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PoStovane koleginice i kolege,

U ime Srpskog drustva za mitohondrijalnu i slobodno-radikalsku
fiziologiju zelim da se zahvalim i pozdravim sve ucesnike drugog Kongresa:
,Zivot sa slobodnim radikalima: Hemija, Biologija, Medicina“, koji se odrzava u
Nisu, 28. septembra 2013. godine, na Medicinskom fakultetu Univerziteta u Nisu.
Sa zadovoljstvom istiCemo da je ovaj skup DrusStva najbrojniji do sada, da su
prispeli radovi visokog kvaliteta 1 da ¢e biti prepoznatljiv po uces¢u studenata
master i doktorskih studija.

Danas nam ideja da slobodni radikali egzistiraju u nasem telu i da imaju
vazne uloge u patogenezi i tretmanu bolesti, metabolizmu, regulaciji fizioloskih
procesa ..., izgleda kao daleka istorija. Redoks biologija se toliko odomadila u
nau¢nom zivotu i1 radu da predstavlja svakodnevnicu brojnim istrazivacima, u
svetu 1 kod nas u Srbiji. Sa ponosom mozemo re¢i da mladi naucnici zapocinju
svoju karijeru u ovoj oblasti, da je taj rad, njihov i na§ zivot. Na taj nacin i naSa
naucna zajednica u Srbiji, preko Srpskog drustva za mitohondrijalnu i slobodno-
radikalsku fiziologiju, postaje deo te istorije.

Drugi Kongres je jo§ jedna stepenica tog kontinuiteta, a mesto i vreme
njegovog odrzavanja na§ mali doprinos Nisu, proslavi 1700 godina Milanskog
edikta.

Organizacioni odbor Kongresa oc¢ekuje jedinstvenu atmosferu, istu koju
su na prethodnim skupovima gradili istrazivaci iz cele Srbije. Kroz plenarna
predavanja, predavanja po pozivu, poster prezentacije i kraca usmena saopstenja
pruza se prilika svim istrazivackim grupama i mladim naucnicima da prezentuju
svoje rezultate.

Sa uverenjem da zajedno uspostavljamo nove odnose u suZivotu sa
slobodnim radikalima, ovde u Nisu, o¢ekujemo da razmenimo saznanja izmedu
dva kongresa, da ukazemo na tajne koje nam zivot sa slobodnim radikalima
skriva, ¢ekaju¢i da nam pruzi ushiéenje prvog susreta.

Ispred Drustva 1 organizacionog odbora Kongresa zelim vam
dobrodoslicu.

Bato Kora¢,
predsednik Drustva
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Bato Koraé, Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska istraZivanja ,Sinisa Stankovic’,
Beograd

Zivot sa slobodnim radikalima: izmedu anarhije i hijerarhije
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ZIVOT SA SLOBODNIM RADIKALIMA: IZMEDPU ANARHIJE I
HIJERARHIJE

Milica Vugeti¢', Aleksandra Jankovié!, Ana Stan¢i¢!, Vesna Otasevié!, Biljana
Buzadzi¢' i Bato Kora¢'?

!Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska istraZivanja ,,Sinisa Stankovi¢*, Bulevar despota
Stefana 142, 11060 Beograd, Srbija;
2Univerzitet u Beogradu, Bioloski fakultet, Studentski trg 16, 11000 Beograd, Srbija.

Jedan od najvecih paradoksa u biomedicinskim istrazivanjima danas je
oksidativni i/ili antioksidativni paradoks. Zivot je nastao i razvija se sa njim u
svojoj osnovi. Poznavanje hemije i biologije reaktivnih vrsta neophodno je za
razumevanje molekulskih mehanizama njihovog delovanja u brojnim pato-
fizioloskim stanjima.

Na molekulskom nivou, snaga koja usmerava ka entropiji i slucajnosti
mogla bi biti verovatnija kada govorimo o redoks biologiji. Nasuprot tome,
dana$nja saznanja o reaktivnim vrstama i slobodnim radikalima govore da su oni
ukljuceni u sve procese aerobnog zivota i da je kako njihova produkcija, tako 1
indukcija  antioksidativnih  komponenti pod  strikthom transkripcionom,
translacionom i postranslacionom kontrolom.

Sta vise, Cinjenica da slobodni radikal moze biti i oksidant i1
antioksidant, a antioksidanti i produceri slobodnih radikala, uspostavlja nove
standarde i potrebu za razumevanje regulatornih principa. Sirok je niz ovih
naizgled paradoksa: fito-komponente mogu biti 1 oksidanti i antioksidanti,
aktivatori endogene antioksidativne odbrane ili njeni atenuatori. Dualizam se vidi i
u redoks regulaciji kancera, dijabetesa, u neurodegenerativnim stanjima,
fertilizacionom procesu, starenju... Intrigantni su mehanizmi redoks regulacije u
hibernaciji, veza sa mitohondrijalnom oksidativnom fosforilacijom i energetskim
metabolizmom.

Ovo je pokusaj da se sagledaju dostignuca redoks biologije kao nauc¢ne
discipline, molekulski mehanizmi regulacije fizioloSkih procesa koji leZe u njenoj
osnovi i ukaze na otvorena pitanja.
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PREDAVANJA PO POZIVU
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MOLEKULARNE ADAPTACIJE MITOHONDRIJA LEYDIG-OVIH
CELIJA U STRESU

Natasa Stojkov, Marija Janji¢, Dragana Drljaca, Maja Bjeli¢, Srdan Sokanovic,
Aleksandar Baburski, Tatjana Kosti¢ i Silvana Andri¢

Univerzitet u Novom Sadu, Prirodno-matematicki fakultet, Departman za biologiju i ekologiju,
Trg Dositeja Obradovica 2, 21000 Novi Sad, Srbija.

Leydig-ove celije testisa proizvode testosteron, muski polni hormon,
procesom steroidogeneze. S obzirom da se ogranicavajuée faze steroidogeneze
odvijaju u mitohondrijama, broj i funkcionalno stanje ovih organela su od sustinske
vaznosti za mnesmetanu produkciju testosterona. Energisane, polarizovane i
metabolicki aktivne mitohondrije su neophodne za proces biosinteze testosterona. U
Leydig-ovim ¢elijama stresiranih zivotinja registrovane su znacajne promene na
nivou mitohondrija. Akutni stres smanjuje funkcionalnost mitohondrija
(membranski potencijal mitohondrija, potrosnju kiseonika i produkciju ATP), §to je
uz porast oslobadanja citohroma ¢ iz mitohondrija, evidentan pokazatelj
mitohondrijalnog puta aktivacije apoptoze u Leydig-ovim celijama stresiranih
Zivotinja.

Ponavljani stres aktivira u Leydig-ovim c¢elijama mehanizme za
“borbu/adaptaciju‘ koji se manifestuju kroz oporavak funkcionalnosti mitohondrija,
stimulaciju espresije/aktivnosti proteina koji regulisu steroidogenezu, a nalaze se na
membrani mitohondrija (STAR, PRKA), kao i ekspresiju i redistribuciju kinaza za
oporavak (pERK1/2, ERK1/2, AKT). Intratestikularni glukokortikoidni receptori
posreduju pro-apoptoticke efekte akutnog stresa na Leydig-ove celije, a al-
adrenergicni receptori posreduju anti-apoptoticke efekte deset puta ponovljenog
stresa. Pored oporavka funkcionalnosti mitohondrija, ponavljani stres indukuje u
Leydig-ovim ¢elijama ekspresiju transkripcionih faktora (PGC-1a, NRF2) i AMPK
koji pokreéu celijski program stvaranja mitohondrija tj. koji su markeri
mitohondrijalne biogeneze.

S obzirom na centralnu ulogu mitohondrija u produkciji ATP, ali i u
biosintezi testosterona, nije iznenadujuce da postoje viSestruki nivoi molekularnih
adaptacija koji se aktiviraju u Leydig-ovim ¢elijama stresiranih zivotinja. Imajuc¢i u
vidu kompleksnost odrzanja homeostaze mitohondrijalnog pula, najveéi broj
adaptacija vezanih za mitohondrijalnu dinamiku u ¢elijama koje stvaraju steroidne
hormone tek treba da bude otkriven.

Rad je finansiran sa projekata: APV3417, O1173057 i SCOPESIZ73Z0 _128070.
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POLIAMINI - MODULATORI CELIJSKOG RASTA, OKSIDATIVNOG
STRESA I EPIGENETSKIH PROCESA: STARI MOLEKULI, NOVA
SAZNANJA

Dusica Pavlovié, Ivana Stojanovi¢, Dusan Sokolovi¢, Gordana Kocié, Tatjana Jevtovié
Stoimenov, Tatjana Cvetkovi¢, Milena Marinkovi¢, Branka Pordevi¢ i Gordana
Bjelakovi¢

Univerzitet u Nisu, Institut za biohemiju, Bul. Zorana Dindi¢a 81, 18000 Nis, Srbija.

Poliamini, spermin i spermidin, kao i diamin putrescin predstavljaju
polikatjone Siroko rasprostranjene u ¢elijama prokariota i eukariota i u bioloskim
teCnostima. Poznata je njihova uloga u regulaciji celijskog rasta, diferencijaciji,
sintezi nukleinskih kiselina i proteina. Promena njihove koncentracije u maligno
izmenjenim tkivima moze biti znac¢ajni marker u prognozi prezivljavanja pacijenata
obolelih od karcinoma.

Ovi celijski katjoni antioksidativna svojstva ne ostvaruju samo pasivnom
interakcijom sa fosfolipidima, ve¢ direktno reaguju sa ROS (engl. reactive oxygen
species, ROS), 1 pri nizim koncentracijama od fizioloskih, $to je dokazano metodom
luminol zavisne hemiluminiscencije u sistemu ksantin/ksantinoksidaza, kao i u
Fe?'- izazvanoj peroksidaciji fosfolipidnih lipozoma. S druge strane, u sloZenom
putu njihove razgradnje i interkonverzije, pod dejstvom enzima SSAT, PAO, SMO
i DAO, nastaju vodonik peroksid (H,O;) i toksi¢ni aminoaldehidi koji indukuju
apoptozu i intenziviraju oksidativni stres. Poznato je da je koncentracija spermidina
u svim tkivima najviSa na rodenju, a progresivno opada sa starenjem. Ovu
dugogodisnju enigmu tek nedavno rasvetljuju saznanja o ulozi spermidina u
stimulaciji autofagije, Sto ga moze uvrstiti na spisak potencijalnih lekova za
dugovecnost. Takode je nedavno pokazano da spermidin smanjuje inflamaciju, koja
predstavlja prvu kariku u razvoju kancera, degenerativnih i autoimunskih bolesti.
Stoga, poliamini i njihovi oksidacioni produkti, kao modulatori suprotno usmerenih
pojava i efekata (proliferacija i apoptoza, antioksidanti i prooksidanti), uveliko
postaju target adjuvantne terapije razlicitih vrsta tumora, kao i oblast istrazivanja u
autoimunim i hroni¢nim inflamatornim bolestima.

Intencija daljih istrazivanja je da se rasvetljavanjem uloge poliamina u
epigenetskim promenama unapredi efikasnost kori§¢enja modulatora metabolizma
poliamina. Identifikacija i kvantifikacija nivoa ekspresije poliamin zavisnih gena u
budu¢nosti mozda ¢e dati vredne informacije o riziku za nastanak kancera,
hroni¢nih inflamatornih i autoimunih bolesti. Uloga poliamina u razli¢itim
modifikacijama hromatina u tzv. “histonskom kodu” je ono Sto ih danas ¢ini
aktuelnim 1 daje novi osvrt na stare dogme.
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METABOLIZAM HOLESTEROLA U MOZGU I STARENJE

Selma Kanazir!, Kosara Smiljanic’l, Aleksandra Mladenovié-Pordevié¢!, Milka Perovié!,
Ljubisav Raki¢” i Sabera Ruzdiji¢'

!Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska istrazivanja ,,Sinisa Stankovic¢*, Bulevar despota
Stefana 142, 11060 Beograd, Srbija;
Srpska Akademija Nauka i Umetnosti, Beograd, Srbija.

lako mozak ¢ini samo oko 2% mase tela, on sadrzi 5-10 puta vise
holesterola nego bilo koji drugi organ. Holesterol je najzastupljeniji lipid u éelijama
sisara. Ucestvujuci u izgradnji fosfolipidnog dvosloja bioloskih mambrana, on
reguliSe njihovu fluidnost, propustljivost i rigidnost, a samim tim i funkcionalna
svojstva membranskih proteina. Metabolizam holesterola predstavlja vazan aspekt
sinapticke plasti¢nosti, jer je pokazano da je holesterol neophodan za biogenezu i
transport sinaptickih vezikula, formiranje aksona i sinapsi, kao i za procese ucenja i
pamcenja. Zbog postojanja krvno-mozdane barijere metabolizam holesterola u
mozgu je potpuno autonoman i odrzava se serijom medusobno povezanih i dobro
regulisanih procesa sinteze, transporta i katabolizma. NaruSavanje homeostaze
holesterola povezano je sa brojnim starosno-zavisnim neurodegenerativnim
poremecajima, ukljucujuci i Alchajmerovu bolest.

Gasnom hromatografijom/masenom spektrometrijom (GC/MS) pracena je
koli¢ina prekursora holesterola, kao i njegovih metabolita tokom starenja u
muzjacima pacova soja Wistar. Takode, analiziran je i sadrzaj biljnih sterola
poreklom iz hrane u svetlu sve Sire primene hrane obogacene ovim sterolima.
Prac¢ene su i1 promene u ekspresiji proteina koji su ukljuceni u procese sinteze,
razgradnje i transporta holesterola u mozgu. Dinamika promena tokom starenja
starenja.

Rezultati su pokazali da tokom starenja ne dolazi do promene ukupne
koli¢ine holesterola u mozgu, ali se na osnovu koli¢ine njegovih prekursora moze
zakljuciti da dolazi do redukcije sinteze holesterola, dok je katabolizam
nepromenjen. Takode, tokom starenja se akumuliraju biljni steroli u mozgu.
Dobijene promene su regionalno-specifiéne i ukazuju na znacaj odrzanja
homeostaze holesterola u mozgu tokom starenja.
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BIOMARKERI OKSIDATIVNOG STRESA I DISLIPIDEMIJE U
ATEROSKLEROZI

Jelena Vekié, Jelena Kotur-Stevuljevié, Aleksandra Zeljkovié, Vesna Spasojevic-
Kalimanovska, Aleksandra Stefanovi¢, Natasa Bogavac-Stanojevié, Slavica Spasic i
Zorana-Ivanovi¢

Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet, Katedra za medicinsku biohemiju, Vojvode Stepe
450, 11 000 Beograd, Srbija.

Razvoj ateroskleroze podrazumeva sadejstvo dislipidemije 1 oksidativnog
stresa. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da su male, guste Cestice lipoproteina niske
gustine (LDL) podloznije oksidaciji, dok se malim cesticama lipoproteina visoke
gustine (HDL) usled oksidativnog stresa smanjuje antioksidativni potencijal. U
skladu sa tim, potencijalni biomarkeri oksidativnog stresa i aterogene dislipidemije
mogu imati vaznu ulogu u predvidanju kardiovaskularog rizika. Cilj ove studije je
ispitivanje parametara oksidativnog stresa, dislipidemije 1 statusa enzima
paraoksonaze (PONI1) u populaciji zdravih sredove¢nih osoba 1 razliCitim
kategorijama pacijenata sa poviSenim rizikom za nastanak ateroskleroze.

U istrazivanju je ucestvovalo 207 zdravih ispitanika, 114 pacijenata sa
tipom 2 dijabetes melitusa, 77 pacijenata sa sarkoidozom, 122 pacijenta na
hemodijalizi 1 21 pacijent sa transplantiranim bubregom. Svim ispitanicima
odredeni su parametri oksidativnog statusa, aktivnost i fenotip enzima PON1, kao i
raspodela LDL i HDL subfrakcija.

Analiza je pokazala izrazito povecanje udela malih, gustih LDL i HDL
Cestica kod pacijenata sa tipom 2 dijabetes melitusa (P<0.001), sarkoidozom
(P<0.001), u terminalnom stadijumu hroni¢ne bubrezne insuficijencije (P<0.05),
kao 1 nakon transplantacije bubrega (P<0.01). Parametri oksidativnog stresa bili su
statisticki znacajno visi, a parametri antioksidativne zastite i aktivnost PONI
znacajno nizi u ispitivanim grupama. Utvrdili smo znacajnu korelaciju dijametara
LDL i HDL cestica sa markerima oksidativnog stresa u navedenim kategorijama
pacijenata, ali i u sredovecnoj populaciji pod rizikom za razvoj ateroskleroze. Sem
toga, dokazana je povezanost fenotipa PON1 sa veli¢inom LDL i HDL cestica.

Nasi rezultati ukazuju na znacajnu interakciju oksidativnog stresa i
dislipidemije znatno pre razvoja klini¢ki znacajne ateroskleroze, §to moZe imati
primenu pri definisanju adekvatnih preventivnih mera i sagledavanju potencijalnih
terapijskih mogucnosti.
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FUNKCIONALNA HRANA U DECJEM UZRASTU: ANTIOKSIDANSI,
VITAMINI, MINERALI I FITONUTRIJENTI

Andrija Srek

Institut za zdravstvenu zastitu dece i omladine Vojvodine, odeljenje za gastroenterologiju,
hepatologiju i ishranu, Hajduk Veljkova 10, 21000 Novi Sad, Srbija.

Vitamini su slozene supstance koje ucestvuju u regulaciji telesnih funkcija.
Koenzimi (partneri) su u mnogobrojnim enzimskim reakcijama. Karakteristicno je
da ne sadrze (i ne traze) energiju (kalorije). Dele se na dve glavne grupe —
hidrosolubilne (vitamini B grupe, C) i liposolubilne (A, D, E, K). Minerali su
materije koje ucestvuju u regulaciji mnogih telesnih funkcija. Daju Cvrstinu
pojedinim delovima tela. Ne troSe, niti daju energiju (kalorije). Ne mogu se unistiti
toplotom. Antioksidanti usporavaju ili preveniraju ostec¢enje éelije; mogu poboljsati
funkciju imunog sistema i1 smanjiti rizik za infekcije 1 maligne bolesti. Od
navedenih, najznacajniji u ishrani dece su karotenoidi — beta karoten, vitamin C,
vitamin E, koji se nalaze se u obojenom vocu, povrcu i zitaricama. Fitonutrijenti su
hranljive materije poreklom iz biljaka, koji “iniciraju” telesne procese u borbi protiv
nekih bolesti ili smanjuju rizik za pojavu istih. Funkcionalnom se naziva ona hrana
koja, pored svoje osnovne nutritivne vrednosti na pozitivan i zadovoljavajuéi nacin
utice na jednu ili viSe ciljanih funkcija tela smanjujuéi rizike razvoja pojedinih
bolesti.
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KRATKA USMENA SAOPSTENJA
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ISPITIVANJE PARAMETARA OKSIDATIVNOG STRESA, BCL,/BAX
ODNOSA I ENDONUKLEAZNE AKTIVNOSTI KOD OBOLELIH OD
KOLOREKTALNOG KARCINOMA

Andrej Veljkovi¢', Gordana Kocié¢!, Dusica Pavlovi¢', Goran Stanojeviéz, Branko
Brankovi¢?, Ivana Stojanovic", Tatjana Cvetkovi¢', Dusan Sokolovi¢', Tatjana Jevtovi¢
Stojmenovl, Jelena Basi¢!, Milena Marinkovi¢' i Branka Dordevi¢'

" Medicinski fakultet, Katedra za biohemiju, Bul. Zorana Dindic¢a 81, 18000 Nis, Srbija;
’Klinicki centar, Hirurska klinika, Bul. Zorana Dindi¢a 81, 18000 Nis, Srbija.

Karcinom debelog creva ima tendenciju da uskoro postane najéesc¢i oblik
karcinoma ljudske populacije. Reaktivne vrste kiseonika (RVK) mogu biti
ukljucene u sve tri faze kancerogeneze: inicijaciju, promociju i progresiju tumora, a
jedan od moguéih mehanizama njihovog dejstva jeste i1 uticaj na stepen apoptoze.
Apoptoza, kao oblik "samoubistva" ¢elija je znacajna za regulaciju mnogih procesa
u organizmu, a smanjenje nivoa apoptoze moze dovesti do nastanka i progresije
tumora.

Cilj ove studije bio je da se odredi oksidativni status izrazen kroz nivo
produkata lipidne peroksidacije (TBARS), nivo uznapredovalih oksidacionih
produkata proteina (AOPP) i aktivnost enzima katalaze, kao i nivo apoptoze
sagledan preko ekspresije Bcl, i Bax proteina i endonukleaznu aktivnost.
Istrazivanje je sprovedeno na 50 pacijenata obolelih od kolorektalnog karcinoma,
od kojih su neposredno nakon operacije uzimani uzorci malignog tkiva, udaljenog
zdravog tkiva kolona koje je sluzilo kao kontrola, kao i makroskopski zdravog tkiva
koje neporedno okruzuje tumor. Koncentracija TBARS i AOPP, kao i aktivnost
katalaze i DNAze I i DNAze II odredivana je odgovaraju¢im spektrofotometrijskim
metodama, dok je kvantitativna ekspresija Bcl, i Bax proteina odredivana metodom
indirektne imunofluorescence.

Rezultati studije pokazuju statisticki znacajan porast nivoa TBARS i
AOPP, kao i ekpresije Bax, dok je aktivnost katalaze, DNAze I, DNAze II i
ekpresije Bcl, proteina smanjena u tumorskom i tkivu koje okrizuje tumor u odnosu
na zdravo tkivo kolona (p<0.001).

Ovi rezultati sugeriSu da je kolorektalna kancerogeneza povezana sa
povecanim nivoom oksidativnog stresa, kao i smanjenom stopom apoptoze u
tumorskom tkivu. Ova ¢injenica moze biti od koristi prilikom odabira odgovarajuce
postoperativne terapije.
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NOVI PRISTUP U TERAPIJI MELANOMA: MEZOPOROZNI
NANOMATERIJALI KAO NOSIOCI CITOSTATIKA

Mirna Bulatovié¢', Goran Kaluderovi¢?, Christian Bensing®, Marija Moji¢', Miljana
Momgilovi¢', Igor Goli¢®, Aleksandra Koraé’, Sanja Mijatovi¢' i Danijela Maksimovié-
Ivani¢'

!Univerzitet u Beogradu, Institut za BioloSka istraZivanja ,,Sinisa Stankovi¢*, Bulevar despota
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Halle, Nemacka.

Primena nanotehnologije u dijagnostici i le€enju kancera je aktuelna oblast
istrazivanja. Vezivanje antikancerskih lekova za nanocestice omogucava
uniStavanje tumora sa minimalnom opasno$¢u za zdrava tkiva i organe.
Nanomaterijali na bazi silicijum dioksida su se pokazali kao odli¢ni kandidati za
nosace lekova u terapiji kancera s obzirom na izuzetnu biokompatibilnost. Cilj
studije je ispitivanje antitumorskog potencijala organskog jedinjenja kalaja (IV)
[SnPh3{(CH2)sOH}] pakovanog u nanocestice silike SBA-15p na B16 celijama
misjeg melanoma.

Vijabilnost ¢elija je odredivana CV i MTT testom. Analiza proto¢nom
citofluorimetrijom je radena na celijama koje su obojene propidijum jodidom,
Annexin V-FITC/PI, apostatom, DAF-FM, DHR i CFSE bojom. Diferencijacija
¢elija melanoma je ispitivana merenjem intracelularnog melanina i aktivnosti
enzima ukljuenog u sintezu melanina-tirozinaze, mikroskopskom analizom éelija
obojenih hematoksilinom i elektronskom mikroskopijom. Ekspresija klju¢nih
molekula odgovornih za diferencijaciju ¢elija melanoma je odredivana Western blot
metodom. Antitumorski potencijal in vivo je ispitivan na singenom modelu misjeg
melanoma.

Jedinjenje kalaja u slobodnoj formi kao i u nano-pakovanju snazno
suprimira rast B16 ¢elija in vitro 1 in vivo. Dok je dominantan mehanizam delovanja
Sn jedinjenja inhibicija proliferacije i sledstvena indukcija apoptoze, u nano formi u
dozi koja je potpuno netoksi¢na van nanomaterijala, pokreée proces diferencijacije
prezivelih éelija u zrele melanocite. Proces je pra¢en povecanjem koncentracije
reaktivnih kiseoni¢nih 1 azotnih vrsta dok je na molekularnom nivou ovaj fenomen
korelirao sa inhibicijom Akt i p70S6K.

U celini, rezultati ukazuju da pakovanje [SnPh;{(CH2)sOH}] u nanocestice
silike SBA-15p visestruko unapreduje njegova antitumorska svojstva.
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GLUTATION TRANSFERAZE KLASE OMEGA: MEHANIZAM
DELOVANJA I ZNACAJ U MEDICINI
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Nova klasa glutation transferaza (GST) nazvana omega (GSTO) poseduje
Citav spektar specificnih ~ aktivnosti,  ukljucujuéi tiol-transferaznu,
dehidroksiaskorbat-reduktaznu i monometilarsonat reduktaznu aktivnost. Pored
toga, novootkrivena tiol-transferazna aktivnost ove klase se, zbog prisustva
funkcionalne grupe cisteina u aktivnom mestu, sve vise povezuje sa procesom S-
glutationilacije. Do sada je pored povezanosti GSTO polimorfizama sa rizikom za
nastanak nekih solidnih tumora, Alchajmerove i Parkinsonove bolesti, amiotrofi¢ne
lateralne skleroze, vaskularne demencije i hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca,
ispitivana i uloga koju ova klasa ima u rezistenciji na lekove i u biotransformaciji
arsena.

U svetlu podataka o znacajnoj ulozi koju GST klase omega mogu imati u
regulaciji redoks ravnoteze u ¢elijama, kao i zbog Cinjenice da je poremecen balans
izmedu redukovanog i oksidovanog stanja klju¢nih éelijskih molekula jedno od
fenotipskih obelezja karcinoma mokraéne beSike, moguée je pretpostaviti da
GSTOI1-1 1 GSTO2-2 izoenzimi mogu imati ulogu u nastanku i progresiji ovih
tumora.

U naSem istrazivanju ispitivan je polimorfizam GSTO1 (rs4925) i GSTO2
(rs156697) analizom proizvoda restrikcione digestije DNK fragmenata nastalih
reakcijom lan¢anog umnozavanja, dok je ekspresija proteina GSTO1-1 odredivana
na nivou proteina metodom imunoblota i tioltransferazne aktivnosti enzima kod 105
bolesnika sa histopatoloski potvrdenom dijagnozom karcinoma prelaznog epitela
mokraéne besike.

Nasi rezultati pokazuju povecanu ekspresiju i tioltransferaznu aktivnost
GSTOI1-1 u tumorskom u odnosu na netumorsko tkivo, koja raste sa stepenom
maligniteta tumora. Nosioci GSTO2 mutiranog alela su pod povecanim rizikom za
nastanak tumora mokraéne besike, a petogodisnje prezivljavanje je znacajno manje
kod bolesnika nosioca GSTO1/GSTO2 mutiranih alela. Buduca istrazivanja treba
da pruze odgovor o vezi polimorfne ekspresije GSTO1 i GSTO2 i brojnih do danas
poznatih funkcija ovih proteina.
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ULOGA TESTOSTERONA U REGULACIJI NO SIGNALNOG PUTA U
LEYDIG-OVIM CELIJAMA
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Univerzitet u Novom Sadu, Laboratorija za reproduktivnu endokrinologiju i signaling, Prirodno-
matematicki fakultet, Trg Dositeja Obradovica 2, 21000 Novi Sad, Srbija.

Testosteron, zajedno sa svojim sintetickim derivatima, koristi se u
lecenju raznih poremecaja, ali se Cesto i zloupotrebljava u cilju pove¢anja miSi¢ne
mase. U ovom radu ispitivani su efekti ¢esto koriséenog Testosteron Enantata (TE),
na steroidogeni kapacitet, brojnost i angazovanje azot oksid (NO) signalnog puta u
Leydig-ovim ¢elijama testisa adultnih pacova.

Kori$éena su dva in vivo eksperimentalna pristupa: (1) intramuskularni
tretman sa TE (0.5 mg/50 pl/100 g telesne mase, nedeljno) u toku dve ili deset
nedelja, (2) intramuskularni tretman Androcurom (0.4 mg/100 g telesne mase,
nedeljno u toku dve nedelje), antagonistom androgenih receptora.

Kao $to je ocekivano, tretman sa TE povecao je nivo sistemskog
testosterona i smanjio nivo luteinizirajuéeg hormona. Dve nedelje nakon tretmana u
Leydig-ovim celijama detektovane su sledece promene: porast produkcije NO,
nastalog kao posledica povecane ekspresije pro-apoptotske inducibilne NO sintaze
(NOS2), smanjenje nivoa intracelularnog cGMP, usled stimulacije ekspresije cGMP
specifi¢ne fosfodiesteraze 5 (PDESY), inhibicija ekspresije anti-apoptoti¢ke protein
kinaze G (PRKG1), kao i smanjenje mitohondrijalnog membranskog potencijala
(A¥n). Ove promene omogucile su prevladavanje pro-apoptotskih nad anti-
apoptotskim signalima i intenziviranje apoptoze Leydig-ovih éelija u testisima
tretiranih pacova. In vivo sistemska blokada androgenih receptora ponistila je
navedene efekte TE. Sa druge strane, u toku produzenog TE-tretmana (10 nedelja),
doslo je do smanjenja intenzivirane apoptoze Leydig-ovih Celija i vracanja nivoa
ekspresije NOS2 i produkcije NO na kontrolne vrednosti. Medutim, testisi tretiranih
zivotinja sadrzali su vidno manji broj Leydig-ovih ¢elija i imali smanjen
steroidogeni kapacitet.

Dobijeni rezultati ukazuju da testosteron modulacijom NO-cGMP
signalnog puta predstavlja potencijalni autokrini regulator testikularne
steroidogeneze 1 da u uslovima visokog nivoa sistemskog testosterona doprinosi
uspostavljanju ,,androgene homeostaze™ preko regulacije brojnosti populacije
Leydig-ovih ¢elija.

Rad je finansiran sa projekata: OI173057 i APV02397.
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Faza duboke hibernacije se, pored ostalog, karakteriSe smanjenom
perfuzijom organa i nepravilnim disanjem uz duge periode apnee. Ovo jasno
ukazuje da nivo dostupnog kiseonika u organima i tkivima hibernatora jako varira,
pa cak dostize 1 hipoksicne vrijednosti u uslovima duboke hibernacije, Sto
nesumnjivo ima posledice po ukupni energetski metabolizam hibernatora.

Cilj ove studije je bio da se ispita uloga kljunog senzora dostupnosti
kiseonika, time i redoks balansa — HIF-la (engl. hypoxia-induced factor-la) u
regulaciji metabolickog remodelovanja tkiva kljuénih za odrZanje ukupne
energetske homeostaze (mrko masno tkivo, misi¢i i jetra), tokom aklimacije na
nisku temperaturu (1, 3, 7, 121 21 dan na 4 £ 1 °C, faza aktivnog metabolizma) i
tokom hibernacije (faza suprimiranog metabolizma).

Rezultati ukazuju da prokrvljenost, tj. dostupnost kiseonika, vjerovatno
putem indukcije HIF-1a, ima veliki uticaj na reprogramiranje metabolizma mrkog
masnog tkiva i misi¢a, kako tokom aklimacije na nisku temperaturu, tako i u fazi
duboke hibernacije. Sa druge strane, ¢ini se da jetra hibernatora zadrzava svoju
autonomnost, posebno tokom hibernacije, ne mijenjajuéi u mnogome Svoj
metabolic¢ki Sablon. Osim HIF-1a, rezultati su pokazali da i AMPK (engl. AMP-
activated protein kinase) — glavni senzor energetskog deficita u ¢éeliji, ima vaznu
ulogu u mrkom masnom tkivu i misi¢ima, kao regulator energetske homeostaze.

U ovoj studiji je jo§ jednom jasno potvrdeno da su metabolicki putevi i
molekulski mehanizmi prisutni Sirom filogenije, ti koji su odgovorni za
“hibernirajudi fenotip” i da postoji ogroman potencijal za kori§¢enje ovih strategija
hibernacije u poboljsanju fizioloskih i lijecenju patofizioloskih stanja kod coveka.
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PROIZVODNJA PEPTIDA SA ANTIOKS!DATIVNON,I AKTIVNOSCU
HIDROLIZOM PROTEINA SEMENA GRASKA POMOCU SOJEVA RODA
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IzuCavanje antioksidativnih svojstava peptida dobijenih bakterijskom
hidrolizom biljnih proteina postaje sve atraktivnije. Antioksidativna aktivnost
hidrolizata zavisi od peptidnog sastava na koji direktno utice supstratna specifi¢nost
bakterijskih proteinaza koje se koriste u hidrolizi, kao i duZina inkubacije. Rod
Lactobacillus poseduje razliCite tipove proteinaza koje su prisutne na povrsini
bakterijskih celija.

Da bi se ispitala moguénost primene bakterijskih proteinaza u proizvodnji
antioksidativnih peptida, testirana je aktivnost devet razlicitih proteoliticki aktivnih
sojeva iz roda Lactobacillus. Kao supstrat koriSéena je liofilizovana rastvorljiva
frakcija proteina iz semena graska (Pisum sativum), kultivar “MRAZ”. Kori$¢ena
semena za dobijanje hidrolizata su prethodno oslobodena semenjace i osuSena.
Preliminarni eksperimenti su podrazumevali razvijanje medijuma za rast laktobacila
u kome su kao jedini izvor proteina korisena semena graska, koji je kasnije
upotrebljen za dobijanje hidrolizata na vecoj skali.

Pokazano je da svih devet sojeva laktobacila mogu hidrolizovati
hidrosolubilnu frakciju proteina semena, ali sa razli¢itom efikasnos¢u. Kao
najpotentniji izdvojio se humani vaginalni izolat Lactobacillus rhamnosus BGT10,
koji je koris¢en u daljem radu. U eksperimentima je utvrdena pozitivna korelacija
izmedu duzine hidrolize i antioksidativne aktivnosti peptidne frakcije molekulskih
masa manjih od 10 kDa. Ovako dobijeni peptidni ekstrakt razdvojen je
jonoizmenjivackom hromatografijom i utvrdene su antioksidativne aktivnosti
dobijenih frakcija polarografskom metodom. Tokom 24 h tretmana koli¢ina malih
peptida je rasla do 34 % od pocetne koliine proteina semena, a antioksidativna
aktivnost se povecala u svim peptidnim frakcijama, te najvecu aktivnost poseduje
frakcija bogata fenolnim grupama.

Opisani pristup ima nekoliko znacajnih prednosti u odnosu na metode
prisutne u literaturi. Isplativost upotrebe bakterijskih enzima za hidrolizu i njihova
dostupnost prevazilaze animalne, koji su danas u upotrebi u proizvodnji hrane.
Takode, na ovaj nacin se mogu dobiti proteinski ekstrakti sa novim
antioksidativnim svojstvima, bez upotrebe animalnih proizvoda, pogodni za
upotrebu u vegetarijanskoj, koser i halal ishrani.
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U skladu sa zastupljeno$éu malignih bolesti u morbiditetu i mortalitetu
svetske 1 naSe populacije, istrazivanja na polju otkrivanja novih, efikasnijih lekova
ne jenjavaju. Cilj naseg rada je bio ispitivanje citotoksicnog delovanja
novosintetisanih organskih jedinjenja (la-le) cikloheksil propilendiamin-N,N -
diacetat-nog tipa.

Citotoksi¢na aktivnost ovih jedinjenja je ispitivana testovima vijabiliteta
(MTT) 1 upotrebom protoc¢ne citofluorimetrije na cetiri komercijalne tumorske
celijske linije: misji (C6) i humani (U251) gliom, misji fibrosarkom (L929) i
humani neuroblastom (SHSY-5Y) kao i na kulturi primarnih astrocita pacova.
Novosintetisana organska jedinjenja su pokazala dobro antitumorsko dejstvo koje je
bilo najizrazenije na U251 Ccelijskoj liniji humanog glioma. Najefikasnijim se
pokazao m-butil estar (le) Sto je dovelo do zakljuc¢ka da je za ispoljavanje
antitumorskog dejstva neophodna esterifikacija ishodne kiseline (1a) kao i da
duzina bocnog alkil lanca doprinosi antitumorskom dejstvu. Najefikasniji, n-butil
estar je pokazao i dobru selektivnost u svom antitumorskom delovanju jer je
citotoksi¢ni efekat bio znacajno bolji na gliomskim celijama u poredenju sa
astrocitima pacova a ICsy (24 h) vrednost na U251 ¢elijskoj liniji je bila niza nego
za cisplatin. n-Butil estar je uzrokovao poveéanje produkcije slobodnih radikala i
posledi¢ni oksidativni stres dovode¢i do akumulacije ¢elija humanog glioma u
Go/G; fazi celijskog ciklusa, koja je bila pracena aktivacijom kaspaza i
fragmentacijom jedarne DNK.

Ovi rezultati su ukazali da pokretanje apoptoze verovatno ima znacajnu
ulogu u antigliomskom delovanju novosintetisanih jedinjenja.
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Diariheptanoidi su biljni sekundarni metaboliti iz grupe polifenola od kojih
mnogi poseduju visestruka bioloska svojstva. Obzirom da toksi¢no dejstvo mnogih
Stetnih agenasa obuhvata stvaranje slobodnih radikala, antioksidativna i
citoprotektivna aktivnost diarilheptanoida platifilozida (1) i njegovog sloZenijeg
analoga5(S)-1,7-di-(4-hidroksifenil)-5-O-f-D-[6-(E-p-kumaroilglukopiranozil)]
heptan-3-ona (14) izolovanih iz kore crne jove (Alnus glutinosa) ispitana je na Cetiri
humane ¢elijske linije: senzitivnim 1 rezistentnim celijama nesitnocelijskog
karcinoma pluca (NCI-H460 i NCI-H460/R), melanomima (518A2) i normalnim
keratinocitima (HaCaT).

Radi uporedivanja aktivnosti u studiju je ukljuCen i ve¢ detaljno ispitan
diarilheptanoid sa antioksidativnim svojstvima, kurkumin. Dejstvo diarilheptanoida
na ¢elijsku proliferaciju, u kombinaciji sa citotoksi¢énim agensima doksorubicinom i
cisplatinom, ispitano je MTT testom. Proizvodnja kiseoni¢nog anjona detektovana
je na fluorescentnom mikroskopu bojenjem dihidroetidijumom (DHE), dok je
stuktura mitohondrija vizualizovana akumulacijom fluorescentnog rodamina
(Rho123) na unutras$njoj mitohondrijalnoj membrani.

Ispitani diarilheptanoidi su pokazali protektivno dejstvo na celije u
kombinovanom tretmanu sa doksorubicinom i cisplatinom visestruko povecavajuéi
njihove ICsy vrednosti, pri cemu su supstance 1 i 14 pokazale bolji efekat u odnosu
na kurkumin. Sestoasovni pretretman diarilheptanoidima smanjio je proizvodnju
kiseoni¢nog anjona indukovanu dejstvom cisplatina, a najveci antioksidativni efekat
primecen je kod diarilheptanoida 14. Pretretman diarilheptanoidima znacajno je
smanjio 1 fragmentaciju mitohondrija izazvanu doksorubicinom, pri ¢éemu je
najvece protektivno dejstvo na mitohondrijalnu strukturu pokazalo ponovo
jedinjenje 14.

Dobijeni rezultati ukazuju da kod humanih celija neutralizacija slobodnih
radikala predstavlja znacajan mehanizam delovanja ispitanih diarilheptanoida tako
da ova jedinjenja mogu doprineti zastiti normalnih ¢éelija osetljivih na formiranje
slobodnih radikala u toku hemioterapije. Medutim, njihova primena uz
hemioterapiju moze umanjiti anti-tumorsku efikasnost iste, te su neophodna dalja
istrazivanja u ovom pravcu.
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Hipertrigliceridemija, povecanje lipoproteina male gustine (LDL) i
smanjen nivo lipoproteina velike gustine (HDL), predstavljaju glavni izvor
povecanog rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod bubreznih bolesnika.
Promenjeni lipidni profil kod ovih pacijenata zajedno sa poveéanim oksidativnim
stresom, znacajno doprinose brzem razvoju ateroskleroze. Ova studija je imala za
cilj da ispita da 1i postoji razlika u nivou oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
u lipoproteinima veoma male gustine (VLDL) i HDL kod zdravih, dijaliznih i
predijaliznih pacijenata.

Nakon ultracentrifugiranja i izdvajanja lipoproteina kod 10 dijaliznih,
predijaliznih 1 zdravih ispitanika odreden je nivo totalnog antioksidativnog statusa
(TAS), vrednosti ukupnih sulthidrilnih grupa (SH grupa) i malondialdehida (MDA)
u lipoproteinskim ¢esticama i u plazmi.

Tokom odredivanja parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
u lipoproteinskim frakcijama, uoceno je da u HDL lipoproteinskoj frakciji
dominiraju zastitne komponente, dok je u VLDL lipoproteinskoj frakciji primecen
povecan nivo oksidativnog stresa. Dobijeni rezultati pokazuju znacajno vise
vrednosti SH grupa u HDL lipoproteinskoj frakciji i u plazmi kod zdravih u odnosu
na bubrezne bolesnike (p<0.05), dok razlike na nivou VLDL nije bilo. U HDL
lipoproteinskoj frakciji dijaliznih pacijenata dobijene su znacajno vise vrednosti za
TAS i SH grupe u odnosu na predijalizne pacijente [27,5 (23,91-30,91) umol/g
HDL proteina vs. 18,54 (0,045-23,30) umol/g HDL proteina]; SH grupe- [7,5 (5,45-
10,44) umol/g HDL proteina vs. 7,33 (1,8-9,5) pumol/g HDL proteina]. Vrednosti
MDA u plazmi, u VLDL i HDL lipoproteinskoj frakciji se nisu statisticki znac¢ajno
razlikovale kod pacijenata i zdravih (p>0.05).

Pored smanjene koncentracije HDL, bubrezni bolesnici se karakteriSu i
promenjenim antioksidativnim statusom na nivou HDL, pri ¢emu su zbog smanjene
zaStite posebnom riziku za razvoj kardiovaskularnih bolesti izlozeni predijalizni
pacijenti.
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lako je opste prihvaceno da oksidativni i nitrozativni stres predstavljaju
vodeée patogenetske mehanizme u nastanku i razvoju neuroinflamacije, malo je
publikacija koje daju precizne podatke o njihovom mestu i znacaju u pojedinim
patogenetskim fazama neuroinflamacije.

Nivo nitrata i nitrita (NO,+NO;), produkata oksidativne modifikacije
proteina (AOPP), malondialdehida (MDA), nivo tiolnih grupa (SH) i superoksid
dizmutaze (SOD), odredivani su u plazmi i cerebrospinalnoj te¢nosti koji su
dobijeni od 57 pacijenata sa klini¢ki izolovanim sindromom CNS (KIS), i 50
pacijenata sa relapsno remitetnom multiplom sklerozom (RRMS). Dobijene
vrednosti korelirane su sa stepenom neuroloSskog deficita (merenim EDSS),
volumenom Gadolinijum vezujuéih lezija u CNS-u, kao i duzinom bolesti.

Koncentracije svih ispitivanih biomarkera bile su znac¢ajno promenjene u
KIS i RRMS pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05). NO,+NOs3, AOPP i
MDA bili su znacajno poviseni, dok su koncentracije SH i SOD bile znacajno nize
(p<0.05). Sve promene bile su naglasenije u RRMS u odnosu na KIS pacijente
(p<0.05). U obe grupe, pacijenti sa blazom klinickom slikom, blazim radioloskim
nalazom 1 kra¢im trajanjem bolesti pokazali su manji intenzitet nitrozativnog
(NO,+NO3) i oksidativnog stresa (AOPP, MDA) uz povecéanje antioksidativnog
potencijala (SH, SOD). Dobijene su selektivnho znacajne korelacije promene
koncentracije NO,+NO3;, AOPP, MDA, SH i SOD i tezine klini¢kog i radioloskog
nalaza, i duZine trajanja bolesti (p<0.01).

Odredivanje parametara nitrozativnog i oksidativnog stresa u ispitivanim
klinickim fenotipovima neuroinflamacije moglo bi biti znacajno za planiranje
antioksidativne terapije kao adjuvantne terapije standardizovanoj
imunomodulatornoj terapiji u ovih pacijenata.
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Propolis je viskozna, smolasta meSavina oko 300 jedinjenja koja pcele
prikupljaju iz pupoljaka razlic¢itih biljaka. Zbog svojih raznovrsnih bioloskih i
farmakoloskih dejstava, propolis ima §iroku primenu u medicini, kozmetici i
prehrambenoj industriji. Flavonoidi predstavljaju grupu jedinjenja koja su
najzastupljenija u propolisu kao bioaktivni molekuli sa viSestukim farmakoloskim
dejstvima.

Cilj ovog istrazivanja je bio da se proceni uticaj flavonoida izolovanih iz
propolisa na redoks status u humanim ¢elijskim linijama kancera debelog creva
HCT-116 i dojke MDA-MB-231.

HPLC-DAD metod je koriS¢en za odredivanje hemijskog sastava uzoraka
propolisa. Jedanaest flavonoida iz etanolnih ekstrakta propolisa je izolovano i
identifikovano 'H NMR i "C NMR spektroskopijom. Da bismo ispitali
antioksidativne osobine flavonoida celijske linije HCT-116 i MDA-MB-231 su
tretirane razli¢itim koncentracijama ispitivanih supstanci (u opsegu 1-100 pM).
Koristili smo NBT, Griess i GSH testove na obe ¢elijske linije za odredivanje nivoa
superoksid anjon radikala, nitrita i glutationa.

Nasi rezultati su pokazali da su flavonoidi luteolin, miricetin i galangin
imali izrazit antioksidativni potencijal, koji se ogledao u snizavanju nivoa
superoksid anjon radikala i nitrita, kao i poveéanju nivoa glutationa u obe celijske
linije.

Mozemo zakljuciti da flavonoidi izolovani iz propolisa imaju izraZen
antioksidativni potencijal i mogu se smatrati bezbednim i zdravim dodacima u
ishrani.
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Dijabetes predstavlja metabolicki poremecaj koji je okarakterisan
hiperglikemijom i1 sa njom udruzenim oksidativnim stresom koji dovodi do
ostecenja i1 disfunkcije mnogih organa. Patoloske promene morfologije i funkcije
jetre tokom razvoja dijabetesa glavni su uzroci razliCitih bolesti jetre. Kod
dijabeti¢nih pacijenata dolazi do promena u veli€ini jetre kao rezultat izmenjenog
broja celija usled njihovog rasta ili éelijske smrti. U osnovi Celijske smrti putem
nekroze nalaze se DNK ostecenja. Obzirom da tokom dijabetesa dolazi do
smanjenja nivoa melatonina, u ovom radu ispitivan je antioksidativni uticaj
dnevnog unosa melatonina na stepen DNK oSte¢enja i prisustvo nekrotskih
promena u celijama jetre pacova kod kojih je dijabetes izazvan jednokratnim
injeciranjem streptozotocina u dozi od 65 mg/kg.

Eksperiment su ¢inile kontrolna grupa pacova soja Wistar, grupa koja je
primala melatonin (0.2 mg/kg), grupa sa dijabetesom i grupa dijabeti¢nih pacova
tretiranih melatoninom. Tretman melatoninom poc¢eo je tri dana pre injeciranja
streptozotocina 1 trajao je Cetiri nedelje. Stepen oksidativnog stresa pracen je
odredivanjem lipidnog statusa i merenjem koncentracije vodonik peroksida (H,O5)
u cirkulaciji i jetri. OStecenje jetre je utvrdivano histoloski i preko serumskog nivoa
alanin aminotransferaze, aspartat aminotransferaze i alkalne fosfataze. OStecenja
DNK ispitivana su Komet analizom. Prisustvo nekrotskih promena praceno je
histoloski 1 imunoblot analizom profila se¢enja DNK reparacionog enzima, PARP-1
(engl. Poly(ADP-ribose)polymerase-1) i subcelijske lokalizacije i ekstracelijskog
prisustva signalnog proteina nekroze, HMGBI1 (engl. High Mobility Group Box 1).

Dijabeti¢ni pacovi tretirani melatoninom ispoljavali su znacajno nizi nivo
oksidativnog stresa i oSteCenja jetre u odnosu na dijabeti¢ne. Melatonin je ouvao
strukturu jetre dijabeti¢nih pacova i znacajno smanjio nivo hidropsne degeneracije i
broj nekroti¢nih delija Sto korelira sa smanjenjem DNK osteéenja za 77%,
redukovanom pojavom nekrotskih fragmenata PARP-1 (55kDa i 62 kDa) i
zadrzavanjem HMGBI proteina u jedru.

Zakljuceno je da melatonin svojim antioksidativnim delovanjem §titi jetru
od oste¢enja uzrokovanih dijabeti¢énim stanjem i da bi mogao biti od koristi kao vid
terapije kod obolelih od dijabetesa.
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Pacovi tretirani adriamicinom (ADR) razvijaju fokalnosegmentnu
glomerulosklerozu (FSGS) koja predstavlja eksperimentalni model hroni¢nog
progresivnog oboljenja bubrega kod ljudi. Prekomerna produkcija reaktivnih vrsta
kiseonika (RVK), kao i lipidna peroksidacija znacajno doprinose nastanku i
progresiji FSGS. U hipertenziji, kao i u bubreznoj insuficijenciji, nivo angiotenzina
I (Ang II) je poviSen. Ang II preko Ang II tip 1 (AT-1) receptora, pored
hemodinamskih efekata, stimuliSe fibrogenezu i inflamaciju dovodeci do daljeg
pogorsanja strukture i funkcije bubrega u FSGS. Cilj ove studije je bio da ispitamo
uticaj losartana (selektivnog blokatora AT-1 receptora) na lipidni status i
oksidativni stres u modelu FSGS udruzene sa hipertenzijom.

Zenke pacova sa urodenom hipertenzijom su bile podeljene u tri
eksperimentalne grupe. K - kontrolna grupa bez tretmana, ADR - grupa koja je
primila bolus adriamicina (2 mg/kg t.m.) dva puta u razmaku od tri nedelje i
ADR+LOS - grupa koja je posle adriamicinskog tretmana primala losartan (10
mg/kg t.m.) u trajanju od 6 nedelja. Uspostavljena FSGS potvrdena je preko odnosa
proteina i kreatinina u urinu (Up/cr, marker oStecenja bubrezne funkcije).
Odredivan je lipidni status, a nivo lipidne peroksidacije plazme pracen je merenjem
reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline (TBARS).

Up/cr je bio povecan u ADR grupi u odnosu na kontrolu (p<0,001).
Tretman losartanom je znacajno smanjio ovu vrednost (p<0,01), ali je ona ostala
znacajno povecana u odnosu na kontrolnu. Tretman adriamicinom doveo je do
znacajnog porasta ukupnog holesterola i triglicerida (p<0,001), kao i TBARS
(»<0,05) u odnosu na kontrolu, bez promene nivoa HDL holesterola u plazmi
eksperimentalnih zivotinja. U grupi ADR+LOS utvrden je snizen nivo ukupnog
holesterola i triglicerida (p<0,01), kao i TBARS (za 49,43%, p=0,085) u poredenju
sa vrednostima u ADR grupi.

Blokada AT-1 receptora poboljsala je lipidni status i smanjila nivo lipidne
peroksidacije plazme pacova sa FSGS, §to ukazuje da angiotenzinom II AT-1
indukovano povecanje produkcije RVK doprinosi daljoj progresiji FSGS.
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MITOHONDRUJE I GLATKI ENDOPLAZMIN RETIKULUM TOKOM
SAZREVANJA HUMANE JAJNE CELIJE

Aleksandar Krsti¢'?, Ksenija Veli¢kovi¢!, Milica Markelié', Igor Goli¢!, Ana Stangic’,
Aleksandra Jankovi¢®, Milica Vugeti¢®, Biljana Buzadzi¢®, Aleksandar Ljubi¢**, Bato
Kora¢'?, Vesna Otasevi¢® i Aleksandra Koraé'

Univerzitet u Beogradu, Bioloski fakultet, Studentski trg 16, Beograd, Srbija;

zSpecijalna ginekoloSka bolnica ,, Jevremova*, Gospodar Jovanova 51, Beograd, Srbija;
SUniverzitet u Beogradu, Institut za bioloska istraZivanja ,,Sinisa Stankovic¢*, Bulevar despota
Stefana 142, Beograd, Srbija;

*Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, dr Suboti¢a 8, Beograd, Srbija.

Tokom sazrevanja jajne Celije sisara, mitohondrije prolaze dinamicne
promene u broju, distribuciji, strukturi, ali i u prostornom remodeliranju u odnosu
na druge Ccelijske kompartmente kao Sto su citoskelet, kompleks Goldzija,
endoplazmin retikulum. Cilj ovog rada je bio da se ispita (ko)lokalizacija
mitohondrija i glatkog endoplazminog retikuluma na razli¢itim stupnjevima zrelosti
humane jajne Celije.

U tu svrhu, nezrele humane jajne éelije na stupnju germinalne vezikule
(GV, eng. germinal vesicle) i stupnju metafaze I (MI), kao i zrele jajne celije na
stupnju metafaze I (MII) mejoticke deobe, studirane su na nivou konfokalne
mikroskopije obelezavanjem markerima specificnim za ove organele (Mito-
tracker/ER-tracker) 1 na nivou ultrastrukture transmisionom elektronskom
mikroskopijom. U odnosu na GV c¢elije, u MI 1 MII ¢elijama zapaZena je
redistribucija mitohondrija i glatkog endoplazminog retikuluma, kao i progresivan
porast stepena njihove kolokalizacije. Transmisiona elektronska mikroskopija
potvrdila je blisku poziciju mitohondrija 1 glatkog endoplazminog retikuluma i
pokazala njihovo strukturno udruZivanje u klastere: specificno proSirivanje
pojedinih cisterni glatkog endoplazminog retikuluma praceno je bliskom pozicijom
4-5 mitohondrija koje su drugacije ultrastrukture od ostatka populacije.

Zapazeno strukturno udruzivanje mitohondrija i glatkog endoplazminog
retikuluma moglo bi biti posledica izmene jona kalcijuma medu celijskim
kompartmentima u cilju specificnih citoskeletnih 1 organelarnih redistribucija u
citoplazmi jajne celije tokom samog procesa sazrevanja, specificne fokalne
produkcije ATP ili sinteze specificnih molekula. Svaka promena ovih
kompartmenata i njihovog udruzivanja tokom sazrevanja jajnih ¢elija moze imati
posledice po uspesnost in vitro oplodnje.
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PRODUKCIJA REAKTIVNIH VRSTA KISEONIKA 1 AZOT OKSIDA U
MONONUKLEARNIM CELIJAMA PERIFERNE KRVI KOD
VATERPOLISTKINJA

Aleksandra Arsié¢', Vesna Ili¢!, Jasmina Martaéic’—Debeljakl, Sandra Milanovié® i Vesna
Vugi¢!

"Univerzitet u Beogradu, Institut za medicinska istrazivanja, Tadeusa KoScuska 1, 11000
Beograd, Srbija;

2Univerzitet u Kragujevcu, Fakultet pedagoskih nauka, Milana Mijalkoviéa 14, 35000 Jagodina,
Srbija.

Mononuklearne ¢elije periferne krvi su heterogena grupa celija Cija se
relativna raspodela i funkcionalni odgovor menjaju tokom i neposredno nakon
fizicke aktivnosti.

U ovoj studiji odredivan je respiratorni prasak, tj. produkcija reaktivnih
vrsta kiseonika (engl. reactive oxygen species, ROS), produkcija azot oksida (NO) i
metabolicka aktivnost/odrzivost mononuklearnih ¢elija periferne krvi, kod zena
koje treniraju vaterpolo (n=11) i ispitanica slicne Zivotne dobi koje nisu fizicki
aktivne (n=12). Oslobadanje ROS odredivano je NBT testom, produkcija NO
akomulacijom nitrita u ¢elijskoj kulturi, dok je aktivnost mononuklearih éelija
odredivana MTT testom.

Mononuklearne celije periferne krvi nisu pokazale znacajnu razliku u
spontanoj i PMA produkciji reaktivnih vrsta kiseonika, izmedu ispitivanih grupa.
Osim toga, nije bilo razlika u spontanoj i LPS produkciji nitrita izmedu
vaterpolistkinja i kontrolne grupe. Medutim, odrzivost mononuklearnih celija
periferne krvi bila je znacajno veca kod vaterpolistkinja u odnosu na kontrolnu
grupu, kako nakon 3 ¢asa, tako i nakon 24 ¢asa inkubacije.

Rezultati naSe studije su pokazali da dugogodis$nje bavljenje sportom
dovodi do promena u aktivnosti mononuklearnih celija periferne krvi kod
sportistkinja u odnosu na kontrolnu grupu. Istovremeno, produkcija reaktivnih vrsta
kiseonika i azot oksida u mononuklearnim celijama se ne menja kao odgovor
organizma na fizicku aktivnost.
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REDOKS SPECIFICNOSTI VISCERALNOG I POTKOZNOG MASNOG
TKIVA - MEHANIZMI RAZVOJA GOJAZNOSTI I METABOLICKOG
SINDROMA

Aleksandra Jankovi¢', Aleksandra Koraé?, Biljana Srdi¢?, Biljana Buzadzi¢',
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Stefana 142, 11060 Beograd, Srbija;

2Univerzitet u Beogradu, Biloski fakultet, Centar za elekstronsku mikroskopiju, Studentski trg 16,
11000 Beograd, Srbija;

3Univerzitet u Novom Sadu, Medicinski fakultet, Hajduk Veljkova 3, Novi Sad, Srbija.

Metabolicke specificnosti dva tipa masnog tkiva, potkoznog i visceralnog,
nalaze se u osnovi njihove razli¢ite uloge koju imaju u odrzanju sveukupne metabolicke
homeostaze. lako je poznato da su metabolicki putevi u adipocitima redoks-regulisani,
redoks-specifi¢nosti ovih tkiva kod ljudi jo$ uvek nisu poznate. U cilju razumevanja
redoks-zavisnih molekulskih mehanizama razvoja gojaznosti i metabolickog sindroma
kod ljudi, u ovom radu su ispitivane tkivno-specifi¢ne redoks karakteristike i njihove
promene u odnosu na povecanu telesnu masu (gojaznost) i metabolicki rizik.

50 premenopauzalnih ispitanica je na osnovu vrednosti indeksa telesne mase
rasporedeno u dve grupe: normalno uhranjene i gojazne. Obe grupe su dodatno, na
osnovu rizi¢nih metabolickih parametara (HOMA-IR indeksa, kao i nivoa triglicerida,
total-, LDL- i HDL-holesterola) podeljene na metabolicki zdrave i metabolic¢ki gojazne.
U biopsijama visceralnog i potkoznog masnog tkiva odredivan je nivo komponenti
antioksidativne odbrane (AO) kao i proteinski nivo NADPH oksidaze.

Poredenjem vrednosti ispitivanih AO komponenata depoa normalno
uhranjenih, metabolicki zdravih ispitanica (kontrola), visceralni depo se odlikuje visim
bazalnim nivoom glutationa (GSH) i aktivnostima GSH-zavisnih enzima. U poredenju
sa normalno uhranjenim, metabolicki zdravim ispitanicama, u oba depoa gojaznih
(metabolicki zdravih i gojaznih) ispitanica, je zabelezen nizi nivo GSH. Ve¢i nivo
NADPH oksidaze, kao i nizi proteinski nivo mangan superoksid dismutaze, detektovan
je samo u visceralnom depou gojaznih ispitanica. Pored toga, samo u visceralnom
depou metabolicki gojaznih ispitanica detektovan je i nizi nivo aktivnosti ukupne
superoksid dismutase i proteinski nivo katalaze.

Veéi nivo GSH-zavisnog dela AO odbrane u visceralnom u poredenju sa
potkoznim tkivom, odrazava veéu metabolicku aktivnost, pre svega veéi obrt
triacilglicerola u ovom depou. Analogno tome, nizi nivo GSH u gojaznosti udruzen sa
prooksidativnim redoks profilom moze inicirati metabolicku disfunkciju visceralnih
depoa masnog tkiva, koja se nalazi u osnovi sistemskih metabolickih
poremecaja/komplikacija.
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UTICAJ INTENZIVNE FIZICKE AKTIVNOSTI NA GENSKU
EKSPRESIJU Cu/Zn SOD I Mn SOD U LIMFOCITIMA FUDBALERA

Ana Nini¢, Vesna Spasojevi¢-Kalimanovska, Natasa Bogavac-Stanojevic, Jelena Kotur-
Stevuljevi¢, Miron Sopi¢, Aleksandra Stefanovié¢, Ivana Barali¢, Brizita Pordevic,
Zorana Jeli¢-Ivanovi¢i Slavica Spasié

Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet, Vojvode Stepe 450, 11000 Beograd, Srbija.

Umerena, svakodnevna fizicka aktivnost je od velikog znacaja za zdravlje
ljudi i efikasna je u prevenciji i terapiji kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa i
gojaznosti. PoSto tokom svakog tipa vezbanja dolazi do stvaranja slobodnih
radikala, postoji sve vece interesovanje da se ispita veza izmedu fizicke aktivnosti i
ekspresije gena antioksidativne zaStite (AOZ) u cilju da se shvate osnovni
mehanizmi preko kojih vezbanje doprinosi zdravlju i dugom Zivotnom veku.

Studija je sprovedena sa ciljem da utvrdi potencijalne efekte intenzivne i
dugotrajne fizicke aktivnosti na gensku ekspresiju i aktivnost izoenzima superoksid-
dismutaze (SOD).

Istrazivanje je obuhvatilo 12 fudbalera uzrasta od 16 do 18 godina koji su
bili igraci fudbalskog kluba ,,Teleoptik®, Beograd. Krv je uzorkovana u jutarnjim
satima pre 1 nakon 12 nedelja svakodnevnih treninga i takmicarskih utakmica.
Odredivani su ukupna plazmatska i aktivnost izoenzima SOD, koncentracija
ukupnih sulfhidrilnih (SH) grupa, tiobarbituratne kiseline reagujucih supstanci
(TBKRS), produkata uznapredovale oksidacije proteina (AOPP) i brzina stvaranja
superoksidnog anjon radikala (O;"). Za kvantifikaciju relativne genske ekspresije
(RQ) izoenzima SOD u limfocitima kori$¢ena je Real time PCR metoda.

Fudbaleri su nakon 12 nedelja ispitivanog perioda bili u oksidativnom
stresu (OS). Aktivnosti ukupne SOD bile su znacajno nize (p=0,012) iako se
aktivnosti izoenzima nisu zna¢ajno promenile, a nivoi O,” znacajno visi (p=0,011)
posle treninga. RQ vrednosti Cu/Zn SOD se nisu statisticki znacajno promenile
(p=0,106), dok su vrednosti Mn SOD bile znacajno veée (p=0,031) nakon 12
nedelja. RQ vrednosti Cu/Zn SOD su bile parametar koji nezavisno uti¢e na ukupnu
aktivnost SOD (p=0,025) a koncentracija TBKRS je imala ulogu prediktivnog
faktora za RQ vrednosti Mn SOD (p=0,017).

Intenzivni i dugotrajni treninzi nakon 12 nedelja su pokazali povoljne
efekte na gensku espresiju Mn SOD. Utvrdena je interakcija parametara OS/AOZ iz
plazme i RQ vrednosti Cu/Zn SOD i Mn SOD iz limfocita.
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CITOTOKSICNO I ANTIOKSIDATIVNO DEJ STVO LISAJEVA Cladonia
Jfoliacea 1 Hypogimnia physodes NA HCT-116 CELIJSKU LINIJU
HUMANOG KANCERA KOLONA

Ana Obradovi¢', Milan Stankovié¢!, Jovana Zizic!, Dragana Sekli¢!, Tatjana Mitrovié?,
Slavisa Stamenkovié?, Vladimir Cvetkovi¢® i Snezana Markovié!

'Univerzitet u Kragujeveu, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za biologiju i ekologiju, Radoja
Domanovica 12, 34000 Kragujevac, Srbija;

2Univerzitet u Nisu, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za biologiju i ekologiju, Visegradska
33, 18000 Nis, Srbija.

Cilj rada je bio ispitati efekat acetonskog i etil-acetatnog ekstrakta liSajeva
Cladonia foliacea 1 Hypogimnia physodes na HCT-116 ¢elijsku liniju humanog
kancera kolona, kao i koncentraciju ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida i
antioksidativnu aktivnost.

Citotoksi¢ni efekat je odredivan MTT testom, Celije su tretirane ekstraktom
u rasponu od 1 do 500 pg/ml, tokom 24 i 72 sata. Ukupna fenolna jedinjenja u
ekstraktima ispitivanih vrsta liSajeva odredivana su spektrofotometrijskom
metodom.  Antioksidativna  aktivnost  ispitivanih  vrsta  odredena  je
spektrofotometrijskim merenjem stepena neutralizacije DPPH radikala.

Ispitivani uzorak na testiranoj celijskoj liniji humanog kancera kolona
HCT-116, pokazuje znacajnu citotoksi¢nost u odnosu na netretirane celije 24 1 72
sata nakon tretmana, u svim koncentracijama. Prema ICs, vrednostima ispitivani
uzorci pokazuju slabu citotoksi¢nost 24 sata nakon tretmana, a nakon 72 sata
citotoksi¢nost se povecava i kod acetonskog ekstrakta liSaja C. foliacea ima
vrednost 42.48 pg/ml, a etil-acetatnog ekstrakta je 52.35 pg/ml, dok je kod
acetonskog ekstrakta liSaja H. physodes 34.76 pg/ml, a kod etil-acetatnog ekstrakta
49.87 pg/ml. Koli¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja vrste C. foliacea ima vrednost
97.42 mg/g u acetonskom, odnosno 77.29 mg/g u etil-acetatnom ekstraktu, dok za
vrstu H. physodes u acetonskom ekstraktu iznosi 171.01 mg/g, a u etil-acetatnom
177.55 mg/g. U ekstraktima ispitivanih vrsta liSajeva odredivana je i1 koncetracija
flavonoida ¢ija je vrednost za vrstu C. foliacea 48.04 mg/g u acetonskom i 19.80
mg/g u etil-acetatnom ekstraktu, dok za vrstu H. physodes u acetonskom ekstraktu
ima vrednost 36.59 mg/g, odnosno 30.15 mg/g. DPPH ICsy vrednosti za vrstu C.
foliacea iznose 1901.23 i 2365.44 ng/ml, dok sa vrstu H. physodes su 24.71 1 38.26
pg/ml za acetonski i etil-actatni ekstrakt respektivno.

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da acetonski i etil-
acetatni ekstrakti ovih liSajeva pokazuju vrlo dobar citotoksi¢ni efekat na HCT-116
¢elijama. Prikazane vrednosti ukazuju da se vrsta H. physodes odlikuje veoma
visokim koncentracijama fenolnih jedinjenja sa visokom antioksidativnom
aktivnoscéu.
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ANTIOKSIDATIVNI EFEKAT ORIGINALNO SINTETISANIH
KOMPLEKSA HIDANTOINA NA HCT-116 CELIJSKU LINIJU
HUMANOG KANCERA KOLONA
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Biljana Bozi¢’ i Snezana Markovi¢'
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2Univerzitet u Beogradu, Tehnolosko-metalurski fakultet, Karnegijeva 4, 11000 Beograd, Srbija;
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Hidantoin je opste prihvacen naziv za imidazolidin-2,4-dion. Ovaj molekul
se retko javlja u prirodi, mada ulazi u sastav nekih prirodnih proizvoda. Derivati
hidantoina se najvise koriste u medicini kao antikonvulzanti u lecenju epilepsije i
sr¢ane aritmije, a u skorije vreme i tumora.

Cilj ove studije je ispitivanje antioksidativhog uticaja novosintetisanih
hidantoina na HCT-116 ¢elijsku liniju humanog kancera kolona.

Celije su 24 sata nakon zasejavanja tretirane sa 0.01, 0.1, 1, 10 i 100 uM
rastvorima hidantoina i derivata. Nakon 24 sata aktivnost hidantoina i derivata je
odredivana merenjem koncentracije superoksid anjon radikala, nitrita i ukupnog
glutationa spektrofotometrijski.

Rezultati pokazuju da sva jedinjenja izazivaju smanjenje koncentracije
superoksid anjon radikala i povecanje koncentracije nitrita na HCT-116 celijskoj
liniji humanog kancera kolona. Hidantoin i svi njegovi derivati dovode do
povecanja ukupnog glutationa.

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da se ispitivani hidantoini
ponasaju kao antioksidansi, jer izazivaju smanjenje produkcije slobodnih radikala i
povecanje ukupnog glutationa, kao i1 produkciju nitrita. Svi ovi zaklju¢ci mogu da
posluze kao osnova za osmisljavanje novih snaznih antioksidativnih agenasa.
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ULOGA ANTIOKSIDATIVNIH ENZIMA U MEHANIZMIMA
RADIOSENZITIVNOSTI MOZGA

Ana Todorovié, Snezana Peji¢, Vesna Stojiljkovié¢, Ljubica Gavrilovié¢, Natasa Popovic,
Ivan Pavlovié¢ i Snezana B. Pajovié¢

Univerzitet u Beogradu, Institut za nuklearne nauke ,,Vinca*“, p.fah 522, 11001 Beograd, Srbija.

Primena radioterapije u pedijatrijskoj onkologiji povecala je stopu
prezivljavanja dece sa primarnim i metastatskim tumorima, ali je kvalitet njihovih
zivota znacajno smanjen zbog kognitivnih deficita koji se javljaju kao posledica
ozrativanja. Stetni efekti jonizujuéeg zratenja posledica su oksidativnog stresa u
ozracenom tkivu. Zbog toga antioksidativni enzimi (AOE) predstavljaju vazne
parametre zaStite celije od jonizujuéeg zracenja i mogu modulisati njen
radiobioloski odgovor.

Nasa ranija ispitivanja su pokazala da kranijalno ozracivanje y-zracima u
dozi od 2 Gy ili 3 Gy indukuje snizenje aktivnosti Mn superoksid dismutaze
(MnSOD) u hipokampusu i korteksu pacova u prvom satu, dok je u 24. satu od
ozracivanja zabeleZen relativni porast aktivnosti ovog enzima. Kako su ovi rezultati
ukazali na znacajnu ulogu MnSOD u sloZenim mehanizmima radiorezistencije,
prosirili smo istrazivanje ispitivanjem uticaja doze od 5Gy na aktivnost AOE u
istim regionima mozga. Rezultati su pokazali da u prvom satu od ozra¢ivanja u oba
ispitivana regiona mozga dolazi do snizenja MnSOD aktivnosti. U 24-om satu ovo
inicijalno sniZzenje biva delimi¢no nadoknadeno samo u kortikalnom regionu
mozga, §to jo§ jednom potvrduje manju inducibilnost MnSOD u hipokampusu.
Osim toga, u uzorcima iz naseg ranijeg (2Gy i 3Gy), kao i sadasnjeg (5Gy)
eksperimenta smo odredili nivo MnSOD proteina (Western blot), kako bi odgovorili
na pitanje da li su uocene promene aktivnosti MnSOD posledica promena u
ekspresiji ovog enzima. Takode su za sve tri doze analizirane aktivnosti CuZnSOD i
CAT, ali njihove promene nisu pokazale regionalnu zavisnost.

Na osnovu rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti da CuZnSOD i
CAT imaju vaznu ulogu u AO zastiti Celije, ali ne predstavljaju parametre znacajne
za razli¢itu regionalnu radiosenzitivnost mozga pacova. Sa druge strane, pozitivna
korelacija regionalne radiorezistencije i inducibilnosti radioprotektivne MnSOD
navode na zakljuCak da ovaj enzim predstavlja znacajnu komponentu slozenih
molekulskih mehanizama odgovornih za vecu radiosenzitivnost hipokampusa u
odnosu na korteks. Takode, postradijacione promene MnSOD proteina ukazuju da,
zavisno od doze, zraCenje moduliSe ekspresiju i aktivhost MnSOD razli¢itim
transkripcionim i posttranslacionim mehanizmima.
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DIAZEPAM IZAZIVA OKSIDATIVNI STRES I AUTOFAGIJU U
CELIJAMA MISJEG MELANOMA

Andelka Isakovié, Maja Jovanovié, Ivana Radulovi¢i Aleksandra Isakovic¢

Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Institut za medicinsku i klinicku biohemiju,
Pasterova 2, 11000 Beograd, Srbija.

Visoka incidenca i letalitet malignog melanoma, maligni potencijal i brzina
metastaziranja, Cesti relapsi, a neefikasnost adjuvantne terapije predstavljaju razloge
zbog kojih se ulazu veliki napori u pronalazenje kao i u ispitivanje molekularnih
mehanizama dejstva potencijalnih citotoksi¢nih jedinjenja. Cilj ovog rada je
ispitivanje potencijalnog citotoksi¢nog efekta diazepama na B16 celije misjeg
melanoma i mehanizama odgovornih za njegovo antitumorsko delovanje.

Vijabilitet B16 ¢elija miS§jeg melanoma je odreden merenjem aktivnosti
kisele fosfataze nakon tretmana diazepamom u prisustvu i odsustvu antioksidansa
N-acetil cisteina (NAC). Analiza potencijalnog mehanizma delovanja ispitivanog
leka izvedena je primenom odgovarajuéih fluorohroma i analizom na protocnom
citofluorimetru. Bojenje propidijum jodidom, dihidrorodaminom,
dihidroetidijumom i akridin-oranZzom sprovedeno je u cilju analize celijskog
ciklusa, prisustva slobodnih kiseoni¢nih radikala i superoksidnih anjona kao i
autofagije. Imunoblot analizom odredivan je nivo ekspresije autofagozomu
pridruzenog proteina LC3-11 1 p62, selektivne mete razgradnje u procesu autofagije.

Dobijeni rezultati su pokazali da diazepam ispoljava citotoksi¢no dejstvo
na B16 celije tokom 24h tretmana (IC5,=389,42 uM), indukuje porast produkcije
slobodnih kiseoni¢nih radikala i superoksidnog anjona i dovodi do zastoja u G2/M
fazi ¢elijskog ciklusa. Primena antioksidansa NAC (2 mM) je smanjila citotoksi¢no
dejstvo diazepama. Proto¢nom citometrijom je pokazano prisustvo kiselih vezikula,
dok je aktivacija autofagije potvrdena poveéanom ekspresijom LC3-II proteina i
snizenom ekspresijom p62 proteina.

Iz svega navedenog se moze zakljuciti da ispitivani lek iz grupe
benzodiazepina pokazuje antiproliferativno i citotoksicno dejstvo na B16 ¢éelijama
misjeg melanoma pri ¢emu poveéana produkcija slobodnih kiseoni¢nih radikala ima
znacajan udeo u ovim efektima.
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ULOGA OKSIDATIVNOG I NITROZATIVNOG STRESA U RAZVOJU
NEALKOHOLNE MASNE BOLESTI JETRE KOD MISEVA NA
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Mihailovi¢”, Dr Suboti¢a 9, 11000 Beograd, Srbija;

“Institut za Medicinska IstraZivanja, Vojno Medicinska Akademija, Beograd, Crnotravska 17,
Beograd, Srbija;

3Klinicki Centar Srbije, Institut za Digestivne bolesti, Koste Todorovica 6, 11000 Beograd, Srbija.

Nealkoholna masna bolest jetre (NAFLD) je hepatiéna manifestacija
metabolickog sindroma koja se manifestuje Sirokim spektrom patoloskih promena,
od steatoze do nealkoholnog steatohepatitisa (NASH), fibroze, ciroze i karcinoma
jetre.

Cilj ovog istrazivanja je da se ispita uloga oksidativnog i nitrozativnog
stresa u razvoju NAFLD kod miSeva na metionin-holin deficijentnoj (MHD) dijeti.
Muzjaci, miseva C57BL/6 podeljeni su na sledece grupe: kontrolna grupa na
standardnoj ishrani 1 grupa na MHD dijeti u toku 2, 4 ili 6 nedelja (MHD2, MHDA4,
MHD6). Nakon tretmana uzeti su uzorci krvi (za odredivanje alanin i aspartat
aminotransferaze (AST 1 ALT) i proteina akutne faze) kao i uzorci jetre za
patohistologiju, odredivanje parametara oksidativnog i nitrozativnog stresa
(malondialdehid (MDA), nivo nitrita i nitrata (NOx), aktivnost ukupne superoksid
dismutaze kao i njenih izoformi, aktivnost katalaze (CAT), kao i nivo glutationa
(GSH)).

Nivo MDA u jetri bio je poviSen u svim MHD grupama u poredenju sa
kontrolom (p<0.01), dok je nivo nitrita i nitrata (NOx) pokazivao progresivni
porast u svim tretiranim grupama. Aktivnost superoksid dismutaze i njenih
izoformi bio je znacajno nizi u svim MHD grupama (p<0.01). Aktivnost CAT bila
znaajno niza u svim grupama tretiranim MHD dijetom u svim intervalima
(p<0.01), dok je najniza aktivnost uoc¢ena je u MHD4 grupi. Sadrzaj GSH u jetri
bio je nizi u MHD4 (p<0.05) 1 MHD6 grupi (p<0.01) u poredenju sa kontrolom.
Koncetracija feritina i C-reaktivnog proteina u serumu bile su znacajno poviSene
jedino u MHD6 grupi. ase istrazivanje pokazuje da MHD dijeta dovodi do lipidne
peroksidacije, smanjenja antioksidativnog kapaciteta jetre, kao i progresivnog
porasta nitrozativnog stresa u jetri. Najizrazenije smanjenje antioksidativnog
kapaciteta jetre je u cetvrtoj nedelji, kada bi primena antioksidanasa bila
najpogodnija u cilju sprecavanja razvoja NASH.
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POKAZATELJI OKSIDATIVNOG STRESA KOD BOLESNIKA SA
HRONICNOM ALKOHOLNOM BOLESTI JETRE
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Hroni¢na alkoholna bolest jetre nastaje usled konzumiranja veée koli¢ine
alkohola tokom duzeg vremenskog perioda. Toksi¢no delovanje etanola, produkcija
reaktivnih radikala kiseonika 1 posledi¢ni oksidativni stres utiCu na razvoj
alkoholom indukovane bolesti jetre (ALD). Cilj studije bilo je ispitivanje
pokazatelja oksidativnog stresa: lipidnih hidroperoksida (LOOH), malondialdehida
(MDA) i proizvoda oksidacije proteina (AOPP), kao 1 aktivnosti enzima superoksid
dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (GPx) i arilesteraze (ARE) u serumu
pacijenata sa ALD.

Markeri oksidativnog stresa 1 aktivnost enzima GPx, SOD i ARE
odredivani su u serumu bolesnika sa hroni¢nom alkoholnom bolesti jetre (N=30) i u
serumu kontrolne grupe (N=20). Koncentracija LOOH odredivana je FOX-2
metodom. Merenje aktivnosti SOD, GPx 1 ARE u serumu vrSeno je
spektrofotometrijski.

Izmerena je znacajno viSa koncentracija lipidnih hidroperoksida i
malondialdehida, kao i1 proizvoda oksidacije proteina, u serumu bolesnika u odnosu
na kontrolnu grupu (p<0.001). Aktivnosti enzima SOD, GPx i ARE bile su znacajno
nize u serumu bolesnika sa ALD u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0.001). U
serumu pacijenata utvrdena je znaCajna negativna povezanost izmedu aktivnosti
ARE (U/L) i koncentracije LOOH (umol/L) (r= -0.362, p<0.05). Fibrozni skor
pacijenata sa alkoholnom bolesti jetre pokazivao je znacajnu negativnu povezanost
sa arilesteraznom aktivnoscéu (r= -0.267, p<0.05) 1 pozitivnu zavisnost sa nivoom
lipidnih hidroperoksida (r= 0.562, p<0.001).

Smanjenje antioksidativne odbrane u sprezi sa pojacanom peroksidacijom
lipida i oksidacijom proteina moze pojacati pro-fibrogeni odgovor tkiva jetre tokom
hroni¢ne alkoholne bolesti. Na8i rezultati ukazuju da smanjenje aktivnosti
arilesteraze moze imati ulogu u patogenezi alkoholom indukovane bolesti jetre, a
odredivanje njene aktivnosti u serumu moze doprineti ispitivanju funkcije jetre i biti
pogodan biomarker za procenu prisustva/teZine hroni¢nog oboljenja jetre.
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UPOREDNA ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST ETANOLNIH
EKSTRAKATA CRNIH I BELIH RIBIZLI
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Intenzivna istrazivanja poslednjih godina ukazuju da upotreba bobicastog
vocéa, sa visokim sadrzajem polifenolnih jedinjenja, u svakodnevnoj ishrani moze da
ublazi nastanak i razvoj mnogih hroni¢nih masovnih nezaraznih bolesti. Plodovi
crne ribizle, za razliku od belih, obiluju antocijanima. Antocijani su jedinjenja koja
ispoljavaju jaku antioksidativnu, antiinflamatornu, antimikrobnu, neuroprotektivnu i
hemoprotektivnu aktivnost. Cilj istrazivanja je odrediti i uporediti antioksidativni
potencijal etanolnih ekstrakata pripremljenih od sokova plodova crne i bele ribizle
plantazno gajenih na teritoriji Obrenovca.

Sveze dobijeni sokovi su ekstrahovani koncentrovanim 96% i 80%
etanolom u odnosu 1:10, postupkom mehanickog mesSanja tokom 24h, a zatim
totalnom evaporacijom rastvaraca. Antioksidativni potencijal dobijenih ekstrakata
ocenjen je pomocéu dva in vitro test sistema kojima je odredena sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala u 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH) sistemu, kao i
inhibicija peroksidacije u lipidnom f-karoten/linolna kiselina modelu.

Svi ekstrakti su ispoljili efikasnu antioksidativnu aktivnost, a rezultati su
predstavljeni kao ICsy, koncentracija ekstrakta koja ostvaruje 50% inhibicije
slobodnih radikala. Etanolni ekstrakti crne ribizle su pokazali jaci, statisticki
znacajan efekat u oba ispitivana sistema u odnosu na ekstrakte belih, Sto je i
ocekivano obzirom na odsustvo antocijana u uzorcima belih ribizli (ANOVA,
Duncan test, p<0.05).

Etanolni ekstrakti ispitivanih ribizli, a pre svega crnih, pored sokova mogu
na¢i znacajno mesto u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Od nedavno,
istrazivanja su usmerena i na ispitivanje listova i pupoljaka ovih biljnih vrsta, jer su
bogat izvor prirodnih antioksidanasa.
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ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST ISPARLJIVIH KOMPONENTI Hyalinella
punctata ODREDENA POLAROGRAFIJOM SA JEDNOSMERNOM STRUJOM
KORISTECI ANODNI TALAS VODONIK-PEROKSIDA
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Isparljive komponente slatkovodne vrste Hyalinella punctata (Hancock, 1850)
(Phylactolaemata, Bryozoa) izolovane su (destilacija vodenom parom, aparatura po
Klevendzeru), identifikovane (GC i GC-MS) i in vitro ispitane na antioksidativnu
aktivnost polarografskom metodom sa jednosmernom strujom (DC). Dva uzorka H.
punctata (1 1 2) sakupljena su na istom lokalitetu (Dunav, Beograd, Srbija) u novembru
2011. i maju 2012. godine, respektivno. Glavne komponente uzorka 1 [2-etil-1-heksanol
(34.89 %), n-dodekanol (20.18 %) i heksanal (7.98 %)] i uzorka 2 [2-etil-1-heksanol
(27.91 %), 7-tridekanol (22.69 %), 1-heksadekanol (11.04 %) i heksadekanal (6.99 %)]
bile su relativno sli¢éne. Medutim, broj identifikovanih komponenti u uzorku 2 bio je
veéi od uzorka 1 (23 1 17, respektivno). Primenjena metoda zasnovana je na DC
elektrodi (DME) u prisustvu uzoraka 1 i 2. Pored radne DME, elektroliticka c¢elija
sadrzala je referentnu zasi¢enu kalomelsku elektrodu i pomoénu Pt elektrodu.
Polarografske krive struja-potencijal (i-E) dobijene su pomocu polarografskog uredaja
PAR (Princeton Applied Research), model 174A, spojenog sa X-Y pisacem (Houston
Instruments, Omnigraphic 2000). Analizom odgovarajucih polarograma utvrdeno je da
je uzorak 1 pokazao mnogo vecu antioksidativnu aktivnost od uzorka 2. Prema nasem
saznanju, ovo su prvi rezultati DC polarografskog odredivanja antioksidativne
aktivnosti isparljivih komponenti, kako slatkovodnih, tako i marinskih predstavnika
filuma Bryozoa. Isti ukazuju da jednostavna organska jedinjenja prirodnog porekla
(alkoholi, aldehidi i ketoni) mogu da inspiriSu razvoj novih antioksidanata sa
potencijalnom primenom u farmaciji i/ili industriji hrane.

Rad je finansiran sa projekata: 172053, 173040, 172015, 11l 43010, 111 43007, 11l 41005 i 11l
45012.
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OKSIDATIVNI MEHANIZMI TOKSIV(V?NOSTI PRI AKUTNOM 1
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lako se za kadmijum (Cd) zna tek nepuna dva veka, danas je ovaj metal
jedan od najznacajnijih toksi¢nih supstanci profesionalne i ekotoksikologije. O
njegovoj toksi¢nosti svedoci i ¢injenica da se prema ATSDR (engl. Agency for
Toxic Substances and Disease Registry) veé viSe godina nalazi na sedmom mestu
na listi najznacajnijih otrova, dok rezultati novijih epidemioloskih studija ukazuju
da izlozenost ¢ak i niskim dozama kadmijuma predstavlja rizik po zdravlje ljudi.

U cilju rasvetljavanja mehanizama toksi¢nosti ovog metala u radu je prac¢en
uticaj akutnog i subakutnog trovanja kadmijumom na oksidativni stres i ravnotezu
bioelemenata u jetri i bubregu misSa. Pri akutnom trovanju je primenjena
pojedinac¢na oralna doza od 20 mg Cd/kg t.m., a pri subakutnom trovanju zivotinje
su tretirane oralno, svakodnevno tokom 14 dana dozom od 10 mg Cd/kg t.m.
Praceni su slede¢i parametri: malondialdehid (MDA), produkcija azot(Il)-oksida
(NO), aktivnost enzima superoksid dizmutaze (ukupne SOD i1 CuZnSOD),
redukovani glutation (GSH), ukupne sulfhidrilne grupe (SH), kao i nivoi
bioelemenata cinka, bakra i gvozda.

Dobijeni rezultati pokazuju da su za hepatotoksi¢no i nefrotoksi¢no dejstvo
kadmijuma odgovorni oksidativni stres 1 poremecena ravnoteza bioelemenata, s tim
da su ovi efekti razli€iti po organima u zavisnosti od duZine izlaganja toksi¢nom
agensu. Oksidativni i1 nitrozativni stres su mehanizmi oSteéenja jetre pri akutnoj
intoksikaciji, dok u oSteéenjima bubrega slobodni radikali posreduju nakon
produZenog izlaganja kadmijumu. Kao metal koji ne ucestvuje u oksido-
redukcionim reakcijama, Cd oksidativni stres izaziva indirektno, inhibicijom
enzimskih (SOD, CuZnSOD) i neenzimskih komponenata (GSH i ukupne SH
grupe) antioksidativne odbrane, kao i posredstvom Fentonovih metala, Fe i Cu.
Osim relacija izmedu metala promenljive valence i lipidne peroksidacije, dobijena
je 1 veza izmedu aktivnosti CuZnSOD 1 sadrzaja Cu i Zn. Ovi rezultati ukazuju da
su interakcije Cd sa bioelementima znacajne za objaSnjenje oksidativnih
mehanizama hepatotoksicnosti 1 nefrotoksicnosti Cd i daju potvrdu medusobne
zavisnosti razli¢itih mehanizama toksi¢nosti kadmijuma.
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POREDENJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI VLISTOVA VRSTE
Arbutus unedo 17 CRNE GORE I GRCKE
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Arbutus unedo L. (Ericaceae) je zimzelen grm rasprostranjen na teritoriji
Mediterana i severozapadne Evrope. U narodnoj medicini se list i koren
upotrebljavaju kao diuretik, urinarni antiseptik, hipotenziv, hipoglikemik,
adstringento i antiinflamatorno sredstvo i u tretmanu koznih bolesti. Kako
oksidativni stres znacajno doprinosi razvoju i pogorSanju brojnih oboljenja,
ispitivana je antioksidativna aktivnost listova vrste Arbutus unedo.

U cilju poredenja antioksidativne aktivnosti etanolnih ekstrakata listova
vrste A. unedo sakupljenih istog leta na teritoriji Crne Gore i Gréke koriscen je test
sistem za utvrdivanje sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala (uz stabilan
DPPH'radikal) i dva test sistema za ispitivanje sposobnosti inhibicije lipidne
peroksidacije (LP): odredivanje intenziteta inhibicije LP u lipozomima i
odredivanje sposobnosti inhibicije obezbojavanja f-karotena u sistemu f-
karoten/linolna kiselina.

Utvrdena je znacajna inhibicija lipidne peroksidacije ve¢ u najnizoj
primenjenoj koncentraciji ekstrakata (6,25 pg/ml), kao i slicno ponaSanje uzoraka u
dva test sistema koja se baziraju na pra¢enju ovog procesa. U svim test sistemima je
etanolni ekstrakt listova vrste A. unedo iz Grcke ispoljio bolje efekte (ICso vrednost
u DPPH testu: 5,38 ug/ml prema 7,14 pg/ml ekstrakta listova iz Crne Gore).

Antioksidativna aktivnost oba ekstrakta je veoma izrazena. Staniste biljne
vrste znacajno uti¢e na antioksidativni potencijal.
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5 CITOTOKSICNI I PROOKSIDATIVNI EFEKTI EKSTRAKATA
LISAJEVA (Pseudoevernia furfuracea 1 Platismatia glauca) NA CELIJSKIM
LINIJAMA HUMANOG KOLON KANCERA (HCT-116 1 SW-480)

Dragana S. Sekli¢!, Tatjana Mitrovié?, Slavisa Stamenkovié?, Vladimir Cvetkovié?,
Jelena Radenkovi¢!, Milena G. Cur¢i¢!, Marko N. Zivanovié!, Danijela Cvetkovié!,
Snezana D. Markovi¢'
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LiSajevi kao dragoceni biljni resurs koriste se u industriji lekova, hrane,
boja, parfema, zacina, i dr., a njihova upotreba u medicini zasniva se na ¢injenici da
oni sadrze jedinstvene i razliCite bioloski aktivne supstance. P. furfuracea (drvna
mahovina) i P. glauca su vrste koje rastu na kori drveta, a poznati su kao liSajevi
osetljivi na zagadenje vazduha. U radu je ispitivano citotoksi¢no dejstvo i
oksidativno-antioksidativni status metanolnog acetatnog i etil-acetonskog ekstrakta
liSajeva Pseudoevernia furfuracea i Platismatia glauca u pojedina¢nim tretmanima
na HCT-116 i SW-480 ¢elijskim linijama humanog karcinoma kolona.

U cilju ispitivanja citotoksi¢nosti koris¢en je MTT test, a citotoksi¢no
dejstvo izrazeno je preko ICsy vrednosti. Za determinaciju oksidativno-
antioksidativnog statusa pracena je koncentracija superoksid anjon radikala (O,"),
nitrita (NO,) i redukovanog glutationa (GSH).

Najbolji citotoksicni efekat pokazao je tretman P. furfuracea (etil-acetatni
estrakt) 1 ICsy iznosi 62.42 ug/ml za 24 h i 21.17 pg/ml za 72 h na HCT116
¢elijama, dok metanolni ekstarkt istog liSaja pokazuje IC5=86.63 pg/ml za 24 h i
51.28 pg/ml za 72 h na SW480 celijama. Koncetracija O, statisticki je znacajno
poveana u svim tretmanima nakon 24 i 72 h na obe linije, §to korelira sa
citotoksi¢nim efektima, dok je koncentracija NO, snizena nakon 24 h kod HCT-
116, a nakon 72 h kod SW480 ¢elija, kao i koncentracija GSH koja znacajno opada
posle 72 hu ¢éelijama obe linije.

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da ekstrakti P. furfuracea,
pokazuju znacajan citotoksi¢ni efekat u poredenju sa ostalim tretmanima. Svi
tretmani izazivaju znacajnu promenu u redoks statusu na ispitivanim celijskim
linijama.
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PROOKSIDATIVNI I ANTIMIGRATORNI EFEKTI EKSTRAKATA
MEDICINSKI ZNACAJNIH GLJIVA U TRETMANU CELIJSKIH LINIJA
HUMANOG KOLON KANCERA

Dragana S. geklié,vMilan S. Stankovi¢, Marina D. Topuzovié¢, Milena G. Curéic’, Marko
N. Zivanovi¢, Danijela Cvetkovi¢i Snezana D. Markovié¢
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Domanovica 12, 34000 Kragujevac, Srbija.

Za pet metanolnih ekstrakata gljiva (Phellinus linteus, Cordyceps sinensis,
Lentinus  edodes,  Coprinus  comatus, Ganoderma  lucidum), poznatih
antikancerogenih svojstava, a komercijalno dostupnih u Srbiji, ispitivani su sledeci
parametri: koncetracija fenola i flavonoida, kao i antioksidativno-prooksidativni
efekti, citotoksi¢ni i antimigratorni potencijal na éelijskim linijama humanog kolon
kancera (HCT-116 i SW-480). Za determinaciju koncetracije fenola, flavonoida i
sposobnosti  sakupljanja slobodnih radikala u ekstraktima, koris¢ena je
spekrofotometrijska metoda. Citotoksi¢na aktivnost je merena MTT testom.
Prooksidaciono/antioksidacioni status ¢elija u prisustvu ekstrakata gljiva je pracen
preko koncetracija superoksid anjon radikala (O,"), nitrita (NO;) 1 redukovanog
glutationa (GSH). Antimigratorni efekti prac¢eni su Transwell metodom.

Rezultati pokazuju da najvisi nivo fenola i flavonoida sadrzi ekstrakt P.
linteus, a najmanji L. edodes. U pogledu kapaciteta za sakupljanje slobodnih
radikala znacajno se isptice P. linteus (5.32 pg/ml) u odnosu na sve druge testirane
ekstrakte. Ispitivani ekstrakti nisu pokazali zna¢ajnu citotoksicnu aktivnost, dok su
indukovali zna¢ajne promene u prooksidativno/antioksidativnom statusu ovih ¢elija.
Svi testirani ekstrakti pokazali su znacajan inhibitorni efekat na migratorni
potencijal ispitivanih ¢elija koji korelira sa povecanom produkcijom O, u obe
linije. Svi rezultati dobijeni na tretiranim ¢elijama su uporedivani sa kontrolom
(netretirane Celije) i pozitivnom kontrolom (cisplatina).

Rezultati prezentovani u ovom radu pokazuju da ekstrakti gljiva indukuju
oksidacioni stres, nedovoljan da bi bio pracen citotoksi¢noscéu, ali dovoljan da
izazove znacCajan antimigratorni efekat u ispitivanim celijskim linijama kolon
kancera.
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UTICAJ FINASTERIDA NA OKSIDATIVNI STRES UMOZGU U
HEPATICNOJ ENCEFALOPATIJI IZAZVANOJ TIOACETAMIDOM KOD
PACOVA

Dusan Mladenovié', Dragan Hrn&ié?, Natasa Petronijevié3 , Milica Velimirovié¢®,
Tihomir Stojkovié¢®, Gordana Jevti¢®, Tatjana Radosavljevi¢', Aleksandra Ragi¢-
Markovié® i Olivera Stanojlovié®

'Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Institut za patolosku fiziologiju ,, Ljubodrag Buba
Mihailovi¢*, Dr Subotica 9, 11000 Beograd, Srbija;

2Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Institut za medicinsku fiziologiju ,, Rihard Burijan*,
Visegradska 26/11, 11000 Beograd, Srbija;
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Pasterova 2, 11000 Beograd, Srbija.

Vaznu ulogu u patogenezi hepati¢ne necefalopatije (HE) imaju poremecaji
neurotransmisije posredovani neurosteroidima i oksidativni stres. Finasterid,
inhibitor Sa-reduktaze i sinteze neurosteroida, potencijalno moze menjati tok HE.

Cilj rada je bio da se ispita uticaj finasterida na oksidativni stres u mozgu u
HE izazvanoj tioacetamidom kod pacova.

Muzjaci Wistar pacova su podeljeni u sledece grupe: 1. kontrolna grupa; 2.
TAA grupa tretirana tioacetamidom (900 mg/kg); 3. FIN grupa tretirana
finasteridom (150 mg/kg) i 4. FIN+TAA grupa tretirana finasteridom (150 mg/kg) i
tioacetamidom (900 mg/kg). Dnevne doze TAA (300 mg/kg) i FIN (50 mg/kg) su
administrirane tokom tri uzastopna dana intraperitonealno, a u FIN+TAA grupi FIN
(50 mg/kg) je primenjen 2 h pre svake pojedinacne doze TAA (300 mg/kg).
Parametri oksidativnog stresa u mozgu su odredeni 24 h nakon tretmana.

Nivo MDA se nije znacajno razlikovao u korteksu, hipokampusu i nc.
caudatusu zivotinja iz FIN+TAA i TAA grupe, dok je u talamusu nivo MDA bio
znacajno visi u FIN+TAA u odnosu na TAA grupu (p<0,01). Pretreman FIN je
spre¢io pad aktivnosti katalaze izazvan TAA-om u korteksu. Nivo GSH u nc.
caudatusu je bio znacajno niZi u FIN+TAA u odnosu na kontrolnu i TAA grupu
(p<0,01), dok je aktivnost SOD bila visa u FIN+TAA u poredenju sa kontrolom
(p<0,05). U talamusu pretretman FIN spre¢ava porast aktivnosti glutation
peroksidaze (GPx) izazvan TAA, smanjuje aktivnost GR i katalaze. lako pretretman
FIN-om ne ublazava lipidnu peroksidaciju u mozgu, FIN utice na antioksidativni
kapacitet mozga. U talamusu pretretman finasteridlom pogorsava lipidnu
peroksidaciju sprecavanjem porasta aktivnosti GPx, smanjenjem aktivnosti GR i
katalaze.
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EFEKAT KALCIJUMA NA INTERAKCIJU MITOHONDRIJA 1
ENDOPLAZMINOG RETIKULUMA U MRKIM ADIPOCITIMA PACOVA

Igor Goli¢', Ksenija Veli¢kovié¢!, Milica Markeli¢', Ana Stanci¢?, Aleksandra Jankovié?,
Milica Vugeti¢?, Vesna Otasevi¢?, Biljana Buzadzié¢?, Bato Koraé'? i Aleksandra Korag'
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Mitohondrije u mrkim adipocitima su “termogene organele” zahvaljujuci
dekupluju¢em proteinu (uncoupling protein 1, UCPI1, engl) koji energiju
elektrohemijskog potencijala usmerava ka produkciji toplote. Poznato je da je
aktiviranje procesa termogeneze pra¢eno povecanjem intracelularne koncentracije
kalcijuma (Ca’"). Ca®" ulazi u mrke adipocite po adrenergickoj aktivaciji, a
organele koje ga preuzimaju i deponuju su mitohondrije i endoplazmin retikulum.
Mitohondrije i endoplazmin retikulum odrzavaju medusobne bliske kontakte
omogucavajuci interorganelarni transport kalcijuma ne samo u cilju odrzavanja
Ca®" homeostaze, veé i optimalnog bioenergetskog statusa éelije. Zato je cilj ovog
rada bio ispitivanje efekata kratkotrajnog Ca-SANDOZ" tretmana na interakciju
mitohondrija i endoplazminog retikuluma mrkih adipocita pacova.

U eksperimentu su koriS¢éeni muzjaci pacova Wistar soja, starosti dva
meseca. Podeljeni su u dve grupe, hranjene standardnom hranom ad libitum. Prva
grupa pila je Ca-SANDOZ" rastvoren u vodi (480 mg/L Ca*"), a druga grupa, koja
je sluzila kao kontrola, ¢esmensku vodu. Nakon 3 dana, zZivotinje su Zrtvovane,
interskapularno mrko masno tkivo je izolovano i iseCeno vibratomom na preseke
debljine 50 pm. Preseci su potom inkubirani specifi¢nim fluorescentnim markerima
mitohondrija (MitoTracker Orange CMTMROS) i endoplazminog retikuluma (ER-
Tracker Green), posmatrani i analizirani na konfokalnom mikroskopu Leica TCS
SP5 11, a stepen kolokalizacije mitohondrija i endoplazminog retikuluma odreden je
LAS AF softverom.

Dobijeni rezultati pokazuju da Ca-SANDOZ" tretman znacajno povecava
stepen kolokalizacije mitohondrija i endoplazminog retikuluma (sa 43,7% na
68,7%). Ovako izrazena interakcija ovih organela posledica je povecane potrebe za
interorganelarnim transportom Ca’' u cilju osiguranja optimalnog bioenergetskog
statusa mrkih adipocita usled aktivirane termogeneze.
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UGLJEN MONOKSID (CO) - NOVI MOLEKUL U TRETMANU
AUTOIMUNOSTI USMERENE KA PANKREASNIM OSTRVCIMA
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Ugljen monoksid (CO), endogeni produkt katabolizma hema, identifikovan
je kao moguci terapeutski molekul zbog svojih anti-apoptotskih i anti-inflamatornih
osobina. CORM-A1, hemijski sintetisan molekul, utice na fizioloske funkcije
kontrolisanim otpustanjem CO. Kako smo ve¢ pokazali da davanje CORM-Al
tokom izazivanja dijabetesa viSestrukim malim dozama streptozotocina kod
C57BL/6 miseva poboljsava klinic¢ke 1 histoloske znake bolesti, cilj ove studije bio
je da se ispita dejstvo CORM-A1 na nivou ciljnog tkiva, pankreasnih ostrvaca.

Pankreasna ostrvca izolovana iz C57BL/6 miSeva kao i modeli B-celija
pankreasa, pacovske (RINmSF) i misje (MING6) ¢elije insulinoma, stimulisani su
koktelom citokina (IFN-y+TNF-o+IL-1f) u prisustvu ili odsustvu CORM-AI,
neaktivne forme CORM-Al (iICORM-Al) ili hemoglobina (Hgb). Efekti
citokinskog stimulusa ispitani su odredivanjem vijabiliteta ostrvaca i ¢elija (MTT
test), apoptoze (histon-DNK ELISA) i odredivanjem aktivnosti kaspaze-3
(kolorimetrijski), kao i merenjem ekspresije razliCitih signalnih molekula
(imunoblot).

Rezultati MTT testa ukazuju da tretman CORM-Al poboljsava
prezivljavanje ostrvaca, RINmSF i MING c¢elija nakon toksi¢nog stimulusa citokina.
Protektivni efekti CO ponisteni su kada je dodat iCORM-A1, koji ne oslobada CO,
ili Hgb, koji je hvata¢ CO. Takode, CORM-ALI tretman S§titi ¢elije od apoptoze
indukovane citokinima, i ova protekcija posredovana je smanjenjem ekspresije
citohroma c, kao i smanjenjem aktivacije egzekutorske kaspaze 3. Tretman CORM-
Al nije uticao na ekspresiju signalnih molekula: p38 mitogenom-aktivirane protein
kaspaze, Jun N-terminalne kinaze, kao i NFxB.

Nasi rezultati ukazuju da se pozeljni efekti CORM-A1 u dijabetesu bar
delom mogu pripisati sprecavanju pro-apoptotskog dejstva citokina posredstvom
kontrolisanog oslobadanja CO unutar endokrinog pankreasa.

Rad je finansiran sa projekata: EFSD, New Horizons Collaborative Research Initiative 2013 i
MPNTR, #173013.
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ANALIZA SADRZAJA MASNIH KISELINA U SNEK PROIZVODIMA
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,,Brza hrana* kojoj pripadaju i snek proizvodi deo su svakodnevne ishrane,
posebno mlade populacije. Prema Pravilniku, snek proizvodi svrstavaju se u promet
kao: ¢ips, Cips proizvodi, flips, proizvodi na bazi peleta, ekspandirani proizvodi,
przeni i suvopeceni proizvodi, semenke i srodni proizvodi. Veéina snek proizvoda
obiluje zasi¢enim mastima za koje je nau¢no dokazano da imaju nepovoljan efekat
na zdravlje ljudi, dovode¢i do poveéanja nivoa ,loSeg”- LDL holesterola,
triglicerida, kardiovaskularnih oboljenja. Cilj ovog rada bio je analiza sadrzaja
masnih kiselina snek proizvoda dostupnih na trziStu Srbije, a koja se najcesce
konzumira u nasoj populaciji.

Dvanaest vrsti snek proizvoda domacih i stranih proizvodaca (flips
proizvodi, ¢ips proizvodi, kokice i1 przen kukuruz) analizirano je na sadrzaj masnih
kiselina. Analizirana su cetiri flips proizvoda, Cetiri Cips proizvoda i po dve vrste
kokica 1 przenog kukruza razli¢itih proizvodaca. Iz uzorka je vrSena ekstrakcija
lipida, kisela hidroliza masnih kiselina, a zatim su masne kiseline prevodene u
odgovarajuée metil-estre. Kvalitativni 1 kvantitativni sastav odreden je metodom
gasne hromatografije. Identifikacija masnih kiselina na hromatogramu vrSena je na
osnovu retencionih vremena standarda.

Najzastupljenije zasicene masne kiseline su palmitinska i stearinska.
Analizom sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina pokazalo se da je njihov sadrzaj
najveéi u Cips proizvodima (12,23-14,13 gr) na 100gr proizvoda, dok najmanji
sadrzaj istih pokazuje flips proizvod. Od mononezasicenih masnih kiselina
najzastupljenija je oleinska, koja ujedno i predstavlja dominantnu masnu kiselinu u
svim snek proizvodima. Najve¢i sadrZaj ove masne kiseline iznosio je 9,81 gr na
100 gr proizvoda. Rezultati analize polinezasi¢enih masnih kiselina pokazuju da su
snek proizvodi siromaSan izvor polinezasi¢enih masnih kiselina poput linolne.
Najvedi sadrzaj iste iznosio je 10,29 gr na 100 gr proizvoda u uzorku flipsa, dok je
najmanji sadrzaj zabelezen u smokiju 1,46 gr. Snek proizvodi su bogat izvor
zasicenth, kao 1 mononezasi¢ene oleinske kiseline, a siromaSan izvor
polinezasi¢enih masnih kiselina. Sadrzaj masnih kiselina znacajno varira i zavisi od
uzorka, vrste ulja koje se koristi u proizvodnji, kao i proizvodaca. U poslednje
vreme pridaje se sve vecéi znacaj zdravoj ishrani, te je poraslo interesovanje za
sadrzaj masnih kiselina u proizvodima koji se ¢esto konzumiraju. Redukcija unosa
hrane bogate zasi¢enim mastima vazno je za odrzavanje opsteg zdravstvenog stanja
organizma.
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KOMBINOVANI TRETMAN PARTENOLIDA SA CILJNIM
MOLEKULOM-GLUTATIONOM SMANJUJE NJEGOVU ANTI-
TUMORSKU AKTIVNOST

Jasna Bankovi¢!, Qing Liu?, Ana Podolski-Renié¢!, Jelena Dini¢!, Sonja Stojkoviél,
Zorica MiloSevié!, Tijana Stankovi¢!, Vedrana Milinkovié¢!, Nikola Tani¢!, Harro
Bouwmeester” i Milica Pegi¢!
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Partenolid pripada seskviterpenskim laktonima, glavnoj grupi biljnih
sekundarnih metabolita. Partenolid je glavni bioaktivni sastojak biljke Tanacetum
parthenium, koja se koristi za leCenje temperature, glavobolje, menstrualnih i
stomacnih tegoba, artritisa 1 zapaljenskih procesa. Pokazan je i1 anti-tumorski
potencijal partenolida.

U ovoj studiji, klasicnim testom vijabilnosti (sulforodamin B) uporedili
smo efikasnost partenolida kod parova senzitivnih i rezistentnih humanih tumorskih
¢elijskih linija nesitnocelijskog karcinoma pluca (NCI-H460 i NCI-H460/R) i
kolorektalnog adenokarcinoma (DLD1 i DLD1-TxR), kao i kod humanih normalnih
keratinocita (HaCaT). Ispitano je i dejstvo kombinacija partenolida sa glutationom
(GSH) i cisteinom (cys), kao i1 dejstvo konjugata partenolida: partenolid-GSH i
partenolid-cys. Detekcijom dihidroetidijuma fluorescentnom mikroskopijom
analiziran je potencijal samog partenolida i njegovih konjugata za stvaranje
superoksida. Partenolid je pokazao znacajnu selektivnost ka tumorskim ¢eljama, a
njegova efikasnost je oCuvana i kod rezistentnih tumorskih delija. Medutim,
aktivnost partenolida je bila znaCajno smanjena u prisustvu egzogeno dodatog GSH
i cys. Ovo smanjenje je bilo izrazenije kada su viSe koncentracije GSH i cys
primenjene u kombinaciji sa partenolidom. Konjugati partenolida sa GSH i cys su
imali jo$ slabiji efekat na rast tumorskih ¢elija. lako manje efikasni, konjugati su
zadrzali selektivnost ka celijama kolorektalnog adenokarcinoma. Stvaranje
superoksidnog anjona pod dejstvom partenolida znacajno je smanjeno kada su
umesto partenolida bili primenjeni njegovi konjugati sa GSH i cys.

Imajuéi u vidu dobijene rezultate, mozemo zakljuciti da je uklanjanje GSH
glavni mehanizam dejstva partenolida kod tumorskih celija, kao i da je dejstvo
partenolida nezavisno od prisustva rezistentnog fenotipa. Stvaranje superoksida
posredno ukazuje na smanjenu efikasnost detoksifikaciong sistema, odnosno
interakciju partenolida sa GSH. Razumno je pretpostaviti da razlika u koncentraciji
unutaréelijskog GSH upravo €ini da partenolid bude efikasniji kod tumorskih nego
kod normalnih éelija.
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Bakar (Cu) ¢ini integralnu komponentu mnogih metaloproteina i enzima koji
ucestvuju u brojnim bioloSkim procesima neophodnim za normalan rast i razvoj
organizma 1 jedan je od najznacajnijih esencijalnih mikroelemenata. Poveéane
koncentracije slobodnih jona Cu mogu preko Fenton-ove reakcije da katalizuju
formiranje reaktivnih vrsta kiseonika (emgl. reactive oxygen species, ROS). U cilju
ispitivanja prooksidativnih efekata Cu na oksidativni status eritrocita i hematolosko-
biohemijske procese u krvi, muzjaci pacova soja Wistar albino (stari 8 nedelja, telesne
mase 210 £ 20 g) tretirani su bakar hloridom - CuCl, (150 mg CuCly/kg telesne mase)
preko vode za piée u trajanju od 5 nedelja.

Rezultati pokazuju da je subhroni¢ni tretman CuCl, doveo do znacajnih
(p<0.05) promena hematoloskih i biohemijskih parametara: smanjenja ukupnog broja
eritrocita (RBC), koncentracije hemoglobina (Hb) i vrednosti hematokrita (Hct), a do
povecéanja aktivnosti alanin-aminotransferaze (ALT), aspartat-aminotransferaze (AST) i
laktat-dehidrogenaze (LDH) u serumu tretiranih zivotinja u poredenju sa kontrolama.
Nakon subhroni¢ne intoksikacije CuCl, statisticki su (p<0.05) povecane koncentracije
biomarkera oksidativnog stresa u eritrocitima: lipidnih peroksida (LPO) i superoksid
anjon radikala (O,"), kao i aktivnost bakar cink sadrzavajue superoksid-dismutaze
(CuZn SOD), a aktivnost katalaze (CAT) nije poveéana.

Na osnovu svih dobijenih rezultata moze se zakljuéiti da je Cu u subhroni¢nom
tretmanu uzrokovao oksidativna oStecenja eritrocita, promene hematoloskih i
biohemijskih parametara u krvi, kao i promene aktivnosti enzima CuZn SOD. Cu je
ispoljio prooksidativne efekte na oksidativno-antioksidativni zastitni status eritrocita i
na hematolosko-biohemijske procese u krvi.
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OKSIDATIVNI STRES KOD NOSIOCA MUTACIJA I R202Q
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Gen za porodi¢nu mediteransku groznicu (MEFV) kodira protein pirin,
jedan od regulatora aktivacije inflamazoma u ¢elijama urodenog imunskog sistema.
Smatra se da mutacije u MEFV genu mogu dovesti do naizgled spontane aktivacije
neutrofila 1 monocita sa sekrecijom proinflamatornih citokina (IL-1P) i
oksidativnom eksplozijom. Cilj rada bio je utvrditi parametre oksidativnog stresa u
osoba sa pojedinatnom mutacijom MEFV gena, kao i u R202Q homozigota,
uzimajuéi u obzira dozno-zavisni efekat ovih genskih promena.

100 uzoraka DNK je testirano na prisustvo mutacija MEFV gena
koris¢enjem ABI PRISM 310 automatizovanog sekvensera. Reaktivne supstance
tiobarbiturne kiseline (TBARS) u eritrocitima i1 plazmi, kao i uznapredovali
oksidativni produkti proteina, su odredivani odgovaraju¢im spektrofotometrijskim
metodama. Aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) u eritrocitima i plazmi je
odredivana po metodi McCord i Fridovich, dok je aktivnost katalaze merena
upotrebom katalaza ELISA kita.

Od 11% nosioca mutacija, 6% je imalo E148Q i 5% K695R mutaciju, dok
je 10 osoba bilo homozigotno za R202Q polimorfizam. Nivo TBARS u eritrocitima
bio je znacajno viSi u osoba sa navedenim promenama MEFV gena (p=0,03).
Takode, plazmatska aktivnost SOD bila je visa u ovih osoba (p=0,049) u odnosu na
osobe bez promena ispitivnog gena. lako je aktivnost SOD 1 katalaze u eritrocitima
bila snizena rezultati nisu bili statisti¢ki znacajni.

Nosioci E148Q 1 K695R mutacija, kao i R202Q homozigoti, imaju blage
promene parametara oksidativnog stresa, $to bi u dugorocnom periodu mogao biti
jedan od faktora rizika ¢e$éeg razvoja inflamatornih i imunskih bolesti kod ovih
osoba.
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Peritonealna duplja se ¢esto koristi kao izvor makrofaga za imunoloska,
biohemijska, molekularna i razna pretkliniCka istrazivanja. Makrofagi imaju
sposobnost da luce citokine, slobodne radikale kiseonika i druge proizvode, uticuci
takvim mehanizmima na razlicite fizioloske 1 patofizioloSke procese u organizmu.
Njihova sekretorna aktivnost moze biti stimulisana i modulisana razliitim
faktorima i agensima, medu kojima je i bakterijski lipopolisaharid (LPS). NBT
(Nitroblue tetrazolium, engl.) se koristi u esejima za procenu fagocitne aktivnosti i
produkcije slobodnih kiseonikovih radikala u fagocitnim ¢elijama, a zasnovan je na
redukciji rastvorljive NBT supstance do nerastvorljivog tamnog formazana.

Cilj naSeg rada bio je da se ispita uticaj razli¢itih doza LPS-a na in vitro
aktivaciju oksidativnog metabolizma rezidentnih peritonealnih makrofaga (RPM) i
tioglikolatom elicitiranih peritonealnih makrofaga (TEPM) miSa. U tu svrhu su
TEPM dobijeni ispiranjem peritoneuma Balb/c miSeva Cetiri dana posle elicitacije
tioglikolatom, a RPM ispiranjem peritoneuma bez prethodne elicitacije. RPM 1
TEPM su u plocama sa 12 bunara sa gustinom od 2x10° po bunaru inkubirani sa
LPS u koncentracijama 0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml i 100 ng/ml tokom 24 sata, a
zatim je procenjivana njihova sposobnost redukcije NBT mikroskopskim testom. Za
ovo istrazivanje je modifikovan NBT test tako da se ¢elije mogu analizirati bez
prethodnog bojenja. Makrofagi su klasifikovani prema stepenu redukcije NBT u
rangu od 0 do 3, a njihovim nezavisnim brojanjem je dobijen semikvantitavni test.

LPS aktivira procese oksidativnog metabolizma u RPM i TEPM, S§to se
manifestuje kroz promenu njihove sposobnosti da redukuju NBT. Stepen aktivacije
peritonealnih makrofaga zavisi od doze LPS u kojoj su inkubirani, kao i od
tretmana peritoneuma pre izolacije makrofaga.
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ELEKTRON PARAMAGNETNA REZONANTNA SPEKTROSKOPIJA U
PROCENI ANTI-DPPH RADIKALSKE AKTIVNOSTI REALNIH
UZORAKA I FITOLA

Jovana Randelovi¢!, Boris Pej in?, Yong Kien-Thai’, Aleksandar Savi¢?, Daria
Blazin¢i¢*, Irena Brajkovi¢®, Bojan Radovi¢’, Ksenija Radoti¢* i Milo§ Mojovi¢'

"Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju, Studentski trg 12-16, 11158 Beograd, Srbija;
2Univerzitet u Beogradu, Institut za multidisciplinarna istrazivanja - IMSI, Odsek za nauke o
zivim sistemima, Kneza Viseslava 1, 11030 Beograd, Srbija;

3Univerzitet u Malaji, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za bioloske nauke, 50603 Kuala
Lumpur, Malezija;

“Univerzitet u Beogradu, Bioloski fakultet, Studentski trg 16, 11158 Beograd, Srbija;

3 Univerzitet u Beogradu, Hemijski fakultet, Katedra za organsku hemiju, Studentski trg 16, 11158
Beograd, Srbija.

Hipertenzija ne predstavlja jednostavan poremecaj krvnog pritiska (veé je
proizvod genetskih i steCenih strukturnih poremeéaja) i smatra se da je u osnovi
slobodno-radikalske prirode. Glavni je faktor rizika za nastanak bolesti srca kojima
se pripisuje vodeci uzrok mortaliteta na svetu. Stoga se posebna paznja posvecuje
ispitivanjima hrane i prirodnih organskih jedinjenja sa kardioprotektivnom
aktivnoscu.

Moderna zapadna medicina istiCe blagotvorne efekte vina u tretmanu
hipertenzije i sréanih oboljenja. S druge strane, tradicionalna kineska medicina
preporucuje upotrebu Rhodobryum mahovina (¢aj) u datu svrhu. Preliminarna
studija isparljivih komponenti vrste Rhodobryum ontariense ukazala je na obilnost
diterpenskog alkohola fitola (31.95 %; glavna komponenta), bioaktivnog prirodnog
proizvoda koji snizava povecane nivoe triglicerida i holesterola.

U ovom radu prikazani su rezultati dobijeni za anti-DPPH radikalsku
aktivnost tri uzorka vina Vranac (13. jul Plantaze A.D. Podgorica; 2012), jednog
uzorka Caja (R. ontariense; Fraserovo brdo, Malezija; 2012) i jednog uzorka fitola
(Sigma-Aldrich) odredenu EPR spektrometrom u in vitro uslovima. Svi uzorci
pokazali su dobru antiradikalsku aktivnost, ali u razli¢itoj meri: 48 % (fitol), 78 %
(¢aj) i ~ 94 % (vina). Pretpostavlja se da veca anti-DPPH radikalska aktivnost
realnih uzoraka prvrnstveno potice od sadrzaja ugljenih hidrata (¢aj) i1 polifenola
(vina). Po reakciji ispitivanih uzoraka sa ‘DPPH radikalima nije uocen nastanak
drugih slobodnih radikala. Dalja istrazivanja hemijskog sastava i/ili antiradikalske
aktivnosti navedenih uzoraka imaju za cilj da uslove razvoj nove antihipertenzivne
terapije; izmedu ostalog, trebalo bi da obuhvate in vivo EPR 1 fizioloski relevantne
slobodne radikale.

Rad je finansiran sa projekata: 111 41005, 111 45012, 172053 i 173040.
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EFEKTI EKSTRAKATA BILJKE Teucrium chamaedrys L. NA
APOPTOTSKI SIGNALNI PUT I REDOKS STATUS CELIJA
KARCINOMA KOLONA

Milena Curéic’, Milan Stankovié, Danijela Cvetkovi¢, Dragana Sekli¢ i Snezana
Markovié

Univerzitet u Kragujevcu, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za biologiju i ekologiju, Radoja
Domanovica 12, 34000 Kragujevac, Srbija.

T. chamaedrys L. je viSegodisnja poluzbunasta biljka iz porodice
Lamiaceae i predstavlja jednu od veoma koris¢enih lekovitih biljaka u narodnoj
medicini za leCenje digestivnih problema. Cilj istrazivanja je ispitivanje
mehanizama citotoksi¢nosti metanolnog, etilacetatnog i acetonskog ekstrakta biljke
T. chamaedrys, kao i parametara oksidativnog stresa u ¢eljama karcinoma kolona
nakon 24 i 72 sata.

Citotoksi¢nost je odredivana MTT testom, a tip celijske smrti AO/EB
metodom na fluorescentnom mikroskopu. Proteinska ekspresija Fas receptora na
¢elijskoj membrani i inducibilne azot oksid sintaze (iNOS) odredivana je
imunoflorescencom. Aktivnosti kaspaza 8 i 9 su odredivane kolorimetrijskom
metodom. Koncentracije superoksid anjon radikala (O,”), azot oksid (NO) i
redukovanog glutationa (GSH) odredivane su spektrofotometrijski.

Ekstrakti biljke 7. chamaedrys pokazuju citotoksicne efekte na SW480
¢elijama. Najbolju citotoksi¢nost pokazuje metanolni ekstrakt nakon 72 sata, sa 1Csg
vrednosti (koncentracija koja ubija 50% celija) od 20.87 pg/ml. Ekstrakti izazivaju
tipicne morfoloske promene karakteristicne za proces apoptoze, koja je
procentualno najvise zatupljena, dok se nekroza javlja u veoma niskim procentima.
U tretiranim ¢elijama se poveéava proteinska ekspresija Fas receptora na membrani
u odnosu na kontrolne éelije. Odgovarajuci ligandi iz ekstrakta vezani za Fas
receptore u daljem signalnom putu apoptoze aktiviraju kaspazu 8, Cija je aktivnost
takode poviSena u odnosu na kontrolne éelije. Aktivnost kaspaze 9, koja se aktivira
oslobadanjem citohroma c iz mitohondrija je povecana, Sto ukazuje i na aktivaciju
unutrasnjeg apoptotskog puta. Ekstrakti povecavaju koncentraciju O,” i GSH u
tretiranim ¢elijama, inhibiraju proteinsku ekspresiju iNOS i time dovode do
smanjenja koncentracije NO, $to pomaze ¢elijama da udju u proces apoptoze.
Ispitivani parametri ukazuju na prisustvo oksidativnog stresa u tretiranim ¢elijama i
prooksidativna svojstva ekstrakata $to je u vezi sa njihovom citotoksi¢noséu.

Dobijeni rezultati pokazuju da je biljka 7. chamaedrys veoma znaajan
izvor prirodnih bioaktivnih supstanci koje ispoljavaju znacajnu citotoksi¢nu i
apoptotsku aktivnost na ¢elijama karcinoma kolona.
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KOPRIVA - POTENCIJALNI IZVOR PRIRODNIH ANTIOKSIDANATA

Ljiljana Stanojevi¢', Mihajlo Stankovié!, Vesna Nikoli¢', Dusica Ili¢', Milorad Caki¢',
Ljubisa Nikoli¢' i Vesna Savi¢?

!Univerzitet u Nisu, Tehnoloski fakultet, Bulevar Oslobodenja 124, Leskovac, Srbija;
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Kopriva (Urtica dioica L.) je viSegodisnja, zeljasta biljka. To je korovska
biljka cenjena kako u narodnoj tako i u nau¢noj medicini. Vekovima se koristila u
tradicionalnoj medicini kao lekovita biljka. Novija istrazivanja su pokazala njenu
delotvornost u svakodnevnoj ishrani i fitoterapiji. Od biljke se kao droga koristi
koren (Urticae radix), list (Urticae folium) i odgovarajuci preparati.

Ekstrakti lista koprive dobijeni su primenom razlicitih tehnika ekstrakcije
(maceracija na sobnoj temperaturi i temperaturi klju€anja, ultrazvu¢na, Soxhlet i
Tillepape ekstrakcija) 50% v/v metanolom, pri odnosu biljni materijal-rastvara¢
1:20 m/v. Antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakata ispitivana je
spektrofotometrijski primenom DPPH, FRAP i H,0, metode. Sadrzaj ukupnih
fenola je odreden spektrofotometrijski metodom po Folin-Ciocalteu, a sadrzaj
ukupnih flavonoida metodom sa AICl;.

Dobijeni vodeno-metanolni ekstrakti lista koprive imaju visok sadrzaj
fenola nezavisno od primenjene tehnike ekstrakcije, dok je sadrzaj ukupnih
flavonoida znatno nizi. Najveéi sadrzaj fenola (539.27 mg GKE/g suvog ekstrakta) i
flavonoida (52.96 mg RE/g suvog ekstrakta) utvrden je u ekstraktu dobijenom
Soxlet ekstrakcijom.

Najbolju antioksidativnu aktivnost pokazao je ekstrakt dobijen Soxhlet
ekstrakcijom, a najmanju ekstrakt dobijen ultrazvuénom ekstrakcijom, nezavisno od
primenjene antioksidativne metode. Prezentovani podaci o antioksidativnoj
aktivnosti ekstrakata pokazuju da dobijeni ekstrakti predstavljaju potencijalni izvor
prirodnih antioksidanata.

Rad je finansiran sa projekta TR 34012.
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IN VITRO EFEKTI HOMOCISTEIN TIOLAKTONA NA PARAMETRE
OKSIDATIVNOG STRESA CREVA 1 JETRE PACOVA

Marija Stolanowc leljana Scepanov1c Olivera BOSI’IIC Dusan Mitrovi¢', Vuk
Séepanovi¢?, Radomir Séepanovié®, Teja S'[O_]aHOVIC M111ca Stojkovié’, Slobodan 1i¢®
i Dragan Puri¢'
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Oksidativni stres igra vaznu ulogu u patogenezi nekih gastrointestinalnih
zapaljenskih oboljenja. Povecani nivoi homocisteina mogu biti od znacaja u
patogenezi Kronove bolesti i ulceroznog kolitisa. Cilj ovog rada je bio da se ispita
uticaj homocisteina na antioksidativni status creva i jetre pacova.

Posle inkubacije duodenum, ileum, kolon i jetra su homogenizovani i
ispitivani su razliCiti parametri oksidativnog stresa. Ispitivan je nivo reaktivnih
supstanci tiobarbiturne kiseline (TBARS), aktivnost katalaze 1 totalni
antioksidativni status (TAS) na izolovanim segmentima creva i jetre kod muzjaka
pacova posle troCasovne inkubacije u prisustvu visokih koncentracija D,L-
homocistein tiolaktona (10 pmol/L).

Nasi rezultati pokazuju da visoke koncentracije D,L-homocistein tiolaktona
smanjuju enzimsku aktivnost katalaze u izolovanim delovima creva, inhibirajuci ga
za 27,04% u duodenumu p<0,01; za 37,27% u ileumu, za 34,17% u kolonu i za
67,46% u jetri (p<0,001). Izlaganje visokim koncentracijama D,L-homocistein
tiolaktona znacajno povecava nivo TBARS u duodenumu za 106,05%, ileumu za
47,24%, u kolonu za 112,75% i u ujetri za 32,07% (p<0,01). Homocistein takode
modifikuje totalni antioksidativni status homogenata duodenuma, ileuma, kolona i
jetre, povecavajuci ga za 20,68% (duodenum), 24,74% (ileum), 14,88% (kolon),
19,35% (jetra) (p<0,001).

Homocistein dovodi do oksidativnog stresa u crevu i jetri pacova. PoviSena
aktivnost TAS nastaje kao adaptivni odgovor na akutno stvaranje slobodnih
radikala. Medutim i pored povecanog TAS slobodni radikali nastali pod uticajem
D,L-homocistein tiolaktona dovode do osStecenja tkiva i lipidne peroksidacije Sto
ukazuje na neuspeh ukupnog mehanizma antioksidativne odbrane da §titi tkivo od
mehanickih osteéenja izazvanih homocisteinom.
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MOGUCNOST PRIMENE EKSTRAKTA GINKGA U ZASTITI KOZE
OD UV ZRACENJA

Marijana Milosavljevi¢ 1 Jasna Savic¢

Farmaceutsko-fizioterapeutska skola, Donska 27-29, 11050, Beograd, Srbija.

Formiranje slobodnih radikala u kozi najces¢e je posledica suncevog
zracenja. Slobodni radikali i reaktivne vrste kisonika (engl/. reactive oxygen species,
ROS) oste¢uju DNK, proteine i1 éelijske membrane. Imaju znacajnu ulogu u
lan¢anoj reakciji lipidne peroksidacije koja je odgovorna za destrukciju Celijske
membrane. Sve ove reakcije vode do nastanka pojave kancera, ubrzanog starenja i
inflamatornih promena koze.

Koza je snabdevena antioksidantima (vitamini C 1 E, superoksid dismutaza,
glutation peroksidaza i katalaza) koji je Stiti od Stetnih efekata ROS. Ova odbrana
moze biti ugrozena povecanim izlaganjem spoljasnim izvorima ROS-a kao §to je
UV zracenje.

Ekstrakt lista Ginkgo biloba L. Ginkgoaceae (GB) sadrzi kompleks
flavonoidnih heterozida kvercetin, kemferol i amentoflavon. Najcesce se koristi kod
razli¢itih oblika demencije, kod oboljenja prouzrokovanih okluzijom perifernih
vena, kod vertiga i poremecaja sluha. Nedavnim ispitivanjima flavonoida kvercetina
dokazano je da $titi lipozomsku membranu koja se sastoji od fosfatidil holina, od
UV indukovane peroksidacije. Utvrdena je antioksidativna aktivnost i sposobnost
vezivanja hidroksil, superoksid i peroksil radikala ekstrakta Ginkgo biloba koji je
sadrzao 0,99 ng/mg fenola i 0,44 pg/mg flavonoida. Testom hemiluminiscencije
utvrden je visok nivo sposobnosti hvatanja slobodnih radikala ekstrakta GB, dok je
DPPH’ testom utvrdena sposobnost doniranja H jona od 88 % merena na 517 nm.
Na izolovanim mitohondrijama jetre pacova pokazana je sposobnost inhibicije
lipidne peroksidacije, $to je veoma znacajno s obzirom da ovaj proces ucestvuje u
mnogobrojnim reakcijama koje su povezane sa oksidativnim stresom i cesto se
povezuju sa celijskom smrti. /n vitro ispitivanjima na modelu humane koze
potvrdeno je da flavonoid kvercetin moze prodreti kroz stratum korneum do dubljih
slojeva koze.

Ovi rezultati dobijeni razli¢itim metodama sugeriSu da se ekstrakt Ginkgo
biloba L. Ginkgoaceae zahvaljujuéi visokom sadrzaju polifenola i flavonoida kao
potentni antioksidans moze Koristiti u formulacijama za lokalnu primenu u cilju
zastite koZe od osteéenja uzrokovanim UV zracenjem.
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CITOTOKSICNI I ANTIOKSIDATIVNI-PROOKSIDATIVNI EFEKTI
DERIVATA KUMARINA NA CELIJSKOJ LINIJI HUMANOG KOLON
KANCERA HCT-116

Marko Zivanovigﬁl, Jelena Kogari¢', Dragana Sekli¢', Danijela Cvetkovi¢', Milena
Cur¢i¢', Slobodan Sukdolak® i Snezana Markovi¢'

'Univerzitet u Kragujeveu, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za biologiju i ekologiju, Radoja
Domanovica 12, 34000 Kragujevac, Srbija;

2Univerzitet u Kragujevcu, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za hemiju, Radoja Domanovica
12, 34000 Kragujevac, Srbija.

Kumarini su klasa hemijskih jedinjenja Siroko rasprostranjenih u biljnom
svetu. Kumarini pokazuju izuzetan niz biohemijskih i farmakoloskih aktivnosti.
Poznato je dejstvo derivata kumarina u farmaceutskoj industriji, gde se koriste za
tretiranje razli¢itih disfunkcija organizma, ukljucujuéi i tumor. Razvoj sinteze i
modifikacije kumarina kao antioksidanasa izazvao je veliko interesovanje u
poslednjoj dekadi.

Cilj rada bio je ispitivanje citotoksi¢nih i antioksidativnih—prooksidativnih
efekata na celijskoj liniji humanog kolon kancera HCT-116. Citotoksi¢nost (MTT
test) 1 parametri redoks statusa, tj. NBT test za odredivanje koncentracije superoksid
anjon radikala (O, ), Griess test za odredivanje koncentracije nitrita i GSH test za
odredivanje koncentracije redukovanog glutationa (GSH), nakon 24h i nakon 72h
pokazuju citotoksic¢no i antioksidaciono/prooksidaciono dejstvo koje je u korelaciji
sa hemijskom strukturom ispitivanih derivata. Derivati sa amino, imino i nitro
grupom vezanom na tiazol kumarin (polarniji derivati) pokazuju statisticki
znacajnije povecanje u sadrzaju O, , kao i znacajniju citotoksi¢nost. Manje polarni
derivati ne pokazuju znacajnu promenu sadrzaja O, , kao ni znacajniju
citotoksi¢nost. Kao kod MTT i NBT testa, Griess test indikativno pokazuje sli¢an
efekat, sa jasnom razlikom izmedu ispitivanih derivata. Sa povecanjem
koncentracije manje polarnih kumarina smanjuje se koncentracija nitrita, indikatora
azot monoksida (NO), §to je u korelaciji sa poznatom ¢injenicom da O, poseduje
izuzetno visok afinitet prema NO. Sa druge strane, polarnija jedinjenja smanjujuéi
koncentraciju O, sinergisti¢ki uti€u na povecanje sadrzaja NO. Sli¢no kao kod
pracenja sadrzaja NO, ispitivani kumarini sinergisticki uticu na smanjenje sadrzaja
GSH kod manje polarnih derivata ili pak na poveéavanje sadrzaja GSH kod vise
polarnih derivata.

Bez sumnje, sadrzajnije razumevanje mehanizama delovanja prirodnih
kumarina i njihovih sintetickih derivata moze ponuditi osnovu za jedan racionalniji
pristup u ispitivanju bioloske aktivnosti ove klase jedinjenja.
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REMODELIRANJE MITOHONDRIJA ACINUSNIH CELIJA PANKREASA
PACOVA U DIJABETESU INDUKOVANOM ALOKSANOM

Mila Pajeviél’z, Ana Stangié?, Igor Goli¢!, Milica Markeli¢ !, Ksenija Velickovi¢ ! Aleksandra
Jankovié®, Milica Vuceti¢®, Vesna Otasevic®, Biljana Buzadzi¢®, Bato Kora¢'” i Aleksandra
Kora¢'

!Univerzitet u Beogradu, Bioloski fakultet, Studentski trg 16, 11000 Beograd, Srbija;

Klinicki centar Srbije, Sluzba za patohistologiju, Koste Todoroviéa 6, 11000 Beograd, Srbija;
SUniverzitet u Beogradu, Institut za bioloSka istraZivanja ,,Sinisa Stankovic¢ ', Bulevar despota
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Za razliku od dobro prouCenih promena mitohondrija beta celija
Langerhansovih ostrvaca u dijabetesu, malo je podataka o njihovim promenama u
acinusnim c¢elijama egzokrinog pankreasa. Zato je cilj ovog rada bio ispitivanje
promena mitohondrialne populacije acinusnih ¢éelija pankreasa pacova u dijabetesu
izazvanom aloksanom.

U eksperimentu su koriS¢eni muzjaci pacova Mill Hill soja. Dijabetes je
indukovan jednokratnim davanjem aloksana subkutano u dozi 120 mg/kg telesne
mase. Nakon Zrtvovanja, pankreas je izolovan, fiksiran u 2.5% glutaraldehidu u
0.1M fosfatnom puferu, postfiksiran 2% osmijum tetraoksidom u istom puferu i
rutinskim postupkom ukalupljen u Araldit.

Volumenska gustina mitohondrija i broj mitohondrijalnih profila
odredivani su sa elektron-mikrografija istovetnog uvelicanja metodom Weibl-a.
Acinusne ¢elije pankreasa pacova u dijabetesu pokazale su izmenjenu morfologiju
na nivou mitohondrijalne populacije. U dijabetesu se statisticki zna¢ajno povecava
broj mitohondrijalnih profila kao i njihov udeo u volumenu ¢elije. Za razliku od
kontrolnih filamentoznih mitohondrija sa malim brojem kristi i tamnog matriksa,
mitohondrije acinusnih ¢elija u dijabetesu su okruglaste, sa ve¢im brojem kristi i
prosvetljenog, nabubrelog matriksa.

Dobijeni rezultati pokazuju da dijabetes podjednako nepovoljno uti¢e i na
egzokrini pancreas, da je efekat na mitohondrijama u pravcu mitohondrijalnog
uvecanja/bubrenja i neocekivano, u pravcu paralelnog uvecanja volumenskog udela
1 broja profila mitohondrija u ¢eliji. Takode, pokazana je razlika mitohondrijalnog
kompartmenta u jedno- i dvo-jedarnim acinusnim ¢elijama.
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UKLANJANJE SUPEROKSIDNOG ANJONA (0;") SMANJUJE LIPIDNU
PEROKSIDACIJU I POVECAVA AKTIVNOST KATALAZE KOD
PACOVA SA URODENOM HIPERTENZIJOM (SHR) SA AKUTNOM
BUBREZNOM INSUFICIJENCIJOM (ABI)

Milan Ivanov, Purdica Jovovi¢, Nevena Mihailovié-Stanojevic¢, Jelica Gruji¢ Milanovié,
Danijela Karanovié, Una-Jovana Vaji¢ i Zoran Miloradovié

Univerzitet u Beogradu, Institut za medicinska istrazivanja, Dr Subotica 4, 11000 Beograd,
Srbija.

Pacijenti sa ve¢ postojecom hipertenzijom imaju poseban rizik od smrtnog
ishoda usled nastanka akutne bubrezne insuficijencije (ABI). Lipidna peroksidacija i
reaktivne vrste kisonika mogu imati vaznu ulogu u nastanku i razvoju osteCenja organa
usled ishemije. Cilj nase studije je bio da ispitamo ulogu O,  na aktivnost enzima
oksidativne zastite i na stepen lipidne peroksidacije kod SHR sa ABI.

Eksperiment je izveden na anesteziranim, Sest meseci starim muskim SHR.
Desni bubreg je hirurski uklonjen, a leva bubrezna arterija klemovana u trajanju od 40
minuta. Za sakupljanje O,” koristili smo mimetik enzima superoksid dismutaze —
tempol. SHR su bili podeljeni u tri eksperimentalne grupe: lazno operisane zivotinje
(SHAM; n=7); grupa sa ABI (ABI; n=9); i pacovi sa ABI tretirani tempolom
(160mg/kg/b.w.) (ABI+TEM; n=8). Tempol je davan infuzijom u trajanju od 5 minuta
pre i 175 minuta nakon reperfuzije. Uzorci krvi sakupljani su 24 ¢asa nakon reperfuzije.
Aktivnost enzima antioksidativne zastite (superoksid dismutaze-SOD; katalaza-CAT;
glutation peroksidaze-GSH-Px, glutation reduktaze-GR) i vrednosti reaktivnih supstanci
tiobarbituratne kiseline (TBARS) odredivali smo spektrofotometrijski.

SHAM ABI ABI+TEM
umol H oc/r?lﬁvg HB10* 22.1546.06 14.32£291 27.55+6.36"
22/
umol N/i}lggil};r);in/g Hb 10.87+3.4 895+1.7 124+ 1.8
GR
ymol NADPH/min/g Hb 10* 5.0£2.1 26+1.1 11402
Eﬁﬁﬁi 7284038 10.54 +0.91* 724 +0.56"

*p <0.05vs. SHAM; # p < 0.05 vs. ABI
Nasi rezultati ukazuju da uklanjanje O, dovodi do smanjenja lipidne
perroksidacije i povecanja aktivnosti enzima katalaze kod pacova sa urodenom
hipertenzijom kod kojih je doslo do razvoja ABI. Ovo ukazuje da reaktivne vrste
kiseonika mogu imati bitnu ulogu u nastanku i razvoju ABI u ishemi¢nim
eksperimentalnim uslovima.
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PROOKSIDATIVNI EFEKAT I CI',I‘OTOKSI(VJNOST EKSTRAKATA
BILJKE Ligustrum vulgare L. NA CELIJE KARCINOMA KOLONA

Milena Curci¢, Milan Stankovi¢, Danijela Cvetkovié¢, Marko Zivanovié i Snezana
Markovié

Univerzitet u Kragujevcu, Pririodno-matematicki fakultet, Institut za biologiju i ekologiju, Radoja
Domanovica 12, 34000 Kragujevac, Srbija.

Ligustrum vulgare L. je Siroko rasprostranjena zbunasta biljka iz familije
Oleaceae, koja je zbog prisustva velikog broja bioaktivnih supstanci nasla primenu
u narodnoj medicini 1 farmaciji. Cilj istrazivanja je ispitivanje citotoksi¢nosti
metanolnog, etilacetonskog i acetonskog ekstrakta biljke L. vulgare 1 uticaja na
redoks status ¢elija karcinoma debelog creva (SW480 celija), nakon 24 1 72 sata.

Citotoksi¢nost je odredivana MTT testom citotoksi¢nosti. Koncentracije
superoksid anjon radikala (O,"), azot oksida (NO) i redukovanog glutationa (GSH)
odredivane su spektrofotometrijski. Proteinska ekspresija inducibilne azot oksid
sintaze (iNOS) odredivana je imunoflorescencom.

Citotoksi¢ni efekti su izrazeni preko ICsy vrednosti, koncentracije koja
ubija 50% Ccelija. Svi ekstrakti dozno i vremenski zavisno inhibiraju ¢elijski rast.
Najbolju aktivnost pokazuje acetonski ekstrakt nakon 72 sata sa I1Csy vrednosti od
0.64 pg/ml, Sto predstavlja veoma dobru citotoksi¢nost. Dobijeni rezultati pokazuju
da ekstrakti povecavaju koncentraciju O, i GSH u tretiranim ¢elijama, inhibiraju
proteinsku ekspresiju iNOS i time dovode do snizavanja koncentracije NO.
Ispitivani parametri ukazuju na prisustvo oksidativnog stresa u tretiranim ¢elijama i
na prooksidaciona svojstva ekstrakata §to je u vezi sa njihovom citotoksi¢noscu.

Na osnovu dobijenih rezultata biljka L. vulgare treba biti razmatrana kao
mogué izvor bioaktivnih supstanci koje doprinose citotoksi¢nosti na celijama
karcinoma kolona.
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ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST METANOLNIH EKSTRAKATA
BILJNE VRSTE Salvia verbenaca L.

Milica Kostié!, Bojan Zlatkovié?, Bojana Miladinovié', Dragana Pavlovi¢', Milica
Milutinovi¢!, Milica B. Petrovi¢' i Duganka Kitié!

!Univerzitet u Nisu, Medicinski fakultet, Bul. Zorana Dindi¢a 81, 18000 Nis, Srbija;
2Univerzitet u Nisu, Prirodno-matematicki fakultet, Visegradska 33, 18000 Nis, Srbija.

Biljne vrste roda Salvia L. predstavljaju znacajan izvor prirodnih
antioksidanasa i konzervanasa koji se vekovima koriste u ishrani i proizvodnji
lekovitih preparata. Salvia verbenaca L. familija Lamiaceae, je aromaticna biljna
vrsta koja prema dosadasnjim ispitivanjima ispoljava antiinflamatorni,
antioksidativni, antimikrobni, antimalarijski 1 citotoksi¢ni efekat. Cilj ovog
istrazivanja je definisati antioksidativni kapacitet metanolnih ekstrakata
pripremljenih od nadzemnih delova biljne vrste S. verbenaca koji su sakupljani u
punoj fazi cvetanja na teritoriji grada Nisa.

Suvi biljni materijal je ekstrahovan apsolutnim i 80% metanolom u odnosu
1:10, maceracijom i metodom ultrazvuka. Antioksidativni kapacitet dobijenih
ekstrakata ocenjen je pomocu dva in vitro komplementarna testa u kojima je
pracena sposobnost "hvatanja" slobodnih radikala u 2,2-difenilpikrilhidrazil
(DPPH) sistemu, kao i inhibicija lipidne peroksidacije u S-karoten/linolna kiselina
(BK) modelu.

Rezultati su predstavljeni kao koncentracija ekstrakta koja ostvaruje 50%
inhibicije slobodnih radikala (ICsp). Svi ekstrakti su ispoljili znacajni
antioksidativni potencijal, a ekstrakt dobijen 80% metanolom postupkom
maceracije je pokazao najjaci, statisti¢ki znacajan efekat u oba ispitivana sistema sa
vrednostima 1Csy od 4.63+0.18 pg/mL u DPPH modelu i 22.69+2.60 pg/mL u BK
modelu (ANOVA, Duncan test, p<0.05).

Metanolni ekstrakti biljne vrste S. verbenaca su efikasni "hvataéi"
slobodnih radikala i inhibitori lipidne peroksidacije, medutim neophodno je
sprovesti dalja istrazivanja kojim bi se potvrdila njihova netoksi¢nost i bezbednost
kako bi nasli potencijalno mesto za primenu u humanoj populaciji.
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ISPITIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI SOKA ARONIJE
(Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott)

Milica Milutinovi¢', Suzana Brankovi¢!, Katarina Savikin®, Gordana Zdunié?, Dragana
! Milica Kosti¢', Bojana Miladinovi¢' i Duanka Kiti¢'

!Univerzitet u Nisu, Medicinski fakultet, Bul. Zorana Dindi¢a 81, 18000 Nis, Srbija;
2Institut za proucavanje lekovitog bilja dr ,,Josif Panci¢”, Tadeusa KoSéuska 1, 11000 Beograd,
Srbija.

Aronija (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott, Rosaceae) je biljna vrsta
koja se koristi u ishrani, ali se poslednjih godina primenjuje i u savremenoj
fitoterapiji u prevenciji mnogih hroni¢nih nezaraznih bolesti. Brojna su istrazivanja
koja potvrduju farmakoloSka dejstva ove biljne vrste (kardioprotektivno,
gastroprotektivno, hepatoprotektivno, hipoglikemijsko, antiinflamatorno,
antioksidativno, antimutageno i antikancerogeno).

Cilj ovog rada bio je ispitivanje antioksidativne aktivnosti soka, koji je
dobijen od plodova aronije sakupljanih sa plantaze na planini Suvobor (750 m) u
Srbiji. Svezi plodovi su gnjeCeni i cedeni kroz horizontalnu presu. Sok je filtriran i
pasterizovan na 80°C tokom 10 min i cuvan na temperaturi od 4°C do
eksperimenta.  Antioksidativna  aktivnost odredivana je pomocu dve
komplementarne metode, in vitro, DPPH testom kojim je pracena sposobnost
“hvatanja” slobodnih radikala u 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH) sistemu i
procenom inhibicije lipidne peroksidacije koja je izvrSena u skaldu sa modelom f-
karoten/linolna kiselina. Kao pozitivna kontrola koriséen je Trolox.

Koncentracija soka aronije koja je bila dovoljna da inhibira stvaranje 50%
DPPH-radikala (ICsp) bila je 1.25 + 0.08 mg/ml. Kod modela fS-karoten/linolna
kiselina, ICs, vrednost koncentracije soka iznosila je 1.73 + 0.07 mg/ml. Trolox je
ispoljio bolju aktivnost kod modela pS-karoten/linolna kiselina, u poredenju sa
DPPH testom (1.69 +£0.1116.15 +0.64).

Rezultati pokazuju da sok aronije ispoljava znacajnu antioksidativnu
aktivnost, a smatra se da je ona u najvecoj meri posledica prisustva polifenolnih
jedinjenja, prvenstveno antocijana, sa visokim antioksidativnim kapacitetom.
Potrebno je izvrSiti in vivo eksperimente kako bi se ovaj preparat sa sigurno$cu
mogao primenjivati u terapiji.
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PROOKSIDATIVNI EFEKTI KADMIJUMA U CELIJAMA
CITOTROFOBLASTA MISA

Milica G. Paunovié¢!, Milo§ M. Matié!, Nata§aVZ.V130rdeViéz,
Goran M. Babi¢**, Branka I. Ognjanovi¢', Andra$ S. Stajn'i Zorica S. Saigi¢’

'Univerzitet u Kragujevcu, Prirodno matematicki fakultet, Institut za biologiju i ekologiju, Radoja
Domanovica 12, 34000 Kragujevac, Srbija;

’Drzavni univerzitet u Novom Pazaru, Departman za biomedicinske nauke, Vuka Karadzi¢a bb,
36300 Novi Pazar, Srbija;

3Klinicki centar u Kragujeveu, Odeljenje za akuserstvo i ginekologiju, Zmaj Jovina 30, 34000
Kragujevac, Srbija;

*Univerzitet u Kragujevcu, Fakultet medicinskih nauka, Svetozara Markoviéa 69, 34000
Kragujevac, Srbija;

SUniverzitet u Beogradu, Institut za bioloska istrazivanja ,, Sinisa Stankovi¢”, Departman za
fiziologiju, Bulevar despota Stefana 142, 11060 Beograd, Srbija.

Optimalna invazija trofoblasta neophodna je =za pravilan proces
placentacije u ranim fazama graviditeta. Kadmijum (Cd) je toksi¢an teski metal
siroko zastupljen u zivotnoj sredini. Jedan od glavnih izvora Cd je duvanski dim.
Izlaganje trudnica duvanskom dimu moze da poremeti funkcionisanje feto-
placentalne jedinice negativno uti¢uci na razvoj embriona.

Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita uticaj razlicitih koncentracija Cd
(od 0 do 5 uM) na oksidativno/antioksidativni status ¢elija trofoblasta misa.

Celije su izlagane rastu¢im koncentracijama Cd (0.25 pM, 0.5 uM, 2.5 pM,
5 uM) u trajanju od 24 h. Nakon tretmana u Celijama su odredivane koncentracije
slede¢ih parametara: superoksid anjon radikala (O,"), vodonik peroksida (H,0,),
nitrita (NO;"), redukovanog glutationa (GSH) 1 oksidovanog glutationa (GSSG).

Dobijeni rezultati pokazuju povecanu produkciju O, 1 NO, u Celijama
trofoblasta tretiranim visokim koncentracijama Cd u odnosu na kontrolnu grupu
¢elija. Tretman Cd nije znacajno uticao na promenu koncentracije H,O, dok je
dozno zavisno stimulisao produkciju GSH i GSSG.

Ovi rezultati pokazuju da je oksidativni stres u trofoblastima
proporcionalan koncentraciji Cd kojima su éelije izlagane. Poremeceni redoks
metabolizam u trofoblastima moze da uzrokuje promenu migratornog kapaciteta
trofoblasta, a samim tim 1 neadekvatnu placentaciju.
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ANTIDIJABETOGENO DEJSTVO METANOLSKOG EKSTRAKTA
Origanum vulgare

Stojanovié

Univerzitet u Beogradu, Instutut za bioloska istraZivanja ,,Sinisa Stankovi¢”, Bulevar despota
Stefana 142, 11060 Beograd, Srbija.

Dijabetes tip 1 (T1D) je autoimunski inflamatorni poremecaj koji nastaje
kao posledica destrukcije pankreasnih beta ¢elija od strane ¢elija imunskog sistema
i njihovih medijatora. Kao izvor novih terapijskih pristupa u leenju T1D cesto se
koriste biljke 1 njihovi ekstrakti. Cilj ove studije bio je ispitivanje dejstva
metanolskog ekstrakta Origanum vulgare (OE) na razvoj eksperimentalog T1D
miseva.

OE je pripremljen od lis¢a O. vulgare, sekvencijalnom ekstrakcijom u
Cetiri rastvaraca rastuce polarnosti (heksan, etil-acetat, dihlor-metan i metanol). /n
vitro efekti OE praceni su merenjem proliferacije (MTT test) i produkcije citokina
(ELISA) od strane splenocita, produkcije azot monoksida (NO) peritonealnih ¢éelija
(Griess reakcija), kao 1 prezivljavanja pankreasnih beta celija u prisustvu
citotoksi¢nih citokina (histon-DNK ELISA). T1D je izazvan viSestrukim malim
dozama streptozotocina (VMDS) u miSevima soja C57BL/6, a procena
potencijalnog anti-dijabetogenog efekta OE vrSena je merenjem nivoa glukoze u
krvi nakon desetodnevne primene OE. Ex vivo analiza produkcije citokina
splenocita (ELISA) i aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD) (metoda po Sun) u
pankreasnim beta ¢elijama vrSena je 10. dana po indukeciji bolesti.

Primena OE in vitro nije promenila bazalnu ni proliferaciju slezinskih
¢elija stimulisanih konkanavalinom A, dok je smanjila sekreciju IL-17, bez uticaja
na sekreciju IFN-y i IL-2. OE je redukovao citocidnu funkciju peritonealnih
makrofaga smanjenjem njihove produkcije NO. Takode, OE je sacuvao pankreasne
beta celije od citotoksicnog dejstva citokina. /n vivo tretman OE znacajno je
smanjio klinicke znake bolesti uz ocuvanje koncentracije insulina na fizioloskom
nivou. Ex vivo analiza je ukazala na znacajno smanjenje sekrecije IL-17, dok je
aktivnost SOD u pankreasnim beta Celijama bila znacajno veca u grupi miSeva
tretiranih OE u odnosu na VMDS grupu.

Pored citoprotektivnog i imunomodulatornog dejstva OE in vitro, pokazano
je 1 antidijabetogeno dejstvo OE koje je ostvareno blokadom Thl7 imunskog
odgovora kao i pove¢anjem aktivnosti SOD koje je imalo protektivni efekat na beta
¢elije pankreasa.

Rad je finansiran sa projekta OI 173013.
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EFEKAT HIPOKSIJE NA REDOKS STATUS MISIJIH TROFOBLASTA

Milo§ M. Mati¢', Milica G. Paunovi¢', Natasa Z. Pordevi¢?, Goran M. Babi¢**, Branka
I. Ognjanovié', Andras S. Stajn' i Zorica S. Sai¢i¢’

"Univerzitet u Kragujevcu, Prirodno-matematicki fakultet, Institut za biologiju i ekologiju, Radoja
Domanovica 12, 34000 Kragujevac, Srbija;

’Drzavni univerzitet u Novom Pazaru, Departman za biomedicinske nauke, Vuka Karadzi¢a bb,
36300 Novi Pazar, Srbija;

Klinicki centar u Kragujeveu, Odeljenje za akuSerstvo i ginekologiju, Zmaj Jovina 30, 34000
Kragujevac, Srbija;

*Univerzitet u Kragujevcu, Fakultet medicinskih nauka, Svetozara Markovica 69, 34000
Kragujevac, Srbija;

SUniverzitet u Beogradu, Institut za bioloSka istrazivanja ,,Sinisa Stankovi¢”, Bulevar despota
Stefana 142, 11060 Beograd, Srbija.

Trofoblasti su Celije koje karakteriSe visok invazivni potencijal, veliki
kapacitet za transcelularni transport materija i produkcija hormona neophodnih za
odrzavanje trudnoée i adaptaciju organizma majke na fizioloske promene tokom
graviditeta. Rani razvoj placentalnih resica odvija se u hipoksi¢nim uslovima zbog
Cega se smatra da sadrzaj kiseonika u placenti ima vaznu ulogu u diferencijaciji i
proliferaciji trofoblasta.

Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita uticaj hipoksije na
oksidativno/antioksidativni status ¢elija trofoblasta. U cilju indukovanja hipoksije u
medijum za kulturu ¢elija dodat je kobalt hlorid (CoCl,), a tretman je izveden u
SC4235. Kontrolna grupa celija gajena je u ¢istom medijumu. Nakon tretmana u
¢elijama su odredivane koncentracije slede¢ih parametara: vodonik peroksida
(H,0,), nitrita (NO,) — indikatora koncentracije NO, redukovanog glutationa
(GSH) 1 oksidovanog glutationa (GSSG).

Rezultati ove studije pokazuju da hipoksija izaziva statisticki znacajan
porast produkcije NO, dok ne uti¢e na promenu koncentracije H,O,, GSH i GSSG u
trofoblastima. Oc¢uvana redoks ravnoteza i povecana produkcija NO, koji je vazan
signalni molekul u ¢elijama trofoblasta, ukazuje na znacajnu regulatornu ulogu
hipoksije u ranim stadijumima placentacije.
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SADRZAJ cis- I trans-RESVERATROLA, UKUPNI POLIFENOLI I ANTI-
DPPH RADIKALSKA AKTIVNOST ODABRANIH UZORAKA VINA
VRANAC

Neda Dordevié', Marijana Zivkovié', Bojan Radovi¢?, Miroslav Novakovi¢', Jovana
Randelovi¢®, Boris Pejin* i Vele Tegevié”

'Univerzitet u Beogradu, Institut za hemiju, tehnologiju i metalurgiju - IHTM, Centar za hemiju,
Njegoseva 12, 11000 Beograd, Srbija;

2Univerzitet u Beogradu, Hemijski fakultet, Katedra za organsku hemiju, Studentski trg 16, 11158
Beograd, Srbija;

*Univerzitet u Beogradu, Fakultet za fizicku hemiju, Studentski trg 12-16, 11158 Beograd, Srbija;
*Univerzitet u Beogradu, Institut za multidisciplinarna istrazivanja - IMSI, Odsek za nauke o
zivim sistemima, Kneza Viseslava 1, 11030 Beograd, Srbija.

Dosadasnje studije bioloske aktivnosti resveratrola uglavnom su se
odnosile na njegov trans-izomer, pri ¢emu je akcenat stavljan na kardioprotektivni
efekat. Naime, broj nauénih publikacija koje za problematiku imaju cis-resveratrol
znacajno je manji i novijeg su datuma. U ovom radu prikazan je sadrzaj cis- i trans-
resveratrola kao 1 njihovih glukozida u devet odabranih uzoraka vina Vranac sa
podrucja Crne Gore (berbe 2010 - 2012), kao i procena antioksidativne aktivnosti
ovih vina u in vitro uslovima.

Sadrzaj izomernih oblika resveratrola i njihovih glukozida odreden je
te€no-masenom hromatografijom, a ukupnih polifenola spektrofotometrijski.
Antioksidativni potencijal, izraZen kroz anti-DPPH radikalsku aktivnost, takode je
analiziran spektrofotometrijski.

Sadrzaj cis-resveratrola bio je u opsegu 0.07 - 0.43 mg/L, trans-
resveratrola 0.22 - 0.74 mg/L, cis-resveratrol-glukozida 1,28-3,31 mg/L, trans-
resveratrol-glukozida 1,40-4,36 mg/L, a ukupnih polifenola 1513 - 2668 mg/L. U
svim uzorcima identifikovana su oba izomerna oblika datog prirodnog proizvoda sa
medusobnim frans/cis odnosom u opsegu 1.20 - 4.47 za slobodne i 0,65-1,96 za
glukozilovane. Veéina ispitivanih uzoraka pokazala je visoku anti-DPPH radikalsku
aktivnost (ECso™ 19.66 - 62.11 %) sa linearnom zavisno$¢éu od sadraja ukupnih
polifenola.

Dati rezultati proistekli su iz studije koja ima cilj da okarakteriSe hemijski
sastav 1 bioaktivnost crnogorskih vina i time pruzi znac¢ajan doprinos kako hemiji
hrane, tako i medicinskoj hemiji.

Rad je finansiran sa projekata: 172053, 173040 i 111 41005.
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DEGRADACIJA HLOROFILA POD DEJSTVOM VIDLJIVE SVETLOSTI 1
UVB ZRACENJA U VODENIM SISTEMIMA in vitro 1 in situ - OSVRT NA
UCESCE KISEONICNIH SLOBODNIH RADIKALA

Sanja M. Petrovié, Jelena B. Zvezdanovi¢ i Dejan Z. Markovi¢

Univerzitet u Nisu, Tehnoloski fakultet u Leskovcu, Bulevar Oslobodenja 124, 16000 Leskovac,
Srbija.

Hlorofil (Chl) spada u jedno od najvaznijih bio-organskih jedinjenja, pa je
ispitivanje njegove stabilnosti prema dejstvu sve aktuelnijeg ultra-violetnog B
(UVB) zracenja, od velike vaznosti. Hlorofil apsorbuje u UV-VIS spektralnoj
oblasti, poznat je fotosenzibilizator, te se njegova stabilnost zna¢ajno menja kada se
izlozi dejstvu VIS (vidljiva svetlost) i UVB zracenja. Degradacija Chl u vodenom
medijumu ispitivana je UV-VIS spektrofotometrijski: in vitro - kao posledica
dejstva VIS i UVB zracenja i in situ (u izolovanim fotosintetskim suborganelama,
tilakoidima) - kao posledica UVB zracenja, (izmereni fluks, od 12-14 W/mz).
Prisustvo kiseoni¢nih slobodnih radikala u UVB-ozra¢ivanim sistemima utvrdivano
je EPR tehnikom, koriséenjem tzv. ,hvataca spina®. Izvor Chl in vitro i in situ su
listovi spanaca (Spinacia oleracea L).

Rezultati UV-VIS spektrofotometrije pokazuju postepenu degradaciju Chl-
a sa porastom perioda ozra¢ivanja. Sa porastom energije zracenja (VIS < UVB),
raste procenat degradacije hlorofila - 20,53; 75,81; i 61,38 %, nakon 60 min VIS i
UVB-ozracivanja in vitro, kao i UVB-ozraCivanja in situ, respektivno. Produkcija
kiseoni¢nih, hidroksil i superoksid anjon radikala u vodenim suspenzijama tilakoida
pod dejstvom UVB-zracenja, potvrdena koris¢enjem EPR metode. Zahvaljujuéi
tome Sto ,,elektronski tok* u elektron-transportnom lancu fotosintetskog aparata (u
tilakoidima) pod dejstvom UV-zraenja moze biti naruSen, pojedine njegove
komponente su slobodne da ucestvuju u jednoelektronskoj redukceiji kiseonika do
ve¢ pomenutog superoksid anjon radikala, koji se dalje moze transformisati u ostale
reaktivne kiseoni¢ne vrste kao §to je hidroksil radikal; nezavisno od mehanizma
formiranja ovih vrsta, one mogu da ,napadaju” molekule Chl unutar tilakoida.
Odsustvo EPR-detekceije slobodnih radikala u rastvorima hlorofila in vitro upucuje
na mogucu dominaciju fotosenzibilizatorske funkcije Chl (pri ¢emu se kao jedna
mogucnost, gradi razorni singletni kiseonik koji povratno - razara Chl). Pod
dejstvom UVB ozracivanja, hlorofil je stabilniji in sifu: uredena organizacija Chl-
molekula unutar pigmentno- i metalo- proteinskih kompleksa u tilakoidima
predstavlja neku vrstu ,,zastite”, u odnosu na neuredenije, ,,ogoljene* molekule Chl
in vitro, u vodenom medijumu.

Rad je finansiran sa projekata: OI-172044 i TR-34012.
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HMGBI PROTEIN KAO INDIKATOR OSTECENJA JETRE UZROKOVANOG
OKSIDATIVNIM STRESOM TOKOM DIJABETESA

Sofija Jovanovi¢, Vesna Martinovi¢, Desanka Bogojevi¢, Svetlana Ivanovi¢ Mati¢, Anja Petrovi¢,
Goran Poznanovic i Ilijana Grigorov

Univerzitet u Beograd, Institut za bioloska istrazivanja ,,Sinisa Stankovi¢ “, Bulevar despota Stefana 142, 11060
Beograd, Srbjja.

Hipoinsulinemija i hiperglikemija koje nastaju tokom dijabetesa, uzrokuju pojavu
metabolickog 1 oksidativnog stresa koji dovode do stanja hroni¢ne inflamacije, progresivne
disfunkcije 1 oStecenja jetre. Za predikciju 1 prevenciju pojave dijabeticnih komplikacija u jetri
od interesa je identifikacija endogenih molekula koji svojim delovanjem doprinose njenom
ostecenju. U tom smislu izdvaja se protein HMGBI1. Prvobitno okarakterisan kao DNK-
vezujuci protein sa ulogom u organizaciji hromatinske strukture, HMGB1 moze biti prisutan u
ekstracelijskom miljeu gde ima ulogu proinflamatormog citokina i medijatora tkivnih ostecenja.
U vanéelijsku sredinu HMGB1 dospeva pasivno iz nekroznih ili ostecenih celija ili
regulisanom sekrecijom iz ¢elija izloZenih stresu. U ovom radu ispitivan je uticaj oksidativnog
statusa na subcelijsku lokalizaciju i ukupno prisustvo HMGBI proteina u jetri i serumu pacova
sa dijabetesom tipa I i promene nastale nakon tretmana dijabeti¢nih pacova sa antioksidansom
melatoninom.

Dijabetes tipa I uspostavljen je davanjem jednokratne doze streptozotocina (65
mg/kg) pacovima soja Wistar. Tretman kontrolnih i dijabeti¢nih pacova melatoninom (0.2
mg/kg) zapocet je tri dana pre indukcije dijabetesa i viSen je svakodnevno tokom 4 nedelje.
Dijabeti¢no stanje karakteriSe znacajan porast koncentracije vodonik peroksida (H;O,), i
superoksid anjon radikala (O,") u serumu, porast lipidne peroksidacije i pad aktivnosti
antioksidativnih enzima katalaze, superoksid dismutaza i glutation S transferaze u serumu i
jetri. Ovakav oksidativni status prati znaCajni porast koncentracije alanin aminotransferaze
(ALT), pokazatelja oSteéenja jetre, za oko 3.2 puta kao i znaCajan porast nivoa HMGBI
proteina (2.1 put) u serumu i ukupnim homogenatima jetre (2.3 puta). Imunohistohemijski
utvrdena je prevashodno citoplazmatska lokalizacija HMGBI1 proteina tokom dijabetesa. Bolji
oksidativni status uspostavljen tretmanom sa melatoninom dovodi do smanjenja oste¢enja jetre
Sto je praceno znacajnim smanjenjem nivoa HMGBI1 proteina u serumu i jetri i njegovim
zadrzavanjem u jedru Celija jetre.

Dobijeni rezultati ukazuju da prisustvo HMGBI proteina u serumu korelira sa
stepenom oksidativnog stresa 1 osteCenjem jetre Sto navodi na zakljucak da HMGBI1 protein
moze biti potencijalni prognosticki indikator tkivnih oStecenja kao i meta terapeutskog
delovanja kojim bi se menjala njegova lokalizovanost i aktivnost, a time i redukovala
disfunkcija jetre tokom dijabetesa.
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ULOGA POVISENE KONCENTRACIJE SLOBODNIH RADIKALA U
REZISTENCIJI NA KARMUSTIN I CISPLATIN KOD PACOVSKIH
GLIOMSKIH C6 CELIJA

Sonja Stojkovié, Ana Podolski-Renié, Jelena Dini¢, Zorica Milosevi¢, Jasna Bankovié,
Tijana Stankovié, Vedrana Milinkovi¢, Nikola Tani¢ i Milica Pesi¢

Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska istraZivanja ,,Sinisa Stankovi¢*, Bulevar despota
Stefana 142, 11060 Beograd, Srbija.

Poznato je da tumorske cdelije poseduju adaptivna svojstva koja im
omogucéavaju da prezive i umnoze se u stresnim uslovima nepovoljnim za opstanak
normalnih ¢elija. Primena hemioterapije moze dodatno doprineti vecoj otpornosti tj.
rezistenciji tumorskih ¢elija. U terapiji glioma najéesce se koristi alkiliraju¢i agens
3-bis-(2-hloroetil)-1-nitrozourea (BCNU), poznat i kao karmustin.

U cilju uspostavljanja novog rezistentnog fenotipa, tretirali smo C6
pacovske gliomske celije postepeno rastu¢im koncentracijama BCNU (10 —300
uM) u toku 9 meseci. Rezistencija na BCNU i cisplatin je utvrdena sulforodamin B
testom vijabilnosti, a razlika u ekspresiji apoptotskih gena izmedu polaznog
materijala (C6 celija) 1 celija kontinuirano tretiranih sa BCNU (RC6 Ccelija)
analizirana je RT-PCR metodom. Celijska smrt pod dejstvom BCNU ispitana je
aneksin V/propidijum jodid dvojnim bojenjem na protoénom citometru, dok je
stvaranje kiseoni¢nog anjona detektovano pomocu dihidroetidijuma na protocnom
citometru i fluorescentnom mikroskopu.

Prema dobijenim rezultatima, RC6 <elije poseduju znacajan stepen
rezistencije i na BCNU 1 na cisplatin. Razvoj rezistencije je pracen znacajnim
smanjenjem ekspresije proapoptotskog gena bad, kao i efektorske kaspaze 3.
Koncentracija BCNU efikasna u indukciji apoptoze kod C6 éelija pokazala se
potpuno neefikasnom kod RC6 ¢elija. Koncentracija kiseoni¢nog anjona kod RC6
¢elija znacajno je poviSena. Tretman sa BCNU i cisplatinom znacajno povecava
stvaranje kiseoni¢nog anjona kod C6 ¢elija, dok RC6 ¢elije ostaju skoro neosetljive
na dejstvo 4-5 puta visih koncentracija pomenutih agenasa.

Iz dobijenih rezultata proizilazi da kontinuirani tretman sa BCNU dovodi
do promena u osetljivosti na apoptozu, Sto je dodatno prac¢eno adaptacijom
novodobijenih rezistentnih ¢elja na prisustvo kiseoni¢nog anjona. Ove negativne
posledice hemioterapije treba imati u vidu i raditi na razvoju novih terapeutskih
modaliteta koji bi sprecili povecanje rezistencije ionako tesko lecivog oboljenja kao
Sto je gliom.
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AZOT OKSID I ¢cGMP IMAJU SUPROTNU ULOGU U REGULACIJI
TESTIKULARNE STEROIDOGENEZE KOD STARIH PACOVA

Srdan J. Sokanovi¢, Aleksandar Z. Baburski, Marija M. Janji¢, Natasa J. Stojkov,
Maja M. Bjeli¢, Silvana A. Andri¢ i Tatjana S. Kosti¢

Univerzitet u Novom Sadu, RES grupa, DBE, Prirodno-matematicki fakultet, Trg Dositeja
Obradovi¢a 2, 21 000 Novi Sad, Srbija.

Smanjena funkcionalnost Leydig-ovih ¢elija (LC) starih pacova, izraZzena u
smanjenom kapacitetu za produkciju androgena, predstavlja kompleksan fenomen
¢ije molekularne osnove nisu dovoljno razjasnjene. Cilj naseg rada bio je da se
ispita doprinos azot oksid-cGMP (NO-cGMP) signalnog puta u smanjenoj
funkcionalnosti LC tokom starenja.

Najvazniji rezultati nasih istrazivanja ukazuju da kod pacova soja Wistar
starosti od 15 do 24 meseca dolazi do statisticki znacajnog pada nivoa androgena u
LC, testisima i serumu. Pomenuti nizak nivo androgena pracen je povecanom
produkcijom NO, cGMP, poveéanom ekspresijom solubilne-guanilat ciklaze-1B i
protein-kinaze G1 (PKG1) u LC. Nizak nivo cAMP-a detektovan u LC starih
zivotinja verovatno je posledica ubrzane razgradnje usled poviSenog nivoa
ekspresije ¢cAMP-specificnih fosfodiesteraza, Pde4a i Pde4b. Takodje, tokom
starenja je zapazen nizak nivo ekspresije steroidogenih gena tj gena odgovornih za
transport holesterola u mitohondrije i1 njegovo prevodjenje do testosterona.
Izlaganje LC starog fenotipa (izolovanih od pacova starih 24 meseca) donoru NO je
dovelo do povecanja cGMP, smanjenja cAMP i dodatnog smanjenjenja produkcije
androgena. Potpuno suprotni efekti i poveéanje produkcije androgena, ustanovljeni
su pri izlaganju LC starog fenotipa analogu c¢GMP (8-Br-cGMP). Takode,
tromesecni 1 Sestomesecni in vivo tretman inhibicije fosfodiesteraze 5, sa
Sildenafilom (1.25 mg/kg telesne mase/dan), sproveden nad muzjacima pacova
starim 12 meseci, doveo je do: usporavanja pada produkcije androgena,
normalizovanja nivoa NO, cikli¢nih nukletida, ekspresije steroidogenih gena i
elemenata NO-cGMP signalonog puta.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da povi¢en nivo NO u LC starih
pacova doprinosi smanjenju steroidogene funkcije ovih ¢elija nezavisno od nivoa
c¢GMP. Sa druge strane, povecanje nivoa cGMP u LC znacajno usporava pad
steroidogenene funkcije LC izraen tokom starenja.

Rad je finansiran sa projekata: 1173057 i APV02397.
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ANTIOKSIDATIVNI EFEKTI SUPLEMENTACIJE RIBLJIM ULJEM U
KRVI PACOVA WISTAR SOJA

Tamara Popovic’l, Suntica Borozan?, Jasmina Debeljak Martagi¢!, Silvio de Luka® i
Marija Glibeti¢'

!Univerzitet u Beogradu, Institut za medicinska istrazivanja, Tadeusa Kosc¢uska 1, 11000
Beograd, Srbija;

2Univerzitet u Beogradu, Fakultet Veterinarske medicine, Bulevar oslobodjenja 18, 11000
Beograd, Srbija;

3Univerzitet u Beogradu, Medicinski Fakultet, Dr Suboti¢a 8, 11000 Beograd, Srbija.

Riblje ulje u svom sastavu ima dve dugolancane polinezasi¢ene masne
kiseline eikozapentaensku (EPA) i dokozaheksaensku (DHA). U sastavu kapsula
koje smo u eksperimentu koristile nalazila se i mala doza vitamina E koja ima
funkciju u sprecavanju autooksidacije ovih masnih kiselina. Ove masne Kkiseline
ulaze u sastav fosfolipida Ccelijskih membrana njihovu fluidnost, funkciju
membranskih enzima i receptora. Slobodno radikalske vrste izmedu ostalog mogu
nastati u toku procesa lipidne peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina.

Eksperimenti su izvedeni na Wistar pacovima, muzjacima starim 3 meseca
(220g). Zivotinje su podeljene u dve grupe. Kontrolna grupa (n=10) je primala
neograni¢eno vodu i standardnu laboratorijsku hranu. Tretirana grupa (n=10)
primala je riblje ulje u trajanju 6 nedelja (45mg EPA, 30mg DHA, dnevno). Svi
parametri u obe grupe mereni su na kraju eksperimenta po Zrtvovanju. Parametri
oksidativnog stresa u krvi odredivani su standardnim laboratorijskim kitovima, a
merenja su vr$ena na UV/VIS spektrofotometru i ELISA metodom.

Sest nedelja tretmana ribljim uljem izazvalo je znaajno smanjenje
(p<0.01) u koncentraciji produkata lipidne peroksidacije (MDA, nmol/gHb;
66.04+7.35 vs 49.93+£11.70), znacajno smanjenje (p<0.001) koncentracije nitrita
(umol/L;63.43+2.76 vs 56.86+3.66), povecanje aktivnosti (p<0.01) superoksid
dismutaze (SOD) ((IU/L) ; 290.15+ 18.5 vs 321.15+ 25.3) kao i aktivnosti katalaze
(CAT) (p<0.05) (41.66+4.1 vs 48.15£5.73). Nije nadjena statistiCka znacajnost u
koli¢ini tiolnih grupa (ukupnih) posle tretmana u odnosu na kontrolnu grupu.

Tretman ribljim uljem u trajanju od 6 nedelja u krvi pacova Wistar soja
starih 3 meseca imao je antioksidativni efekat, u vidu smanjenja lipidne
peroksidacije 1 koncentracije nitrita. Aktivnost enzima antioksidativne odbrane
(SOD, CAT) je povecana tretmanom dok se ukupne tiolne grupe nisu menjale.
Tretmanom ribljim uljem doslo je do smanjenja nastanka kako kiseoni¢nih tako i
reaktivnih vrsta azota.
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JEDINJENJE A, SELEKTIVNI AGONIST GLUKOKORTIKOIDNIH
RECEPTORA, SUPRIMIRA EKSPERIMENTALNI AUTOIMUNSKI
DIJABETES

.....

.....

Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska istraZivanja ,,Sinisa Stankovic¢*, Bulevar despota
Stefana 142, 11060 Beograd, Srbija.

Novi nesteroidni modulator glukokortikoidnih receptora, jedinjenje A (engl.
Compound A, CpdA), je sintetski analog prekursora hidroksi fenil aziridina poreklom iz
afriCke Zbunaste biljke Salsola tuberculatiformis Botschantzev. Posto CpdA poseduje
anti-inflamatorna svojstva, cilj ove studije bio je da ispita njegovu potencijalnu
aktivnost u farmakoloskom modelu T-zavisnog imuno-inflamatornog dijabetesa tipa 1.

Dijabetes tipa 1 indukovan je u miSevima C57BL/6 soja visestrukim malim
dozama streptozotocina. CpdA je davan 10 puta, pocevsi od prvog dana indukcije
bolesti. Bolest je praéena merenjem nivoa glukoze u krvi, a ex vivo analiza produkcije
NO (Gris), proliferacije (MTT), produkcije citokina (ELISA) i fenotipzacija celija
(protocna citofluorimetrija) radena je 10. dana po indukciji bolesti. Direktno dejstvo
CpdA na prezivljavanje beta celija u prisustvu koktela citotoksi¢nih citokina (TNF-
a+IL-1B+IFN-y) ispitano je in vitro na RINmSF 1 INS-1 ¢elijskim linijama insulinoma
(MTT).

Kratkotrajni profilakticki tretman CpdA trajno sprecava pojavu hiperglikemije.
Ex vivo analiza u ranoj fazi bolesti (10. dan) tokom aktivacije autoreaktivnih T limfocita
pokazala je da CpdA u slezinskim i peritonealnim makrofagima stimulise produkciju
NO, medijatora sa anti-proliferativnim i pro-apoptotskim dejstvima. Sledstveno tome,
CpdA suprimira ex vivo proliferaciju splenocita i smanjuje celularnost regionalnih
(pankreasnih) limfnih ¢vorova, u kojima se odigrava prezentacija (auto)antigena.
Takodje, CpdA smanjuje produkciju reprezentativnih proinflamatornih citokina IFN-y i
IL-17 u perifernim limfnim tkivima, dok potencira produkciju IL-2, neophodnog faktora
regulatornih T éelija. Kao posledica toga, infiltracija inflamatornih (auto-agresivnih)
¢elija u pankreas i ekspresija njihovih aktivacionih CD4CD25 markera znacajno su
smanjene. Medjutim, in vitro analiza je pokazala da CpdA, za razliku od kontrolnog
prednizolona, nije sacuvao beta ¢elije od citotoksiénog dejstva citokina.

Dejstvom na celije imunskog sistema CpdA smanjuje produkciju
proinflamatornih medijatora (citokina i NO) u perifernim tkivima i time sprecava dalji
razvoj autoagresivnih procesa usmerenih ka celijama endokrinog pankreasa. Stoga
CpdA moze imati terapeutski znacaj u autoimunskom dijabetesu i drugim imuno-
inflamatornim bolestima.

Rad je finansiran sa projekta #173013.
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POLIMORFIZAM GSTO2Asn142Asp MODIFIKUJE RIZIK ZA
NASTANAK SENILNE KATARAKTE

Tanja Radi¢', Vesna Cori¢', Miroslav Stamenkovi¢*?, Ivan Senéani¢?, Marija Pljesa-
Ercegovac', Marija Mati¢', Tatjana Simi¢'i Ana Savi¢-Radojevi¢'

Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Institut za medicinsku i klinicku biohemiju,
Pasterova 2, 11000 Beograd, Srbija;

’Klinicko-bolnicki centar Zvezdara, Univerzitetska ocna klinika, Dimitrija Tucovi¢a 161, 11000
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3 Univerzitet u Beogradu, Fakultet za specijalnu edukaciju i rehabilitaciju, Visokog Stevana 2,
11000 Beograd, Srbija.

Glutation S-transferaze omega-1 i omega-2 (GSTO1 i GSTO2) pripadaju
regeneraciju askorbata svojom dehidroaskorbat reduktaznom aktivno$¢u. Znacaj
polimorfizama GSTOI 154925 1 GSTO2 rs156697 ispitivan je do sada u
neurodegenerativnim bolestima. Uzimajuéi u obzir da je sofivo oka izloZeno
kontinuiranoj fotohemijskoj produkciji reaktivnih kiseoni¢nih vrsta,cilj je bio da se
ispita povezanost dva funkcionalna GSTO polimorfizma sa rizikom za nastanak
senilne katarakte.

Metodom PCR-RFLP (eng. polymerase chain reaction- restriction
fragment length polymorphism) odredeni su polimorfizmi: GSTOI 14925
(Alal40A4sp) 1 GSTOZ2 rs156697 (Asnl42A4sp), kod 100 pacijenata sa senilnom
kataraktom i 130 zdravih kontrola.

Prisustvo jednog mutiranog GSTO1 *4sp ili GSTO2*4sp alela ne modulira
rizik za nastanak senilne katarakte. Medutim, homozigotni nosioci
GSTO1*Asp/GSTO2*4sp haplo tipa imaju 3,42 puta vedi rizik za nastanak senilne
katarakte (95%CI1=0,84—13,93; p=0,086). Pusaci nosioci bar jednog mutiranog alela
GSTO2*Asp imaju znacajno veci rizik za nastanak senilne katarakte u poredenju sa
nepusacima sa wild type GSTO2*Asn/Asn genotipom (OR=6,89; 95%CI=1,81—
16,21; p=0,005). Takode, nosioci bar jednog mutiranog alela GSTO2*4sp koji su
profesionalno izlozeni UV zrafenju imaju znacajno povecan rizik za nastanak
senilne katarakte u poredenju sa osobama sa wild type GSTO2*Asn/Asn genotipom
koje nisu profesionalno izlozene UV zracenju (OR=4,10; 95%CI=1,23—
13,74;p=0,022). Mutirani GSTO2*4sp alel je najzastupljeniji kod pacijenata sa
nuklearnim tipom katarakte.

Dobijeni rezultati pokazuju da je mutirani GSTO2*A4sp genotip povezan sa
povecéanim rizikom za nastanak senilne katarakte kod pusaca i osoba profesionalno
izlozenih UV zracenju, $to moze biti posledica neefikasne regeneracije askorbata.
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ULOGA MITOHONDRIJA U FRAGMENTACIJI RANIH in vitro
HUMANIH EMBRIONA
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Stangi¢', Aleksandra Jankovi¢', Biljana Buzadzi¢', Ksenija Velickovié?, Milica
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Stefana 142, 11060 Beograd, Srbija;
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Vijabilnost i normalan razvoj preimplantacionih embriona u velikoj meri
odreden je aktivno$¢u mitohondrija. Saglasno tome, razli¢iti razvojni poremecaji
embriona, npr. letalni nivo fragmentacije, mogu biti posledica disfunkcija mitohondrija.
Budué¢i da mehanizmi fragmentacije in vifro embriona do danas nisu razjasnjeni,
sprovedena je studija sa ciljem da se ispita molekulska osnova fragmentacije embriona
sa posebnim akcentom na ukljucenost mitohondrija u ovom procesu.

U tu svrhu, ispitivani su transkripcioni profili faktora koji determiniSu
funkcionalnost mitohondrija (a) komponente elektron transportnog lanca — kompleks I,
citohrom b, kompleks IV i ATP sintaza, (b) nivo mitohondrijalne DNK (mtDNK), (c)
proteini koji reguliSu mitohondrijalnu dinamiku, mitofuzin 1 (Mfl) i Drpl (engl.
dynamin related protein 1) u Sestocelijskim nefragmentisanim (kontrola), nisko-
fragmentisanim (NF) i visoko-fragmentisanim (VF) humanim embrionima starosti 3
dana. Genska ekspresija enzima koji produkuju superoksid anjon radikal (O,) i azot
oksid ('NO) — NADPH oksidaze i NO sintaze (NOS) je takode izu¢avana, uzimajuci u
obzir ukljucenost reaktivnih vrsta u fragmentaciji.

Genska ekspresija komponenti kompleksa I i IV kodiranih mitohondrijalnim
genomom, citohroma b i mtDNK poveéana je kod VF embriona u poredenju sa
kontrolom i NF embrionima. Kod NF embriona ekspresija svih navedenih molekula je
niza u odnosu na kontrolu i VF embrione. Kod VF embriona snizenje Mfl ekspresije je
praceno povecanjem Drpl ekspresije. Suprotno, u NF embrionima ekspresija Mfl je
povecana, a Drpl snizena u odnosu na kontrolu. Povecanje ekspresije endotelijalne
NOS je zabelezeno kod oba tipa fragmentisanih embriona, pri ¢emu je vrednost
ekspresije znacajno niza kod NF u odnosu na VF embrione.

Rezultati ove studije ukazuju da je tokom ranog razvoja embriona svaka
neregularna transkripciona aktivacija komponenti elektron transportnog lanca kodiranih
mitohondrijalnim genomom povezana sa fragmentacijom embriona i da mitohondrijalna
dinamika korelira sa stepenom fragmentacije. Studija takode sugeriSe na ukljucenost
‘NO i O,” u fragmentaciji, jasno rasvetljavajuéi redoks-zavisnost ovog procesa.
Generalno, prikazana studija obezbeduje nova saznanja o ulozi mitohondrija u procesu
fragmentacije i ukazuje na nov redoks-senzitivan pristup za kontrolu ovog fenomena.
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