењу 

са нетретираним ћелијама, док водени екстракт није значајно мењао просечне МН 

фреквенце у анализираним лимфоцитима in vitro. 

Анализом дистрибуције ћелија са микронуклеусима уочили смо да су БН ћелије 

са 2 МН биле најзаступљеније у културама које су третиране високим концентрацијама 

ацетонским и воденим A. vulgaris и метанолским екстрактом A. аlba, где смо, уједно, и 

детектовали највеће повећање МН фреквенце у односу на контролну групу 

нетретираних ћелија. БН ћелије са 3 МН уочене су само након третмана ћелија вишим 

тестираним концентрацијама A. vulgaris (100 μg/mL за ацетонски и водени и 250 μg/mL 

за метанолски- 0,03%) и A. аlba екстраката (250 μg/mL за метанолски- 0,03%). Генерално, 

резултати дистрибуције МН су показали да су тестиране концентрације биљних 

екстраката повећавале не само фреквенцу БН ћелија са МН, већ и број МН у БН ћелијама 

(2 МН и 3 МН) (Radović Jakovljević и сар., 2020; 2022a).  

Познато је да су НДИ значајан показатељ пролиферативног статуса ћелија, тако 

да његовим израчунавањем може да се утврди цитостатски и цитотоксични ефекат 

испитиване супстанце, што код лимфоцита може бити ниво њиховог мутагеног одговора 

(Fenech, 2007). Наши резултати су показали метанолски екстракт A. vulgaris није утицао 

на ћелијску кинетику, док се након третмана лимфоцита ацетонским и воденим 

екстрактима исте биљке, са порастом концентрације екстраката НДИ снижавао, али 

значајно при 250 μg/mL ацетонског и при 10-100 μg/mL воденог екстракта. Добијени 

резултати указују да ацетонски и водени екстракт биљке A. vulgaris у анализираним 

концентрацијама значајно утичу на ћелијску кинетику, испољавајући цитотоксичне 

ефекте. Метанолски и ацетонски екстракт A. alba са повећањем концентрације 

редуковали су НДИ и значајно у свим тестираним концентрацијама за метанолски, 

односно само у највишој тестираној концентрацији за ацетонски екстракт. Водени 

екстракт биљке није значајно мењао НДИ, односно екстракт није утицао на ћелијску 

кинетику третираних лимфоцита in vitro. 

Биолошки ефекти биљака A. vulgaris и A. alba на хуманом генетичком материјалу 

нису истражени, па нема доступних литературних података о генотоксичном 
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потенцијалу ових врста, мада постоје подаци о другим, сродним врстама из рода 

Artemisia који су у сагласности са добијеним резултатима. Abderrahman и Shbailat (2014) 

анализирали су генотоксичну активност етанолског екстракта A. herba-alba и дошли су 

до закључка да екстракт индукује SCE и МН у коштаној сржи и ћелијама периферне 

крви. До сличног закључка су дошли Harutyunyan и сар. (2019), који су показали да 

етанолски екстракт биљке A. absinthium индукује генотоксичну активност значајно 

повећавајући МН фреквенцу у лимфоцитима периферне крви in vitro. Раније 

истраживање Yousef (2014) показало је да излагање високим дозама екстракту биљке A. 

absinthium током дужег временског периода доводи до хромозомских аберација у 

ћелијама коштане сржи мишева. Иако је мало студија спроведено, сви аутори су 

сагласни да је потребан опрез приликом коришћења биљака из рода Artemisia, због 

потенцијалног генотоксичног дејства, посебно у високим концентрацијама 

(Abderrahman и Shbailat, 2014; Harutyunyan и сар. 2019). 

Испитивање антимутагеног потенцијала екстраката биљака је веома важно, јер 

екстракти са способношћу модификације генома могу омогућити појаву нових лекова и 

терапијских приступа у лечењу различитих болести (Verschaeve, 2015). Многи природни 

производи, укључујући и биљке, имају висок антиоксидативни капацитет и могу 

инхибирати оксидативни стрес који је резултат дејства бројних мутагених агенаса који 

изазивају оштећење ДНК. 

Упркос познатом терапеутском ефекту врста рода Artemisia, мало је доступних 

података о могућем антимутагеном ефекту њихових природних производа на хуманим 

ћелијама. Стога, у овој студији је један од циљева да се процени антимутагени 

потенцијал метанолског, ацетонског и воденог екстракта A. vulgaris и A. alba, након 

комбинованог третмана лимфоцита периферне крви in vitro познатим мутагеном MMЦ 

и различитим концентрацијама екстракта, применом ЦБМН теста, као валидног 

показатеља степена оштећења генетичког материјала на нивоу хромозома. 

Добијени резултати комбинованих in vitro третмана лимфоцита периферне крви 

MMЦ-ом и различитим концентрацијама метанолског, ацетонског или воденог 

екстракта A. vulgaris и A. alba показали су да су сви испитивани екстракти у тестираним 

концентрацијама испољили антимутагени ефекат. Корелација између концентрације 

екстракта и МН фреквенце била је негативна и статистички значајна, што значи да је са 

порастом концентрације екстракта MMЦ-индукована фреквенца МН у БН ћелијама била 

све мања. Највећа редукција ММЦ-индуковане МН фреквенце уочена је у третманима 

највишом тестираном концентрацијом метанолског A. vulgaris и воденог A. alba 

екстракта, када се МН фреквенца редуковала око 2,8 пута за метанолски, односно 2,9 

пута за водени екстракт. 

Анализом дистрибуције МН показано је да је са порастом концентрације 

испитиваних екстраката опадао број БН ћелија које су садржале МН. Најнижа тестирана 

концентрација је најмање редуковала ММЦ-индуковану геномску нестабилност где је 

уочен највећи број БН ћелија са МН. Са порастом концентрације екстраката број БН 

ћелија са већим бројем МН је такође опадао, па је највеће смањење броја БН ћелија са 2 

МН уочено након третмана лимфоцита највишом тестираном концентрацијом 

метанолским A. vulgaris и воденим екстрактом A. alba (1 БН ћелија са 2МН - 0,03% за 

екстракт у односу на 16 БН ћелија са 2 МН - 0,40% за ММЦ). 

Тачан механизам којим су екстракти A. vulgaris и A. alba редуковали ММЦ-

индуковану геномску нестабилност није потпуно јасан. У циљу добијања одговора 

анализирана је НДИ вредност. Резултати су показали да највиша тестирана 

концентрација метанолског екстракта A. vulgaris и концентрације од 10-100 μg/mL 

воденог и ацетонског екстракта A. alba значајно повећавале ММЦ-снижене НДИ 

вредности. Добијени резултати могу се објаснити могућношћу да су лимфоцити 



Марина З. Радовић Јаковљевић                                                                      ДИСКУСИЈА 

 

95 
 

периферне крви у тестираним концентрацијама екстракта прилагођени генотоксичним 

оштећењима изазваним MMЦ. Могуће је да екстракти у третманима са MMЦ утичу на 

протеине центромера који контролишу њихову сегрегацију у анафази и на тај начин 

индукују прерано одвајање центромера. Механизми који надзиру прогресију ћелијског 

циклуса и заустављају или успоравају ћелијску деобу уколико се детектује оштећење 

ДНК или грешке у претходним догађајима ћелијског циклуса називају се checkpoint 

механизми (Radović Jakovljević и сар., 2022b). Међутим, анафаза се и даље може одвијати 

и након излагања ћелија агенсима који ометају микротубуле и у одсуству вретена. До 

сличних запажања су дошли и Bajić и сар., (2005). 

Насупрот томе, ацетонски и водени екстракти A. vulgaris нису утицали на 

ћелијску кинетику што указује на могућност да су тестиране концентрације екстраката 

у лимфоцитима здравих донора оствариле антиоксидативно дејство, везујући се за 

слободне радикале који настају дејством MMЦ. На тај начин спречавају слободне 

радикале да остваре мутагени ефекат на молекулу ДНК, што је регистровано као 

смањење просечних МН фреквенци. 

Метанолски екстракт A. аlba значајно је снижавао НДИ, што може навести на 

закључак да је екстракт у комбинацији са MMЦ-ом испољио проапоптотско дејство. 

Наиме, у ћелијама које су сакупиле велику количину оштећења генетичког материјала 

активирани су природни процеси апоптозе, што је регистровано као значајно смањење 

фреквенце МН и НДИ вредности лимфоцита третираних највишом тестираном 

концентрацијом метанолског екстракта (Radović Jakovljević и сар., 2020). 

Антимутагени ефекат биљака A. vulgaris и A. alba до сада није испитиван. 

Daradka и Alshibly (2012) анализирали су ефекат екстракта добијеног из A. herba alba на 

етинилестрадиолом индуковано геномско оштећење у култури хуманих лимфоцита. 

Закључили су да је екстракт испољио значајну протективну активност директном 

интеракцијом природних компоненти које су биле присутне у екстракту са 

етинилестрадиолом и његовом хемијском или ензимском инактивацијом. 

Резултати добијени у овој студији јасно указују да су сви тестирани екстракти, 

осим воденог екстракта A. alba, испољили генотоксичне ефекте на хумане лимфоците 

периферене крви in vitro. Анализом фенолног састава може се уочити да је управо 

водени екстракт A. аlba био најсиромашнији укупним фенолним једињењима и 

флавоноидима, у поређењу са другим анализираним екстрактима. На основу тога 

можемо закључити да биолошком ефекту екстракта доприноси не само укупни садржај 

фенолних једињења, него и количина појединачних једињења детектованих у екстракту. 

У циљу утврђивања које фенолно једињење је допринео биолошком ефекту испитиван 

је ефекат најзаступљеније фенолне киселине (3,5-дихидроксибензоеве киселине) и 

флавоноида  (кверцетин-3-O-глукопиранозида) у воденом екстракту A. alba. 

Добијени резултати су показали да 3,5-дихидроксибензоева киселина није била 

генотоксична, осим у највишој тестираној концентрацији. Са порастом концентрације 

дошло је до пораста фреквенце МН, што показује позитивна и статистички значајна 

корелација, али без значајног генотоксичног ефекта у свим концентрацијама осим у 

највишој. Са друге стране, кверцетин-3-O-глукопиранозид индуковао је значајно и 

дозно-зависно повећање просечних фреквенци МН. Тестиране концентрације 

кверцетин-3-O-глукопиранозида су повећавале не само број БН ћелија које садрже МН, 

већ и број МН у БН ћелијама. Највиша тестирана концентрација индуковала је 4 пута 

више ћелија са 2 МН и 2 пута више ћелија са 3 МН у односу на контролне нетретиране 

ћелије (Radović Jakovljević и сар., 2022a). 3,5-дихидроксибензоева киселина и кверцетин-

3-O-глукопиранозид у тестираним концентрацијама нису значајно утицали на ћелијску 

кинетику.  
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На основу резултата комбинованог ефекта може се уочити да је 3,5-

дихидроксибензоева киселина значајно и дозно-зависно снижавала ММЦ-индуковане 

МН фреквенце и испољила антимутагени ефекат. Ефекат је био већи са порастом 

концентрације, тако да је највећи пад ММЦ-индуковане МН фреквенце уочен у 

културама ћелија третираним највишом тестираном концентрацијом. Како у исто време 

тестиране концентрације нису додатно смањивале ММЦ-снижен НДИ, резултати наводе 

на закључак да су тестиране концентрације наведеног фенолног једињења у 

лимфоцитима периферне крви здравих донора in vitro оствариле антиоксидативно 

дејство (Radović Jakovljević и сар., 2022b).  

Супротно, кверцетин-3-O-глукопиранозид дозно-зависно је повећавао просечне 

МН фреквенце у ММЦ-индукованим лимфоцитима и јасно испољио комутагени ефекат. 

Фреквенца МН у највишој тестираној концентрацији била је 1,3 пута већа у односу на 

позитивну контролу (ћелије третиране само ММЦ). Анализом дистрибуције МН можемо 

уочити да је са порастом концентрације наведеног флавоноида растао и број БН ћелија 

са МН, као и број МН у БН ћелијама. Број БН ћелија са 2 МН био је виши у свим 

третманима  у поређењу са позитивном контролом. БН ћелије са 3 и више МН нису 

запажене. Кверцетин-3-O-глукопиранозид је дозно-зависно снижавао ММЦ-редуковане 

НДИ и значајно само у највишој тестираној концентрацији (Radović Jakovljević и сар., 

2022b). 

С обзиром да само водени екстракт добијен из биљке A. alba није испољио 

генотоксични ефекат на хумане лимфоците периферне крви, а истовремено је садржао 

високу концентрацију 3,5-дихидроксибензоеве киселине која је детектована у траговима 

у осталим екстрактима, може се предпоставити да је висок садржај овог фенолног 

једињења значајан фактор добијене активности. У воденом екстракту A. alba била је 

присутна и значајна концентрација кверцетин-3-О-глукопиранозида. Међутим, 

концентрација наведеног флавоноида у воденом екстракту била је три пута нижа у 

поређењу са метанолским и ацетонским екстрактом A. alba. Иако је кверцетин-3-О-

глукопиранозид јасно испољио мутагени ефекат на хумане лимфоците периферне крви, 

могуће је да је његов допринос у ефекту самог екстракта ублажен ефектом 3,5-

дихидроксибензоеве киселине или неког другог фенолног једињења. Неколико студија 

је показало да генотоксична или комутагена дејства једињења присутних у екстракту 

могу бити ублажена другим једињењем када се нађу заједно (De Marino и сар., 2014; 

Andrade и сар., 2016) па тај екстракт често има бољу активност од једног биоактивног 

једињења (Dettweiler и сар., 2020; Chassagne и сар., 2021).   

Метанолски и ацетонски екстракти обе биљке и водени екстракт A. vulgaris  

испољили су генотоксични ефекат посебно у високим концентрацијама, док су у 

комбинованом третману са ММЦ сви анализирани екстракти биљака индуковали 

снажни протективни ефекат на ММЦ-индуковану геномску нестабилност. Добијени 

резултати могу бити последица интеракције различитих једињења која су присутна у 

екстрактима. Ово наглашава важност комплексног састава биљних екстраката и 

потенцијални синергистички или антагонистички ефекат између компоненти. Лековите 

биљке у свом саставу могу укључивати и компоненте са мутагеним, тератогеним и/или 

канцерогеним деловањем, које као такве могу изазвати озбиљне нежељене ефекте, 

укључујући и генотоксичне активности (Rietjens и сар., 2005; Rody и сар., 2018). Уколико 

су присутна у биљкама, генотоксична једињења могу да ступе у интеракцију са 

молекулом ДНК, што последично доводи до генетског оштећења. Поред тога, фенолна 

једињења су карактеристична по својој двострукој улози. Многа фенолна једињења 

имају антиоксидативне или прооксидативне активности зависне од концентрације 

(Maurya и Devasagayam, 2010; Azqueta и Collins, 2016). Једињења присутна појединачно 

или у комбинацији могу испољити штетне или заштитне ефекте на ДНК. Уочена је и 
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двострука биолошка активност флавоноида, која указује на то да они могу бити 

истовремено заштитни или мутагени (Baldim и сар., 2017). Доступни литературни 

подаци сугеришу да флавоноиди, такође, могу деловати као прооксиданси и могу 

ослабити одбрану нуклеусних антиоксиданата и довести до оксидативног оштећења 

ДНК, што може бити разлог за њихову мутагеност (Sahu и Gray, 1996). Осим тога, веће 

концентрације флавоноида могу да испоље генотоксичну активност интеркалацијом у 

ДНК или инхибирањем ДНК топоизомеразе и прекидом процеса репликације ДНК 

(Zhang и сар., 2015). С обзиром да екстракт садржи стотине појединачних једињења, 

идентификација једињења одговорних за дати биолошки ефекат представља значајан 

корак. Као сложена мешавина различитих класа природних једињења, ефекти екстракта 

зависе од различитих активности како појединачних једињења тако и од њихове 

интеракције. 

Већи садржај хлорогенске киселине који смо детектовали у метанолском 

екстракту обе биљке, може бити значајан фактор добијене протективне активности на 

генотоксични ефекат изазван MMЦ у спроведеном истраживању. Доступни литературни 

подаци указују на то да хлорогенска киселина испољава широк спектар различитих 

биолошких активности укључујући антиканцерогено и антимутагено дејство (Farah и 

сар., 2008; Moon и сар., 2017; Naveed и сар., 2018). Abraham и сар. (2012), користећи 

ЦБМН тест у MMЦ-индукованим лимфоцитима, показали су да је ова киселина смањила 

оштећење ДНК изазвано рендгенским зрацима. Такође, Cinkilic и сар., (2008) утврдили 

су њену радиопротективну улогу, јер смањује негативно дејство гама зрачења на 

лимфоците периферне крви и то смањењем фреквенце МН и дицентричних хромозома. 

Ацетонски екстракти обе биљке садржали су trans-циметну киселину као 

доминантно фенолно једињење које је било присутно у скоро шест пута већој 

концентрацији у A. alba него у A. vulgaris. Maistro и сар. (2011) су применом ЦБМН 

теста, показали да циметна киселина и њени деривати могу повећати фреквенцу МН. 

Неколико студија је испитивало антимутагену активност ове киселине. Тако, Kitsati и 

сар. (2012) у својој студији испитивали су потенцијалну улогу циметне киселине и 

њених деривата на ДНК оштећење индуковано водоник-пероксидом (H2O2). Добијену 

протективну активност објаснили су тиме што ово фенолно једињење због присуства 

орто-хидрокси групе на ароматичном прстену има способност хелатирања гвожђа које 

штити молекул ДНК од услова оксидативног стреса. Такође Taner и сар. (2017) су 

показали да циметна киселина редукује H2O2 индуковано геномско оштећење у хуманим 

лимфоцитима периферне крви.  

Сирингинска и 2,5-дихидроксибензоева киселина биле су најзаступљеније 

фенолне компоненте у воденом екстракту A. vulgaris, док је висока концентрација 3,5-

дихидроксибензоеве киселине детектована једино у воденом екстракту A. alba. 

Досадашњи литературни подаци указују да генотоксични потенцијал сирингинске 

киселине још увек није испитан, док је испитивање ефекта бензоеве киселине било је 

предмет истраживања малог броја аутора (Yilmaz и сар., 2008, 2009; Zengin и сар., 2011; 

Patel и Ramani, 2017; Bogar и Tuylu, 2019). Бензоева киселина је повећавала фреквенцу 

хромозомских аберација код A. sativum (Yılmaz и сар., 2008) и фреквенцу хромозомских 

аберација, SCE и МН у хуманим лимфоцитима (Yılmaz и сар., 2009; Zengin и сар., 2011). 

Такође, истраживања Patel and Ramani (2017) су показала да је бензоева киселина 

индуковала фреквенцу хромозомских аберација и SCE, док су Bogar и Tuylu, (2019) 

указали да само високе дозе бензоеве киселине испољавају генотоксичне и 

цитотоксичне ефекте у лимфоцитима периферне крви in vitro. Бензоева киселина 

индуковала је и слабу генотоксичност у ћелијској линији фибробласта кинеског хрчка 

(Sasaki и сар.,2002). Механизам ДНК оштећења посредством бензоеве киселине још увек 

није познат. Једна група аутора сматра да бензоева киселина остварује генотоксични 
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ефекат инхибицијом топоизомеразе II, ензима који пресеца и поново спаја оба ланца 

ДНК, што последично доводи до оштећења генетичког материјала (Fakuda и сар., 1996.). 

Други аутори сматрају да генотоксични ефекат бензоеве киселине настаје инхибицијом 

синтезе протеина неопходних за поправку ДНК оштећења као што су RCC1, PARP-1 и 

LIG3 или OP18 статхмина који регулише микротубуле (Yılmaz и сар., 2009). 
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6. Закључци 
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У складу са постављеним циљевима, а на основу добијених резултата испитивања 

фитохемијског састава и ефеката биљних врста A. vulgaris и  A. alba могу се извести 

следећи закључци: 

 

➢ Екстракти A. vulgaris били су богатији укупним фенолним једињењима и 

флавоноидима, у поређењу са екстрактима A. alba. Квантификацијом и 

квалификацијом састава фенолних једињења екстракатa уочава се да су  

метанолски екстракти обе биљне врсте најбогатији при чему је од 

фенолних киселина највише било хлорогенске киселине, а од флавоноида 

кверцетин-3-О-глукопиранозида. 

➢   Екстракти A. vulgaris нису испољили значајан цитотоксични ефекат на 

ћелијској линији SW-480 колоректалног карцинома и линији 

мезенхималиних ћелија периодонцијума PDLS. У здравим ћелијама 

(лимфоцитима периферне крви) дозно-зависно су индуковали 

генотоксични ефекат посебно у високим концентрацијама. Када су 

комбиновани са ММЦ, сви анализирани екстракти A. vulgaris остварили 

су селективно дејство индукујући значајан цитостатски и проапоптотски 

ефекат у ћелијама карцинома, док су у PDLS ћелијама остварили 

антагонистички ефекат. У комбинованом третману са ММЦ, екстракти су 

испољили снажни антимутагени ефекат на лмфоците периферне крви 

здравих донора. 

➢   Екстракти A. alba испољили су већи цитотоксични ефекат на ћелије 

карцинома, у поређењу са екстрактима A. vulgaris, при чему је највећи 

цитостатски ефекат посредован раном апоптозом постигнут након 

третмана ацетонским екстрактом A. alba. Екстракти A. alba нису 

остварили цитотоксични ефекат на PDLS ћелије. У култивисаним 

хуманим лимфоцитима периферне крви само водени екстракт биљке није 

деловао генотоксично. Сви анализирани екстракти A. alba остварили су 

селективно синергистичко дејство са ММЦ и индуковали само већи 

цитотоксични и проапоптотски ефекат на ћелије карцинома. У 

лимфоцитима периферне крви екстракти A. alba значајно су редуковали 

ММЦ-индуковано хромозомско оштећење и испољили снажни 

антимутагени ефекат остваривањем антагонистичког дејства, при чему је 

највећи ефекат показао водени екстракт биљке. 

➢ Водени екстракт биљке A. alba може се безбедно користити. Због 

изразитог цитостатског ефекта остваривањем синергистичког дејства са 

хемиотерапеутским агенсом у малигним ћелијама и снажног 

антимутагеног ефекта у здравим ћелијама, може се препоручити његова 

употреба у циљу одржавања хомеостазе здравих ћелија организма. 
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ЛИСТА СКРАЋЕНИЦА 

AlCl3 Алуминијум-хлорид  

БН Бинуклеусна ћелија 

ЦБМН Цитокинезис-блок микронуклеус тест  

CI Комбиновани индекс  

DMEM Дулбеков модификовани игл медијум (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

ДНК Дезоксирибонуклеинска киселина 

DMSO Диметил-сулфоксид 

EDTA Етилендиаминтетрасирћетна киселина 

FBS Фетални говеђи серум (Fetal Bovine Serum)  

FITC Флуоресцеин-изотиоцијанат 

HPLC Течна хроматографија високих перформанси (High-performance liquid 

chromatography) 

IC50 Концентрација једињења која је неопходна за 50% инхибиције in vitro 

LOD Граница детекције (Limit of Detection) 

LOQ Граница квантификације (Limit of Quantification) 

ММЦ Митомицин Ц 

МН Микронуклеус 

МТТ 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолијум бромид 

NaHCO3 Натријум-хидрогенкарбонат  

НДИ Нуклеусни деобни индекс 

PDLS Mезенхималне  матичне ћелије периодонцијума (Periodontal ligament stem 

cells) 

PBS Фосфатни пуфер (Phosphate-buffered Saline) 

ROS Реактивне врсте кисеоника (Reactive Oxygen Species) 

SCE Размена сестринских хроматида (Sister Chromatid Exchange) 

SPSS Статистички програм за обраду података (Statistical Package for Social 

Sciences) 

(X ± СЕ) Средња вредност ± стандардна грешка 

(X ± СД) Средња вредност ± стандардна девијација 

7-ААD 7-амино-актиномицин D 
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