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Mojoj wmentopku, ap Cyzanm JKuBkoBuh, ca KOjOM caM HampaBWia IIpBe KOpake Yy
HAYYHOUCTP)KMBAYKOM pajay M KOja MH je TPY>KUJIa MOJAPIIKY U TOMOh y CBUM CerMEHTHMA U3pajie
OBe JucepTanuje ayryjem nocebny 3axBainHocT. Jp Anetu CaboibeBuh ce 3axBajbyjeM Ha momohu
U BpPEIHUM CaBeTHMMa TOKOM JOKTOPCKUX CTyIWja W HM3paje oBOT pama. HewsmepHo xBama p
Mapujaru Ckopuh Ha CBEYKYITHOM aHTaXOBamYy, MOAPIIINHM U Pa3yMeBamy KOje MU je Tpykaia
TOKOM IIeJIOT TyTa m3paje oBe aucepranuje. CpaadHo ce 3axBajbyjeM cBoM medy, ap Janujenn
Mummh, Ha yka3zaHOM IMOBepemYy, Uiejama, ToMohn u oxpabpemy Koje MU je HeceOMYHO naBaja.
XBana np Munopany Byjuunhy Ha nozapinu u 106poj capaambi TOKOM TOKTOPCKHUX CTYAH]a.

HckpeHo ce 3axBasbyjeM np Jparanun Matekayio Ha MPEeHECEHOM 3HaWby U CIIPEMHOCTH Jia TOMOTHE
NIPU pelllaBamby CBAKOT MpodiieMa Mpel KOjJHUM caM Ce Hallula y eKCIICPUMEHTATHOM pajly U MUCahY
nucepranyje. 3axBanHa cam Jp Jacmunu ['mamounuju, np Auu hupuh u ap Mapunu CokoBuh Ha
pealMzanMju eKclepuMeHata u3 oOjacTu aHTUMHKpoOHor nejctBa. [p VYpomy [ammhy ce
3axBaJbyjeM Ha IOMONM M aHTa)KOBamy TOKOM pean3allije XeMU]CKUX aHalu3a. 3axBajbyjeM ce JIp
Munany JlparuheBuhy Ha momohu y Be3u ca craTHCTHYKOM 00paaoMm moxaataka. p Mumwmm
PaguGparosuh ce 3axBasbyjem Ha momohu npmimkom 3D MozienoBama npoTenHa.

3axBaJHOCT JyryjeM u cBojuM kojerama jap bpanucnaBy Illunepy, np Cnasumm Jmutposuh, ap
Jacmunn Hectoposuh XKuskosuh, np Tujanu bamanan, np bussann @unmmnosuh, np Jenenn Casuh,
ap Cnahanu Tomoposuh, Habuny I"anaBenxwujy, Jlazapy HoBakosuhy, Tujann Huxomuh, Munanu
Jlykuh u Jlyku IlerpoBuhy u octanum xonerama Onesbema 3a pru3nonorujy 6uibaka Ha IpUjaTHO]
atMocepH, caBeTiMa U IOMOhH KOjJy Cy MU NPY>KUJIH.

Hp Munuuu Munyrunosuh n Henun Annumh, mojum cabopuuma, xBajla Ha HeceOMUHO] MoMohu y
MpeBa3HIaKeHhy CBUX MPENpeKa Ha KOje caM HaWIIIA.

Mojum nparum npujaressbuniama Haramm bojoBuh, ap JoBanu Xpyctuh u ap Jenenu l{BeTkoBuh
KOje cy Me XpaOpuiie, CTPIJbUBO Ciyllaje U Ouse y3 MeHe, BEJIMKO XBala.

WBanu u JoBaHy XBaya MITO Cy yBeK Ty (M KaJa Cy Jajeko) Aa mojaenuMo u TepeT u cpehy. bopky
HEU3MEPHO XBaja Ha Jby0aBH U CTPIJbEHY KOj€ UMa 3a MEHE.

Mojum poauressuma, Munmim 1 MoMumiTy XBajia Ha THXO] TOJAPIIIH, pa3yMeBamy U Jby0aBu KOjy
MU NIpYyXajy 0] HajpaHujer JeTumcTBa. lbrima nocsehyjem oBaj pas.



Yiora CCKOUPHUAOUTHUX ITTYKO3UAA U 6eTa-r.11yK03m[a3e y OﬂﬁpaMﬁeHOM OATOBOPY KHYHILIE
(Centaurium erythraea Rafn) Ha crpec noBpehuBamem

Caxerak

Centaurium erythraea Rafn (kuumma) je Oorar wm3BOp  (papMakoJOMIKM — 3HAYajHUX
CIeIMjaTu30BaHNX MeTabonuTa, yKIbyuyjyhu peHomne kucenune, paaBoHouzae u, y Hajpehoj mepu
cexoupuaonse. CEeKOMPUIOUIHU TIYKO3UAM CY MOHOTEPICHOMJHU MOJIEKYJIH YHMjU CE€ CKEJeT
3acHMBA Ha IUKJIoneHTaH-C-nmupany 3a koju je, Ha no3unju Cl Bezan moinekyn f-D riykosze. OBa
jeIumbEemha MOJIeKY SH3UMATCKO] XUIPOIU3U Y PEAKINjU ca €H3UMOM [-TIIYKO3Ua30M, MPU YeMy
ce ociiobahajy oarosapajyhu arfiikoHH KOjU C€ J1aJb€ YKJbYUYyjy y METaOOJUYKe Mpolece OUIbKE.
buocunTe3a u pasrpaima CeKOUPUAOUIA KO KHYUIE Cy KOOPIUHUCAHH TIPOIECH KOoju 00e30ehyjy
KOHCTUTYTHUBHO INPHCYCTBO OBHX TOPKHX MaTepHja y TKHMBHMa OHMJbKE, a YHja je MpUMapHa yjiora
ol0paHa on naroreHa u xepousopa. Kao oarosop Ha crpec nopehuBameM y JIMCTOBUMA KUYHUILIE
JI0J1a3H JI0 MHTEH3UBHUjE aKyMyJiallije CeKOMPUIOUIa, ITO je Pe3y/ITaT KaKo MojadyaHe eKCIpecuje
BehnHEe OMOCHMHTETCKUX TeHA, TAKO M CHIDKEHE eKCIpecHje [-TIyKo3uaa3e Koja KaTaluiyje HpBU
KOpak mUXO0Be pasrpagme. KoopamHucana ekcripecrdja OMOCHHTETCKMX T€Ha YKJbBYYCHUX Y
MeTa0OoJM3aM CEKOMPUIOUA PEryJicaHa je Ha TPAHCKPHUIIIMOHOM HHMBOY W Hajla3u Ce IMOJ
VTHIIAjeM CHUTHAIHOT TyTa jacMOHCKe KucenwHe. VneHTh(uKoBaHe Cy JBE BapHjaHTe eH3UMa [-
rnyko3unaza (CeBGLUL u CeBGLU2) kox kuumile Koje MOKa3yjy BHCOKY CHEHHU(UYHOCT Ka
CEKOUPHIOUTHUM TIYKO3UIMMA Kao CYINCTpaTy. XHUAPOJUTHYKAa (DYHKIHMja €H3uMa MmoTBpheHa je
IBbMXOBOM XETEPOJIOrOM eKcrpecrjoM y opranusmy nomahuny (Escherichia coli), npeuunirhaBamem
PEKOMOMHAHTHHX MTPOTEMHA U CH3UMATCKUM TECTOBHMA M3BEJICHUM Y yclIoBUMa IN Vitro. Pesynratu
JTOKTOPCKE JUCEepTallMje TMPYXajy OCHOBY 3a NPUMEHY METa0OJIMYKOT HHKCHECPHUHTA Y IUIbY
KOMEpIHjalTHE U OJIP’KUBE MPOU3BOIHE CEKOUPHION A U3 OOHOBJBMBHX H3BOPA.

Kibyune peun: Centaurium erythraea, ceKOMpHIOWIHM TIYKO3HUAH, [-TIIYKO3HIa3a, MEXaHHUYKa
MoBpe/Ia, eKCIpecHja reua, QyHKIIMOHAIHA KapaKTepu3alija reHa
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The role of secoiridoid glucosides and beta-glucosidase in common centaury (Centaurium
erythraea Rafn) defense response to wounding

Abstract

Centaurium erythraea Rafn (centaury) is a rich source of pharmaceutically active specialized
metabolites including phenolic acids, flavonoids and especially secoiridoids. Secoiridoid glucosides
are monoterpenoids based on a cyclopentan-C-pyran skeleton with the -D glucose linked at C1
position. These compounds are subjected to hydrolysis catalyzed by enzymes S-glucosidases, and
resulting aglycones could be subsequently directed towards different metabolic pathways in plants.
Coordinated metabolic processes, such as biosynthesis and catabolism of secoiridoid glucosides,
ensure constitutive presence of these bitter taste compounds in plant tissue, which play a decisive
role in the defense against pathogens and herbivores. Pronounced accumulation of secoiridoids in
centaury leaves observed during the response of plants to mechanical wounding was preceeded by
the strong induction of the majority of biosynthetic genes as well as by the down-regulation of /-
glucosidase, which catalyses the first step of secoiridoid glucosides catabolism. The expression of
secoiridoids biosynthetic genes during response to wounding appears to be coordinately up-
regulated and controlled at the transcriptional level, through the jasmonate signalling pathway. Two
centaury p-glucosidases (CeBGLU1l and CeBGLUZ2), showing high substrate specificity for
secoiridoid glucosides, were identified. Hydrolytic function of the two enzymes was confirmed by
heterologous expression of candidate genes in the host organism (Escherichia coli), purification of
recombinant proteins, and in vitro enzymatic assays. The results of the doctoral dissertation provide
the basis for the further application of metabolic engineering for commercial and sustainable
production of secoiridoids from renewable sources.

Keywords: Centaurium erythraea, secoiridoid glucosides, s-glucosidase, mechanical wounding,
gene expression, functional characterization of genes

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Plant physiology



Jlucra ckpahenuia

2 X YT - momyiora 3a rajeme OakTepuja

3D mopaenu - TpoAMMEH3MOHAIHN MOJIENTU IPOTENHA

4CL - 4-xymapous KoeH3uM A Jirasa

7DLGT - rmyko3untpancdepasza 7-1€0KCHIOTaHETUHCKE KUCETTUHE

7DLH - xunpokcunasa 7-1€0KCHUIIOTaHUHCKE KHCEIMHE

8HGO - 8-xuapokcurepaHuoJl OKCUIOPETYKTa3a

AACT - Tronasa aneroarerui KoeHzuma A

ABA - /enr. abscisic acid/ ancuucuHcKa KHucenuHa

ACACc-COA - arteroarnerii KOEH3UM A

Ac-Co-A - aneTnit KoeH3uM A

ANOVA - ananusa Bapujance

ANR - aHTOIIMjaHUIWH peayKTa3a

ANS - aHTOIIMjaHU/IMH CHHTa3a

APS - amonujym nepcyndar

Asn — acnaparud

BGLU - 6era-rmyko3uaasa

bHLH - /enr. basic helix-loop-helix/ bHLH rpyna tpanckpunmuonux daxropa
bp - /enr. base pair/ 6a3uu nap

bZIP - /enr. basic-leucine zipper/ tpanckpunuuonu dakrop bZIP

C3H - p-kymapar-3-xuapokcuiasza

C4H - nmunamar-4-xuapokcuiasza

CDNA - /enr. complementary DNA/ xommiementapua JJHK

CDP- ME - 4-(uutuaun 5'-nudocdo)-2-C-metun-D-epurpuron

CDP kuHa3za - /enr. calcium- dependent protein kinase/ kanuujym-e3yjyhe npoTeHHCKEe KHHA3E
CDP-MEZ2P - 2-pocdo-4-(uutuaun 5'-nudocdo)-2-C-metun-D-epurpurona
CHI - xaikoH nzomepasa

CHS - xankoH cuHTa3a

CMK - 4-(uutunus 5'-mudocdo)-2-C-metun-D-epurpuron kuHaza

COI1 - /enr. coronatine insensitive 1/ tpanckpumnionu ¢paktop COIL1

DAD - yarpasbybuuacTu A€TEKTOp ca BUIIE AUOAA

DAMP - /enr. damage associated molecular patterns/ mosnexkyaapHu MexaHu3aMu CrieuOUIHA
3a MeXaHU4Ko omreheme OUJbHOT TKHBA

DEPC - /enr. diethyl pyrocarbonate/ quetunnupokapboHat

DFR - nuxunpognaBoHon penykrasa

DMAPP - numerunamun audocdar

DMSO - gumeTwt cyndokcu

DXP - ne3oxcukcumirynoso ¢ocdar

DXR - ne3okcukcunynoso docdar peanykronsomepasa

DXS - ne3okcukcminyno3o ¢pocdar cuHTa3a

EDTA -etunen nuamuH TerpacupheTHa KHCeIrHa



ESI - enextpocnpej jonn3zanuja

F3H - ¢pnaBanon 3-xuapoxcunasza

FLS - ¢pnaBoHon cuHTa3za

FS - ¢aBon cunTaza

G10H - repanunoin-10-xugpokcunasa

G8O - repannon 8-okcunasza

GAP - rmunepannexuna-3-docdar

GES - repanunon cunrasa

GH - rnyko3uaHa Xxuaposias3a

GLR - /enr. glutamate receptor like proteins/ nporenHu ciau4nuu riayramary
Glu - rmyramMuHCKa KucearHa

Gly - rmunua

GPP - repannn qudocdar

GPPS - repanun gudocdar cuaTaza

HAMP - /enr. herbivory associated molecular patterns/ monekynapau MexaHu3zamu
crenupUIHA 32 Hamaa XepOuBopa

HDR - 4-xunpokcu-3-mMetunOyt-2-enunaudocdar peaykrasa
HDS - 4-xunpoxcu-3-meTmioy-2-eaunandocdar cuaTaza

His - xuctuana

HMBPP - 4-xuapoxkcu-3-metunoyt-2-eaunaudocdar

HMG-CO0A - XiuIpoKCcH-METHITITYTapHII KOCH3UM A

HMGR - penykrasza XuapoKcU-METHITTYTapuil KOCH3UM A
HMGS - cunTa3a XUAPOKCH-METHITIYTapUI KOSH3UM A

HTC - xuapokcurimaamMont Tpaicdepasa

IFS - uzodnaBoH cuHTa3za

lle - uzoneyiun

10 - upunons oxcuaaza

IPP - uzonenrenun audocdar

IPTG - u3o-npormin-fS-D-troranakro3na

IS - upugoun cunTasza

JA - /enr. jasmonic acid/ jacMOHCKa KHuCeTuHa

JA-lle - komyraT jacCMOHCKE KUCEITMHE U U30JICYIIMHA

JAM - /enr. jasmonate-associated MYC2- like/ tpanckpurimonu dakrop JAM
JAZ - /enr. jasmonate zim-domain/ tpanckpurnimonn paxtop JAZ
LAMT - MeTuntpancgepasa JoraHuHCKE KUCETHHE

LAR - neykoaHTOILIMjaHUIUH peyKTa3a

LB - Luria Bertani moaiora 3a rajeme 0aktepuja

LEA nporeunu - /enr. late embryogenesis abundant/ mpotentu koju ce HakyIbajy y dasu
KacHe eMOpHoTeHe3e

MA - /enr. Malt agar/ moanora 3a rajeme 6axtepuja MA

MAP kunasa - /enr. mitogen-activated protein kinases/ mporenHcke KHHa3€ aKTHBHPAHE
MHTOTCHOM

MBC - /enr. minimal bactericidial concentration/ munumainta GakTepuIIHA KOHIIEHTPAIH]ja
MCT - 2-C-metun-D-eputpuron 4-pocdar muruanmm Tpanchepasa



MECPP - 2-C-metun-D-eputputon 2,4-muknoaudocdar

MeJA - meTun jacMOHaT

MEP - metunepurpuron-gocdaTHu myT CHHTE3€ TepIieHa

MFC - /enr. minimal fungicidal concentrations/ MuaumainHa GyHruipIHa KOHIICHTPAIIH]ja
MHA - Muiller Hinton agar noyiora 3a rajeme 6aktepuja

MIA - /enr. monoterpenoid indole alkaloids/ MoHoTeprIEHOMIHN MHIOIHH AIKAIOUIH
MIC - /enr. minimal inhibitory concentration/ MmuHrMaHa HHXHOUTOPHA KOHTEHTpALIKja
MPDC - mudochomeBanonat Kuasza

MS menujym - /enr. Murashige and Skoog/ Meaujym 3a rajeme OMibaka y KyJaTypu in vitro
MVA - MeBaJlOHaTHHU IIyT CUHTE3€ TEPIICHA

MYB - /enr. myeloblastosis/ Tpaunckpumnimonu gpaxrop MYB

MYC2 - /enr. myelocytomatosis oncogene 2/ tpauckpuriuonu paxrop MYC2

NADP - aukoTrHAMH] aicHUH AUHYKIeoTU Pocdar

NADPH - penykoBanu 00JIMK HUKOTHHAMU/T aICHUH JUHYKIICOTH pocdaTa

NCBI - /enr. national center for biotechnology information/ maunonanau niearap
OMOTEXHOJIOUIKHX MOJIaTaKa

NFDM - /enr. non fat dry milk/ 6e3macHo miteko

OD - /enr. optical density/ ontuuka ryctuna

Orbitrap - xubpuaH1 MaceHH CIIEKTPOMETAp BUCOKE PE30ITyIIHje

ORCA - /enr. octadecanoid derivative responsive catharanthus apetala domain/
tpanckpunuuonu pakrop ORCA

PAL - ¢penunananH aMOHH]jyM Jinasza

PCR - /enr. polymerase chain reaction/ man4ana peakiyja mojmmepase

PDB - /enr. potato dextrose brot/ kpommup gekcTpo3Ha MoAJIora 3a rajehe MUKPOTJbHBa
PEP - docdhoenonnupysat

Phe - pennnananun

PMK - ¢pochomeBanonaT kuHasza

PNPG - 4-wutpodenun-f-D-rnykonupanosusn

PVDF - nonuBuHunuaeH ¢iayopun

gPCR - /enr. quantitative polymerase chain reaction/ kBaHTUTaTHBHA JIaHUYAHA PEaKI[Hja
noJmMepase

RNase A - pubonykieasza A

SCF - /ewr. skip-cullin-F-box/ myntu nporenncku komrmieke E3 yOukBUTHH nrrasa
SDS - /enr. sodium dodecyl sulfate/ natpujym goaenunin cyndar

SDS-PAGE - /enr. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis/ enekrpodopesa
Ha JIeHaTypuIryheM NoJIHaKpUIaMUIHOM Tely

Ser - cepun

SLS - cexonoranuH cuHTa3a

TEMED -terpameruneTuneniuaMuH

Thr - Tpeonnn

Tris - 2-aMHHO-2-XUAPOKCUMETHII-TIpOTan-1,3- 1ot

Trp - tpuntodan

TSB - Triptic Soy Broth moatora 3a rajeme O6akrepuja



UHPLC - /enr. ultra high performance liquid chromatography/ reuna xpomaTorpadwuja mou
YATpa BUCOKHUM IPUTHCKOM

UV - ynrpasbyOudacTu €0 CIIEKTpa CBETIIOCTH
Val - Banun

All - anureTpun

ATII - aneno3usn tpudocdar

BT - BuTekcun

I'JI - reHumonukpan

I'TILI - reHUUONIUKPUH

JK - enuacokcuaoraHnHCKa KHUCeInHA
JIHK - ne3oxkcupnOOHyKIEHHCKA KHCEeTUHA
EP - eputponenraypun

UK - u3oxkBepuuTpUH

JIOT - noranuna

ME - MeTaHOTHU €KCTPAKT KUUIUIIE

MK - meBajioHaT KMHAa3a

I1JI - moBpehenu mucToBU

PHK - pubonykiienHcka KucenuHa

CB - cBeposuna

CBM - cBepumjamapua

CJIOI - cexonoranua

XI'TI - XuapoJIn30BaHU TEHIIMONUKPHH
XME - xuaponrM30BaH METAHOJIHU €KCTPAKT KUYHUIIE
XCB - XuApoJIN30BaHU CBEPO3U]L

XCBM - xuaponu30BaHu CBEpLIMjaMapiH
LIJI - uenu 1ucTOBU



CAZIPXXAJ

I 210 3 1 ST PPV RPPRPR 1
1.1. Cenujain30BaHA METAOOHITH OFITBAKA ......eiuveeteerueeesseeasreasseeasseessesasseessesssseesssssnsessssesnsesssnsanes 1
1.1.1. TeprieHU — OMOCHHTE3a M KITACH(PIKALIF]A «...vvevvevvesreesresieesseessesseesseasnesseesseasnesseesnessnesseennes 4
O I O I 1) 1037117 9 0) 7 91 (OO OO OP R PPRP PPN 7
1.1.1.2. BUOCHHTE32 CEKOUPHIIOMIIA -...unvenereanreesureastesasseassesssseassesassesssessssesssessssesssessnsesssesanseans 8

1.1.2. ®enonHa jeaumbemba — KIACU(PUKALIN]A B OMOCHHTE3A ....vevveeiierrisieesieenesieesieenesinesseenens 10

1.2. buomnoika akTUBHOCT CTICIIH]ATU30BAHIX METAOOITHTA. ....c..veevveeneeesireareesieeaseesieesnseesseeseeens 11
1.2.1. AHTHOKCUTATHBHA AKTHBHOCT ... ..eeetersrstsnssessessessssssnntsseessessssssnnnieeetesssstsmeeetetes 11
1.2.2. AHTUMHKPOOHA AKTHBHOCT 1..veeuvvveessreessssessssesssssesssssessssssssssssessssesssssesssssesssssessssessnsnees 12

1.3. Yrora cienujanu3oBaHuX MeTaboIMTa y 0A0paMOCHOM OroBOpy OMJbaka Ha AaOMOTUYKA

[0 o 1S PRSP PPRPPRPPR 14
1.3.1. TToBpena Kao BPCTA A0MOTHUKOT CTPECA . uuvvressrrressrrressrreessserssssessssesssssessssessssessssesssssens 14
1.3.1.1. CUTHAITHU YT JACMOHCKE KHCEITHHE. .. ...vveureeteesseeesseesnreesseessseesseesnseessessnseessessnsesssns 16

1.3.1.2. Yora riyko3WIOBaHUX CIICHIHjaTN30BaHIX MeTaboHTa y 010paMOCHOM OJIrOBOPY
OMJbaKa HA CTPEC TTOBPECHHBABEM ....vviiiviiiiiiiiiiiiiisisiiie sttt e siee et e et e e st e e snne e nnne e s nnes 17

1.4. p-rnykozunase (EC 3.2.1.21) kao OuTHE KOMIIOHEHTE 00paMOEHOT OJIrOBOpa Onsbaka Ha

QOTIOTIUKIL CTPEC +.vvevvtsteteeteessesseenseesse st e beesseeseeabe e st e he e b e e st e se e e b e e bt e s et b e e bt e s b e e bt e bt e ne e e b e e n e e e e n b e e 19
1.4.1. p-rayko3unase npeacTaBHUKA pefia Gentianales ..........ccovvvvereiiieeiie e 20
1.4.2. f-rayko3uasze y peakiuju Ca CEKOUPUIOUIMMA. ......eererrureersersnreessessneessessseessessnsessseesnns 20

1.5. Centaurium erythraea Rafn - kapakTepUCTUKE U JTCKOBHUTA CBOJCTBA ....vvvverververervereenenieneens 21

2. HIATBEBHUL  PAJIA ...ttt bt bbbttt b et nb et ne e 25
3. MATEPUJATI I METO/E ..ot 26

3.1. duToxemMujcKke aHANNU3E EKCTpaKaTa JUCTOBA KUYHIIE U CEKOUPUTOUTHUX TIIYKO3UA ......... 26
3.1.1. YcmocraBsame in Vitro kynrype Bpere Centaurium erythraea Rafn ... 26
3.1.2. TIPHIIPEMA Y3OPAKA ..vveuviieiitiesiieieestiete st sr et sb et b et nb et b e 26

3.1.2.1. Tlpunpema METaHOIHUX €KCTPAKATA JIUCTOBA KUUHLIC ....evvverviasrisieeirissnrsieesnesneseeennas 26
3.1.2.2. Xuaponuza eKcTpakaTta KUYUIEe U CEKOUPUIOUIHUX TITYKOBHIIA «.evvvenveevrenneeesnnens 26
3.1.2.2.1. In vitro eH3umarcka peakiyja XHIPOIN3e METAHOIHIX EKCTpaKaTa KUYHIIe..... 26
3.1.2.2.2. In vitro en3umarcka peakiiyja XuIposin3e CEKOUPHIOUIHUX TIYKO3HIA ........... 27
3.1.2.2.3. In vivo 6uoTtpanchopmarirja METAHOTHOT €KCTPAKTA KHUKIIC ...vvvverveereeereerseesens 27
3.1.3. UHPLC/Orbitrap-MS/MS KBaITUTATHBHA QHATH3A.......eervereereereriesiessesseaeeeessessessessessesses 28
3.1.4. UHPLC/DAD/(+/—)HESI-MS/MS KBaHTUTaTHBHA aHATN3a CEKOUPUIOUIA «.cvvvervrrerenee 29

3.1.5. OnpehnBame aHTHOKCHIATHBHE QKTHBHOCTH ... ve.veesreteeseeseesseeseessesseessesssesseessessnesseennes 29



3.1.5.1. Cnoco6nocTt HeyTpanuzanuje DPPH pamukama ... 30

3.1.5.2. Cnoco6HocT HeyTpanu3anije ABTS PAZIHKATIA.........ccovvviiieiiiiciiei e 30
3.1.5.3. PenyktuBHa aKTUBHOCT (FRAP METOMA) ...evvevieiieiiieiiieie et 30
3.1.6. McnuTHBame aHTUMUKPOOHE AKTHBHOCTH ......veuvvesreesrisseesseessesseessesssesseessessnssseessesssesseennes 31
3.1.6.1. BPCTEC MUKPOOPTAHMBAMA........eeteeurieeeieassesseesseassesseesseassssseesseassesseesseasnesseesneasnesneennes 31
3.1.6.2. MUKPOIHITYITHOHA METOIA ... .veeuvveenteessreanseesusesssesssneasessssessesssseansesssnsansesssssansesssnsanes 31

3.2. MexaHunuko noBpehuBame Onsbaka ¥ TPETMAH METHIT JACMOHATOM .......vorveereneesieessesnesieenns 32
3.2.1. Cenexnyja 1 yMHOKABAHE 0JA0PAHOT TECHOTHITA. .. ..vuveerriesrisseereasresseesseasnesseessesssesseenns 32
3.2.3. MeXaHUUKO MOBPEHHBALE OMIBAKA ......vevvivienrisiiesiiesiesieesiees s 33
3.2.4. TpeTMaH OMIBAKA METHIT JACMOHATOM .......ccveeurirseeteassesseesseasessessseassesseessesnesseessesssesseesns 33
3.2.5. UHPLC/DAD/(+/—)HESI-MS/MS kBaHTHTATUBHA aHAJIN3a CCKOUPHIOUA ... .ecvvervenee 33
3.2.6. AHAIIN3A EKCTIPECHJE TEHA ....uvveurienterasreaseessreassesasseesseessseassesasseessesssseessesasesssessnseessesanseens 33
3.2.6.1. N3onanuja PHK U3 JTHCTOBA KHUHIIC ......c.veeiuveaiieiiieeieesieeeiee e eiee e sne e 33
3.2.6.2. ENeKTpO(hOPE3a HA ATAPOZHOM TEITY ....vveerveerurianreesineaseessreaseessneasesssnsssseessessnsessneanns 34
3.2.6.3. TpeTMaH AE30KCHUPUOOHYKIICAZOM ....eeuvveeureerureanreessneaseessreaseessnsaseessnssnsesssnsansessnneanns 34
3.2.6.4. PEBEP3HA TPAHCKPUIIIIH] .. eeeuveeereenteessreenseesuneasseessneaseesssessessssesseessnssseessnsansesssnesnns 35
3.2.6.5. KBaHTUTATUBHU PCR ......oiiiiiiiiiiiic e 35

3.3. M3onanuja u KIIOHUPAKkE TeHa KaHIUAaTa 32 €H3UM [-TITYKO3UIA3Y KHUHIIC «....vvevveeeernneens 38

3.3.1. U3omnanuja u amumdukanyja myHe Jy>KHHE TeHa KaHIuaaTa 3a f-TIIyKo3uaa3y KH4nIe

.................................................................................................................................................... 38
3.3.2. [IpeunirNaBambe U3 aTAPOZHOT TIIA ......uiiueeireerrisieesriasresieesreestsseesbesnesseesaesnssseesresneseeennis 38
3.3.3. KIIOHHPAEBE ...ttt 38

3.3.3.1. Cnajame BekTopa u pparmeHaTa JJHK ........cccoviiiiiiii 38
3.3.3.2. TA KITOHHPAEDE ...uvveuriiiiiiieii sttt sttt bbbt st b e b e 39
3.3.3.3. Kitonupame 3aCHOBaHO Ha PECTPUKLUOHUM CH3UMHUMA .....covvirriireiiaseisieesresnesieesnas 39
3.3.4. Tpauchopmanuja 6akrepuja EScherichia Coli..........oooiiiiiiii 40
3.3.4.1. BAKTEPHICKI COJEBH -...vverveeneiieeteentesseesteassesseesseassesseesseassesseesseasnesseenbeannesneenneannenneennas 40
3.3.4.2. TlpunpemMa KOMIETEHTHHIX NEIHJA .....coiviiviiiiiiiiiiiieciie e 41
3.3.4.3. Tpanchopmarmja GaKTEPHja TOTITIOTHUM HTOKOM .....c.vverreieereasresseessessnesseessessesseesns 41
3.3.4.4. KOMOHHJCKH PCR ..ot 41
3.3.5. M3onanuja mia3Mua U3 OAKTEPUJCKUX KOTOHMJ .. .eeruveereernreareessneaneesineareesseeaneesseesnns 42
3.3.5.1. M3onanuja mazmuaa nomohy komepuujannor kommmiera GeneJET Plasmid
IMINEPIED KTttt bbbttt ettt sttt 42

3.3.5.2. 3onanmja mia3Muga TEXHUKOM ATTKATTHE JTH3E «.eeuvveerreessreesesssneansesssnesnsesssnesnsesssesanes 43



3.3.5.3. [IpoBepa ycnenrHoctu u3onanyje miazmuna PRSETA koju HocH reH o uHTEepeca.. 43

3.3.6. Unaykiuja ekcripecuje U U30Ja1nja peKOMOMHAHTHOT TIPOTEHHA ...c.vvervvenrirveereanesieennes 43
3.3.6.1. Munykuuja excrpecuje peKOMOMHAHTHOT IPOTEHHA Y OAKTEPHUJAMA ......vvevveeverneenne. 43
3.3.6.2. M3onanuja pekomOuHanTHUX npoTenHa u3 Escherichia coli...........ccovvviiinine. 44
3.3.6.3. EnekTpoopeTcKO pa3aBajahe TIPOTEHHA. .. ..cvveurerrereasresieereasresieesseasnesseesnessnesneennes 44
3.3.6.4. UmyHoxerekinja nporerna (ear. Immuno blot analysis) .........ccccevveveiieieiiniee. 45

3.3.7. AHanu3a aKTHBHOCTH PEKOMOMHAHTHOT TTPOTEHHA .......vvevvisrereesresnresneessessnesseesnessnesseennas 46

3.4, DUIIOTECHETCKE QHATIHIBE .....v.vvsteesteseesseasseaseesseassesssesseasseaseesseeseasseabe e b e esseabe e beaseeabe e neannenneenns 46
3.5, XPAHIBHBE TIOJIITOTE .....cetveeuteeutaeteessseasseessteesseeasseaaseessseesseeasbeeabeeasseeabeeambeeabeeenbeenseaenbeeabeeanneens 47
3.6. CTATHCTUYUKA OOPAIA TIOMATAKA ... ..cevveenteerureesseessreesneasseessesssseessseassessssssssesssessnsessssssnsesssenansenns 48
A, PEBYIITATH ..ottt b bbbt b ettt e bbb nne b 49

4.1. OnTuMH3anyja aHATUTHYKAX METOA 32 HICHTU(PUKAIIN]Y U KBAaHTH()HUKAIN]Y
CEKOMPHUOUTHUX TITYKO3ZUIA U FoUXOBHX ATTTHKOHA ..vevvvevviesteessteetesssseessessssesssessssesssesssesssessnsenns 49

4.1.1. UHPLC/Orbitrap-MS xemujcka kapakTepu3aiidja MeTaHOJIHUX ekcTpakara C. erythraea

4.1.2. UHPLC/DAD/(+/—)HESI-MS/MS nipoduircame CCKOUPUIOUIHIX TIIYKO3UIa U
EBUXOBHX ATTIHKOHA . .11vveteeeesssssstteneesseesssssnsssssssssssssssnssssssesssesssssnsssseessesesssnmsssssseseeeesssmmsssssneeseens 57

4.1.3.1. AHTHOKCHIAaTHBHA aKTUBHOCT ekcTpakara C. erythraea u cekonpumouIHuX
L0 703 i 2 PR PRPPRON 61

4.1.3.2. AuTUMHKpOOHa aKTUBHOCT ekcTpakara C. erythraea u cekompuIouaHUX TITyKO3HIa

4.1.3.3. In vivo 6uotpancdopmanuja MmetanonHux ekcrpakara C. erythraea mocpeactsom
TIBHBE P. fUNICUIOSUM ..., 64

4.2. Metabomnu3aM CeKOMPUIOUIHUX IITyKo3uaa y aucropuma C. erythraea Tokom oarosopa Ha
CTPEC MEXAHUYKUM TTOBPEHHBAEBEM .....o.vviiiieiiiiiiiiieii sttt 65

4.2.1. Cenexuuja BUCOKOMPOAYKTUBHOT reHoTuna C. erythraea u \eropa KjioHaliHa
TIPOTIATALIFL] ..+ttt b bbb b b e b b e e e b e b e e e e b e b e e e bt e b e e e b e b e e e nb e 66

4.2.2. llpodunucame UpUIOHUIA U CEKOUPUIONIA Y INCTOBUMA KUYHIIE HAKOH MEXaHUYKHU
U3a3BAHOT TIOBPEDHMBABDA. ....c.vviutiiiiiiieii sttt 66

4.2.3. Ananm3a excrpecrje OMOCMHTETCKUX TeHa M T'eHa 3a TPAaHCKPUIIIIHOHE (hakTope
YKJbYUEHHX Y MeTa0oamu3aM ceKorpuaonaa Koa C. erythraea...........ccoovvvvvvvcicniiciciiicce 69

4.2.4. Yiora CUTHAJTHOT ITyTa jaCMOHCKE KHCEIMHE Y perysamuji ONOCHHTE3¢ CEKOUPHION 1A
0% 51 8 (TR 74



4.2.5. Ynora f-tnyko3uaza y o10paMOSHOM OJTrOBOPY KHYHIIE HA CTPEC U3a3BaH

TTOBPEHBAEBEM JTHCTOBR ....vvveeesiviesstteessteeessseeessseeassseesssseesabseeasbeeesnbeeeanbeeesnbeeesnbeeennbeeennbeeennbeeennes 75
4.3. M3onamnyja 1 KapakTepusalyja eH3uma S-rirykosuaase us Bpere C. erythraed...................... 76
4.3.1. M3onanyja v KIIOHUPamke TeHa KaHIUIaTa 3a €H3UM B-TIIYKO3HIa3y U3 KHUUIIC.............. 76

4.3.2. Unaykuuja XxeTepoiiore eKkcrpecuje u npeuunrhaBame peKOMOMHAHTHUX IPOTEHHA

CEBGLUL B CEBGLUZ........oiiieie ettt 80
4.3.3. TlorBpaa GyHKIHje peKOMOMHAHTHHX fS-TIyKO3Ua3a y €H3UMATCKUM IN VItro tecroBuma
.................................................................................................................................................... 81
4.3.4. Koncrpyknuja 3D monena enzuma CeBGLU1 u CeBGLUZ ... 85

S TAMCKY CHITA L.tttk b bbbttt b et b ettt e e bt enne e e 87
5.1. IlpenHoctu u3Bohema eKCriepruMeHara y KOHTPOIUCAHUM IN VIr0 YCIOBHMA .......ccvcvveveneene. 88

5.2. AHanuTHYKe METOJIe 3a HICHTU(DUKAILIN]Y U KBAHTHU(PHUKAIIHN]Y CEKOUPUIOUTHUX TIYKO3HIA U
15355 0.€0):14 0, Q21 41105 0.0 ) < ¢ AT 89

5.3. buosomika akTHBHOCT ekcTpakara C. erythraea u cekoMpuaOMIHUX TTIYKO3H/1a Kao pe3ysiTaT
AKTUBHOCTH -TITYKOBHIIABE ... .veeuvveseeesseessreasseessseassesssseasseeasseasseassseassesasseesssessseessessssesssessnsesssnsansenns 91

5.4. Tlpomene y MeTaboIM3My CEKOMIPUAOMIHIX IIyKo3uaa y iucroBumMa C. erythraea nsassane

MEXAHUYKHM TTOBPCHIBAELEM TKIIBA ...e.uvvresssrtesssrsesstrsesssseesssesssssessssesssssesssssessssessssesssssesssssesssseees 94
5.5. Kapakrepusaiyja en3uma S-riyko3uaaze Koa Bpete C. erythraea .......ccocevvevevevencicninnne, 101
6. BAKIDYULII ...ttt b et b et e e bt e e et e nme e e b e e b e e e nn e e nnee e 105
T JIATEPATYPA . ettt b ettt e bbbt e bt nn e beenbe et 106
T U 0 1] () TSRO PP PR PP 129

BHOTPADHIA AYTOPA ....eeiutiiiiiiiieii e 133



1. YBOJ

1.1. Cnenmjajau3oBaHu MeTa00JIUTH OM/baKa

Merabosii3aM CBaKOT KUBOT OPTaHM3Ma YKJbY4yje peaKIiije y KOjuMa ce OpraHCKa jeUbEHha
CHHTETHINY, pa3rpal)yjy u TpanchopMHILY Yy pa3IHuuTe OOJMKE y LUJbY OJp’KaBarmba OCHOBHUX
KUBOTHUX (yHKIHja. [IpumapHu Merabonm3am oOyxBara Mpolece y KOojuMa C€ CHHTETHIIY
XEMH|CKa jeIUIbEha HEONMXOJHA 3a pacTele W pa3Buhe, oipxkaBame henujcke QyHKIUjEe U
penpoaykiujy Ousbke, Kao mrto cy mehepu, IMnuan, aMHHO M HYKJICUHCKE KUCEIIMHE. JeInmbemha
KOja HUCY HEOMXOJHAa 3a OCHOBHE Ipoliece y OWJbIM, alld Cy OJ €CCHIHUjaTHOr 3Hadaja y
MHTEpaKIjaMa OUJbHUX OpraHu3ama ca OKOJIHOM CPEIMHOM, HACTAjy Kao MPOIYKTH CHEIHPHUIHIX
METa0OMMYKHUX TIpolleca M 3ajeJHHYKMM HMEHOM C€ Ha3WBajy CIENHjaTu30BaHU METa0OIUTH
(TTO3HATH jOII ¥ Ka0 CEKYHJapHHU META0OIUTH).

Crenjanu3oBaHd METaOOJIUTH Cy, 33 Pa3IUKy OJf NPUMApHUX MeETa0O0JIuTa, jeIHbCHA
orpaHUYeHe AUCTPUOYIHje y OMIBHOM HApCTBY, KApaKTEpPUCTHYHM 32 onpehene mopoauie 6uipaka,
Hekaza pomoBe, ma yak W OmsbHe Bpcte (Talapatra u Talapatra, 2015). Osa jenumema uMajy
paznmuunte QyHKIMje y OMipbKaMa, Kao IITO Cy 3alliTUTa OJ MAaTOreHa, MHCeKaTa W XepOuBopa U
npuiarohaBame ycJaoBUMa CIOJballlbe CpeanHe (A0MOTHYKUM B OMoTHYKKUM areHcuma) (Cruka 1).
CriocoOHOCT OMJbaKa J1a CHHTETHUIIY CIICIHjaIu30BaHE META0OJIUTE ca CBOJeBPCHOM (PYHKIIH]OM je
eBostyTuBHO (haBopusoBan nporec (Pichersky u Gang, 2000).

Cnuka 1. CxeMaTcKu MpHKa3 yJore CIenjaJu30BaHUX MeTa0onuTa Ousbaka y MpHBIadeky ONpalidBaya,
uHTEepakiuju u3Mely Omibaka w oATOBOpY Ha aOMOTHYKE (HEJIOCTAaTaK BOJE, NMPEKOMEpHa HWHCOJAIH]ja,
BHCOKE TeMIIepaType) 1 OMOTHYKe (Haraj| naToreHa u XxepouBopa) Gakrope Ha MPUPOTHOM CTAHHIITY.



OBa jenumerma MOy 00€30eIUTH OICTaHaK BPCTa Y NMPOMEHJBMBHM YCIOBHMA CIIOJbAIIbHE
cpenuHe, mnoBehaTw WWHHUXOBY KOMIIETUTUBHOCT M YCIEHIHOCT TOKOM [I€jCTBAa Pa3IHUUTHX
MeXaHu3ama MPUPOAHE cenekiuje. MoryhHOCT CHHTEe3e UCTIapJbUBHUX jeIUbCHA M MMUTMEHATa KOJT
Ou/baka je eBojydpala y cMepy mpuBiadema ompammbada (Dudareva u Pichersky, 2000), a
TOKCHYHUX jelUIEHha Tako Ja 00Wjajy MaToreHe M XepOuBOpe WM CHpedaBajy pacT APYrHX
OmJbHUX BpcTa y okpyxkemy (Bennett u Wallsgrove, 1994). Cse 0Bo yka3yje Ha CKOJOIIKH 3HAYA]
CIICIMjaJIM30BAaHUX METAa0OJIUTa W IHUXOBY YJIOIY Y MpEXKHBJbaBalkby OWbaKa HAa HHUXOBUM
NPUPOJHUM CTAHUILITHMA.

Crenujanu3oBaHd METAa0OJIMTH C€ Ha3WBajy joIl M MPUPOJHH MPOU3BOAU  WIU
dbutoxemukanuje 300r cBojux GapMakoJOMIKUX M HYTPUTUBHHUX oOjinuka. Mako je mo maHac
ormmcano oko 200000 crnernujain3oBaHUX METa0OIUTa OMJLHOT TIOpPEKJIA, MPETIOCTaB/ba Ce Nia je
oBaj 0poj y npupoau 3xatHo Behu (Afendi u cap., 2012). Crora je y moTpasu 3a HOBUM JICKOBHMA,
AHTHOUOTHIIMMA, WHCEKTUIMINMA ¥ XEpOUIUANMA BEIUKHA Opoj OMJBPHUX BPCTa TMOCTA0 MPEIMET
JeTaJbHUX UCTPAKUBAIbA.

[IpumapHu U cnernujalv3oBaHd METaOONHTH ce HEe MOTy jacHO Mel)ycoOHO pa3/IBOjUTH Ha
OCHOBY XEMH]jCKE CTPYKType jenumbera i ouocuHrerckor nopekia (Croteau u cap., 2000) jep
yIpaBo OMOCHHTE3a CIEIHjalM30BaHUX METa0OJIHTa MOYUEbE O] MPEeKypcopa KOjU Cy MPOIAYKTH
NpUMapHOT MeTa0oNIM3Ma: MpOoTeuHa (AMHHO KHCENHHE), YIJbeHUuX xujapara (mpoctu mehepu) u
ounuaa (MacHe KHcenuHe). ApOMaTWYHE aMHMHO KHCEIMHE Cy TJIaBHH IPEKYPCOPH CHHTE3e
apOMATUYHUX jeTUCHa Kao MTO Cy (eHOIH, (PITaBOHOUIN M HEKU aJIKAJIOUIAN. ATIETHI KOSH3UM A
(Ac-CoA), koju HacTaje ITUKOIM30M HIH f OKCHIAINjOM MacHUX KHUCEIHUHA, j€ TPEKYpPCOp CHHTE3E
OpPTraHCKMX KHCENIMHA, Kao ¥ YUTaBe IpyIe CIelHjaIn30BaHuX MeTa0ojnTa - TeprneHa. buocunresa
CIICIjaJIM30BaHUX METa00JIMTa MTOYNHE CTUMYITYCOM KOjU aKTHBUPA CUTHAIIHE PELeNTope, a 3aTHM
Ce MpEXKOM CHUTHAJIHHX IIyT€Ba CTUMYJIYC TPEHOCH U aKTUBUPAa OHOCHHTETCKE TeHE W
TPaHCKPUIIMOHE (aKTOpe YKJbYUEHE y PEryialujy ceKyHaapHor Merabonusma. Kama je ocHOBHH
CKEJIET HEKOT CHEIHjajM30BaHOT METAa0OIMTa JOCTYIIaH aKTHBHPAjy C€ €H3UMH KOjU KaTalu3yjy
XEMH]CKEe peakiyje OKCHAaluje, peAyKlnje, MeTumaluje, n3oMepusannje u Ap. y KojuMa HacTajy
cneun(UYHA TPOAYKTH  CIEHHUjau30BaHOr  Merabomm3ma. Mako OHOCHMHTETCKH IyTeBU
CIELMjaTM30BaHNX METa0O0JUTa MHOTUX OMJBHHUX BpPCTa HHUCY PAacBETJbEHH, jaCHO je Jla MOCTOjU
BEJIMKM OpOj €H3MMa KOjU Cy YKJbYYEHH y MeTa0OJIMUKe MpoIlece OBUX jeaumbera. [lojennnu
€H3UMH MOTY KaTaJU30BaTH peaklyje y KOjuMa M3 BUILE PA3IMUUTHX CYNCTpaTa MOXKEe HAacTaTH
Behu Opoj paznuuntux jenumema (Allina u cap., 1998; Maury u cap., 1999). V Hekum ciydajeBuma
JeaH eH3MM MOXKe KaTaJM30BaTH peaklldje CHUHTE3€ BUIIE PA3IMYUTHX MpOoAyKaTa U3 HCTOT
cyncrpara (Phillips u cap., 1999). Nnak, y BenmukoM Opojy ciy4dajeBa €H3UMH YKJbYYCHH Y
MeTa0OJIMYKE IyTeBE CIELHjaIM30BaHUX MeTabosuTa Cy CyNCTpar-CHelU(pUUHN M KaTaluzyjy
peakimje cuHtese jenHor npoaykra (Pichersky u Gang, 2000).

Crienyjanu3oBaHy META0OJIUTH MOTY OMTU pa3IMuUTE XEMHUJCKE MPUPOJE: TEPIEHU, HEHOIU
U CeKyHJapHU METa0ONUTH KOjU cajpXke a30T (alKaJouau, LHMJaHOTEHH TIYKO3UAU W
riiyko3uHosati). HaBenenn MetaboauTH cy y 6uibKkaMa CTainHO (KOHCTUTYTHBHO) MPUCYTHU, Al Y
oapeheHuM yciaoBuMa, Kao OJIrOBOP Ha BapHUpame y CIOJbAlllb0] CPEIMHU (MTpoMeHa a0MOTHUKUX U
OMOTHMYKUX (haKTOpa) MIM HEKHX EHJOreHuX (axkTopa, MOXe AOhM 1O HUHAYKLH]E HUXOBE
OouocuHTe3e U akymynanuje. Tepnenu cy HajOpojHMja Tpyla CEKyHIapHUX MeTaboiMTa Koja y
Owbkama uma paznuuutre (Qynkuvje. OHM Mory OWTH peryiaTopud pacTema, aTpaKTaHTU
OIpalivBava, KOMIIOHEHTEe 0J0paMOCHHMX MeXaHHW3aMa MpOTHB maroreHa U xepouBopa (Cheng u
cap., 2007), uta. deHONMM Ce aKyMyJIupajy y pa3iIuduTHM CTPECHHM yCaoBMMa Kao mro ¢y UV
paaujanuja, HUCKa TeMIlepaTypa Win nperepana uaconanuja (Bartwal u cap., 2013). Ankanouau u
MOJTMAMHUHU Ccy MONHM WHXMOWTOPH pPEaKTHBHHX BpPCTa KUCEOHWKAa W AaHWUMAJTHH TOKCHHHU KOJU
onoujajy nmpenatope u nmarorene (Matsuura u cap., 2014; De Bernonville u cap., 2017). [{ujanorenu
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TIIYKO3UIU Takohe cimyxe y ofOpaHu on XxepOuBopa jep ce MPHIMKOM IOBpEAE TKHMBA HaragoM
ombojena ocimobaha TokcwmuHu Mojekyn xuapored rwjanug (Poulton, 1990). Crerujanu3oBanu
METa0OJIMTH Y UCTO] OMJBIIM YECTO MOTY MMaTH BUILECTPyKe yiore. Tako, Ha mpuUMep, aHTOLMjaHH
HCTOBPEMEHO MOTY OWTH aTpaKTaHTH ONpalivBaya, ajldi U aHTUMUKPOOHH areHCH. Jeiaumema ca
a30TOM Cy pe3epBHE KOMIIOHEHTE KOje 4yBajy a30T Yy BE3aHOM, HETOKCMYHOM OOJHKY, a y HCTO
BpeMe yuecTByjy y 3amtuta Ombke o UV pammjamuje (Wink, 2015). ChenwujanusoBanu
METa0OIUTH ce y OWJBbLIM aKyMyJIHMpajy y BHCOKMM KOHILIEHTpalWjamMa y OpraHuma KoOju cy
HEOITXOHU 32 MPESKUBJBABAKE M PEIIPOYKIIN]Y U MPOIICHA j€ JIa ’HXO0Ba 3aCTYIJBCHOCT y OMJBIIN
uzHocu o1 1 1o 3 % cyse mace (Wink, 1999). IIpucycTBO HEKHX Kiaca jeINbCHha KapaKTePUCTUIHO
je 3a onpeheHe OWbHE peoOBE M TOPOIMIE, A Tako OeTajanHe CHHTETHINY OWJbKE pefa
Caryophyllales, rnyko3mnonare Ousbke pena Brassicales, a monmaneTuineHe MpenCTaBHUIN
damunuja Asteraceae u Apiaceae.

Benuku Opoj crienujann3oBaHuX MeTaboIMTa MMa M OMOAKTHBHA CBOjCTBA, Ia €€ KOPUCTH Y
(dhapmaIryju 3a MpUIpeMy pasInuuTUX MPOU3BOJIa HAa OMIbHO] 0aszu. Jbymu cy Kpo3 CBOjy UCTOPH]Y
KOPUCTHJIM TPOAYKTE OWibaka y pa3IU4UTe CBpXe: Kao crumyiaHce (KodewH, HUKOTHH),
UHCEKTUIH/E (MUIEePHH, MUPETPHH), OTPOBE (CTPUXHHH, KOHHWH) U JieKOBe (KOJEWH, aTpOIIMH).
Heke OusbHE BpCTE, OCHMM INTO aKyMyJupajy cnenu(uyHe KOMIOHEHTE Yy CBOjUM TKHUBHUMA H
opraHuma, Takohe MpOAyKYyjy M HCIApJbUBE CIECIHjaIM30BaHE METa0OJIMTE KOjU Ce KOPHUCTE 3a
CIpaBJbakhe MUPUCHUX MIPOM3BOJIA (EKCTPAKTH PY)KE, €TAPCKO yJbE JIABAHJIC U JIpyTra €TapCcKa yJba).

MebhyTtum, gecto cy 300T OrpaHHYECHOT apeaja pacHpoCTpamekha U CHeNU(OUIHUX YCIoBa y
KOjHMa HeKe OMJbHE BPCTE PAacTy CyXeHe MoryhHocTH nckopumhaBama IPUPOAHUX pecypea, JIOK C
Apyre cTpaHe HHUje yBeK Moryha KynTuBamuja OWJbHUX Bpcra onx mHTepeca. Ilopenm tora, 360r
XeMHjCKe mpupojae Meraboinura Koje OuJbKe INPOW3BOJE HHUjEe YBEK EKOHOMCKH HCIUIATHBO
CUHTCTHCAE¢ OBHX JeIHIBbCHA Yy J1ad0OpaTOPHjCKHM yCIOBHMaA. henujcka Kynrypa Ombaka
Mpe/iCTaB/ba jeJIHy OJ TEXHHKAa KOje ce pa3BHjajy ca LuJbeM noBehama mpoaykiuje meradonuTa
KOJH C€ TeIIKO 100Mjajy XEMHjCKOM CHHTE30M HJIM H30yanujoM u3 Oomsbaka (Zhao u cap., 2005).
busbke rajene y Kyntypu in Vitro uMajy moTeHIujal ja CHHTETUIY HCTE IPUPOIHE IIPOM3BO/IE KOje
CHHTETHINY OWJbKE€ HA NPUPOAHOM CTAaHUIITY. I[IpemHOCTH MPOAYKIHMje OBHX METa0OIUTa Yy
Kyarypu henuja u TKuBa in VItro cy: nakma wu30ialyja akTHBHUX KOMIIOHEHATa, MacOBHA
MpOM3BOIKa 0€3 003upa Ha roAulIme 1003, Ka0 U MOTYhHOCT OoNTHUMH3allMje U TpHiIarohaBama
yclioBa rajema U npuMene enunutopa cuutese (Karuppusamy, 2009). Pa3Boj GuotexHonoruje y
IUJby CTUMYyJallMje CHUHTe3€¢ OHMOAaKTUBHUX JeMIbEHma Yy CcaMuUM OWJbKaMma Ipe/cTaBlba
aNTepHATUBHM MyT 3a J00OHjame BEIMKE KOJUYMHE NPUPOAHUX IPOU3BOAA OJf HMHTEpeca M3
OOHOBJBUBHX HU3BOPA.

VY nepuony on 1999. rogune no nanac Cercka 3npaBctBena Opranusaiuja o0jasmia je 116
MoHorpaduja Koje ce 6aBe MEIUIIMHCKM 3HA4ajHUM OMJbKaMa, IITO TOBOPU O BEJIUKOM 3Hayajy
OowspHEX mpupoanux mnpomsoxa (Alamgir, 2017) u moTpeOu 3a rajememM OWJBHHX BpCTa Koje
MPOJYKYjy clielidjaan3oBaHe Metabonute. Kako je oCHOBHA ynora crenujaqTu30BaHuX MeTaboIuTa
y OWibKamMa 3alITHTa Of Pa3IMYUTUX OUMOTHYKUX M aOMOTHUKHMX CTPECHHUX (aKTopa MOXKE ce
3aKJbYYUTH Ja y YCIOBUMa cTpeca OuJpKa pearyje IM0jayaHOM CHHTE30M OBHX 0J0paMOeHuX
KOMIIOHEHTH. OBakaB TNPUCTYNl C€ MOXKe yHOTpeOUTH M y ULWJby IMoBehawma CHHTE3e
crenyjanu3oBaHux Meradonuta. Mimajyhu cBe 0BO y BHJy IJIaBHU aCHEKTH y UCTPa)kKMBambUMa Koja
ce OaBe MPOIYKLIMjOM CIEIMjaTM30BaHuX MeTabosnTa Ha Behoj ckaimy ce MOTy rpynucary y:

e pasBhjame IN VIitro kynrype OwsbHHX henuja u moBehame MPOU3BOHE KOMIIOHEHTH O
uHTepeca In planta nemoBamem pazmuuuTHx crumynyca (Darrow u Bowers, 1999;
Cisneros-Zevallos, 2003; Jablonicka u cap., 2018)



¢ JCHHUTHBAKE CUTHAHUX MyTeBa YKJbYUYCHUX Y OJTrOBOp OWJbKE Ha Pa3jHuUTe CTUMYIIYCE
(Cao u cap., 2016)

e MoauduKanuje — CrIenujalu3oBaHOr  MeTaboiM3Ma  TOCPEIACTBOM  TPAHCKPHUIIIHMOHE
peryinanmje, To noapa3ymMeBa HISHTH()UKALN]Yy TPAHCKPUTIIIHOHUX (aKTOpa YKIbYUYCHHUX Y
nyT cuHTe3e OmoaktuBHX KoMmmonentu (Memelink u Gantet, 2007; Colinas u Goossens,
2018)

e M30JalMja W KIOHHpAmke TI'eHa YKIbYYEHHX Yy OHOCHMHTETCKHM MYT CIEIH]jaTu30BaHUX
metabomura (Verpoorte u cap., 2002; Miettinen u cap., 2014), pexoHCTpyKIHja
OMOCHHTETCKHX IyTeBa Y XETEPOJIOTHM CUCTEMUMA

e mpoduircame METaOOIMYKUX HHTEPMEIWjepa y CHHTE3W ojpeheHor jenumema y 1MUY
pasyMeBama KOMILICTHOT ITyTa CHHTE3¢ crenrjanu3oBanux Metabomnuta (IIc u cap., 2016) u
npaheme KBAIMTATUBHUX M KBAHTUTATHBHUX pPa3lIMKa TOKOM OHTOTEHETCKOT pa3Buha M y
Pa3IMYUTHAM YCIOBUMA CIIOJbAIIEHE CPEAHHE

e aHaimM3a eKCIpecHje TeHa YK/bYUYEHHX Y CHHTE3y jeAHWIbema OJf HHTepeca TOKOM
OHTOTEHETCKOT pa3Buha M y 3aBUCHOCTH O MPOMEHJbUBUX YCIIOBA CIIOJBAIIIHLE CPEIHHE
pamy pasyMeBama peryiaije CrenrjaTn3oBaHor MeTabonu3Ma y mmpeM cmucity (Dutta u
cap., 2007)

e TpUMEHa CaBpEMEHUX TEXHUKAa cekBeHIupawa HoBe reHepauuje (NGS- enr. New
Generation Sequencing) u moaudukamuje renoma (enr. Genome Editing) u tako3BaHor
,,LOMICS* TpHucTyna y MeTadOJIMYKOM HHKEHEPHHTY OMOCHHTETCKUX IyTeBa OMOAKTHBHHUX
jenumemba.

1.1.1. Tepnenu — OuocuHTe3a U KJIacupukanuja

Teprienu cy HajOpojHMja U CTPYKTYpHO Hajpa3iUuMTHja Tpyna OWBHUX MPUPOIHUX
npoussoja (Croteau u cap., 2000) ymja je ymora y Ousbkama Beoma pa3Hojuka. Heku on mHX Cy
(OTOCUHTETHUYKH MUTMEHTH (KapOTECHOU ), PETYJIaTOpU pacTemha (IUTOKUHUHU, THOEPETUHH) WU
KOMITOHeHTe MeMOpaHa (¢urocteposnn). CBH TEpIIeHM HACTAjy OJI YHHBEP3ATHOT TpeKypcopa ca
net yribeHukoBux aroma (C5) mzonenrerun audocdara (IPP), u mwerosor nzomepa JUMETHITIATAT
mupochara (DMAPP), koju Hacrajy mocpeACTBOM JBa HE3aBHCHA W TPOCTOPHO OJBOjeHA
MeTaboJInuKa MmyTa y OUJBIIN.

VY nwurtocony IPP u DMAPP Hactajy y meBanmonatHom (MVA) myty, a y miactuguma y
metuneputputon-pocharnom (MEP) nyry (Crnuika 2).

MVA nyTt koj Ousbaka 3amovynibe KOHICH3alMjoM J1Ba MOJIeKya aneTin koensuma A (Ac-
CoA) no ameroarietrnn koeHsuMa A (ACAC-COA) y TpUCYCTBY €H3HMMa aleToaneTH/ KOCH3MM A
tuonaze (AACT). Y napenHoM kopaky nonasu ao konuaenzamuje Ac-CoA u ACAc-CoA u Hactaje
xuapokcu-metuarayrapmi koer3sum A (HMG-CoA) y peakiujy kojy kartanu3syje eazum HMG-CoA
cuntaza (HMGS). [lejctBom ersuma HMG-Co0A penykraze (HMGR) on HMG-Co0A y nBa kopaka, y
npucyctBy NADPH, nacraje mesasionar (MVA). Og MVA ce cunteruie IPP npeko Huza peakuuja
Koje Katanusyjy eH3umu MeBanoHaT kuHa3za (MK), dochomeBanonar kunaza (PMK) wu
nudochomeBanonar aexapookcunaza (MPDC).

MEP nyrt cunrese IPP je ommcan He camo koj Ousbaka, Beh W KOa HEKHX OakTepwja U
pOTO30a U YKJby4yje celaM €H3MMAaTCKuX peakuuja. [ToueTHn kopak OBOr OMOCHHTETCKOT IyTa
MpeACTaB/ba CUHTE3A JAe30KCUKCUITYN030 GocdaTta (DXP) on Tnamun audocdara (koju HacTaje o1
nupyBara) u riunepanaexuna-3-gocgara (GAP) y peakuuju kojy katanusyje enzuMm DXP cunraza
(DXS). V okBupy 6mmpHux DXS usnBajajy ce nse rpyme. [IpBy 4unHe €H3UMHU YKJbYYEHU Y
¢dorocunTe3y, A0K aApyra rpyma oOyxBara DXS koje ydecTByjy Y CHHTE3U CHElH]jaIM30BaHUX
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metabonmta (Bouvier u cap., 1998). V cnenehem xopaky ce cunreruine MEP y peakuuju Kojy
KaTaJm3yje Je30KCUKCUITy030 ¢Gocdat peaykronzomepasa (DXR). MEP ce nasse konBepryje y 4-
(mutuaun  5'-gudocdo)-2-C-metun-D-eputputon (CDP-ME), a oBy peaknujy karamusyje 2-C-
Metun-D-eputputon 4-pochar nmrtummmmn tpanchepaza (MCT). Docdopunanuja CDP-ME
eHsuMoM  4-(tutuaue - 5'-mudocdo)-2-C-metun-D-eputpuron kuHazom (CMK) goBogm a0
npoaykiuje 2-pocdo-4-(turtuaun 5'-audocdo)-2-C-metun-D-epurpurona (CDP-ME2P). Enzum
2-C-metun-D-epurputon 2,4-muknonudocdar cuntaza (MDS) karanmmsyje muknmzanujy CDP-
ME2P, npu uemy nacraje 2-C-metmn-D-eputpuron 2,4-muknoaudocdar (MECPP). MECPP ce
3aTUM  peayKyje 10 4-xuapokcu-3-metwioyr-2-eauandocpara (HMBPP) y peakuuju Kojy
karanmzyje HMBPP cuntaza (HDS). V nocnenmwoj peakiuju MEP nyra aejctBom ensuma HMBPP
penyktase (HDR) on HMBPP nacrajy IPP u DMAPP.

HUTOILIA3MA / MJIACTH/ \

MVA oyt MEP nyt
Anerun-CoA "H]JYBZIT + GAP
Auneroaneruy-CoA DXP

HMG-CoA MEP

v .m v ©
MeBajionar CDP-ME

v : v C

Megasonar-5-pocar CDP-ME2P

<e

A4
MeBanonar-gudocdar MEcPP

<e

A4
IPP €<——> DMAPP HMBPP

v
IPP €«—> DMAPP

<

Cnuka 2. MeTaOoJIMYKU MyTEBH CUHTE3€ TEpIieHa KoJ Ousbaka. brocuHTe3a TeprieHa ce y Ou/bkaMa ojBuja
mpeko JBa mMerabosuuka myta: MVA myT je HUTOCOJMHHM IyT CHHTe3e TeprieHa, jgok ce MEP nyt oxsuja y
XJIOPOTUIACTUMA.



Tokom OmocuHTE3e TeprieHa ca BUILE Of MET YrJbeHuKoBHX aroma IPP ce mpeBomm y
DMAPP nion nejctBom enzuma IPP m3omepase (IDI). [Ipepacnonena uatepmenujepa nzmehy MVA
u MEP Guocunrerckux myreBa Tepnena je Moryha, anu je orpanndena. M3onpencka jequauna of S
atoMa yribeHuka (C5) je OocHOBHA rpaJuBHA jeMHUIA TEepPIeHa U OHAa CaMa YUHU MOJIEKYJ
xemuteprneHa. Jlaba kimacudukainuja TeprneHa ce 3acHHBa Ha OpOjy M3OMPEHCKUX jeIUHUIA Yy
MOJICKYJIy, I1a TakKO OJ JB€ H30NpeHCKe jeauHuile Hactaj)y MoHteprnenn (C10), om Tpu-
ceckButepnenu (C15), u y namsem nyty aurepnenu (C20), cecrepnenu (C25), tpurepnenu (C30),
terparepreru (C40) u nomurepnenu (Cn, n>40) (Cnuka 3).
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Cruka 3. XeMHjcke CTpYKTYpe IpeACcTaBHIKA OCHOBHUX IpyIia TepleHa



Hajno3natuju xemuTepreH je H30IpeH, HCIapibuBa CYICTAaHIA Koja ce ocinobaha wu3
dorocunTeTrmyhux TKkuBa oussaka (Croteau u cap., 2000). MoHOTEpIIEHH CYy KOMIIOHCHTE I[BETOBA
U ETapCKUX yJba MHOTHX OWJbaKa; MOTY C€ H30JIOBAaTH JCCTUJIAIMjOM U EKCTPAKIUjOM Y
pPa3IMUUTHM pacTBapadynMa M YeCTO Cy TIJIaBHM cacTojud mapdemMa M MHUPHUCHHUX IPOU3BOJA.
CeckBuTeprieHn ce Takole Hajaze y €TapcKUM yJbUMa Koja IMOKa3yjy 3HayajaH aHTUMUKPOOHU
HOTEHIHMjaJl TPOTUB MATOTCHUX MUKpPOOpraHu3ama. bUJbHU XOpMOH ancuucuHcka kucenuna (ABA,
enr. ABA - abscisic acid) y morneny cTpykrype mpurmana cecKBUTEpIieHHMa, anu ce meH C15
NPEKypCcoOp KCAHTOKCHH HE CHHTETHILE AUPEKTHO CIIajarbeM M30MPEHCKUX jeAMHUIA, Beh menameM
C40 xaporenomna (Finkelstein, 2013). IlpenctaBHUIM JUTEplieHA MOTY OWTH IpUMapHH
METa0O0JIUTH KOJU PETYJIUIY pacTemhe U pazBuhe OMIbKe, Kao MITO Cy HIP. XOPMOHU THOEPEITMHA U
ankoxon ¢urton, mok BehmHa aUTEpHeHa cmaga y TpyNy CIEHWjalu30BaHUX MeTabonuTa ca
OrpaHuYeHOM AUCTpHOyHHjoM y 6mibHOM mapctBy (Zerbe um Bohlmann, 2015). Tpurepnenu, koju
Hajuemthe Hacrajy mnoBe3uBameM gBa Cl15 nmanma, y OwbKkama cy TPUCYTHH Yy OOJIUKY
OpacuHOCTEpON 1A, Ka0 (PUTOCTEPOTHE KOMIIOHEHTE MEMOpaHe 1 Ka0 KOMIOHEHTE OMJBHUX BOCKOBA
(Croteau wu cap., 2000). BuwbHM OUIMEHTH KapOTEHOMIM Cy HAjOpOjHHMja Trpyna OMIJbHHX
TeTpareprieHa. KaporeHouau ce cactoje o1 8 M3ONMPEHCKUX jeIUHMIA U TPOLECHYje ce Ja UX y
npupoau uma oko 750 (Takaichi, 2013). Teprenu o uHTEpeca 3a OBY JOKTOPCKY TUCEPTALH]y CY
MOHOTEPIICHU U3 IPYyIe CEKOMPHUIONAA, Te he y HacTaBKy OMTH BHIIE PEYH O OBHUM jCIHILCHHIMA.

1.1.1.1. Cexoupuoouou

Benuku Opoj 6uspaka u3 gammnnja Lamiaceae, Plantaginaceae, Caprifoliaceae, Gentianaceae,
Oleaceac u np., y CBOjUM TKHBHUMA TMPOAYKYyje M aKyMyJdupa OHOAKTUBHE KOMIIOHEHTE
TEPIICHOUTHOT MOPEKJIa U3 TPyIa UPUIOUIa WIH CCKOUPHIOUIa. BUIbHU UPUAOUIN Cy HAa OCHOBY
XEMHU]jCKE CTPYKTYpE TIOJICJbCHU Y TPH TPYIIE:

® HEMVIMKO3WJHU HPHUIOUIN (arjJuKOHW, UPUIOUAM KOjU HeMajy IehepHy KOMIIOHEHTY:
UpUA0AUAIl, UPUJOMUPMELIH, HETIETaIaKTOH U Ip.),

® UPUIOHIHM TIMKO3uAW (Tmocenyjy Moiiekyn mehepa, Hajuemhe rirykose, HUKIONEHTaHCKU
IIPCTEH je 3aTBOPEH: Ae30KCUIOTaHNHCKA KUCEINHA, JJOTaHUH, ayKyOHH, KaTalmoi U Ap.) ’

® CEKOMpUIOUAM (AepUBATH CEKOJOTaHWHA, TJIYKO3WAM: CBEPO3U[, T'€HLIUONUKPUH,
CBepLHUjaMapHH, UT/.).

CekoupHuaouau Cy MOHOTEPIICHOUTHI MOJIEKYJIH YHjU C€ CKEJIEeT 3aCHMBA Ha ITUKJIoNneHTan-C-
nupany. OTBapameM IMUKIONEHTAHCKOT MPCTEeHa M3Mel)y CeIMOT U OCMOT YTJbE€HHKOBOT aToMa O]l
upuaoua Hactajy cekoupugaouan (Ciuka 4).

nilllOH
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JIOTaHHH CEKOJIOraHHH

Cruka 4. XeMHujcke CTpYKType JIOTaHHHA U CEKOJIOTaHWHA
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Kounsepsuja nmoranmna (JIOI') y cekonoranma (CJIOI') je peakiuja KJby4HAa 3a CHHTE3Y
CEKOMPHUIOHUJIa W HWHIOJHHX ajKaJlouaa Koj Ouibaka Koje TPOAYKYy]y OBE METaOoJIHTe.
Cekoupuonu cy y OHJbIM YCKIATUIITEHU Y (OpMHU TIIyKO3HIa, Ipu uemy je f-D rmykosa Bezana
Ha no3unju Cl 3a cexompumonanu ckeneT. /1o olBajama riIyko3e O CEKOUPUIOUIa MOXKE Johu
KHCEJIOM XHJIPOJIM30M WIIM Y €H3MMATCKO] peakiuju KOjy Karaju3yje €H3UM [-TIIyKO3Hjas3a, npu
YeMy HacTajy HeCTaOMITHH aJIi BUCOKOPEAKTHBHU arJIMKOHU.

OcHoBHa yJora cekoupuaonaa y Oujpkama je 3alThTa oJ Halaja maroreHa u xepOuBopa, na
C€ OBU MOJICKYJIM Y HajBehoj Mepu CHHTETHINY M CKJIQJMINTE Y HAJU3JIOKEHU]UM JIeJIOBUMA OMJBKE -
naucroBuMa U 1BeroBuma (Koudounas u cap., 2015; Liu u cap., 2017). 360r cBor ropkor ykyca u
M3pKEHUX OMOAKTHBHHUX CBOjCTaBa (AaHTUMHUKPOOHO, aHTHOKCHUIATUBHO, W CI.) CEKOMPHIOHIN
MPENICTaBbajy JETEPeHTEe 3a MaTOreHe M XepOWBOpe W YHHE HE3aMCHJBHBY KOMIIOHEHTY
on0pamMOeHOT 0IroBOpa Ousbaka.

1.1.1.2. Buocunmesa cexoupuoouoa

buocunTe3a CBHX CEKOMpPHIOWAA TMOYUILE CHUHTE30M YHHUBep3anHor mpekypcopa CJIOTL.
buocuntercku myt CJIOIL je neraspHo omumcan kox Bpere Catharanthus roseus u odyxsara oko 10
peakiija OKCHaaluje, peayKIyje, UKI3aije, rIuKo3uiandje u metuiandje (Ciauka 5).

[TpBu KOpak OMOCHHTETCKOT IyTa CEKOMPHUIOUIA j€ CHHTE3a MOHOTEpIICHOU1a repaHmi audocdara
(GPP) koju Hacraje ox IPP u DMAPP y peakuuju kojy karanusyje enzum GPP cuntaza (GPPS).
Jenumeme Koje HacTaje TOKOM ciieaeher Kopaka OMOCHHTE3e CEKOMPHUIOHNIA je aTKOXO0J TePAHUOI y
peakuMju Kojy Karanusyje eH3uMm repanuon cuHTaza (GES). OBaj eH3uMm je (yHKUHMOHAIHO
okapaktepucan ko Bpcre C. roseus (Simkin u cap., 2013). Cienche jenumemne y OMOCHHTETCKOM
OyTy je 8-XMIPOKCHIepaHMOJ KOjU HacTaje Oj TrepaHHoiia akTHBHOWIhY eH3uMma TrepaHHon §-
okcuaaze (G8O). Osaj ensum (G80) je dyHKIMOHAIHO OKapakTepucan koj Bpcre C. roseus mon
umenoM repanunon-10-xuapokcunasza (G10H) (Collu u cap., 2001). Enzum G8O npunana hamuiuju
mutoxpoM P450 MoHOOKCHTEHa3a M ToBe3aH je ca muToxpom P450 pemykrazom koja 3axTeBa
npucyctBo NAD(P)H 3a cBojy aktuBHOCT. EH31uM 8-Xumpokcurepannon okcugopeaykrasa (SHGO)
OKCHJyj€ 8-XHUIPOKCUTEPAHMOJ IO alaexuja §-OoKcorepaHuanga, MpU YEeMy HACTajy jOII JBa
npoaykTa - 8-okcorepaHuon M 8-xuapokcurepanuan y npucyctsy NADP. Hapennu kopak y
ouocuntesn CJIOI' monpasymeBa unukiIu3anujy 8-okcorepaHuaina Ipu 4YeMmy ce (opmupa
LUKJIONEHTAHCKU NIPCTEH U MPBU UPUIOU] Y OBOM OMOCHUHTETCKOM IYTY - upuaoauan. EH3um koju
KaTtaliu3yje OBy peakiujy je upumona cuHTaza (IS), eHsum u3 damunuje mnporecTepoH-5-f-
peaykTasza Koju je okapakrepucaH kon Bpcre C. roseus (Geu-Flores u cap., 2012; Kries u cap.,
2016). V mpucyctBy NAD(P)H IS  «xonBepryje  8-okcorepaHwan O  IHC-TpPaHC-
HeneTtanakrona/upunonuana. Ensum mpuponn okcugaza (I0) karanmusyje peakumjy cuHTtese 7-
JICOKCUIIOTaHETHHCKE KUCEIMHE TPEKO UPUAO0TpUaa, Ha KOjy Ce 3aTHM J0/aje MOJICKYI TITyKo3e Y
peaknMju Kojy Karaiu3yje €H3MM TJIyKO3WITpaHcepa3a 7-Ie0KCUIOraHEeTHHCKE KHCEnHE
(7DLGT), npu uemy Hactaje 7-neokcuioranuicka kucenuna (Miettinen u cap., 2014). YV napennom
KOpaky ce cuHTeTHme joraHuHcka kucenuHa (JIK) y mpucyctBy eH3uma Xuapokcuiasze 7-
neokcunoranuicke kuceiaune (7DLH). JIK ce 3atum wmermnyje mo JIOI mocpenctBom
metuntpancdepase JIK (LAMT) (Murata u cap., 2008). [Tocnenmsu Kopak y 10 caga OMUCAHOM
MyTy cHHTe3e cekompmmonaa koxa Bpcre C. roseus yxipyuyje ensum CJIOIT cunTasy (SLS) koju
okcuayje JIOI' y peakiuju y K0joj HacTaje yHUBEP3aJIHU MIPEKYPCOpP CEKOMPUIOUIA KOl Ousbaka —
CJIOT" (Irmler u cap., 2000). Ensumu 7DLH u SLS Ttakohe mpumnanajy rpymnu eH3uMa IIUTOXPOM
P450 monookcurenasa. ['enu Koju y4decTByjy y cuHTe3M TepneHa npeko MEP myra ekcipumupanu
cy y IPAP henmjama (enr. IPAP- internal phloem associated parenchyma), mox je ekcripecuja rena
KOjU Y4YeCTBYjy Yy HOCJIEIHBUM Kopaluma OHOCHHTE3€e CEeKOMpPUIOoUJa KapaKTepucTU4Ha 3a henuje
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enuaepmuca. Bucoka ekcnpecuja rera GES, G80O, 8HGO, IS, 10, 7DLGT u 7DLH y IPAP
henujama akTuBHpa oarosapajyhe rere 6mocuHTeTcKOr myra u cuHtetuine ce JIK (Asada u cap.,
2013). JIK ce 3atum TpaHcmoptyje y henuje enuaepmuca y Kojuma ce ekcpumupajy rean LAMT u
SLS, na ce u3 JIK npeko JIOT, cuarerume CJIOT .

e

+
)\/\ repaHuon 8-xuapokcurepaHuon
X-"opp

DMAPP .
H
cHO — Cerco )
CHO
H
uvc-TpaHc-upuaonuan
H H
e B ;
H
O, = 0o €— O A0 < TJ/
OH
H
7-0e0KCUnoraHeTUHCKa upuaoTpuan 8-oKcorepaHuan
KnucenuHa

Uuc-TpaHc-HeneTanakron

OH H OH
H H H -
-— - -SLS
' 0 7DLH o 0 LAMT o, o
Gle H 3 c H S Glc H N
(o - (0] oz 0 O~ 0]
OH OH OH

7-0€0KCUNoraHMHCKa rioraHUHCKa TNOTaHuH CeKonoraHmH
KMCenuHa KUcenuHa

O

Cmuka 5. Ilyt cunrese cexomapuponna cexonoranuHa (CJIOI) xon Bpcre C. roseus. Ilpukaszana cy
MPETIIOCTaBJbCHA jENIbCHha U CH3UMHU KOju Tocpenyjy y Ouocunresu. Ckpahenwmiie: |PP-uzonenrenun
nupodocdar, DMAPP-mumernnanun nmupodocdar, GPP repanun mudocdar, GPPS repanun mudocdar
cuntaza, GES repanmon cuHTtaza, G8O repanmon 8-oxcupaza, SHGO §-xmapokcurepanuosn
okcunopenykrasza, IS wupumomn cunraza, 10 wpumonn okcupaza, 7DLGT rmyko3un Tpancdepasza 7-
JleoKcuoraneTuacke kucenune, 7DLH xwmmpokcmimaza 7-meokcmiioranwacke kucenmmae, LAMT O-
MeTuaTpanchepasa soranuHcke kucenune, SLS CJIOI cunrasa.

Hameu myt koHBep3uje CJIOI kox Ousbaka u3 pamuinmje Gentianaceae HUje UCTPaKEH, allk Ce
cMaTpa Ja jeé CEKOMpHUIOUIHU TiIyko3uja cBepo3un (CB) mpekypcop CHHTE3€ CBHX OCTauX
cexoupuaonsa (Jensen u Schripsema, 2002).



1.1.2. ®eHoaHa jenumbema — KIacupuKanuja u OMOCHMHTE3a

deHonHA jenumbemba ¢y OpojHa Tpyna CIelujaln30BaHUX METa0O0JIUTa KOjU Cy YHUBEP3aJTHO
NpUCyTHH y OmsbHOM mapctBy. dyHkmuja ¢geHosa y Oujbkama je pa3inuuTa, IMa HEeKa OJf OBUX
jenumbema y4ecTBYjy y ol0paHu off XepOMBOpa M MaToreHa, 0K Cy Apyra JA€0 aHTUOKCHIAaTHUBHE
nmu UV 3amure. CTpykrypa PeHOTHUX jeqUbEHha Ce 3aCHUBA HA apOMAaTUYHOM IIPCTEHY 3a KOjU
Cy BE3aHE je[Ha WM BHWIIE XUIAPOKCWIHHUX TPYIa, a HajjeJHOCTaBHHUjH TpHUMEp je caM (eHOI
(CsHsOH). IMonudenonu cy jeaumemna Koja caapiKe BHUILIE O] jeAHOT apOMaTHYHOI IPCTEHA 3a KOje
je Be3aHa jeJlHa WIM BUIIE XMIPOKCHJIHUX Tpymna. Y Omibkama ce ¢enonu mory Hahu y ¢opmu
arJMKoOHa, a BeoMa 4YecTo y (GOpPMH TMIIMKO3MJA KAa0 METHJIOBAHW W XHIPOKCHIOBAHH MOJICKYIIH
(Harborne u Williams, 2000). ITocroje pasnuuute kiacudukanuje ¢eHona. Ha ocHoBy Opoja
YIJbCHUKOBHX aTOMa y MOJIEKYJTy peHonu ce kiacudukyjy y Tpunaect rpyna (Lattanzio, 2013):

e (C6: jenHocTaBHA (PeHOJHA jeIUHEHA U OCH30XUHOHH;

C6-C1: deHOTHE KHCETUHE U AJICXUIH,

C6-C2 penuncupheTHe KucenTuHE U alleTOPEHOHHU;

C6-C3 xuapoKCHIIMMETHE KUCENTMHE, KyMapuHH, (SHIIIPOIIAHN 1 XPOMOHH,
C6-C4 nadroxuHoOHH;

C6-C1-C6 xcaurtoHnu,

C6-C2-C6 ctunbenun u aHTpaXWHOHU,

C6-C3-C6 dnaBonouM, n30(hIaBOHONIH, HEO(DIABOHOUIH,

(C6-C3-C6)2,3 budmaBonon 11, Tpru1aBOHOUIH, POAHTOLUjAaHUIUHE U BUXOBU JTUMEPHU U
TPUMEPH;

(C6-C3)2 nmurHanu v HEOJIUTHAHU;

(C6e-C3)n nuruunu;

(C6)n kaTexoi MeTaHuHH U (PIOPOTAHUHH;

(C6-C3-C6)n KOHICH30BaHU TAHUHH.

lukumaTrcku MyT cHUHTE3e (DEHOIHUX jeIMIbela je Hajuemhu MyT cuHTe3e (peHona Koj
O6usbaka. OBaj WyT je, ocuM KoJ| Ousbaka, ONMMCAaH U KOJ TJbUBa M OakTepHuja M oOyxBara celam
MeTabOJHYKHUX KOpaka TOKOM Kojux oi (ocdoenonnupysara (PEP) u epurpose 4-docdara Hacraje
IIMKUMCKa KucennHa. [llukuMcka KucenrHa ce Jajbeé KOHBEpTYyje Y XOpHU3MaT KOju je MpeKypcop
CHHTE3¢ apOMaTHYHUX aMUHOKHCENMHa (peHuIamaHuHa, THpo3uHa u Tpuntodana (Herrmann u
Weaver, 1999). OBe aMHHOKHCEIMHE CYy OCHOBHM MOJCKYIH OJ KOjHUX C€ HAacTaB/ba CHHTE3a
BeJMKOTr Opoja cnenupuuHux peHonHux jeaumemna. On GpeHnnananuta ce 'y GeHUINpornaHonIHOM
MyTy CHHTETUITY IIIMETHA KUCEJMHA U P-KyMapHa KUCEINHA, KOje ce KacHHje MPEeBo/ie 10 JUTHaHa,
JUTHUHA M KyMapHHa. P-KymMapHa KHCeIUHa je MpeKypcop cuHTeze kymapomin-CoA ox kora ce
CUHTETHINTY Pa3InIUTH (IaBOHOWIH, H30¢aBoHOUIN U nipoanTonujanuanau (Ciouka 6). Tuposun
je mpekypcop CUHTe3e ankanonaa MmopdrHa, kao 1 Oerananna u auranaa (Schenck u Maeda, 2018),
a o TpuntodaHa HACTAjy WHIOIHH ANKaJOMIUW M OWJbHU xopMoHH aykcuHu (Mano u Nemoto,
2012). Cunresa (aBoHOMIa y OMIbKaMa OJ[BHja Ce MPEKO (PEHUIIPONAHOUIHOT MyTa KOjH MOYHEHE
KOHJICH3AITUjoM TpU MoJjekyna ManoHmwi-COA u jemHor monekyna 4-kymapowit-COA, mpu demy
HacTaje XankoHcku ckener. JlejctBoM eH3uma xankoH u3omepase (CHI) nacraje HapuHreHuH on
Kora ce y pajbeM nyTy OuocuHTese hopmupajy daaBononau (Koes u cap., 1994; Petrussa u cap.,
2013).
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Cnuka 6. Cxemarcku mpHKa3 cuHTe3e ()eHUIIaJaHuHa U HKEeroBHUX JepuBaTa y Ousbkama. Ckpahennne: PAL
¢denwnananuH amoHujyM Jmaza, C4H uunamar-4-xunpokcunaza, 4CL 4-kymapoun CoA-nuraza, HTC
XuapokcunrHamonn TpaHcdepasza, C3H p-kymapar-3-xuapokcmnaza, CHS xankon cuaTaza, CHI xankon
n3omepasza, ANS antormjanuaue cuHTaza, DFR muxunpodnaBonon peaykrasa, FS ¢dmaBon cuaTaza, FLS
¢naBonon cunHtaza, F3H duaBanon 3-xunmpokcwunasa, IFS wu3odmaBon cuntaza, ANR aHTOLUWjaHUIUH
penykrasa, LAR neykoaHTondjaHuanH peaykTasa (nmpema Cheynier u capaguuimma (2013), u3mMermeHo).

1.2. buoJiomIKa AKTUBHOCT CNIELMjaJTM30BAHUX MeTA00IUTA

VYnorpeba Ousbaka M MpoM3BOJIa OUIBHOT MOpPEKJIa MO3HATa je Y TPATUIMOHAIHO] MEAULIMHI
MHOTHX Hapoja. Pa3BojeM TexHUKA WACHTH(UKAIM]E | H30JalHje OMJFHUX MPOJIyKaTa JIOILIO e J0
3aKJbYYKa Jla Cy yNpaBO CHENMjaJM30BAHUM METAOOIUTH jelUmbeha Koja MOCeyjy JEKOBUTA WU
TOKCHYHA CBOjCTBA KOja ce MPUNHUCYjy oapehenmM OmpbHHM BpcTtama. [IpemHocT kopuimhema
OMJbHUX MTPOM3BOJIA y OJTHOCY Ha KOMeEpIIMjaliHe MPOU3BO/IE U JIEKOBE orliea ce, usmelhy ocranor, u
y MameM IITETHOM e(eKTy Ha OKOJHMHY U 3[IPaBJb€ JbYAU. TPETMaHH Pa3IHUUTHX 3JIPABCTBEHUX
nopemehaja ce u y MojiepHO J100a ocliamajy Ha OMOJIOIIKM aKTHBHE CIIELHjaIn30BaHe METa0OoIUTe
KOJU Cy NOTEHLIN]aJTHU U3BOP HOBUX (hapMalleyTCKUX MPOU3BO/A.

1.2.1. AHTHOKCHUIATUBHA AKTUBHOCT

Cno0onHu paiuKalld Cy aTOMHU WJIM MOJIEKYJM KOjU MOCENy]y jeJlaH WM BHILE HECHapeHuX
€JIEKTPOHA Yy CBOjOj CTPYKTYpH HITO MX YMHU BEOMa PEAKTUBHUM. Y CJOOOJHE pajaukaie ce
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yOpajajy peakTUBHE BpPCTE KMCCOHHMKA, Ka0 IITO Cy CyMEpoKcH] aHjoH pamukan (027), XUIAPOKCHI
panukan (OH), nepxuapokcu paaukan (HO2'), anu u Hepaaukajacke BPCTe KHCEOHHMKA Kao IITO CY
cunrner kuceonuk (102) u Bomommk mepokcun (H202). ITopen peakTMBHHX BpCTa KHCEOHHKA
CI00O0/IHE pajuKalie U HEepPaJAUKaICKe BpcTe (OpMHUPA]y U XEMHJCKH €IEMEHTH a30T, OpOM H XJIOp
(Nespolo, 2017). CnobGomnu paivKaid Yy JbYJACKOM OpPraHH3MYy HAaCTajy TOKOM HOPMAJHHUX
¢bu3nonomKux mporeca U ca BehuM MHTEH3UTETOM Y yclioBuMa crpeca. Kon 3apaBor opraHuzma
MPOJYKIHja CIO00JHUX PaJAMKaNa je y PaBHOTEXKH ca MPOIYKIMjOM aHTHOKCHJIAaHACA KOJU HX
HeyTpanumy. MehyTuM, YKOIMKO c€ OBa XOMEOCTa3a Hapylld, CIO0OIHU paJuKald IOBOJE /0
okcuaatuBHOT omtehema Ouomonekyna kao mro cy JHK, munuau u nporennu. OBako Hacrania
omrehema MoOry OWTH Y3pOYHHIIM HacTaHKa OpOJHMX 000JbeHa, Kao ITO Cy 000Jbema
KapJHOBacKyIapHOTr cucTema, nujaderec, kanuep u apyrux (Dhalla u cap., 2000; Ziech u cap.,
2011; Newsholme u cap., 2016).

[Mpema nedunuimju kojy je nao Halliwell (2007) anTnokcunancu cy jequmena Koja ouIaxy,
CIIpeyaBajy WM YKJIamajy OKCHAAaTHBHA omTehema MJbaHuX MOJIEKyIa. AHTHOKCHIAHCH Y henuju
MOTy OUTH €H3UMATCKOT (E€H3MMHU: CYIIEPOKCH] TUCMYTa3e, TIIyTaTHOH NMEPOKCHIa3e U KaTanase) u
HECH3UMATCKOI  MOopekjaa (HIp. acKOpOMHCKAa KHUCEIHMHA, KapOTCHOMIW, (IaBOHOWMIN).
AHTHOKCUIAHCH Y JbYJICKOM TEIIy CMamyjy KOJIWYMHE PEaKTHBHHUX BPCTa KUCEOHUKA, MPEKUIAJy
peakiuuje JTUMHUIHE NepOKCUAANje U XeIupajy joHe MeTana. HeeH3uMaTcku aHTHOKCHIAHCH ce Y
OpraHu3aM yHOCE IOCPEJICTBOM XpaHe WJIH JIEKOBA, @ MHOTE OMJbHE BPCTE NPEACTaBIbajy er30TeHU
u3BOp aHTHOKcuaaHaca. [Iponemeno je na je aBe TpehmHe OMJBHUX BpCTa Ha CBETY 3HA4YajHO 3a
MeIUIMHY, a BehnHa OBMX OMJBHMX BpCTa moceiyje anTuokcunaruBHu norernujan (Krishnaiah u
cap., 2011). AHTHOKCHAATHBHHM MOTEHIMjal OHJBHHUX MPOM3BOJA 3aBHCH OJ] HECH3UMATCKUX
aHTHOKCHJIaHAca Koje OWJbKEe CHHTETHINY, a HEKHM OJf IpHMepa Cy acKOpOMHCKAa KHCEJIHMHA,
TIIYyTaTUOH U BEJIUKH Opoj crernyjanu3oBanux metadonura. Hajehu 6poj cexkynnapaux metabonura
ca aHTHOKCHJIATHBHHUM JI€jCTBOM I10 XEMHU]JCKOj CTPYKTYpH Tpunajaa penomuma. AHTHOKCHIATHBHU
KarmauuteT (EHONHUX jeIUIeha 3aBUCH 04 Opoja W TOJ0Kaja XUAPOKCWIHUX Tpylna u
CYNCTHTyeHaTa Ha apoMaTHYHOM mpcreHy. DeHonHe KucenuHe (TanHa, CHPUHTUHCKA, -
XHIPOKCUOCH30€Ba, UTH.) U (IIAaBOHOUIM (KBEPLETHH, allUT€HHH, JIYTEOJIHH, KaM(epol U MHOTH
Apyrd) Kao HajOpojHHje Tpyme OWbHUX (PeHoNa WCIOJbaBajy 3HAuajaH aHTHOKCHIATHBHU
kamaruretr (Heleno u cap., 2015; Yashin u cap., 2017). ®naBoHOHIM MHAKTHBUPAjY PEaKTHBHE
BpPCTE€ KHCEOHHWKA CBOjOM XHJIPOKCHIIHOM TPYIIOM W TPEBOJE MX y CcTaOWiaH OOJNMK KHCEOHHKA
(Panche u cap., 2016). IlpencraBuui (GiaBOHOMIA EMUKATEXWH U JIYTEOJUH HCIOJbaBajy
AHTUKOKCUJATUBHU e(deKaT Tako IITO MHXUOMpajy KCAHTHMH OKCHUJA3y, €H3UM HEOIXOJaH 3a
CHHTE3y peakTUBHUX Bpcra kuceonuka (Hanasaki u cap., 1994). Tepnenu kao mTO Cy MOHO- U
CECKBHTEPIICHH Takolje Moka3yjy 3HauajaH aHTHOKcHaaTuBHHM moteHuujan (Gonzales-Burgos u
Gomez-Serranillos, 2012). TIlocroje pa3nuuuTe METOJAC 3a TMPOIEHY aHTHOKCHIATHBHOT
HOTEHIHMjaa OWJBHUX eKcTpakara, JOK iN Vitr0 TecTOBH MpecTaBibajy jelaH ol IMPBHX KOpaka y
UCTpaXWBakUMa MOTEHINjaJTHE aHTHOKCUIATUBHE aKTUBHOCTH OMJBHUX MIPOM3BOJIA.

1.2.2. AHTUMHKPOOHA AKTHBHOCT

Hamperkom ¢apmarnieyrcke WHIyCTpHje pacTte Opoj JOCTYMHUX aHTHOOTHMKA 3HAYaJHUX Y
60pOH MPOTUB MATOT€HUX MHUKpoopraHuzama. Mehytum, y MoJepHo 1o0a yciies HEKOHTPOIHCaHe
ynotrpebe aHTUOMOTHMKA U CIIOCOOHOCTM MHKpPOOpPTaHM3aMa Ja MYTHpajy CBE BHILIE pacTe U
OTIOPHOCT MHOTHX COjeBa MHKpOOpraHM3amMa Ha CHHTETHYKe aHTuOHoTHKe. CBake ToauHE Of
MOCJIe/IUIIA PE3UCTEHIIN]e OAKTePHJCKUX COjeBa Ha pa3INuMTE JICKOBE y 3eMibama EBporicke YHuje
ympe oko 25000 seymm (Freire-Moran wu cap., 2011). BpojHu KIMHWYKH HW30JaTH COjeBa
Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes u Mycobacterium tuberculosis cmarpajy ce
OTHOpPHUM Ha BehmHy komeprmjanHo nocrynHux antuOmoruka (Sibanda u Okoh, 2007). CojeBu
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Bacillus cereus u Listeria monocytogenes u3o10BaHu U3 XpaHe Takohe MoKa3yjy OTHOPHOCT mpemMa
OpojuuM cuHTeTHYKHUM aHTHOMoTHIMMA (Chaves u cap., 2011; Olaimat u cap., 2018). Osaj
rno0anHu 1poOJIeM YCMEpHO je MHOra UCTpPaXKMBama Ka yMoTpeOM NPHPOIAHMX NPOM3BOJAA Ca
aHTHOMOTCKUM TIOTEHIU]AJIOM, IPe cBera Ka (hapMaKOoJIONIKY 3HAYajHUM OMJbKaMa.

busbke cy 6orar u3BOp BENMKOT Opoja CHenMjaan30BaHuX MeTabonuTa ykby4yyjyhu tanune,
TepreHe, ainkainouae, ¢uaBoHe u (IaBOHOMAE KOjU HCIOJbaBa]y CHaXaH aHTUMUKPOOHH
noreruujan (Lewis u Ausubel, 2006). Jenumema u3 rpyne TepreHa cy (papMaKOJIOIIKA aKTUBHU
MPOAYKTH OMJBHOT MeTaboyM3Ma KOju MOTY MMaTH MPUMEHY y OopOu mpoTHUB OakTepuja, alv U
rJbuBa, BUpyca u mporo3oa (Chandra u cap., 2017). Ilopen aHTHOMOTCKOT [i€jcTBa OMJBHU
MPOM3BO/IM, NIPE CBera erapcka yjba, NMOKadyjy W aHtudyHrainu edekat. Etapcka yipa pomoBa
Thymus u Mentha ucnospaBajy cHaxkan aHTU(YHTaTHU edeKar mpeMa MaTOreHUM MUKPOTJbUBaMa
(Sokovi¢ m cap., 2009). MexaHu3mu [eioBama CIENHjaTM30BaHUX MeTabonura Ousbaka Ha
MHUKPOOpPIraHU3Me C€ MOBE3Yjy ca XEMHjCKOM NpHupoaoM Mmerabonura. IlokasaHo je na TepreHu
J0BOJIe 110 nopemehaja mpomycT/buBOCTH henmrjcke MeMOpaHe U Yy HEeKUM ClydajeBIMa HapyIlaBajy
¢byukuujy muroxonmpuja (Freiesleben u Jager, 2014). Ankanouad HapyliaBajy HHTETPHUTET
henujckux mMemOpaHa M TO Kpo3 HHTepakunujy ca eprocrepoiom (Freiesleben u Jager, 2014).
Takohe, mocenyjy cmocooHocT ymerama y Mmosiekyn JJHK mro gqoBoau o nopemehaja y henujckum
neobamMa M €BEHTYyaJIHO J0 henujcke CMpTH. AJKajlouau XapMmMaH v OepOepuH Ha OBaj HAuWH
ucrnosbaBajy antumukpoonu edekar (Phillipson u O’neill, 1989). AntumukpoOHH edekar
¢dbrnaBoHouaa mpeMa OpojHUM OakTepujamMa M MATOTEHUM TJbMBaMa TOCJENWIA je JeloBamba
(daBononaa Ha henujcky memOpany narorena (Lambert u cap., 2001). daaBoHOMaM HHTEPAryjy ca
MeMOpaHCKMM TIPOTEMHMMa W TuUMe moBehaBajy MepMeaOWIHOCT M HapyllaBajy HHTETPUTET
MeMOpaHe natorera. Criennjaau30BaHu MeTa0oIMTH Onbaka rmopes eekra Ha MeMOpaHe ImaToreHa
yruuy Ha henmjcke nponece kao mro cy cuate3a JHK, PHK u nporenna. M3odnaBon renucrenn
naxubupa cunresy JAHK, PHK u mporenna ko rpam-HeraTuBHE, OMOJYMHUHHUCIIEHTHE OakTepuje
Vibrio harveyi (Ulanowska u cap., 2006). Bepbacko3ua usonoan u3 Bpcre Buddleja cordata
uHxubupa cuHtesy nportenna Staphylococcus aureus (Guillermo Avila u cap., 1999). Kymapunu
penykyjy HHBO henujcke pecnupanyje, JOK TaHHHM yTUYy Ha MeMOpaHe MHUKpPOOpraHu3Ma W
uHxubupajy akruBHoct nporeuHa (Chung u cap., 1998; Cowan, 1999). [lo3Hat OHOAKTUBHH
OWJbHM TIPUPOJHU TPOAYKT TUMOJ JOBOAM IO MPOMEHA Y CTPYKTYpPHU CHOJbAllhe U YHYTpPAIIHhe
MeMOpaHe MHUKpOOpraHh3aMa TaKo IITO pearyje ca TMOoJIApHUM ,riaaBaMa’ ¢GochoIUumuaHOT
JBOCJIOja IITO MEHha MepMEeadWIIHOCT M yTHUYe Ha Je3uHTerpaiujy memoOpane (Lambert u cap.,
2001). Ilopem Tora, TUMOJ MOKE Ja pETYJIHWIIEe EKCIPECHjy TeHa YK/bYYEHHX Y CHHTE3Y
MEMOpPaHCKUX MPOTEHHA, Aa HHXUOUpPA aKTUBHOCT MPOTEHHA YKIbYUYEHUX Y 3aIITUTY OJ1 TOIUIOTHOT
cTpeca, yTude Ha CHHTE3y MoJieKyia aaenosun tpudocdara (ATII), ura. (Horvath u cap., 2009; Di
Pasqua u cap., 2010).

AHTUMHUKpPOOHA aKTUBHOCT OMJbHUX NMPHPOIHUX MPOU3BOJAA 3aBHCU O/ HUXOBOI' XEMH]CKOT
cacraBa, P Y€MYy CBE TOjeJHAYHE KOMIIOHEHTE CJIOKEHHUX CMella IOTNPUHOCE OMOAKTHBHOCTH Y
onpehenoj mepu. Uecto je ciydaj aa cMerie OMOAKTUBHUX jeIUbelha y OUJBHUM MPOU3BOAMMA
MoceAyjy jaue aHTUMHKPOOHO JIeJCTBO y Mopehemy ca nmojefnHaYHuM KOMIIOHEHTaMa CMeIIle, IMITO
ce o0jalmaBa HHTEPAKIIUjOM KOMIIOHEHTH cMelle y Buay cuneprusma (Kan u cap., 2006; Wagner
u Ulrich-Merzenich, 2009). Kox ertapckux ysba, Koja MpEACTaBbajy CMEIIE CIICIH]jaTu30BaHUX
MeTa0oNUTa, TMOTBpHEH je CHHEPrUCTHYKU e(deKaT I0jeIMHAYHUX KOMIIOHEHTH Yy OpojHUM
crynujama (Dilika u cap., 2000; Galindo u cap., 2010).
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1.3. Yaora cneumjaau3zoBaHux MeTadouTa y 0A0paMOeHOM OATrOBOpPY OM/baka
Ha A0MOTHYKHM CTPeC

300r ceCHITHOT HAUYMHA JKUBOTA OMJBKE CY U3JI0KECHE PA3INYUTUM CTPECOTEHUM (aKTOpUMa y
CB0jOj KMBOTHOj CpeAWHH. JeqHa o Hajupux AedUHUIMja CTpeca jecTe Ja CTpec MpelCTaBlba
CTame OMOJIONIKOT CHCTeMa Koje oncTynma oj ontumyMma. CrpecoreHH (HakTOpd MOry OHTH
aOMOTHYKOT M OMOTHYKOT IMOPEKJIa, IpU 4eMy OMOTHYKH CTpeC MOoJpa3yMeBa HETaTUBAH YTHUIIA]
KOjU Ha OMJBKY MMa JICJIOBakE HEKOT JIPYror OPraHu3Ma, JIOK ce aOMOTHYKU cTpec Ae(UHUIIe Kao
HEMOBOJbAH YTHUIA] (U3MYKUX M XEeMHjCKHX (akTopa M3 crHoJballme cpenuHe. HemoBosbHa
KOJIMYMHA BOJEe W MoBehaHa KOHIIGHTpalWja COJMM Ha CTAaHUINTY, NMPEKOMEpPHa HHCOJALUja U
eKCTpPEMHE TEeMIIepaType caMmoO Cy HEKHM o]l aOMOTHYKUX (hakTopa KOju HapyllaBajy HOPMAIHO
pacreme u pasBuhe omsbke (Wang u cap., 2003). ¥V npupoaHuM yciaoBHMa YecTa je ojaBa Ja Ha
OUJbKY HCTOBPEMEHO JIeyje JIBa MJIM BHUIIIE CTPECOreHux (akTopa, ma je Tako, Ha mpumep, epexar
cymre yecto npaheH u eeKToM MOBUIIEHOT CaIMHUTEeTa. MHOTH aOMOTHYKH (PaKTOPH, YKIbYy4dyjyhu
CYILYy U BUCOKE TeMIIEpaType, YeCTO AOBOJIE /10 HapyllaBama 010paMOCHUX MeXaHu3ama OMJbKe U
70 JIaKIIer TMpoJHparma IaTOreHa, HAKOH 4Yera ce HCIoJbaBa c(eKaT CHUMYJITAHOT JIejCTBa
abuotnukor u ornotuukor crpeca (Atkinson u cap., 2013).

OnroBop OWJbKE Ha CTpEC 3alOYMELC AKTHBAIMjOM pPA3IMYMTUX CHUTHAIHUX IIyTeBa M
on0paMOeHNX MeXaHW3aMa KOjU TII0/Ipa3yMEBajy NPOMEHE Yy TPAHCKPHUIILMOHO] KOHTPOIH U
aKTHBAIMjU TeHA 3a YCIOCTaBJbalkh€ XOMEOCTa3e M TONpaBbame omrehema HacTaluX J1ejCTBOM
crpecoreHux (pakropa. AOMOTHYKN CTpeC aKTHMBHpPAa MEMOpPAaHCKHM Be3aHE pelenTop KWHa3e HAaKOH
Yyera CEeKyHJapHH MPEHOCHOIM CHIHANa, Kao IITO CY PEaKTHBHE BPCTE KUCCOHMKA W WHO3UTOJ
¢dochatn, yruuy Ha NpoMeHe y KOHUEHTpaluuju yHyTapheiaujckor kammujyma. OBa mpomeHa
MHUIHpPa Kackany ¢ochopuanyje mpoTerHa KOju Cy TUPEKTHO YKJbYUYECHH Yy 3aIITUTy henuje mmm
OHUX KOjU KOHTPOJIUINY CIIeUU(pHYHE CETOBE 'eHa U KOjH C€ aKTUBHUPA]jy IO/ JCjCTBOM CTPECOTCHUX
daxropa (Shao u cap., 2007). I'enu ymja ce ekcrpecHja MOXKe HHIYKOBATH CTPECOM IOJIEJbEHH CY Y
nse rpyne. llpBy rpyny YmHEe T€HM KOjU KOJMPajy 3a HPOXYKTE KOjU JUPEKTHO YYECTBY]Y Y
samtuti  henuje, kao mTo cy LEA (enr. late embryogenesis abundant) mnporeunu,
OCMOpETYJIaTOpH, MPOTeMHH TOIUIOTHOTr mioka (eHr. heat shock protein) u nporenHu Koju
cripedaBajy cmp3aBambe (eHr. anti-freezing protein). [Ipyra rpyma cy reHu KoOju KOIUpajy 3a
NPOJNyKTE YKJbY4EHE Yy perylaiujy eKcIpecHje TeHa M TpeHoca CHrHaja, Kao IITO Cy
tpanckpunuuonu enemeHTd MAP u CDP kunaza, bZIP u MYB tpanckpumnimonn GpakTopu u jap.
(Shao u cap., 2007).

1.3.1. IloBpena kao BpcTa a0MOTHYKOT cTpeca

[ToBpena Ouspaka M3a3BaHa HAIaAJIOM XEpOMBOpPA M MHCEKAaTa WM 1O/ YTHIAjeM a0MOTHYKUX
(axTopa croJballibe cpearHe (BeTap, KUIlIa | Jp.) TOBOJAU JI0 HapyllIaBamka WHTEIPUTETA TKUBA U
OWJPHHX OpraHa W HMCTOBPEMEHO OTBapa IyT 3a TyOWTaK HYTpHjeHaTa M HMHBa3Wjy MaTOreHa.
Creuunguryne OMbHE CTPYKType Koje MMajy (yHKLHM]y 3amTuTe oj omrehema TKUBa 00yXxBarajy
eMMKYTUKYJapHE BOCKOBE M aHAaTOMCKE TBOPEBHHE Kao IITO Cy TpUXOME W Moaudukarmje
n31aHaka (Tpmwe, 001Jbe U CII.) KOje MHCEKTUMa M XepOuBopruMa oTexaBajy npuctym. Kao oarosop
Ha Harmaj| rmaToreHa W xepOuBopa OMJbKE YECTO CHHTETHUINY CIeLHjalu30BaHe MeTtabonute Mely
KOjuMa ¥ crenupuyHa TOKCHYHA jeUbEmha Kao MTo ¢y upuaouanu riykosuau (Pankoke u cap.,
2013), ranykosunonatu (Winde u Wittstock, 2011), ankanouaum (War u cap., 2012) u TaHuHH
(Barbehenn wu Constabel, 2011). Oarosop Ousbaka KOju TMOApa3yMeBa I0OjayaHy CHHTE3Y
crieupUYHAX XEMHjCKUX KOMIIOHEHTH je Hajyenrhe eHepreTcKy 3aXTeBaH M HEHCIUIATHB MPOLEC U
3aTO Ce aKTHBHpa caMo Kajaa je To HeomxoxHo (Leon u cap., 2001). CnuuHOo kao y ciy4ajy
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noBpehuBama TKUBa OJl CTpaHE XepOMBOpA, MEXaHWYKA MOBpENa WHUIMpA MOjadyaHy CHHTE3Y
CIENHjaTM30BaHMX METabOIUTa YK/BYYCHHX Yy oabpamOenu oxarosop Owmsbke (Mithofer u cap.,
2005). IlpermocraBiba ce Ja HAKOH Hamajaa XxepOuMBOpa J0Jla3d JI0 WHTCH3UBHH]E CHHTE3E
CTICLIMjATM30BaHMX METa0OoJMTa HEero y Cllydajy MEXaHHUYKUX MOBpeaa TKUBA, MTO ce oljalrmaBa
XEMHjCKHM MHTepakuujama umely xepousopa u ousbke (Maffei u cap., 2007). Hamag xep6uBopa u
MeXaHWYKa T[OBpela JIMCTa KyKypy3a [OBOAE 1O aKyMyjlaldje jacCMOHCKE KHUCEIHHE U
CTELMjaTU30BaHNX METa0ONUTa W3 Tpyne OCH30KCAa3MHOMJA KOjU YYEeCTBY]y y oaOpaMOeHOM
oarosopy omibke (Malook u cap., 2019). ITojayana cMHTE3a MOHOTEPIIEHCKUX MHIOIHUX aJKAIOM/1a
(enr. MIA - monoterpenoid indole alkaloids) 3abenexxena je nakon moBpene siucra C. roseus
napsama Manduca sexta (De Bernonville u cap., 2017). MIA ce akymynupajy Kako y moBpeheHum,
TaKO M y JUCTAIHUM JIMCTOBUMA OUJbaKa, a TyCEHHIIE KOje Cy C€ OBUM JIMCTOBHMA XPaHUIIC YMUDPY,
mro moTBphyje onadpambeHy yiaory CHHTETHCAaHMX aikaiouaa. IloBpema nucroBa Plantago
lanceolata napsama snentupa Junonia coenia u3asuBa akyMyJalujy UPHIOMIHHX TIYKO3UIa Y
noBpehennm u neaum nucroBuma Ooksuie (Darrow m Bowers, 1999). /o ciauuHux pesyirara
nouutn ¢y Marak u capagaunm (2002a) ucnuryjyhu edekar ousbHor narorena Diaporthe adunca
Ha TPOJYKIIMjy UPUIOUAHUX Tiyko3uma koxa P. lanceolata. Hakon npomuparma maroreHa y OMJbHO
TKUBO CaJIp)Kaj UPUIOMIHHUX TIYKO3HJA PacTe y JUCTAIHUM OpraHuMma (JMCTOBHMA M KOPEHY), a
HajBehu HUBO OCTHKE HA MecTy MH(]eKIuje (PenpoayKTUBHO TKUBO). MexaHuyka moBpeaa TKHUBa
y oapeheHoj mepu uMHHIMpA 010paMOCHU OJITrOBOP CIMYaH OHOM KOjU W3a3WBa MOBpEAa HacTaia
nejctBom xepbuBopa u maroreHa (Marak u cap., 2002a). HctpakuBama Bricchi u capagnuka
(2010) cy na mpumepy Phaseolus lunatus nmokasana na u MexaHuuKka MMoOBpe/ia U Hamaa XepOuBopa
WHUIHPAjy 010paMOCHU OArOBOp OWJbKE, alld XEMHUJCKUA CHUTHAJIHM TOPEKIOM M3 OpaIHUX CEKpeTa
XxepOMBOpa WHIYKYjy paHH OJrOBOpP KOjU TIPH MEXaHWYKOM TMoBpehuBamy wu3ocraje. Y
uctpaxuBamuma Alves u capaanuka (2007) ma Bpctu Brugmansia suaveolens mokaszano je aa u
MeXaHW4YKa MOBpe/Ia M MOBpe/a M3a3BaHa XepOMBOPHOM BpcToM Jjentupa Spodoptera frugiperda
WHJIYKY]Yy aKyMyJalujy TPOMAHCKUX aikanouaa. KOHIIEHTpaluja TPONAHCKHX aJKaloujaa Y
OusbHOM TKHBY ce noBehaBa 10 24 h HakoH moBpejie, a 3aTUM CajJipKaj OBUX jeIUILCHA OMaja 10
HUBOA 3a0enexeHor npe omrehema TkuBa. CMarpa ce Ja MeXaHW4Ka MoBpe/ia Ousbaka JIOBOIH JI0
WHIYKIHje CHHTE3¢ oJpeheHnX XeMHjCKUX KOMITOHCHTH Oall Kao M y cliydajy Hamanga xepouBopa,
npyu 4eMy OATOBOp OHMJbKE Ha IMOBpeNy MpeAcTaBjba CIOXEH Ipolrec Koju, u3mely ocranor,
nojipa3yMeBa aKkTHBAILMjy MOJICKYJapHUX MeXaHH3aMa CHelu(UYHUX 3a MEXaHH4YKO omireheme
ousHOr TkMBa - DAMP (enr. damage associated molecular patterns) wnm Hamag xepbuBopa -
HAMP (enr. herbivory associated molecular petterns).

OnbpambeHn MexaHu3MH Ousbaka ce MPBO aKTUBUPAjy Ha MECTY MOBpeie (JIOKATHU OJrOBOP),
a HaKOH TOTa M Y OCTaJIUM JIeJIOBUMa OMJbKE (CHCTEMCKH OJrOBOp). PeakTHBHE BpCTE KHCEOHWKA,
ENIEKTPUYHH CUTHAJHM U MPOMEHE y KOHIEHTPAIMjH KaJIIHjyMa Yy IIUTOCONY MPEICTaBJbajy TIIaBHE
(ocHOBHE) KOMITIOHEHTEe HH(pOPMAIIMOHE MpeXke Koja omoryhasa nmpeHoc curHana y oussim (Jacobo-
Velazquez u cap., 2015; Toyota u cap., 2018). PeakTuBHE BpCTE KHCEOHUKA, CYIIEPOKCH] aHjOH H
CHHIJIET KHCEOHHMK, HacTajy Ha Mecty mnosperae (Prasad wu cap., 2020) u goBome m0
XUIepronapusanyje miasMa MeMOpaHe Koja mocTaje mpomycTsbuBa 3a jone Ca?'. Enextpnuna
KOMIIOHCHTAa CHTHAJla 3aBUCH OJ MpOTeMHAa CIMYHHX riyramary (edr. glutamate receptor like
proteins, GLR) xoju mnpumanajy QaMuiuju KaTjoH-EpMEaOMIHUX JOHCKUX KaHana. Kop
Arabidopsis thaliana GLR ce aktuBupajy HakoH MeXaHHUKe IMOBpe/ie U Haraaa xebusopa (Toyota u
cap., 2018), mTo n0BOAM 70 Op3e MpoMeHe y KOHIEHTpamuju rmroconHor Ca?t kako Ha MecTy
MOBpE/Ie, TAKO U Y YIaJbCHUM JIMCTOBUMA, Ka0 M JI0 aKyMyJalllje eTHJICHa U JACMOHCKE KHCEIIMHE
(Delessert u cap., 2004; Wu u Baldwin, 2009). EtuiieH Huje IpUMapHU eMUIATOP OAroBopa, Beh je
HErOBa OCHOBHA YIJIOTa MOJIyJIalija CUTHAIA KOjH ce IpeHoce Ha jacMoHcKy kucenuHy (Von Dahl u
Baldwin, 2007). Jacmoncka kucenuna (eHr. JA - jasmonic acid) u \meHu IepuBaTh Ce CHHTETHIITY U3
O-JTMHOJICHCKE KHcenuHe y okranekanoumHoMm myty (Wasternack m Hause, 2013) u perymumry
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pa3IUUUTe Pa3BOjHE MPOIece Y OMIBIHM Kao IITO CY (GEPTHINTET, U3AYKUBAhEe KOPEHA U Ca3peBambe
mwionosa (Maciejewska u Kopcewicz, 2002; Garrido-Bigotes u cap., 2018). Jacmonaru cy Takohe u
CHTHAJHHA MOJIEKYJIH YKJbYYCHH Y OATOBOP OMJbKE Ha aOMOTHYKE W OMOTHYKE (DaKTope, Kao IITO Cy
HamajJ IaroreHa M XxepOuBopa M MexaHumdka moBpeaa Owmibke (Fernandez-Calvo u cap., 2011;
Wasternack u Hause, 2013; Fragoso u cap., 2014; Goossens u cap., 2016). IToka3zano je 1a JA u
ICHU JICPUBATH YTHYY Ha TPAHCKPHIIIMOHY KOHTPOJY I'€HAa KOjHU YYECTBY]Y y OHOCHHTE3H
CIEIHjaJIN30BaHNX METabOINTa ¥ Ha Ta) HAYWH YYECTBY]Y Yy OATOBOPY OHMIJbKE HA CTpeC HM3a3BaH
MEXaHHYKHM TMoBpeaama wid HamagoMm marorena (Chini u cap., 2007). TpaHCKpHUIIMOHO
npodpmucambe 8200 rena Bpcte A. thaliana mokasano je ma moBpema yTude Ha HpPOMEHE Y
eKcrpecuju oko 8% aHaIM3UpaHUX T'eHa, o Kojux oko 20% konaupa 3a MPOTEUHE KOjU YYECTBY]Y Y
npeHocy curHaia (Cheong, 2002). CnuuHo uctpaxuBame crpoBenu cy Delessert u capagnuim
(2004) ua 3500 rena A. thaliana ox xojux je 359 mokasano mpoMeHe y eKCIPECH]H HAKOH MTOBPEJIE.
I'enu ymja ce ekcrnpecuja Mema 0JMaX HAKOH MOBpEJE pearyjy JIOKAIHO U CHUCTeMCKH; 35% oBux
reHa je moja KoHTposioM MeTui jacmonata (enr. MeJA - methyl jasmonate), 1ok cy renu Koju cy
YKJbYYEHH Yy METa0OJNMYKe IyTeBe JI€0 KACHOT OJAroBopa. AKyMyJaluja jacMOHaTa H
OeH30KCa3uHOUIa y TIOBpel)eHIM JIMCTOBUMA KyKypy3a mpalieHa je ¥ CHCTEMCKHUM OJIrOBOPOM KOjU
oJjpa3yMeBa akyMyJIalijy HaBeJIeHHUX KOMIIOHEHTH U Y IMCTOBMMA Koju Hucy moBpehenu (Malook
u cap., 2019).

1.3.1.1. Cucnannu nym jacmouncke KuceiuHe

Curnanau myt JA ce aktuBHpa GopmupameM kKomyrata JA u usoneyiuna (JA-1le), a koju
JETEKTYje KO-peLenTOpHH KOMIUIeKCe cacTaBibeH on mportenHa COIL1 (enr. COI1 -coronatine
insensitive 1) u JAZ (eur. JAZ - jasmonate zim-domain) (Fonseca u cap., 2009; Chini u cap., 2016).
COIl je F-box xommonenta SCF (enr. SCF - skip-cullin-F-box) xomriekca. OBaj KOMIUIEKC je
myntunporerH E3 yOukBuTHH surasa 3a koju ce Besyje JA-lle u JAZ nporeun. Y npucycrsy JA-lle
701a3u 10 yOMKBUTHHaNWje JAZ, HAKOH Yera Cleau HmeroBa mpoTeo3omainHa aerpaganuja (Ciouka
7).

[Mpumapna ¢pyukuuja JAZ npoteuna je penpecuja bHLH (enr. bHLH - basic helix-loop-helix)
TpaHckpunuuoHor ¢akropa MYC2, koju je jeaaH o OCHOBHHMX peryjaTopa CHUrHajHor myra JA
(Chini u cap., 2007; Fernandez-Calvo u cap., 2011). V oxacyctBy JA-lle MYC2 je ¢dusmuku
onoxupan JAZ mporemnom (Wasternack u Strnad, 2019). BesuBawe JA-lle 3a COIl - JAZ
KOMILIEKC HE caMo Jia I0BoaM A0 nerpamanuje JAZ, seh u no ocnodahamwa MY C2, mTo nasse Boau
ka aktuBanuju nwbanux rera (Chini u cap., 2016; Wasternack u Strnad, 2019). Ekcmpecuja
cnenn(pUIHUX OMOCHHTETCKUX T'eHa MOHOTEPIICHOWIHWX WHIOJHHUX aikaiouaa y Omspkama C.
roseus KOHTPOJIMCaHa je TPAaHCKPUIIUOHUM (akropuma o3HaueHuM kao BIS1 u BIS2 (enr. BIS —
basic helix-loop-helix iridoid synthesis) (Van Moerkercke u cap., 2015). 'eHu ykiby4eHH y CHHTE3Y
crpukro3uauHa kox C. roseus Hanmasze ce noa koHtposoM ORCA TpaHckpumnimonux ¢axkropa (eHr.
ORCA - octadecanoid derivative responsive catharanthus apetala domain). Tpauckpumnimosu
daktop MYC2 aktuBupa ORCA2 u ORCA3 Tpanckpumnirone ¢pakrope Koju HHAYKY]Y eKCIPecH)y
reHa ykJbyueHux y oumocuutedy MIA kox Bpcre C. roseus (Schweizer u cap., 2018). INoBumiena
eKcrpecHja reHa 3a Tpanckpununonu pakrop ORCA4 Boau ka nosehaHoj akyMyJIanuju HHIOTHUX
anmkanouga kon C. roseus (Paul u cap., 2016). [TokazaHo je ja jacMOHATH MOTY Jia CTHMYJIHIIY
excripecujy reHa 3a BIS u ORCA tpanckpunumone dakrope (Zhang u cap., 2011; Van Moerkercke
u cap., 2015). JAM tpanckpunmmonu dhakropu (eur. JAM - jasmonate-associated MYC2- like)
takohe npunanajy rpynu bHLH TpaHckpunimonux (axkropa Koju Cy YKJbYYEHHM Y CUTHAIHU ITyT
JA. Tpanckpunuuonu daxtopu JAMI, JAM2 u JAM3 noka3yjy Benuky ciuyHocT ca MYC2 u
nenyjy kao antaronncta MY C2 y curnannom myty JA (Sasaki-Sekimoto u cap., 2013).
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Crnuka 7. Monen CHUTHAJIHOT ITyTa jaCMOHCKE KHCEJIHMHE TOKOM CHHTE3e M JIeTpajalyje TNIMKO3WHOIATa H
aHToIMjaHa kKao u apyrux JA-lle 3aBucuux npomeca. Ilprkas3ana je MoIyTaTOpHa aKTUBHOCT JAZ mpoTenHa
Ka pa3IMYUTUM TPAHCKPUIIMOHUM (haKTOpHMa Kao M TMO3MTHUBHA M HETaTHBHA peryjaluja pa3iTuduTHX
nporeca (mpema Wasternack u Strnad (2019), usmerneHo).

1.3.1.2. Ynoza znyko3unoeanux cneuujanuzoeanHux memaooauma y o000pamoeHom 002060py
oumaxa na cmpec nospeljusaroem

Xemujcka of0paHa Ousbaka OJ] Hamaja MaroreHa M XepOMBOpa 4ecTo Mojpa3yMmeBa yuemihe
TVIYKO3WJIOBAHMX CIICIIM]AJTM30BAaHUX META00IUTa U XUIPOJUTUUKUX €H3MMa KOJU OBa jeAMHCH-a
IIPEBOJIe 10 aKTMBHMX arjMKoHAa. /IBOKOMIOHEHTHH 0A0paMOEHM OATOBOP KOjHU je MPUCYTaH KOJ
HEKMX OWJbaka aKTHBHpAa CE€ TOBPEIOM TKMBA W TOApa3yMeBa XHUAPOIU3Y TIYKO3MIOBAHUX
jenvmema (aJIKIONIM, LHMJaHOTEHH W UPUAOUAHU TIYKO3UIM, TIIYKO3MHOJIATH) IOCPEACTBOM
OWJBHUX [-TIyKO3WAas3a, MpU 4emy ce ociiobahajy TOKCHYHU, HECTAOWIHH W BPJIO PEaKTHBHU
arnukoHu. C 003UpOM Jla ariMKOHU MOry OUTH TOKCHYHM M 3a camMe OuJbKE, OHE Cy TOKOM
€BOJTYIIMj€ pa3Buie OpojHE MEXaHW3ME KOjU CIIPEYaBajy ayTOTOKCHYHOCT, a jeJaH O] HHX je
¢u3nUKO pas/Bajame NIyKO3UAa U €H3UMa KOjU UX aKTHBHPA]y, OJTHOCHO HBUXOBO CKIAIUIITECHE Y
paznuuute henujcke oaespbke. MHOre OMIbKe INIyKO3UIE CKIAJANUIITE y CTAOMIHOM U PacTBOPJbUBOM
obmuky y Bakyonama (Jones u Vogt, 2001). Meljy MOHOKOTHJIEIOHHM U JUKOTHIIETOHUM OMIbKamMa
MOCTOj€ 3HaYajHE pa3jMKe Be3aHE 3a CyOIeNyIapHy JIOKAIU3AIU]y f-TIyKo3Huaa3a. 3a MOHOKOTHIIE
cy cnenuduuHe S-rmyko3uaase Koje caapxke N-TepMUHATHU TpaH3UTHM TMENTHA U Hajla3e ce y
TUTACTUINMA, JIOK CY KOJ AMKOTHIIA f-TIYKO3WAa3e CMEIITCHE Ha CH0TIa3MaTHIHOM PETUKYITYMY
win y anoruiacty (Poulton, 1990; Geerlings u cap., 2000; Nikus u cap., 2003; Morant u cap., 2008;
Roepke u cap., 2017). AxyMmynanuja TIyKO3uJa U OAroBapajyhux XHIPOIUTHYKHX CH3UMA Y
BEJIMKO] MEPH 3aBHCH O] pa3BOJHOI cTajujymMa Ousbaka, Ma je Tako KOHIIEHTpalldja HaBeIeHHX
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KOMIIOHEHTH HajBHIIA y MIJIQJMM JIeJIOBUMa OMIJbKE KOjU Cy M HAjOCETJHbHBHjHM Ha Harmaj] XxepOuBopa
u matorena (Forslund u cap., 2004; Pankoke u cap., 2015). Hakon omrehema OHJBHOT TKHBa
J0J1a3H JI0 MEIIamka TITYKO3UJIOBAaHUX jeANIbEha U XUIPOIUTHYKIX SH3UMA f-TIIYKO3H/1a3a, YUME Ce
CTBapajy YCJIOBH 3a OJBHjame ACTIyKO3WJaIje U epuKacHO ociobahame BUCOKO PEaKTHBHUX H
TokcHuHuX ariaukona (Ciuka 8).

PR |
o —~ B> . o .
Pelu ! ey )
~ Vv 5 - >
OKglu a8 . | OKglu 7
lIHTakTHa OWJBKa: [ToBpehena Ousbka:
KommoHeHTe cy ogBojeHe Y KommnoneHTe fonase y JUPEKTaH KOHTAKT
PasIMYUTHM KOMITAPTMEHTHMA IpH 4eMy ce ocitobal)a peaKTHBHH ariIMKOH

Cmuka 8. JIBOKOMITOHEHTHH of0pamMOeHH OIroBop OWJBKE Yy KOME ce TIIYKO3WIOBaHa oj0pambOeHa
komnmnoneHnTa (OKglu) aktuBHpa y KOHTakTy ca eH3uMoM f-riyko3unazom (Bglu) mpu omrehewy TkuBa
noBpehuBameM (Haman xepouBopa). Hakon xumpommze OKglu ocnobaha ce onbOpambena KOMIOHEHTa -
peaktuBnu arnukoH (OK) (mpema Pentzold u capaguuim (2014), u3MermeHo).

[Toctoje OpojHH MPUMEPH KOjU OTHCY]y TBOKOMIIOHEHTHHU 0JJ0paMOCHH OJTOBOP KOJI OMJbaka.
['MaBHM TPOAYKT CIIEIMjAIU30BaHOr MeTabonm3ma y kopeHy Bpcre A. thaliana jecte ckomonus,
JIepUBaT CKOIOJIETHHA (W3 Tpyle KymapuHa). HakoH XUIpoJM3e CKOMOJMHA IOJ JICjCTBOM [-
rnyko3ugaza AtBGLUZ21, AtBGLU22 u AtBGLU23 ocnobaha ce TOKCUYHO jeANIbEHe CKOMOIETHH
Koje ydecTByje y ogOpambenom oarosopy (Ahn u cap., 2010). Kon Bpcre C. roseus HakoH Harmaja
XxepOuBOpa 10Ja3u A0 XHUAPOJIHM3E HMHJOIHOT ANKAJIOMJa CTPUKTO3WAMHA TOA JIEjCTBOM CH3MMa
CTPUKTO3HMJIUH [-TIYKO3UAa3e, a MPOAYKT OBE PEaKIIHMje jé BUCOKO PEaKTHUBaH TUAIACXHUI OJl Kora
ce JlaJbe MOXE CHHTETHCAaTH KaTeHaMHH, IVIABHU HPEKypcop CHHTe3e (apMaleyTCKH 3HauyajHUX
MeTaboJIuTa BUHI0JIMHA, BUHONAcTHHA U KaTapantuHa (Geerlings u cap., 2000; Guirimand u cap.,
2010). Bpcre Plantago lanceolata u P. major mpoaykyjy HUpUIOWAHE TIYKO3HIE KATaNNoN U
ayKyOMH KOJU 3ajeJHO ca f-Tioyko3uja3ama y4YecTBY]y y (¢opMupamy JIBOKOMIOHEHTHOT
onOpamOeHor ojroopa Owbke Ha Hamajg xepouBopa. Jlape xepOuBopHe Bpcte Amata
mogadorensis crabuje Hampeayjy Kajga ce XpaHe MIIAJAMM y OJHOCY Ha CTapHje JHCTOBE OOKBHIIC
yIpaBo 300T BHIIET cajpkaja UPHIOUIA Y MJIaauM JrctoBuMa HaseaeHe Bpete (Pankoke u cap.,
2013). EBporicka MaciimHa MPOAYKYje OJCYPOINEHH, TIYKO3H] U3 TPYIe CEKOMPHUIOHIA KOjU Ce
aKTUBHUpA TOJ JI€JCTBOM f-Tayko3uaaza. Hakon xuaponumse oineyprienHa ociobOaha ce Momnexyn
IIIyKO3€ KOjU c€ Jlajbe YKJbydyje y CHHTE3y aHTOLIMjaHa, Kao M arjMKOH KOju IMocedyje 3HadajaH
antuokcuaatiBan norennujan (Koudounas u cap., 2015). AkTuBaiujy ojeypornuHa moJ| JejCTBOM
f-ryko3unase omucanud ¢y u Konno u capamaunum (1999) xox Bpere Ligustrum obtusifolium.
[IpoayKT Xuapoause oJeypoleuHa je MOJIEKYN CIMYaH MIIyTapallexuay KOju HMMa CIIOCOOHOCT
neHatypanuje nporenna. Opaj pesyarar Konno u capaanuka (1999) takohe noapkaBa xunoresy jaa
OJICYPOTIEHH | [-TJIyKO3HUa3a YUECTBY]Y y (GOpMHpamy TBOKOMIIOHEHTHOT 010paMOeHOT OATOBOpa
kox Bpcre L. obtusifolium y muby 3amtute 6uibke qoMahinHa 01 Hamazaa maToreHa u XxepouBopa.
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1.4. p-rayko3uaase (EC 3.2.1.21) kao 6uTHe KOMIOHEHTE 00paMOEHOT 0JArOBOpa
OmJbaka Ha A0MOTHYKH CTPeC

bera-rnyko3unase (f-riiyko3uaase) MpeACTaBbajy XETEPOreHy TpYIy CH3MMa IIMPOKO
pacrpoCTpamEHUX Y JKUBOM CBETY KOJH KaTallu3yjy XUAPOIU3Y TIYKO3HIHUX Be3a f-D-rmykoszuna
W OJIUTOCaxapujaa, Ipyu 4eMy HacTaje TepMUHATHH HepenyKyjyhu octarak y3 ocinobahame Tiyko3e
(Ketudat Cairns u cap., 2015). EH3umu S-riryko3u/ia3e Ipuiiaaajy BEJIHKO] MOPOIUIHM TITYKO3UIHUX
xuaponasza (enr. GH - glycoside hydrolases), koje ce Ha OCHOBY CIIMYHOCTH aMHHOKHCEIHHCKUX
CeKBeHIM cBpcTaBajy y 6 rpyma: GH1, GH3, GH5, GH9, GH30 u GH116 (Ketudat Cairns u cap.,
2015). Behuna omspHUX f-rayko3unasa crnana y rpynmy GHI koja je yjenHo u HajOpojHHja rpyna
GH kox eykapuora (http://www.cazy.org/GH1_eukaryota.html). A. thaliana uma 48, Oryza sativa
38, a Zea mays 26 reHa Koju koaupajy 3a f-riykosumasze (Xu u cap., 2004; Opassiri u cap., 2006;
Gomez-Anduro u cap., 2011). Exsumu S-rayko3uaase MOTy J1a XUAPOJH3yjy Behu Opoj cymcrpara,
300r yera cy JOOWJIM €NUTET ,,IPOMUCKYUTCTHUX'® CH3MMA, i CC HUXOBAa TayHa (QYHKIH]ja
onpehyje mpema coenupUUHOM CYICTpaTy IMpema Kome wumajy HajBehu adunuter. Tako
CTPUKTO3MIUH f-Tinyko3upa3a Bpcre C. roseus HajepukacHHje XHUOPOJIU3Yyje CYICTpaT
CTPUKTO3HJIUH KOjU j€ TJaBHH HHTEpMeaHjep y OHMOCHHTETCKOM IYTy HWHIOJHHUX aJKaJIOHIa
(Geerlings u cap., 2000). Ensumu f-rayko3ugase Cy MEXaHH3MOM IIOBpPAaTHE CIPEre YecTo
WHXUOMpAHHU MPOJYKTOM COICTBEHOT JIEIOBama IITO C€ OrieAa Kpo3 clabJbehe aKTHMBHOCTH f-
TIYyKO3HUIa3e yclel Mmopacta KOHIIGHTpalWje TIIyKo3e Koja ce ociobaha XHIpOIU30M CIIOKCHUX
rnyko3uaa (Shewale, 1982). Riou u capamuunu (1998) cy ommcanu pasnuuute ¢opme f-
raykosugase kox (uimamentosne ribuBe Aspergillus oryzae onm kojux je jenHa uHXuOMpaHa
TJIYKO30M, a JApyra TOJEpaHTHA Ha BUCOKE KOHIICHTPAIIH]jE TIIYKO3¢e Koja ce ociiobaha y peakimju.

Enszumu f-rmykosunase y OusbHO] henmju mopes yjore y XHAPOIU3U CHEINjalIU30BaHUX
MeTaboIMTa HAKOH TIOBPE/Ie TKMBA UMajy U npyre GyHkuuje. Jenna ox GyHKIMja f-TIIyKo3uaasa je
XUAPONIU3a IITYKO3U1a MOHOJIMTHOMA KOjU ce y Mpoliecy qurHudukanuje yrpahyjy y hemujcku 3ua.
JIMrHUH je KOMIUIEKC apOMAaTUYHUX aJKOXOoJIa KOjU Jaje UBPCTHHY NeTujcKoM 3uiy, Mpyxa
MEXaHWYKy ToTnopy Owsbii W moBehaBa oTmopHOCT Ka caBujamy. MW3rpahen je of
(EHIWTIPOaHONIHUX jeIMHAIIA MOHOJIUTHONA: P-KyMapwil aJlKoXoja, KOHU(EpHJ alkoxoya U
CHHAITWJI QJIKOXO0J1a KOjU ce y henuju JenoHyjy y TIyKo3WIoBaHoj ¢popMH. TpaHCIOPT MOHOJIUTHOJIA
Kpo3 henmjy je peryiaucaH akTUBHOIINY JBa €H3UMa - INIYKO3WJ TpaHcdepase U [-TIyKo3Hjase.
HcrpaxuBame koje cy cmpoenn Marcinowski u Grisebach (1978) ykasamo je Ha ymory pS-
TIIyKO3M/1a3¢e Koja XUAPOJIU3yje MOHOJUTHOJICKE TIyKo3u e Ko Bpete Picea abies. Tlpe yrpaame y
CTPYKTYpY JIMTHUHA TITyKO3WJIOBaHE (hOpME MOHOJHUTHHUOJA Cy JEMOHOBaHe Yy BakyoiH. [lejcTBom
eH3UMa [-TIyKO3ua3e J0J1a3u 10 XUAPOIIN3e MOJIEKYIa IITyKo3e ca ()eHUIIIPOITaHOUTHOT CKeleTa
U MOHOJIMTHOJIM ce yrpalyjy y henujcku 3un. OBa (yHKIMja f-TiTyKo3ujia3a UMa 3Hayaja U Ipu
canupamy omrehema henujckor 3ujma Owsbaka HAKOH JI€jCTBA IMATOT€Ha WM MEXaHHUYKOT
noBpehuama (Dharmawardhana u cap., 1995; Opassiri u cap., 2006).

En3zumu f-rnyko3unaze y OMJbHUM TKMBMMa Takol)e MMajy 3HadajHy yJIOTYy y peryiauuju
HUBOa (puToXopMOHa. Y OMJBbHMM henujamMa M TKHBHMa MHOTM XOPMOHH C€ YECTO Hajla3e y CBOM
HEaKTHBHOM TIYKO3HWJIOBAHOM OOJIHMKY, a CIIEIU(UIHN €H3UMH TOIMYT fS-TIyKOo3uaa3a XUIpoin3yjy
OBe TTyKo3ujie 1oBoaehu 10 popmMupama akTUBHUX 00JIMKa XOpPMOHA. TaKo je MOTBPhEHO Ja TOKOM
nexuaparanuje A. thaliana, f-rnykosumaza (AtBGLUL) xumponusyje HeaKTHBHE TITYKO-KOEbyTraTe
ABA HakoH uera ce noBeheBa HuBo aktuBHe ABA y OmibHOj henmju (Lee u cap., 2006; Xu u cap.,
2012). IMokazano je ma ce raykosminoBane Gopme ABA mnakiire TpaHCHOPTYjy Kpo3 OMJBKY, a Kaja
J0CTe]y Ha KeJbeHy JEeCTHHAIM]y f-TIIyKO3HWaa3a KaTaju3yje OJ/iBajae TIIyKo3e ca OcTaTKa
MoJIeKyIa, mpu yemy ce ocinodaha akrueau 00k ABA (Dietz u cap., 2000). ®opmupame ak THBHUX

19



06.HI/IKa XOpMOHa CH3UMATCKOM XHUAPOJINU30M HBHBUXOBUX HCAKTHUBHHUX TJIYKO3HUJIOBAHUX O6JII/IKa
notBpheHo je u 3a camuiny kucenuny (Himeno u cap., 2013), nurokunune (Brzobohaty u cap.,
1993) u rudepenune (Hua u cap., 2013).

1.4.1. p-rnyko3uaase npeacraBuuka peaa Gentianales

I'enu 3a f-royko3uase okapakTepHCaHH Cy KOJ MOjeAMHUX MpecTaBHuKa pena Gentianales,
kao mro cy C. roseus u Rauvolfia serpentina (Geerlings u cap., 2000; Warzecha u cap., 2000;
Barleben u cap., 2007). OBu renu cy ycneurno excnpumupanu y E. coli, HakoH dera cy uzonoBanu
peKOMOWHAHTHH mNpoTeuHU. CHOCOOHOCT PEKOMOMHAHTHMX MPOTEHMHA Ja Xuaponusyjy p-D-
IIIyKO3UJHY Be3y MOTBpleHa je Ha CTaHAAapJAHUM CYyICTpaTuMma, Kao ImTo cy 4-uurpodenumn-S-D-
IyKONIUpaHo3us,  4-uutpodenmn-f-D-rnyko3un,  6-6pomo-2-Hadtwmi-f-D-rmyko3uny  uw - co.
Mehytum, mopea HUCHUTHBAaKA AaKTHBHOCTH €H3UMa y3 IOMOh KOMEpIHjaJHHX CyICTpara
HEOITXOHO j€ MPEIM3HO YTBPIUTH (YHKIH]Y NMPOTEHHA U HUXOBY CHEHU(DUYHOCT 3a CyICTpare
npucytHe y camoj Owsbim. Tako je xuaponmsa CTpUKTO3MIMHA Koj Bpcre C. r0Seus mpyxuia
nogatHe uHpopManuje o (yHKUMjU [-TIyKO3uAa3e Koja je yKbydeHa y MeTaOOIHuYKH MyT
unponHux ankaigouaa (Geerlings u cap., 2000). Hamme, oBaj €H3MM TIOKa3yje BHCOKY
cenu(UIHOCT 332 XHIPOJIM3Y MOHOTEPIICHCKOT MHJIOIHOT aJKaJIOH/Ia CTPUKTO3HMIUHA KOjU CE Y
ouocuaTeTckoM myty cuHTeTHmie mnpeko CJIOI. Kox Bpcre R. serpentina ¢yHKIMOHAIHO Cy
OKapaKTepUCaHE CTPUKTO3UH S-TIIyKO3HMIa3a U payKaQpuIUH f-TIIyKo3Huaa3a Koje ¢y crenupuiHe
3a XHIPOJIM3Y MHIOJHHMX allkajouaa CTpUKTO3uauHa U paykadppununa (Warzecha u cap., 2000;
Barleben u cap., 2007).

1.4.2. f-rayko3uaa3e y peakliju ca CeKOUPUAOHINMA

Cam mporec XuApOIU3e MITYKO3UHOT OCTaTKa ca OCHOBHOT CKeJIeTa MOJIEKYJIa ITOCPEICTBOM
[-TnyKko3uga3a MOKE 3HAauyajHO YTHIATH Ha HUXOBY OMOIJIOIIKY aKTUBHOCT. EH3MMarckom
xuaponusoM ceepijamapuna (CBM) u renunmonukpuna (I'T1) nactajy OpojHH ariuKoHH, Kao LITO
Cy HIp. TeHIMAaHUH, reHnuano, eputpouentayput (EP) u apyru (Fujii u cap., 2019). I'enimanun
je (GapMakoJIOIIKK aKTUBAaH METaOOJIUT KOjU IOKa3zyje aHTHMH(IAMAaTOpHU, aHTUAWJa0ETUYHU U
kapauonporektuBHE edekar (Mansoor u cap., 1998; Vaidya u cap., 2013; Wenjin u Jianwei, 2017),
nok EP ucnospaBa 3HauajaH antuBupycHH noteHnujan (Geng u cap., 2015). Hakon xuaponuse I'TI
Moj JIeJCTBOM [-TiyKo3uaaze (HOpMHUpaAHH arjiMKOHU HCIO0JhaBa]y XEMaTONMPOTEKTHBHU edeKaT
(Zeng u cap., 2013). [To3Hato je ga arJiMKOHH, KA0 METAOOIMYKH MPOIYKTH CEKOHUPHUIOHIHHX
TIIyKO3uJa, UMajy U3pakeH aHTUMUKpoOHU edekat. IlpucycTtBo f-riyko3uaasa 3HauajHo nosehasa
AHTUMHUKPOOHU TOTeHNHWjan upuaouaHux riuykosuga (Van Der Sluis u cap., 1983; Marak u cap.,
2002b), ma Tako I'Tl camo y THpHCYCTBY [S-TIyKO3WIa3e MOKa3zyje TOKCHYHHM epeKaT Ha TJbHBY
Penicillium expansum (Van Der Sluis u cap., 1983).

Xuzaponuza (apMakoJIOIIKA 3HAYajHUX NpojayKaTa OMJBHOI MeTabonu3Ma MoXe OUTH
KaTaJn30BaHa JIeJIoBambeM pa3inuuTux Mukpoopranusama (El-Sedawy u cap., 1989, 1990; Setchell,
2000; Otieno u Shah, 2007). TlojeauHu cojeBu OakTepuja U IjbHBa MMajy CIOCOOHOCT XHAPOIIU3E
TJYKO3UJIa COINICTBEHHM [-TiIyKO3HWaa3zama, ma ce Tako ribuBe pomosa Aspergillus u Penicillium
MHTEH3UBHO KOPUCTE y KOMEpLHjaHOj MPOM3BOIBH [-TIIyKO3WJa3a 3a €PHUKACHY XHIPOJIU3Y
nurnonenynosue oumomace (Dekker, 1986; Krogh u cap., 2004). Behuna mukporssuBa je pa3Buiia
euKacHe MEXaHH3Me MPOTUB TOKCHYHOT e(peKTa CEeKOMPHIOUAHUX TIYKO3uaa. Y OBe MEXaHH3Me
ce yOpaja u mporec MeTtaboinuke TpaHchopMalije TOKCHIYHUX KOMIIOHEHATa KOju TMOoJApa3zyMeBa
XHIPOJHM3Y CYICTpaTa MOJ JejcTBOM f-Tiyko3upaasza. buorpancdopmanuja I'TI MukporssuBom
Penicillium crustosum moBou 10 MpoayKIKje MeT CTPYKTYpPHO paszauuutux ariaukona (Han u cap.,
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2014), nox Cordyceps sinensis tpauchopmuiie I'TI 10 MoHOTeprieHCKUX ankaitouaa (Wang u cap.,
2007). V pany Jun u capagnuka (2008) omucan je mexanusam xuapoiusze CBM moxa nejctBom
rsbuBe Aspergillus niger no oaroeapajyhux arnukona, ykipyuyjyhu u EP.

1.5. Centaurium erythraea Rafn - kapakTepucTike 1 JJeKOBHTA CBOjCTBA

Centaurium erythraea Rafn je 6ubHa Bpcra u3 damunuje Gentianaceae (pen Gentianales),
Koja moceayje OpojHa JIGKOBHTA CBOjCTBA 300T KOjHX je MOIMYJIapHa Y HAPOHO] MEAWIIMHA MHOTHUX
3eMasba. Apeaj pacrpocTpamemha KHUuie oOyxBara ceBepHY Xemucdepy, ma ce oBa BpcTa MOXKE
nahu y EBpomu, xao um y nenoBuma Asmje u CeepHe Adpuke. OBa jenTHOrOOUINA HIIN
JIBOTO/IMIIIIHA 3€JhACTa OMJbKA y HApoJy HOCH MME KMYMIA, a y JIMTepaTypu ce Moxxke Hahu u mox
MMCHUMa [PBCHU KaHTAPHOH, 3JIaTHA JKyd U I'po3HUYaBKa. Kuuuila HacesbaBa OTBOPEHA CTAHUIIITA,
CyBe Mallllbake, UBUILIE LITyMa, MyTeBEe M CTa3€ OJl HU3M]CKUX JI0 ITUIAHUHCKUX mpenena no 1400 m
nagmopcke Bucune (Van Rossum, 2009). Crabno je Bucoko 10-50 cm u mpu Bpxy ce rpasa.
JlucToBU Cy AyryJbaCTH M HACHPAaMHH Ca M3PaKEHOM HEPBATYpPOM M IPH JHY cTabia Gopmupajy
po3ery. PyXuyacTu LBETOBM Cy OpraHM30BaHM Yy INTUTacTe IBacTH Oa oko 50 1BeroBa
nocraBjbeHUX y uctoj paBHH (Cinka 9). Ceme je cutHO M O6pojHo. HakoH mynama yaype ceme najaa
Ha 3eMJbY y HEMOCpeIHOj ONM3MHM OWJbKe M Hema crenuduyHor HaunHa pacejaBama (Ubsdell,
1979).

Cnuka 9. bussna Bpcta C. erythraea Rafn a) u 6) xabutyc Omibaka y 1BETY Ha MPHUPOIHOM CTAHHMIITY; B)
usriies 1seta (ayropu pororpaduja: ap Tujana bamanai u ap bpanucnas Hluep)
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JlekoBUTa CBOjCTBA KHYHIE C€ MPUIHCY]y (PapMaKOJIOIMIKH AaKTHBHUM CIIELH]jaTM30BaHUM
MeTabomuTuMa Mel)y Kojuma Cy Haj3acTyIUbEHUJU MOHOTEPIEHOUAN (CEKOMpUAouan) u (heHoaHa
jenumema (kcaHToHH, eHonHe kucenune u ¢asonounau) (Aberham u cap., 2011; Banjanac u cap.,
2017). CexowpumOHIHU TIIYKO3WAM TOPKOI YKyca KOjH Cy MPHCYTHH y BpCTaMa M3 peaoBa
Cornales, Dipsacales u Gentianales ce moMumby Kao MPUPOJHH MIPOU3BOIN KOJU UMajy NMPHUMEHY Y
TperMany cromaunux teroda (Ghisalberti, 1998). McrpaxuBama KapJuOBaCcKyJIapHUX Teroda Koja
cy cruposenu Petkov u Manolov (1978) nokasana cy a CeKOMPUAOMIN MMajy aHTHAPUTMHYHH U
CMa3MONMTUYHU edekaT. Takole, CEKOMPHIOMIN Pa3IHMUYUTHX OWJPHUX BPCTa MMajy H3PAXKCHY
aHTUTYMOpPCKY aktuBHOCT (Ishiguro u cap., 1986; Nozaka u cap., 1989), kao u 3Hauajan
aHTHOAKTepHjcKu M anTH(YHranHn notenmujan (Siler u cap., 2014; Zhou u cap., 2019). I'naBHn
IPOYKTH CEKYHAapHOT MeTabonm3Ma Kuuuie cy cekoupuponan CB, CBM u I'TI (Siler u cap.,
2012) (Cnmka 10). OBuM TropKM TAYKO3WIM IOCEAYjy 3HauajHe (PapMaKoJOMIKEe H OHOJIOIIKE
akTuBHOCTH. 3a CB je mokaszaHo ga moceayje 3HauajHy aHTUAMja0CTUYHY, aHTUUH(IAMATOPHY U
aHanretuuny aktuBHOCT (Ryu m cap., 2010; Huang u cap., 2016), 10K cBepiMjaMapHH HCIOJbaBa
3Ha4yajaH aHTHUIWjaO0eTHYHU, AHTUKOHBYII3AHTHH, AHAITCTUYHH M aHTHIUIHIEMH]CKH edekar
(Vaijanathappa u Badami, 2009; Vaidya u cap., 2009, 2013; Vaijanathappa u cap., 2020).
HcnutruBama OHONOIIKE aKTHBHOCTH TEHIIMONHMKpPUHA Cy TOKa3ala Jia OBO jelIUIEHE TOCenyje
racTPONPOTEKTUBHY M aHTHAMjabeTnunu moteHiwmjan (Rojas Molina u cap., 2000; Huang u cap.,
2016).
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Cnuxka 10. XeMujcka CTpYKTypa Haj3aCTyIJbEHU]UX CEKOUPUIOUTHUX TIYKO3H 1A KUYUHIIE.

HctpaxuBama Banjanac u capamuuka (2017) nokasana cy npucycTBO ()EHOJHUX KHUCECITUHA
XHIPOKCHUIIIMETHE M XHIPOKCHOCH30€BE€ KHCEIMHE M HHMXOBUX JAepuBaTa y ekcrpaktuma C.
erythraea (Crnuka 11). JlepuBaT XUAPOKCHUIIMMETHE KUCEIMHE MTPOHAl)eHN y eKCTpaKTHMa KUUHIIE
cy KoenHCKa, XJIOpOreHa, P-KyMapHa, CHHAIIMHCKa, GpepyarHcKa u nuMetHa kucenuna (Valentdo u
cap., 2001; Marchyshyn u Stoyko, 2014; Banjanac u cap., 2017). Onx XuapoKCHOEH30€BHX
KHCEITMHA UICHTU(UKOBAHE Cy TalHa, P-XHIPOKCHOCH30eBa, BAHWIMHCKA U CHPUHTHHCKA KHCEIINHA
(Dogan wu cap., 2010; Banjanac u cap., 2017). V uctpaxuBamuma Valentdo u capagnuka (2001),
Stefkov m capagnuka (2014) u Banjanac u capaguuka (2017) 3a0enexeHO je W MPUCYCTBO
¢raBoHOMIHUMX KOMIIOHeHaTta y ekcrpaktuma C. erythraea. Kuuumma nponykyje JTyTeonuH
aNUreHuH U3 rpyme (IaBoHa, TOK Cy o1 (GJIaBOHOIA MPUCYTHU KaMQepo, KBEPIETHH U JepUBATH
oBUX jenumema. llopen ¢enonnux kucennHa u ¢(aaBonomnma C. erythraea cuHTeTHIIE |
KCaHTOHCKa jeumbea. OBa jeumbeha Cy M0 CTPYKTYPH CIUYHA (DITABOHOMIUMA M CHHTETHIIY Ce
KOJ OMJpaKa M3 HIecT OMJBHUX Mopoauia, ykibyuyjyhu Gentianaceae (El-Seedi u cap., 2009). I'opku
KCAaHTOHHM KOjU Cy M30JI0BaHU U3 Omsbaka ¢amunuje Gentianaceae Hajla3e Ce y CaCTaBy pPa3IuIUTHX
IMjETEeTCKUX CyluieMeHara 3a mnoOospiname ameruta (Negi m cap., 2013). Takxohe, kcaHTOHH
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MoKa3yjy 3HauajaH aHTUAMja0CTHYHH, aHTHMH()IAMAaTOPHH, AHTUBUPYCHU U aHTU(YHraiHu
norenimjan (Cao u cap., 2013; Mahendran u cap., 2013; Zheng u cap., 2014; Zubricka u cap.,
2015). Bpcre poma Centaurium kao JOMUHAHTHA jeHEbCH-A M3 TPYNE KCAHTOHA CHUHTETHIIY
JeKy3aTuH, €yCTOMHH, MeTmioenuaudonuu u auMermieycromun (Jensen u Schripsema, 2002;
Siler u cap., 2014; Banjanac u cap., 2017; Filipovi¢ u cap., 2019).

bussna apora ,,Centauri herba“ ce 360r cBOjuX JEKOBUTHX CBOjCTaBa Haja3H y OpOjHHM
dapmakornejama, ma u y ¢apmaxorneju Espore (European Pharmacopoeia 9.0, 2017).
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Cnmka 11. Xemwujcka CTpyKTypa JOMWHAHTHHX (DEHONHHX jelMibemha Koja cy JerekroBaHa koj Bpcte C.
erythraea
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ExcTpakTu KOpeHOBa M HAaq3eMHOI Jlela KHYMIE TOCeAyjy 3HadyajHy aHTUMHKPOOHY H
AHTUOKCUJIATHBHY AaKTHBHOCT, TIpM 4YeMy HaJ3eMHH JCJIOBH KHYHIE T[IOKa3zyjy jadu
AHTHOKCHJIATHBHY TIOTeHIMjan y mopehemy ca kopenoBuma (Siler m cap., 2014). Excrpaktn
[[BETOBAa KHUYHUIIE MOTY Ja HEYTPaJHIIy pPEaKTUBHE BpPCTC KHUCEOHWKA, Ka0 M Ja WHXHOHUpajy
AKTUBHOCT CH3MMa KCAaHTOH OKCHJIa3€ IITO CYy y CBOM paiay onucaiu Valentdo u capaguumm (2001).
Pesynratu ucrpaxkuBama Dordevié¢ u capangnuka (2017) ykasyjy Ha aHTHAWjaOETHYHU TTOTEHIIN]aIT
KWYHIIe, TIa TAaKO METAHOJHHM EKCTPAKT OBE BPCTE MOMaXKe y 3alITUTH IPBEHUX KPBHHUX 3pHALA
EKCTIEPUMEHTATHAX KHBOTHEbA TAKO IITO CIIpeYaBa OKCHIATHBHO OlITeheme N3a3BaHO CI000IHUM
pamukanuma. Pesynraru Sefi u capagnuka (2011) Takohe yka3yjy Ha moryhy TepaneyTcKky npuMeHy
KHYMIIE Yy CMamelky OKCHIATHMBHOI cTpeca W omrehema f-hemuja maHkpeaca Kon
CKCIICPUMCHTAIHUX JKUBOTHIbA. E(exar ekcTpakaTa KUUHUIE Y CHIYKABaby XUIIEPIIIMKEMHU]E Y KPBU
nokazanmu cy Stefkov u capamgnumm (2014) koju oBaj edekaT NPUIKCY]y CEKYHIaPHHM
METa0OJUTHMA KUYHIIEe - (IABOHOWAMMA, UPUAOHIMMA M KCAHTOHMMA. AHTUXHUIICPTIMKEMU]jCKU
edekar mokasaH je U y paxy Mansar-Benhamza u capannuka (2013), y3 Hamomeny aa je edekar
OBHX EKCTpakaTa JO03HO 3aBHCaH M Ja MOXE JOBECTH JI0 HEXKEJbEHHX IMOCIEIUIa IPU AYTOTPAjHO]
yIoTpeOu. AJIKOXOJIHU €KCTPAKTH KUYHIIE ITOKA3y]y racTPONPOTEKTUBHU e(heKaT Ha MHIyKOBAHOM
akytHoM skenynadyHom uupy (Tuluce wm cap., 2011). AHTUNHMpETHYHY W aHTHHH(IAMATOPHY
aKTHBHOCT BOJICHHX €KCTpakaTa Kuuuile motBpawiu cy Berkan u capamuuim (1991). Mroueh u
capaauuiy (2004) cy mokasanu jga opajHa NMPUMEHA €KCTpaKara KHYHIIE CMarmbyje KOIHYHHY
€H3UMa TJyTamMaT MHPYBaT TpaHCAMHHA3e, TIIIyTamar oOKcajoalleTaT TpaHCaMHHA3€¢ M JIaKTaT
JIEXUAPOTeHA3e y CepyMy EKCIEPUMEHTAIHHUX J>KUBOTHIA M THME YKa3ad Ha IOTEHIHMjalTHy
NpUMEHY KUYHIIE y TPETMaHy JIETOKCUKALIU]e jeTpe.

[IIupoku crekrap TO3MTUBHUX (apMakoJOmKuX edekata KHYUIC MPUIUCYje Ce
CHHEPIHCTHYKOM JICjCTBY OHOAKTHBHUX CIICIUjaJM30BaHUX MeTabojuTa W3 TpyIe TepreHa u
deHomHUX jenumema. MelhyTtuMm, yclien HEKOHTPOJIHMCAHOT Opama BEIUYHHE TMPUPOTHUX
nomnyJsaija KAYuIle ce CMamyjy, la ce oBa OMJ/bHA BPCTAa Hala3W Ha JIMCTaMa YIPOXKCHUX BPCTa
MHOTHX 3eMasba. M3 Tor pasiora ce OpojHa MCTpakuMBama (POKYCHUPAjy HA alTEpPHATHBHE METOJIEC
y3rajama oBe OHJbHE BPCTE M OJPYKUBY MPOU3BOIHY (hapMaKOJIOIIKA aKTUBHHUX CIICIH]aIHM30BaHHUX
MeTabosInTa U3 OOHOBJBHBUX H3BOPA.
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2. MWJbEBU PAJIA

['maBHU HAayYHU [IUJBEBH JIOKTOPCKE JUCEpPTAIHje CY:

1. WcnutuBame mpoMeHa Yy METAO0OJHMYKOM MYTY CEKOUPUIOUAHHUX TIYKO3HIa TOKOM
omrosopa kuumie (Centaurium erythraea Rafn) ma crTpec wu3a3BaH MeXaHHYKAM
noBpehuBameM JHMCTOBA, Ca MOCEOHHM OCBPTOM Ha YJIOTY OMOCHMHTETCKUX T€Ha U [-
[IIYKO3H/Ia3a.

2. W3omanuja u (pyHKIMOHATHA KapakTepu3alja reHa KHIMIe 32 H3UM f-TIIyK03U1a3y KOju
MOKa3yje BUCOKY CIIEIU(PUIHOCT Ka CEKOMPUIOUIHUM TITYKO3UIMMA Kao CYICTpary.

3. HcnutHuBame edeKTa XUAPOIn3e CEKOMPHIOUIHNX TIYKO3HIa U eKCTpaKaTta KH4uie y in
Vitro eH3uMCcKHM TecToBMMA M y IN Vivo moxen-cucremuma (Penicillium funiculosum) na
IbUXOB AHTHOKCH/IATUBHU U aHTUMHUKPOOHU ITOTEHITH]jaJl.

Peanu3anuja nusbeBa oOyxBaTalia je HaBeIeHE KOpaKe:

Pa3Bujame aHAMUTHYKUX METOJa 33 MISHTH(HUKALN]Y U KBAaHTU(UKAIN]Y CEKOUPUIOUTHUX
TITyKO3H/1a KHYUIE U FIbUXOBHX arjiuKoOHa.

duToxeMujcKy KapakTepu3alljy METaHOJHUX EKCTpaKaTra KHYHIE M CEKOMPHIOUAa Ipe M
HAKOH €H3MMATCKEe XUIPOJIN3e KOMEPIN]aTHOM [-TITyKO3UIa30M.

HcnutuBame AaHTHOKCHIATHBHOT W AHTHMUKPOOHOT JI€jCTBA METAHOJIHHMX eKCTpakaTa
KWYHIIE U CTAHJAPIAHUX jeTUCHha CEKOMPHUIONIA TIPe M HAKOH €H3MMATCKE XHUAPOJH3e -
TITYKO3HU/1a30M.

HcnutuBame Tpancopmaimje excrpakara C. erythraea y in vivo ycioBuMa mocpeacTBom
rspuBe Penicillium funiculosum.

HcnutuBame yTHIaja MEXaHWUYKE TOBPEAE W NMPHUMEHE METHJI jaCMOHATa Ha NPOAYKIH]Y
CEKOMPHUIOMIHHUX TIIYKO3WJAa W EKCIPecHjy TeHa YK/bYYeHHUX Yy METaOOJIHYKH IIyT
CEKOWPHJION/IA Y TUCTOBUMA KHUHIIE.

HcnutuBame NpoMeHe eKcIipecje TeHa 3a o1adpaHe TpaHCKPUIILMOHE (PaKTope U BUXOBOT
3Ha4Yaja y peryjianuji OMOCHHTETCKOT ITyTa CEKOMPHUIOHa KO KUYHIIE.

OyHKIMOHAIHA KapakTepu3alyja [-TIIyKo3uaa3a KHUYHUIE XETepOJIOTOM EKCIIPECHjOM Y
opranusmy nomahuny (Escherichia coli) u ucnutuBameM XHAPOIUTHYKE AKTHBHOCTH
PEKOMOMHAHTHHX MPOTEHHA Y iN Vitr0 eH3MMATCKUM TECTOBHMA.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

3.1. ®uToxeMmjcke aHA/IH3€e €KCTPAKATa JHMCTOBA KHYHIE M CEKOHPHIOUTHHUX
TJIyKO3H/1a

3.1.1. Ycnocrasibame in Vitro kyarype Bpcere Centaurium erythraea Rafn

Cemena C. erythraea (kuuuiia) cakyimbeHna cy TokoMm 2014. roaune Ha jokamutery beounn
(Cpbuja, reorpadcka nayxwuna: 45°10'34.20”"N; reorpadcka mupuna: 19°43'16.58"E), wu
JICTIOHOBaHa y KOJIeKIIUju ceMeHa MHcTuTyTa 32 OMosionika uctpaxkupama ,,Cuanma CtankoBuh*-
WucTuTyTa 011 HallMOHAIHOT 3Ha4aja 3a Pemyonuky Cpoujy, YHuBep3uteta y beorpany, Ha - 20 °C
no ynorpebe. CemeHa cy nmoBpHMHCKHU ctepunucana 20% pactBopoM BapukuHe TokoM 10 MuHyTa,
UCTpaHa TeT IyTa CTEePHJIHOM JIGJOHM30BAaHOM BOJOM U mpebaueHa y Ilerpm kytuje ca
crepunucanoM % MS xpanmsusoM noaorom (Murashige u Skoog, 1962), ca momatkom 20 g It
caxapose n 7 ¢ It arapa. Bpeanoct pH XpanspHBe HoJIOTe MOJIENIEHA je Ha 5,8 TIpe cTepHIm3anyje.
CrepuincaHa ceMeHa KHYHWIIE Cy HCKIMjaBaHa y ycioBuma nyror gana (16/8 h pexuma
cBeTII0/MpaK) Ha Ttemmeparypu on 25 + 2 °C (Cauka 13a). Knujanuu cy y CTepWIIHUM yCIOBHMA
npebavyeHu y cTakieHe terie 3anpemute 350 ml ca mpoBHIHMM MOJHMKAPOOHATHUM 3aTBapavynMa u
Yy HCTHM YCIIOBHMA T'ajeHe TOKOM TPH Mecela.

3.1.2. lIpunpema y3opaka

3.1.2.1. Ilpunpema memanonnux ekcmpaxama 1ucmo6a Kuinuye

CBeXH JIMCTOBU KUYHUIIE TajeHe Y KyATypH IN VItro cy YCUTHCHU 10 TIpaxa y TeYHOM a30Ty U
ekctpaxoBaHu y Meranony (W/v=1:10) mpexo Hohu Ha 4 °C. Cnexpeher mgaHa cmemna je KpaTko
poMelllaHa, a 3aTMM JIOJJaTHO €KCTpaxoBaHa IMomohy ynTpasByka TokoMm 10 muHyTta. OBako
npuIrpeMJbeHN y3opuu cy nentpudyrupann #Ha 8000 g y Tpajamy on 10 munyra Ha 4 °C,
¢bunTpupanu kpo3 1enyiao3He punrepe (BennuuHa nopa 0,2 pm) u uyBanu Ha — 20 °C 1o TpeHyTKa
ynotpeoe.

3.1.2.2. Xuoponusza excmpakama Kuuuye u ceKOUPUOOUOHUX 2NYKO3ZUOA

Peakuuja Xuaponuse eKCTpakaTa KUYHUIE M CEKOMPHIOUIHHK TIYKO3HAa je BpIICHA Yy
ycioBuma in Vitro u in vivo.

3.1.2.2.1. In vitro eH3uMarcka peakiuja XuapoInu3e METAHOIHHUX EKCTPaKaTa KHYHUIIe

Oxko 100 mQg cBexwux JIMCTOBAa OMJbaKa CTAPHX TPU MeECeld YCUTEHCHO e y TEYHOM a30Ty U
pactBopen0 y 1 ml 99,8% wmeranona (AppliChem, Cheshire, CAJl). Hakon ynrpa3ByuHe
ekcrpaknuje ouspHOr Marepujana (RK100, Bandelin, Berlin, Hemauka) y Tpajamy ox 10 MuHyTa Ha
cCOOHOj Temmeparypu, y3opuu cy ueHtpudpyrupanun 10 wmmuyra nHa 10000 Q. [doGujenu
CYNEpHATaHTH Cy 3aTUM MPOMWITPHpAHHU KPO3 Ienyiao3He ¢uinrepe ca BenumduHOM 1opa 0,2 um
(Agilent Technologies, Santa Clara, CAJl). MeraHou je yKIOWEH ylnapaBameM I0J]l BAKYyMOM Ha
30 — 45 °C (Eppendorf Concentrator 5301, Hamburg, Hemauka), HakoH uera je 6 Mg cyBor octaTka
pactBopeno y 8 ml 0,5 M uurpat-docharaor mydepa (pH 5,5) unm y ucroj 3anpemunu nydepa ca
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nomatkom 0,1 mg ml?! xomepumjanne f-rnykosunase usonosane u3 Gagema (SigmaAldrich, CAS
9001-22-3, Hemauka). Peaknmona cmema je 3atuM uHKyOmpana Ha 35 °C Tokom 16 catu u
HAKHA/IHO THO(UIA30BaHA.

JInopunuzoBaHu y30pLUU EH3UMATCKU XHUAPOJIM30BAHUX METAHOJHUX EKCTpakaTa KUYHUIE
(XME) u MeTaHOJNHUX eKCTpakaTa KH4Hlle Koju Hucy xuaponusosanu (ME) cy pacteopenun y 2 ml
99,8% wmetanona. HakoH TpeTrmaHa yiTpa3BykoM y Tpajaky ox 15 muuyra (RK100, Bandelin,
Berlin, Hemauka) Ha coOHOj TemrieparypH, y3opiu cy mentpudyrupanu Ha 10000 g Toxom 10
MuHyTa. CynepHaTaHTH Ccy 3aTUM IpoGUITpUPaHU Kpo3 Iienyno3He ¢uirepe (BenuuuHa nopa 0,2
um) u yyBanu Ha +4 °C 1o ymorpeobe.

3.1.2.2.2. In Vitro eH3uMaTcKa peakiidja XUAPOIr3e CEKOMPUIOUTHUX TIYKO3H1a

Komepuujanau crangapau CB, CBM u I'Tl (1,5 mg) cy pactBopenn y 1 ml 0,5 M uutpat-
docdarnor mydepa (pH 5,5) unn y ucroj 3anpemunn mydepa ca 0,1 mg mlt xomeprmjanue -
rIIyKo3ua3e u3ojoBaHe u3 Oanema. Peaknnona cmema je HakoH mHKyOaruje Ha 35 °C tokom 16
catu JUO(QUIN30BaHa, a 3aTUM je CyBU ocTatak pactBopeH y 3 ml 99,8% wmeranona. Hakon
YATpa3By4YHE €KCTpaKuuje y Tpajamy o 10 MuHyTa Ha COOHOj TeMIepaTypu U HeHTpudyrupama Ha
10000 g Tokom 10 muHyTa, CyniepHAaTaHTH Cy IPOGUATPUPAHH KPO3 LENylI03He (uiTepe (BeTudnHa
nopa 0,2 um) u ayBanu 10 ynorpede Ha 4 °C.

3.1.2.2.3. In vivo OuoTtpancdopMalirja METAaHOJIHOT EKCTPAKTa KUIHIIS

VY30piu cy NpUIIPEeMJbEHHU O HAJI3EMHHUX JIeJIoBa OMJbaKa cakymjbeHUX TokoMm 2011. romuHe
Ha muanuHd 3natubop (CpOuja, reorpadeka myxuna: 43°40'06.99”N; reorpadcka mupuHa:
19938'46.34"E) xoje cy 3aTuM ocylleHe Ha cOOHOj TemrepaTypu. HakoH yCUTH-aBama y TEYHOM
a30Ty Y30pIM Cy eKcTpaxoBaHU mpeko Hohu y 99,8% meranomy (W:v=1:5). Cneneher nana, HakOH
yATPa3By4HE €KCTpakiyje y Tpajamy oa 10 MUHYTa, €KCTPAKTH Cy MPOGUITPUPAHH, a 3allPEMHUHA
nogemreHa Ha 100 ml. TIpe UHPLC-MS/MS kBantuukaimje jeanmema y30piuu ¢y GUITpUpaHU
Kpo3 1enyno3ne ¢puirepe (Benuunna mopa 0,2 um) u uyBanu Ha 4 °C no ynorpebe. 3a eKCliepUMEHT
onorpanchopmanmje ekcrpaktu cy ymapeHu nojx Bakyymom 1o cyBa (CE) ma 30 °C - 45 °C u
pactBoperu y 5% DMSO no ¢unanHe koHueHTpaipje ox 5 mg cysor excrpakra mo ml DMSO (5
mg CE ml"t DMSO).

Coj Penicillium funiculosum ATCC 36839 je rajen TokoM 7 JaHa Ha KPOMITHP JEKCTPO3HO
arapo3om Menujymy (enr. PDB - Potato Dextrose Brot -) (Tabena 18) ma 26 °C (Cmuka 12).
Haxon tora 100 ul xyntype je npenero Ha 50 ml ceesxer PDB Menujyma u MHKyOMpaHo 2 1aHa Ha
XOPHU30HTANIHO] poTanuonoj mMemanuiy (100 obpraja y MuHyTH) Ha cOOHOj TemmeparypH (dasa 1).
VY HapenHoM kopaky je 50 ml teunor memujyma mHOKymupaHo ca 1 ml xynrype u mMHKyOMpaHO
TOKOM HapeJiHa JiBa JlaHa Ha COOHOj TeMIepaTypH J0 MouYeTKa eKcrepuMeHTa Ouorpanchopmaryje
(Zeng u cap., 2014).

Bbuotpancdopmanuja je 3amodyera nHokymampjom 10 ml npeTxoaHO omicaHe TeUHEe KyIType
P. funiculosum (¢aza 2) y 90 ml PDB menujyma. Hakon uHkyOaiuje y Tpajamby o1 6 naHa Ha
POTALMOHO] MemanuiK Ha Temmepatrypu o 28 °C, y Teuny kynrypy aoxaat je 1 ml ekcrpakra C.
erythraea m Tokom HapeaHux 6 maHa KynTypa je rajeHa Ha 26 °C. CyOieTanHa KOHIEHTpaIHja
noxaror ekcrpakra C. erythraea je oapeheHa Ha OCHOBY MHUKPOAHIYITHOHOT aHTHMHUKPOOHOT TecTa
1 u3Hocwuia je 5 mg cyse mace mo ml DMSO (Cnuka 12).
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100 pl 1 ml

Penicillium funiculaosum

6 maHa+ 6 Jara HAKOH DODAEARRA SHCTPAKTA

Cnuka 12. CxeMaTcKu NpHKa3 TOKAa EKCIepUMEHTa IN VIVO OHoTpaHC(OpMaluje METaHOJIHOT EKCTpaKTa
KHYHLE

Cnoco6noct P. funiculosum aa tpancdopmuiiie CeKOMPOIOUIHE TIYKO3HIE je yTBpheHa Ha
OCHOBY IPOMEHA y CaJpKajy CEKOMPHIOHIA Yy TEYHO] KYJITYpH. Y30pIH TEUYHOT MEIWjymMa Cy
Y30pKOBaHH Ha CBaKa TPH JlaHa U pacTBapaHu y aneroHutpuiy (V:v=1:1). Hakon neHrpudyrupama
Ha 8000 g y Tpajamy ox 15 MuHyTa Ha COOHOj TeMmIepaTypH CyHEpHATaHTH Cy MPOPHUIATPUPAHU
Kpo3 Heiyno3He ¢uiarepe (BenuuuHa mnopa 0,2 wm) U aHATU3UPaHU MPEMa OIMKMCAHO] aHATUTUYKO)]
meronu ([Tornassbe 3.1.4).

3.1.3. UHPLC/Orbitrap-MS/MS kBanuTaTnBHa aHaIu3a

Pa3nBajame u naeHTH(UKAIMja KOMIIOHEHTH O/ WHTEpeca BpLICHA je Ha CHCTEMY 3a TCUHY
xpomarorpadujy moxa yirpa BucokuMm nputuckom (UHPLC) ca kBatepuaprnom Accela 600 mymmom
u Accela ayrocemriepoM Koju je OHO MOBe3aH ca XUOPHIHHUM MACCHHM CIIEKTPOMETPOM BHCOKE
pesoaymmje (LTQ Orbitrap XL) ca jonckum u3BOpoM y 00IHKY enekTpociipej jouusaruje (enr. ESI
- ElectroSpray lonization). Xpomarorpadcko pa3iBajarbe KOMIIOHEHTH METAHOJIHOT EKCTpaKTa
BpiieHo je Ha Syncronis C18 komonu (100 x 2,1 mm) ca BenmuunoM 4ectuna 1,7 pm. TIpoTok je
6uo nonemen Ha 0,300 ml min™, 1ok ce Mmo6unna aza cacrojana ox (A) ynrpauucre Boje ca 0,1%
cupherne kucenuue u (b) aneronurpuna (MS uucrohe). Umeknnona 3anpemuna je ouna 5 ul, a
JIMHEAapHO TPaJIujeHTHHU Mporpam MooOmiHe (ase je onucan paHuje y nureparypu (Banjanac u cap.,
2017).

CHumame MaceHuX CHEeKTapa je BpIIEHO y HeraTUBHOM jOHHU3AI[MOHOM pexumy. [lapamerpu
JOHCKOT W3BOpa OMJIM Cy UCTH Kao y paay Banjanac u capamuuka (2017). Jouu ox mHTEepeca Cy
M30JI0BaHH Y ,,JOHCKO] 3aMIIM‘ ca TayHoIIhy o1 3 PPM U akTUBHpaHH ca 35% KOJIU3UOHE eHepruje.
Full scan ananusa xopuinheHa je 3a OTKpHBake¢ MOHOM30TOIICKE Mace HEMO3HATHX jeAHIbEba, 0K
je myT ¢pparmenTanuje no6ujen MS* pparmenranujom notephen u xkopumhemem Mass Frontier 6.0
coprepa (ThermoFisher Scientific, Hemauka). Ilporpam 3a 1prame XeMHjCKHX (opmya
ChemDraw (Bep3mja 12.0) kopuinheH je 3a u3pauyHaBame TauyHHX Maca jequmera. CBako
jenumemhe je WIeHTHU(PUKOBAHO Momohy onaroBapajyhux CHEKTpadHUX KapaKTepUCTHKA: MAaceHU
CIIeKTap, TaYHa Maca, KapaKTepUCTUYHA (parMeHTalja u peTeHoHo Bpeme. Xcalibur codraep
(Bep3uja 2.1) kopumheH je 3a KOHTPOJIY HHCTPYMEHTa, MPUKYILUbake M aHaNu3y IojaTaka.
Crannapau GpeHOHUX jeInbemba ¢y HabaBbeHu o1 pupme Sigma Aldrich (Steinheim, Hemauka).
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3.1.4. UHPLC/DAD/(+/-)HESI-MS/MS kBaHTHTAaTHBHA aHAJN3a CEKOUPHUIOUIA

KBanTudukanmja nubaHuX CEKOMPHUIOUAA Y y30plHKMa je u3BpiieHa kopuiihemem Dionex
Ultimate 3000 UHPLC cucrema (Thermo Fisher Scientific, Hemauka) onpemsbeHOT
yinrTpasbyondactuM aerektopom ca puine auoaa (DAD) koju je 6uo koHpurypucan ca MaceHHUM
CIIEKTPOMETPOM KOjU TOCeayje NETEKTOp ca TpU aHaim3aTopa - TpocTpyku kBaapymon (UHPLC-
qggMSs, TSQ Quantum Access Max, ThermoFisher Scientific, I1IBajiapcka). 3a xpomarorpadcko
pasnBajame kopuirhena je Hypersil gold C18 komona (50 x 2,1 mm) ca BenmuunHoM yectuiia o 1,9
um (Thermo Fisher Scientific, CAJI), tepmocratupana Ha 30 °C. bp3una nmpoToka MoOmiHe (ase,
Koja ce cactojana ox 0.1% mpasibe kucenune y Boau (A) u auneronutpuia MS aucrohe (b) 6una je
nogemen Ha 0,4 ml min. Enyupame jenumema 6u10 je y peBep3HO-(a3HOM pEKHMY ca
rpajjeHTHUM [porpaMoM MoOwiaHe (asze omucanuMm y jureparypu (Misic u cap., 2015).
Nmweknnona 3anpemuna 6wia je 10 ul. DAD cniektpu cy caumanu Ha A=260 u 320 nm.

Temmeparypa joHCKe TpoOe MaceHer CIEKTPOMETpa, OMPEMIBCHOT JOHCKUM H3BOPOM Yy
00JMKY eNeKTpoctpe] jonn3anuje, ouna je noaemniena va 450 °C, a Temneparypa kammiape Ha 320
°C. Bonraxe crpeja u counBa ouie cy 4 u 0 KV, a nputucuu Hoceher raca, raca y joHCKOM H3BOPY
u aykcwiapHor raca (N2) 50, 0 u 20 AU, naBenenum pemom. MaceHu CIEKTpH CHUMaHU Cy Y
MO3UTUBHOM M HETaTUBHOM PEKUMY, JOK je 3a (pparMeHTanujy KOpUIIheH aproH Kao KOJW3UOHU
rac. Konusuona enepruja (CE) Omna je 10 €V u 3a cekoMpuIOMIHE TIYKO3HJC U 3a HHXOBE
armukone. SRM meroma (enr. SRM - the selected reaction monitoring) kopumrhena je 3a
KBaHTHU(PHKAIM]y [UJbAHUX JETUBEHHA Y Y30pIIMa.

Wnentudukanja CEKOMPUIOUIHUX TIYKO3WJAa W HUXOBUX AarJIMKOHa Yy OWJBHHM
eKCTpaKTUMa H3BeleHa je ymopehuBamem muxoBux MS, MS? UV crmekTapa M peTeHIHOHHX
BpeMeHa ca ayTeHTUYHHM CTaHJapAuMa, Kao M MpeTpakuBambeM jureparype. OCHOBHHU
CTaHJapJHH pacTBOPH Cy NpUIpeMibeHH pacTtBapatbem 1 mg JIK (Extrasynthese, Genay,
®pannycka), JIO'n CJIOT (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Hemauka), CB u CBM (06a 98% uucrtohe,
Oskar Tropitzsch, Marktredwitz, Hemauka) u I'TI (>90% uucrohe, Carl Roth, Karlsruhe, Hemauka)
y 1 ml meranona. Pagne cranmapaHe cMmelie Cy MPHUIPEMIbCHE PACTBAPAKEM OCHOBHOI PAacTBOpPA
YMCTHX jelMIbela a Ou ce no0una KonueHtpaumuja on 100 ug mlt, nox cy mpyru nusou
kanuOpanuje n1o0ujeHn pa3diiaXuBambeM pacTBOpa METaHOJIOM. PajnHu cTaHmapAaHu pacTBOpU Cy
IpUIpeMIbeHH Ha 15 KanuOpaluoHuX HABOA Y PacroHy KoHIeHnTpanuja ox 100 ug ml™* no 0,001 ug
mlt. Onpehene cy rpammmna perexmmje (I'J]), rpammma xsamtudukanumje (I'K), nmmmeapHoCT,
MOHOBJBUBOCT U oceT/buBOCT pazsujeHe UHPLC-qqqMS metone. Bpennoctu 'l u I'K cy oapehene
Ha OCHOBY ofHoca curHana u mryma (C/1), ca C/IL > 3 3a ']l u >10 3a I'K. 3a uzpauynaBame '] u
I'K paheno je mect aHanu3a 3a CBakd KaJuOpallMOHM HUBO. Perpecuja je uzpauyHaTa 3a CBaKy o]l
KanuOpallMOHMX KpHBa M CBE Cy IIOKa3zaje oJroBapajyhy JMHEapHOCT ca KOe(UIIMjeHTUMa
kopenaruje u3mehy r=0,990 u 0,999, p < 0,001. YkynHa KOMWYMHA CBAKOT IHJHAHOT JeUIHEHHA Y
y3opiuMa ozpelieHa je u3padyHaBameM MHTErpana TOBPIIMHE MHMKA M M3pakeHa je kKao Mg g~ umm
ug g cyse marepuje (CM).

3.1.5. OnpehuBame aHTHOKCHIATHBHE AKTHBHOCTH

AHTHOKCHIATUBHA aKTUBHOCT XUIPOJIN30BaHUX MeTaHOMHMX (XME) U HeXuIaponn30BaHUX
excrpakara (ME) Ham3emHor jgena kuuuile ojipehuBana je mpUMEHOM TpH pasziauuure IN Vitro
meroze: 1) neyrpanuzanuja DPPH panukana, 2) neyrpanuzauuja ABTS paaukana u 3) onpehusame
penaykimoHe crnocoOHOoCcTH joHa TBoxkha. Ilopes aHTHOKCHIATUBHOT TIOTEHIIMjaJla EKCTpakaTa,
UCMHTaHA j€ W aKTMBHOCT XMJPOJIM30BAaHMX M HEXMIPOJIM30BAHMX CTaHAAPAHUX jeaumema: CB,
CBM wu TITI. 3a cnekrpodoromeTpujcka Mepema kopumihien je Agilent 8453 UV-VIS
cnekrpodortometap (Agilent Technologies, Waldbronn, Hemauka).
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3.1.5.1. Cnocoonocm neympanuszayuje DPPH paouxana

DPPH merona ce 3acHuBa Ha crioCOOHOCTH aHTHOKCHAaHaca Ja peAyKyjy CTaOWIIaH paauKa
1,1-mudennn-2-mukpunxuapazmwin (DPPHe) ca makcumanHoM arcoprmmjom Ha 517 nm u 1a ra Tom
npuarkoM 006e360ju. Tect je cpoBeeH Mo MeToau Kojy cy onucanu Brand-Williams u capagaumm
(1995) ca mamum u3menama. Peakimona cmema ce cacrojana on 500 u/ 200 uM nudenun-2-
nukpuwixuapazuna (DPPHe) pactBopenor y meranomy, 50 ul Tectupanor y3opka u 450 ul
MertaHona. Hakon wHkyOanuje y Tpajamy on 30 mMuHyTa Ha COOHOj TeMIepaTypu MepeHa je
aricopbanma pactBopa Ha 517 nm, a pe3yiaraTd Ccy MPEICTaBJbEHH Kao EKBHUBAJICHT
AHTHOKCHIATHBHOT KaraiuTera raigae kucenune (Sigma Aldrich, Hemauka) (mmol GAE) na 100 mg
cBexxe Mace ousbke. CBa Mepema Cy IOHOBJEHA TPU ITyTa.

3.1.5.2. Cnocoonocm neympanuszayuje ABTS paoukana

HcnuTuBame aHTHOKCHUAATHBHHMX CBOjCTaBa pasMudTUX jemumsema ABTS™  pammkan
KaTjOHCKOM METOJIOM ce 3acHuMBa Ha KoHBep3uju ABTS (2,2-azuHobOuc 3-eTHiIOCH30THA30IUH-6-
cyn(oOHCKE KHCEIMHE) Yy paJuKaICKH KaTjoH y HpHucycTBy Hatpujym mepcyiadara (NaxS:0g).
Hacranu katjon amcopOyje cBeTiocT Ha 734 NM, a HaKOH J0AaBama aHTHOKCHIAHCA KaTjoH ce
HeyTpaiuiie U ryou 00jy, ITO ce Moxke crnekrpodoromerpujcku kBaHTHUGuKoBaTH. ABTS Tect je
ypahen 1o MeToau Kojy cy onmcanu Re u capaguuuu (1999). Pacteop ABTS™ je noOujen memamem
uctux 3anpemura 7 mM ABTS u 2,45 mM kanujym nepcyndara u nHKyOaujoM TokoM 12 catu y
Mpaky, Ha coOHOj Temmieparypu. ABTS' je 3arum pactBopen y 80% eTaHoy 0K HHje TIOCTHTHYTA
aricopbania ox 0,7 + 0,02 na A=734 nm. Peakuunona cmeria, Koja ce cacrojaia ox 30 ul ME unu
XME y3opka u 970 ul ABTS pamHor pacTBopa, MHKyOHMpaHa je Ha COOHO] TeMreparypu Tokom 10
MUHYTa, HAKOH Yera je u3MepeHa arcopOaniia cMemie Ha 734 nm.

ABTS" akTHBHOCT ce u3padyHaBa npema popMyJIn:

I:*'ﬁl? I 4moHTROTE Aqg 43,'3npae-::| * 100

‘:!"']" 2 AK0HTOJIE

rne je Avsaysopax alcopOaHIla pacTBOpa KOJU CagpXKU Y30paKk WIM CTaHJApJHO jelUIEeHme, a
A734xonmpora ATICOPOAHIIA KOHTPOJHOT pacTBOpa 6€3 y30pKa MM CTaHAAPAHOT jeIUHEHha.

3a KOHCTPYKIIM]Y KaauOpauoHe KpuBe KOpUIINEH j€ METaHOJIHU €KCTPAKT rajiHe KUCEJINHE, a
pe3yaTaTu cy MpeICTaB/bEHU Kao EKBUBAJIEHT AaHTHOKCHUIATUBHOI KalalUTeTa TajlHe KUCETUHEe
(Sigma Aldrich, Hemauka) (mmol GAE) na 100 mg cBexxe mace Ousbke. PesynraTr mpencraBiba
CpeAmYy BPEAHOCT TPU HE3aBUCHA MEpeHba.

3.1.5.3. Peoykmuena akmusnocm (FRAP memooa)

FRAP merona ce 3acHMBa Ha CIOCOOHOCTM aHTHOKCHJaHaca Ja JIOHUPAHEM EJIEKTpOHA Yy
kucenoj cpenmnn (PH 3.6) pemykyjy xyru kommiekc reoxkha (Fe®*) ca 2.4,6-tpu (2-mupummn)-
1,3,5-tpuazunom (TPTZ) y nnaBo o6ojenn xommiekc Fe2*-TPTZ, npu ueMy ce HHTEH3UTET HACTasIe
miaBe 0oje Mepu criekTpodoToMeTprjcku Ha A=593 nm.

FRAP Tect je ypahen mo metonu kojy cy onucanu Benzie u Strain (1996) y3 mame usmeHe.
Peaknmona cmemra ce cacrojama on 300 mM wHarpujym aneratHor mydepa (pH 3,6), 20 mM
pactBopa reoxhe xmopuna (FeCls) u 10 mM reosxhe-2,4,6-tpu(2-mupumun)-1,3,5-puasuna (Fe**-
TPTZ) pactBopenor y 40 mM HCI y pazmepu 10:1:1. YV 950 ul peakumone cmeme nogasaso je 50 ul
y30pKa, a 3aTuM je, HakoH 10 MuHyTa MHKYyOalnuje Ha cOOHO] TeMIepaTypH, U3MepeHa ancopbaHiia
cmenie Ha 593 nm. Pe3ynrtatu cy mpeicTaB/beHH Kao peayKyjyha akTUBHOCT €KBHMBAJEHTA rajiHe
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kucenune (Sigma Aldrich, Hemauka) (mmol GAE) na 100 mg cBexxe Mace HaJI3eMHOT Jiejia OHJbKE.
Csa Mepema Cy TIOHOBJbEHA TPH TyTa.

3.1.6. UcnuTBame AaHTUMHKPOOHE AaKTHBHOCTH

3.1.6.1. Bpcme mukpoopeanuzama

Y pany je kopumheHO ocaM OaKTEpHjCKMX BpCTa M OCaM BpCTa TJbHMBA JICSIOHOBAHHX Y
nabopatopuju 3a Mukonorujy Opesbewa 3a OwbHY ¢usnonornjy MHcTuTyra 3a OuoIOIIKa
nucrpaxuBama ,,Cuanira CrankoBuh*“-MHCTUTYTa 01 HallMOHATHOT 3Ha4aja 3a Penybnuky Cpowujy,
Vuuep3urera y beorpany. Tectupane cy derupu ['pam-mosutuBHe Oaktepuje: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Bacillus cereus (kaumanuku usonar), Listeria monocytogenes (NCTC 7973) u
Micrococcus flavus (ATCC 10240) u uetupu ['pam-neraruBne 6aktepuje: Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 35210), Salmonella typhimurium (ATCC 13311) u
Enterobacter cloacae (spyncku usosnart). [Topen Tora, kopuiiheHo je ¥ ocaM BpcTa MHUKPOIJbHBA:
Aspergillus fumigatus (ATCC 9197), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Aspergillus ochraceus
(ATCC 12066), Aspergillus niger (ATCC 6275), Trichoderma viride (IAM 5061), Penicillium
funiculosum (ATCC 36839), Penicillium ochrochloron (ATCC 9112) u Penicillium verrucosum var.
cyclopium (u3onar u3 xpane). bakrepuje cy rajene Toxom 24 cara na 37 °C, na Muiller Hinton agar
(MHA) menujymy, a MUKpOTJbHBE Ha XpaHsbKBOj momio3u Malt agar (MA) tokom 21 nana Ha 25
°C. Cacras xopuirhenux XpaHJ/bUBHUX MOUIOTA 34 Iajelhe MUKPOOPraHu3aMa npukasan je y Tabemu
18.

3.1.6.2. Mukpoounyyuona memooa

3a ucnutuBame aHTUMHKpoOHe akTuBHOCTH ME 1 XME, ka0 1 ceKOMpOAOUIHUX TITMKO3H]1a
U WHUXOBUX XHUIPOIM30BAHUX OOJNMKa, JUOGWIM3ATH JOOMjEHH IO MPOLEIypHU OIHCAHO] Y
nornasiby 3 cy pactBopern y 5% mumerun cyndokcuny (DMSO). Ananmmsa aHTUMHUKpOOHE
aktuBHOCTH ME 1 XME kuuuie, kao ¥ CeKOMPOIOUIHHUX TIIMKO3U/Ia U IbUXOBUX XHIPOIHU30BAHIX
obnuka ypahena je xkopunthemem mukpoaumiayirone merone (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2009; Tsukatani u cap., 2012). Konuenrparuja 0aKTepHjCKUX CYCIICH3Hja MOJACIICHA j&
70/1aBambeM (DM3HONOMKOT pacTBopa 10 ¢uHanHe koHneHTtpamuje 1,0 x 10° CFU (enr. CFU -
colony — forming unit) ml™. Muokynym je mpumpemaH cBakoJHEBHO M 4yBaH 10 YNOTpeGe Ha
temmnepatypu o 4 °C. MunnmanHa naxubutopHa koHuentpamuja (ear. MIC - minimal inhibitory
concentration) 1 MuHMManHa OakTepuiuaHa KoHieHTparwmja (ear. MBC - minimal bactericidial
concentration) oapehena je y MUKpOTUTpAIIMOHUM IIJI0YaMa ca paBHUM THOM U 96 Oynapuha, of
Kojux je cBaku caapxao 200 u/ ¢uHanHe 3ampeMuHe MHKyOamuoHor menujyma. MHkyOarumona
cmera je caapkana TSB meaujym (enr. TSB - triptic soy broth —, Tabena 18), ekcTpakT KuuuIle win
CTAH/Iap/IHOT jelMbelma y cepuju pasbnaxema (ox 60 ug mlt no 1 ug mit), xao u 10 ul
OakTepujcke cycrnensuje. Hakon nomaBama OaKTepHjCKOI MHOKYJIyMa IUIOYE Cy MHKyOMpaHE Ha
XOPHU30HTAIHOj poTaionoj memanunu (160 oopraja y munytu) Tokom 24 h, ma 37 °C. MIC je
onpehena ynotpedom p - JOAOHUTPOTETPA30JIMjyM 00je U nopehemeM ca HeraTUBHOM KOHTPOJIOM 3a
cBaku OakTepHjcku coj. HajHMka KOHLIEHTpalja Koja HHXUOUpa pacT Oakrtepuja y nopehemy ca
KOHTPOJIHUM OyHapuhem, KOju HHje CaJpKao TECTHPAHO jeAUHEHE WM eKCTpakT (mpaheHo mon
OMHOKYJapHOM JyrioM), nepunucana je kao MIC Bpeanoct. MBC BpeaHoct je oxpehena HakoH
peuHokynanuje 2 ul cagpkaja u3 OyHapuha MUKpOTUTpAIOHE TUI0OYE Y KOjeM HHje 3a0eeKeH pacT
oaktepuje y 100 u/ Meaujyma u moHoBHe mHKyOaruje TokoMm 24 h Ha 37 °C. Kao mo3utuBHa
KOHTpOJIa KOpHITheH! Cy KOMepIHjaTHu aHTHOHOTHIHN cTpenTomuim (Sigma-Aldrich, Hemauka) u
ammuiuH (Sigma-Aldrich, Hemauka).
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AnTH(YHTraqHAa aKTHBHOCT y30paka onpeheHa je meTomom kojy je omumcao Espinel-Ingroff
(2001). KoHleHTpammja criopa y Te4HOj TIOI03H je moxenrena Ha 10° ml™, a y3opim cy Tectupanu
y CepUju pa3IMYuTHX pa3zOiaxerma. TeyHa XpaHJbUBa IMOJUIOra MHOKYJIMCaHAa MHUKPOTJbUBAMa je
pa3IuBeHa y MUKPOTHTPALMOHE TUI0YE KOje Cy 3aTUM MHKyOHpaHe TOKOM 72 caTa Ha TeMIIepaTypH
oxn 28 °C. MunumanHe MHXHOMTOpPHE W MUHMMaiIHE (QyHrumuaHe koHueHtpamuje (eur. MFC -
minimal fungicidal concentrations) oapehuBane cy peunHokymucamwem 2 ul uHokynyma y 100 ul
TEYHOT XPaHJbUBOT MEIWjyMa, HAaKOH 4era Cy KyJAType WHKyOupane HapenHa 72 cara Ha 26 °C.
KonnenTpanuje tecTupaHux y3opaka Ha KOjuMa HHUje 3a0elekeH pacT IJbMBa O3HAa4YeHE Cy Kao
MFC. KomeprujaqHu aHTUMHKOTHIIM KeTokoHazon (Zorka Pharma, CpOuja) u Oudonazon
(Cpbonek, Cpouja) kopuiiheHu Cy Kao MO3UTHBHA KOHTPOJIA.

3.2. Mexannuko nospehuBame OM/baKka M TpeTMaH METHJI jACMOHATOM

3.2.1. Cenexkumja u yMHOKaBambe 01a0paHOr TeHOTUIIA

Cemena C. erythraea (xuuuna) cakymbena cy Tokom 2010. roaune Ha sokanutery [lasba
(Cp6uja, reorpadcka mupuna: 45°43'37.64"N; reorpadeka myxuna: 22°27'14.07"E), ucknujapana
W rajeHa y Kyiryp# in vitro Ha HauuH onmcas y [Tornasspy 3.3.1.

Cruka 13. In vitro kynrypa C. erythraea a) usrien kiujanaria, 6) TedHa KyJaTypa KOPEHOBA, B) HU3TJIel OUIBKE
HAKOH TPU Mecella rajermba y KyJaTypu in Vitro.

Hakon Tpm Mecenia KyJTHBaIMje KHYWIE y KyaTypu in Vitr0 aHamusupaH je caapikaj
CEKOUPHJIONIHUX TIIyKo3uaa y 10 HacyMU9HO onabpaHuX jeAWHKU (TCHOTUIIOBA) W3 TOMYJaIdje
nopekiom u3 Ilame (I11-1110). I'enotun ca HajBehuM cajpiajeM CEKOMPHIOMIHHUX TIYKO3UAA
(TT1), o3HaueH Kao BHUCOKOMPOMYKTHBHHM T'€HOTHII, Ja/be j€ YMHO)KaBaH METOJOM TedHe in Vitro
KyATYpe KOpeHOBa. BpX0oBM KOpeHOBa ca alMKaIHUM MEpPUCTeMOM, ayxuHe 10 mm, cy npeGaueHu
y epieamajepe ca 50 ml reune 2 MS xpaHibHBe MOJUIOTE U rajeHH HAa POTAIMOHO] MEIIATUIH TIPH
Op3unu on 95 oOpraja y MmuHyTH. HakoH Mecel| JaHa rajema eKCIUTAHTaTa YOUEHO j& CIIOHTaHO
dbopmupame nymnosbaka (Cnuka 13 6), koju cy 3aTuM npedayenn y terie 3anpemune 370 ml ca 70
ml uBpcre Y2 MS xpanspuBe moanore. Hakon Tpu Mecena rajema y yciaoBuma ayror gada (16/8 h
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pexuMa CBETIIO/Mpak), Ha Temnepatypu o 25 + 2 °C, oBako nobujeHe ouspke (Cnuka 13 B) cy
KopuirheHe y eKCriepuMeHTHMA.

3.2.3. Mexannuko noppehuBame Oubaka

MexaHnuKo OBpehUBame eKCIIEPUMEHTATHUX OMJbaka BPIICHO j€ Ha IPOCEYHO S5 JUCTOBA IO
owbnu. Kopumhemem cTepriIHEX Makasza MMpaBJbeHU Cy Maii pe3oBH (oko 0,5 CM) Iy JIMCTOBA,
napaieliHo ca rnpoctupameM JiucHor Hepa. [ToBpehenu (I1T) u untakTHH, nemu auctosu (LIJT) ca
o Tpu OWJbKE Cy cakymubaHu HakoH 2, 4, 8, 16, 24, 48 u 96 h 3a cBako ox Tpu OHOJIOIIKA
MOHABJbAhA, 3aMP3HYTH y TEYHOM a30Ty W d4yBaHu 1o ymnorpebe Ha - 80 °C. JluctoBm
HernoBpeheHnx Omspaka cy KOpUIINEHH Kao KOHTPOJIA. Y30pKOBAamE JIMCTOBA BPIICHO j& YBEK Y
ucToj ¢as3u passuha.

3.2.4. TpermaH 0W/baka METHJ jaCMOHATOM

PactBop metui jacmonaTta (Sigma Aldrich, Hemauka), y dunanHoj kontentpamuju 250 uM, je
nojaBaH QUITEp CTCPUIIM3AINjOM Y MPETXOAHO cTepuiucad Y2 MS menujym. brsbke kuuuie koje
Cy TOKOM TpU Mecena rajeHe Ha 2 MS XpaHJbHBOj MOIUIO3U Cy, y acENTHYHUM YCIOBHMA,
npeHomieHe Ha Y2 MS xpaHsbMBY mojyuiory ca jgomatum MmeTwi jacmMoHatom (MeJA) u rajene y
ycinoBuma ayror gana (16/8 h pexxuma cerio/mpax). Herperupane Ousbke Cy rajeHe moj HCTHM
ycioBuMa, Ha Y2 MS xpanspuBoj momio3u 0e3 goxarka MeJA. Ham3emMHM [€10BH TPETUPAHHUX H
HETpPEeTUpaHKUX OWsbaka Cy CakyIybeHU HakoH 1 h u 48 h, 3aMp3HyTH y TEUHOM a30Ty H 710 yroTpede
yyBaHH Ha Temmeparypu ox - 80 °C.

3.2.5. UHPLC/DAD/(+/-)HESI-MS/MS KBaHTHTATHBHA aHAJIN3a CEKOMPHI0NIA

VY ekcnepuMeHTHMa MoBpehuBama JUCTOBAa KHYHMIE, Ka0 M 3a MNOTBpAY (QyHKuuje f-
IyKO3uAas3a, HWACHTHQUKalHMja W KBaHTU(DUKAIMja UPHUAOMIA M CEKOMPHUIIOUAA Y Y30pIHUMa
ypahena je Ha Beh onmucanom maceHoM criektpomeTpy (Onemak 3.1.4) y3 ciaenehe mogudukamnmje
napamerapa: Temernparypa joHcke mpobde 300 °C, temmeparypa kammiape 320 °C, mputmcak
Hoceher raca 28 AU, npurtucak aykcuiaapaor raca (N2) 10 AU. @parmenTanyja je nzazsana nomohy
aproHa Kao KOJIM3HOHOT raca, a KOJIM3HOHa eHepruja je moxaenieHa Ha 20 eV 3a cBa aHanmm3upaHa
jemumewa. Upupouau JIK u JIOI, kao m cexompumouau CJIOI, CB, CBM wu TIII cy
kBaHTHQUKOBaHM y SRM pexuMy MaceHOr creKkTpoMmerpa. XpomMaTorpadcko pas3iaBajame je
ypaheno xopumthemem 0.01% cupheTHe KUCEeTMHE U alleTOHUTPUIIA Kao MOOWIIHE (ase.

3.2.6. AHa/1u3a ekcnpecuje reHa

3.2.6.1. H3onayuja PHK u3 nucmosa kuuuye

3a wusonauujy pubonykienHcke kucwimHe (PHK) u3 nmcroBa kuuuie kopuinhen je
Mo (pUKOBaHM POTOKOI KOju cy onucanu Gasic¢ u capaguunm (2004). [pouec u3onamuje yKymHe
PHK wu3 6usbHOr Marepujaiia U3BElEH je y CTEpUIIHUM ycioBuMa. Boxa kopunthena 3a npurnpemy
pacTBOopa 3a M30JallMjy TpPeTHpaHa je MHXHUOMTOpPOM pHOOHYyKII€a3a - TUETUINMHPOKapOOHATOM
(DEPC) toxoM 6 caTu, HaKOH 4era je crepwincana 25 munyrta Ha 124 °C. Cu pactBopH (0cUM
pacTBOpa KOjH CaJapKe aIKOoXOJl), aBaH! M TYYKOBH Cy Ipe Kopuirhema Takohe cTeprIncany.

33



Oxo 150 mg GuJbHOT TKMBA je XOMOT'€HHU30BaHO y aBaHy y3 JOJaTaK TEUYHOT a30Ta. Y Y30pKe
je momato 650 ul excrpakimonor mydepa (100 mM Tris-HCI, pH 8, 25 mM Na-EDTA, 2 M NaCl,
0,5 g It ciepmuu, 2% (W/V) HoMMBHHUIIHPOIHAOH, 2% (W/V) eTHITPHUMETHIAMOHH]yM-OpOMH)
u 15 wl p-mepkanroeranona. HakoH XomoreHusamnuje y30pIu Cy HHKyOuUpaHu 15 muHyTa y
BozieHOM KkynaTwmiry Ha 60 °C. ¥V cBaku y3opak je pomaro mo 650 ul cmeme Xi1opohopM:u30aMul
aNnKoxoJ y oxHocy 24:1 (ViV), HakoH yera cy y3opuu nenrpudyrupann 10 muayra Ha 10000 g Ha
temeneparypu on 4 °C. Excrpaknuja cMermoM xjiopodopma M M30aMUIT aJIKOXOJIa je MOHOBJhEHA
jom jemHoM. Y cymepHaTtaHT (oko 600 ul) je momaro 166 ul 7,5 M nutujym xnopujaa, a y30piu Cy
notoM uHKyOHpanu Ha 4 °C npeko Hohu. HapenHor nana, y3opuu cy neHTpudyrupanu 45 MuHyTa
Ha 12000 g Ha 4 °C. CynepHaTaHT je OJCTpameH, a octatak uctpat ca 1 ml 70% eranona 1 HaKOH
tora nentpudyrupan Ha 12000 g Tokom 10 munyta, npu temmeparypu on 4 °C. CynepHaTaHT je
OJICTpamEH, a OcTaTak ocyiieH TokoMm 10 MuHyTa y JlaMuHapHO] KoMopu. HakoH cymiema ocratak
je pactBopeH y 100 ul crepuine Boje, a 3atuMm je cmern goaato 10 pl 3 M natpujym anerara (pH
5,5) u 275 pl 70% eranona. Y3opiy cy npoMeIIaHd HHBEPTOBambeM, HHKyOupanu 2 cara Ha 80 °C,
a morom nentpudyrupanu Ha 12000 g Tokom 45 muuyra Ha 4 °C. CynepHaTaHT je OJCTpambeH,
octarak ucnpan ca 1 ml 70% eranona u moHOBO neHTpUdyrupad TokoM 10 munyta Ha 12000 g Ha
4 °C. CymepHaraHT je OJCTPamkEeH, a OCTaTaK OCYIICH y JAMHHAPHO] KOMOPHU U pacTBopeH y 50 ul
crepwine Boje. Konnentpanuja uzonoBane PHK onapehena je cnekrpodoromerpujcku (N60 Nano-
Photometer®, Implen GmbH, Hemauka), a KBaTUTET M30JIaIKje IPOBEPEH je Ha arapo3HOM reny.

3.2.6.2. Enexmpodpope3a na azapoznom ey

3a mposepy kBanmuteta PHK kopumihena je xopu3oHTanHa enekrpodope3a Ha arapo3HHM
renosuMa, Konuentparmje 0,8 - 1,2 %, ca nomatkoM etumujym Oopomumma (0,5 ug mit) y TBE
nybepy (89 mM Tris, 89 mM 6opna kucenuna, 2 mM EDTA). V y3opke je, ipe HaHOIIICHA Ha Tel,
nonasana 6oja (6Xx DNA Loading Dye, Thermo Scientific, CAl). 3a enektpodope3sy cy kopuiiheHa
nBa cucrema: BlueMarine™ 200 u BlueMarine™ 100 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Hemauxka), ca u3Bopom Hamajama Standard Power Pack P25, Biometra®, (Goettingen, Hemauka).
Cucremu cy mpe enektpodope3e TpeTHpaHH PacTBOPOM BOJOHUK mepokcuaa (3%) Toxom 60
munyta. [erekuuja PHK je u3Bpruena na amapaty ST4 3026-WL/26M (Vilber Lourmat, Torcy,
®dpaHirycka).

3.2.6.3. Tpemman de30KcupudoOHyKIeazom

N3zonosana PHK je Tpermpana ne3okcupubonykieazom 1 (DNase I, Thermo Scientific,
Waltham, CAl) na 6u ce enumunucanu ocramu renomcke JJHK. CactaB peakimone cmere je
npukasad y Tabenu 1.

Tabena 1. CacTaB peakiiioHe cMelle 3a TPETMaH Ae30KCHPHUOOHYKIIEa30M

Komnonenra ITo peaxrwju (10 ul)
10 X peakumonu nmydep 1ul

DNAse | (1 U plh) 1 ul

PHK (1 pg)

DEPC H_,0

Tperman PHK je tpajao 30 munyra Ha 37 °C, a peakiuja je 3aycTaBibana fgofaBameM 1 ul 50
mM EDTA (Thermo Scientific, Waltham, CAJ]) u nakuagsHom nukybarujom Ha 65 °C Tokom 10
munyta. OBako Tpetupana PHK je nasee kopumthena y peakiyju peBep3He TpaHCKPHIIIIH]E.
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3.2.6.4. Pegep3na mpanckpunuyuja

Cunre3a xomruiemeHntapHe jemnosnanvane JIHK (enr. ¢DNA) usBeaeHa je Kopumihemem
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit komrmuiera (Thermo Scientific, Waltham, CA/T), mo
ynyTcTBYy npomn3Bohaua. CacraB peaknuoHe cMmerie aat je y Tadenu 2. Y3opuu cy nuHKyoupanu 60
MuHyTa Ha 42 °C, a peakiyja je 3ayctaBibeHa nHKyOanujom Ha 70 °C y Tpajamy 01 5 MUHYTA.

Tabena 2. CacTaB peakIiioHe CMeIIe 32 pEBEP3HY TPAHCKPHIIIIN]Y

Komnonenra ITo peakuumju (30 wul)
PHK (0,1 ug ul*) 3ul

onuro (dT) mpajmep 1 ul

5X peaknmonu mydep 6 ul

RiboLock™ (20 U ulY) 1,5 ul

10 mM dNTP 3ul

peBep3Ha TpaHckpunrasa (RevertAid™, M-MuLV

(20 U ult)) 1,5 ul

DEPC H_0 14 ul

3.2.6.5. Keanmumamuenu PCR

Anamuzom tpanckpunToma jucta kuuuie (Malkov u Simonovié, 2011) nomohy codtBepa
BioEdit (v7.0.5.3) (Hall, 1999) u3nBojeHe Cy HyKJICOTHIHE CEKBEHIIC T'€éHa OMOCHHTETCKOI ITyTa
cexoupunonga (CeGPPS, CeGES, CeG80, Ce8HGO, CelS1, CelS2, CelO, Ce7DLGT, Ce7DLH2,
CeLAMT, CeSLS), rena omabpanux TtpaHckpumniuonux ¢akropa (CeCOIl, CeJAZ, CeBIS1,
CeMYC2, CeJAM2, CeJAM3), rena 3a f-riykosunasy (CeBGLU), kao u reHa 3a eJOHTallMOHH
daxrop 1 anda (EFla, y namem texcry CeEF1) koju je xopumihieH kao pedepeHTHH TeH (CHT.
house keeping gene). Ha ocHOBY m3aBOjeHHX CekBeHIM kopuinhemem 0N line cepsuca Primer-
BLAST u cepsuca Primer3Plus koHcTpyrcanu cy mpajMepu Koju cy y AajbeM paay KopumiheHu 3a
aHaJIM3y eKcIIpecHje reHa (CeKBeHLe IpajMepa ca AYKMHOM OYEKMBAHOT aMIUIMKOHA JlaTe Cy Y
Ta6enu 3).

3a mpoBepy crneuuduyHoctu npajmepa (Tabena 3) xoju cy kopuirheHn 3a KBaHTUTATUBHHU
PCR (enr. polymerase chain reaction) ymorpebsbena je Q5 Hot Start High-Fidelity JTHK
nonumepasa (New England Biolabs, CAJl). CacraB peakipone cMmelire je npukasad y Tabenu 4, a
nporpam PCR ammnuduxanuje y TaGenu 5.

WukyObanuje, pesep3na TpaHckpumniuja u PCR peakuuje cy msohene y PCR amapatuma
mozena Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf, Wiena, Ayctpuja) u peqSTAR 96 Universal
Gradient (Peqglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Hemauxka).

35



Tabena 3. [Ipajmepu kopuihenu y kBanturatuBauM PCR peakiiujama

Hasus npajmepa

Ceksenna npajmepa (5°—3”)

Hyxuna
amruirkoHa (bp)

CTTCGTGCTGTCATTCAGCG 150
CeGPPS AAAGAATCGACCGCAGCAGA

TGACAAAGCCCTTGGAAGCT 149
CeGES ACGCAACGAAGCAGTAAGGA

TCAGTTCCAAACGCACTCCA 150
CeG80O TGTTGATTAGCGTCGAGCCG

AAGGCGACATAGTGATGCCA 184
Ce8HGO GACCATGTGGAGCAGCTGAA

GAAAAACTCACCGGCGTCAC 150
CelS1 CCGATTATTAGCCCCACGCT

CAAGCCATTGGTGTATCCAG 125
CelS2 CACTTGATTCTTCGCCTTGG

ATCGAATGGGGATTCGCGG 182
CelO AGCAAAAGTGGGAGAGCTGG

GTCATGAGGCCCGATTCGAT 204
Ce7DLGT AATCATAGGCACGCCACACA

ACGCAGGAAACTAATCGCCA 109
Ce7DLH2 CACCTTTGCCTCCCATTTGC

TAAGGTAGAGGTCCCTGCCC 150
CeLAMT TTTGCAGCAGCAATGACACC

CCAAGCGACTCGAGAAGCG 150
CeSLS TGACACGAGGGAAAAGGTCA

TTTCCGCCAGTACGTAGAGC 142
CeBGLU TGGGGAAGTAGACCCTCGAC

CATCAGGAAATGCACACGAT 159
CeCOI1 GTGCCCAGCCAGTGAATAGT

TTGCTGATTCCGGTAGGTTC 209
CeJAZ TGAATTTCCTCCACCTGACC

GCTTAATCTTACAGTTACAAGCACAAA 156
CeBIS1 CTACTTGAGTTGGGCGTTGG

CCGAAAAGCAAGACTTGAGG 123
CeMYC2 TGGCTGCTGATGACTTGATG

ATGCAGGGACTTGTCAATGG 161
CeJAM2 AGCCCTCAACATCTGAATGC

TTCTCCGAAGGTGGAAGATG 165
CeJAM3 GCTCCAAGGTAGAAATCATGG

AGATGCACCATGAAGCCCTC 158
CeEF1 GATGACCTGGGAGGTGAAGC
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Tabemna 4. CacraB peakione cmemie 3a PCR ammmudukanujy momohy Q5 Hot Start High-Fidelity JTHK
noJyimMepase

Kommonenra ITo peaxrmju (25ul)
5XQ5 peakunonu mydep Sul

10 mM cmemra ANTP 0,5 ul

10 uM F (enr. forward) mpajmep 1,25 ul

10 uM R (eHr. reverse) npajmep 1,25 ul

cDNA 1,5 ul

Q5 Hot Start High-Fidelity JHK

nmoJimMepasa 0,25 ul

CTEpHJIHA JISJOHN30BaHa BOJIA 14,75 ul

Tabena 5. ITapamerpu mporpama 3a uzBohewe PCR ammmmdpukanuje ca Q5 Hot Start High-Fidelity JITHK
HOJIMMEPA3OM

Kopak T (°C) Bpeme Tpajama Opoj HHKIyca
WHUIMjaJIHA JCHATYpaIlrja 98 30 cexyHIU 1
JeHaTypaiuja 98 10 cexynnu

BE3MBam-E NpajMepa * 30 cexyHau 35
eKCTeH3H]ja 72 1 MuHyT

¢dbuHaNHA eKCTeH3H]a 72 2 MUHYTa 1

Ksantutatusuu PCR (QPCR) kopumihen je 3a oapehuBame HHBOA eKCrpecHje omadbpaHux
reHa y3 ymnorpeOy komepuujannor kommiera Maxima SYBR Green/Rox gPCR Master Mix 2x
(Thermo Scientific, CAJT) u ammapara Light cycler QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific, CAI),
npeMa ymyTcTBY mpousBohaua. Peaxmmone cmeme 3ampemune 10 u/ cy caapxkane mo 1 ul
oarosapajyhe komruiementapie JIHK no6ujene mo mperxogHo omucaHoM mpoTokony ox 300 ng
ykynHe PHK pactBopene y Bomu 1:10 (viv), 5 u/ SYBR Green cmeme, 0,4 u/ cmeme maposa
npajmepa (10 uM) u 3,6 ul Bonme. YcnoBu amrumdukaiuje cy HaBegeHu y TabGemu 6. Ipajmepu
kopunthenn y kBantutatuBHUM PCR peakumjama natu cy y Tabenn 3.

Tab6ena 6. [Tapamerpu nporpama kBantutatiuBae PCR (qPCR) peaximje

KOpaK T (°C) BpeMe Tpajarba Opoj 1uKIyca
WHUIMjaJIHa JeHaTypaluja 95 10 munyTa 1
JIeHaTypaluja 95 15 cexynnn

BE3MBam-E NpajMepa 60 30 cexyHam 40
eKCTeH3Hja 712 30 cexyHau

duHaIHA eKCTeH3Hja 72 10 munyTa 1

HuBo excrpecHje MCOIMTUBAHKX reHa oxpehusan je npema 24" meronu (Livak u Schmittgen,
2001), rme je xao pedepentHu ren kopumiheH CeEF1 3a koju je morBpheHa KOHCTHTYTHBHA
eKCIpecHja y JMCTOBMMA HE3aBUCHO O] MPUMEHEHOT TPETMaHa.
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3.3. U30aauuja n KJIOHMPambe reHa KAaHAWAaTa 3a eH3UM f-TJyK0o3u/1a3y KH4ulie

HykneotnaHe cekBeHIlC T'eHa KaHAMIATa 3a [-TIYKO3HWIa3y HW3JBOjJEHE Cy Ha OCHOBY
nopelhema cekBeHIle 3a CTPUKTO3UANH-f-Ti1yKo3uaa3y Bpere Catharanthus roseus (mpuctymau 0poj
y on line 6a3u momaraka NCBI (eur. National Center for Biotechnology Information) mar je y
TabGenmu I12 mnpuiora) ca TpaHckpunrtomoMm JuctoBa kuumie (Malkov wu Simonovié, 2011)
kopunihemem codreepa BioEdit (v7.0.5.3) (Hall. 1999). IIpajmMepu 3a n30manujy MyHE AY>KHHE
reHa KOHCTpyHcaHu ¢y kopuinhemeM codrBepckor makera Primer3Plus.

3.3.1. M3onanmja u aMmminpukanuja nyHe 1y:KMHe reHa KaHIMIaTa 3a f-IJIyKO3u/1a3y KHYHUIe

3a m3onanmyujy u aMIuiMpUKaNMjy IyHE MY)KHMHE TIeHa KaHAuaara 3a [-TIyKo3uaasy
kopunihenu cy cnenuduyno xkoncrpyucanu npajmepu (Tabema 7) m Q5 Hot Start High-Fidelity
JHK nmonumepasa (New England Biolabs, CALl).

Tabena 7. [Ipajmepu xopunihenu 3a 74 KIOHUPaWkE U KJIOHUPAKHE 3aCHOBAHO HA PECTPUKIIMOHUM CH3MMHMA

T
Hasus npajmepa CexBenna npajmepa (5°—3) (°C)
CeBGLU9712650_ F  GCTTAATCGGCTGAAATGGCA 61
CeBGLU9712650 R TACATTAATTTGAAAATTCTGTTGCAG
CeBGLU_fl_Xhol_F  GCATGACTCGAGATGGCAATTCTGAAAAGAAGTG 68
CeBGLU fl Kpnl R GCATGAGGTACCTTAATTTGAAAATTCTGTTGCAGA

VYenosu PCR ammiudukanuje HaBeneHu cy y Tabenu 5, a cactaB peakiyoHEe cMelle je
npukasan y TaGenu 4.

3.3.2. IpeunmhaBame U3 arapo3Hor reJja

[TponykTn ammuduxanuje cy nerekropanu nojx UV cBeriiom, a 3aTuM cy Tpake ca arapo3Hor
reja MCEYCHE CTEPHIIHMM CKasmenaoM. 3a npeunnihaBame amruinkona kopuiihen je GeneJET Gel
Extraction komepuujamau kommuier 3a wu3onauujy (Thermo Scientific, CAJl), mo mporokomy
npousBohaua. Y3opimma je gomata ucta 3anpemua pactsopa Binding Buffer (100 mg rema ~ 100
ul pactBopa). Arapo3HM ren je pactBopeH y nmydepy uHky6auujom Ha 55 °C tokom 10 muHyTa.
PacTBOpy je 3atum A0AaT M30mMpomnaHos y ogHocy 1:1 (V:V), a cMerra je nmpebadeHa y KOJOHY 3a
npeunirhaBame U LeHTpUdyrupaHa TokoM jegHor MuHyTa Ha 12000 g. ¥V KOJIOHY je 3aTHM /10/1aTO
700 ul pactBopa Wash Buffer. Canpxaj Ha kojonu je wcmpan momohy 700 wul pactBopa u
neHTpudyrupad. HakoH neHtpudyrupama ol jeIHOT MHMHYTa TEYHOCT je oj0aueHa, a IpasHe
KOJIOHE JOII jJeJHOM IeHTpu(yrupaHe y LuJby OJICTpamHBama Moryher 3aocranor pacTBopa Ha
konoHu. Komnone cy mpebauene y HoBe Tyouune u PCR mpoaykr enyupan nomaBameMm 50 ul
pactBopa Elution Buffer. ITotom je xonoHa 1eHTpudyrupaHa TOKoM jeaHor MmuHyTta Ha 12000 g.
JloOujeHu npoAyKTH Cy Aajbe KOPUITheHH y MPOoIecy KIOHUPamba.

3.3.3. Kionupame

3.3.3.1. Cnajare sexmopa u ¢ppacmenama /THK

3a TA xnonupawe PCR mpomykra xopumihen je InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo
Scientific, CAl), nok je JIHK ¢parment musbanor reHa y PRSETA BekTOp KJIOHHUPaH KOpHIIhemheM
pectpukionnx ensuma. Crajae JIHK w pTZ57R/T mmum pRSETA Bekropa HW3BpIICHO je y
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peakuuju ca ensumom 74 JIHK murazom (enr. T4 DNA Ligase, Thermo Scientific, CA/l) nox
ycioBuMa HaBegeHuM y Tabenu 8.

Peaknmona cmemra je MHKyOMpaHa TOKOM jEJHOT caTa Ha COOHOj TEeMIEpaTypd TOKOM
peakmuje nuranuje CeBGLU ca pTZ57R/T BekTopoMm, HOK je nuranuona peakmmja ca PRSETA
BEKTOpPOM HHKyOHMpaHa TokoMm 16 catu Ha 17 °C. OmgHoc monekyna PRSETA mnazmmupa mpema
monekyiny JIHK ¢parmenara nogemen je Ha 1:6. Kontposau y3opak Huje caapxkao JJHK dparment
LUJbAHOT TeHa.

Tabema 8. CactaB peakinone cMere 3a 74 KIOHUPAme

Kommonenra ITo peaxtmju (30 ul)
Bektop PTZ57R/T /pRSETA 3ul

5 X IMranuoHu mydep 6 ul

PCR npoaykt/JIHK ¢parment 20 ul

T4 THK nuraza 1ul

3.3.3.2. TA knonupare

Hakon ammiuduxanuje myHe AyxuHe reHa KaHAuaara 3a f-riaykosujpazy nomohy Q5 Hot
Start High-Fidelity JIHK monumepase, nactanu ¢parmenta JJHK umanu cy paBHe KpajeBe (EHT.
blunt ends). 3a 74 kinoHupame HEONMXOAHO je OMIIO I0JaTH aJCHUHCKE HAacTaBKe Ha 3' KpajeBe
nanara JIHK xopumthemem AmpliTaq Gold THK nonumMepase. Peakiiona cmera je nHKyOHpaHa
Ha 72 °C y tpajamy oa 20 Munyta. JleTajbHU yCIIOBU peakilije HaBeaeHu cy y Tabemnu 9.

Tabena 9. CactaB peakIiiioHe cMele 3a 10/IaBamke aleHHHCKIX HacTaBaka Ha JIHK manan

KomnoneHra ITo peakiuju (60 pul)
10 x peakuonu mydep 6,5 ul
10 mM dNTP 1,3 ul
AmpliTag Gold IHK nonumepasa 0,3 ul
PCR npoxykr 6,9 ul
CTepWJIHA JISJOHM30BaHA BOJIA 50 ul

3.3.3.3. Knonuparmwe 3acno6ano Ha pecmpuKyuoOHUM eH3UMUMA

PecTpukimoHr €H3MMM Cy NpPOTEMHHM KOJU MpEeno3Hajy W CceKy chenupuyHa MecTa Ha
neonandyanoM JIHK naniy u 3a coboM octaBibajy KpaTke ,,JIETUbUBE JeTHOJIAaHYAaHE CEKBEHIIE (EHT.
sticky ends). Bektop ox HHTepeca ce ucelia CTUM SH3MMHUMa Kao U TeH OJ] HHTepeca, a 10 Peakiiuje
crajarba KOMIUIEMEHTAapHUX KpajeBa jgoJyiaszu y peakiuju ca ensumom JIHK nurazom. Hakon
IIpOBEpaBama HUCNIPABHOCTH T4 KIOHUpama CEKBEHIMpameM, Koje je 00aBHO KOMepLHjaTHU
CEepBHUC, YCIEIUIIO je HCellame reHa o nHTepeca u3 Bekropa PTZ57R/T u meroBo KIOHHUpAWmE Y
PRSETA BekTop 3a 6akrepujcky excrnpecujy (Cauka 14). Y nuby KIOHMpama reHa o]l UHTepeca y
BekTop PRSETA Ha cekBeHIe TpajeMepa J0JaTo jé M PECTPUKIIMOHO MecTo Koje omoryhaBa
Crajame reHa ca BEKTOPOM (CeKBeHIIa nmpajmepa aara y Tabenu 7).

Ceueme pECTPUKLIMOHUM €H3MMHMMa KOpUIINEHO je W y IUby INOTBpJAE YCHEIIHOCTH
KIIOHHpama XeJbeHOT reHa y BekTtop. Bextop PRSETA koju je xopumiheH 3a ekcrpecwjy TreHa
KaHJHuJaTa KOjU KOJMpajy 3a €H3UMe [-TIIyKo3ujaaszy mnocenyje 77 MpoMOTOp 3a BHCOKH HHBO
ekcrpecuje kinonupanor resa. Ha N — repmunycy mocenyje cekBeHiry on 6 xuctuauna (6xHis tag)
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Koja omoryhaBa mpeunmhaBame€ CHHTETHCAHOTI NPOTEMHA M JAETEKLHjy HAaKOH mNpeyumrhaBama
(Cnuka 14). BexkTop Takohe mocemyje TeH 3a OTIOPHOCT HAa AHTHOMOTHUK aMIUIUJIUH KOJH
omoryhaBa cenekIijy ycrenrHo TpancpopMucanux OaKTEpHjCKUX KOJIOHH]A.

Xhol (z11)
! Kpnl (z31)

[ I,Q
<1 pro moter

/ Orblis 3, 75
- ')’sg "‘@,0;\>

pRSET A
2697 bp

Cnuka 14. Mana Bekropa PRSETA kopumihenor 3a excripecujy y 6akrepuju E. coli

Hcerame pecTpUKIIMOHUM eH3MMHUMa 00aBibeHO je momohy ensuma FastDigest Kpnl u
FastDigest Xhol (Thermo Scientific, CAT). CacraB peakuuone cmerie aat je y Tabemnu 10.

Tabena 10. CactaB peKMOHE CMeIlIe 32 TUTeCTH]y PECTPUKIIMOHUM €H3UMHIMa

Komnonenra [To peakuuju (40 ul)
10X FastDigest Buffer 4 ul

FastDigest Kpnl 2 ul

FastDigest Xhol 2 ul

JTHK 30 ul

CTepWJIHA JICjOHN30BaHa Boga 2 ul

WukyOanuja peakioHe CMelle je HakOH caT BpeMeHa Ha Ttemmepatypu ox 37 °C
3aycTaBJbeHa M3JIarameM y3opaka temmepatypu o1 80 °C tokom 10 munyta. Mceuenu gparmeHTu
CYy pPa3/lBOjeHM Ha arapo3HoOM reiy M mnpeuuitheHd KopuIIhemeM KOMEpIMjaJHOI KOMIUIeTa
GeneJET Gel Extraction (mornaeibe 3.5.2). Konuentpamumja uzonoBanux JIHK ¢dparmenara u
BekTopa oxapehena je cnekrpodoromerpujcku (N60 Nano-Photometer®, Implen GmbH, Hemauka),
a 3atuM cy JIHK ¢parmentu kopumheHu y peakuuju gurauuje, Tj, Crajamba BEKTOpa U JKEJbEHOT
¢parmenta JJHK.

3.3.4. Tpanchopmanmja daxrepuja Escherichia coli

3.3.4.1. Bakmepujcku cojesu

Machl - Mach 1 coj E. coli je Op3opactyhu coj, a Bu3yenu3andja KOJOHHja HAaKOH
tpanchopmarnmje je moryha Beh mocie 8 h. OBaj coj moceayje pe3uCTEHIN]y Ha aHTHOMOTHK
AMITUIIUIINH.
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BL21 CodonPlus- RIL — coj E. coli nu3ajaupan 3a xeTeposiory eKCHpecujy MpOTeHHA KOjH
campku ekcrpa kommje argU, ileY, u leuw tPHK rema. BL21 CodonPlus - RIL TPHK mosxe
OTPaHUYUTH TPAHCIALN]y XETEPOJIOroT MPOTeHHA MOPEKJIOM Oj opranuzMa koju mocenyje AT -
oorat reHom. OBaj OaKTEpHjCKH C€Oj IOCEAyje PE3UCTCHIM]Y HAa AHTUOWUTUKE KaHAMWIIMH U
XJ10pamM(pEeHHUKO.

['umeposncku CTOKOBH OaKTEPHjCKMX coOjeBa Cy mpurnpeMand Tako mrto je 500 wl teune
OakTepujcke Kynrype momaBaHo y 500 u/ 50% crepwiHor rimunepona. Komnerentne henmje u
TIIMIEPOJICKU cTOKOBHU ¢y uyyBanu Ha —80 °C no ymotpeGe.

3.3.4.2. Ilpunpema komnemenmnux henuja

Komnerentae Oakrepujcke hemuje E. coli (Mach 1 u BL21 CodonPlus- RIL) koje cy
kopuiiheHe 3a KJIOHUpamke A00HMjeHe Cy MHOKYJAIMjoM jeaHe Oaktepujcke kosonuje y 10 ml LB
XpaHJbUBE TMOJIore W TajeHe mpeko Hohw Ha 37 °C, y3 cragHO Mellame Ha XOPHU30HTAIHO]
poTannonoj mermanuiy (220 obpraja y munyTH). [IpekoHOhHOM OaKTEpHjCKOM KYJITYpOM j€ 3aTHUM
unokymucano 200 ml LB xpanspuBe mojsiore, a mHKyOanmja je HacTaBibeHa 10 goctuzamba ODeoo
0,3 - 0,4. Hakon Tora, xyirypa je oxialjeHa Ha Jiely, a XpaHJbHBA TIOJUIOTa OJCTpamEHA
uentpudyrupamem Ha 4 °C npu Op3unu ox 3000 g y tpajawy on 10 munyra. henuje cy 3atum
pactBopene y 200 ml xnaguor 0,1 M MgCl», a Hakon Tora cranokene nentpudyrupamem Ha + 4 °C
Ha 2000 g y Tpajamy on 15 munyra. CynepHaTaHT je OJJIMBEH, a CTajoXeHe henuje pacTBopeHe y
100 ml xmagnor CaCly u mnkybupane 20 munyra Ha 4 °C. PactBopene henuje Ccy craioxkeHe
HeHTpU(YTHpambeM U HAKOH OJIMBaba CyliepHATaHTa OcTaTak je pactBoper y 2 ml xmamHor 85 mM
CaCl; ca 15% rauuepona. KomnerentHe henuje cy 3aTuM 3aMp3HyTE Y TEYHOM a30Ty U YyBaHE Ha
—80 °C mo ymorpebe.

3.3.4.3. Tpancghopmauuja 6axmepuja moniomuum wioKkom

bakrepujcke henuje E. coli cy Tpanchopmucane metoaom ToIuiOTHOT moka (eHr. heat shock
method). IIpeTxoaHO npuUNpeMibeHe U 3aMp3HYTE KOMIIETEHTHE heluje ¢y MOCTENeHO OTaraHe Ha
neny. henwjama je 3arum momaro 5 wl nuramyoHe cMelle, a MHKyOallrja je HacTaBJbeHA HaA JISITy
tokoM 30 muuyTta. henuje cy 3aTUM H3JI0KeHE TOIJIOTHOM oKy Ha 42 °C y Tpajamy ox 45
CEeKyHIHM, a 3aTUM Cy HMHKyOupaHe Ha jeny 5 muHyra. Hakon nonmaBama 250 ul/ Teunor LB
XPpaHJBUBOT MEIMjyMa CyCIIeH3M]ja je MHKyOupaHa TokoM jeaHor cata Ha 37 °C. Ilo ucrexy BpemeHa
nnkyOaruje 100 ul/ 6akTepujcke CyCreH3Hje je 3acejaHo Y CTEpUIIHUM yclioBuMa Ha LB xpanmuBy
araposHy MOJJIOTy ca aHTUOMOTHKOM aMIUIMIMHOM M HacTaBJbeHa je MHKyOauuja Ha 37 °C npeko
Hohwu.

3.3.4.4. Kononujcxku PCR

VY muby mpoBepaBama YCIEIIHOCTH TpaHchopManuje OakTepuja IUIa3MUIOM O]l MHTepeca
koputihena je PCR texnuka Ha kosjonujama (enr. colony PCR) u komeprujanaun DreamTaq Green
PCR Master Mix (2X) xommier (Thermo Scientific, CAJl). Onabpana GakTepujcka KOJOHHja je
BPXOM CTEpUJIHOI HacTaBka, 3ampemuse 10 u/ wHokymupana y 10 ul Boxe, a 3atum je 5 ul
cycniensuje 3arpejano Ha 100 °C Tokom 5 MuHyTa 1a 6u ce omoryhmio musupame henmja. Cacran
peakioHe cmere u yciaosu 3a PCR peakuuje natu cy y Tabenama 11 u 12. Ilpajmepu kopuithenu
TOKOM €KCIIEpUMEHTa Mpe/cTaB/beHn cy y Tabenu 7.

3a yrBphuBame nyxune ¢pparmenara xopumhenu cy JJHK mapkepu GeneRuler 50 bp DNA
Ladder, GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder u GeneRuler High
Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, CAJI).
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Tabemna 11. Cacras peakunone cmerre 3a PCR ammmdukammjy ca DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)
KOMILIETOM

Kommonenra o peaximju (20 ul)
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 10 p!

10 uM F mpajmep 1w

10 uM R npajmep 1wl

OakTepujcKa CyCleH3Hja Sul

CTEpIJIHA JISJOHU30BaHa BOJIA 2 ul

Tabena 12. TTapametpu nporpama 3a uszsoheme PCR ammmudukamnuje ca DreamTag Green PCR Master Mix
(2X) xoMmIIETOM

Kopak T (°C) Bpeme Tpajatba  Opoj HHUKITyCa
WHULIMjaJTHA JeHaTypalyja 95 3 MuHYyTa 1
JIeHaTypaIuja 95 30 cexyHIU

BE3MBaIbE IpajeMepa 58 30 cexyHau 35
Excrensuja 72 1 MunyT

(uHaNHA EKCTEH3H]ja 72 10 MunyTa 1

BakTtepujcke KoJOHHjEe KO KOjUX je TMOTBpheHa TpaHchopmalija cy uHOKyimupane y 10 ml
teude LB momnore ca oxarosapajyhum antrOuoTHKOM M MHKYyOupane mpeko Hohu Ha 37 °C y3
CTAJIHO MEIIamke Ha XOPU3OHTAIHOj poramuonoj memanunu (220 obpraja y munytn). HaBenene
KOJIOHH]je Cy Jajbe KopuimheHe 3a HW30Jalijy TUIa3MHaa KOju HOCH IuibaHu TeH. [lojeamHaune
KOJIOHHWje TpaHc(hOopMHCaHUX OakTepHja cy MemiaHe ca crepmiHuM 50% pacTBOpPOM TiMLEepoiia y
oanocy 1:1 (v:v) u uwyBane Ha —80 °C o ymorpebe.

3.3.5. M3osanmja miaa3mMuaa u3 0aKTePHjCKUX KOJIOHHja

[Tna3muau cy n30J10BaHu U3 OakTepuja KOpUhemheM KOMEPIIMjaTHOT KOMIUIETA 33 H30JIaIH]y
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, CA/T), kao 1 METOIOM aJIKaJIHE JIU3E.

3.3.5.1. H3onauuja nnazmuda nomohy xomepyujannoz komniema GeneJET Plasmid Miniprep
Kit

[Ipexonohne kyntype Gakrepujckux henmja cy cakymsbeHe u neHtpudyrupane Ha 10000 g.
CyrnepHaraHT je oxbaueH, a y ocratak je moaato 250 ml pactBopa Resuspension Solution. Y3opuu
Cy MpOMEIIIaHH, a 3aTHM je Y CBakH y30pak goxaato mo 250 ml pacteopa Lysis Solution. MukpoTy6e
ca y30pIiMMa Cy JlaraHo MpOoMEIlaHe HHBEPTOBambEM, Ma je y y3opke goaaro mo 350 ml pacteopa
Neutralization Solution. Hakon naranor memama y3opuu cy HeHtpudyripanu 5 munyra Ha 10000
g. Cynepnaranr je npebauen y GeneJET Spin Column kosone 3a u3oianujy u neHTpuyrupas Ha
10000 g Tokom jemHor muHyTa. Komona je mcmpana ca 500 ml pactBopa Wash Solution u
ueHtpudyrupana Ha 10000 g Tokom jeanor munyta. [Ipouec nerpudyrupama je 3aTUM [IOHOBJHEH
jom jemgHOM Yy [WJbY YKIamamka BHIIKA TEYHOCTH. I[lmasmMun je enywpaH ca KOJIOHE
nentpudpyrpatbeM Ha 10000 g Tokom 2 muHyTa momohy 50 u/ pactBopa Elution Buffer.
Konnenrpanuja wusonoBaHor miasmuga oxapehena je cmekrpoporomerpujckun (N60 Nano-
Photometer®, Implen GmbH, Hemauka).
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3.3.5.2. H3onayuja nnazmuda mexHukom aiKaaiHe auze

bakrepujcke hemuje cy cramoxkene nentpudyrupamem 4 ml cycnensuje ma 10000 ¢, a
ocTatak je pactBopeH y 200 u/ pactopa I (100 xg ml™t pubonykneasa A (ribonuclease A, RNase A,
Thermo Scientific, CAJT), 50 mM Tris pH 8,0) y3 uHTeH3UBHO Melame. Y CMEIIy je 3aTHM J0aTO
200 ul pactBopa II (200 MM NaOH, 1% SDS), mukpoTy0e cy JaraHo nmpomMemiaHe HHBEPTOBAmbEM, a
3atuM je nomato 200 wul/ pactBopa III (3M xammjym amerat pH 5,5). Hakon ¢opmupama Genor
MpEeNHuTaTa y3opiu cy neHrpudyrupaau Tokom 10 munyra Ha 12000 g. ¥ cynepHaTaHT je 3aTUM
nonpato 900 u/ 100% eranona. Y3opuu cy mpoMelIaHH UHBEPTOBAHEM U HEHTPUDYTHpaHH TOKOM
20 munyta Ha 12000 g. CynepHaTant je ogbadyeH u y ocrarak je goaaro 100 u/ neneHo xmagHor
75% eranona, a 3atuM je cMmeia neHTpudyrupana Tokom 30 cexkynau Ha 10000 g. CynepHarauT je
on0ayeH, a OCTaTaK OCYIIEH y JIJAMUHApHO] KOMOPH TOKOM |5 MHHYyTa U HaKOH TOra pactBopeH y 50
ul  crepunmne nejoHu3oBaHe Bojae. KoOHIEHTpaluje HW30J0BaHUX IUIa3MUJa Cy H3MEpPEHe
cniekrpodoromerpujcku (N60 Nano-Photometer®, Implen GmbH, Hemauka).

3.3.5.3. Ilposepa ycnewnocmu uzonauuje naazmuda PRSETA koju nocu 2en 00 unmepeca

Metoga PCR ammmudukanuje xopuniheHa je 3a MpoBepy YCHEIIHOCTH KJIOHUpama Ha
M30JI0BaHUM IUIa3MHUAMMA, ca mpajMepuma crnerubuyauMm 3a BekTop PRSETA. YV oBy cBpxy
kopunihena je Phusion Hot Start 1l JIHK monmmepasa (Thermo Scientific, CAJI). YcioBu peakuuje
W yCJIOBH aMIUTHUKanuje aatu ¢y y Tabemama 13 u 14.

Ta6ena 13. Cacras peakipione cmere 3a PCR ammmudukarmjy ca Phusion Hot Start 11 JITHK mosumepazom

Komnonenra ITo peakuuju (20 ul)
5X Phusion HF peakiiionu mydep 4 ul

10 mM cmema dNTP 0,4 ul

10 u!/ F mpajmep 1ul

10 x/ R mpajmep 1ul

JIHK 1ul

Phusion Hot Start Il THK monumepasa 0,2 ul

CTEpHJIHA JISJOHU30BaHAa BOJIA 12,4 ul

Ta6ena 14. Iporpam usBohewa PCR ammmudukanuje ca Phusion Hot Start 11 THK monumepaszom

Kopak T (°C) Bpeme Tpajarba  OpoOj LUKITyCa
WHUIMjaTHa geHarypanvja 98 30 cekyHau 1
JIeHaTypaInja 98 20 cexyHn

BE3MBambE mpajMepa 68 30 cexyHaH 35
eKCTeH3Hja 72 1 MuHYT

duHaIHA eKCTeH3Hja 72 5 MuHyTa 1

3.3.6. Unuayknuja ekcnpecuje M U30Ja0Mja peKOMOHMHAHTHOT MPOTEeNHA

3.3.6.1. Hnoykyuja excnpecuje pekomounanmuoz npomeuna y 6axkmepujama

[Mojenuuaune konouuje Tpanchopmucanux BL21 CodonPlus E. coli mpebauene cy y 20 ml LB
TedHe MOJJIOTe ca A0JaTKOM aHTHOMoTHKa KaHamumuHa (50 xg mlY), ammumumuna (50 ug mit) n
xnopamdenuxoina (17 ug ml*). Konounuje cy uakybupane Ha 37 °C npeko HOhM y3 CTaIHO MelIambe
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(220 obptaja y munytn). Crnencher nana msmepena je ontuuka ryctuHa (ODesoo) mpexonohne
OakTepHjcKe KyaType, Koja je 3aTuM uckopuiihena 3a uHokyaamujy 200 ml 2 X YT teune moiore
ca JI0JIaTKOM OJroBapajyhux KOHIICHTpallfja KaHAMHIIMHA, aMIUIMIINHA U XJIopaM(EHUKOIa TaKo
na nouetHa ODggo Oyne 0,1. V muspy onTHMHU30Bama yclIoBa 3a €KCIIPECH]Y TeHa y OaKTEepHjCKUM
henujama TecTUpaHU Cy pa3IMYNTH YCIIOBU Tajema 0akTepuja u HHAYKIHje ekcrpecuje. Manykiuja
CHUHTE3€ IIPOTEHHA je TecTupaHa Ha pasnuuutuM BpenHoctuMa ODeoo = 0,4, ODeoo = 0,6 1 ODegoo =
0,8 ca veTnpu pa3nuyMTe KOHIECHTpalHje u3o-nponui-f-D-tuoranakrosuna (IPTG): 0,1 mM, 0,2
mM, 0,5 mM u 1 mM. Ilopen Tora, TecTHpaH je W yTHIQ] TEMIIEpaType HAKOH HWHIYKIH]e
nonaBaweM |IPTG; Oakrepuje cy rajene Ha 18 °C, 21 °C, u 37 °C tokom 1 h, 2 h, 3 h u 4 h.
OnTuManHa CHHTE3a IMJbaHOT IIPOTEHUHA j€ TIOCTUTHYTA TajemheM OakTepujcke KyaType Ha 37 °C y3
cranmuo memame (220 obpraja y munytn) a0 goctuzama ODego ox 0,4. MHaykmuja cuHTE3e je
nocturayra gonaBameM IPTG y dunannoj konuentpanuju 0,1 mM. Hakon unnykuuje 6akrepuje
Cy rajeHe Ha pOTAIOHO] MEIIATUIU TOKOM 4 caTta Ha 220 o0pTaja y MHHYTH U NIPH TeMIepaTypu
on 21 °C. Ilo ucreky Bpemena Oaktepujcke henuje cy cakymbane neHtpudyrupameMm Ha 4000 g
tokoM 10 munyta u yyBane Ha —80 °C.

3.3.6.2. H3onayuja pexomounanmuux npomeuna u3 Escherichia coli

Excripecuonn Bektop PRSETA mocexyje N-TepMHHATHU XEKCAaXHUCTHAMHCKH peIl  KOju
omoryhapa npeunmhapame obenexenor nporenna kopumhemem Ni?* - NTA arapose. Ni?* - NTA
araposa ce KOpUCTH 32 apUHHUTETHY XpoMaTorpadujy, Ipu 4eMy ce XUCTUIMHCKU OCTAIlH MTPOTEHHA
Be3yjy MPEKO HUMHIA30JIHOT TPCTEHAa 3a joHE HUKIA. MMuma3onm mnpucyraH y BUCOKHM
KOHIIEHTpallMjaMa y eyIIMOHOM y(depy TeKH Be3WBamy ca jOHUMa HUKJIA, 1A CE HAa OBaj HAYWH
CHHTETHCAHU MPOTEUH MOXKE U3IBOjUTH.

Ni?*-NTA arapoza (Qiagen, CAJ]) je ypaBHoTexeHa Tako mTo je 400 ul arapose
ueHtpudyrupano Ha 12000 g Tokom 2 MUHYTa, CyliepHATaHT ofbayeH, a y araposy noaaro 200 ul
nydepa 3a mu3y (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM umunasoin, pH 8,0). baktepujcke henuje
Cy IOCTENCHO OTalaHe Ha JieAy TOKoM 15 muHyTa, a 3aTuMm pactBopeHe y 500 ul musumpajyher
nydepa y3 nomarak snumszosuma (Sigma Aldrich, Hemauxa) y kommentpanmju 1 mg mlt u
MHKyOupaHe Ha jeny TokoM 30 munyta. Jluzupane henuje cy uentpudyrupane Ha 12000 g Tokom
10 munyTa, Ha 4 °C. CynepHaraHT je npedaden y Tyby ca ypaBHoTeskeHoM NiZ*-NTA araposom u
MHKYOUpaH TOKOM jenHor cata Ha 4 °C y3 cTaJHO Memame jaa O0u ce oMoryhmio Be3uBame
o0enexxeHUX MpoTenHa 3a araposy. Ilo ncreky BpemeHa nHkyOaluje cMena je eHTpudyrupata Ha
12000 g tokoM 5 muuyTta. CymepHaTaHT ca NPOTEMHUMa KOjU C€ HUCY Be3alM 3a araposy je
onbadeH, arapo3a je ucnpana tpu myta ca mo 500 u/ mydepa 3a ucrupame (50 mM NaH2PO4, 300
mM NaCl, 50 mM umunason, pH 8,0) u uentpudyrupana tokom 1 munyta Ha 12000 g. [Iporennu
KOJU Cy C€ Be3aju 3a araposy cy enympanu Tpu myrta ca no 80 wl/ mydepa 3a enyuujy (50 mM
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM umaazosn, pH 10,2). YcnemHocT u3omaidje peKOMOMHAHTHOT
npoTenHa nposepena je SDS enekrpodope3om 1 UMYHOOIOT aHAIHU30M.

Konnentpanuja n3omoBaHor nmporenHa oapeheHa je kopumhemeM KOMEpIUjaTHOT KOMILIETa
Qubit® Protein Assay Kit (Thermo Fisher, CAJT), mo ynytcTBy npou3Bohaua.

3.3.6.3. Enexmpodghopemcko pazoeajarwe npomeuna

3a pa3aBajamke U JETEKIM]y CUHTETHCAHNX MPOTEHHA KOpUIIheHa je MeTo/aa eneKkTpodopese
Ha peHarypumyhem mnomuakpuinamunHom reny SDS-PAGE (enr. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) u Mini-Protein 1l cucrem 3a enextpodopesy (Bio-Rad,
Richmond, Kanana). Jluckontunyupanu SDS monuakpuiaMuIHK Tel cacTaBbeH oa 5% rena 3a
KoHIleHTpoBame (eHr. stacking gel) m 10% rena 3a pa3mBajame y3opaka (eHr. running gel),
HaIpaBJbEH je Mo npoTtokory u3 Tabdemne 15.
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Tabena 15. CacraB noiuakpuiaaMuaHor resa 3a SDS enexkrpodopesy

Kommonenra 10% (10 ml) 5% (5 ml)
30% axpunamun 0,8% N,N-meTuneHOHCcakpuIaMu 3,35 ml 0,83 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,8 ml 0,97 ml
Bona 3,8 ml 3,16 ml
TEMED 15 ul 7,5 ul
10% APS 30 ul 15 ul
10% SDS 100 pul 50 ul

[IporenHcku y30piu cy pacTBopeHu y nmydepy 3a y3opke y omnocy 1:1 (V:V) u geHarypucanu
3arpeBambeM Ha 95 °C tokom 5 munyta. CacrtaB mydepa 3a y3opke je npeacraBibeH y Tabenu 16.

Tabena 16. CactaB nmydepa 3a yzopke 3a SDS enextpodopesy

Komnonenra 10 ml (uHaIHA KOHIIEHTpal1ja
M Tris-HCI pH 6,8 1,25ml 125 mM

TJIALIEPOTT 2ml 20%

1% 6pomdenon maBo 0,2ml 0,3mM

10% SDS 4 ml 40%

[-MepKanToeTaHoI 0,2 ml 2%

JI€JOHM30BaHA BOJA 2,35 ml

VY3opuum mnporenHa Ccy 1pe enekTpodopese oxiahleHn Ha COOHOj TeMmmepaTypu H
nentpudpyrupann Ha 10000 g Tokom 5 munyta. Enextpodopesa ce oaujaia y Tris- TIHIIMHCKOM
nydepy (192 mM rmunun, 0,1% SDS, 25 mM Tris — HCI, pH 8,8) Ha co0HOj Temmieparypu TOKOM
90 muHyTa, Ipu KOHCTaHTHOM HamoHy of 120 V. Hakon enektpodopese rena ca yzopuuma je
UHKYOHMpaH y pactBopy 3a Oojeme (0,1%, Coomassie brilliant blue R 250, 5% wmeranon, 10%
cupheTHa KucelrHa) TOKOM 45 MUHYTa, a 3aTUM 00e300jaBaH HapeqHUX 16 caTu y pacTBOpy 3a
obe360jaBame (15% Mmeranon, 7% cupheTHa KMCeIUHA) Y3 MEIIalkhe U MOBPEMEHY 3aMEHY PacTBOpA.
Wnentudukauja MonekyIcke Mace MpOTEMHA BPIIIEHA je Ha OCHOBY mopehema ca KoMepIujaTHoM
CMEIIOM IMPOTEHHA Mo3HaTe MoJieKyiicke Mace (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder,
Thermo Scientific, CAJT).

3.3.6.4. Hmynooemexuuja npomeuna (enz. Immuno blot analysis)

Haxon nenarypumryhe enekrpodopese mpoTenHu ¢y ca moJuaKpuiIaMUTHOT Tejia MPEHOIIECHH
Ha MeMOpaHy o nonuBuHWIMIeH Guyopuna (PVDF, Amersham Biosciences, CAJI) kopuihemem
cuctema 3a enektporpancdep Mini Trans-Blot Module (Biorad, CAJl). IIpeHoc mpotenHa ca rena
Ha MeMOpany je BpuieH Ha 4 °C tokoM 90 MuHyTa npu craaHoMm HamoHy ox 60 V. HakoH Tora je
MeMOpaHa nHKyoupaHna nipeko Hohu Ha 4 °C y 10% pactBopy 6e3macHor mieka (ear. NFDM — non
fat dry milk) pacrBopenor y T-PBS mydepy (enr. Phosphate-Buffered Saline + 0,05 Tween-20).
PBS miydep (pH 7,4) campsxao je 8 g It NaCl, 0,2 g I'* KCI, 3,72 g I't Na,HPO4x12H,0 u 0,24 g I
KH2POa.

[IpucyctBo mpoTenHa oOenexeHux ca 6 XUCTHAWHA MOTBpHEeHo je KopuinhemeM aHTHUTeNa
His-probe Antibody (sc-53073 Santa Cruz Biotechnology, CAJl). AHTuTena Cy pacTBOpPEHa y
oxHocy 1:100 (viv) y 5% NFDM, a nnkyOarnuja MemOpaHe ca mpUMapHUM aHTUTEIUMa Tpajaia je
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120 muHyTa Ha COOHO] TEMIIEpaTypu y3 CTaJHO Memame. MemOpaHa je 3aTUM HCIIpaHa HEKOJIHUKO
nyra y T-PBS mydepy Ha co6HOj Temnepatypu. CekynaapHa antutena Goat Anti-Mouse 1gG-HPR
(Agrisera Antibodies, IlIBencka) pactBopena cy y oanocy 1:5000 (v:v) y 10% NFDM, a ycioBu
MHKYyOAaIuje cy OMIIM UCTH Kao U 3a MPUMapHa aHTUTEA.

Jlerexiyja MpoTEMHA M3BPILIEHA j€ TEXHHKOM IojadyaHe xemuiaymuHHcueHuuje (er. ECL -
Enhanced Chemi Luminescence). MemOpana je WHKyOMpaHa TOKOM 5 MHHYTa Ha COOHOj
TEMIIEpaTypu y pacTBopy 3a xemunymunaucienujy (100 mM Tris-HCI pH 8,5; 0,2 mM p-kymapHa
kucenmuna, 1,25 mM 3-amuno ¢ramumpasun u 1,7 ul 30% H20.). Hakon mHkyOamuje neTekiuja
CHTHAJIa je BpIICHA EKCIOo3uIMjoM Ha paauorpadpckom dpunmy (Medical X-ray Green / MXG Film,
Carestream Health, CAJT) y tpajamy ox 10 muHyTa.

3.3.7. AHa/IM3a AaKTUBHOCTH PEKOMOMHAHTHOT MPOTENHA

AKTHUBHOCT NMPOTEHHA M30J0BAaHOT M3 OaKTepHja UCIUTAHA j€ KOPUIITNEHEM KOMEPIHjaTHOT
cyncrpara 4-uutpodenun-f-D-rnykonupanosuna (PNPG) (Sigma Aldrich, Hemauka) y mwurtpar
docharnom nydepy. 3a oapehuBame ONTUMANTHHUX YCIOBA 32 M3BOhEHE pEakilfje BapUpPaHO je
HEKOJIMKO (hakTopa: peakuuja je uzsohena y 50 mM u 100 mminM wwmrpat dochatHom mydepy
pazimuntux PH Bpennoctu (PH 5,0; 5,5 u 6,0); TecTupane cy pa3iu4uTe KOJIUYMHE CYICTpara u
npoTerHa, BpeMe unkyoupama (16 h, 24 h u 48 h), kao u remmneparypa (30 °C wiu 40 °C). Hakon
HHKYOaIlMje peakifja je 3aycTaB/beHa jojaBambeM ucte 3ampemune (1:1=V:V) semaeHo XjagHor
pactBopa IM NaxCOs. Amcop6anna ociaobohene xpomodope 4-uurpodenona (Sigma Aldrich,
Hemauka) usmepena je crnexrpodoromerpujcku (Agilent Technologies, Waldbronn, Hemauka) na
410 nm.

AXTUBHOCT mpednmtheHOr MpOTeHHA TECTHpaHa je Tako)e Ha EKCTPAKTy KHYHUIE KOjU je
MPUIPEMIbEH N0 YIYTCTBY U3 MoriaBiba 3.3.6.2. MeTaHoiaHu ekcTpakT kuuuue (2,5 ul, 5 ul, 10 ul un
20 ul) ymapen je mo cysa moxa Bakyymom (Eppendorf Concentrator 5301, Hamburg, Hemauka) u
pactBoper y 50 u/ 50 mM nutpat docdarunor mydepa (pH 5,5). OBako mpumpeMibeH CylcTpaT
JI0/IaBaH je y PeaklMOHe CMEIlle ca Pa3IMuUTHM KoJHnurHamMa ucrutuBanor ensuma (10 ug u 20 ug)
10 koHauyHe 3ampemuHe on 300 ul. Y3opuu cy npoMemiaHu ¥ HMHKYOUpaHH y pa3iuyUTUM
BpeMeHckuM uHTepBasuMa (16 h, 24 h u 48 h) ma temmeparypu ox 37 °C. HakoH mnepuoja
uHKyOamuje ysopuuma je pogato 700 ul mertaHona, MOHOBO Cy MpPOMEIIAHW U IEHTpUdyrupanu
tokoM 10 mmayra Ha 10000 g. CynepHatanT je mnpoduiATpUpaH Kpo3 IeNylo3He duirepe
(Benmmumna mopa 0,2 um) (Agilent Technologies, Santa Clara, CAJ]) u najbe aHaTU3UpaH Kao IMITo je
OIMCaHO y moriaBsby 3.2.5. KOHTPOIHU Y30pIH Cy YMECTO M30JI0BAHOT NMPOTEHHA CAAPIKATH UCTY
3anpeMuHy mydepa 3a enylujy Koju je KopulrheH MpUInKoM U30Jalije eH3uma u3 oakrepuja.

3a mpoBepy aKTUBHOCTH HM30JI0BAHMX MPOTEHHA KOPUIINEHU Cy U KOMEpPIMjalHU CTaHAapau
cnenehux jemumema: enuacokcwioranuuHcka kucenuna (/AK), JIOI, CJIOI, CB, CBM, ITI,
anmuretpu (All), mzoxBepuutpun (MK) u Burekcun (BT), mo rope HaBeneHOM HPOTOKONY.
duHaTHA KOHIEHTPAIN]a PACTBOPEHNX CTAHIAPIHNX jeNE-emha je n3Hocmna 3 ug ml. Tporenypa
je ofrcaHa y MPeTX0IHOM Iacycy.

3.4. ®DuIoreHeTCKe aHAIN3e

Hopelje}beM AMHUHOKHCCINMHCKHUX CEKBCHIIM I'€HA KaHAWJIaTa 3a ,B-TJ'IYKOZSI/II[EBY U Upuaonna
cunrasy kuuuniie ca NCBI (enr. National Center for Biotechnology Information) 6azom momaraka 3a
CCKBCHIIC IICIITHAA I/ISIlBOjCHC Cy CCKBCHIEC 3a TIIYKO3UOHC XHUAPOJA3C W UPHUAOUA CHHTA3C WU
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MPOreCTePOH-5-f-peaykra3e paznuuuTux OWJbHUX BpcTa. DUIOrEeHEeTCKO CTablio CPOTHOCTU
AMHHOKHCEITMHCKUX CEKBEHIH je KoHCTpyncano neighbor—joining meromom (Saitou u Nei, 1987)
nomohy codreepckor nakera MEGA 6 (Tamura u cap., 2013) wn xopunthemem neighbor-joining
metozae CLC sequence viewer 8.0 codTBepckor makera.

CekBeHnile paykadpuiuH f-riayko3uaase jgooujeHe cy wu3  Uniprot ©0ase mnporenHa
(www.uniprot.org). Xomosorum MmojenoBameMm y mporpamy MODELLER (Yang u cap., 2012)
nobujene cy noyetae 3D cTpykType 00a u3070BaHa €H3UMA.

3.5. Xpan/buBe nojaJjiore

CacraB %2 MS xpansbuBe mojiore 3a rajeme Kuuuie npukasan je y Tabenu 17, ok je cacras
XpaHJBUBHUX IIOJUIOTA 3a Tajemhe MHUKpoopranusama mpencraBibeH y Tabemu 18. IMomore cy
crepuiucane 25 munyrta Ha Temmeparypu on 121 °C. Oxrosapajyhu antubuoruim u MeJA cy
J0JIJaBaHU y IPETXOTHO CTEPHIIMCAHE TOJIOTE 3a rajemhe HakoH xiahema 10 50 °C.

Ta6ena 17. CacraB ¥2 MS xpaHibuBe MOJJIOTE 3a rajeme Oubaka y Kyaryp in vitro

Murashige u Skoog nozyiora (Y2 MS)

(uHaIHA KOHIIEHTpaluja

CMellla Makpo eJleMeHara
CMellla MUKpO eJeMeHaTa
CMellla BUTaMUHA
I'Boxhe

Caxapo3sa

arap*

5%
0,10%
0,10%
0,50%
2%
7%

* IIpU IpaBJbEy TEUHHUX ITOAJIOra HUje JOAaBaH arap

Tabena 18. CactaB XpaHJBPHBHX MOAJIOTA 32 Taj€HhE KyATYpa MUKPOOpPTaHU3aMa

Luria Bertani (LB) moasora

(uHAITHA KOHIIEHTpAIlN]a

CKCTPAKT KBacCla

0,5%

Tpunrton 1,0%
NacCl 1,0%
arap™ 2,0%

2 X YT nomiora

(buHAITHA KOHIIEHTpAIlH]a

CKCTPAKT KBac1a

1,0%

CJIaJTHU CKCTPAKT

TpunTon 1,60%

NaCl 0,50%

Muiller Hinton agar (MHA) noasora (duHaITHA KOHIICHTpaInja
Arap 2%

KUCEJIMHCKU XHIPOJIM3aT Ka3ernHa 1,75%

uHOy3yM roseher cpua 2%

Ckpob 1,50%

Malt agar (MA) ioastora ¢buHaTHA KOHIICHTpAIIH]a
Arap 0,5%

1,5%
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Kpommup nexcrposuu arap (PDB) (buHaTHA KOHIICHTpAIH]a
Jekcrposa 2%

EKCTPaKT KPOMITHPA 0,40%

Arap 1,50%

Triptic Soy Broth (TSB) notora (dbuHATHA KOHIIEHTpAIlK]a
Kaszeun 1,50%

I1enron 0,50%

NaCl 0,50%

K>HPO4 0.10%

* TIpu MpaBJbey TEUHHX MMOAJIOTa HUje JOAaBaH arap

3.6. CTaTucTnyka o6pajaa noaaraka

3a craTUCTUYKY O00paay IojaTaka y OKBUPY OBE Juceprauuje kopuitheH je codTBepcKu
naker MiniTab (dpxaBuu Yuusep3urer y [lencunBanuju - Pennsylvania State University, CAJl),
IIpU YeMy je CTaTUCTHYKa 3HauyajHOCT TectupaHa aHanu3om Bapujance (ANOVA) y3 xopumrheme
post-hoc mopehema mo ®umepy (enr. Fisher LSD post hoc test) (p < 0,05) wimu CrynenToBum t-
tectoM (P < 0,05). 3a rpaduuko mpukaszuBame pe3yirara KopuiiheH je mporpam Microsoft Office
Excel. Cratuctuuke aHamu3se pe3ysrata J00MjeHUX UCIIMTHBAKEM EKCIIpecHje reHa cy ypahene y R
nporpamckom jesuky (Team, 2018) y3 momoh makera MASS (Venables u Ripley, 2013) u gplots
(Warnes u cap., 2016). 3aBucHocT u3Mel)y pelaTHBHE €KCIIPECHje CBAKOT O] MCIUTHBAHHUX T'eHa
(44Ct BpenHOCT) Kao 3aBHCHE IPOMEHJbMBE U BpeMEHa HAaKOH MoBpee, crama jaucta (I1JT wim LIJT)
U BUXO0Be Mel)ycoOHe MHTEpaKilMje Kao KaTerOpHYKHd HE3aBHCHUX IPOMEHJbUBUX, HUCIHUTAHA je
dakxropujamHom ananmzom Bapujance. [Ipe ANOVA ypalhena je Box-Cox tpancdopmaruja (Box u
Cox, 1964) panu crabunuzainyje BapyjaHce 3aBUCHUX NMPOMEHJbUBHX. HakoH aHanu3e BapujaHce 3a
3HaYajHe He3aBHCHE NMPOMeHJbHBE ypaheHa cy post-hoc mopehema mo Tykwujy (enr. Tukey post hoc
test) (p < 0,05). Koperymanmja ekcrmpecuje ucmutaHa je Pearson KkopenamnujoM peraTHBHUX
excripecuja (44Ct Bpennoct). JloOujeHa KopenalMoHa MaTpulla jeé BU3YeJIW30BaHA TOILIOTHOM
mariom (eHr. heatmap). Pacnopen rena y TomaoTHOj Mamu ojapelheH je Ha OCHOBY XHjepapXHjcKe
aHaM3e KjacTtepa Koja je ypaheHa Ha OCHOBY JMCTaHIIMOHE MaTpuile Koja je Ouia jeaHaka 1 —
KOpeJalnoHa MaTpulla eKclpecrje reHa (MMHMMAallHA JUCTaHIla OAroBapa arcojyTHO MO3UTHUBHO]
Pearson xopemanuju u3mel)y ekcrnpecuje reHa, JOK MakKCHMalHa JMCTAaHIA OJroBapa arcoJyTHO
HeraTuBHOj Pearson xopenanuju). Ariomepanuja Kiactepa je ypaheHa MeTOJOM MOTIYHOT
noBe3uBama (eHr. complete linkage).
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4. PE3YJITATH

4.1. OnruMuzanmja AHAJIUTHYKHX MeToda 3a uaeHTHUKAUHUjy ©
KBAaHTU(PUKANUjY CEKOMPUIONIHNX IJIYKO3H/Ia U BbUXOBHUX ATJINKOHA

3a motpebe npodunucama cexonpuaonaa kuumniie (C. erythraea) 6mio je HEOIX0aHO pa3BUTH
aHAJMTUYKE METOJEe 3a HICHTH(UKAUW]y ¥ KBAaHTU(UKAM]y HUPUIOWAA M CEKOUPHIOMIHUX
TITyKO3H/Ia, KA0 M HhHXOBHX ariimkoHa. Kako ariMkoHW HacTajy AErTyKO3WIAIUjOM U MPUINIHO CY
HecTaOWIHU, muXxoBa Kapakrepusaunuja nwa UHPLC/Orbitrap-MS u UHPLC/DAD/qqgMS
ypehajuma BpilleHa je HAKOH XHIPOJIM3€ METAaHOJIHHUX EKCTpaKara W CTaHaap/a CEKOMPHUIOUIHUX
TIyKO3Uaa. 3a XHIPOJM3y METaHOJIHHUX eKCTpakaTa Tpu Mecera crapux Owsbaka C. erythraea
rajeHux y KyaTypH in Vitro u unctux cexoupuaonga (CB, CBM u I'Tl) y peakiuju Kojy KaTtaausyje
eH3UM [-TIyKo3uaa3a KOpHIIheH je KOMEpIHjaJHH €H3MM Hu30iioBaH u3 Oamema. Ilopen Tora,
UCIMTAHO je KaKO M3MEHEH OJHOC IIIYKO3WJa M HUXOBUX arjMKOHA Kao TOCIEIHIA XHIPOJIN3e
eKCTpaKaTa KHYHUIle YTU4Ye Ha aHTHOKCHIaTHBHA U aHTUMUKPOOHA CBOjCTBA.

4.1.1. UHPLC/Orbitrap-MS xemmjcka kapakTepu3anuja MeTaHOJHHX ekcTpakarta C. erythraea

UHPLC/Orbitrap-MS ananmuza xuzgponuzoBanux (XME) u wexunmponuzoBanux (ME)
MeTaHONMHUX ekcTpakara C. erythraea BpiieHa je y HEraTHBHOM jOHHU3AIIMOHOM pPEXHMY. Y
eKCTpaKTUMa je IECTEKTOBAaHO YKYMHO 78 jeaumema Koja Npumnanajy (EeHOJHHM KHCETHMHaMa,
¢dbnaBoHOMAMMA, KcaHTOHUMA U cekoupunonauma (Tabena 19). Ox HaBeneHux jenumema 29 je
notBpheHo kopumhemeM cTaHaapaa, 0K Cy OCTalla jebeha HICHTH(UKOBAaHA HA OCHOBY TauHE
mace [M-H]  nmenporonoBanor mosekyna u mweroBe MS ¢parmenranuje, kao u nopehemem ca
JIOCTYITHUM JIUTepaTypHUM mojaanuMa. DeHOJHE KHCETHMHE HICHTHU()UKOBAHE Yy EKCTPaKTHMa
KUYHIIe TPUIANAjy JepuBaTUMa XUAPOKCHOCH30€Be KUCEIHMHE: MmpoTokatexuHcka (2), ramua (1),
reuTu3uHcKa (4), p-xuapokcubensoeBa (5), Banmmuncka (9), p-xumpokcudenuncupherna (6) u
cupunaruacka kucenuHa (10), kao W JmepuBaTHMa XHIPOKCHIIMMETHE KHCennHe XjoporeHa (3),
kodenncka (8), p-kymapra (11), cunanuucka (12) u rumertna kucenuna (14). IMopen HaBeneHUX
(eHOMHUX KHCENMHA Yy EKCTpPAaKTHUMa Cy JIeTeKTOBAaHU XEKCcO3UJ KodeuHcke Kucenune (7) u
koHudepmi angexun (13). Mehy ¢raBoHOMA-TINKO3UANMA, KOJU CYy WACHTU(UKOBAHU HA OCHOBY
MS* ¢parmenranmje arnmkoHa, BehmHa npumaga Tpymu ¢aaBoHon O-raukos3uaa (kamdepor,
KBEPILETUH M U30-paMHETHH). Y cacTaB WACHTU(UKOBAHUX MIMKO3UAA yhase 2, 3 uiu 4 jeluHuIe
miehepa (koje oaromapajy macama pamHo3e W riykose, 146 Da u 162 Da) u p-xkymapuHcka
kucenuHa (Mace 146 Da). KopunthemeM mMaceHe ClIEKTpOMETpHje BUCOKE PE30YIIHje U aHATH30M
MS ¢parmenranmonux npoduia, MoXe ce caMo MPETIHOCTAaBUTH KaKO M3rJie/ia lbUX0Ba CTPYKTYpa,
alli TayaH IOJIOXKA] TIIMKO3MIIAIM]e Ce HE MOXKE y OBOM CIIydajy OAPEAMTH KOpHUIIhemeM camo
HaBesneHe TexHuKe. [lpucycTtBo naBa nmepuBara mnyreonwHa, dyreonuH 6-C-tmykosuma (18) m
ayreonuH 7-O-rnyko3una (28), ycranoBibeHo je y ME, amu He m y XME. Hapunrenun (53) u
HapuHrenuH 7-O-uneoxecriepo3us (34) cy y ME u XME npucytHu y NpHOIHKHO jeTHAKHM
konmurHama (Cruka 14). Arnmukonu diaaBonouna: yreosnt (51), kBepuerun (52), anurenun (54)
u kamdepoin (55) nponahenu cy y ME u XME npu uemy cy Hemro 3actynsbeHuju y XME, mito je
nocienuna xuaponuze XME f-rnykosuaasom (Crnuka 15). ¥ ME u XME kuumiie A1eTeKTOBaHO je
15 nepuBaTa KcaHTOHA OJ KOjHX je MPHUCYCTBO caMo JBa, JeKy3aTHHa (66) m metunOenuaudoanaa
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(67), motBpheno crannapauma, npu yemy pasnuke usme)ly ME u XME y canpxkajy jenumema 56-
70 nucy 3abenexene (Cnuka 15).

CBu nerektoBanu cexkoupuaouan (71-78) mpucyriu cy y ME u XME (Cnuka 15).
Cexoupunouan CB, CBM wu I'Tl cy maeHTudukoBaHU KopHIINeHmEM CTaHAapnaa, ald cy Ouiu
BU/UBMBH Yy HETaTHBHOM JOHHM3AaLIMOHOM pEXHMY Kao aIyKTH cupheTHe KHCEIHHe
[M—H+CH3COOH] 1mro je Beh ommcano y paxy Banjanac u capamnuka (2017). Jemumeme 71
(Tabena 19) ca mosekysnapHuM joHoM Ha 375 M/z u Ha pereHIMOHOM BpeMmeHy tr=4.56 min je
npeauMHUHApHO uaeHTH(uKoBaHO kao JIK Ha OCHOBY (parMeHTalOHOT NyTa JOCTYIHOT Y
muteparypu (Kucharska u Fecka, 2016). Jenumeme 72 naeHTH(HUKOBAHO je Ka0 CEKOJOTaHO3U]I ca
MoOJIeKyJIapHUM joHoM Ha 389 M/z u Ha pereHIMOHOM BpeMmeHy tr= 4,88 min Ha OCHOBY OmMHCaHOT
MS ¢parmenranmonor nyra. @parment Ha 345 m/z nacraje ryoutkom COz, nok ¢parmentu ox 209
u 165 m/z nacrajy ryoutkom xekcose (—180 Da) mnm ryoutkom xekcoze u COz (—224 Da) (Liu
cap., 2015). Jenumemwa kadeowmn 6’-cekosoranozun (76), ¢pepynounn 6’-cekonmoranozun (77) u p-
Kymapousa 6’-cexosorano3uj (78) cy jaepuBaTH CeKoJioraHo3uaa. Jeaumeme 78 Ha 535 m/z u
peTeHIMOHOM BpeMeHy tr=7.61 min mokasyje MS? mmk Ha 491 mM/z xoju HacTaje ycien ryouTka
COqo, kao u nukose Ha 517 m/z ((M—H—H>0]"), 447 m/z, 389 m/z, 345 m/z u 209 m/z. Jou Ha 447
m/z nacraje ryoutkom mojekyina CO2 a pparment jon Ha 389 m/z HacTaje ryOMTKOM alMi rpyre
(=146 Da) na 6-O mno3unmju xekcoze. PparmeHT jon Ha 345 M/z Hactaje ox joHa Ha 389 m/z
ryoutkom COz ([M—H-p-kymapoun—CO2]"), a jou na 209 m/z oaroBapa ([M—H-p-
kymaponn—CeH1206] ) dparmenty. MS® cnexrap jenmmema 78 mokasyje muk Ha 145 m/z ([p-
KymapHa kucenuna—H—H,0]") u apyre MS® mukose. ®parmenT jonn Ha 325 u 307 M/z oarosapajy
Macama ammin xekcode ([M—H—upuaona] ) U IeXuapaTUCAaHE aliil XEKCO3€, HABEIECHUM PEIOM.
[TpucyctBo OBa ABa (hparMeHTa a OJICYCTBO OCTaNUX (hparMeHara, ykasyje Ja je HHTCPIIyKO3UIHA
Be3a u3mel)y mux 1—6 tuna (Paviovié¢ u cap., 2016) u 1a je Be3a uzMel)y arn rpyre 1 XeKcose ca
UPHUIOMIOM YCIIOCTaBJbeHA MPEKo Xxekcoze. dparmentu Ha 265, 235 u 205 mM/z Hactajy o joHa Ha
325 m/z onmBajamem Momekyna mehepa (rybutak on 60, 90 u 120 Da maBenenum pemom). MS*
CIieKTap Mmokasyje nmuk Ha 117 m/z koju oarosapa joHy [p-kymapHa kucenuna—H—HO—CO] .
Cnuuan o6nuk GparMeHTranyje 3a0enekeH je U 3a jequmema 76 u 77. OBakBa BpcTa CEKOUPHIONIA
3a0enexeHa je MpeTxoaHo y y3opiumMa maciute (Innocenti u cap., 2006), a y oBoj aucepTanuju cy
npBu myT onucanu koj Bpcre C. erythraea.
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Ta6ena 19. UHPLC-MS* Orbitrap kapakTtepusanuja meTanonHux ekctpakata C. erythraea y HeraTMBHOM jOHM3aIIMOHOM PEKHUMY.

Mux tr, Hme jenumema Mouekyiacka  Hspauynara Halena A ppm MS? ®dparmenTu, MS? ®dparmenrn, MS* ®dparmenrnu,
op. min dopmyaa, maca, [M— maca, [M— (% unTeH3UTET) (% unTEH3UTET) (% unTEH3UTET)
[M-H]- H]- H]-
DeHoTHE KUCEJTHHE H Hl-UXOBH T€PUBATH
1 2,08 Tanna KuceJMHa C7/Hs0s™ 169,01425 169,01390 2,07 125(100) 107(100) —
2 4,01 ITpoToKaTexXMHCKA C7/Hs04~ 153,01933 153,01891 2,74 109(100), 95(75), 81(100), 68(25), —
KHCeJIHHA 79(20), 59(10) 65(15)
3 4,97 XJ10porena KuceJuHa C16H1709™ 353,08781 353,08694 2,46 191(100), 179(5) 173(75), 127(100),  109(40), 99(50),
111(40), 93(60), 85(100)
85(90)
4 5,03 TeHTH3MHCKA KHCEJIHHA C7Hs04~ 153,01933 153,01889 2,88 136(5), 125(10), 81(85), 67(100), -
109(100), 95(20), 63(60)
79(10)
5 5,05 p-XuapoxcudeHsoena C7/Hs03~ 137,02442 137,02414 2,04 109(10), 93(100) 93(100) —
KHCEeJIHHA
6 5,28 p- CsH703~ 151,04007 151,03964 2,85 121(15), 107(100),  123(10), 95(30), 108(100)
Xugpoxcudenmicupherna 95(70), 79(15), 79(100), 69(10),
KHCeJIHHA 59(25) 51(20)
7 5,49 Xekco3ua KopenHeke C1sH1709~ 341,08781 341,08713 1,99 271(10), 253(70), 109(100) -
KHCeJInHe 179(80), 135(100),
109(30)
8 5,50 Kodeuncka kuceanna CoH/04 179,03498 179,03471 1,51 135(100) 135(60), 117(15), -
107(100), 91(55),
79(15)
9 5,53 BaHnjaMHCKA KHCEJIMHA CsH704~ 167,03498 167,03453 2,69 153(10), 152(80), 108(100) 123(30), 80(35),
124(10), 123(100), 78(100)
108(20)
10 5,69 CHPHHIHHCKA KUCEJIHHA CoHoOs5™ 197,04555 197,04498 2,89 183(100), 153(40),  167(100), 138(10), -
138(10) 123(5)
11 6,38 p-Kymapha kuceauna CoH;05~ 163,04007 163,03972 2,15 119(100) 119(60), 101(20), -
93(25), 91(100),
72(10)
12 6,73 CHHANMHCKA KHCEJHHA C11H1105~ 223,06120 223,06055 2,91 208(100), 179(30),  193(10), 164(100),  149(100), 135(35)
164(20) 149(15), 135(5)
13 7,63 Konundepu anxexnu C10H9O3~ 177,05572 177,05527 2,54 163(10), 162(100) 134(100), 133(40), 106(100), 65(80)

120(20), 106(30)
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14

8,93

uHMeTHa KHCCJIMHA

Timko3uau guiapoHonsa

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

5,07

5,62

5,71

5,82

5,86

6,01

6,20

6,23

6,25

6,28

6,36

6,42

IlepnBaT KBEPUETHH
TJIIUKO3Ua

IlepnBaT KBEPUETHH
TJIIUKO3Ua

JepuBaT KBepueTHH
TJINKO3H/1a

Jlyreonnn 6-C-riayxo3un
JdepuBaTt kamdepo.a
TJINKO31/1a

JdepuBaTt kamdepo.a
TJIHKO0311a

JepuBaT KBepueTHH
TIUKO3H1a

Kgepuerun 3-O-pyruno3ug

JdepuBat kamdepo.a
TJIMKO03M1a

JlepnBaT KBEPUETUH
IJIMKO3U1a

JlepuBaT M30paMHETHH
TJIHKO0311a

JepuBat kamdepoJ
TJIHKO03H1a

CoH702~

CagH49024~

Ca3H39020~

CagHs5027~

Co1H19011~

Ca3H39019~

CagHs5026~

Ca2H4s023~

Co7H29016~

C48H55025~

C48H55026~

CagHs7026~

CagHs5025~

147,04515

901,26193

755,20402

1063,29362

447,09274

739,20910

1047,29871

917,23571

609,14611

1031,30379

1047,29871

1061,31436

1031,30379

147,04500

901,26080

755,20282

1063,29199

447,09225

739,20807

1047,29773

917,23547

609,14435

1031,30322

1047,29785

1061,31335

1031,30261

1,02

1,25

1,59

1,53

1,10

1,39

0,94

0,26

2,89

0,55

0,82

0,95

1,14

104(10), 103(100),
87(10)

756(30), 755(100)

610(20), 609(100),
477(5), 301(5)

917(60), 901(100),
781(30), 755(80),
737(10)

429(15), 357(55),
328(20), 327(100)

594(30), 593(100)
902(30), 901(100),
739(10)

755(100)

343(10), 301(100),
300(40), 271(10),

255(5)
886(40), 885(100)

902(40), 901(100),
781(10), 755(20)

916(30), 915(100)

886(40), 885(100)

119(100)

609(20), 591(20),
489(30), 301(40),
300(100)

343(20), 301(100),
300(80), 271(15),
255(10)

755(100)

299(100)

447(5), 357(5),
237(20), 285(100),
284(60)

765(20), 739(100),
721(10), 575(5),
285(5)

635(5), 609(100),
591(5), 301(20),
300(10)

179(100), 151(78),
107(4)

765(20), 739(100),
721(20), 575(10),
285(10)

781(15), 755(100),
739(10), 489(5),
300(5)

795(20), 769(100),
753(40), 751(20),
735(10)

765(20), 739(100),
721(20), 575(10),

271(100), 255(50)

271(100), 255(60),
179(80), 151(60)

609(15), 591(25),
489(20), 301(35),
300(100)
255(100), 240(30),
213(45), 199(40),
175(40)

257(40), 255(100),
241(20), 229(30),
151(20)

593(20), 575(100),
393(40), 285(85),
284(80)

343(20), 301(100),
300(60), 271(15),
255(10)

151(100), 107(2)

593(20), 575(100),
393(30), 285(60),
284(60)

609(20), 591(40),
489(30), 301(50),
300(100)

737(20), 623(10),
605(70), 315(100),
300(20)

593(20), 575(100),
393(30), 285(60),
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

6,44

6,48

6,50

6,53

6,60

6,73

6,83

6,86

6,88

6,98

7,15

7,18

7,34

7,51

Kgepuerun 3-O-
rajJaKkTo3u/
Jlyreonun 7-O-rixyko3ua

JlepuBaTt KBEpUETHH
TJINKO31/1a
Kam¢epoa 3-O-pyrunosus

JdepuBat kamdepou
TJIUKO3H/1a

H3opamuerun 3-O-
pyTHHO3U]

JlepuBaTt KBEpUETHH
IJIMKO3U/1a

Hapunrennn 7-O-
Heoc(epo3ua

Kamdgepoa 3-O-rayko3un

JepuBaT M30paMHEeTUH
TIYKO3UAa

JlepnBaT KBEPUETUH
IJIMKO3U1a

JdepuBat kamdepo.a
TJIMKO03M1a

JlepuBaT M30paMHETHH
TIyKO3Haa

JlepuBaT KBepueTHH
TJIHKO03H1a

C21H19012~

C21H19011~

Ca2Has5023~

Co7H29015~

CagHs5025~

CogH31016~

Ca2Has02~

Co7H31014~

C21H19011~

Ca3H47023~

Ca2Has02~

Ca2Has021~

Ca3Hs7022~

CasH35018"

463,08820

447,09329

917,23571

593,15119

1031,30379

623,16176

901,24080

579,17193

447,09329

931,25136

901,24080

885,24588

915,25645

755,18289

463,08734

447,09222

917,23450

593,14984

1031,30225

623,16113

901,23938

579,17041

447,09219

931,25000

901,23987

885,24567

915,25623

755,18201

1,86

2,39

1,32

2,28

1,49

1,01

1,58

2,62

2,46

1,46

1,03

0,24

0,24

1,17

301(100), 300(30)

285(100)

772(30), 771(100),
755(10), 609(10)

327(20), 285(80),
284(100), 255(10)
886(40), 885(100)

315(100), 300(20),
271(10), 255(5)
781(20), 755(100),
739(40), 575(10),
445(10)

459(100), 357(5),
313(25), 271(45),
235(10)

327(20), 285(80),
284(100), 255(10)
786(30), 785(100),
755(5), 623(5),
609(5)

756(30), 755(100),
609(5)

740(20), 739(100)

770(20), 769(100)

635(5), 609(100),
591(5), 445(5),

285(10)

273(25), 257(20),
179(100), 151(75)
257(30), 241(100),
217(75), 199(85),
175(95)

635(5), 609(100),
301(5)

255(100), 227(10)

765(20), 739(100),
721(20), 575(10),
285(10)

300(100), 287(5),
272(5)

609(100), 591(20),
489(10), 301(30),
300(40)

441(30), 357(100),
339(30), 271(55),
235(85)

255(100), 227(10)

623(100), 609(95),
469(10), 315(20),
300(30)

635(5), 609(100),
591(5), 301(20),
300(10)

619(10), 593(100),
575(20), 453(15),
285(90)

623(70), 607(90),
453(20), 315(100),
300(20)

343(20), 301(100),
300(80), 271(15),

284(60)
151(100)

241(5), 226(15),
213(30), 197(100)

343(10), 301(100),
300(70), 271(10),
255(5)

227(100), 211(60)

593(20), 575(100),
393(30), 285(60),
284(60)

271(100), 255(50),
151(5)

591(5), 343(20),
301(100), 300(60),
271(10)

339(100), 169(20),
151(50), 125(20)

227(100), 211(60)

357(10), 315(100),
300(50), 271(10),
255(5)

591(5), 343(20),
301(100), 271(10)

447(5), 327(40),
285(100), 284(60),
255(20)

300(100), 151(5)

271(100), 255(60),
179(80), 151(60)
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41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

7,54

7,55

7,66

7,71

7,56

1,77

7,98

7,99

8,29

8,32

HdepuBat kamdepo.r
TJINKO3H/1a

IlepnBaT KBEPUETHH
TJIIMKO3U1a

IlepnBaT H30PAMHETUH

rJIyro3uaa

JepuBaT KBepueTHH
TJIUKO3H/1a

JepuBaT KBepueTHH
TJIUKO3H/1a

JdepuBat kamdepo.a
TJIHKO0311a

JdepuBat kamdepo.a
TJIMKO0311a

JepuBat kamdepo.
TIUKO3H1a

JepuBat kamdepo.a
TIUKO3Ha

JlepnBaT KBEPUETHUH
IJIMKO3U1a

AryinkoHH (rIaBOHOMIA

51

52

8,43

8,52

Jlyreonnn

KBepuerun

Ca2H45021~

Ca2Hus022~

Cs1Hs59027~

Ca2H4s022~

CssH3s018~

Ca2H4s021~

CagH3s017~

Ca2H4s021~

CssH3s017~

Cs6H35018~

C15HoOs™

CisHqO7~

885,24588

901,24080

915,25645

901,24080

755,18289

885,24588

739,18797

885,24588

739,18797

755,18289

285,04046

301,03537

885,24438

901,23938

915,25549

901,23950

755,18225

885,24463

739,18652

885,24469

739,18701

755,18164

285,03979

301,03461

1,69

1,58

1,05

1,44

0,85

1,41

1,96

1,34

1,30

1,66

2,35

2,52

301(20)
740(30), 739(100)

756(20), 755(100),
609(5), 447(5),
301(5)

770(30), 769(100)

756(20), 755(100),
609(5), 447(5),
301(10)

635(5), 609(100),
591(5), 445(5),
301(25)

740(35), 739(100)

619(10), 593(80),
575(20), 453(15),
285(100)

740(20), 739(100)

619(10), 593(90),
575(20), 453(20),
285(100)

635(10), 609(100),
591(10), 445(5),
301(35)

257(40), 241(100),
217(50), 199(70),
175(70)

283(15), 271(60),
257(25), 179(100),
151(80)

255(10)

619(10), 593(100),
575(20), 453(15),
285(90)

635(5), 609(100),
591(10), 301(30),
300(10)

623(80), 607(50),
453(20), 315(100),
300(20)

635(5), 609(100),
591(5), 301(30),
300(10)

343(20), 301(100),
300(80), 271(15),
255(10)

619(10), 593(70),
575(20), 453(20),
285(100)

257(50), 255(100),
241(35), 229(20),
151(60)

619(10), 593(60),
575(20), 453(30),
285(100)

257(50), 255(100),
241(35), 229(20),
151(60)

343(20), 301(100),
300(80), 271(15),
255(10)

255(50), 227(100),
211(75), 197(35),
183(85)

151(100)

327(30), 285(100),
284(55), 255(20)

591(5), 343(20),
301(100), 271(15)

300(100), 151(5)

591(5), 343(20),
301(100), 300(60),
271(15)

271(100), 255(60),
179(80), 151(60)

257(50), 255(100),
241(30), 229(20),
151(70)

255(10), 227(40),
211(100)

257(50), 255(100),
241(35), 229(20),
151(60)

255(20), 227(50),
211(100)

271(100), 255(60),
179(80), 151(60)

107(100), 83(10)
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53 9,28
54 9,30
55 9,45
KcanTonu

56 6,70
57 7,08
58 7,93
59 9,40
60 9,52
61 9,62
62 9,98
63 10,69
64 11,38
65 11,52
66 11,62

Hapunrenun
AnureHuH

Kamdepon

Tpuxuapoxcu TpUMeTOKCH
KcaHToH O-
TEHTO3UJIXEKCO3H ]
Tpuxuapoxcu
MOHOMeTOKCH KcaHToH O-
MEeHTO3UIXEKCO3H ]
JAuxuapoxcu
TeTpaMeTOKcH KcaHToH O-
NEeHTO3UJIXeKCO3U
Tpuxuapoxcu
MOHOMETOKCH KCaHTOH 1

TpUXHAPOKCH TUMETOKCH
KcaHToH 1

Tpuxuapoxcu
MOHOMETOKCH KCAHTOH 2

Tpuxuapoxcu
MOHOMETOKCH KCAHTOH 3

JAuXUAPOKCH JUMETOKCH
KCaHTOH 1
Tpuxuapoxcu
MOHOMETOKCH KCAHTOH 4

JAuXuApOKCH MOHOMETOKCH
KCAHTOH

Juxuapoxcn
TeTPAMETOKCH KCAaHTOH 1
(dexy3aTuH)

C15H1105~
C15HgOs™

C15HoOs™

Co7H31017~

C2sH27015~

CogH33017~

C14H9067

CisH1107~

C14H9Os™

C14H9Os™

Ci15H1106~

C14HoOs™

C14HoOs™

C17H1508™

271,06120
269,04554

285,04046

627,15667

567,13554

641,17232

273,04046

303,05103

273,04046

273,04046

287,05611

273,04046

257,04555

347,07724

271,06046
269,04495

285,03976

627,15533

567,13458

641,17194

273,03979

303,05020

273,03973

273,03995

287,05533

273,03986

257,04480

347,07639

2,73
2,19

2,46

2,14

1,69

0,59

2,45

2,74

2,67

1,87

2,72

2,20

2,92

2,45

225(5), 177(10),
151(100)

225(5), 177(15),
151(100)
255(100), 227(10)

333(100), 318(40),
303(30)

552(10), 442(60),
273(100), 258(60),
230(10)

347(100), 332(20),
317(10), 293(30)

258(100)

288(100)

258(100)

258(100)

272(100)

258(100)

242(100)

332(100), 317(10)

107(100)
65(100)

211(100), 195(5),
167(15)

318(100)

258(100)

332(100)

258(30), 241(10),
230(100), 229(60),
202(40)

273(100), 259(5)

258(5), 241(30),
230(100), 229(95),
202(20)

258(30), 230(100),
229(60), 214(10),
202(30)

257(100)

230(100)

242(10), 214(100),
198(20), 186(80),
170(20)

317(100)

65(100)

211(40), 137(100)

303(100)

230(100)

317(100)

230(10), 202(80),
174(100), 160(20),
108(50)

245(100)

229(20), 202(100),
185(20), 174(60),
157(30)

230(5), 213(20),
202(80), 174(100),
108(60)

229(100)

213(5), 202(40),
186(20), 174(20),
150(100)
186(100), 172(20),
170(25), 158(25)

302(100), 289(25),
274(10), 246(5)
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67 11,70
68 11,94
69 12,74
70 14,70
Cexoupuaonaun
71 4,56
72 4,88
73 5,18
74 5,53
75 5,59
76 6,86
77 7,50
78 7,61

JAuxXuapoKcH TUMETOKCH
KCAHTOH 2
(Metuabéennandoaun)
TpuXuAPOKCcH IMMETOKCH
KCAHTOH 2

TpuXuaAPOKCH TPUMETOKCH
KCAHTOH

JAuxuapoxcu
TEeTPAMETOKCU KCAHTOH 2

JloraHmHcka KuceJnHa
CexoJ10raHo3uj
Cgepuujamapus +

CHsCOOH

I'enumonukpusx +
CH3COOH

Caepo3ug + CH:COOH
Kadeona 6'-
CEKO0JIOraHO3M /I

®DepyJiona 6'-
CEeKO0JIOTaHO3HU/T

p-Kymapowu 6'-
CEeKO0JIOraHO3HU/I

C15H1106~

CisH1107~
C16H1308™

C17H1508"

C16H23010™

C16H21011~

C18H25012~

C18H23011~

C18H25011~

CosH27014~

CogH20014~

CosH27013~

287,05611

303,05103
333,06159

347,07724

375,12967

389,10894

433,13515

415,12459

417,14024

551,14063

565,15628

535,14571

287,05545

303,05017
333,06061

347,07684

375,12888

389,10800

433,13425

415,12384

417,13943

551,13965

565,15552

535,14526

2,30

2,84
2,94

1,15

2,11

2,42

2,08

1,81

1,94

1,78

1,34

0,84

272(100)

288(100), 273(5)
318(100)

332(100)

213(100), 169(15),
151(5), 109(5)

371(5), 345(100),
209(40), 165(20),
121(30)

372(20), 355(10),
179(100), 161(5),
143(5)

355(10), 239(10),
179(100), 161(5),
143(5)

357(100), 195(60),
179(90), 161(10),
125(20)

533(20), 507(100),
489(10), 389(20),
341(30)

547(5), 533(10),
521(100), 489(10),
389(15)

517(10), 491(100),
389(20), 345(10),
209(5)

257(100)

273(100), 259(20)
303(100)

317(100)

169(100), 151(20),
125(25), 113(40),
99(55)

183(80), 179(30),
165(100), 161(20),
143(40)

161(70), 143(100),
119(30), 89(90)

161(80), 143(100),
119(60), 89(80)

195(40), 167(20),
151(30), 125(100)

489(20), 393(30),
323(40), 179(15),
161(100)
489(100), 393(20),
323(20), 193(10),
175(10)

325(10), 265(50),
235(30), 205(10),
145(100)

229(100)

245(100)

288(100), 285(50),
275(10), 257(5)
302(100), 289(5)

151(100), 125(10),
109(10), 99(15),
95(65)

137(20), 123(10),
121(90), 59(100)

113(5), 101(10),
71(100)

125(60), 101(50),
87(40), 71(100)

81(100)

133(100)

393(80), 323(100),
281(20), 179(30),
161(20)

145(5), 117(100)
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Pesyntatu UHPLC/Orbitrap-MS xemujcke ananuse ykasyjy 1a je caapxaj CCKOMPUIOHIHUX
rnykosuaa (72, 73, 74 u 75) 3natHo Huxku y XME Hero y ekcTpakTy KOju HHje MOABPTHYT JIEjCTBY
f-ryko3unaze (Cnuka 15). Cagpkaj HekuX (IaBOHOUIHHUX TIIMKO3HJIA KOJH TPUIIAA]y KBEPIETUH
rauko3uanMa (jeaumema 17, 21, 27 u 29) u riaykosuauma yteonnna (18 u 28) je takohe cmameH y
XME (Cnuka 15). UcToBpemMeHo cazipikaj arinkoHa KBepleTuHa U JyTeonnHa je mosehan y XME,
ITO yKa3yje Jla KOMEpIHjaliHa [-TiaykKo3uaa3a OageMa MMa IIMPOK CIEKTap CYICTpara Ha Koje
aenyje.

ME XME
1 z
2 2
o 3 3
s : :
2 b €
g 7
@ g
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£ 10
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14 = =
s =
5 Z
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g 0.7

Cnuka 15. Cagpxaj crienmjanuzoBannx Metabonura y ME u XME C. erythraea. Mama pacriozene mpukasyje
peNaTHBHU OJIHOC Y CalprKajy MeTaboiuTa U3 CBake Ipyre MojequHavyHo ((EeHOTHE KUCETHHE, TIYKO3UIN
(dnaBoHOM 1A, (hITABOHOUIM, KCAHTOHM U CEKOUPUIOUIM). BpeAHOCTH Cy M3pakeHe Kao Bapupame 00ja. o1
3esieHe (MUHMMaJTHA KOHIIEHTpAIMja) 0 I[PBeHE (MaKCHMaHa KOHIIEHTpAIUja), Kao IITO j& MPEICTaB/bEHO
Ha ckanu 0oje. bpojeBn ananm3upaHnx MeTaboInTa OroBapajy HyMepaluju npeacTaBibenoj y Tademn 19.

4.1.2. UHPLC/DAD/(+/-)HESI-MS/MS npoduincame CeKOMPUIOHIHUX TJIYKO3MIAa M
HBUX0BHUX aIJINKOHA

Y uupy uneHtuduKalvje W KBaHTHU(PUKAIM]E CEKOMPUIOUTHUX TIIYKO3HMJIa W MpoAyKaTa
BIXOBE JIeTNyKOo3WIaluje pasBujeHa je oarosapajyha UHPLC/DAD/(+/—)HESI-MSIMS wmerona.
Ha ocHoBy noctynmHux mnojataka u3 jaureparype o ctpykrypu CB, CBM wu I'Tl nobujenux Ha
ocHoBy LC/+ESI-MS, LC/—ESI-MS, UHPLC/Q-TOF-MS u LC/HRMS/MS ananu3za (Suryawanshi
u cap., 2006; Zeng u cap., 2013; Han u cap., 2014; Padhan u cap., 2015; Banjanac u cap., 2017;
Dordevi¢ n cap., 2017), enekTpoH-cIpej joOHHW3alIMja Yy TO3UTHBHOM jOHU3AIMOHOM PEKUMY
MOoKa3aja ce Kao HajIorojHuja METOJa 3a aHAIU3y CEKOMPUIOMJHUX TIIYKO3UZa, ITO je Takohe
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NoTBphEeHO y OBOM HCTpakuBamy. YCle[ HEIOoCTaTka OAroBapajyhMx CTaHIapAHUX jeIUbCHA
naeHTHdHKaMja GOPMHUPAHNX arinKOHA je M3BPIIEHAa Ha OCHOBY oaroBapajyhux MS, MS% u UV
CIIEKTapa, PETEHIIMOHUX BpEMEHa, Kao M JHUTEpaTypHUX mojaraka. [lapameTpum HMHCTpyMEHTaIHE
MeTofe Koja je pasBujena Ha UHPLC/DAD/(+/—)HESI-MSIMS ypehajy, ykpyuyjyhu wmace
nceynomonekynapaux jona [M+H]*, MS? ¢parmente ceKOMpPHMAOMIHMX TIYKO3MAA |
uaeHTH(PUKOBaHMX arnukoHa, kao u DAD nmopatke, npukasanu cy y Tademnu 20.

Tabena 20. CekonpuaouHN TIIYKO3UAN W FHIUXOBH MPOIYKTH XHUIPOJIH3Ee HASHTH(PUKOBAHN Y METAHOIHUM
exctpaktuma C. erythraea UHPLC/DAD/(+)HESI-MS/MS ananuzom. Y Tabenu cy IpUKazaHH PETEHIIMOHO
Bpeme (1r), Mace (M/Z) nceynomonekymnaprux jona [M+H]*, MS? dpparmenarty, konusuone enepruje (CE) u
Amax 332 CBAKO aHAJIM3UPAHO jESIUHCHE.

UHPLC-MS noxauu UHPLC-DAD
nogauu
Muax . . . MS? pparmentu [M/z cE tr
ol Hme jenumema tr (min)  [M+H]* [m/z] ) @) (min) [nm]
213 (15), 195 (100), 177
1 Ceepunjamapun©”! 2,71 375 (70), 167 (10), 149 (5), 147 10 2,62 240
(<5),143(<5)
2 TenumonuKkpunC" 3,05 357 2305) (112?'(1157)7 (85), 149 10 2,95 538 280,
3 CreposunCl 3,14 359 o gg;))lﬂgélss)) 1516G) 19 305 250
195 (65), 177 (100), 151 (5), 230. 270
4 I'ennuonukpar’ 3,18 195 149 (75), 121 (25), 107 (5), 10 3,09 350’ '
93 (10)
197 (100), 179 (10), 165 (<
5 M5" 33 197 5), 151 (<5),127 (35),111 10 32 250
(%)
179 (100), 161 (10), 151
6 Mé6” 34 179 (10), 147 (5), 133 (30), 111 10 354 260
(10), 95 (5)
177 (100), 159 (20), 149 (< 230, 250
7 Eputpouentaypun’” 3,73 177 5), 131 (10), 103 (<5),92 (< 10 3,63 300' '
5)

“Iorepheno cranmapauma, 'TloTBpheHo Ha OCHOBY IMTepaTypHHX mojaTtaka. MS? (prmantu obelexeHH LPBEHOM
60jom, kopumhenn cy y SRM excriepuMeHTy 3a KBaHTH(DUKALIN]Y jeTUbEbA.

CBM je nerexkToBaH Kao MUK Ha PETEHIIMOHOM BpeMmeHy tr = 2,71 min ca MoJjeKynapHUM
jonom [M+H]" ma 375 m/z. Jou armmkona CBM [M+H—CeH100s]* 3abenexen je ma 213 m/z,
nAexuapatiucanu joH ariamkoHa [M+H—CeH1005—H20]" ma 195 m/z m au-mexuapaTvcaHu joH
[M—CeH1005—2H20+H]* ma 177 m/z (Cinuka 16). Ilpucyctso jona [M—CesH100s—H20-CO]" na
167 m/z koju nacraje ryoutkom CO ca jona Ha 195 m/z u jona [M—CsH1005—2H.0-CO] Ha 149
m/z xoju Hactaje ryoutkom CO ca jona Ha 177 m/z nonaTHa cy MOTBpAA Jia j€ OMUCAHO jEAUHCHE
CBM. [Tujarnoctuuku MS? dpparmentu CBM 3ebenexenu cy Ha 179 m/z u 147 m/z. Tluxk CBM je
Ha UHPLC/DAD xpomaTtorpamy yo4bHB Ha PETEHIIHOHOM BpemeHy tr = 2,61 min ca Amax = 240 nm
(Cnuka 16). IMuk I'TI koju ce omuKyje nceypomonekyiapaum jouom [M+H]" wa 357 m/z nojasisyje
ce Kao IHUK Ha PETEHIMOHOM BpeMeHy tr = 3,05 min. MS? ¢parment [M+H—CsH100s]" Ha 195 m/z
ojIroBapa arimkony, a jon [M+H—CsH1005—H20]" ma 177 m/z nacraje ryGMTKOM MOJIEKYJIa BOJIE
ca arnukona (Ciuka 16). Jou [M+H—CesH1005—H2O—-CO] na 149 m/z nacraje nakou ryoutka CO
ca jona Ha 177 m/z, a jou [M+H—-CeH1005—H,0—2CO] wa 121 m/z Hacraje HaKOH ryOHTKa
mosekyna Boge U 2 CO jemunune ca armukona Ha 195 m/z. T'Tl je xBantudukoBan y SRM
eKCIepuMeHTy Ha ocHoBy MS? nmjarHocTmukmx ¢parmenara Ha 177 m/z m 121 m/z. Ha
UHPLC/DAD xpomarorpamy I'Il moka3yje ik Ha peTeHIHOHOM BpeMeHy tr = 2,95 min ca Amax =
250, 280 u 370 nm (Cnuka 16).
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Cmuka 16. UHPLC/(+)HESI-MS/MS  ¢parmentaiimonn mpodUId CEKOMPUIAOHIHUX TIIYKO3Waa W
oarosapajyhux armikona y ME u XME C. erythraga. MS? cniektpu: 1. cBeprjamapys, 2. TeHIHONUKPHH, 3.
cBepo3ull, 4. TeHnuonukpa, 5. meradbonutr M5, 6. merabonutr M6, 7. epurponentayput. [IpernocraBibenu
myTeBH (hparMeHTaImje 00eneKeH! Cy HCIIPEKUIAHOM IIJIAaBOM JIHH]jOM.

Jou [M+H]" a 359 m/z oxrosapa CB, a rmaBan MS? ipoxykt jon [M+H—CeH1205]" na 197
m/z Hacraje ryoutkoM riykose. Jou [M+H—CsH1205—H>0]"Ha 179 m/z nacraje HakoH ryouTka
MoJsiekyna Bojae ca arimkona (Cmmka 16). I'youtkom CO ca ¢parmenta 179 m/z Hactaje joH
[M+H-CeH1205—H20-CO]* na 151 m/z. BepoBatHo nonasu 0 pasjBajama MPCTEHA IMPEKO
tako3BaHe retro-Diels-Alder (RDA) peakuuje, mrto je npaheno nemamem C1-O u C5-C9 Besa,
HaKOH 4era Hactaje jou [M+H—RDA fragment]® na 127 m/z ycnen ryoutka 232 Da. CB je Bumbus
na UHPLC/DAD xpomarorpamy Ha peTeHIIHOHOM BpeMeHy tr = 3.05 min ca Amax = 250 nm.

UHPLC/DAD ananmu3zom xuaposu3zoBaHor crangapaa CBM mortepheno je mpucyctBo jBa
HoBa mmka Ha tr = 3,09 min u tr= 3,63 min koju oaroBapajy renumonukpany (I'JI) u
epurpouenraypuny (EP) (Couka 16). UHPLC/(+)HESI-MS/MS ananu3a je nokasana jon [M+H]"
Ha 195 m/z xoju oarosapa I'JT u jou [M+H]" na 177 m/z xoju oarosapa EP. I'enionukpan je
armukod CBM ca joHoM koju Hacraje ycien ryoutka monekyna Boge [M+H—H20]" wa 177 m/z u
jonom [M+H—-H>0—CO]" na 149 m/z koju HacTtaje HakOH TyOuTKa MoJiekyna Bojge 1 CO jenunune
(Cnuka 16). Hakon rybutka jomr jenne CO jenunuie nacraje jou [M+H—H>0-2CO]" na 121 m/z.
Monexynapau jou EP [M+H]" ma 177 m/z nokasyje MS? jome [M+H-H,Ol* ma 159 m/z,
[M+H-CO]* na 149 m/z u [M+H—H>O-CO]" na 131 m/z. icti poayKTH 3a0€IeKEHN CY HAKOH
enszumarcke xuaponuse ['Tl komepuujaaHoM f-rayko3unazoMm, npu yemy Hacraje Buie I'JI nero EP
(Ciuka 16). Hakon ensumarcke xunaponuze CB mojaBibyjy ce HOBM NHMKOBHM BHJIJBMBH Ha
UHPLC/DAD xpomaTtorpamuma Ha peTeHIMOHMM Bpemennma tr= 3,20 u tr=3,53 min koja
oaroBapajy jemumbebuma M5 u M6. Jenuwewe M5 [M+H]" ma 197 m/z mokasyje joue
[M+H-H>O]"na 179 m/z, u [M+H-CO]" na 151 m/z. Jou [M+H—-RDA fragment]® wa 127 m/z
HajBepOBaTHHje HacTaje myTeM (Qucuje npcreHa nocpeactsom RDA peaknyje, mro je mpaheHo
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packunatbem C1-O u C5-C9 Besa. Jemumemwe M6 [M+H]" ma 179 m/z mokasyje jone
[M+H-H>O]"na 161 m/z, u [M+H-CO]" na 151 m/z u [M+H—-H>0-CQO]" na 133 m/z (Cnuxka 16).

JIOMUHAHTHU CEKOMPHUIOHUIHU TIIYKO3HUIU MPHUCYTHU Yy ekcTpaktuMma C. erythraea, CB, CBM
u I'Tl, cy Takohe Xxuaponu3oBaHu HAKOH WHKYyOaIuje ca ensumoM fS-raykosumazom. UHPLC/DAD
xpomarorpamu XME ciauyau cy Xxpomarorpamuma xuapoiauzosanor CBM (Cruka 17).
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Ciuxka 17. UHPLC-DAD xpomarorpamu ME u XME C. erythraea u cranmpapanux jeaumema. Ckpahenuie:
CBM, cBepuujamapus; I'Tl, rennunonukpun; CB, ceeposun; XCBM, xunponuzoBanu cBepuujampu; XTI,
XUAPOIM30BaHU TeHInonuKpuH; XCB, Xuapoan3oBaHu CBEPO3HUI.

KBantudukanuja nomuHanTHUX cekoupuaouna y ME C. erythraea mokaszana je ma cy y
Y30pKy Haj3acTyrubeHnjn cexoupunonan CBM, y koruenTpamuju ox 329 ug mg L, CB ca 15 ug
mg ! u T'TI y koruenTpamuju on 4 ug mg * cyse mace excrpakta (Ciuka 18).
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Ciuxka 18. Canpkaj cekoupunonnaux riykozuna y ME u XME C. erythraea (CBM - ceepuujamapus, I'T1 -
reanonukpuH U CB - cBeposun).

Y XME kununne kBaTHdHKOBaH je camo CBM y konnenTtpammjn ox 103 ug mg L. Pesynraru
UHPLC/DAD/(+)HESI-MS? ananm3e XME u ME ekctpakara C. erythraea cy mokasanu 1a HakoH
CH3MMAaTCKe XHPOJIM3e eKCTpaKaTa KHIUIle 10131 JI0 CMambera KoHleHTpaiuje CBM y y3opky 3a
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69%, xao u no normyHe aerpanaiuje CB u I'TI (100%) (Cnuka 18). Xumponusa craHmapIHUX
Jenrmbema oI UCTHM yCIIOBMMA JI0BeNa je 10 cMamema kommunae CBM 3a 95%, T'TI 3a 94% u CB
32 99% (pe3y/TaT HUCY MPHUKA3aHH).

4.1.3. IlpomeHa OHOJIOIIKE AKTHBHOCTH €KCTPAKTa KHYHIlE Ka0 TMOCJeIMIa HHXO0Be
XHIPOJIH3e

M3MemeH XeMHjCKH cacTaB €KCTPaKTa KHYMIIE KOjH j€ MoceIula XUAPOIU3e OCPEICTBOM [-
IIIyKO3HMJa3a YCMEPHO j€ /€0 MCTPaKMBamba Ka aHAJTU3M aHTHOKCUIAATUBHOT U aHTUMHKPOOHOT
nejcrBa ME u XME, kao u rlTaBHUX CEKOUPHIOUTHUX KOMIIOHEHTH.

4.1.3.1. Aumuokcuoamuena axmusenocm excmpaxkama C. erythraea u ceKoupuoouoHux
2nyKo3uoa

AntrokcuaatuBHa aktuBHocT XME m ME wmeranonnux ekcrpakara C. erythraea, xao u
craanapaa CB, CBM wu I'Tl, onpelena je mpuMeHOM TpH pa3IuvUTe METOJIC: aHAN3a CIIOCOOHOCTH
neyrpanuzanuje DPPH paaukana, neyrpanuzaumuja ABTS panukana um ogpehuBame peaykiuoHe
criocoonoctH jona reokha (FRAP).

Y Tabenu 21 mnpukazaHe cy BPETHOCTH aHTHOKCHAATUBHOT KalalUTeTa HCIUTHBAHUX
y3opaka. Hucy 3abenexene pasnuke y aHTHokcuaaTuBHOj aktuBHOCTH m3Mel)y ME u XME kuuune
kana je aktuBHOCT MepeHa DPPH u FRAP Ttectom. Pasnuke y akTHBHOCTH HHCY 3a0enexeHe HU
u3Mely XMIpOJIM30BAaHMX W HEXMIPOJIM30BAHMX YHCTUX CeKoupujouaa mnopehewmeMm pesynrara
DPPH u FRAP tecra. 3abenexena je Beha antnokcuaaruBHa aktuBHOCT XME y ogHocy Ha ME
Kaga cy ysopuu tectupanu ABTS merogom. CiauuHO Cy ce MOHAIIAIM M XUAPOJIU30BAHU
CEKOUPHIIONIN Y mopehermy ca HEeXHIPOIM30BaHUM CEKOMPHAOMANMA IPHIUKOM Kopuirhema
uctor tecta. Pesynratu cy nokasanu 1a ME u XME nmajy 60/by aHTHOKCHAATUBHY aKTUBHOCT O]1
CBa TpU TeCTHpaHa cekoupuaouaa. Xuaposuuszosanu reHunonukpud (XI'TI) je umao mpuOmmxHe
aHTHOKcHIaTuBHEe BpenHoctu kao ME y ABTS tecty.

Tabema 21. AwunrtnokcumaruBHa axktmBHocT XME m ME C. erythraea w cranmapanumx pactBopa
CEKOMPHIOWIHUX TIIYKO3Waa. BpemHoCTH Cy u3pakeHe Kao MMOl exBHBaleHTa AHTHOKCHIATHBHOT
KananuTeTa ranse kucenuse Ha 100 mg cysor excrpakra (mmol GAE 100 mg™? CE). Bpennoctu obenexene
MCTUM CJIOBHMA, HE TI0OKa3yjy CTaTHUCTHYKH 3Ha4yajHy pasnuky (p < 0,05) nmpema Fisher LSD Tecry.

mmol GAE 100 mg* CE
AHTHOKCHIATHBHH TECT ABTS DPPH FRAP
C. erythraea (ME) 94,783 46,8122 127,0872
C. erythraea (XME) 115,665% 59,4328 134,688?
Cgeposua (CB) 8,743¢ 0,742° 0,426"
Caeposua (XCB) 52,191°¢ 0,818° 0,828"
Ceepuujamapun (CBM) 10,2044 0,757° 0,416°
Ceepunjamapun (XCBM) 56,102¢ 0,811° 0,711°
Tennnonuxpun (I') 7,5394 0,947° 0,450P
Tenumonukpun (XI'TI) 77,530 0,739° 1,188°

Ckpahenune: ME-metanonan exctpakT knumne, XME-xunponn3zoBann MeTaHONHM eKcTpakT kuuunie, CB-cBepo3ms,
XCB-xunpommzoBaau ceposzn, CBM-ceepimjamapun, XCBM-xuaponn3oBanu cepiijamapuH, I TI-reHInonuKpuH,
XT'TI-Xxuaponu30BaH FeHIIMOMUKPHUH.
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VY 1muspy mpolieHe Moy3JaHOCTH U CTeTIeHa Kopenaiije nu3Mel)y BpeTHOCTH aHTHOKCHIATHBHOT
MOTEHITM]ajla y30paka KUYHUIe Koje Cy MOoOHMjeHe MPUMEHOM pPa3IMYUTHX TECTOBA CIPOBEJICHA j€
KOpENaIMoHa aHam3a, a koepunujent kopenamuje (R) u koedurmjent nerepmunanuje (R?) cy naru
y Tabemu 22. Cse R BpeanocTu ¢y umaie cratuctuuky 3uadajuoct (p < 0,05), npu yemy je najpeha
Kopesanuja nokazana usmeh)y DPPH u FRAP tecra (R = 0,995).

Ta6ena 22. Kopenammja (R 1 R?) m3mel)y BpeaHOCTM aHTHOKCHIATHBHOT KAaNaIUTeTa Y30paKa KHUHIIE
JNOOWjeHUX Ha OCHOBY TpH pa3nuuuTa Tecta. HuBo 3nauajnoctu p < 0.05.

R (R?)
DPPH/ABTS 0,787* (0,619)
ABTS/FRAP 0,783* (0,613)
DPPH/FRAP 0,995* (0,989)

Ckpalienuiie: *-cTaTucTHYKU 3HauajHe Kopenamuje (P< 0.05).

4.1.3.2. Aumumuxpoona akmuenocm excmpaxama C. erythraea u cekoupuoouoHux 2iyKko3uoa

Antumukpo6Ho nejectBo XME u ME C. erythraea u cranaapna ceKOMpUIOHIHUX TIMKO3UIA
(CB, CBM wu I'TI) Tectupano je Ha detupu ['pam-nio3uTHBHE W ueTHpu | paM-HeraTuBHE BpCTE
OakTepuja, Ka0 M Ha OocaM BpcTa MHUKpomuileta. KoHIeHTpaluja eKCTpakTa WM CTaHIapJHOT
jemumema Koja MHXHOMpa pacT MHUKPOOPraHHM3Ma O3HAYeHA j€ KAa0 MUHUMAllHA MHXUOWTOpPHA
KOHIIEHTpaIluja (eng. minimal inhibitory concentration- MIC). MuHuMaiHa
OaktepunuaHa/pyHrumana kouenrpanuja (eng minimal bactericidial concentrations/minimal
fungicidal concentration- MBC/MFC) mnpencraBba KOHICHTpAIMjy OWJBHOI €KCTpakTa WK
CTaHJIapJIHOT jeIUbEHha MPHU KOjoj HUje 3a0esexeH pacT OakTepuje/TbuBe.

Excrpaktu C. erythraea (ME u XME) cy mnokasanu CIHYHY WIH jady aHTHMHKPOOHY
aKTUBHOCT Ha TeCTHpaHe OaKTepHje W MHKpPOIJbMBE Yy Topehemy ca KOMepIujaliHuM
AHTUOMOTUIIMMA U AaHTUMHKOTHIIMMA. AHTHMHUKPOOHA aKTHBHOCT CEKOMPUIOUIHUX riryko3uaa CB
u CBM je 3nauajuo Beha y oHOCY Ha KOMEpIMjaliHE aHTUOMOTHKE CTPENTOMHUIIMH U aMIUIIAINH
(Tabena 23).

Munumanna uaxuoutopHa koHueHrpaiuja ME (MIC) je Bapupana ox 0,125 mo 0,300 mg
ml~%, nok je MurMManHa GakTepunuaHa konnenTpamuja (MBC) 6una y oncery ox 0,250 mo 0,450
mg ml~. MIC spennoct XME exctpakra ce kpetana y omcery o 0,125 1o 0,375 mg ml™, a MBC y
oncery ox 0,250 mo 0,450 mg ml?. ME kuumie je mokaszao epuKacHHje O€jCTBO MPOTUB
OakTepujckux cojeBa S. aureus, L. monocytogenes, M. flavus u E. coli y mopehemy ca XME.
VYoueno je u cnabuje aejctBo XME kuumniie Ha cBe TecTupaHe OakTepHjcke cojeBe y mopehemy ca
KOMEpIHjaIHUM aHTHOMOTUIIMMA CTPENTOMUIIMHOM U aMIMLMINHOM, 10K je ME kuunue nokasao
CHaXHU]JE JNejcTBO mpema S. aureus w L. monocytogenes y mopehemy ca aHTHOMOTHKOM
CTPENITOMHIIMHOM.

MIC BpenHoCTH CTaHIapIHUX pacTBopa cexompuaouna cy sapupane ox 0,004 mo 0,030 mg
ml~, nox cy Bpexnoctn MBC 6uie y oncery ox 0,007 zo 0,060 mg mlt. CBM u CB, kao u B-uxose
XUIPOJIM30BaHe (opMe HMaje Cy HM3paKeH aHTHOAKTEepUjCKU edeKaT MPOTUB CBUX TECTUPAHUX
0aKTepHjCKHX COjeBa KOjU je OMo jauu U y OJJHOCY Ha KOMepIIMjaTHe aHTUOMOTHKE.
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Ta6ena 23. Autumukpo6Ha aktusHOCT ME 1 XME C. erythraea u urctix ceKOMpuaouIHuX TIyKo3uaa: A) AHTHOAKTepHjcKa aKTUBHOCT, b) AHTH(YHTaIHA

AKTUBHOCT.

A. MIC/MBC [mg ml*]

Bakrepuja S. aureus B. cereus L. monocytogenes M. flavus P. aeruginosa  E.coli S. typhimurium E. cloacae
C. erythraea (ME) 0,187/0,250 0,125/0,250 0,125/0,250 0,250/0,450 0,125/0,250 0,300/0,350 0,125/0,250 0,125/0,250
C. erythraea (XME) 0,250/0,300 0,125/0,250 0,187/0,250 0,375/0,450 0,125/0,250 0,375/0,450 0,125/0,300 0,125/0,250
Caeposuz (CB) 0,007/0,015 0,004/0,015 0,022/0,030 0,011/0,015 0,030/0,030 0,015/0,030 0,007/0,015 0,007/0,015
Caeposua (XCB) 0,004/0,015 0,007/0,015 0,015/0,030 0,007/0,015 0,015/0,030 0,007/0,015 0,007/0,015 0,007/0,015
Caepunjamapun (CBM)  0,004/0,007 0,004/0,015 0,022/0,030 0,011/0,015 0,030/0,060 0,011/0,015 0,007/0,015 0,007/0,015
ggg%lamp“ 0,006/0,015 0,007/0,015 0,075/0,015 0,011/0,015 0,015/0,030 0,011/0,015 0,007/0,015 0,007/0,015
CrTpenToMuIMH 0,250/0,500 0,050/0,100 0,150/0,300 0,130/0,250 0,050/0,100 0,050/0,100 0,050/0,100 0,050/0,100
AMIHIUINH 0,100/0,150 0,100/0,150 0,150/0,300 0,100/0,150 0,100/0,200 0,300/0,50 0,150/0,200 0,150/0,200
b. MIC/MFC [mg ml 1]

I''buBa A. fumigatus A. versicolor A. ochraceus A. niger T. viride P. funiculosum P. ochrochloron P. verucosum
C. erythraea (ME) 0,125/0,250 0,125/0,250 0,125/0,250 0,250/0,300 0,125/0,250 0,062/0,250 0,062/0,250 0,062/0,250
C. erythraea (XME) 0,125/0,250 0,125/0,250 0,300/0,400 0,250/0,300 0,125/0,250 0,062/0,250 0,062/0,250 0,062/0,250
Caeposnun (CB) 0,015/0,060 0,007/0,015 0,004/0,007 0,004/0,007 0,001/0,002 0,004/0,007 0,004/0,007 0,030/0,060
Caeposua (XCB) 0,030/0,060 0,004/0,007 0,004/0,007 0,004/0,007 0,003/0,006 0,002/0,004 0,002/0,004 0,007/0,015
Caepunjamapun (CBM) ~ 0,004/0,015 0,004/0,007 0,004/0,007 0,004/0,007 0,002/0,004 0,004/0,007 0,002/0,004 0,004/0,015
gg%”l\‘jf)amp“ 0,007/0,060 0,007/0,015 0,004/0,007 0,007/0,015 0,002/0,004 0,004/0,007 0,004/0,007 0,007/0,015
KeTokoHa3o 0,200/0,500 0,200/0,500 0,150/0,200 0,200/0,500 0,200/0,300 0,250/0,350 0,200/0,500 1,000/1,000
Budonazon 0,150/0,200 0,100/0,200 0,150/0,200 0,150/0,200 0,100/0,200 0,200/0,250 0,200/0,250 0,150/0,200
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Xunponu3oBanu ceepo3us (XCB) je mokazao uuxy MIC BpemHoct y mopehemy ca
HEXUPOIN30BaHUM OOJMKOM y CiIy4ajy OakTepHjcKuX cojeBa S. aureus, L. monocytogenes, M.
flavus, P. aeruginosa u E. coli. CBM je takohje Ouo epukacHuju 011 CBOje XUAPOIH30BaHE (HopMe
NPOTUB CBHX TECTUPAHUX | paM-MO3UTHBHUX OaKTepHjcKHX cojeBa, ca u3yzetkom M. flavus. Ca
Apyre cTpaHe, XHIpoiu3oBaHM cBeprujamapun (XCBM) je Ouo edukacuuju nporuB ['pam-
HeratuBHE OakTepuje P. aeruginosa vero oarosapajyhu HeXuapoM30BaHu 00K jeaumema. CB u
CBM cy nokasanu CIMYHYy aHTHOAKTEpPHjCKY aKTHUBHOCT OCHM Y OJHOCY Ha OaKTepHjcKe cojeBe S.
aureus u E. coli rue je Behy eduxacnocr umao CBM. XCB je mokaszao jauy aHTHOAKTEPHjCKY
aKTUBHOCT HETO XMIPOJIM30BAHHM CBEpLMjaMapuH, U TO Ha OakTepujckuM Bpcrama S. aureus, L.
monocytogenes, M. flavus, u E. coli. O6e dopme cBepo3mma u cBeplHjaMapuHa MMaje Cy jadyd
aHTHOAKTEPH)CKH eeKaT Hero TeCTUPAHU AHTUOMOTHIIH.

XME u ME C. erythraea cy y 3aBUCHOCTH OJf BPCTE IJbHMBE IIOKa3ald aHTU(QYHTATHY
aktuBHOCT ca MIC Bpemnoctuma msmehy 0,062 u 0,300 mg ml™! u BpenHocTMMa MuHMMAHE
¢ynrumuase xonnentpamuje (MFC) y oncery ox 0,250 mo 0,400 mg ml™t. 3Hauajue pasmuke
n3Mmely ekcrpakaTa HHCY YOUE€HE OCHM Yy Cllydajy nejctBa Ha A. ochraceus mpema kome je ME
Kuuuie ucrnosbuo jaun epekar. Anamusupann ME u XME ekcrpaktu C. erythraea cy mokasanu
jaun antudyHramHu edekar Ha cojeBe A. fumigatus, A. versicolor, A. ochraceus, T. viride, P.
funiculosum, P. ochrochloron u P. verrucosum var. cyclopium y nopelemy ca KoMmepuujaIHUuM
AHTUMHKOTULIMMA KETOKOHA30JIOM U OM(OHA30IIOM.

Cranmapau CeKOMpUIOUAa Cy IMOKAa3ad jady aHTHU(YHTAIHY aKTHBHOCT o ekcrpakara C.
erythraea ca MIC BpemHocTMMa Koje cy ce kperane usmehy 0,007 u 0,030 mg ml™t u MFC
BpenocTuMa y omcery oa 0,002 mo 0,060 mg ml™t. XCB 6mo je eduxacuuju mpotus cojepa A.
versicolor, P. funiculosum, P. ochrochloron u P. verrucosum var. cyclopium y mopehewmy ca
HexuaponuzoBanoM popmom CB. Ca npyre crpane, CB je moka3ao jaue HHXHOUTOPHO JI€jCTBO Ha
T. viride u A. fumigatus ox cBoje xuaponuszosare Gopme. CBM je 6uo edhukacHuju MpOTHB BPCTA
A. fumigatus, A. versicolor, A. niger, P. ochrochloron u P. verrucosum var. cyclopium kako ox
cBoje xuaponuszoBane popme (XCBM), Tako u y nopehewy ca CB. Ca apyre crpane, CB ucnospaBa
jaue antudynranHo nejctBo og CBM y cy36ujamy pacra T. viride. XCB mnocenyje jaue
aHTU(YHTAJIHO JIEJCTBO OF] XUAPOIM30BaHOr obsinka ceepuujamapuaa (XCBM) npema Bpcrama A.
versicolor, A. niger, P. funiculosum u P. ochrochloron. Hacynpor Tome, xuaponu3zoBana ¢opma
ceepuujamaprna (XCBM) mokasana je jaue antudyHraino aejcro Ha A. fumigatus u T. viride o
XCB. Hajjaue anTugyHramHo AejCTBO TECTHpPAaHU CTaHAAPAM CEKOUMPHUIIOMAA Cy HCIOJBUIM Ha
Bpcrama A. ochraceus, T. viride, P. funiculosum u P. ochrochloron. Ceu tectupanu y3opigy, Kako
exctpaktu C. erythraea, trako u oaroBapajyhu ctanmapau CEKOMPUAOUIA, OWUIIO J1a Cy CH3UMATCKU
XHUJPOJIM30BAaHU WIM HE, MOKa3aJd Cy CHAXHO aHTU(YHTalHO JEjCTBO CIMYHO WM jade of 00a
TeCTHpaHa aHTMMUKOTHKA KETOKOHa30J1a ¥ OudoHazoa.

4.1.3.3. In Vivo 6uompancgopmauuja memanonnux excmpaxama C. erythraea nocpeocmeom
2nuee P. funiculosum

Excniepumentu Ouorpancpopmanyje ME kuuniie n3BeseHu cy aa 6u ce ucnurana MmoryhHoct
Jla cojeBU OaKkTepuja U MUKPOMHUIIETA KOJU Cy KOpUIIhEeHU Y aHTUMMKPOOHUM TECTOBHMAa MOTY Jia
Tpanchopmuily cybneranHe kKoHueHtpamuje cexkoupuaouna (CBM, I'Il u CB) mpucyrtHux y
XPaHJBUBO] TIO/IJIO3U Y3 TTOMOh COTICTBEHUX €KCTpalenyJapHuX S-TIIyKo3Huaa3a. 3a eKCIIEpUMEHTE je
onabpan ¢ynramau coj P. funiculosum npema xome cy u ME nu XME kuumiie HCHOJBHITN CHa’KHO
antTudyHraimHo xaejcrBo (Tabenma 23), a koju je y JnuTeparypu MO3HAT N0 MPOAYKIHUJU
excTparnenyaapuux f-rimykosumasa (Lachke u cap., 1983; Kantham, 1985; De Castro u cap., 2010).

Wukybamnmja TeyHe KyAType TJbMBE ca CcyOJleTamHMM KOHIeHTpamujama ekctpakara C.
erythraea moBena je 10 MOCTENEHOT CMameHha KOHLEHTpalUje CeKOMpUIOMIHUX Tiyko3uga CB,
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CBM u I'll y nomio3u. Mepema caipikaja CeKOUPUIOUAHUX TIYKO3UJa BpIICHA Cy Ha MOYETKY
kokynTuBanuje (0 mama), kao u HakoH 3 m 6 mana kyrruBaije (Cmuka 19). Illect nana HakoH
unkybarje kynrype P. funiculosum ca excrpakrom C. erythraea xkomuumHa MepeHHX
cexoupuIou/a je 3HauajHo onana (Ciouka 19 B).
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Ciuka 19. Buorpancdopmariija CeKOMPHUIOUIHUX TIIMKO3uAa U3 ekctpakara C. erythraea mox mejctBom
puBe P. funiculosum. A. UHPLC-DAD xpomarorpamu kynrype P. funiculosum ca 5 mg ekcrpakra C.
erythraea. b. Caapxaj cexoupumona ceepiujamapuna (CM), renmmonukpuna (I'TI) u cBeposuma (CB) y
kyntypu P. funiculosum nakon 0, 3 u 6 1aHa KOKyJITHBALH]€.

[TpoayKTH XUAPOIU3E CEKOMPUIOUAHUX TIYKO3UIa HUCY JETEKTOBAaHU Yy yCJIOBHMa in Vivo.
WNwmajyhu y Buy /1a arimMKOHM KOJM HAcTajy y KaTaOOJMYKOM MPOIECY MOTY Ja Ce KOHBEPTY]Y Y
oarosapajyhe anmkoxoisie U Auanaexuie, MpeTrnocTaBba ce JAa Cy HUXOBE KOHIEHTpPALHUje Y AaTUM
ycJ0BUMa OWJie MCTIO/ HUBOA JieTeknuje kopunihene aHanutuuke metone (Crnuka 19 A). PesynraTtu
cy ykasanu jaa pynrannu coj P. funiculosum moxe na pacte y nprcycTBy eKCTpaKkTa KHUYHIE KOjH je
0orat CEeKOMpHIOWUIMMA, TPU YeMy C€ KOHIIEHTpAIlMja OBHX jeIUIEHha Y IMOAJIO03M IOCTEIEHO
cMamyje (Cruka 19 B). Ha oBaj Hauun P. funiculosum edukacHo mpeBas3uiazu TOKCHUHH edekaT
CEeKOUPHJION]Ia U BUXOBHX arjuKoHa.

4.2. Meta6oim3aM CEKOMPHIOMIAHUX Tiayko3uaa y Jjaucrouma C. erythraea
TOKOM 0/IFT0BOPA HA CTPeCc MeXaHUYKHUM NoBpehuBameM

YV mwby aHanu3e yTHIQja MEXaHWYKOr ToBpehuBama HMCTOBAa Ha MeTaboau3am
CEKOMPUIOMIHHUX Tiyko3una y mumcroBuma kuumie (C. erythraea) wusBpiieHO je ymopemHo
npodunucame OBe Ipyle jelMbeha W aHalIu3a eKCIpecuje OMOCHHTETCKUX IeHa Yy y30pLuMa
MHTAKTHUX U TOBpel)eHUX JIMCTOBA KOjU CYy CAKYIUJbaHH y Pa3IMYMTUM BPEMEHCKHM HMHTEpBAINMA
HakoH noBpeze. CBU eKCIepUMEHTH Cy ypaheHu KopHullhemeM KJIOHATHO MPONarupaHux jeIUHKH
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0/1a0paHOT BUCOKOIMPOIYKTHBHOT TE€HOTHIIA KUYMIE Kao OM ce m3berao edexaT reHOTUIA Ha
(eHOTHUTICKY BapHjaOMITHOCT. AHAIW3UpPaH je Takohe HUBO EKCIpecHuje reHa KOju KOaupajy 3a
onabpaHe TpaHCKpUIIIMOHE (akTope Kao OM ce CTeKao YBUI y MEXaHU3ME peryiaiuje
OMOCHHTETCKOT ITyTa CEKOUPHUIONIA M PACBETIIMJIA yJIOra CUTHAIHOT myTta JA TOKOM o10pamOeHor
oarosopa O6usbke Ha crpec moBpehuBameM. Of moceOHE BaKHOCTH OO je mpaheme ekcrpecuje
reHa Koju Koaupajy 3a eHsum f-rinyko3unazy (CeBGLU), eH3uma koju Kataiu3yje MOYETHH KOpPaK
KarabolM3Ma CEKOMPUIOMIHUX TJIYKO3HMJA, Y eKCIHCPUMEHTATHOM MOJeNy MEXaHHYKOT
noBpehuBama JrcToBa.

4.2.1. Cenexkumja BHCOKONPOAYKTHBHOr reHoTtuna C. erythraea W WeroBa KJOHAJIHA
nponaramnuja

Canpikaj CeKOMpPUIONIA Y HACYMUYHO OJa0paHuX JIeCeT MHAMBHYA, KOj€ Cy OJrajeHe U3 ceMeHa
cakymJbeHuX Ha JiokanuteTy Ilasa (CpOuja), mpukazan je Ha Cimnm 20. JenuHka ca yKYITHUM
cajpKajeM ceKoMpuaouaa - o3HaueHa kao I11 (5420 pg cexompuponma 100 mg? ceexe mace)
onabpaHa je 3a KJIOHAJIHO yMHOXaBame IMOCPEACTBOM IN VItro kyntype KopeHoBa. M3maHim
pereHepucany Ha KOPEHOBUMA IpebaueHu ¢y Ha UBpCTY ¥2 MS XpaHspMBY MOUIOTY paay HHIYKIIH]jE
OXKUJbaBama, HAKOH Yera Cy KOpuliheHH y eKCIICPUMEHTHMA 32 UCITUTHBAKE YTHIIAja MEXaHHUYKOT
noBpehuBama TkuBa U TpetMaHa MeJA Ha MpoAyKIHWjy CEKOMPHUIOUIHHUX TIYKO3HMJa KOJ KHYHIIE
(Crmuka 20).
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Cnuka 20. YKynHU caJpixaj CEKOMPUIOMIHUX TIyKo3uaa y nuctoBuma 10 omabpanux jenuuku (I11-I110)
nopexsiom u3 nomnyinauyje [lama (Cpbuja). Cxpahenune: I'Tl- rerunonukpun, CBM- csepiuamapun, CB-
CBEPO3UI.

4.2.2. Ipodunucame UpUIONAA U CEKOMPHUIAOMAA Y JUCTOBMMA KHYMIlEe HAKOH MEXaHUYKH
u3a3paHor nospehusama

3a kBantudukanujy upumonaa (JIK u JIOI') u cexoupumonaa (CJIOI, CB, CBM u I'Tl) y I11
jemuukama C. erythraea xopumhena je UHPLC/DAD/(-)HESI-MS? anamusa (Tabema 24).
MoJieKyIapHH jOHH CBUX MEPEHUX jeINIbCHba, AaHATM3UPAHN Y HETATHBHOM jOHU3AI[HOHOM PEKUMY

BUJIJBUBH Cy Kao aJyKTH ca cuphetHom kucenuHoMm [M+CH3COOH—-H] ", ca uzy3zerkom JIK.
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Tabena 24. Vpumouan U CEKOUPUPIOUAN HICHTU(HUKOBAHM y METAHOJHUM ekcTpaktuma [11 reHoruma
spcre C. erythraea mpumenom UHPLC/DAD/(-)HESI-MS? ananuse. Ilpukaszanu cy cienehu mapameTpu:
perennmono Bpeme (tr), mpoaykr jon [M+CH3COOH-H]- m/z, MS? ¢parmenara kopumhenux y SRM
(enr. Single Reaction Monitoring) excriepumenTy, Konusuone enepruje (CE), 1 Amax 32 cBako aHaIU3MpaHO
jenumeme.

UHPLC-MS nmoganm UHPLC-DAD
nmoganu
I o riy MO SN £
1 Joranmcka 2,01 375 213 (100), 168 (<5) 20 195 240
Knceanna
5 Ceepuujamapun®’! 2,61 433 179 (100); 161 (15) 20 2,52 240
2 Jloranun®1 2,88 449 227 (85); 127 (100) 30 2,85 240
6  Cemmomnkpun®' 2,9 415 179 (60); 119 (100) 20 283 250,280,370
4 Ceepozua®’ 3 417 195 (100); 179 (85) 20 2,94 250
3 CexosoranunC-! 3,66 447 155 (100); 123 (30) 30 358 240

“Torephenn kopumhemem crannapaa, *TloTBpheHn Ha OCHOBY JIUTEPATYPHUX MOJATAKA

JIK je nokasana jou [M—H] wa 375 m/z u MS? ¢pparmente [M—CsH100s—CH20—H]~ na 168
m/iz u [M—CsH100s—H]" mwa 213 m/z mro oaroBapa ryOutky xekcoze on 162 Da.
[ceynomonexynapuu jou JIOI' [M+CH3COOH—H] nerekroBaH je Ha 449 m/z, a HaKOH ryOHUTKa
riykose nokasyje MS? jou [M—CsH100s—H]™ ma 227 m/z. CJIOT ca mceymoMoseKyIapHuM jOHOM
[M+CH3COOH—H] wna 447 m/z noka3syje ¢pparmenre [M—CsH1005—H20—CO—24—H] na 155 m/z
U [M—CsH1005—H20—CO—C202—H]™ na 123 m/z. Jou CB [M+CH3COOH—-H] na 417 m/z naje
MS? mpoaykr jon [M—CeH100s—H]™ ma 195 m/z, xoju HacTaje ycuem TyOWTKa TIyKO3e
[CeH1206—H20—H]™ on 161 m/z. CBM mnokasyje jou [M+CHsCOOH-H] na 433 m/z ca
mujargoctuukuM MS? pparmentom [CeH1206—H]™ Ha 179 M/z xoju oarosapa AeHpOTOHOBAHO]
riayko3u U pparmenTom [M—C7H1208—H] Ha 149 m/z koju je HacTao ycien ryouTka riykose, H20
u COz. Jou I'lT [M+CHsCOOH-H] ua 415 m/z noka3syje MS? dparmente [CeH1206—H]™ na 179
M/z xoju oaroBapa AeMpOTOHOBaHOj riuyko3u, u [M—H—CgH120g]™ jon Ha 119 m/z, xoju je HacTao
HakoM ryoutka riaykose, H.O u CO.. UHPLC/DAD mnonanu cy npezacraBibenu y Tabenu 24, 10K
Cy Xxpomarorpamu noBpehenux u nenux iucrosa gatu Ha Crunum 21 1.

XemHjcKo mpouiInucame UPUIOUIA M CEKOMPUIONAA Y JIMCTOBUMA KUYMIIE, TIOKA3aJlo je Ja
MEXaHMUYKO MoBpehuBame TKUBA JUCTOBA M3a3MBa MPOMEHE Y CaJpKajy OBUX JEIUIECHA, KAKO Y
nenumM, Tako u 'y nospehenum aucrosuma (Ciuka 21 E). Akymynanuja CBM u I'll y aucroBuma
nerexkroBana je Beh 2 h nakon nmospehuBama, 1ok konuunHa CEK u CB 3HauajHo pacte HakoH 16 h.
Canpxaj CBM y nucroBuma noctmke Makcumante BpenHoctd 24 h kacauje. Caapxaj CEK, CB u
I'Tl noctmxe MakcumanHe BpeaHoctd 96 h HakoH moBpene. YKymHHM caapikaj aHATHM3HUPAHHUX
CrielMjaTn30BaHuX MetabosuTa pacte 10 96 h HakoH moBpehuBama U y HenuM U y noBpeheHum
muctoBuMa. Tanma cy 3a0enexeHe MaKCHUMajlHE BpPEJHOCTH calp)kaja yKYNHUX HpUIouja U
cexonpuaouaa u 1o y nenum nuctopuma (Cnuka 21 E, 21 II). Haj3acTymibeHUju CEKOMPUTOUT j&
6uo CB y xoruenTpammju 2700 ug 100 mg? cexe mace nmucrosa. I'Tl je akyMynnpaH y IMCTOBHMA
10 2000 ug 100 mg?, a CBM mo 200 ug 100 mg™ ceexe mace mucropa. Koumnentapiuja JIK je
noctu3ana BpeaHoctu 10 50 ug na 100 mg, a JIOI" go 3 g ma 100 mg cBexe mace nucroBa (Criuka

21 JI).
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Cmuka 21. Edekar crpeca nospehuBameM Ha caapkaj upupouga M cexowpuaouga y sucrouma C.
erythraea. A. XWNOTeTHYKa cXeMa OHMOCHHTETCKOT TyTa CEKOMPWIOWIHHX Tiyko3uma kon Bpcre C.
erythraea (momupuxoBano mnpema Matekalo u capaguuumma, (2018). IozHati eH3uMH Cy oOeeKeHH
CTpeNuIama, 10K je HCIPEeKUAaHUuM cTpeInLamMa o0enexeH A€o IIyTa y KOM €H3UMHU JI0 JaHac HUCY MO3HATH.
b. 'paduuxm nprkaz nocrynka noBpehuBama nucrosa: noBphenn nucrosu (I1JI), nenu mucrosu (LIJI). L.
UHPLC/DAD xpomatorpaM HemnoBpel)eHOT JIMcTa ca rmodyeTka ekcriepuMeHTa. YBehaH je 1eo ca MUKOBUMA
KOjU OAr0Bapajy UpHaouauMa 1 cekonpuaonauma. [. YkymnHu cagpxaj npuaouaa y KOHTpOIH, HoBpeheHum
u neauM JmctoBuMa 96 h nHakon moBpehumBama. Ckpahienurie: 1-moraHWHCKA KHCEIWHA, 2-JOTaHWH, 3-
CCeKOJIOTaHUH, 4-CBepo3uji, S-cBepuujmapuH, 6-renuuonukpuH. E. TorutorHe mame (enr. heat maps)
NpUKa3yjy caapkaj CBakor MeTadoiWTa Yy pasiudUTUM BpPEMEHCKMM TadykaMa HaKOH MEXaHHYKOT
nospehusama y Il u LIJI. Bpennoctu cy npeacraBibeHe Ha CKajlM Of 3ejieHe (MUHMMAIHA KOHIEHTpALHja)
10 1pBeHe (MaKCHUMaliHa KOHIICHTpAIIMja) 3a CBAKO jeIUbCHh-e TOCeOHO, Kao U 3a YKYITHHU cajpraj UpUIoua
y aucroBuma. Ckpahennne: IPP n3onentennn nupodochar, DMAPP numernnamun nupodocdar, GPP
repaunn audocdar, GPPS repanun nudocpar cunraza, GES repanuwon cunrtaza, G80 repanmnon §-
okcuzaaza, 8HGO 8-xuapokcurepanuosl okcujopenykrasa, IS umpumonn cuntaza, |0 upugons okcumasa,
7DLGT rayko3un TpaHcepaza 7-I€OKCHUIOraHeTHHCKe kucenuHe, (DLH  xugpokcumaza  7-
neokcunoranuacke kucennHe, LAMT O-mertunrpancdepaza noranuHcke kucenuHe, SLS cexomoranun
CHHTAa3a.
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4.2.3. AHaim3a ekcrnpecuje OMOCMHTETCKMX TFeHAa W TreHa 3a TPaHCKPUNIHOHe (aKTope
YKJbYy4eHHX Y MeTadou3am cekonpuaonaa kox C. erythraea

[Tpumenom qPCR Metoze onpeheH je HUBO eKcripecHje OMOCMHTETCKUX T'eHa y MOBpeheHUM U
[[ETUM JINCTOBUMA KUYHIIE KOJU Cy Y30PKOBAHH y Pa3IUYUTUM BPEMEHCKUM HHTEPBAIMMA HAKOH
noBpehuBama. Hajrpe je u3 OuspbHOr Matepujana nzojoBana ykynHa PHK u kBanurer npoBepeH Ha
arapo3HowM reny (Crnuka 22). YcraHoBJbeHO je na je u3onoBana PHK 3amoBospaBajyher kBanurera u
koHneHtpanuje. M3omoBana PHK je kopumhena 3a peaknujy peBep3HE TpaHCKPHUIIHjE, a
cunterucana komrementapHa JIHK je mpencrasipana marpuity y peakiuju kBanturatuBHor PCR,
y3 IPUMEHY IreH-ClIeUPUIHUX IpajMepa.

PR M. S a7 7 PR R SO S W ] ] SR B

Cmuka 22. PHK wuzonoBana u3 moBpehenux u nemux jmcroBa C. erythraea BU3yelnn30BaHA ETUAW]YM
Opomuniom Ha 1% araposzHowm reny. 1) HenoBpehena 6uibka, 2) 1eo nuct 2 h HakoH nospesne, 3) noBpehex
quct 2 h Hakon nospene, 4) nenospehen nuct 4 h Hakon moepene, 5) nospehen nuct 4 h Hakon mospeze, 6)
1eo aucT 8 h HakoH moBpese, 7) moBpehen auct 8 h HakoH moBpese, 8) meo auct 16 h Hakon mospene, 9)
nospehen nuct 16 h makon nospexe, 10) meo auct 24 h Hakon nospene, 11) moBpehen nuct 24 h Hakon
moBpene, 12) meo auct 48 h makon mospene, 13) nospehen nuct 48 h Hakon mospene, 14) meo auer 96 h
HaKoH noBpere, 14) moBpehen auct 96 h HakoH moBpene.

AHanu3upaH je HMBO €KCIpecHje JeceT NpeTHocTaB/beHuX OucuHTerckux rexHa: CeGPPS,
CeGES, CeG80, Ce8HGO, CelS1, CelS2, CelO, Ce7DLGT, Ce7DLH2 u CeSLS, xao u miecT reHa
KOju Koaupajy 3a TpaHckpumniuone ¢akrope: CeCOIll, CeJAZ, CeMYC2, CeBIS1, CeJAMZ,
CeJAM3. PenatuBHa ekcmpecwja CBHX aHAJIM3MpPAaHWX TeHa je HOPMAaJM30BaHA y OJHOCY Ha
ekcrpecujy pedepeHtHor rena 3a emonraionu (akrop 1 (CeEF1). Tlpoceuan Opoj mukiyca y
kojeM je moctu3an npar gerekiuje (Ct) rena CeEF1 je 6o yjenHaueH y CBUM y30pIMa M U3HOCHO
je 18,32 £ 0,07.

CrneunpuuHocT ammMduUKanyje aHATU3UPAHUX TeHa KopuiIhemeM KOHCTPYHCAHHX
npajMepa MoTBpleHa je aHaIM30M KpuBa TemIiieparypa Tomsbema (7m) mpoxykra HakoH (PCR
peakuuje. JlobujeHe cy m00po OONHMKOBaHE KpHBE TOIUBEHA Ca JaCHUM J€JUHCTBEHHM
makcumymuma temreparype (Cmmka 23). EdukacHoct cBux PCR peakmnmja m3padyHara je Ha
ocHOBY HaruOa (eHr. Slope) cranmapIHUX KpHBa M OWIa je Y OICery NpernopyueHHX BPEIHOCTH OJT
90-110%.
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CeEF1 _.| CeJAM? A ~| CeBGLU

Crnuka 23. Ipumepu 30upHuX KpuBa Torubema PCR mpojaykara koje TOKa3yjy BHCOKY CIEIU(PHUIHOCT
aMIUTHQUKaLyje aHATM3UPaHUX TeHa.

WNudopmanuje o yrunajy crpeca nospehupamemM Ha MeTaboJIM3aM CEKOMPHUI0HNIA KO KHUHUIIE
noOujeHe Cy aHaJM30M EKCIpecHje OMOCHHTETCKMX TeHA. YTHIIA] TOBPENIE Ha CEKCIPECH]y OBHUX
reHa y Pa3IMYUTHM BPEMCHCKUM HHTEpPBAIMMA aHAIU3UpaH je y [eTuM U y moBpeheHuMm
JUCTOBMMA, a pe3yiaratd cy npukazann Ha Chmumu 21, Excnpecnja rena CeLAMT Huje
MPEe3eHTOBaHAa, C 003upoM Ja je Ouia mcroa HuBoa nerekiuje. Excripecuja rena CelS1 ce Huje
Memalla HAaKOH MOBPEJIe, TOK je HUBO EKCIIPECHje OCTANIMX JICBET T'eHa YKJbYUYCHUX Y OMOCHHTETCKH
nyT ceKxompuaonaa nopehana HaKOH MEXaHMUYKE MOBpEJE JHCTOBA KaKO Y MOBpeheHUM, Tako U y
uenuM aucroBuMa kuumie (Cnuka 24). [IpBu ren OuocuHterckor myra cekoumpunonaa CeGPPS
KOJMpa 3a eH3uM Tepanmwl audocdar CHHTa3y Koja KaTallu3yje peakiujy y K0joj O TUMETHIIAIHT
mudocdara u uzoneHtenun audocdara Hacraje repanmn gudocdar (Cnuka 21 A). Excopecuja
rena CeGPPS ce 3nauano moschaBa 2 - 4 h mHakoH moBpeze, a 3atuMm ce HakoH 6 h Bpaha Ha
KOHTPOJIHM HUBO. 3HauyajHO nosehame HUBOA excnpecuje 3abdenexeno je 3a rene CeGES, CeG80,
Ce8HGO, CelS2, CelO, Ce7DLGT u Ce7DLH2 nakon 24 h u 48 h ox moBpeze. Excripecuja rena
CeGES, CelS2 u Ce7DLGT ce nosehasa 24 h HakoH moBpe/e U 0cTaje 3Ha4ajHO oBehaHa U HAKOH
96 h. Ca nmpyre ctpane, excrpecuja reda CeG80, Ce8HGO, CelO u Ce7DLH2 takolhe pacte HakoH
24 h, anu ce Bpaha Ha KoHTpoJIHK HUBO 96 h HakoH moBpeze. Hajehu mopacT y eKCrpecHju o 0Ko
800 myta y mopehemy ca KOHTPOJIOM 3a0eleKeH je 32 TeH KOjU KOAMpa 332 CEKOJIOTaHWH CHHTAa3y
(CeSLS) u to 48 h nakon moBpene. Pakropujanna ananusa BapujaHce (Tadena I11 y Ipuiory)
MoKa3aja je Ja je BpeMe jeAuHH (pakTop KOju MMa 3HayajaH YTHIa] Ha €KCIIPECH]y aHaIM3UPAHUX
OMOCHMHTETCKUX T€Ha HaKOH MexaHuuke mospenae (P < 0,05), mok pas3nuke y eKCIpecHju OBUX I'eHa
usmel)y 1T u TUT Hucy 6une cratuctiuku 3Hagajue (P > 0,05).

AHaM30M TPAHCKPUINITOMA JINCTOBA KHYHUIE HJICHTH()PUKOBAHM Cy T€HU KaHIUIATH KOjH
KOAMpajy 3a TPAaHCKPUIMOHE (akTope 3a Koje ce NpeTHOoCTaB/ba Jla MOTy Ja Y4YecTBY]y Y
perynanuju OMOCHHTE3€ CEKOMPHIOMIHUX TIYKO3UIa TOKOM OJI0OpaMOEHOT OJroBOpa Ha CTpec
nospehuBameMm. [Ipahena je npomena y excrpecuju TpaHckpunuuonux gaxropa CeMYC2, CeBIS1,
CeJAZ1, CeCOl1, CeJAM2 u CeJAM3. Ha ocroBy QPCR ananm3e moka3aHo je Ja IoBpena yTude
Ha MPOMEHE y eKCIPECUjU reHa KOjU KOJMPajy 3a TPaAaHCKPUMIHMOHE (DaKTope KOjU CY YKJbYYEHH Y
curHaigau myt JA (Cnuka 25). Excnpecuja CeJAZ1 u CeJAM3 unaykoBana je 2 h HakoH moBpeze
1ok je mopact y ekcrpecuju CeCOILl 3abenexxen 48 h makon mospehuBama. Hajseha mpomena,
WHJIyKOBaHA MEXaHWYKUM TMOBpehUBameM TKHUBa, 3a0eliekeHa je y CiIy4ajy eKCIIpecuje TeHa
CeBIS1. Bucok HHMBO TpaHCKpHITa OBOT reHa youaBa ce Beh 2 h HakoH moBpexme, a moctmxe
MakcuMyM 24 h HakoH moBpehuBama JIMCTOBA.
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Crnuka 24. PenatuBHa ekcHpecHja TeHa YKJbYYEHHUX y OMOCHHTETCKHM HMYT CEKOMPHIOMIHMX TIIyKO3MJa y
noBpehennm u nenum nucrosuma C. erythraea y pa3IU4uTHEM BPEMEHCKHM MHTEPBAJIMMa HAKOH IOBpEJE.
PenatuBHa ekcripecuja CBaKor T'eHa je MpHKa3aHa y OJHOCY Ha HUBO E€KCIpecHje Yy KOHTpOIH (HemoBpeheHu
JIMCT Ha MOYeTKy ekcriepumenta - 0 h) kojem je moaessena Bpeanoct 1. dakTopHjaiHa aHAIN3a BapHjaHCe je
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rokazana ga crame aucta (ILUI wm 1JI) He yTude 3Ha4YajHO HA €KCIPECHjy T'eHa, Ia je caMO 3HA4ajHOCT
(akTopa Bpeme TecTHpaHa y3 kopuinheme post-hoc mopehema mo Tyxujy (emr. Tukey post hoc test).
PasnmuuntuM cnoBuMa cy oOeniekeHe craTUCTUYKW 3HadajHe pasnuke (P < 0,05). Ckpahenune: GPPS
repauna audochar cuntaza, GES repanmon cunraza, G80 repanmon 8-okcmmaza, 8HGO 8-
XHUJIPOKCUTEPAHUONT OKCHIOpenykrasa, IS wpumonn cunraza, 10 wmpumonn oxcupasza, 7/DLGT rimyko3un
TpaHcdepasa 7-IcOoKCHIOraHeTHHCKEe KucenuHe, /DLH2 xuapokcuiasza 7-I€OKCHIOTaHHMHCKE KHCEIIMHE,
SLS cexonoranuH cunTasa, LIJI neo nucr, [1JI noBpehen nuct.

dakTopujaHa aHaIM3a BapHjaHCE je OTKpWiIa pa3iuke uzMelhy ¢akropa Koju yTHdy Ha
EKCIIPeCcH]y aHaJIM3UPaHUX reHa. Bpeme HakoH moBpene je jenuHu (HakTop KOju 3HaYajHO yTHUYE Ha
pasnuke y ekcrpecuju rena CeCOIlL, CeBIS1, CeJAM2, u CeJAM3 (p < 0,05). Ha ekcmpecujy
CeMYC2 rena yruue crtame jgucta, 10K je ekcnpecuja CeJAZL reHa ycioB/beHa KaKO BPEMEHOM
HaKOH IOBPEJIE M CTamhEM JINCTA, TAKO U MHTEpaKiinjoM oBa aBa (akropa (Tabdena I11 y [Ipumory).
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Cnuka 25. PenatiBHa eKcIpecHja reHa 3a ofabpaHe TpaHCKpHITIHOHe (hakTope y iauctoBuma C. erythraea
HAKOH MEXaHWYKOr noBpehuBama. PenaThBHa ekcrmpecuja CBaKOr I'eHa je NMpHKa3aHa y OJHOCY Ha HHBO
eKcIpecHje y KOHTpouu (HermoBpeheHu JiCT Ha noveTKy excrniepumenta — 0 h) kojem je noiesbeHa BpeaHOCT
1. ®akropujaina ANOVA noka3zana je na cramwe smcrta (I1J1 wiu 1J1) He yTrue 3Ha4ajHO Ha eKCIPECH]y T'eHa
COl1, BIS1, JAM2 u JAM3. Ha excnpecujy rena MYC2 ytude camo crame JIMCTa, IOK Ha €KCIPECHjy TeHa
JAZ1 ytuuay Bpeme, cTame JiucTa (moBpeheH wim 11eo), Kao 1 MHTEpaKLyja oBa Asa (hakropa. 3a CBaKu I'€H je
3HAYajHOCT HE3aBHCHHUX TPOMCHJBMBHX TeCTHpaHa y3 kopuiiheme POSt-hoc mopehewa mo Tykwujy (eHr.
Tukey post hoc test). Paznmuuutum cioBuMa cy oOelexeHe CTaTUCTHYKK 3Hadajue pasiauke (P < 0,05).
Ckpahenunne: LI - neo aucr, I[1JI - moBpehen auct

Pesyntatu xujepapxujcke KiacTep aHAIHM3€ Cy MPYXWIM OOJbH YBHUJ Y MOBE3aHOCT u3Melhy
OMOCHHTETCKMX I'€Ha W TPAHCKPHUIILMOHUX (aKTOpa HAaKOH MEXaHHUYKe MOBpe/e JUCTOBA KUYMIIE.
Ha ocHoBy pesynrara jacHo cy ce pa3asojuie ase rpyne reHa (Ciouka 26). Y npy rpymy (A) ce
cBpcraBa BehuHa Tpanckpunuuonux (axropa: CeJAM2, CeJAM3, CeJAZ1 u CeMYC2, kao u rex
KOjU je yKJby4eH y OmocuHTeTcKH myT cekoupumouma - CeGPPS. I'pyma A ce masee Moxe
MoJIENIUTH Ha noarpyny al, kojoj npunana CeMYC2 u noarpyny a2, y Kojoj ce Hajnase TpylnucaHu
CBHU OCTaJlu T'eHH 4jaHoBH Ipymne A. [Ipeoctanu aHanu3upaHu reHu ce rpynuily y kiaacrep b, koju
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ce majbe rpaHa Ha noarpymy 01 xoja odyxsara: CeGES, CeG80, Ce8HGO, CelS, CelO, Ce7DLGT
u Ce7DLH2 u moarpymy 62, y kojoj ce nanaze CeCOI1, CeSLS u CeBIS1.
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Cnuka 26. TormorHa Mama pacromene (enr. heat map) Pearson kopenamnuja 3acHOBaHA Ha pEaTHBHO]
eKcHpecHju OMOCHHTETCKHUX T'€Ha U T'eHa 3a TpaHckpuniuone ¢axrope. Koedhummjentu Pearson kopenanuje
Cy IPUKa3aHU Y TOPHEM JIEBOM TPOYTIIy MaTPHIIE, IOK Cy CTATUCTUYKE 3HAYajHOCTH KOpeJalyje MprKa3aHe
3pe3aunama (p < 0,01) y momem JiIeCHOM Tpoyrily MaTpuiie. Pacriopes reHa y TOIIOTHO] Maru ojapeleH je Ha
OCHOBY XHjepapXxHjcKe aHaau3e KjacTepa Koja je ypal)eHa Ha OCHOBY JMCTaHI[MOHE MaTpulle Koja je Owia
jennaka 1 — KopemanmuoHa MaTpulla €KCHpecHje TeHa (MHUHMMalHa [HCTaHLIa OJroBapa alCOJyTHO
MO3UTUBHO] Pearson kopenanuju nu3Mely ekcripecuje rena, JOK MaKCHMaJTHA IMCTAaHIA OATOBapa arcoyTHO
HeraTuBHO] Pearson kopenanuju). JleHaorpaMu Xujepapxujcke aHaIM3e KiiacTepa MpPUKa3aHU Cy ca JICBE H
TOpE CTPaHE TOIUIOTHE Marle.

Kopenannona ananmsa je cripoBelieHa y IUJbY JaJber pa3iBajamba TPAHCKPUIIIMOHUX (haKTopa
KOJU CYy KO-€KCIIPUMHUPAHH Ca TeHuMa OMOCHHTETCKOT TyTa cexonpuaonna (Cnuka 26). Pesynararu
Cy yKa3aJM Ha MO3UTHBHY Kopenanujy u3mel)y OMOCHHTETCKMX I'eHa M TPAHCKPUIIIIMOHUX (pakTopa,
Ia je Tako BHUCOK CTemeH Kopenaruje 3abenexeH wm3mehy CeBIS1 w OmocwHTETCKHX TIeHa,
npBeHcTBeHo CeSLS, CelS2 u Ce8HGO, nok je HmxkHM cTeneH Kopenaiuje 3abenexxeH uszmel)y
CeCOI1 u 6uocunTeTcKHX TeHa. CTeNeH Kopelalyje eKCIpecHje MPeoCTaInX TeHa KOjU KOJUpajy
32 TPAaHCKPHILMOHE (haKTope ca OMOCHMHTETCKMM TeHUMa je OMO 3HauyajaHO HUXKH, NMPU YeMy
CeJAZ1 u CeJAM2 nucy Owim y KOpelaluju HU ca jeJHWM OWOCHHTECKHMM TE€HOM OCHM Cca
CeGPPS. Craructuuku 3HauajHa Kopenanuja y ekcrnpecuju je yrBphena usmehy CeJAM3 u
CeGPPS, CeGES, CelS2 u CeSLS, kao n uzmehy CeMYC2 u CeSLS.
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4.2.4. Yiora CHrHAJHOT MyTa jaCMOHCKe KHCEJIMHE Y peryjanuju 0HOCHHTe3e CeKOUPHUI0UIa
KHYHIe

Kako Om nasbe moTBpawim ydemhe curHagHor myrta JA y peryianydju Meradosm3ma
CEKOMPUJOUIHUX IIYKO3UJa y JUCTOBUMA KMUuULE, OMsbKe Kuuuue cy tpetupane MeJA, ¢ nusbem
enmuIuUTanyje OWOCHHTE3e OBUX jelAMIbEHha. Y CKCIepUMEHTUMa Ccy KopuiiheHe KIOHAITHO
nporarupaHe jenHKe, MPETXOIHO celeKToBaHor reHotuna [11 kuunie koje cy rajeHe Tokom 1 h
win 48 h ma xpanspuBoj momao3u ca gomaTkoMm 250 uM MeJA. OBu BpEMEHCKH HHTEPBAIU CY
onabpanu 300T TOra IITO je Y eKCIIEPUMEHTY MoBpehrBama JTUCTOBA MOKA3aHO JIa ce eKCIpecHja
reHa 3a TpaHCKpHUIIHOHE ¢akTope 3HauajHo Mema HakoH 2 h (CeJAZLl u CeJAM3) mau 48 h
(CeCOl1, CeBIS1) on noBpehuBama. McTtoBpeMeHo, 3HaYajaH MOPACT UPUIOUAA U CEKOUPUAOHIA
BUUBMB je mo4eB of 24 h makon moBpehuBama nmcroBa. Ilpahena je excmpecuja rema CeSLS,
CeJAZ1 u CeBIS1 xoju cy moka3anmu 3HayajHy U Op3y NpPOMEHY HHUBOA EKCIpEecHje HaKOH
noBpehuBama auctoBa kuuuie. ['en CeSLS je panuje o3HaueH kao reH OMOCHHTETCKOT ITyTa
CEKOMPHUIOU]IA KOjU MMa KJbYYHY YIOTY y perynanuju meradonuukor diykca, a rean CeJAZ1 u
CeBIS1 xonupajy 3a TpaHCKpHIIIHOHE (PAKTOPE ca MO3HATOM YJIOTOM y CUTHAITHOM IyTy JA.
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Crnuka 27. Canpikaj upuaona y JUCTOBMMa Kuuuiie rajeruM 1 h u 48 h ma mommosu ca momatkom MeJA,
M3pakKeH PEeNaTUBHO, Y OJHOCY Ha JINCTOBE HETPETHPAHUX jeIWHKHA KOje Cy Y30pKOBaHE CHMYITaHO ca
TPETHPAHUM jeTUHKaMa.

Pesynratu xemujcke aHanuze cy ykazanu Ja je caapxkaj CJIOI, CB, CBM u I'TI nosehan y
JAuCTOBMMA Kuumie rajenuM 48 h Ha momnosu ca nomatkom MeJA, nok y Ousbkama koje cy 1 h
rajeHe Ha TMOJ/JIO3U ca I0AaTKOM MeJA HUCY youeHe MPOMEHE CajpiKaja CEKOMPUIOUAA y OJHOCY
Ha oaroBapajyhy kouTpony (Herpetupane jenunke) (Cnuka 27).

CnuyHO Kao y eKCIepUMEHTY MoBpehuBama, CTaTUCTUYKM 3HadyajHO noBehame HHBOA
excripecuje CeSLS u CeBIS1 yoweno je y nmucroBuMa kuuuie rajenuM 48 h Ha moanosu ca
noxatkom MeJA, nok je HuBo ekcrpecuje rena CeJAZL mosehan Beh Hakon 1 h rajema Ha moao3u
ca nopatkoM enuiuTopa (Camka 28), mro ykasyje na CeJAZ1 mely npBuM reHuma y CUTHaJTHOM
nyty JA pearyje mpoMeHOM Ha HUBOY €KCIIpECHje.
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Cnuxka 28. PenatuBHa exkcnpecuja reHa CeSLS, CeJAZ1 u CeBIS1 y nucroBuma kuuuie rajerum 1 h u 48 h
Ha Moayo3u ca gomatkoM MeJA. BpemHocTH Cy TpeAcTaBIbeHE pENaTUBHO, Y OJHOCY Ha oAroBapajyhe
KOHTpoJie (HeTpeTupaHe jenuHke HakoH 1 h wim 48 h ox modeTka excriepuMenTa). CTaTUCTUYKK 3HAYajHA
pasnuka npema t - TecTy o3HaueHa je 3Be3auiiama: * - p < 0,05; ** - p <0,01

4.2.5. VYjaora f-rayko3uaasa y oa0paM0eHOM OATrOBOPY KHYHMIlE Ha CTpec H3a3BaH
nospehuBameM JgucToBa

Pesynratu ananu3se ekcripecuje rena 3a [-riyko3uiasy y noBpe)eHUM U [eTUM JTMCTOBUMA KHYUIIC
y Pa3M4YUTUM WHTEpPBAIMMA HAKOH MEXaHHYKOr MOBpehHBama JHMCTOBA yKa3yjy Ja JOJIa3d [0
omnajama HUBOA SKCIpecHje oBor reHa Beh HakoH 2 N, Te 1a HUBO TPaHCKpHUIIATA OCTaje 3HAYAJHO
HW)KH y OJIHOCY Ha KOHTPOJIY TOKOM Tpajama ekcriepuMeHTa. Excripecuja reHa 3a f-riryko3uuasy He
3aBHCH OJ] CTama JINCTOBA U onaja kako y uenum (LIJI), Tako u y nospehenum (I1JI) nucroBuma
(Cnuka 29).
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Cnuka 29. PenatuBHa ekcripecuja reHa 3a eH3uM f-riiyko3uaasy y aucropuma C. erythraea y pasnudantum
BPEMEHCKUM MHTEpBaJIMMa HAKOH MOBpehuBama nucToBa. PeaTnBHa eKcrpecrja CBAKOT TeHa je MpruKa3aHa
y OJJHOCY Ha HUBO €KcHpecuje y KoHTpoiu (HermoBpehenn nauct Ha movetky excriepumenta — 0 h) xojem je
noaesbeHa BpenHocT 1. dakropujamna ANOVA moxazana je ma crame jucra (Il wmm LJI) ve yrtuue
3Ha4ajHO Ha ekcrpecHujy rena CeBGLU, ctora je rectupana camo 3Ha4ajHOCT (akTopa BpeMe y3 Kopulnheme
post-hoc mopehema o Tykujy (enr. Tukey post hoc test). PazmuuutrM ciioBuMa cy obelrekeHe CTaTHCTHYKH
3HavajHe paznuke (P < 0,05). Ckpahenune: 11 - neo nucr, [1J1 - moBpehen nuct

YounuB je cynporan TpeH] ekcrpecuje CeBGLU nakon moBpehuBama JMCTOBAa KUUUIE Y
0JTHOCY Ha BehHMHY TeHa YKJbYYCHUX Y OMOCHHTE3Y CEKOMPHUIONIHUX TIIYKO3H/Ia, IIITO j& HaBeIO Ha
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MPETIOCTaBKY J1a OBaj XUAPOJIMTUYKH €H3MM HMMa 3HauajHy yJIOry TOKOM 0J0paMOEHOr OIroBopa
KHYMIIE Ha CTpec MoBpehuBameM. Yciemwna je u3onanuja nyHe ayxkuHe rena CeBGLU u
(byHKIMOHATHA KapaKTepr3alyja eH3uMa KOjH MOKa3yjy BUCOKY CIEIHU(PHYHOCT 32 CEKOMPHUI0NTHE
TIIyKO3U/I€ KMYHIIE Kao CyICTpaTe.

4.3. M3onanmja M KapakTepu3aumja eH3uMma f-rayko3uaaze u3 Bpcre C.
erythraea

4.3.1. U301aumja u KIOHMPame reHa KaAaHAUIAaTa 32 eH3UM B-TJIyKo3u1a3y U3 Ku4uile

I'en kammmmar 3a eH3um f-rayko3unasy u3 kmuuie (CeBGLU) uznsojeH je mopehemem
TPAaHCKPUNTOMA HAJ3EMHOI Jlela KHYMIE Ca CEKBEHLOM (YHKIIMOHATHO OKapaKTepUCaHe
CTPUKTO3UANH-f-Tityko3unase u3 spere Catharanthus roseus. CekBeHiia 13 TpaHCKPHIITOMa KHYHILIE
KOja je rmokasajyia HajBehu CTeIeH XOMOJIOTHje HYKJICOTH 1A Ca CEKBEHIIOM T'eHA OMUCAHOT KO BPCTE
C. roseus je uzzBojeHa, a 3aTUM Cy Ha OCHOBY OBE€ CEKBEHIIC AM3ajHUPAHU OJroBapajyhu mpajMepu
3a m3onanujy myHe nyxkuHe (1659 Oa3Hux mapoBa) reHa KaHAWJATa 3a €H3UM [-TIyKO3WJasy
kuuune (CeBGLU). Ykynna PHK nucroBa kuuuniie n3oioBaHa je U3 CBEXHX JIMCTOBA, a 3aTUM j€ Y
peakiuju peBep3He TpaHCKpHIHje cuHTeTHcaHa komruiementapHa JIHK koja je mocmyxmia kao
Marpuna 3a amimdukanujy mnormyHe kommiemeHtapHe JIHK rena kxamgunmara 3a eHsum f-
riayko3uaasy. Ha arapo3Hom reny qo0OujeH je npoayKT ouekuBaHe ayxuHe (ciauka 30 A).
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Cmuka 30. Ammundukandja W penaTHBHA eKcnpecdja reHa 3a f-riaykosumasy C. erythraea. A.
AMiundukanyja myHe IyXKHHE I'eHa 3a [-IVIyKO3uaasy, BU3yeJIW30BaHa eTuAujyM OpomuiaoM Ha 1%
araposuom rexry: M) JIHK mapkep (Thermo Scientific O'GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, ready-to-use),
1) mpousBon PCR peakuuje ca mpajMepuMa 3a aHanu3y ekcupecuje rena, 2) npousBox PCR peakuumje ca
mpajMepuMa 3a M30JalMjy MyHe aykuHe reHa. b. PenatuBna excrpecuja rena CeBGLU y nucroBuma u
kopenoBuMma Bpcte C. erythraea.

Ha ocHOBY cekBeHIIe U3 TPaHCKPHUIITOMA KMYHIIE TOPE MpajMepa 3a U30Jalujy MyHe JyKHHE
reHa KOHCTPYMCaHU Cy M TMPajMEPHU 3a aHAIN3Y €KCIPECH]e TeHa 3a eH3UM [-TIIYyKO3uaa3y (IyKuHa
aMITM(UKOBaHOT Tpou3Boja M3HocH 142 Ga3na mapa). Hakon mpoOne PCR amminudukanuje Ha
refy je JeTeKTOBaH NpoAykT odekuBane ayxuHe (Crmuka 30 A). Pesynratm qPCR anammse
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eKCIIpecHje TeHa cy mokasanu jaa je HuBo excnpecuje CeBGLU nemer myra Behu y mucroBuma y
OJTHOCY Ha HUBO ekcrpecuje y kopeny kuuuiie (Cnuka 30 B).

HaxkoH 1mito je u30J0BaH, reH nyHe QyKuHe je kionupan y PTZ57R/T Bekrop, a uCpaBHOCT
KJIIOHHpama je IpoBepeHa ceKBeHLUpameM. Ha ocHOBY 0OMjeHUX IMoAaTaka yCTaHOBJBEHO je Ja
MOCTOje JIBa IeHa KaHAWaaTa 3a [-TIIyKo3ujazy Koju cy o3HaueHun kao CeBGLUL u CeBGLUZ2.
CekBenile oBa JBa reHa MelhycoOHO ce pa3iuKkyjy camo y 12 HyKJeoTHJa a paziiuka Ha HUBOY
npoterHa uznocu 4 amuno kucenune (Crnuke I11 u 12 y [punory). [lyna ayxuHa reHa KaHaugaTa
(CeBGLUL u CeBGLU2) usnocu 1659 6a3uux mapoBa W OHM KOJIUPAjy MPOTECHHE OO 552 aMHHO
kucenune (Crnuka 31).

1 60
RsRBGLU (1) - —-————————————————— === MATQSSAVIDSNDATRISRSDEFPADEFIMGTG
CeBGLU1 (1) - ---------- - —————— === MAILKRSGRIVPSGASMISRGDEPADFVEGSA
CeBGLU2 (1) - ---------- - - ————— === MAILKRSGRIVPSGASMISRGDEPADEFVEGSA
CrSBGLU (1) MGSKDDQSLVVAISPAAEPNGNHSVPIPFAYPSIPIQPRKHNKPIVHRRDEPSDEILGAG
RvSBGLU (1) MESNQGEPLVVAIVPKPNASTEQ----—-—--- KNSHLIPATRSKIVVHRRDEFPQDEVEGAG
RsSBGLU (1) MDNTQAEPLVVAIVPKPNASTEH-----—--- TNSHLIPVTRSKIVVHRRDEFPQDFIFGAG

61 120
RsRBGLU (32) SSAYQIEGGARDGGRGPSIWDTFTHRRPDMIRGGTNGDVAVDSYHLYKEDVNILKNLGLD
CeBGLU1 (33) TAAYQVEGGAREGGRGPSIWDTEFTHRRPDMIKGGGNGDVAVDSYHLYKEDIQLLKNIGLD
CeBGLU2 (33) TAAYQVEGGAREGGRGPSIWDTEFTHRRPDMIKGGGNGDVAVDSYHLYKEDIQLLKNIGLD
CrSBGLU (61) GSAYQCEGAYNEGNRGPSIWDTETNRYPAKIADGSNGNQAINSYNLYKEDIKIMKQTGLE
RvSBGLU (53) GSAYQCEGAYNEGNRGPSIWDTEFTQRTPAKISDGSNGNQAINCYHMYKEDIKIMKQAGLE
RsSBGLU (53) GSAYQCEGAYNEGNRGPSIWDTEFTQRSPAKISDGSNGNQAINCYHMYKEDIKIMKQTGLE

121 180
RsRBGLU (92) AYRFSISWSRVLPGGRLSGGVNKEGINYYNNLIDGLLANGIKPFVTLFHWDVPQALEDEY
CeBGLU1 (93) AYRLSISWSRVLPGGNLTGGVNKEGIDYYNSLIDDLLANGIQPFVTLFHWDAPQALEDEY
CeBGLU2 (93) AYRLSISWSRVLPGGNLTGGVNKEGIDYYNSLIDDLLANGIQPFVTLFHWDAPQALEDEY
CrSBGLU (121) SYRFSISWSRVLPGGNLSGGVNKDGVKFYHDFIDELLANGIKPFATLFHWDLPQALEDEY
RvSBGLU (113) AYRFSISWSRVLPGGRLAAGVNKDGVKFYHDFIDELLANGIKPFATLFHWDLPQALEDEY
RsSBGLU (113) SYRFSISWSRVLPGGRLAAGVNKDGVKFYHDFIDELLANGIKPSVTLFHWDLPQALEDEY

181 240
RsRBGLU (152) GGFLSPRIVDDFCEYAELCEFWEFGDRVKHWMTLNEPWTFSVHGYATGLYAPGRGRTSPEH
CeBGLU1 (153) GGFLSPRIVDDFRQYVELCEFWEFGDRVKHWITLNEPSTFSDAGYASGVYAPGRGSTSPAL
CeBGLU2 (153) GGFLSPRIVDDFRQYVELCEFWEFGDRVKHWITLNEPSTFSDAGYASGVYAPGRGSTSPDL
CrSBGLU (181) GGFLSDRIVEDFTEYAEFCEFWEFGDKVKEWITFNEPHTYVASGYATGEFAPGRGG-—----
RvSBGLU (173) GGFLSHRIVDDEFCEYAEFCEFWEFGDKIKYWITFNEPHTFTANGYALGEFAPGRG-—-—-—---
RsSBGLU (173) GGFLSHRIVDDFCEYAEFCFWEFGDKIKYWITFNEPHTFAVNGYALGEFAPGRGG-—-—---

241 300
RsRBGLU 212) VNH--PTVQHRCSTVAPQCICSTGNPGTEPYWVTHHLLLAHAAAVELYKNKFQRGQEGQT
CeBGLU1 213) LQHRLRSAPSRTSPWGPHCKSSHGNPGTEPYIVTHHLLLAHATAVELYRNKFQKSQGGSI
CeBGLU2 213) LOHRLRSAPSRTSPWGPHCKSSHGNPGTEPYIVTHHLLLAHATAVELYRNKFQKSQGGSI

( )
( )
( )
CrSBGLU (236) ———=mmmm e ADGKGEPGKEPYIATHNLLLSHKAAVEVYRKNFQKCQGGET
( )
( )

RvSBGLU 227) —=mmmmmmmm e e s KNGKGDPATEPYLVTHNILLAHKAAVEAYRNKFOKCQEGET
RsSBGLU e KGDEGDPAIEPYVVTHNILLAHKAAVEEYRNKFOKCQOEGET

301 360
RsRBGLU (270) GISHATQWMEPWDENSASDVEAAARALDFMLGWFMEPITSGDYPKSMKKEVGSRLPKESP
CeBGLU1 (273) GITLISQWREPLND-TEADRKAAKRALDFMFGWYMDPITSGDYPESMKELVGSRLPKESP
CeBGLU2 (273) GITLICOQWREPLND-TEADRKAAKRALDFMFGWYMEPITSGDYPESMKELVGSRLPKESP
CrSBGLU (277) GIVLNSMWMEPLNE-TKEDIDARERGLDFMLGWFIEPLTTGEYPKSMRALVGSRLPEFST
RvSBGLU (268) GIVLNSTWMEPLND-VQADIDAHKRALDFMLGWFIEPLTTGDYPKSMREIVKGRLPRFESP
RsSBGLU (269) GIVLNSMWMEPLSD-VQADIDAQKRALDFMLGWFLEPLTTGDYPKSMRELVKGRLPKESA

361 420
RsRBGLU (330) EQSKMLKGSYDEVGLNYYTASYVTNASTNSSGSNNFSYNTDIHVTY-ETDRNGV----PI
CeBGLU1 (332) DESKKLRGSYDFLGLNYYTGTYVTDAPKSTG--EMLSYDTDAHVTY-TYERNGK----LT
CeBGLU2 (332) EESKKLRGSYDFLGLNYYTGTYVTDAPKSTG--EMLSYDTDAHVTY-TYERNGK----LT
CrSBGLU (336) EVSEKLTGCYDEFIGMNYYTTTYVSNADKIP---DTPGYETDARINKNIFVKKVDGKEVRI
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RvSBGLU (327) EDSEKLKGCYDEVGMNYYTATYVTNAAKSNS--EKLSYETDDHVDK-TFDRVVDGKSVPI

RsSBGLU (328) DDSEKLKGCYDEFIGMNYYTATYVTNAVKSNS--EKLSYETDDOQVTK-TFERNQK-—-—--PI

421 480
RsRBGLU (385) GPQSGSDWLLIYPEGIRKILVYTKKTYNVPLIYVTENGVDDVK--———----— NTNLTLSE
CeBGLU1 (385) GPKAASDWLHMYPEGMYKLLIYTKNTYNVPLIYITENGVDEVN--———----— NTSLTLSE
CeBGLU2 (385) GPKAASDWLHMYPEGMYKLLIYTKNTYNVPLIYITENGVDEVN-—-——————-— NTSLTLSE
CrSBGLU (393) GEPCYGGWQHVVPSGLYNLLVYTKEKYHVPVIYVSECGVVEENRTNILLTEGKTNILLTE
RvSBGLU (384) GAVLYGEWQHVVPWGLYKLLVYTKETYHVPVLYVTESGMVEEN-—-——————-— KTKILLSE
RsSBGLU (381) GHALYGGWQHVVPWGLYKLLVYTKETYHVPVLYVTESGMVEEN--———-----— KTKILLSE

481 540
RsRBGLU 436) ARKDSMRLKYLODHIFNVRQAMNDGVNVKGYFAWSLLDNFEWGEGYGVRFGIIHIDYNDN
CeBGLU1 436) ARQDTIRIKFIQDHLYNLLRAMKEGVNVKGYFIWSLLDNFEWNEGYTVRFGIVHVDYNDN
CeBGLU2 436) ARQDTIRIKFIQDHLYNLLRAMKEGVNVKGYFIWSLLDNFEWNEGYTVRFGIVHVDYNDN

( )
( )
( )
CrSBGLU (453) ARHDKLRVDFLQSHLASVRDAIDDGVNVKGFFVWSFEFDNFEWNLGYICRYGIIHVDYKT-
( )
( )

RvSBGLU 435) ARRDPERTDYHQKHLASVRDAIDDGVNVKGYEFVWSFEDNFEWNLGFIGRYGITIHVDYNS-—
RsSBGLU 432) ARRDAERTDYHQKHLASVRDAIDDGVNVKGYEVWSEFEFDNFEWNLGYICRYGIIHVDYKS-
541 597
RsRBGLU (496) FARYPKDSAVWLMNSEFHKNISKLPAVKRS--IR-EDDEEQVSSKRLRK-———————-
CeBGLU1 (496) NARYPKDSAIWLEFSSEFNKNMSTNVSFIKNGCVFISTIFKYVGTMLLSKCISATEFSN
CeBGLU2 (496) NARYPKDSAIWLEFSSENKNMSTNVSFIKNGCVFISTIFKYVGTMLLSKCISATEFSN
CrSBGLU (512) FQRYPKDSAIWYKNFISEGEVTINTAKKRE-----— REEDKLVELVKKQKY--------
RvSBGLU (494) FERCPKESAIWYKNFIAGVSTTSPAK-RR----- REEAEGVELVKROKT---—-----
RsSBGLU (491) FERYPKESAIWYKNFIAGKSTTSPAK-RR----- REEAQ-VELVKROKT---—--—---

Cmuka 31. Ilpuka3 mopehema ammHokucenuHCkuX cekBeHIm eHznMa CeBGLU1 um CeBGLU2 ca
HajCIIMYHUjMM CEKBEHI[aMa CH3MMa 3a f-riiyko3umasy u3 Bpcra Rauvolfia serpentina, Rauvolfia verticilata u
Catharanthus roseus: RSRBGLU, CrSBGLU, RvSBGLU u RsSBGLU. ¥V Ta6enu [12 npunora nprkasatu cy
onvcu KopuitheHnx ckpaheHura 3a OUJpHE BPCTE U MPUCTYITHA OPOjeBH €H3UMA.

Ha ocHOBy TO3HAaTMX aMHHOKHUCEIIMHCKUX CEKBEHI[M paHHUje OKapaKTepHCcaHuX [-
TIIyKO3Wa3a, KOHCTpyUcaHo je ¢uiorenercko crabdno (Ciuka 32) kopumhemem coprepa MEGA
6 (Tamura u cap., 2013). Ha ocHOBY pe3yirata (puiIoreHeTCKe aHaM3e yodyaBa ce Ja je MPOTCHH
paykappunun-O-f-D-rinyko3unasa, wuszonoBaH u3 Bpcre Rauvolfia serpenting (Warzecha wu
cap.,2000), eBonytiBHO HajcnuyHuju f-ruyko3unazama C. erythraea (CeBGLUL u CeBGLU?2).
CIMYHOCT aMHHOKHMCEITMHCKUX CEKBEHIHM S-riryko3uaasa Bpere C. erythraea u paykadpunuu-O-4-
D-rnyko3unaze u3 R. serpentina usHocu Buime on 65% (Tabena 25). [lopen Tora, mpoTeHHCKE
cexBenne CeBGLU1 u CeBGLU2 nokasarne cy BUCOK CTENEH CIMYHOCTH U ca CTPUKTO3UIUH O-f-
D-rnykosunasom u3 Bpcre R.serpentina (Xia u cap., 2012), crpukro3uaun-f-D-rnyko3uaasom u3
Bpcre C.roseus (Geerlings u cap., 2000), ka0 u ca CTPUKTO3UAMH-S TIyKO3HWIa30M U3 Bpcre R.
verticilata (Xu u cap., 2012) (Cnuka 31). ¥V Tabemu I12 y Ilpusory npukazaHu Cy ONHUCH
kopuinheHux ckpaheHuia 3a OWbHE BpPCTE W TPUCTYNHU OpojeBH eH3uMa y On line 0azama
nojaraka. CIMYHOCT CEKBEHIM 3a CTPHKTO3MIUH-S-D-riyko3umase n3 HaBeJeHUX OWJBHHUX BpCTa
ca aMHHOKHCEJIMHCKUM CEeKBEHIIaMa 3a KaHauaare S-rinykosuaase kox C. erythraea Bapupana je on
47,1 % no 51% (Tabemna 25).
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LIBGLU

LiBGLU
T:BGLU
DcBGLU
GmBGLU
PsBGLU
PsBGLU2
TeBGLU
RgBGLU
- VvBGLU
PaBGLU
CsBGLU
MnBGLU
CsBGLU
VfBGLU
MeBGLU
VsnBGLU
[ DIEGLU
0eBGLU
RsBGLU1
{ RvBGLU
CiBGLU
RsBGLLY
- CeBGLUL
LCeBGLU2
——RsBGLU
L saBGLU
— CsBGLU
AsBGLU
TaBGLU
o — ZmBGLU1
ZmEGLU2
[ZnBGI_US
| MeBGLU
' PeBGLU
HvBGLU
AfBGLU
VuBGLU
CcBGLU
SIEGLU
o —  S8sBGLU

R
§aBGLU
—
0.05
Cnuka 32. ®dunoreHercka aHalin3a aMHUHOKHCENIUHCKUX cekBeHIM enzuma CeBGLU1 u CeBGLU2 koja
MOKa3yje HHUXOBY MOBE3aHOCT Ca OCTAUM TO3HATUM OMJBHUM f-TiyKo3uaazama. DuioreHeTcko ctabio je
KOHCTpyucaHo kopumhemeM neighbor-joining merone MEGA 6 codtBepckor makera. Y Tabemm I12
MpuUJIora IpUKa3aHu Cy ONKMCH KopuihieHnX ckpalieHuIia 3a Ou/bHE BPCTE U MPUCTYIIHU OpOjeBU eH3uMa y 0N

line 6azama nmoxaraka.
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Tabena 25. Cnuanoct amuHokucearnHCckuX cekBeni CeBGLU1 u CeBGLU2 ca HajcpoaHujuM OHUIBHUM f5-
riayko3uaa3aMa u3 Bpeta R.serpentina, R. verticilata u C. roseus, uzpaxena y nporeatuma (%).

HHCH(T(;‘);‘HOCT CeBGLUL CeBGLU2 RsRBGLU RsSBGLU RVSBGLU CrSBGLU
CeBGLU1 100 99.3 65.8 51.2 50.9 471
CeBGLU? 99.3 100 66.1 51.0 51.0 473

CBu HaBeleHU €H3MMHU KOjH MOKa3yjy BUCOK creneH cimuHoctH ca CeBGLUI n CeBGLU2
MIPHITIA/ajy BEJIMKO] CH3UMCKO] haMHIUju TTyKo3uaHux xuapoiasa 1 (GHL), mro ykasyje na renu
M30JI0BaHM U3 KMYHIIEe Takole mpumaaajy oBoj rpynu eHzuma. Melyytum, GuiioreHeTcko rpynucame
AMHHOKHCEIIMHCKUX CEKBEHIIM HHjE€ CHTYPaH JIOKa3 Jia TPYNHCAHU MPOTEHHH TOCEAY]y MCTE HIIH
cimuyHe ¢ynkuuje. Jla 6u ce eHsuMmy poxaenuia oapeheHa (QyHKIMja HEOMXOIHO j€ MCIHUTATH
HCTOBY aKTUBHOCT Y iN Vitro tecty Ha mito BeheM Opojy cymncrpara. M3om0BaHu renu cy 3a notpede
xerepoinore ekcrpecuje yrpahenn y pRSETA BekTop Am3ajHUpaH 32 EKCHPECH]y XETEepOJOTHX
nporeuna y E. coli. McnpaBHocT KiIoHHMpama reHa o uHTepeca y PRSETA BekTop mpoBepeHa je
CeKBEHIIMpAmEeM. Y CBpXYy XeTepoJiore eKCIpecHje TeHa KaHAugaTta TpaHchopMHUCaHE CYy
komnerentHe henuje BL21 CodonPlus coja E. coli. Yenemnocr tpancdopmaruje BL21 CodonPlus
coja E. coli nposepena je texuukom PCR Ha Oaktepujckum KoioHHjama. OmabpaHe KOJIOHH]jE
TpaHc(hOpMHUCaHEe Ia3MHUIOM KOjU Y ceOM HOCH I'eH OJi MHTepeca Cy HAKOH TOora rajeHe y LuJby
naaykiuje ekcrnpecuje CeBGLUL m CeBGLUZ2 wu m3onammje onrosapajyhux pexoMOMHAHTHUX
nporenna (CeBGLUI u CeBGLU2).

4.3.2. Unayknuja xerepoJiore exkcmnpecuje u mnpeuynmhaBambe PpeKOMOMHAHTHHX IPOTEHHA
CeBGLU1 u CeBGLU?Z2

Excnpecuja pexomOunantaux ensuma y BL21 CodonPlus cojy E. coli tectupana je mon
Pa3NMYUTAM YCIOBUMA y IUJbY NpOHAJaKEHka ONTHMATHHUX MapaMeTrapa 3a CHHTe3y eH3uMa. 3a
UHAYKIHU]Y eKcrpecuje u3o-nponui-f-D-tuoranakrozugom (IPTG) kopumhene cy uerupu
pasnuunTe KoHIeHTparmje jenumema (0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM u 1 mM), npu paznuauTiM
noueTHuM BpeaHoctuma ODgoo OakTepujcke cycnensuje (ODesoo = 0,4; ODgoo = 0,6 u ODeoo = 0,8).
HcnutuBan je yTuia] pa3auduTor BpeMeHa MHKyOaIruje OakTepHujcKke KyJIType HAaKOH WHIYKIIH]E
excrpecuje (1 h, 2 h, 3 h u 4 h) u pasnuunrux remneparypa 3a rajeme 6akrepuja (18 °C, 21 °C u 37
°C). Hajsehm mnpuHOC pEeKOMOMHAHTHUX TMPOTEMHA TOCTUTHYT je HakoH 4 h wuHKyOanumje
Oaktepujcke TeuHe KyaType Ha 21 °C, kazna je excupecuja uaaykoada 0,1 mM IPTG npu ontuukoj
ryctuan Oaktepujcke Kyntype o ODeoo = 0,4. OBu ycnmoBu KopumheHH Cy 3a TPOHU3BOIY
pexomOuHanTHUX mpotenHa (CeBGLU1 u CeBGLU2) y 6akrepujama Ha Behoj ckamu y Lusby
BHUXOBE U30JIaIHje 1 TpoBepe (yHKIHje Y iN VItro eH3MMaTCKHM TeCTOBHUMA.
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Cnuka 33. SDS-PAGE ananu3za pesynrara npeunmhaBama CeBGLU1 (A) u CeBGLUZ2 (b) nporenna: M,
MPOTEMHCKU Mapkep. 1, HepacTBOPHHM JU3aT. 2, pacTBOPHM Jn3aT. 3, Gpakiuja koja ce Huje Besana 3a Ni-
NTA arapo3sy. 4, npBo Hcrnupame. 5, ApYro Ucnmpame. 6, Tpehe ucnupame. 7, ¢ppakipja Koja je ocraia
BeszaHa 3a Ni-NTA araposy. 8, exyupanu npotenH. Ctpenuna mokasyje tpake nporenHa CeBGLU1 (A) u
CeBGLU2 (B). (B) Immuno blot ananmuza npeunimhenux mpotenHa CeBGLUL u CeBGLU2 ca anti-His
agTuTenuma: M, mporenHcku Mapkep. 1, CeBGLUI enymuja mporemHa. 2, HeraTMBHa KOHTpoma. 3,
CeBGLU?2 enynuja nporenHa.

Hakon pasnBajama JeHaTYpHCAaHHX MPOTEHMHA HA TOJHAKPHIAMHUJIHOM TEIy YO4YEeHO je Ja
nporennn CeBGLU1 u CeBGLU2 mnokasyjy Behy monekyncky macy (~10 kDa) y omnocy Ha
npeaBubheny koja usHocu 62 kDa (Cnmka 33 A, 33 bB). IlpucyctBo mpoTenHa oJ] MHTEpeca
notepheno je Immuno blot anamuszom (Cauka 34 B) kopuinhemem anti-His anturtena, HakoH vera je
BHUXO0BA (QYHKI[M]a UCITUTUBAHA PA3TMYUTAM CH3UMATCKUM TECTOBHMA.

4.3.3. TIlorBpana ¢yHKIMje PeKOMOMHAHTHHX f-TJIyKO3UAa3a y eH3UMAaTCKuM INn  Vitro
TeCTOBMMA

PaznuuuTi ycnoBu 3a m3BOhemE €H3MMATCKUX peakiHja Cy MCIUTAHH Ca KOMEPIIH]jaTHHM
cyrctparoM 4-uutpodennn-f-D-rnykonupanosunom (PNPG), ekcrpaktuma C. erythraea wu
CTaHJapANMa CIICNHjaTN30BaHNX MeTa0oHuTa. YCIElHa peakiyja XHAPOIH3e KOMEpIHjaIHOT
cyncrpata PNPG nocturnyra je y 50 mM nutpat gocdaraom nydepy pH 5,5 ca 10 mM u 5 mM
PNPG. YkynHa KoJlMunHa €H3UMa y peaknoHoj cMertu omna je 20 ug, a uHKyOanuja je Tpajana 48
h npu remneparypu ox 40 °C. Peaknuja je 3aycraBibeHa goaaBarmeM Jyieaero xaaador 1 M NaxCOa.
VY peaknuju ca 06a enzuma (CeBGLU1 nu CeBGLU2) momwio je mo ociiobahama xkyte xpomodope
4-uutpodenona (PNP), umja je amcopOaHma u3mepeHa crnekrpodoTomerpujcku Ha 410 nm.
Xeteponoru nporenH CeBGLU2 mokazao je Behy cnemmduuny aktuBHocT on CeBGLUI npm
xuaponusn  KomeprujanHor cymncrpara (PNPG). V' peakumju xuapomuze PNPG mporenHoM
CeBGLU?2 nacraje oko 77% Buiue npoaykra Hero y peakiuju ca CeBGLU1 (Tabena 26).
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Tabemna 26. Crenuduyna xumponutinuka aktTuBHOCT ensnMa CeBGLU1 u CeBGLU?2 vy in vitro peakuuju ca
KOMEPIIMjaIHUM CYIICTpaToM 4-HUTpobheHmni-S-D-rnykomupanosugom (PNPG)

cnenuduuna aktueHOCT [NMol min mg* nporennal
cyrcTpar En3um
CeBGLU1L CeBGLUZ2
PNPG 2267,4 + 17,2 4028,5 + 28,7

EdukacHa xuaponusa ceKOMPUAONIHUX TIYKO3U1a MOCTUTHYTA je Kana je 10 u/ metanomHor
eKCTpaKTa KHYMIIC YIAapeHO W pacTBOpeHO Yy peakiuoHoM mydepy (50 mM mutpar docharau
nydep pH 5,5). ¥ cBakoj peakumju je xopumheno 20 ug npeunmrhenor enzuma (CeBGLU1 nnm
CeBGLU2), a peakumona cMmeina je uHKyOupana TokoMm 48 h ma 37 °C. XeMHjCKOM aHaIM30M
YCTaHOBJbEHO je na o0a eH3MMa TMOKa3yjy XHJAPOJIUTHYKY aKTHBHOCT HAa CEKOWPHIOUTHUM
rnyko3uauma CB, CBM u I'Tl npucytHuM y MeTaHOTHOM eKcTpakty kuuuie (Cruka 34).

CBM
- 232
10004 KOHTpOTA
500 ITI
600 265 CB
400 278
o 2004 :
E 0

CeBGLU1

uAL
(=]
=]

CeBGLUZ

uAl

L L
17 18 19 20 21 2.2 2.3 2.4 25 2.6 27 2.8 29 30 31 3.2

Bpewme (MusyTH)

Cmuka 34. UHPLC-DAD xpomarorpamu ekcrpakara C. erythraea y KOHTpPONHHM (HEXHIPOIHU30BAHUM)
y3opuuma (I[pHa JMHHMja) W y30pluMa HakoH peakuuje ca nporemHuma CeBGLUL (mnaBa ymHuja) u
CeBGLU2 (npBena nunuja). Cxkpahennnie: CBM, ceeprmjamapus. ['Tl, reanmonmkpus. CB, cBepo3uj.

Pazmuka n3mely nporeuna CeBGLUI u CeBGLU2 ce ornena y cnabujoj XUAPOIUTHYKO]
cocoonoctn CeBGLU1 na xuaponusyje CBM y excrpakty knuuie. CeBGLU2 Beoma edukacHo
XHUJPOJIM3Yje CBAa TPU CEKOMPHJIOMJHA TIIYKO3WJa U CMamyje KOHIIEHTpAallMje OBHUX TIIyKO3HJAa y

XHPOJIM30BaHUM eKcTpakTuMa u 10 90% y nopelemy ca HeXuIpoiu3oBaHiM ekcTpakTuMa (Crrka
35).
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Cnuka 35. Ilpomena cagpxaja cekonpuaonaaux riykosuna (CB - ceeposua, CBM - ceepumjamapun u I'T1 -
TCHIIMOITUKPHH) HAKOH XHponu3e pekomOnHanTHUM nporenHnMa CeBGLU1 u CeBGLU2. K) xonTpona, P)
peaknuona cMmemra. CTaTUCTUYKY 3Ha4YajHA pa3ivka npema t - TecTy o3HadyeHa je 3se3aunama: ** - p < 0,01.

Xuaponutrdka criocooHocT npeuntnhennx nporenHa CeBGLU1 u CeBGLU2 ucnmtuBana je
Takohe Ha TOCTYIMHHMM CTaHAApAMMA jeANbEmha U3 rpyne GpeHosa, UpUuaouaa U CEKOUPUIouIa Koju
nocenyjy S-D-rnykosuany Besy. Kao cyncrpar cy kopumthenn: JIK, JIOT', CJIOI, CB, CBM, IT],
ATl, UK u BT. SRM UHPLC/MS? xpomarorpamu u oaropapajyhu MS? crekTpu cTaHmapaHuX
jenumema y peakuuju ca nporenauma CeBGLU1 nu CeBGLU2 npukasanu cy na Ciunm 36.
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Cmuka 36. SRM UHPLC/MS? xpomaTorpamu 1 ofropapajyhu MaceHu cIeKTpH CTaHIAPAHHUX jeIHbeHha Mpe
Y HaKOH peakije ca pekomOnHaHTHUM TipoTenHnMa CeBGLU1 u CeBGLU2. LiproM nuHIjOM Cy 03HAYEHU
MMMKOBH jeINbEeha y KOHTPOTHAM y30pIIMa, TOK CYy PBEHOM JIMHH]jOM O0ellexkeHa oaroapajyha jenumemna
HaKOH JejcTBa pexoMOMHaHTHUX mpoTenHa. Ckpahenmue: JIK, emmpeoxcmmoranmHcka kucenuna; JIOT,
norauuH; CJIOI', cexomnoranun; CB, cepozun; CBM, ceprjamapun; I'Tl, renmmonukpun; All, anuretpus;
UK, uzoxBepuutpus; BT, BUTEKCHUH.

Pesyntatn xemujcke aHanmuze cy nokaszanu jga xereposioru ensum CeBGLU2 edukacHuje
XUJIPOJIU3Yje ceKoupHuaouaae riyko3uae y onaocy Ha CeBGLUI1. Ca npyre ctpane, CeBGLUI je
M0Ka3a0 U3PaKEHHU]Y XMIPOJIUTHYUKY CIIOCOOHOCT Y PeaKklMjU ca UpUAOUAHUM Tayko3uaom JIOT. V
peakuuju oba ensuma ca ¢enonom MK 3abenexeH je TpeHJ omajgama OBOT jeAUEHA, MEhyTUM
pas3nuKa y cajapxkajy y KOHTPOJHHM Y30pIHMa W XHIPOJIU30BaHUM Y30pIMMa HHUj€ CTATUCTHYKH
3HauvajHa (Cnuka 37).

3a paznuky ox CeBGLUI koju Huje xuaponuzoao CBM, CeBGLU2 je noseo 1o omnagama
KOJIMYMHE OBOT jelHIermha y peaknuoHoj cmemm 3a oko 50%. Emsum CeBGLU1 je 6mo
HajepukacHuju y xuaponusu I'Tl u All, na cy Konu4ynHe HaBeEHUX jeIU-EHA HAKOH XHJIPOJIN3Ee
cMameHe Ha BpemaHOCT mcrop 5%. Xereposoru nmporenH CeBGLU2 je Ttakohe mokazao cHaXHO
XUJPOJIUTHYKO JiejcTBO y peakuuju ca I'Tl, anu u ca CB, na je Tako KOHIEHTpalnuja J1Ba MIOMEHYTa
CeKoMpHUIoH IHA TITyKo3uaa y peaknuju ca CeBGLU2 nakon xuaposmse omna Huxka o 2% (Ciouka
37). Ca npyre cTpaHe, HM je[laH O]l TECTUPAHUX MPOTEHHA HUje MMOKA3a0 3HAYajHy XHUJIPOIUTHUKY
akTuBHOCT y peakuuju ca JIK, CJIOI" u BT.
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Cnuka 37. Xunmponusa pedepeHTHHX jenumbema W3 rpyne [-D-rmyko3wpga moa 1€jCTBOM XETEpOJIOTHX
emuma CeBGLU1 m CeBGLU2 (K, emmmeokcunoranmwHcka kucenwna;, JIOI', moramwmn; CJIOI,
cexkonorannH; CB, cBeposun; CBM, ceepumjamapun; ['TI, renmwonukpun; All, ammrerpun; UK,
nzokBepuutpun; BT, Burekcun). Ckpahennne: K kontpona; P, peakunona cmema. CTaTHCTHUKK 3HA4ajHA
paznuka npema t - TecTy o3HaveHa je 3Be3aumama: * - p < 0,05; ** - p <0,01

4.3.4. Koncrpykumja 3D moznena enzuma CeBGLU1 n CeBGLU2

Koncrpyucanu cy 3D monenu enzuma CeBGLU1 u CeBGLUZ na ocHoBy xomosnoruje ca 3D
MOJIeJIOM eH3uMa paykadpurmu S-raykosuaasa (Ciauka 38 A) u3 Bpere R. serpentina (eur. PDB -

Protein Data Bank: 4A3Y) ca kojom CeBGLUL (Cnuka 38 B) u CeBGLU2 (Cnuka 38 B) mokasyjy
HajBehu CTereH XOMOJIOTHje aMUHOKUCETMHCKUX CEKBEHITH.

Ooenexene rnyramuacke kucenune (Glu) na mosurjama 187 u 420 oz ensuma CeBGLUL
u CeBGLU2 oarosapajy IriiyTaMHHCKUM KUCEIIMHaMa CTPUKTO3WAMH-F-D-riykosunasze Bpcre R.
Serpentina KoOje YUYECTBYjy Yy XHIPOJM3H MOJIEKyJa CTPUKTO3UAWHA. AMHWHOKHCEIHHE
paykadpuimH-O-f-D-riaykosunaze R. serpentina cepun (Ser) (na mosunuju 390) u Tpuntodan
(Trp) (Ha mo3unumju 392) oAroBOpHE Cy 3a OOJUK aKTHBHOT MecTa M ojpel)yjy crenupuvHocT 32
CyICTpaTe CTPUKTO3MAMH M paykappuuuH. OBe aMHUHOKHCETMHE Ha HWCTHUM MO3HMIHMjaMa
aMMHOKHMCEJTMHCKOT JlaHIa pucyTHe ¢y u 'y ensumuma CeBGLU1 u CeBGLU2.
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Cruka 38. 3D mopenu ensuma S-raykosumasa. A. paykappuiive S-riykosumasa u3 Bpete R. serpenting. b. S-
rmykosumaza (CeBGLUL) spere C. erythraea. B. f-rmykosumasza (CeBGLU2) spcere C. erythraea. Xomosoro
MoJIeoBamke H3BpIIeHo je y nporpamy MODELLER.
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5. TAICKYCHJA

Bpcra Centaurium erythraea Rafn (Gentianaceae) kao meo oabpamOeHe cTpaTeruje
MPOJIYKYj€ U3PA3UTO TOPKE CEKOMPHUIOUIHE TIIYKO3HUIEC KOjU OMIblin 00e30el)yjy KOHTUHYUpaHy H
epUKacHy 3alITHTy OJ TaTroreHa W xepOuBopa. JleTepeHTHO [€jCTBO Pa3IMUUTHX HPHIOMTHHX
TITyKO3H/J1a OUJEHOT TIOpEKIIa je 100po JOKYMEHTOBAHO, a MIOKa3aHo je KaKo Ha HHCEKTHMa U3 TpyIie
CBalITOjea TeHepaucTa, Tako U Ha cnenujanuctuma (Kubo u cap. 1985; Bowers u Puttick, 1988;
Puttick u Bowers, 1988; Marak u cap., 2002a, 2002b). Jeman ox edekara Koje HaTOreHd |
XxepOuBOpH W3a3MBajy KoJ Ouipaka jecre MexXaHHYKo omreheme ucroBa, HAKOH yera OuBa
aKTHBUpaHA YHWTaBa CepUja PANIMYUTUX MeXaHH3aMa KOjH 3a [WJb MMAjy 3alieueHe JIHCTOBA U
npeseHnrjy napux omrehema (Ledn u cap., 2001; Savatin u cap., 2014). Uctu oxabpambenu
MEXaHU3MH Kao y CIllydyajy Haraja rmaToreHa U XepOMBOpa MOTY c€ aKTHBHPATH U Kao OJrOBOp Ha
MEXaHUYKO ommTeheme TKUBA 10 KOra y MPUPOJIHUM yCIOBHMA MOKE JTOhHM MOJ yTHIIajeM BEITHKOT
Opoja abuoTHukux (BeTap, olyja, jaka Kuiia) U OMOTHYKUX (haKTopa (HIpP. aHTPOIOTEHU YTHUIIA)).
Kwuunia pacte Ha OTBOpEHHM, YECTO BEOMa IMPOMETHUM U MPUBPEMEHHM CTAaHUIITHMA Ka0 HITO CY
nalmkaly, majJuHe, OOPOHIIN IIyMa, TyTEBU M CTa3e, alli Cy OBE OMJbKE BEOMa PacHpOCTpamEHE U
Ha Pa3IMYUTHM TUIIOBHMA JIETPAJAMPAHUX CTAHUILTA KAo IITO Cy KaHaiH, 00011 HOBOM3IrpaheHHx
nyteBa, U ci. (Radusiené, 1995; Van Rossum, 2009). ITopen Tora, Ku4uiia je BeOMa YeCTO
M3JI0KEHa CTPECOTEHUM (haKTOpHMa KOjH JOBOJE A0 MEXaHWYKHX ollTehema JmMcToBa M crabana
(HITp. KOIIEHE). YOUCHO je 1a y THM CIIy4ajeBHUMa JIOJIa3U JI0 CTHUMYJIAIH]je JIATCPAITHOT TPaHamba U
npepacTama 00YHUX M3/IaHaKa, Kao U J0 OpOjHHX MpoMeHa y (pu3uosIorHju U OMOXeMHUjU OnJbaka.
I'enepanno, oaroBop Ha moBpehuBame TKMBa jaBjba ce Kako y omrTeheHHMM TKUBHMa (JIOKATHU
OATOBOp), Tako u y Heomrehennm menoBuma Ouibke (cucremcku oxarosop) (Ledn u cap., 2001;
Malook u cap., 2019). OaroBop OTHOYHE TEPIEIIIHjOM H TPAHCAYKIM]jOM CIICIM(DUIHUX CUTHAIA
HETNOCPEHO HAaKOH omTehema TKMBa, MITO Jajbe M3a3uBa MPOMEHE y €KCIIPECHjU BEIUMKOT Opoja
rena (Jacobo-Velazquez u cap., 2015; De Bernonville u cap., 2017; Zhang u cap., 2019). Jlo Behune
MIpOMeHa TOKOM 0J10paMOeHOT 0/IroBopa OMJbKE /101a31 Beh HaKOH HEKOJIMKO CEKYHIU UM MUHYTA,
a y HEKUM ciy4ajeBrMa je motpebHo u Hekomuko catu (Delessert u cap., 2004; Zhang u cap.,
2019). Excrnpecuja reHa OMOCHHTETCKOT IyTa jacMOHCKe kucenunne (JA), etnnena (ET), Kao ¥ OHUX
reHa KOjJU Cy YKJbY4EHHU Yy oa0paMOeHM oJroBop OuJbKe Ha CTpecoreHe ¢axkTope je BeoMa Op30
unnnupana (Reymond u cap., 2000; Delessert u cap., 2004; De Bernonville u cap., 2017). Hemro
KacHHUje MOKE ce NMPUMETUTH IpuiarohaBambe HHUBOA E€KCIIPECHje IeHa KOjU KOAMpajy 3a €H3UMe
OMOCHHTETCKMX IIyTeBa CIENHjajM30BaHUX MeTa0oiuTa (HIp. TIYKO3WHOJATa, alKajlouaa,
(ECHOJHUX jemumberba) MapalielHo ca MpOMEeHaMa y IpHMapHOM MeTabonu3my Ousbaka (Savatin u
cap., 2014; Jacobo-Velazquez u cap., 2015; De Bernonville u cap., 2017).

Nako je kuuuina Beoma J100pO XEMHJCKM OKapaKTepHCaHa M HAIIUPOKO Cy MO3HATH HEHU
MEIULIMHCKH U (PapMaKoJIOMmKH e(pEeKTH, OHO IITO je BeJMKAa HEMO3HaHMIA jecTe MeTadoiau3am
CEKOMPUJOUIHUX TIYKO3HJa, HEroBa €KO(PU3MOJIONIKA yJIOora, Kao M peryjiaiuja mojx yTHIajeM
cpeauHCcKUX (akropa. OBa JOKTOpCKa AMcepTalyja Jaje 3HayajaH JONPHUHOC y pa3jallibaBamby
HaBEJCHUX TMpolleca, U MO MNPBU MyT oOjalImaBa YIOTY CEKOMPHAOUAHMUX TIIIyKo3uga u [-
TIIyKO3M/1a3a TOKOM 0/10paMOEHOT OJIroBOpa KMUYHIle Ha CTPeC MEXaHUYKUM NOBpehuBameM.
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5.1. lIpeanoctu u3Bohema ekcepuMeHaTa y KOHTPOJUCAHUM IN VItro yciioBuma

Texnonoruja kynrype Ouspaka in Vitr0 ce JaHac KOPHUCTH Kako 3a HCTPaXKUBamba
OMOXeMHjCKUX U (PU3MOJOUIKUX Tpolieca y OMJbKaMa, Tako U 3a MPOAYKIH]y OMOJIOIIKY aKTUBHUX
jenumema (Georgiev u cap., 2011). McrpakuBama clipoBeicHa Ha Pa3IndMTAM OUJHHHUM BpCTama
Cy MoKa3aja Ja ce (hapMaKoJIOIKH aKTUBHE KOMIIOHEHTE OMJBHOT METa00IM3Ma MOTY ITPOU3BECTH Y
KOHTPOJIMCAaHUM yciaoBuMa Kyiartype in vitro (Predieri u Rapparini, 2007; Matkowski, 2008), a
NPEJHOCTH OBAKBOI AJITEPHATHBHOI NpUCTyHa cy OpojHe. [ajeme Ouipaka y KOHTPOJIMCAHUM
yCIOBUMa TPEBa3MWIa3M CE30HCKA OrpaHWYera NMPUCYTHA KOJA NPHPOIAHMX momynanuja. Takobe,
u30Janyja CIelUjai30BaHMX MeTa0oNIMTa je JaKimia W3 TKuBa M henuja rajeHux in Vitro vy
nopehemy ca Owmibkama koje cy y3ere u3 mpupoae (Verpoorte u cap., 2002). Mebhyrum,
MHJIyCTPHUjCKa TPOU3BOJIba CIICIHMjaTM30BaHUX MeTabojmuTa y KyiTypu In VIitro je, mopex cBux
HAaBEJCHUX IPETHOCTH W OpOJHUX HCTpPaKMBama y 00JACTH, BEOMa PETKO KOMEpIHjaTH30BaHa.
N3y3erak cy mpou3BOima Takcoja y henmujckoj KyTypw BpcTa poja TaxXuS W IMIUKUHOHA, MyTeM
henujcke kyarype Bpcre Lithospermum erythrorthizon (Zhao u cap., 2005).

Bpcra C. erythraea je, 300r JieKOBUTHX CBOjCTaBa KoOje IMOCEAyje, MOIyJIapHa y HapOHO]
MEIUIIMHU MHOTHX 3eéMaJba. Ycieq MPEeKOMEpHE eKCIUIoaTalrje U3 IPUPOJHUX pecypca Halaszu ce
Ha JUCTHU 3amTHheHnX OMJPHUX BPCTa Yy MHOTUM €BPOIICKUM 3eMJbaMa. TeXHUKE KyIType OMIbHUX
henuja, TKMBa W opraHa in VItro cy ce HaMeTHyJe Kao ajTepHaTHBa 3a oOe3ehuBambe OUIBHOT
MaTepujaja 3a norpede n3onamnuje OMOAKTHBHUX jeANHCHA OBE BpcTe. MHOTOOpOjHA HCTPaKUBAHA
Cy MoKasajia Ja je KH4YHMIa CHocoOHa jJa y ycioBuMa in Vitro mpoaykyje coelujain3oBaHe
MeTa0OJIUTE Ha HUBOY MCTOM WJIM CIMYHOM Kao OMIJbKE U3 MPHPOJIE, a Y HEKUM CITydajeBuMa YaK U
unrensusnuje (Piatczak u cap., 2005; Boroduske u cap., 2016). OcuM Tora, KUYHuIla ce OJIHKYje
BHUCOKMM PErCHEPAaTHBHUM IMOTEHIHMjAJIOM Y KyJITypH IN Vitro mro omoryhaBa Op3y u edukacHy
nponarauujy (Suboti¢ n Grubisi¢, 2007; Trifunovic-Momdilov n cap., 2016). YV nurteparypu je
MOKa3aHO Ja KOPEHOBH, JMCTOBH, ajl M KaJyCH KHWYHIIE IOKa3yjy CIIOCOOHOCT pereHeparyje
nynoJseaka (Pigtczak u Wysokinska, 2003). Comarcka eMOproreHe3a u opraHorenesa myrnoJsbaka ce
MOXe NOCTHhH CHOHTAaHO y KyITypH KOpeHoBa kuumie Ha MS xpaHspuBoj moanosu 0e3 jopaTtaka
perynaropa pacrema (Suboti¢c n Grubisi¢, 2007; Filipovi¢ n cap., 2019) mro je 6MO OCHOBHH
IOPUCTYNl M TNPUIMKOM oOe30ehuBama MaTepujana 3a u3BOhemE ekcrnepuMeHaTa y OKBUpPY OBE
nokropcke aucepramje. Matekalo u capaguuim (2018) cy mokasanw Jga IMOCTOjU BEIHKA
BapHjabMIIHOCT y caJipiKajy ClelHjaIn30BaHUX MeTa0oauTa u3Mel)y reHOTUIOBa KMYUIIEe TajeHUX Y
KOHTPOJINCAHUM YCIIOBUMA, a Jla OBa BapHjaOUITHOCT y BEIMKO] MEPH 3aBUCH OJ] HUBOA €KCIIPECH]e
OuocuHTeTCKMX reHa. Kako Ou ce HMck/byuMia MOTYhHOCT yTHIlaja T€HOTHUIIA Ha (EHOTHIICKY
BapHjabUIIHOCT y eKclepuMeTuMa je KopuilheH yHUGOPMHU Te€HEeTHYKu Mmarepujan. Hakon
MHUIMJAJTHOT MPOBEpaBama cajpikaja CEKOMPHIOHMIA KOJ JAeceT I'eHOTHIIOBa oAabpaH je jedaH
Bucokonpoayktuan reHotun (I11) koju je mMOTOM KJIOHAIHO YMHOXEH IOCPEICTBOM TEUHE
KynType kopeHoBa. CrioHTaHO (JOpMUPAHU MYMHOJBIM Cy OJIBOJEHH Ca KOPEHOBA U OKUJBEHM Ha />
MS uBpcTOj XpaHJFMBOj TOJUIO3M 0€3 JoJaTKa peryjaaTopa pacTema. HakoH Tpu Mmecena rajema
N00MjeH je TeHeTHUKH YHU(opMaH OMJbHM MaTepujai, yjelHaueH y Morjeay craaujyma pas3suha,
KOju je kopullheH y ekcepuMeHTuMa. M3pohemwe excriepumenara nospehuBama JIMCTOBA KHUMIIE Y
ycioBuMa in Vitro mma 6pojue npenHoctu. M3mely ocranor, 00e30eheHn cy KOHTPOIMCaHH YCIOBU
rajema, Kao IITO Cy TEeMIepaTypa, CBETIOCHHU DPEXHM, BIAKHOCT Ba3ayXa, (U3NUYKO-XEMH]jCKH
cactaB XpaHybuBe mojuiore u Jp. Ha oBaj HaumH Ouno je moryhe mnpaheme mnpomena y
CIEIMjaTM30BaHOM METa0O0JIM3MYy KOje€ Cy M3a3BaHE MCKJbYUYHMBO MEXaHWYKUM omTehemeM TKUBa
mucroBa. OBakaB THI eKCIIEpUMEHATa TEIIKO j€ U3BECTH y MPUPOJHUM YCIOBHMA yCIIe/l Bapupama
BEJIMKOT Opoja a0MOTHYKUX U OMOTHUYKUX (DaKTOpa CIIoJballlbe CpeTuHe.
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5.2. AHanuTH4Ke MeTode 3a WieHTH(PUKAUMjy ¥ KBaHTUQUKALU]Y
CEeKOMPHIOUIHMX INIYKO3M/Ia M BbUXOBHX arJINKOHA

JlekoBUTa CBOjCTBA KHYHUIE C€ MPUINUCY]y (apMAaKOJIOMIKK AaKTHBHUM CIELH]jaTM30BaHUM
MeTaboJIMTUMa, Kao MITO cy (PEHOJIHE KUCearuHe, (IaBOHOUIN U, Y HajBeho] MepH, CEKOUPHUIOH/IH.
[Tpema nmopmanmma koje cy ob6jaBwim Jensen m Schripsema (2002) xon 127 Bpcra u3 dammimje
Gentianaceae notBpheHo je mpucycTtBo yKynHO 90 CEeKOMpUAOUIHUX TIyKo3una, npu demy CB,
CBM u I'Tl npexacraBibajy Haj3acTyIUbEHHUja jeAMIbEHa W3 HaBeldeHe rpymne. M3 mmreparype je
MO3HATO @ OBa jCUIbCHA, KAa0 M [-TIIYOKO3HIM HEKHWX JpPYruX Kiaca CIIeNHjaTn30BaHuX
MeTa0O0IUTa, TIOUICKY XHIPOJIU3H MTOCPEICTBOM [-TIIyKO3HUIa3a MPH YeMy HacTajy HeCTAOWIHH U
BPJIO PEAKTUBHU arluKoHH. OHU Cy PETKO NETEeKTOBaHM y OMJbKaMa, Kako 300T HHXOBOI BEOMa
HUCKOT caJipKaja KOjH je BEpOBATHO MOCJeIUIIAa HECTAOMITHOCTH U JJaJbeT MEeTa0oIMcaba Off CTpaHe
OuJbKe, TaKo U 300T HUBOA OCETJPUBOCTH NMPUMEHEHUX aHAIUTHYKUX METOJA. 3a MCTPAXKHUBAKHA Y
OKBHPY OBE JIOKTOPCKE AHcepTainuje OWiIo je o1 3Havaja pa3BUTH M BEPHU(PHKOBATH aHAJIUTUYKE
METOJIe 32 MACHTU(UKAIM]Y U KBAaHTU(DUKAIM]Y UPUAOUAA M CEKOMPUIOUTHUX TIYKO3H]A, Ka0 U
IbUXOBUX AarfiukoHa. Y CKIaay ca THM OWO je HeomxojaH OWJbHU MaTepujajl KOju CaJapiKu
TIIYKO3UJIC M arJITAKOHE CEKOUPHIOUA, MTO je 00e30e)eHO eH3MMATCKOM XHIPOIU30M METAHOTHIX
exkcTpakaTa kuumie u crangapaa CB um CBM kopumhemeMm KoMepliyjasiHe [-TIIyKO3uaase
MopeKyIoM u3 Oajaema.

Pesynaratu  mobujenn Ha  ocHoBy  kBamutatuBHe UHPLC/Orbitrap-MS  ananuse
xuaponuzoBanux (XME) n Hexuapoin30BaHUX METaHOJHUX ekcTpakaTta kuuune (ME) mokasamu
Cy Ia cy jeaumema naeHTuukoBana y y3opuuma C. erythraea yriaBHOM Mo3HaTa y JHTEpaTypH
(Valent&@o u cap., 2001; Kulevanova u cap., 2003; Marchyshyn u Stoyko, 2014; Stefkov u cap., 2014;
Banjanac u cap., 2017; Dordevi¢ u cap., 2017). U3y3erak Cy jeaubemba CEKOJIOTaHO3uU I, Ka(eou
6'-cexosorano3ui, hepyaou 6'-ceKOJIOraHO3UI B P-KyMapomst 6'-CEKOJIOTaHO3H]] KOja Cy Y OBOM
UCTpaXUBamwy MPBH NyT 3a0enexeHa y ekcrpaktuma C. erythraea, anu cy mo3HaTa y IutepaTypu
Kao MPOJIYKTH MeTaboju3Ma JAPYruxX BpcTa Koje cuHretmury upupouzae (Innocenti u cap., 2006;
Obied u cap., 2007; Li u cap., 2015). CekosoraHo3uj je y €KCTpaKTHMa KHYHIE ACTCKTOBaH Ha
ocHOBY MS ¢parmenraije kojy cy onucanu Li u capaguuim (2015). IlpucyctBo p-kymapou 6'-
cekojoraHosuaa je mnorBpheHo Ha ocHoBYy MS ¢parmenranuje Kojy cy y NpPeTXOAHUM
uctpaxuawuma onucanu Obied u capaguuim (2007). Ipucycteo CB, CBM u I'll y ME u XME
KWYHIle MOTBpheHo je KopuihemeM CTaHAap/a, a JOHW OBHUX jeAMEHa CY BUIJBMBH Kao aayKTH
cupheTHe KHCEIWHE Yy HEraTWBHOM joHm3anuoHoM pexumy [M—HTCH3COOH], kao mro cy
npeTxoaHo omucany Banjanac u capaguuim (2017). JIK je naeHTnhHKOBaHA Ka0 MOJICKYJIapHH jOH
[M—H] na 375 m/z nopehemeM ca cTaHaapOoM M Ha OCHOBY (hparMeHTaIHje KOjy Cy OIMHCAIH
Kucharska u Fecka (2016).

UHPLC-MS/MS /[Orbitrap ananm3a je yka3zama Ja €H3MMAaTCKa XHIPOJH3a EKCTPaKTa
TE€HEpATHO JOBOJM 70 MpoMeHa y KoiauuuHu [-D-rimyko3mpa ¢uiaBoHOWIa W CEKOMPHAOUIA, a
caMHMM THM M JI0 Bapupama y cajpxkajy oAronapajyhux arivkoHa. YO4eHe pasjHMKe y Caapikajy
cexonpopouaux riaykosuga usmehy ME um XME cy mnocneauma akTUBHOCTH e€H3uUMa [f-
IIIyKO3Kjase, Tj. BbUXOBE XUAPOJIU3e, Ma je 3acTyIJbeHOCT OBUX jeaumema y XME, ouekuBaHo,
6una mHoro Huxka Hero y ME. Tlo3naro je, Ha OCHOBY JUTepaTypHUX IOJaTaKa, Ja €H3UMH [-
riykosujase xujaponusyjy f-D-rmykosune m penumuuno f-D-rmykyponune m f-D-ramakrosune,
ali  HE TIOKa3yjy XHIPOJUTHYKY aKTUBHOCT Tmpema O-AWriyko3wanMa, Kao IMITO CYy
pamHornyko3uan u (1-2) murnykosumu (Sokovié u cap., 2000). Ha ocHoBY noOujeHux pesynraTa
YOYCHO je Na TOjeMHHM TIIYKO3HIW (IIaBOHOWIA, TOMYT TIIYKO3HMAa KBEPIIETHHA M TIIYKO3Wa
JYTEOJIMHA, Takohe MOJUIekKY €H3UMATCKO) XUJIPOJIU3H, IITO j€ MOTBPhEHO YMIEHUIIOM /1A j€ JOIIIO0
710 TIOpacTa KOJMYMHE BUXOBUX arjMKOHa- KBepLeTHHA U yTeonanHa y XME.
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UHPLC/DAD/(-)HESI-MS/MS wmetona je kopumiheHa 3a KBaHTH()UKAIM]y CEKOHPHIOUIA U
BHUXOBUX ariiiKkoHa y y3opruma kuuuiie. Kao nmpoaykru aermykosmnanuje ['Tl naentudukoBanu cy
I'JT u EP, mTo je y cxiany ca momanuMa u3 jureparype. Ha ocHOBy pe3ynrata Zeng u capagHuka
(2013) I')T u EP ce dopmupajy mpeko 1Ba H30MEPH3AIMOHA IyTa XEMHALIETATHOT JIe)Ia arInKOHa.
Wang u capaguuim (2009) cy mokasanu na tpancdopmanuja ['Tl mox aejctBoM f-riiyko3uaase
noBoM A0 dhopMupama a8a npoaykra: EP u 5,6-muxuapo-5-hopmun-6-metmn-1H,3H-nupanol 3,4-
C]nupan-1-ona, nok cy Ishiguro u capaguuim (1983) mokasanu aa Kao MPOM3BOJ Yy PEAKIUjU
ensumarcke xuapomnmse I'Tl macraje I'JI. Pesynratu npuka3zanu y oBOj JuUcCepTalMju yKa3yjy aa ce
CBM, HaKoH €H3MMAaTCKe XUIPOJIN3e KOMEPIUjaTHOM f-TIyKO3uaa30M, Takohe kousepryje y ['JI u
EP, mito je y ckinany ca moganuma u3 aureparype (El-Sedawy u cap., 1989b; Zeng u cap., 2013).
Hayknenan u enuHaykienan Mory OUTH MpoAykTu en3umarcke xuapoause CB (El-Sedawy u cap.,
1990). Ilocroju mpermocTaBKa Ja Ce€ HaBelA€Ha JBa jeauibCEha Hajase Mely mpoayKTuma
eH3umarcke xuaponusze CB, anu To HHje MOTBp)eHO aHAIMTUYKUM METOoZaMa Koje cy Kopuirhene y
OBOj JIOKTOPCKO] IHMCEPTAlWju yCiIel HeIocTaTKa CTaHAapaa, Kao W MaceHUX IojaTaka y
muTepaTypu. 300r TOora Ccy OBa JBa jedUermha O3HadyeHa kKao M5 u M6. XUNOTETUYKH IyT
dparmenTanmje CB, CBM wu I'Tl HakoH eH3MMaTCKe XUIPOJU3e [-TIYyKO3UIa30M NpPHKa3aH je Ha
Caum 39.
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Cuka 39. CxeMaTcKy TIpHKa3 XUIoTeTHuKor myra MS? hparMenTanyje ceeplujaMapiHa, TeHIIHONMKPUHA 1
CBEpO3H/ia MO JIjCTBOM €H3MMa [-TIIyKOo3Hu1ase.

UHPLC/DAD/(+)HESI-MS/IMS  kapaktepusanyja W/Wwid KBaHTH(HKaIMja CTaHaapia
CEKOMPHUIOUIHUX TIIYKO3H/Ia U BUX0BHX armkoHa kako y ME, tako u y XME, jacHo je ykazama na
cy nomuHaHTHU arnmukoHH ['JI u EP 3ampaBo maeHTHYHHM NpOIYyKTHUMA KOjU CY JI€TEKTOBAaHH HaKOH
xuaponuse cranaapaa CBM. Pesynratu Takohe ykasyjy aa KomepigjaiaHa f-rIyKo3uaas3a mokasyje
Behy cneruguunoct 3a CB kao cyncrpar Hero 3a ['TI u CBM.
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Pesynratu noOujeHM y OKBUPY OBe JAUCEpTalije Cy Yy CKJIagy ca MPEeTXOIHUM
uctpaxkuBamuma (Ishiguro u cap., 1986; EI-Sedawy u cap., 1989a; 1989b, 1990; Zeng u cap., 2013)
KOja Cy yKasaja Jia €H3MMaTCKa XMJPOJIM3a CEKOMPUIOUIHUX TIYKO3UAA JOBOJHM JO MPOAYKIHjE
HHTEepMEMjepa arinkoHa KOjH C€ J1aJbeé KOHBEPTY]y y OMOaKTHBHE METAa0OJUTE KPO3 peakiiuje
U30Mepu3alrje, peayKiuje 1 okcuaanuje. Y in Vivo Mozes CHCTeMY y KOME je XpaHJbUBA MOJIora
3a rajeme MmukporsbuBe P. funiculosum Omima cHabmeBeHa EKCTpAKTOM KHYHIIE 3a0CIIEKEHO je
3HauajHO omaname caapxkaja CBM, I'll u CB y moano3u, mTO je yKa3ajio Ha aKTHBHO YCBajame
OBHX jeIMIbCHa M HHHXOBO MeTabomcame O]l CTpaHe TJbuBa. VHTpecaHTHO, oaroBapajyhu
arJMKOHU HUCY PETUCTPOBAHM Y XPAHJbUBUM MMOJIOTaMa U y TJbMBaMa IITO j€ YKa3ajo Ha BUXOBY
aKTUBHY pasrpaimy. HapaBHo, He TpeOa 3aHeMapuTH MOTYhHOCT Jia Cy OBa jeIU-CHha MPUCYTHA,
alli y KOJIMYMHAMa HIDKAM OJ1 TPAHUIA OCETJBUBOCTH KOPUITNEHNX aHAIUTHYKUX MeToaa. CIM4HO
o0jammeme MOTJIO OM J1a BaXXH U y CIIy4ajy aHaJIU3UPAHUX JCIMHKH KHUYHIE y €KCIEPHUMEHTY
noBpehuBama JMCTOBa KO/ KOJUX arJIMKOHH CEKOMPHUIOMIHUX TITYKO3U/Ia HUCY PETHCTPOBAHH.

5.3. buosomka akTuBHOcT ekcrpakata C. erythraea W cekoMpuIOMIHHMX
IJIyKO3H/a Ka0 pe3yJTaT aKTUBHOCTH f-TJIyKo3uaa3e

[To3Harto je 1a eH3WMATCKa XHAPOJIM3a CIEIHjalM30BaHUX MeTaboiaura OWsbaka Mema
IbHUXOBY XEMHJCKY CTPYKTYPY, I1a CAMUM THM 3HA4YajHO yTHYE W HA UXOBY OHOJIOIIKY aKTHBHOCT
(Fleming u cap., 1973; Schonbeck u Schldsser, 1976; Kubo u cap., 1985; Hammerschmidt u
Schultz, 1996; Sokovi¢ w cap., 2000). Cexoupuaouay, TJIABHH MPOIYKTH CICIIHjaTH30BAHOT
MeTabojIM3Ma KHYHUIlE, Yy JHMTEpaTypd Cy IMO3HATH Kao jeldIberha KOja HCII0JhaBajy pasiIMuHTe
ouosomke aktuHoctu (Petkov u Manolov, 1978; Ishiguro u cap., 1986; Chang, 1997; Ghisalberti,
1998; Jaishree u cap., 2009; Vaidya u cap., 2009, 2013; Siler u cap., 2010; Ahamad u cap., 2016;
Huang u cap., 2016; Zhou u cap., 2019; Vaijanathappa u cap., 2020). [Toka3aHno je aa oxapehene
OMOJIONIKE AKTHBHOCTH OBHMX jEIUIbEHa TMOTHYY O] aryIMKOHA KOjH HACTajy HaKOH XHUPOJIHM3e
eHsuMoM f-riaykosuaazom (Konno u cap., 1999; Vaidya u cap., 2013; Zeng u cap., 2013;
Koudounas u cap., 2015; Wenjin u Jianwei, 2017).

AHTHOKCHUIATUBHM TIOTEHIMjal KuuMile omucanu cy Valentdo u capamuumm (2001), Sefi u
capaganmy (2011), xao u Siler u capaguuum (2014). Y oKkBHpY OBe jaMcepTallije MCIUTAaHA je
AHTHOKCHJIATUBHA aKTUBHOCT €KCTpakaTa KMYHIe U CTaHAapJa ceKoupuaouaa (Kao JOMUHAHTHHUX
MpoJyKaTa CeKyHIapHOT MeTa0ojM3Ma OBE BpPCTE) Tpe W HAKOH EH3MMATCKE XUAPOJIN3E
KOMEpIIHjalTHOM [-TIIyKO3uaa30M U3 Oajnema. Pesynratu nobujeHu oBUM aHalu3aMa yKas3alld Cy Ha
JCIIMMAYHO TTOBUIIICH aHTHOKCUAATHBHH MMOTCHIM]aJI CEKOUPHIONIHNX TIYKO3HM/Ia HAaKOH HHUXOBE
XHUJIPOITU3E.

Tpu in vitro metone (DPPH, ABTS u FRAP) koje cy y 0BOM pajy NMpHMEmCHE 3a MPOICHY
HUBOA aHTMOKCHUJATHUBHE aKTUBHOCTH peEpPEHTHUX jeUbEHha U OMIbHUX €KCTpakaTa 4ecTo Cy Y
yrnoTpedu 300T jeJHOCTABHOCTH HM3BOhema U BUCOKE OceTJbuBOCTU. HaBeseHe MeTo/ie ce 3aCHUBAjY
Ha Pa3JIYATUM MPUHIUIINMA, aJli C€ y OCHOBH 0a3mpajy Ha Mepemy KalaluTeTa aHTHOKCHIaHaca
7a PEeyKYyjy jeIumbemhe Koje IPUTOM Mema 00jy, IpU YeMy je CTeNeH mpoMeHe 0oje y Kopenauuju
ca KOHIIEHTPAIIMjOM aHTHOKCHIaHca y y30pKy. CBaka oJ1 HaBeIeHUX METO/]a IMa CBOje TMPETHOCTH,
anmm M HejocTtatke. Merona Heyrpanuzanuje ABTS pagukana mMoxe ce KOPHUCTUTH 3a MEpPEHE
AHTHOKCHU/IATHBHE aKTUBHOCTU XUAPOPHIHUX M JTUNOMUIHAX KOMIIOHEHTH JIOK, ca JApYyre CTpaHe,
DPPH wmerona 300r HepacTBOPJbMBOCTH TIJIaBHE KOMIIOHEHTE Y BOJAM HHj€ aJleKBaTHa 3a
oapehuBame aHTHOKCHIATHBHOT IMOTEHIMjana XuApopuiHux jenumerma (Wojdylo u cap., 2007).
300r HaBelIEHUX HEJOCTAaTaKa IOjelMHAYHUX TECTOBA, KA0 M 300T KOMIUIEKCHE MPHUPOJe OMIbHUX
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eKCTpakaTa yBEeK je 00Jbe KOPHCTUTH BHWINIE OJ JeIHE METOJE 3a MEpPEeHhe AHTHOKCHIATUBHOT
Kamairera ucnuTuBaHor y3opka (Katalinic u cap., 2006; Salazar u cap., 2008).

['maBHEe KOMITIOHEHTE CHEIMjaJIU30BaHOr MeTabonm3Ma kuuuie, cekonpuaouan CB, CBM u
I'TI, Hucy mokaszaje 3HaYajaH AHTHOKCUIATHBHU IOTEHIM]jad NpuwinkoM kopuinhewa DPPH u
FRAP tectosa (Siler u cap., 2014). Pesynratn ABTS Tecta m3BeseHor y in Vitro ycioBuma cy
nokazanu ga CBM y u3BecHO] Mepu KCIoJbaBa aHTUOKCHIATUBHU MOTEHIIM]jall, IITO je y CKIaay ca
NpeTXOTHUM HcTpaxuBamuMa Vaijanathappa u Badami (2009). [Topen tora, mokasaHo je jaa y
ABTS tectry XME u Xuapoiau3oBaHH OOJUIIM CEKOMPHIOWIHUX TIIYKO3HWJAa MMajy 3HAYajHUJU
AHTUOKCUJIATUBHH TMOTEHIMjall Of oAroBapajyhux Hexuapoian3oBaHux obnuka. Edukacauje
ykiaamwamwe ABTS pamukana o cTpaHe aryiMKOHa CEKOMPHIOHIA MOXKEe OUTH IOCIIEIUIa HUXOBE
XEMHjCKe TPUPOJIE, OJHOCHO Behe MOJIApHOCTH arjiiMKOHA y OJHOCY Ha oJroBapajyhe rirykosuje
cexonpugouna. Ca japyre cTpaHe, HIKM AHTHOKCHJIATUBHU MOTEHIHUjal TECTUPAHUX Yy30paka
nokazan DPPH meromom moxe OutH pe3ynrar HUXer apuHHUTETa CEKOMPUIOUTHUX TIYKO3HIa
npema DPPH pammkany y omnocy Ha ABTS pamukan (Siler m cap., 2014). Ha Behu
anTrokcunatuBHu noreHijan XME y omHocy Ha ME 3HauajHO MOXeE YTUIATH MPUCYCTBO
(b1aBoHOUAA y EKCTPaKTy, Kao IITO Cy JYTEOJHMH, KBEpUETHH U KaMmdepols, KOju, Kao IITO je
MOKa3aHO XEMHjCKMM aHalu3ama, Takohe MOoJUIexy E€H3MMATCKO] XUAPOIU3U IPH YeMy HACTajy
PCaKTUBHU arJIUKOHH.

NutepecantHo je 1a ME u XME ucnosbaBajy jauyn aHTHOKCUJATUBHY KanaluTeT y nopehemwy
ca CTaHgapJuMa CEKOMPHIOWIA, OWI0 Ja Cy XHUAPOJU30BaHM WJIM HE, OCUM Yy CIy4ajy
xuaponuzoBaHor I'TI. Tako cy BpeIHOCTHM aHTMOKCHJATUBHOI MOTEHLMjala XUAPOIM3OBAHOT
obmuka I'TI nobujene momohy ABTS Tecta mpuOIMKHO jeHaKe aHTHOKCUIATHBHUM BPEAHOCTHMA
ME. Beha antunokcupatuBna aktuBHocT ME u XME y ogHocy Ha 4MCTe CEKOUMPHAOHUIAE je
HajBEPOBATHHU]E PE3yNITAT CHHEPTHCTUYKOT JIEjCTBA CEKOUPHIONA U APYTUX (PEHOTHUX jeIUHCHA
(yxopyuyjyhu denonne kucenuHe, (praBoHOUIE U KCAHTOHE) KOja TaKohe MpelcTaBlbajy MPOIYyKTEe
CTelMjaTn30BaHOr MeTabonmu3Ma Kuumile. 300Tr XEeMHjCKe CTPYKType Koja ce 3acHMBa Ha
apOMaTUYHOM INPCTEHY 3a KOJU Cy BE3aHE je[HAa WJIM BUILIE XMJPOKCUIHUX Ipyla, OBa jeAUIEHA
MMajy CIIOCOOHOCT HeyTpaiu3aiuje cio0oauux paaukana. Bpera C. erythraea cunreruine gpenonsa
Jjeaumbena NoMyT KBepLeTHHA, KaMmdepoia, IyTeoJluHa, KyMapHe U KOeHHCKe KHCEINHE, Koja cy Yy
JUTEepaTypH mo3Hara kao 1oopu antuokcunancu (Rice-Evans u cap., 1996; Re u cap., 1999).

Pesynratn OpojHUX HCTpakWBama Cy MOKA3aIH JIa HEKU UPUIOUIHU TIIYKO3HIH Y IPUCYCTBY
OMJbHUX f-Tiayko3uzaa3a ociobalajy peakTHBHE aryIMKOHE KOjU MMajy CHa)kaH aHTUMHUKpPOOHHU
edexar (Ishiguro u cap., 1982; Marak u cap., 2002b). CB u CBM cy ceKoupHa0HIN KOjH MTOCEIY]Y
BUCOK aHTUMMKpOOHM moTennujan (Kumarasamy u cap., 2003; Siler u cap., 2010). Ilpema
pesyararuma Ishiguro u capaanuka (1982) u Van Der Sluis u capagnuka (1983, 1983a) arnukonu
cexoupunonsa CB, CBM u I'Tl nocenyjy 3HauajHy aHTUMUKPOOHY aKTHBHOCT. 3ampaBo, OpojHe
CTyAMje yKa3yjy Ha 3HadyajaH aHTUMUKpPOOHHU e(eKaT MPUAOUAHMX TIyKO3WJa HAKOH JAejcTBa f-
rayko3uaasza (Rombouts u Links, 1956; Ishiguro u cap., 1982; Van Der Sluis u cap., 1983; Stermitz,
1988; Marak u cap., 2002b), mTo HaBOOM Ha MPETIOCTABKY Ja AHTUMHKPOOHH edekaT OBHX
JeIMbema y BEIMKO] MEpPH 3aBHCH OJl IPUCYCTBA oJroBapajyhux arnukoHa. Tako je HCHUTHBaMbE
¢dyurutokcuunor epexra CB, CBM wu I'Tl koje cy cnposenu Van Der Sluis u capaguaunm (1983),
MOKa3aJio Jla OBU IIIYKO3UIAM HUCY TOKCHUYHU 3a coj Penicillium expansum. Unak, y npucycrtBy f-
rnyko3ugase 'l mHxuOupa pacT HaBeleHOT coja TJbHMBa, Ma je ONuUcaHu edekaT MpUNHCaH
nenoBamwy oxarosapajyher armukona [TI. ITopex tora, CB, CBM wu I'll noka3yjy u 3HauajHO
aHTHOAKTEPHUjCKO JejcTBO mpema cojy Staphylococcus aureus y mpucyctBy S-riaykosuaase (Ishiguro
u cap., 1982). TpanchopmanujoMm CEKOMPHUIOUIHUX TIIYKO3WAA Yy yciaoBuMa IN VIVO Hacrtajy
MeTabOJUTH KOjU MOCenyjy 3HauajaH (apmakosomku motennujan (LUo u cap., 2009; Han u cap.,
2014).
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VY OokBHpY OBE AMCEpTaldje AHTUMHKPOOHA AaKTHBHOCT j€ HMCIHUTHUBAHA HA DPA3TUYUTHM
MHUKPOOpraHu3MuMa oJ1 Kojux Heku momyT E. coli, S. aureus u L. monocytogenes npumnanajy rpymnu
MaTOreHa KOju ce MPEeHOCe XpaHOM M MOTY M3a3BaTH (pataiHe WH(pEKIUje KO JbYAU U KUBOTHHHA.
Ca gpyre ctpane, 6pojHe BpcTe Koje npunanajy pogosuma Aspergillus u Penicillium umajy kipyuny
yIOTY y OHMOTEXHOJOTHjU 300T CIIOCOOHOCTH Ouozerpanaiuje, OWOCOPMIMje TEIIKUX MeTaa,
ouoTpaHcopmalje OTIMagHUX BOJA, UTH. Pe3ynraTH HUCHUTHBamka aHTUMHUKPOOHE aKTHBHOCTU
XHUJIPOJIM30BAHUX WM HEXUIPOJIU3BAHUX €KCTPAaKaTa U CEKOUPHJION]IA BAPUPAIIH CY Y Y3aBUCHOCTH
0J1 TeCTHpaHOT MuKpoopranuszma. Tako cy ekctpaktu kuuwmie (ME m XME) nokazanmm cHaxHY
AHTUMUKPOOHY aKTUBHOCT IPOTHB CBHX TECTHPAHUX MHUKPOPraHM3aMa, U TO CIMYHY OHHMAa KOJy
MMajy KOMepIyjamHd QyHTHUIUAN (KETOKOHA30 U O0ndoHa301) ¥ aHTHOMOTUIIN (CTPEITOMUIIMH H
amnuiinH). [loceOHO je 3HaYajaH ToJATaKk Ja je aKTHBHOCT EKCTpakKara IpemMa HEKHM O]
TECTUpPAHUX COjeBa MUKpOOpraHu3aMa Ouia 3HadajHo Beha y oJHOCY Ha oarosapajyha pedepenTHa
jenumema. EkcTpakTu kuumie cy Omnm moceOHO edukacHu npotuB cojeBa P. funiculosum, P.
ochrochloron u P. verrucosum var. cyclopium. Mehyrtum, U mopea Tora mTO Cy €KCTPAaKTH U
CTaHJApAM CEKOUPHUIOUIHHMX TIIYKO3HJA MpEe M HAKOH SH3MMATCKE XHUAPOJIHM3E MOKA3ald M3BECHE
pa3iiiKe y aHTUMHKPOOHO] aKTHBHOCTH, jacaH TPEHJ WM MPAaBUIHOCT HHje MOryhe YyTBpIUTH.
AntnmukpoOHa aktuBHOcT CBM m CB je Omna 3nagajuo Beha o KOMepUHMjalHO TOCTYITHHUX
aHTUOMOTHKAa W (QYHTHIMIA, IITO j€ Yy CKJIaay ca pe3ylTaTuMa W3 MPETXOIHHUX CTyHuja
(Kumarasamy u cap., 2003; Siler u cap., 2010).

Ha ocHoBy nmoOujeHHX pe3yiraTa Moxe ce 3ak/byunTtH jaa ekctpaktu C. erythraea, xao u
TJIAaBHU TPOJYKTH CIICIHjaTM30BAaHOT METaboJIM3Ma OBE BPCTE, MOTY OUTH e€(UKACHH Y TPETMaHy
nopeMehaja w/min OOJIeCTH KOje M3a3uBajy NMOMEHYTH NATOreHH, HEeKaJa W ePUKACHUJU HEro
KOMEpIMjaJIHH JIEKOBU. Y CKJIaay ca THM, BPCTe KOje MPOAYKY]Yy cekoupuaouae, ykpydyjyhu u C.
erythraea, Mory ce KOPHCTHUTH 3a TPETMaH MHTECTHHAIHHUX TEro0a YMjU Cy y3pOYHHUIIM HATOrCHH
kao mro cy E. coli, Salmonella spp., Listeria spp. u Aspergillus spp. Pe3ynratu no6ujeHn Tokom
U3pajie OBe JUCEpTallfje, Ka0 U Pe3ylaTaTd MPETXOJHUX HcTpaxkuBarma (LUO u cap., 2009; Han u
cap., 2014; Zeng u cap., 2014), Mory npe/icTaBbaTH OCHOBY 3a CIIPOBOhCHE KJIMHUYKUX CTYHja O
ynotpebu ekcrpakara C. erythraea u cekoMpHIOHIHUX TIYKO3UAa Y JICUehy MOjeAMHUX 0OJIeCTH
M3a3BaHMX TATOTCHUM MHUKPOOPraHM3MUMa, a y I[HJbY HUMIUIEMEHTAlMje€ OBHUX IPHPOTHUX
MIPOM3BOJIAa Y XyMaHO] METULIHH.

Edekar xumponmse CEeKOMPHIOMAHUX TIIYKO3MJa M EKCTpakara KHYMIE Ha HHUXOB
AHTUOKCUJATHBHA W AHTUMHKPOOHM MOTCHIHUjaJl TMOpE] HCIUTHBamba y IN VItr0 EeH3UMCKUM
TecTOBUMa ynopeno je npahen u y in vivo moxen-cuctemy (Penicillium funiculosum). Pesynraru
UCTpaXKMBama Cy jacHo mokaszanu aa P. funiculosum edukacHo metabosuiie TpU CEKOUPHUIOHUIHA
riayko3uaa u3 ekcrpakara C. erythraea mro je m0Beno 0 MOCTEHNEHOr Omajama KOHIEHTpAIWje
TIIyKO3UJa y XpaHJbUBO] MOUI03U HAKOH 3 U 6 JaHa KynaTuBanuje. Panuja uctpaxxuBama Ha cojy P.
funiculosum cy noka3sana 1a oBa MUKpOTJbHBa MPOAYKYje eKcTparenynapHe f-ranykosuaase (Lachke
u cap., 1983; Kantham, 1985; De Castro u cap., 2010). Tako coj P. funiculosum NCL1 npousBoau
HajMambe MeT Pa3InuuTuX u30(hopMu f-riyko3unaza o kojux cy BGL3 u BGL4 mpeunmthene n
(GYHKIIMOHATHO OKapaKTepUCaHe Ha BEJMKOM Opojy cymcrpata (Ramani u cap., 2012, 2014).
Jlurepatypuu nomgamu (El-Sedawy u cap., 1989a, 1989b, 1990; Setchell, 2000; Otieno u Shah, 2007)
noTBphyjy Ja MHOTM MHMKPOOPTaHU3MHU HMajy CHOCOOHOCT XUAPOJIM3E€ HPUIOUIHUX TIYKO3HJA.
Tako cy CB, CBM u Ill eduxacHo TpaHcopMucaHu pa3IUYUTUM COjeBUMa OakTepuja U
mukporsbrBa (EI-Sedawy u cap., 1989a, 1989b, 1990; Jun u cap., 2008; Wang u cap., 2009; Zeng u
cap., 2014). Kao nocnenuua 6uorpanchopmarmje I'Tl engopuraom ripuBom Penicillium crustosum
HacTaje TMeT pa3InuYuTHX Mpojaykara xumponuse (Zeng u cap., 2014). Tlpema pesynratuma Wang u
capagauka (2009) wmunenuja Cordiceps sinensis tpancpopmume [TI, npu uemy Hacraje
MOHOTEpHEHOUAHN  ankamous (Z)-5-ermmuaen-8-xuapokcu-3,4,5,6,7,8-xekcaxuaponupano|3,4-
c|mupunon-1-oH, nok coj Aspergillus niger tpancdopmuine CBM y peakuuju y xojoj Hactajy EP n
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(2)-5-etnnmmaen-8-xunpokcu-3,4,5,6,7,8-xekcaxunpo-1H-nupano[ 3,4-Clnupunun-1-on (Jun u cap.,
2008). Xymane nntectuHaimHe 6akrepuje edpuxacHo merabonumry CB, CBM u I'TI xoju je uzonoBan
u3 OuspHE BpcTe Swertia japonica, mro cy y cBojuM pajgoBumMa mnokaszanu El- Sedawy u capagaunum
(1989a, 1989b, 1990). Ilpema HaBeAeHMM HCTpakKMBambUMa MeETAa0OIMYKA KOHBEP3Hja
CEKOUPHJIOUTHUX TIYKO3HMJa IOYME-E EH3UMATCKOM XHJPOJIHM30M CYICTpara IOJ JIEjCTBOM [-
riyko3ugaa3a. HakoH TpaHchopmaimje CeKOUPHIOMIHUX TIYKO3UAa y TECTUPAHHM Y30pIHMa CY
nerekroBann Metabomutu ITI, xao mro cy EP, I'Jl, S5-xugpoxcumermincokpomen-l-on u 5-
xuapokcumeruiacokpoman-1-on  (El-Sedawy wu cap., 1989a). MHurectunamne Oakrepwuje
tpanchopmumry CBM y peakuuju y K0joj HACTajy S-XHIPOKCUMETHIICOKPOMaH-1-OH M a30THO
jenumeme rennuanun (EI-Sedawy u cap., 1989b; Tian u cap., 2017). Ilpema pesyararuma El-
Sedawy u capannuka (1990) 6akrepujcku coj Proteus mirabilis y anaepoOHuM ycnoBrmMa epruKacHO
Mertabosmme CB, npu yemy Hactajy ariiukoHu CB u 4,4af-5a,6a-TeTpaxuapo-54-XuapoKCuMeTHII-
6p-metun-1H,3H-mupano(3,4-C)mupan-1-on. Ha ocHOBy pesydrara uCTpaxuBama Koje Cy
cinpoBenii Marak u capamaunu (2002) cMatpa ce ga 3ampaBO HPUAOMIHH TIYKO3HIH MOTY
MOCTYKUTH Ka0 M3BOP YIJbeHHKAa OMOTpoHMM maroreHuma. HaBeneHu monmamu cy y ckiany ca
pesyaratuma IOOMjeHHM Yy OKBHPY OBe Iucepraimje Koju ykasyjy ma P. funiculosum wmoske
e(pUKaCHO /Ja KOPUCTH CEKOMPHUAONIC KUYHIIE Ka0 M3BOp YIJbEHHWKA W CHEpruje Kajga Ccy OHHU Y
MOJUTO3U TIPUCYTHH Y CYOJICTATHUM KOHIIEHTpalrjaMa. ¥ MPHUJIOT TOME FOBOPU W YHME-CHHIIA Ja Y
XpaHJBMBHM TOJUIOTaMa 32 Tajeme IJbMBa Yy KOJUMa j€ PErucTPOBAaHO OMNAJame KOJIWYHHE
CCKOUPHIIOMTHUX TIYKO3MJa KUYUIE HHje 3a0elIeKEHO NPUCYCTBO OAroBapajyhux ariukoHa.
Paznor moxxe OutH edukacHa najba KOHBEp3Mja ariIMKOHa O]l CTpaHE IJbHMBA, Maga Ce HE CMe
UCKJbYYUTH MOTYNHOCT Ja MpUMEHEHE aHATUTHYKE METO/Ie HUCY Owiie JOBOJHHO oceTibrBe. OBU
pe3yaTaTd Cy W3y3eTHO 3HauajHu, uMajyhm y Buay uumbeHuily na Centaurii herba ucnymasa
3axteBe [upextue 2004/24 EC mo k0joj ce MOXe KIacH(pUKOBATH Kao TPaJAULMOHAIHU OWJbHU
nek (EBporicka arennuja 3a nekose, 2015), a ga ce takohe nmpenopydyje u Kao MOhaH aaWTUB 3a
uyBame xpane (Siler m cap., 2014). Kako je cyOmeramHa 103a CEKOMPHIOMIHHX TIYKO3HAA
pa3nuynTa KOJ Pa3iMYUTHX BPCTa M COjeBa MUKPOOpPTraHMW3aMa, O]l CYIITUHCKE je BaXHOCTH Ja ce
yTBp/Ic TayHEe KOJMYMHE U J03€ 3a KIMHWYKY TMPUMEHY OBHX jelumeHmha. [IpuMemeHn
CEKOWPHJION]IH Ca jeIHe CTpaHe He O Tpebayo HEeraTWBHO JIa JIeNyjy Ha HpeBHY (iaopy nomahuHa,
ald HU Ja TOJCTUYY pacT MAaTOTEHUX MHKpOpraHu3aMa ako ce NpUMEBYjy Yy CcyOleTanHoj
KOHIIEHTPALUjH.

5.4. IlpoMeHe y MeTa00IM3MY CEKOMAPHAOMIHUX IJIyKo3uaa y jJucropuma C.
erythraea nzazBane MmexaHH4YKHUM noBpehuBameM TKUBA

JenHa o rimaBHUX yiora CHelMjajJu30BaHUX MeTabosiuTa y camoj OusbIM jecte ydenthe y
HHTepakijama ouibke ca okonaoM (Verpoorte u cap., 2002). Kana ce Hal)y y ctpecHuM yciioBUMa
OuJbKe MOTy Ja MCKOpPHCTE pecypce IMpHMapHOI MeTabosiM3Ma U ycMepe HUX Ka CHHTE3H
KOMITOHEHTH HEOIXOJHHX 32 0JJ0paMOEHU OJIFOBOP, OJHOCHO, Ka CIIEIH]aIn30BaHOM METa00In3My
(Mortensen u cap., 2019). buocuHTe3a crenujain3oBaHUX MeTaboauTa MOXE OUTH peryiucaHa
CTIOJBAIIFUM CTHMYJIYCOM WIJIM JI€jCTBOM EJHMIMTOPA, KAao IITO Cy CaJUIMIHA KUCEITUHA WU
jacmonaru (Singh u cap., 2018). Jenumema Koja cy 1eo xeMujcke oJ0paHe Ouspaka ce MojayaHo
CHHTETHINY y JMCTOBHMA, HAPOUUTO Y MIIQJHUM, KOJH Cy OOMYHO U JICJIOBH OWMJbKE HAjU3JI0KCHHJU
HamajJy matoreHa u xepOuBopa. PaHMja ucTpakuBama Cy MOKasaja Ja MOBpe/ia TKHBa aKTHBHUPA
o0paMOeHN  OJroBOp MHOTMX OWJPHUX BpcTa KOJjU IOJpa3yMeBa TIOjayaHy CHHTE3y
cnienujanuzoBanux Meradonuta (Darrow u Bowers, 1999; De Bernonville u cap., 2017; Meelaph u
cap., 2018; Ibanez u cap., 2019). IIpermocraBiba ce aa y NMPUPOJHUAM YCIIOBMMA, HAKOH Hamaja
naToreHa M XxepOuBopa Koju omrehyjy TKHBO Ousbaka, J0Jla3d 10 XHJIPOJIM3€ TIIYKO3HJa
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moCcpcACTBOM CHAOICHUX ﬂ-FHyKO3I/II[a3a caMe GI/IJ'I:KG, A1 U XUJAPOJIMTUIKUX CH3UMA IMOPCKIIOM O
raToreHa u xepouBopa. AKTHBAIMja CEKOUPHUIOH A TIOJ JISJCTBOM €H3UMa [-TIyKO3Ua3e y camoj
OUJbLIM TIPEJCTaBIbA jeJaH OJ] HAaYMHA XEMHU)CKE 3alITHTE OMJbKE OJ1 Hala/ia naToreHa u xepouBopa
(Ahn wu cap., 2010; Pankoke wu cap., 2013, 2015). M3 naureparype je IO3HATO Ja CTpeEC
noBpehuBameM TKHBa U npuMeHa MeJA moxe JoBeCTH 10 MHAYKIMje OMOCHHTE3€e CEKOMPHI0MIA
kox Bpcra ¢ammauje Gentianaceae (Darrow u Bowers, 1999; Reymond u cap., 2000; Jacobo-
Velazquez u cap., 2015; Goossens u cap., 2016; Meelaph u cap., 2018).

[Mpoaykiuja crienujann3oBaHUX METa0OIUTA MOPE] OCTAIMX EHAOTeHUX (DakTopa, 3aBUCH H
on rexHoruna Owbke. Matekalo u capamaunm (2018) cy mokaszanu ja mpoayKiuja CEKOUPUAOHIA
KOJ KHYHWIIC 3aBHCH OJ] TIEHOTHNA, mna je Moryhe pa3aBOjUTH BHCOKONPOIYKTUBHE O]
HUCKOINPOJYKTUBHUX TE€HOTUIIOBA. KamamureT TIeHOTHIIOBA 3a MPOAYKIH]Y CEKOUPHIOHIA ]
peryiaucaH Ha HHBOY TPaHCKPHINIUje OMOCHHTETCKUX TeHa. YCIea Tora je y eKCIepUMEHTHMa
koputtheH yHH()OPMHU TeHETHYKHA MaTepujal KOjH je KIOHAIHO yMHOXeH. Kako 6u 6uo m30ernyT
€BeHTYaJIHM YTHIIA] CTaaMjyMa pa3Buha JIMCTOBa Ha caJp)kKa] CEKOMPHUAOWIA, IOBpena je
MHYKOBaHa yYBEK Ha MCTOM mapy jucroBa. CEKOUPHUIOUIM C€, MHAYe, KOJ BpcTa U3 (haMuiiuje
Gentianaceae akymynupajy y pasnuyutam aenoBuMma Ousbke. Kox Bpere Swertia chirayita, kao u
BpcTa u3 poaa Gentiana, cekoupuaouan ce akymynupajy y kopesosuma (Cao u cap., 2012; Padhan
u cap., 2015), 1ok ce KOa HEKHMX APYIHX BPCTa U3 UCTOr poja, yKbydyjyhu u Bpery C. erythraea,
CEKOMPHIOMIM YITIABHOM CKJIAJMINTE Y HAJ3EMHUM JeloBuMa Owbke (Siler m cap., 2012; Liu u
cap., 2017; Matekalo u cap., 2018). Cagpxaj CeKOUPUIOUIHUX TIIYKO3H/Ia Y JIMCTOBMMA KUYHUIIE HE
3aBHCH 3HAYajHO O] pa3BojHOr craaujyma ymcta (Matekalo u cap., 2018), anu mMoxe BapupaT y
3aBUCHOCTH O]l OpOjHHX €HJOTeHHMX M cpenuHckux ¢axrtopa (Boroduske, 2016; Matekalo u cap.,
2018).

Y muiby pacBeT/haBama IyT€Ba OMOCHHTE3E€ W Pasrpaibe CEKOMPHIOHIHUX TIYKO3UIa
KAYHIE TOKOM (DH3HOJIOIKOT OJrOBOpa Ha CTpeC M3a3BaH NoBpehHBameM TKHBAa HMCIUTAHE CY
POMEHE Ha METa0OJMYKOM HHUBOY (NMpOQMINCahe CEKOMPUAOUIHUX TIYKO3WJa W OCTaJIHMX
UHTEpMearjepa OMOCHHTETCKOT MyTa), Ka0 M NPOMEHE Ha MOJIEKYJapHOM HHBOY, IpU YeMy je
npaheHa eKcrpecHja T'eHa YKJbYYeHHX y OWOCHHTETCKH IyT CEKOMpPHIOWIa, Kao W TeHa 3a f-
riayko3uaasy. VcrpaxuBama Ha Bpcrama pona Plantago (Pankoke u cap., 2013) cy mokasana jga
WPUIOUJIHU TIIYKO3HUIN U €H3UM [-TIyKo3uaa3a GopmMupajy 1BojHA 0A0paMOeHn 0AroBOp OMJbKE Ha
HamaJl HeajanTupaHux xepOuBopa. Takohe, Heke o onOpamOeHnx KommoHeHTH Bpcre C. roseus,
Kao ITO Cy WMHJOJHHU aJKAJIOUIH, MOTY OWUTH XEMH|CKH HEaKTHBHE (OpME jeUIbEema Koje ce
€H3UMAaTCKU aKTUBHPAjy HaKoH omrehema TKHUBa, IpU YyeMy ce ociobalajy peakTUBHU U TOKCHYHH
armukonn (Guirimand u cap., 2010). BHOCHHTETCKH MyT CEKOMPHIOUIHUX TIYKO3MJA KHYHIIS
onsuja ce nocpenctsoM CJIOI, koju je Takohe mpekypcop CHHTE3e BEJIHMKOI Opoja MHJIOTHHX
ankanouza (St-Pierre u cap., 2013). TloBnauemem mapasene ca OMOCHHTETCKUM IyTEM aJKaloH/1a
kox Bpcre C. roseus (Miettinen u cap., 2014) HemaBHO Cy KOJ KHYHIC HACHTH()UKOBAHU TEHH
KaHuIaTH OMOCHHTETCKOr myTa cekoupuaouaa a0 CJIOT (Matekalo u cap., 2018). Kommieran
O6uocuHTeTckn myt koju Boau 1o CB, CBM u ITl no caga HuMje ommcaH KOJ BpcTa poja
Centaurium, xkao HH KOJa Apyrux cpoaHux Bpcta u3 ¢ammauje Gentianaceae. Ilopex Ttora, y
TuTepaTypu Hema mojaTtaka o katabommsmy CB, CBM wu I'Tl kon kuuune. Jeana o moja3zHuX
XHUIIOTE€3a OBE JIOKTOPCKE JAMCEpTaIyje Omia je Ja NMPBH KOpaK y PasTpaambh CEKOMPHIOMIHUX
IIyKo3uJa KOJA KHYMIE NpeACcTaB/ba XHAPOJIM3a CEKOUPHUIOUJAa TOCPEACTBOM €H3uMma f-
IIIyKO3M/1a3€ KOjU MOKa3yje BUCOKY CIEIM(PHUHOCT 32 0BA jeIUCHA.

BpojHa uctpaxknBama Ha Omsbin C. FOSEUS Cy mokaszasa Ja TMoBpeaa TKUBa 10 KOje J0JIa3H
HaKOH Hamaja XepOuBopa MOXKe Ja MHAYKYje IojauyaHy €KCIpecHjy I'eHa OMOCHHTETCKOI IyTa
MOHOTEPIICHOMTHUX UHIOJMHUX ajkanmouaa (MIA) y aucToBMMa, MITO JOBOJAM 10 MHTCH3UBHH]E
ouocuHTe3e oBUX jemumbema (Vazquez-Flota u cap., 2004; De Bernonville u cap., 2017; Nishanth u
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cap., 2018). IloBpena yruue Ha TMOjadyaHy CUHTE3y CTPUKTO3MIHMHA Y JOKAIHUM JMCTOBUMA HAKOH
48 h u 72 h, 1ok ce BHHIOPO3MH, ajMAMIMH M CEPIICHTUH aKyMynupajy 72 h HakoH moBpeae y
JokaaHuM (roBpeheHunm), anu u 'y qucranHum (Henospehennm) nuctosuma (De Bernonville u cap.,
2017). Vazquez-Flota u capamuuim (2004) cy nokazanu aa mospena koruwienona C. roseus yrude
Ha 0jayaHy aKyMyJIaldjy ajMaJuliHa U BUHI0JMHA HakoH 12 h. Canxpikaj OCH3MII M30KBHHOJIHUX
ankanonga Hynupepuna u N-vHopHynmdepuHa pacre 72 h HakOH MeXaHHUYKE MOBPEIC JUCTOBA
noroca (Meelaph u cap., 2018). [Ipema pesynraruma Alves u capannuka (2007) noBpena yruye Ha
nojavyaHy CHHTE3Yy TPOIAHCKOI alkajoujaa cKomosiamMuHa BpcTe Brugmansia suaveolens, ma cy
MaKCHMaJIHE KOHIIEHTpaluje CKomojaMuHa 3abenexxeHe 24 h nakon moBpeme. Ilojauana
aKyMmyJianyja CeKOMPHUIOUIHHUX TIYKO3Ua Yy JIMCTOBUMA KWYHIIE HAKOH HKUXOBOT NoBpehuBama y
CKJIaJly je ca MPETXOJHO HaBeIHUM HcTpakuBamuma. Akymynaiuja JIOI, CBM u I'Tl 3anounme
Beh 2 h mim 4 h nakon mospegne, ok ce JIK, CJIOI u CB akymynupajy Herrro kacauje (rocie 16 h
u 24 h). MakcumMaiiHa akymyJanuja yKymHuX upuaonsa 3abenexena je 96 h HakoH moBpesie u 1o 'y
nenuMm ucroBuma. Mmajyhu y Buay na je xkon ouspaka u3 hamuiuje Gentianaceae CB mpekypcop
CHHTE3€ OCTalINX cexoupuaonna y omocunrerckom myty (Inouye, 1970), nomunantHa cunte3a CB
y JIJUCTOBUMA HaKOH IOBPEJIC j€ OUYeKHBaHA. AKYMYyJallija CEKOMPUIONIa y oBpeheHnM 1 y renum
(HemoBpeh)eHNM) JTMCTOBUMA KUYHMIIE MOAP)KaBa XUIIOTE3Y Jla c€ CHrHal o omTehemy TKUBa MIMpU
Kpo3 11eny OMJbKY, HAaKOH Yera ce u y JUCTaTHUM TKUBHMMAa aKTHBHUPAjy oaroBapajyhu ogbpambenu
Mexanu3mu (Leon u cap., 2001; Toyota u cap., 2018).

[Ipoayknuja u akyMmynanuja CHEIUjalM30BaHUX MeTaboiMTa je YCKO TOoBe3aHa ca
EKCITPECHjOM I'eHa YKJbYYCHUX Y OMOCUHTE3y OBHX jeIUbCHA. Tako je eKcrpecHja OMOCHHTETCKUX
rena CeGPPS, CeGES, CeG80, Ce8HGO, CelS,CelO, Ce7DLGT, Ce7DLH2, CeLAMT u CeSLS y
KOpeJaluju ca caapkajeM UPHUIOWJA y PA3IMYUTUM OpraHMMa M 3aBHCH OJ T'€HOTHIAa OuJbKe
(Matekalo u cap., 2018). Mexanuuko mnoBpehuBame JTUCTOBA KHYHIE HHIYKYje IPOMEHE Yy
eKCTIpecHju OMOCHHTETCKMX TeHa W Ha Taj HAYUMH TMOACTHYE CHHTE3Y H aKyMyJamujy
CCKOUPHIIOMTHUX TJIYKO3uaa. Pe3yiratu aHanu3e eKCIpecuje TIeHa KOju Cy YKIbYYeHH Y
OMOCHHTETCKH YT CEKOMPHIOH A KHYHIIE Cy yYKa3alli Ja MOBpea yTuie Ha noBehame excnpecuje
Behune anamm3upanux Oouocunrerckux rena (CeGPPS, CeGES, CeG80O, Ce8HGO, CelS2, CelO,
Ce7DLGT, Ce7DLH2, CeLAMT wu CeSLS), ca u3yserkom rena CelSl. Tpenn mosehama HHBOA
eKCIpecHje OBUX OMOCHMHTETCKHX I'€Ha ce youaBa Kako y MoBpeheHHM, Tako W y HemoBpeheHuM
(memum) JimcToBUMa Kuuuile. [IpeTxoaHa ucTpakuBama Cy Mmokasana ja koja Bpere C. roseus rex 3a
upunons currasy (CrlS) uma cnuyan obpasall ekcrpecuje Kao U APYTd T'eHH OMOCHHTETCKOT MyTa
MIA, nok renu 3a mporectepon-5-f-penykrasy (CrP5BR) ne mpare oBaj tpena (Munkert u cap.,
2015; Kidd u cap., 2019). ®unoreHercka yropeaHa aHaau3a aMuHOKHCceTrHCKe cekBerie CelS1 u
CelS2 ca HekuM OKapaKkTepHCAaHWM WPHJIOWI CHHTa3aMa M IMPOTreCTepPOH-5-f-peayKTazama ykaszala
je Ha cpomuoct CelS1 ca mporecrepoH-5-f-peaykrazama, ok ce CelS2 cBpcraBa y rpymy ca
upugons cuntazama (Cnuka 13 u Tabena I13 y Ipunory). Cnuanoct CelS2 ca upugons cuatazoMm
C. roseus, kao u cnu4aH o0Opasal MpoOMeHe eKCIpecHje HaKOH TMOBpele, yKa3yjy Ha perylaTopHY
yJIOTY OBOT T'éHa y MeTa0OJMYKOM IMyTy CEKOMPUIOMIHUX TIyKo3uaa. MelhyTuMm, nako ekcrpecuja
CelS1 amje nanykoBana mospenom win MeJA, 3Hadaj CelS1 y OMOCHHTETCKOM IyTy CEKOUPHIOH 1A
ce HE CM€ TIOTITYHO UCKJbYUHUTH.

AHanusa exclipecuje reHa KaHauaara Koju cy YKJby4eHH Y OMOCHHTETCKU MYT CEKOUPUAOUIA
yKasaJia je ¥ J1a ce€ HUBO eKCIIPEeCHje TOTOBO CBHX aHAJIM3UPaHUX OMOCHHTETCKUX reHa nosehasa 24
h HakoHn moBpeze, ocum y ciay4uajy rena CeGPPS. OBaj ren koaupa 3a eH3UM KOjH KaTaiu3yje mpBy
peaxiujy y OMOCHHTETCKOM IMyTy cekoupuaouaa y kojoj ce ox DMAPP u IPP cunTeTHie repanumn
mudocdar (GPP), a no mosehama merose excrpecuje go1a3u 2 h u 4 h maxon nmospene. Ca apyre
crpaHe, ekcrpecuja reHa CeLAMT je Ouna ucrmon HuBoa nerekiuje. HuBo ekcmpecuje cBHX
ocranux ucnutuBaHux rera (CeGES, CeG80O, Ce8HGO, CelS2, CelO, Ce7DLGT, Ce7DLH2 un
CeSLS) ce nakon nopeze mopehaBa U TOCTHKE MaKCUMalTHE BPEIHOCTH HaKoH 24 h wim 48 h, mpu
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YeMy HUCY yOu€HE CTaTHCTUYKH 3HadajHe pasiuke niMely moBpeheHuX M HemoBpeheHHX JIMCTOBa
kuuniie. OBo moBehame penmaTuBHE EKCIpechje OMOCHHTETCKHX T'eHa j€ Yy CKIaay ca YOUCHUM
nosehameM caapxkaja YKYMHUX UpUIouAa (MIPBEHCTBEHO CEKOMPUIOWIA) Y JIMCTOBUMA KUYHIIE.
JleTasbHOM aHanM30M Mpoduia eKcrnpecuje OMOCMHTETCKUX reHa u3ABojeH je reH CeSLS, umja je
excrpecrja mosehana yak 800 myra u to 48 h Hakon moBpeme nucroBa. De Bernonville u
capagauii (2016) cy mokasaiu Ja TOBpe/la HacTajla HamaJoM XepOuBOpa WM MEXaHHYKUM
omrehemeM n3a3uBa 3Ha4yajaH nopact excupecuje SLS u LAMT rena xon Bpcre C. roseus nocie 6
h, 8 h u 24 h. HcroBpemeno, ekcrpecuja reHa KOju Cy IMOBE3aHH Ca IMOYETHHUM Kopaluma
OMOCHHTETCKOT ITyTa HUje IM0Ka3ajia TaKo BUCOK CTeleH MHAYKIje HakoH noBpezae (De Bernonville
u cap., 2016). Ilpema pesynratuma Dutta u capagauka (2007) MexaHMUYKO MOBpehUBamkE JIMCTOBA
C. roseus je Takohe m0Bejo 10 3HaYajHOT MoBehama HUBOA ekcrpecHje reHa SLS u To 6 h HakoH
noBpehuBama mpudamkHo 50 % mamune aucra. Ca apyre crpane, Nishanth u capagaunm (2018) cy
nokasanm na mnoBpehuBame aucroBa C. r0SEUS XHUPYIIKMM CKAJIIEIOM HWHAYKyje moBehame
EKCIpecHje oBOr reHa HakoH 24 h. Mexanuuka moBpena, Kao U TpeTMaH MeJA W CATUIHIHOM
kucenuHoMm noBehaBajy ekcrpecujy reHa SLS u y mucroBuma Bpcere Nothapodytes nimmoniana
(Rather u cap., 2019).

busbke Ha omTeheme TKHBa pearyjy akTHBAIMjOM CHTHAIHUX ITyT€BAa KOJU PETYJIHIIY
eKCIIPECHjy TeHa Ha TPAHCKPUIILMOHOM HHBOY KaKO Ha MECTY MOBpEle, TaKO WU Y IAMCTATHUM
OusbHUM opranuMa. KibydHHU perynaTopHH MEXaHHW3aM CHHTE3€ CIICIHjaIM30BaHUX MeTaboiuTa je
KOHTpOJIa OMOCMHTETUYKUX TeHa Ha HUBOY TpaHckpumuuje (Mortensen u cap., 2019). Jacmoncka
KkucenuHa (JA4) ¥ HEeHH JepuBaTH C€ MOTY TOHAIIATH KA0 CUTHAJTHH MOJIEKYJIH KOjU y4YECTBY]Y Y
0JIroBOpYy OMJbKE Ha cTpec M3a3BaH moBpenom (Goossens u cap., 2016; Schweizer u cap., 2018;
Wang u cap., 2019; Wasternack u Strnad, 2019). Hakon noBpesie OMJbHOT TKMBa HUBO €HAOTeHE JA
ce 3Ha4ajHO U Op30 moBehaBa y moBpeheHOM TKUBY, ajii U y HeroBpehenum nenopuma ousbke (Koo
u cap., 2009; Toyota u cap., 2018; Wang u cap., 2019). [loBechanu HMBO jacMOHATa JETEKTYje
COI1-JAZ xo-peuentopHu Komruiekc, npu uemy COIl Bpmm yOukBuTHHH3AUW]Y JAZ
TPaHCKPHUIIIIMOHUX perpecopa. Jerpamanmuja JAZ pemnpecopa ocimobaha jacMOHAT-3aBHCHE
TPaHCKPUNIHOHE (HAaKTOpE KOjU PEryNHUIy eKCIpPEeCHjy reHa YKJbYYeHUX Yy 0J0paMOCHU OIroBOP
ouspke (Sanchez-Serrano, 2017). Excnpecuja CTpYKTYpHHX M PEryJIATOPHUX T'€HA YKJbYYCHHX Y
6uocunrercku nyT MIA xon Bpcte C. roseus perysucasa je jacMoHaTuma, mpu yemy COIl, MYC2
u JAZ npencraBipajy riaBHe enemente curHamHor myra JA (Patra, 2018). TpanckpumiuoHH
¢daktop CrMYC2 aktuBupa ORCA tpanckpunuuone ¢pakrope (mnpBeHctBeHo CrORCA2 u
CrORCA3), koju 3aTUM HMHAYKYjy €KCIpPECHjy IMOjeIUHUX I'eHa YKJbydeHUX y OuocuHTesy MIA
(Schweizer u cap., 2018). TTopen MYC2, tpanckpummonu ¢akropu BIS1 u BIS2 cy Takobe
YKJbYYEHH Yy peryiaiujy upuaouaHor nena ouocuurerckor myra MIA xox Bpere C. roseus (Van
Moerkercke u cap., 2015, 2016). Haume, noka3zano je na mojauana excrpecuja CrBIS1 wmu CrBIS2
J0BO/W 10 ToBehama HUBOA €KCIIpecHje TeHa YKJbYYCHUX Y OMOCHHTE3y UPUOWIA U paHUX TeHa
MEP nyra 6uocuHTe3se TeprieHa, kao u 10 akymynamuje MIA (Van Moerkercke u cap., 2015, 2016;
Wasternack u Strnad, 2019). Cmatpa ce na cy oBa jBa TpaHCKpuIiHoHa ¢akTopa koa Bpcre C.
roseus ykJpyueHa y peryjianujy ekcrpecuje cTpykTypHux reHa koje MYC2/ORCA3 curnainHa
kackaga He perymuire (Van Moerkercke u cap., 2016; Liu u cap., 2017). 3aHuMIBHBO je 1a y
TPaHCKPUNIITOMY JIUCTOBA Kuuuie Hucy npoHahenn renn xanmunatu 3a ORCA TpaHCKpHNImoHe
¢dakTope mTo He M3HeHahyje y3eBmm y 003up jga kuumia He npoaykyje MIA. Penpecopu MYC2
TpaHckpunuuonor gaxrtopa, JAM1, JAM2 u JAM3 cy takohe ykibydeHH y CUTHaIHM myT JA
(Sasaki-Sekimoto u cap., 2013). OBu TpaHCcKpUIIMOHU (akTopu OnoKUpajy BesuBawe MYC2 3a
POMOTOpE IreHa YKJbydeHUX y curHaimau nyT JA koj Bpere 4. thaliana (Nakata u cap., 2013).

Ha ocHOBY onmcaHux JMTepaTypHHUX NOJaTaka y OKBUPY OBE JAMCEpTaIfje U3BOJEHU CYy U
aHAJIM3UPAaHU TPAHCKPUIIIMOHU (AKTOpPU 32 KOje C€ MOXKE IMPETIOCTaBUTH [a Cy YKJbYYEHH Yy
perynanmjy eKCIpecuje IeHa YKJ/bYYeHHX y OHMOCHHTETCKM YT CEKOMPHJIOMJA KUYMIE HAKOH
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noBpee. AHAIM30M TPAHCKPHUNTOMA HAA3EMHOT Jejia KUYHIle UISHTU(DUKOBAHE Cy HYKICOTHUHE
cekBeHIle ImecT TpaHckpumnmuonux (akropa (CeMYC2, CeBIS1, CeJAZ1, CeCOIll, CeJAM2 u
CeJAMB3) 3a Koje ce MPETIOCTaB/ba JIa Cy YKJbYUCHH y pEeryJialijy OMOCHHTE3e CCKOUPHIOH 1A KO
KM4YMIle HAaKOH roBpehuBama auctoBa. Ca apyre ctpane, HykieotuaHe cekBeHie 3a CeORCAZ u
CeORCA3, kao u 3a CeBIS2 tpanckpunmmone ¢akrope Hucy npoHaljeHe y HOCTYHHOM
TPaHCKPUNTOMY JIHCTOBa Kuuuile. llopacT HUBOa TpaHCKpHUIIaTa T€HAa KOjU KOAMPAjy 3a
tpanckpunuuonn dakrop CeJAZ1 youaa ce Beh Hakon 2 h y mnoBpehenum smcroBuma. OBH
pe3yaratu ¢y y ckiany ca moganuma Van Moerkercke u capagnnka (2016) koju cy mokasaiu aa y
mucroBuMa C. roseus HakoH noBpehuBama pacte excnpecuja JAZ1 rena. Y nospehenum, anu u y
HEeTMoBpeheHNM JTMCTOBMMA KUYHIIE JAeTeKTOBaHa je moehana exkcrpecuja reHa CeBIS1 koja nparu
npoMeny ekcrnpecrje CeSLS rena kako Ha BpeMEHCKOj CKalli HAaKOH MOBpeljuBama TUCTOBA, TAKO U
mo uHTeH3uTeTy. Pesymratm Van Moerkercke u capagnmka (2016) cy mokasaid jaa IojadaHa
excrpecuja BIS1 rena unnykyje cunresy JIK u CJIOI" y 6uocunrterckom myty MIA kox Bpcre C.
roseus, mpu demy je ciamdyaH oOpasal] IpOMEHE CKCIpecHje mokazaH u 3a ren BIS2. Kidd u
capagauiy (2019) cy Takohe nmokazanu J1a je HU3aK caJipikaj UPUAOUIA Y KOPEIAlUjH ca CHUKCHOM
excripecrjoM reHa BIS1 u BIS2, kao u rena ykspydenux y omocuntesy CJIOI kon C. roseus. Bucok
CTETIeH KOpelalyje HUBOA €KCIpecHje OMOCHMHTETCKMX I'eHa W HEeKHWX TPAHCKPUIIMOHHX (hakTopa
TOKOM OJIrOBOpa OHMJbaKa Ha CTpec MoBpehuBameM JIMCTOBA yKa3yje Ha KOOPIUHHUCAHY PEryianujy
OMOCHHTE3€ CEKOUPHUIOUIA HA TPAHCKPUIIIIHOHOM HUBOY.

[To3nato je ma moBpehuBame TKkUBa A0BOoAM 10 noBehama excnpecuje paznuuutnx JAZ reHa
KO/ TOjeAMHMX OWJPHUX BpCTa MTO yKa3yje naa crnenupuuad JAZ MpOTEeHMHH Yy pa3iuyUuTHM
TKMBUMA WM Pa3BOJHUM CTagMjyMHMa OHJbKE MOTY YYEeCTBOBAaTH Yy OArOBOpY Ousbaka Ha
crieuduyHe yclIoBe y KHUBOTHO] cpenunu (Sanchez-Serrano, 2017). Ersorena npumena MelA
yTHYE Ha IPOMEHE Y OMOCHHTE3! Pa3IMuUTUX ClICIHjaTH30BaHuX MeTabonuTa Ousbaka (Cao u cap.,
2016; Goossens u cap., 2016). Ali u capaguuim (2015) cy Ha npumepy GpapMaKoJIONIKU 3HAYAJHE
ouspke Artemisia absinthium mokasanu 1a mpuMeHa jacMOHATa JOBOIH JI0 SIHIIUTALIN]E POAYKIIH]jE
apTeMHU3WHA, CECKBUTEPIICHCKOT jeIMbCHha KOje Ce KOPUCTH Kao JieK poTuB Maiapuje. Miettinen u
capagauny (2014) cy nokasanu na npumeHa MeJA noBomu 10 noBehama eKCIpecHje reHa Koju Cy
YKJbYYCHH y OMOCHHTETCKE IyTEBE CIICLUjaIn30BaHuX Merabonurta Bpcre C. roseus, mro gasbe
JI0BO/IM J10 mopacTta KoHleHTpauuje MIA kako y 1enoj OusblM, Tako U y cycneH3uju henuja HaKoH
m3naramwa MeJA. llpumena MeJA y konuentpanuju ox 250 uM takohe MHAYKyje eKCIpecHjy TeHa
3a TPAHCKPUMNIMOHE (PAKTOPE KOjU MMajy PeryJaTopHy yJOTYy Y CUHTE3M MHJOJIHMUX aJIKaJousa KoJl
Bpcre C. roseus (Goklany u cap., 2013). V ucrpaxuBamima Cao u capagauka (2016) mokasano je
na npumena 250 uM MeJA ytuue Ha mpomeHy y ekcmpecuju 5206 rena Bpcre Gentiana
macrophylla, npu yemy mona3u 10 cTUMysanuje aKyMmyJaluje crelyjarn3oBaiux MetadonuTa. J{o
CIIMYHUX pe3ynrara Jouuin ¢y u Hua u capaguunu (2014) nakon ¢onujapue npumene MeJA Ha
ouwspke Bpcte G. macrophylla, mpu uemy je ekcrpecuja OMOCHHTETCKHX T'eHa KOjU KOAUPAjy 3a
CEKOWPHJION/IE Y KOPEHOBHMA W JIMCTOBMMA OMIIa 3HA4ajHO TIOBHUIIIEHA y OJHOCY Ha HETPETHpaHE
oummke. Ca apyre crtpane, Boroduske u capamuunm (2016) cy ycraHoBuiu ga TpetMmadH MeJA
CHMKaBa KOJHMYHMHY CEKOMPUIOMIHHMX rinko3unma y juctoBuma C. erythraea. Pasmor cympoTHOr
nenoBawa MeJA Ha TPOAYKLHU]Y CEKOMPUIOUAA KOJ KHUYHUIlE MOXe OWUTH IyXXMHa Tpajama
TpeTMaHa, ¢ 003MpPOM Ha YHILEHHUIlY Ja Cy Mepema caapkaja meTtabonuTa BpiieHa 14 maHa of
MoYyeTKa u3jarama Ousbaka eIuIUTopy. Y paHUjUM MCTaXHUBambuMa JojaBambe MeJA y mojuiory 3a
in vitro rajeme C. erythraea tToxkom 5 u 10 mana uxaykoBajio je akymynanujy JIOT, CBM u I'll y
JMCTOBUMA KHYUIIE, ajli HUje 3a0eIeKeHO CTaTUCTUYKY 3HauajHo nosehame caapxkaja CB u CJIOT
(Matekalo u cap., 2018). HcroBpemeno, moBehame ekcrpecuje MOjeIMHUX TI'€HA YK/bYYECHHX Y
ouocunre3y cekoupuaouaa (Ce8HGO, Ce7DLH2, CelO, CeSLS, CeG80, Ce7DLGT) nerekroBaHO
je 5 mana makon npumere MeJA (Matekalo u cap., 2018). V okBupy oBe aucepraiije nmpaherne cy
IIPOMEHE y CaJpKajy MpHAOHMJIA HM3a3BaHE MoBpehHUBameM TKHBa JHCTOBa M mpuMeheHo je naa
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J071a34 10 3Ha4ajHOT moBehama cazpikaja cBux upuaouaa ca myserkom JIOI. Takohe, nerexToBan
je MOBHIIICH HUBO EKCITPECHje CBUX OMOCHHTETCKHX TeHa (ca u3yzetkom CeGPPS) u to 24 h, 1j. 48
h HakoH MoBpe/ie ca TEHACHIIMjOM Olajiarba HIUBoa ekcnpecuje 96 h mocie nospehuBama.

CKCIIpEeCHjarcHa —
GHOCHHTE3a
caap:xaj
HPHIOHAA
mosehana 96 h 1
eKcIpecHja 48h
24n
— 12hi !
£h | |
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Cnuka 40. Cxemarcku mnpuka3 edekTa MexXaHWYKor ToBpehuBama IHCTOBa KHYMIE Ha MeTaboin3am
cexonpugonaa. Omreheme JMCTOBAa MHIYKYje MojadaHy excrpecujy Omocunrerckux rena (GPPS, GES,
G80O, 8HGO, IS, 10, 7DLGT, 7DLH2, SLS) u ucroBpeMeHO AOBOAW /IO CHW)KEHE EKCIpecHje reHa 3a f-
roykosumasy (BGLU), koja karamusyje MpBY peakiMjy y KaTaboIM3My CEKOMPHIAOMIHHX TIyKO3HU/IA.
PesynTar je WHTEH3MBHMja MPOAYKIHMja M aKyMyJaldja CEKOUPUAOWAA Y JIMCTOBUMA Kuumie. [eH 3a
CEKOJIOTAaHWH CHHTa3y NpENo3HaT je Kao KJbYYHH Yy peryinanuju Qiaykca Kpo3 MeTaOOJMYKH ITyT.
WnentndukoBaHe cy JBe BapujaHTe €H3uMa [-TIyKo3Waaza Koje MOKa3dyjy BHCOKY cHelM(UIHOCT Ka
CEKOUPHIOUTHUM TiykKo3uauma kao cyncrparuma, CeBGLUL u CeBGLUZ2. Ckpahenune: GPPS repanun
mudochar cuntaza, GES repanmon cuntaza, G80O repammon 8§-okcumaza, 8HGO 8-xumpokcurepanuon
okcuaopenykrasa, |S wpumoun cuHTaza, 1O wpupomn oxcumaza, 7DLGT rmykosun TpaHcdepaza 7-
JIEOKCUIIOTaHeTHHCKe Kucennne, 1DLH2 xunpokcunaza 7-1e0KCUIIOraHUHCKE KucelnHe, SLS cexoioranud
cunrasa, BGLU p-riykosunasa, JIOI noranun, CJIOI" cexonoranun, CB cBeposun, CBM cBepuujamapuH,
I'TI reaumonukpun, EP epurpouentaypus, I'JI renimonukpai.

VY muby noOujama JoJaTHUX HMH(OpMalMja O yJIo3uW CHTHaJIHOr myTa JA y perynamnuju
OMOCHHTE3€ CEKOMPHIOHAA aHalu3upaH je edekaT TpetmMaHa MeJA y KpahuMm BpeMEHCKUM
MHTEPBAIMMA y OJIHOCY Ha MPETXO/HO MOMEHYTa UCTpaxuBama. J(oOujeHn pe3ynraT cy moKa3aiu
na ce moBehame cajapikaja cekoupuaonjga Moke jgerekroBatd 48 h HakoH mpumene MeJA.
MehycoOHo cnuuan obpasal] npoMeHe ekcripecuje nokasanu cy rean CeSLS u CeBIS1 umja ce
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ekcripecuja 3HayajHo moehaBa 48 h nakon Teprmana MeJA. Ca npyre crpane, moBchame
excrnpecuje reHa CeJAZ1 3abenexeno je 1 h m 48 h makonm tpermana MeJA. Tlperxomna
uctpaxkuBamwa Katoh u capagnuka (2013) u Toda u capagnuka (2013) nokasyjy aa mogaBambe JA y
MOJIOTY WHAYyKyje moBehame ekcrpecuje JAZ reHa, a MCTOBPEMEHO yTHYe M Ha moBehame
excrpecuje SLS xon Bpere Oryza sativa. [Topena unaykyje akymynanujy JA4 U \bEeHUX JAepUBaTa y
nmucroBuma A. thaliana mro je mpaheno u mosehamem excrpecuje JAZ7 rena (Toyota u cap., 2018).
Kox Bpcre C. roseus mosehame HuBOa JA mHHIMpao je noBehame excrpecuje BIS2 rena, mro je
Jajbe JOBEJIO JI0 MOjadaHe aKyMmyJalyje MeTuiaepuTpon-4-pochara u MHIAYKIHjE EKCIIPECHje TeHa
ounocunTeTckor myra upugouaa (Van Moerkercke u cap., 2016).

Ha ocHOBy pesynTtara n0OMjeHHX y OKBHPY OBE JAMCEpTALlje MOXKE C€ 3aKJbY4UTH Ja
eKcrpecHja BehWHe reHa yKJbY4eHUX y OMOCHHTE3y CEKOMpHIOMJA pacTe HAKOH MoBpehuBama
JIMCTOBA, a J1a je HajBeha mpoMeHa y eKCIIpecHju 3a0eiekeHa 3a reH cexojioranuH cuaTasy (CeSLS)
KOju Katanu3zyje peakiujy npeohema JIOI' y CJIOI'. Hajsehu mopact y HUBOY eKcIipecHje TeHa U3
OMOCHHTETCKOT ITyTa CEKOMPHIOU/Ia M TeHa KOj! KOANPAjy 3a TPAaHCKPHIIIIHOHE (haKkTope 3adenexeH
je 24 h u 48 h HakoH moBpeze, WTO je Jajbe JOBENO JO 3HAYajHOr moBehawa y akymynaiuju
cexonpuaousa. Mely ananusupanuM Tpanckpumniuonum (paxropuma nosehana excrpecuja CeBIS1
TeHa y CKIaay je ca ekcrpecujoM OwmocuHTeTrckor reHa CeSLS, mTo ykasyje na oBaj
TPAaHCKPUIIMOHM (aKTOp MMa 3HauyajHy pEeryJaTopHy YyJOTY Yy CHHTE3H CEKOMPHIOWJa HAKOH
noBpesie aucroBa kuuuie. Ocum tora, CeSLS je mpeno3Har kao BakaH reH (€H3UM) KOjH peryiulie
CHHTE3y cexoupuaonaa u oapehyje meradbonuuku Giaykc Kpo3 CeKOMPUIOUIHN OMOCUHTETCKH ITyT,
a TpeTnocTaBiba ce Aa je mox koHTposom CeBIS1 Tpanckpummonor ¢akropa. IIpencraBmenn
pe3ynraTd Takohe Mokazyjy JAa curHaiHu nyT JA uMa yinory y perynaudju OuOCHHTE3e
CEKOMPUION1a KUYHIIE HAKOH MEXaHWYKe TOBpEJIC.

AxyMmynanyja CTPUKTO3MIMHA W HMCTOBpeMeHO moBehame eKclpecuje CTPUKTO3HINH-[-
royko3uzaaze kox Bpcere C. roseUs HakoH IOBpeAE jeJaH je O NMpHMepa TBOKOMIIOHEHTHOT
oa0pamOeHOr 0/IroBopa OMJbKE Ha MOBpEAyY M3a3BaHy HamaaoM xepousopa (De Bernonville u cap.,
2016). Y okBupy OBe AucepTaluje W3BOjEHH Cy F€HHM KaHIMIAaTH 3a [-TiIyKo3uaasy nopehemem
TPAHCKPUNTOMA HAJI3EMHOT Jejla KHYHMIIE Ca CEKBEHIIOM OKAapaKTEpUCAHE CTPUKTO3UIHH-[-
rnyko3ugasze kon Bpere C. roseus. IlpernenoM nuTepaType HHUje YCTaHOBJBEHO IPUCYCTBO
CTPUKTO3HMJIMHA W JPYIHX ajkajouja Kojx kmuure. MehyTuMm, CTPUKTO3UAMH Y OMOCHHTETCKOM
nyry MIA kox C. roseus nactaje nupektHo on CJIOI', ma je mpermocraBka Owia Ja cy f-
TITyKO3H/1a3¢ KUYHUIE KOje MOKa3yjy BHCOKY CHEIM(PUYHOCT Ka CEKOMPHAOUANMA Kao CYICTPaTy
€H3UMH CIMYHHM TNOMeHyToM eH3uMy BpcTe C. roseus. TpeGa HarmacuTu na je yciiell BHCOKE
XOMOJIOTH]€ CEKBEHIIM JBa T'eHa KaHauaata Ouno mMoryhe nu3ajHUpaTH caMo jeJaH map mpajMepa 3a
kBaHTuTaTuBHU PCR koju ammumdukyje cexBenue CeBGLUL u CeBGLUZ. JloOujenu pesynratu
Cy yKa3aJli Jia jé HUBO €KCIpecHje IreHa 3a [-TIIyKo3uaa3y y JIMCTOBUMA KUYHIIE 3HAYajHO BUIIU Y
OJTHOCY Ha KOPEH, LITO HE YyIU aKo ce y3Me Y 003HMp UMHI-EHHIIA J1a Cy YIPaBO JIMCTOBU IJIABHO
MeCTO GHOCHHTE3e M akyMyJanuje cekonpunonaa kox knunue (Siler u cap., 2014; Matekalo u cap.,
2018), Te 1a W reHM YKJbYYEHH y OMOCHHTE3y CEKOMpHIOMJa Takol)e Moka3yjy BHUIIM HHUBO
eKCIpecHje y JUCToBUMa y oaHocy Ha kopen (Matekalo u cap., 2018). 3a pasauky on
OMOCHHTETCKMX TI€Ha CEKOMPHIOMJIHOI IyTa, €KCIpecHja TeHa 3a €H3UM [-TIyKo3ujasy Yy
noBpeheHnM JTHCTOBMMAa KHYHIlE 3HAYajHO omaja HakoH noBpehuBama. [IpeTxonHa ucrpaxknpama
Ogasawara u capagauka (2009) nmoka3yjy a ce TeHH 3a pa3HyuTe [-TIIyKo3uaase Koj Bpcte A.
thaliana ekcnpumupajy Ha pa3JMYUT HAYMH HAKOH MEXaHWYKe ToBpene. Ekcnpecuja rena
AtBGLU18 pacre y moBpehenum koTuinenoHnma 66 h HakoH MexaHWYKe TOBpeAe, JOK TeHH
AtBGLU20, AtBGLU21 u AtBGLUZ22 moka3yjy cMameH HHBO €KCIIpecHje Yy JIOKATHUM U IEIHM
JUCTOBUMA KiIMjaHIa y mopehemy ca MHTAaKTHUM KOTHiIeAoHMMa. CMameme HUBOA EKCIIpecuje
AtBGLU11 u AtBGLU46 rena youeno je 24 h makoH wm3narama crpecy. Pusmosomka cymra
M3a3BaHa JI0JlaBalkbeM MOJUETUICHIVIMKOIA Yy TOAJIOry Takohe J0BOAM /10 Omajama HUBOA
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eKCIIpecHje T0jeIMHIX T'eHa KOju KOAMPajy 3a eH3uM f-riryko3uaasy kox Bpere A. thaliana (Cao u
cap., 2017). Ekcrpecuja rena 3a f-rnykosuaasy Os1BGlu4 omama makon moBpene nuctoBa Oryza
sativa (Rouyi u cap., 2014), nok reH 3a f-rayko3uaa3y koxa Bpcre Lamium galeobdolon, LgGLUZ2,
HAKOH IMOBpEJIC HE MOKa3yje MPOMEHE y eKCIPECHjH, HAKO je MOKa3aHo J1a ehUKACHO XHIPOJIH3Yje
cymncrpar oneyporend (Hannemann u cap., 2018).

CBU HaBeJICHH PE3yJITaTH yKa3yjy Ha OUTHY yJIOTY [-TIyKo3uja3a y 0J0paMOEHOM OJIFOBOPY
KHYUIE Ha CTPEC M3a3BaH MoBpehuBameM W HaBOJE HA MPETIOCTABKY Ja Cy OBU XUAPOIUTHYKU
CH3UMH TaKol)e yKJbYYeHH y OATOBOp OWJbKE Ha JPYre BPCTE CTUMYJIyCa U3 CIOJBAIIEE CPEIUHE
(Hamaj maroreHa, XepOUBOpa, U CI1.).

5.5. Kapakrepu3anuja en3zuma f-riayko3uaase koa spere C. erythraea

Jenan on OMTHMX KOpaka y CaBpEMEHMM HCTpaKMBambHMa Koja ce 0aBe MNpPOAYKIH]jOM
CIICIMjaJIM30BaHUX METa0oINTa U3 OOHOBJBMBUX M3BOpa MpPEACTaBsba M30JalUja U (YHKIIMOHAIHA
KapakTepu3alyja TeHa YKJbYYeHHX Yy HUXOB MeTaboim3aM, Kao M TPHMEHa T'€HETHYKOT
umkemepunra. llosHaBame onpeheHOr OMOCHHTETCKOT MyTa, Kao M MEXaHH3aMa HEeroBe
peryianyje Tmoji yTULajeM pa3Iu4YuTUX EHIAOTCHHX W er3oreHux (hakTtopa, mpeacTaBba OWTaH
IpeaycIOB 3a MOJCTULAEkE NPOIYKIUje OMOAKTUBHOI jeUIbEHa O] HMHTEpeca M yCMepaBame
MeTabonmukor (iykca y keJbeHOM mpaBily. [logjenHako je BaKHO pacBETNIMTH/IEUHUCATH CBE
(dakTope KOju Y4ecTBYjy y KaTaOoJInu3My OBUX JeIMI-EHA MOILITO Calipikaj OMOAKTUBHUX jeIUIbCHA
y OWJBLIM y pa3IMYUTHM TKUBUMA M OpPraHMMa TOKOM OHTOT€HHjE€ M y IPOMEHJHUBHM YCIOBHMA
CIIOJBbALIGE CPEIUHE 3aBUCH 0] OanmaHca u3Mely BUXOBE MPOU3BOAE U pasrpaiame. 300r Tora je
jemaH oI IMJbEBA OBE JOKTOPCKE IucepTandje Ouo uieHTH(UKAIMja TeHa W eH3MMa KOjU Cy
YKJbYUCHH y KaTa00JIM3aM CEKOMPHIOUTHUX TITYKO3U/1a KO/ KHYHIIE, a IIPBH KOPAK y OBOM IPOLIECY
KaTaJn3yje eH3UM [-TIyKO3uaa3a.

Kopumhemem mogaraka o TpaHCKPHUIITOMY JTHCTOBA KHYUIIE KOHCTPYHCAHH CY TIPajMepH KOjU
cy omoryhunu wu3onanujy myHe AYXKMHE IeHa KOju Kojaupa 3a [-TIayko3uzaasy, a 3a KOju je
MPETHOCTaB/EHO Ja MOXKE€ MMATH BHCOKY CIEHU(PUYHOCT Ka CEKOMPUAOMIHUM TIIYKO3HJIUMa Kao
cyncrpaty. ['en je wionupan y PTZ57R/T BekTOop HaKOH 4era je CEKBEHIMPABEM MPOBEpPECHA
HCIPABHOCT KJIOHMpama. Ha oCHOBY JOOMjeHMX IoJlaTaka yCTAHOBJBEHO j€ Ja MOCTOje JBa IeHa
KaHaAuaaTa 3a [-TIyKo3uJazy Koja ce pasiukyjy y 12 HykJIeoTwaa, a KOju Cy O3HAueHU Kao
CeBGLU1 u CeBGLUZ. Ha aMHHOKHCETMHCKOM HMBOY FOBOPUMO O pasiuuu u3Mel)y nse gopme
€H3UMa 0J1 cBera 4 aMMHOKHUCEIINHE.

VYnopehuBamweM cexkBeHlm Beher Opoja f-Tiayko3uja3a OKapaKTEpUCAHHUX U3 Pa3IMYUTUX
OMJbHUX BpCTa M KOHCTpYyHCameM (uiorenerckor crabdna youeHo je na ce CeBGLUI u CeBGLU2
IPYNUILY MO CIWYHOCTH ca [-TIyKo3HJazaMa YKJbYYEHMM Yy MeTabosid3aM MOHOTEPIIEHOMTHHUX
jenvmbema Ko MojeIMHUX TpUnaJHuKa mopoauie Apocynaceae, oJHOCHO ko1 Bpcta R. serpentina
u C. roseus. On ynusep3ansor npekypcopa CJIOI" cunterumty ce cexkonpunoau u MIA kox MHorux
oupHEX BpcTa. Kom Bpera C. roseus u R. serpentina ce y myry HuzBoaHo on CJIOI cunrteTHIe
cTpukTo3uauH-mpekypcop muorux MIA, nok ce kox Bpcte C. erythraea osa rpana HacTaB/ba Ka
o6uocunTe3u cexonpugonHux riaykosuna CB, CBM u I'll u apyrux mame 3acTYIJbEHUX jeANbEHA
oBe rpyme. I'myko3uam koju Hactajy y merabonmukom myry MIA kox Bpera C. roseus u R.
serpentina a Hanase ce Hu3BoAHO 07 CJIOI', Kao MITO Cy CTPUKTO3HUINH U payKappPHUIMH, TOIIEKY
nenoBamy eH3uMa f-raykosunase (Barleben u cap., 2007; Xia wu cap., 2012). Ha ocHoBy
amuHOKHcenuHCcke cekBerie nporenHa CeBGLUI u CeBGLU2, ¢uorenercke anammse, Kao u
nopehema cexkBeHIM ca [-Tiayko3uaa3ama JApPYTruX OWJbHUX BpCTa, MACHTU(UKOBAH jeé MOTHUB
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OJI'OBOpaH 3a KAaTaJIMTUYKY aKTHBHOCT (pammimje rayko3uanux xuaponasza 1 (Warzecha u cap.,
2000). Osa amuHOKHCENWHCKA cekBeHma: wusoneynun/Baaua (lle/Val) - tpeonun (Thr) -
rnyramuHcka kucenuHa (Glu) - acnaparun (Asn) - rmmnus (Gly) ce Hanasu Ha no3unujama o 418
10 422 amuHOKHcenuHCKor Jadna. Glu Ha mosunuju 207 eH3uMa CTPUKTO3HMIUH--TIIYKO3H1a3€ KO
Bpcre R. serpentina je monop mpotoHa koju omoryhaBa nykieopwnnu nanan Glu (Ha mosunmju
416) na Cl yrmpenumkoB arom cymcrpara (Barleben u cap., 2007). Obe aMHHOKHCETHHE CY
OJITOBOPHE 3a XUAPOJH3Y TIYKO3UTHE BE3€ CYNCTPaTa, a y CIydyajy 3aMEHE OBUX aMHHOKHCEIMHA
€H3UM CTPUKTO3HAWH-f-TIyKO3HUIa3a Tyon XuapoiauTHdky akTtuBHOCT. Enzumm CeBGLUL u
CeBGLU2 mocenyjy Glu na mnosurujama 186 u 420. Xuctuaun (His) wa nosunuju 161
CTPUKTO3HIIUH-f-TIIyKO3HU1a3e Be3yje TIIYKO3WJHM JIe0 MOJIeKylna Cylcrpata W cradwimsyje
npea3Ho crame TOkoM xujaposmse (Barrett u cap., 1995). His ce koa u30/0BaHMX MPOTCHHA
CeBGLUI u CeBGLU2 nanasu Ha nosunuju 141. PexomOunantHu mnportenHu (CeBGLUI1 wu
CeBGLU?2) nokasyjy Hajsehu crenen xomounoruje ca paykadpumun-0O-f-D-riyko3unazom Bpere R.
serpentina (CIMYHOCT aMHUHOKUCEITHHCKE cekBeHie je Beha om 65%). Tpunrodan (Trp) Ha
no3urju 392 paykadpunun-O-f-D-rnykosunaze oapelyje oONMK BE3WBHOT MeCTa 3a CYICTPAT
paykadpuniuH, 10K cepuH (Ser) Ha nmosunuju 390 ob6e3behyje kondopmarujy Trp koja omoryhasa
Ja OBaj CH3UM KaTalM3yje W peakijy Xuapojuse cTpukrosuauHa (Xia u cap., 2012). Ca apyre
CTpaHe, CTPUKTO3HMIUH-f-TIIyKO3H11a3a UcTe OUJbHE BPCTE HE MOXKE Jla XUAPOJIHU3Yje TIYKO3UIHY
BE3y MOJICKYJia payKappHIliHa YKOJIHUKO je Ser Ha mo3unuju 386 3amemen Gly. Y tom ciyuajy Trp
uHTeparyje ca penunananunaom (Phe) Ha mosunuju 485, npu yemy HacTaje MECTO 3a KOje MOXKE J1a
ce BEeXKE€ CTPUKTO3WAMH, anu He U paykadppuuud. [Ipeunmhenn emsumu CeBGLU1 u CeBGLUZ,
Kao " paykappuuuH-O-F-D-rnyko3unasa, mocenyjy Ser na mozuuju 390.

VYTBphHUBamke CIMYHOCTH HAa HUBOY aMHHOKHCEITMHCKHX CEKBEHIM NpedniTheHuX eH3uMa
CeBGLU1 u CeBGLU2 ca ocranum OWJBHHM [-TIIyKO3WJa3aMa MpeJCTaB/ba MOYETHU KOpaK y
JOJENU pelieBaHTHE (yHKIMje eH3uMy. Hapeanu kopak moJpa3ymMeBa HpPOHM3BOIY JOBOJHHE
KOJIMYMHE eH3UMa Jia OM ce meroBa (pyHKIMja UCTIMTANIA, IITO j€ TOCTUTHYTO METOJOM XeTeposiore
eKCIIpeCHje TeHa KaHIuaaTa 3a [-Tiayko3uaa3y Kuuuie y opranusmy aomahuny (6akrepuja E.coli).
HakoH wu3onamuje eH3uMa CHHTETHCAHOI y OpraHu3My noMahuHy mnpoTewH je KopuiheH Yy
peaknmjamMa ca MOTEHIUjaIHUM CYICTpaTHMa, OJHOCHO TIIyKO3WIuMa Koju mnocenyjy f-D-
IIyKO3uaHe Be3e. TpaauLMOHAIHM TNPUCTYN JAoAeJbHBama (yHKIMje oJpeheHoOM eH3uMy ce
3aCHUBA Ha peakidju eH3uMma ca cnenuduuaum cyrncrparom (Ketudat Cairns u cap., 2015) koja ce
U3BOJM Y ycioBuMa iN Vitro. EH3umu f-rioyko3uaase ce cMaTpajy ,,[IPOMHUCKYUTETHHM eH3UMHMa
nMajyhul y BUIy YME-CHUITY J1a KaTallu3y]y peakiujy Xuaponuse f-D-rnyko3uine Be3e jeumbemna u3
pasNMUYMTHX Kjlaca Creudjanu3oBaHux MeTtabonuta. OBa 4YMBEHHUIIA OTeXaBa ojpehuBame
cienn(UIHOCTH 3a CYICTpaT M JAOJAENy pelleBaHTHE Ouoiomke (YHKIHMje OBUM EH3UMHMA.
CHHTETHYKHM CYICTpaTH KOjU Cy KOMEpPLMjaHO JOCTYNHH, Kao MTO cy 4-HuTpodenun-f-D-
rajakTonupanosus, 4-uutpodenmn-f-D-tuornykosun u  4-HurpodeHun-f-D-rmykonupanosun
(PNPG), cy najuenthe kopuiiheHu cyncrpatu 3a norBpay ¢ynuuje f-raykosunase (Czjzek u cap.,
2000; Geerlings u cap., 2000; Warzecha u cap., 2000; Morant u cap., 2008; Shaik u cap., 2013;
Tiwari u Verma, 2016). Xeteposioru eH3UMH OpOjHUX OMJBHHX BpPCTa Cy MOKA3alIHd XUAPOIUTHUKY
aktuBHOCT y peakuuju ca PNPG. Enzumu usonoanu u3 Bpcre Lamium galeobdolon (LgGLU2 u
LgGLU4) xuapomusyjy pNPG, amm ce edukacHOCT gBa €H3MMa y TO] pEaKlUjH pa3jIMKyje
(Hannemann wu cap., 2018). Ilpeunmhene p-rmykosumasze Bpcre Lotus japonicus (LjBGD2 wu
LjBGD4) Ttakohe xumponusyjy pNPG, amu mokasyjy Behu aduHUTET mpema cymncTpaTHMa Koje
CHHTETHILE cama OMJbKa, Kao IITO Cy MPYHA3MH, JOTAYCTpaJIMH U poauonujano3ua (Morant u cap.,
2008). Ilo3nato je, Takohe, ma S-rmyko3uaa3e HEKUX OMJBHMX BpCTa HHUCY YBEK edukacHe y
peakuuju ca KoMepiujaaHuM cyrncrpatom. Tako f-riykozuaaza OeGLU Bpcre Olea europaea He
MoKa3yje XUAPOIUTHUYKY aKTUBHOCT mpema TectupaHom cymncrpary PNPG, ma joj je dbyHkumja
J07ieJbeHa Ha OCHOBY peakidje y Ko0joj e(UKacHO XuApoiu3yje CcrnenupuuHu CyICcTpar
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cekonpuaony oneyponeun (Koudounas u cap., 2015). Takohe, S-rmyko3unmase Bpcre A.thaliana
(AtBGLU21, AtBGLU22 u AtBGLU23) xuaposu3yjy TPOMaHCKH alKaJOW7 CKOIOJIHH, ajd He
UCII0JbABajy XUAPOJIMTHYKY aKTHBHOCT MpeMa KomeprujaiHom cyrcrpary (Ahn u cap., 2010).
Toxom peakumje CeBGLU1 um CeBGLUZ2 ca cyncrparom pPNPG nomasu mo ociobahama
xpomodope 4-HUTpodeHosa MTO yKa3yje Ha XUAPOIUTUYKY aKTUBHOCT MPEYUITNeHNX MPOTEHHA Y
peakiuju ca KoMepuujatHuM cyrcrparoM. CIMYHO Kao y ciydajy S-raykosmaasa Bpcre Lamium
galeobdolon (LgGLU2 u LgGLU4) edukacunoct xumposnmsze PNPG ce pasnukyje usmehy nsa
ensuma, ma CeBGLUZ2 wucnospaBa Behu aduHuter npema komepijaaHom cyrcrpaty PNPG y
nopehemy ca CeBGLUL.

3a pase yTBphuBame (yHKIHMje A-Tayko3umaza uiosnoBaHux u3 kuuwie (CeBGLUI u
CeBGLU2) kopuiiheH je yuTaB HU3 MOTCHIMjAHUX CYIICTpaTa U3 rpyna upujaouaa u ¢eHona, a
BUXOBa KBaHTH(UKaIMja je ypaheHa wmeTomom TeuHe xpomarorpaduje ca UV um maceHom
nerekiujom (UHPLC/DAD/(-)HESI-MS/MS). 360r HecTaOMIIHOCTH MPOAYKaTa KOju HACTa]y HAaKOH
XHUIPOJIN3E CEKOMPUAOUIHUX TITYKO3HUa Kajga ce ca MOJIEKyJla OJICTPAaHH TIYK03a, XHIPOIUTHYKA
aKTHBHOCT €H3MMa yTBp)eHa je Ha OCHOBY Omajama KOJMYMHE CYNCTPaTa y PEaKIHOHOj CMELIH.
Hcnurana je takohe xuaponutuuka cnocoOHoct m3onoBanux ensuma CeBGLUI u CeBGLU2 na
eKCTpaKTHUMa KU4HIle Yy KojuMa je mpaheH caapikaj Haj3aCTYIJbEHUJUX CEKOUPUIONIHUX TIyKO3H1a
CB, CBM u Ill mpe u HakoH €H3UMATCKE XHIPOJM3E. Y PEAKIMjU Ca EKCTPAKTHMa KUYHILIE
CeBGLUI1 u CeBGLU2 xunponmusyjy CB, CBM u I'Tl, npu uemy je CeBGLUZ y oBoj peakuuju
epuxacanju og CeBGLUIL. Murepecantno, mehy anammsupanum nepuBatuma CJIOIT Hajcnabuju
apunutet y ekcrpaktuma kuuuie opu eHsumu (CeBGLU1 u CeBGLU2) ucnospaBajy nmpema CBM,
koju nocenyje 6ouny OH rpymy Besany Ha nosuruju C5, a xojy CB u I'Tl ve mocenyjy. Mcru
aduHUTET IpeMa OBa TPU CYyIICTpaTa MoKaszyje U KoMeplujaiHa f-riiyKko3uaasa u3 6aaema.

Caunuan pesyirar je A0OMjeH M y peakuuju eHsuma ca ctangapaom CBM. V peakuuju ca
CeBGLUI1 ne momas3u o 3Ha4ajHE XHMIPOJIM3E OBOT jeaumema, nok CeBGLU2 Bpmm xuaponmsy
Buiie o nonoBuHe CBM noctynHor y pekannonoj cMemu. Cunrerucanu ensumu CeBGLUI u
CeBGLU2 ca Bucokom eduxacnomhy xuaponmusyjy crangapa I'Tl. Xuaponuza CB nocpencrsom
CeBGLU1 Huje 3HauyajHa y KOHKPETHUM YCIOBHMa eH3uMcke peakuuje. Mehyrum, CeBGLU2
MoKa3yje BUCOKY €(pUKACHOCT y XUJIPOJINU3H CBEPO3UIA.

Ensum CeBGLUI ncnospaBa XUAPOIUTUYKHI TTOTSHIMjAN TIpeMa UPUIOUIHAM TITYKO3HIUMA
KOju ce jaBibajy y3BoaHO o CJIOI' y GmocunTeTckoM mnyty, noce6Ho npema JIOT', 3a pasnuky on
CeBGLU?2 xoju He xunpommsyje cranaapnae JAK u JIOI'. Hu jenan ox aHanmm3upaHuxX eH3uMa HUje
nokaszao 3HavajaH adunuter ka CJIOI' u JIK kao cyncrtpatuma. Ilopen cranaapaa MpuIOUIHOT
nopekia (hyHKIHMja W30JIOBAHUX MPOTEHHA WCIHUTAHA j€ W Ha JOCTYITHUM TIyKO3uauMa (heHOTHUX
jeIMIbema KOju ce OJUIMKY]y MPUCYCTBOM [-TIIyKO3UAHE Be3e. [yko3uan (eHOIHMX jelumberha
Takohe MmojyIexKy eH3UMAaTCKO] XUAPOIN3U Y PEAKIIUjU y KOjOo] ce ociobahajy peakTUBHHM arjJuKOHU
(Lin u cap., 2006). YV ekCHepUMEHTY €H3MMATCKEe XHJPOJH3Ee METAHOJHUX EKCTpaKaTa KUYHUIIe
nomMohy KomepuujaigHe S-riyko3uaase u3 0azema MoKa3aHo j€ Ja OBaj €H3UM XHUAPOJIU3Yyje U HeKa
(deHonHa jequmbemha Koja Cy IPUCYTHA y €KCTPaKTy (TJIYKO3WIU KBEpLETHMHA U JyTeosinHa). 300T
tora je ucnutad apunurer CeBGLU1 u CeBGLU2 3a nocrynne crannapae GpeHONHUX TIyKO3uaa
u3okBepierpuHa (KBepretuH 3-O-TIIyKOo3ua), anureTpuHa (anureHuH 7-O-TIyKO3ua1) U BUTEKCHHA
(amurennn 8-C-rmyko3un). Xumponutudyka aktuBHOCT y peakimju ca WK, AIl u BT 3aBucu on
Bpcre ensuma emsuma (CeBGLU1 mmm CeBGLU2), xao m ox cymcrpara. ['oToBO ToTaigHa
xunponusza All 3abenexena je y peakuuju ca CeBGLUI, nok je y peakumju ca CeBGLU2
XUIpONu3a y U3BecHO] Mepu ciabuja. CtaTucThuku 3HauajHo cMmameme UK y peaknuju ca oba
€H3UMa Huje 3a0eJIe’KeH0, HaKo ce MOXe YOUHTH TPEH cMamema. Hujenan o M30J10BaHUX eH3UMa
HUje KaTamu3oBao peaknujy xuaponmse BT. M3 cera naBemeHor moxe ce pehu ma CeBGLU2
M0Ka3yje BUCOKY CHEUU(PUIHOCT Ka CEKOUPUIOUIHUM TITYKO3UIMMA Kao CYIICTpaTy, a HAPOUUTO Ka
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I'TI u CB. Ipyra Bapujanta en3uma, CeBGLU1L, nokasyje ahpuHUTET Ka CyncTpaTUMa HEIITO HIUPEr
orcera, mTo ykibyudyje upugoun JIOI' m riyko3ua anurennna (amuretpuH). OBakBU Pe3yNTaTH
HUuCy m3HeHal)yyjyhu ako ce y3Me y 003up 4YMmeHHUIAa Ja Cy [-TIyKo3uaase ,,IPOMUCKYUTCTHH
€H3MMH KOju MOTy Ja xuaponu3yjy Behu 06poj cymcrpara. Cnenuduuna dpynknuja CeBGLUI u
CeBGLU2 oppehena je Ha OCHOBY HHUXOBOI BHCOKOT adUHUTETa Ka CEKOMPHUIOUTHUM
TIIyKO3HIUMa Kao CymncrpaTuma. Tpeba umatdu y BHIY Jia MPEeIMeT JOKTOPCKE IUCEepTalHje HHje
OWJI0 MCIIUTHBAKEC KUHETHKE OBUX CH3MMA, Ia TaKOo HEe Tpeda MCKIbYYUTH MOTYhHOCT ma Ou y
HEKUM JIPYTUM YCJIOBUMA PE3YATaTH €H3UMCKHX peakiiija OACTYNaIN O]l IPUKa3aHUX.

[TotBpom ¢yHkumje ensuma nzonoBanux u3 kuuuie (CeBGLU1 u CeBGLUZ2) ctBopenu cy
YCJIOBU 3a JeTajbHAa HMCTPaXKMBama (QYHKIMjE OBHX EH3MMa TOKOM OJroBopa OHMJbaka Ha CTpec
M3a3BaH Pa3IYUTUM aOMOTUYKUM U OMOTHYKKUM (akTopuma. HapouuTo je 3aHUMIBHBO OTKPUTH Ha
KOjH HaYMH OBM €H3MMH Y4YECTBY]y y MOAM(UKAIMjU METa0O0IM3Ma CEKOMPUIOMIHUX TIIyKO3Uaa
ycIie/l Hama/ia maToreHa U XxepouBopa Koju, OCUM IITO Takole h3a3uBajy MOBpe/Ie TKUBA, yUECTBY]Y
Y XMIPOJIM3H INIyKO3WIOBAHUX jeIUbEHha COTICTBEHUM [-TITyKO3H1a3ama.

3Hauaj pe3ynTara OBe JOKTOPCKE AMCEPTAlUje OrJie/ia C€ M 'y TOME IITO Cy CTBOPEHHU YCIOBU
32 METa0OJIMYKH WHXCHEPUHT U MaHUITYJIAIH]e METaOOINYKOT ITyTa CEKOMPUIOUIHNX TIIYKO3HIA Y
[IJbY ONTHMHU3AIMjE MPOU3BOIIE OBUX OUTHHX OMOAKTUBHHX jelUIb-CHA. JenHa ol MoryhHocTH
jecte crumaBame TeHa koju komupajy 3a CeBGLU1 u CeBGLU2 y Owmpkama, unme Om Oumo
peaykoBaH KaraOonM3aM CEKOMPHIOWAHUX TIyKo3uaa W oMoryheHa mHXOBa I0jayaHa
akymynamnuja y Ouspkama. [lojauanom ekcrpecjoM HEKHX O] TPAHCKPUIIIMOHHUX (PaKTOpa KOjU Cy Y
OKBHpY OBE JWCEpTAIlHje U3/IBOjeHH Ka0 OUTHH y peryianuju MeTadoiau3Ma CEeKOMPUIOUIa MOXKE
ce moctuhn KOOpIWHKCaHA WHAYKIMja aKTUBHOCTH OMOCHHTETCKMX I'€Ha W CaMHM THUM II0jadyaTH
Metabonmmukn  Qurykc. KoMOMHANMjOM pa3IMIUTHX TEXHUKA METa0OJUYKOT WHXKCHEPUHTA U
ouoTtexHonoruje y OynyhHOCTH MOXe OWUTH MOCTUTHYTa OAPKUBA MPOAYKIIHMja CEKOUPUIOHIHUX
TIIyKO3U/1a U3 OOHOBJBUBHX M3BOPA.
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6. SAK/bYULIN

e [7aBHM NPOAYKTH CIEIMjANTN30BAaHOT METAa0OIM3Ma KUYMIE, CEKOMPUIOUIHH TIIyKO3UIH,
MOJIC)KY EH3UMATCKO] XHJAPOJM3U IMOMONy [-Tiayko3ujase, Npu demy ce ociobahajy
HECTaOUITHU arjMKOHU KOJU C€ J1aJbe YKIbYUY]y Y METa0OIHYKE MpoIiece Onbaka.

e TI'muea Penicillium funiculosum edukacHo Mmerabonmimie cyOeranHe KOHIIEHTpAIHje
CEKOMPHIONTHHUX TITYKO3M/a KH4YHIEe (CBEPO3H L, CBEpIMjaMapiH U TeHIIMONUKPUH) moMohy
COIICTBEHUX [-TIyKO3W/1a3a.

e FEm3umMarcka Xuaponm3a eKCTpakaTa KHYWIE W CEKOMPUIOMIHHMX TIIyKo3uaa momohy f-
TITyKO3H/1a3e JeTMMUYHO MO0O0JBIIaBa BbUXOB AaHTUOKCUIATUBHYU MOTEHIIM]AN, ajlk HE yTUYe
3Ha4YajHO Ha aHTUMHUKPOOHO JI€jCTBO.

e Mexannyko moBpehuBame ITUCTOBA KHYHUIE JOBOJIM JIO HMHTCH3MBHHjC aKyMyJaluje
cekoupuaonga HakoH 96 h mTo je pesyiarar kako mnoehane ekcnpecuje BehuHe
onocunterckux reHa (CeGPPS, CeGES, CeG80, Ce8HGO, CelS2, CelO, Ce7DLGT,
Ce7DLH2 u CeSLS) nHakon 24 h, Tako u CHI)KEHE €KCITPECHje TeHa 3a CH3UM [-TIIyKO3uaa3y
KOja KaTaju3yje MpBU KOPaK IBHXOBE pasrpaimbe.

e Cexkonoranut cunrasza knuuiie (CeSLS) koja katanu3syje peakuujy npeBohema JioraHiuHa J10
CEKOJIOTaHWHA, HAjBEpOBAaTHHjE TPEICTAaBJbAa €H3UM ca KJbYYHOM YJIOTOM Y peryianuju
MIPOTOKA META0OINTA KPO3 OMOCUHTETCKH ITYT CEKOMPUIOUIHUX TIIYKO3H/IA.

e DuOCHMHTETCKM TEHHM YKJbYYEHH Yy MeTaboiin3aM CeKOUPHIOUAA Cy KOOPIUHHCAHO
EKCIPUMHUPAHU TOKOM OATOBOPA JIMCTOBA HA CTPEC MEXaHUYKHUM MOBpehUBamkEM 1 3HAYajHO
KOpEJIMCAaHH Cca eKCIPECHjoM TeHa 3a TpaHckpumiuonu dakrop BIS1 (CeBIS1), mto ykasyje
Ha peryJanyjy OMOCHHTETCKOT ITyTa CEKOMPHUIOU/Ia Ha HUBOY TPAHCKPHIIIH]E MO yTUIAjeM
CHTHAJHOT ITyTa jaCMOHCKE KUCEJIHHE.

e 3 kuumiie cy usosoBane jaBe uzopopme ensuma F-rirykosupasze (CeBGLUI u CeBGLU2)
KOj€ TMOKa3y]y BUCOKY CIELIM(PHUYHOCT 32 CEKOMPUIOUTHE TIIYKO3UE Kao CYICTPAT YUME je
[0 MpBH MYyT MOTBpheHa (yHKIMja OMJbHUX [-TIyKO3HJa3a KapaKTePUCTUUYHUX 3a OBY
Ipyny jeaumbemba.

e XuapoiuTHUKa (YHKLHMja €H3uMa IMOTBpeHa je HHUXOBOM XETEepPOJOrOM EKCIIPECH]OM Yy
opranusmy jgomahuny (Escherichia coli), npeunmihaBameM peKOMOMHAHTHHX TPOTEHUHA U
CH3MMATCKHM TECTOBHMA W3BEJICHUM Y yCJIOBHMa IN Vitro. OBa crpareruja ce mokasaia Kao
BeoMa e(uKacHa NPUIMKOM Jojene (yHKIMje FeHMMa KOju KOAMpajy 3a f-TIIyKo3ujaase
KHYHIIe, @ MOXE IOCIYXUTH M Yy KapaKTepH3alMju IPYIHMX TeHa OMOCHHTETCKOT ITyTa
CEeKOUPHJIONIA.

e DbuocuHTE3a WM akymynanuja CEKOWPHIOMTHHX TIYKO3WJa MOXKEe OHWTH MOJCTaKHyTa Y
eKCTIEpUMEHTATHAM YCIIOBHMa TOBpehUBameM TKHBAa W TPHUMEHOM EIUIUTOpa METHII
jacMoHaTa, IITO MOKe OUTH MPUMEHEHO Y IPAKCH Y IUJbYy Behe e(pUKaCHOCTH MPOU3BO/IHE
OBUX 3HAYajHUX OMOAKTHUBHUX jeIUHCHHA.

e MeTaOoMMUYKN WHXEHEPUHT KOjU OM YKJbYUMO CTHUINABAaKE€ I'€Ha 3a S-TIIyKO3MJa3e WM
MojayaHy eKCIIPeCH]y TPAHCKPUMIMOHUX (akTopa M OHOCHHTETCKUX T€Ha MOXe Y
OynyhHocTn 00€30emUT OIPKUBY MPOU3BOIKHY CEKOMPHUIOUIHUX TIIYKO3UIA U HUXOBHUX
JiepuBaTa u3 0OHOBJBUBHX M3BOpA.
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8. MPUJIOT

1 M A I L, KR S GR I VP S GA SMTISRGDTFT&PATDTFV F G
1 ATGGCAATTCTGAAAAGAAGTGGCCGGATTGTGCCTAGTGGTGCATCTATGATCAGCCGCGGTGATTTTCCAGCTGATTTTGTATTCGGA
31 S AT A A Y QV E G GAZRZEGG®RG®PS I WDTTFTHTRTR P
91 TCAGCGACTGCAGCTTACCAGGTGGAAGGAGGGGCGCGTGAGGGTGGGCGTGGCCCGAGTATATGGGACACTTTCACCCATAGACGACCT
61 D M I XK GG GN G DUV AV DS Y HILY XKZETDTIOQTILIL KNI G
181  GACATGATAAAAGGAGGAGGCAATGGAGACGTGGCTGTTGATTCATATCATTTGTACAAGGAAGATATACAGTTATTGAAGAACATAGGT
91 L DAY R L S I S W SRV L PG GNIL TG GV NZKTEG I DY

271 TTAGATGCCTATCGTTTGTCGATATCATGGTCAAGGGTACTTCCAGGTGGAAACTTAACCGGTGGTGTCAACAAGGAAGGAATTGACTAC
121 Yy N S L I b DL L A N G I O P F V T L F H W D A P Q A L E D

361 TACAACAGCCTAATTGATGACCTACTCGCTAATGGTATTCAACCGTTCGTTACTCTCTTCCATTGGGATGCTCCTCAAGCTTTAGAAGAT
151 EYy GG F L. s P R I V DDF R QY V ETLCU F WE F G D R V K

451 GAATATGGCGGCTTCTTGAGTCCTCGGATTGTTGATGATTTCCGCCAGTACGTAGAGCTATGTTTCTGGGAATTTGGTGATAGGGTAAAA
181 H w I T L N E P S T F S D A G Y A S G V Y A P G R G s T S P

541 CACTGGATTACGCTGAACGAACCGTCTACATTTAGTGATGCTGGATATGCTTCAGGGGTATATGCTCCCGGTCGAGGGTCTACTTCCCCA
211 I L L. O H R L R S AP S R T S P W G P H CK S S H G N P G T

631 GCTCTTTTACAACACCGTCTTCGCTCAGCACCAAGCCGAACTTCTCCTTGGGGCCCTCATTGTAAAAGTAGCCACGGGAATCCTGGAACT
241 E P Y I V T H H LL L. L ANMXX A T A V E L Y R N K F QO K S O G G

721 GAGCCCTATATTGTGACTCACCATCTGCTTTTAGCCCATGCAACCGCGGTCGAATTGTACAGAAACAAGTTCCAGAAATCCCAAGGAGGA

271 s I I T L 1 8 @ W R E P L ND T EADIRKAA KR AL D F
811 AGTATTGGAATTACACTTATTTCTCAGTGGAGGGAGCCCTTAAATGATACTGAGGCAGATCGCAAGGCTGCGAAAAGAGCCTTAGATTTT
301 M F G W Y M p I T S G bYy P E S M K E L V G S R L P K F S

901  ATGTTTGGATGGTATATGGATCCCATAACGAGTGGTGATTATCCAGAGAGCATGAAGGAATTAGTTGGATCGCGTCTTCCAARATTTTCA
331 P B E S K K L R G S Y DZFLGTILNZYYTGT Y V T DATP K S

991 CCTGACGAATCAAAGAAACTAAGAGGATCCTACGATTTTCTTGGATTGAATTACTACACTGGTACTTATGTGACTGATGCTCCTAAATCC
361 T G E M L. s Yy D T D AWHV T Y T Y E RN G K L I G P K A A S

1081 ACTGGAGAAATGTTAAGCTATGACACGGATGCTCATGTCACCTATACCTATGAACGTAATGGGAAATTAATTGGTCCGAAGGCTGCTTCG
391 b w L H M Y P E GGM Y KL L I ¥ T KN T Y NV P L I Y I T E

1171 GATTGGCTGCATATGTATCCAGAAGGAATGTACAAACTCCTAATTTACACAAAGAACACCTACAATGTTCCTCTGATTTATATCACAGAA
421 N GV Db EVNDNT S L T L S E A R O D T I R I K F I O D H L

1261 AATGGGGTTGATGAAGTCAACAATACGAGTTTAACACTTTCTGAAGCTCGCCAGGATACCATTAGAATTAAATTTATTCAAGATCATCTT
451 Yy N L L R AMKE G VNV K G Y F I W S L L DN F E W N E G

1351 TATAATCTTCTACGAGCAATGAAAGAAGGGGTGAATGTAAAAGGTTATTTTATATGGTCATTGCTGGACAATTTTGAATGGAATGAAGGC
481 Yy T V R F G I VvV H V D Y N D N N A R Y P K D S A I W L F S S
1441 TACACTGTTCGTTTCGGTATCGTCCATGTGGATTACAATGACAATAATGCAAGGTATCCAAAAGATTCAGCAATATGGCTCTTCAGTTCT
511 F N K N M S T NV s F I KN G C V F I s T I F K Y V G T M L
1531 TTCAACAAGAACATGTCTACCAATGTGTCTTTTATCAARAACGGATGTGTATTTATCAGTACCATTTTTAAATATGTTGGGACAATGTTG
541 L S K C I s A T E F S N *

1621 CTTAGCAAATGTATATCTGCAACAGAATTTTCAAATTAA

Cmuxa I11. Hykneotunna n amuHOKHcenuHCKa cekBeHIa TeHa CeBGLUL. OGenexxeHe aMHHOKHCENNHE Ce
pasnukyjy usmelhy ensuma CeBGLUL u CeBGLU2.

1 M A I L KR S GR I VP S GA S M I S RGDF P A DTFV F G
1 ATGGCAATTCTGAAAAGAAGTGGCCGGATTGTGCCTAGTGGTGCATCTATGATCAGCCGCGGTGATTTTCCAGCTGATTTTGTATTCGGA
31 S A T A A Y Q V E G G A R E G G R G P S I WD T F T H R R P
91 TCAGCGACTGCAGCTTACCAGGTGGAAGGAGGGGCGCGTGAGGGTGGGCGTGGCCCGAGTATATGGGACACTTTCACCCATAGACGACCT
61 D M I XK GG GN GDUV AV DS Y H LY XKEDTIOQTIL L KNI G
181  GACATGATAAAAGGAGGAGGCAATGGAGACGTGGCTGTTGATTCATATCATTTGTACAAGGAAGATATACAGTTATTGAAGAACATAGGT
91 L DA Y R L S I S WS RV L P GG N LT G G V N KE G I D Y

271 TTAGATGCCTATCGTTTGTCGATATCATGGTCAAGGGTACTTCCAGGTGGAAACTTAACCGGTGGTGTCAACAAGGAAGGAATTGACTAC
121 Yy N S L. T p b L L A NG I O P F V T L F HW DA P QO A L E D

361 TACAACAGCCTAATTGATGACCTACTCGCTAATGGTATTCAACCGTTCGTTACTCTCTTCCATTGGGATGCTCCTCAAGCTTTAGAAGAT
151 EYy G G F L. s P R I V DDF R QY V ELCF W E F G D R V K

451  GRAATATGGCGGCTTCTTGAGTCCTCGGATTGTTGATGATTTCCGCCAGTACGTAGAGCTATGTTTCTGGGAATTTGGTGATAGGGTARAA
181 H W I T L N E P S T F S D A G Y A S G V Y A P G R G S T S P
541  CACTGGATTACGCTGAATGAACCGTCTACATTTAGTGATGCTGGATATGCTTCAGGGGTATATGCTCCCGGTCGAGGGTCTACTTCCCCA
211 B L L 9 B R L R S A P S R T S P W G P H C K S S H G N P G T

631 GATCTTTTACAACACCGTCTTCGCTCAGCCCCAAGCCGAACTTCTCCTTGGGGCCCTCATTGTAAAAGTAGCCACGGGAATCCTGGAACT
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241 E P Y I VvV T H H L L L A HA T A V E L Y R N K F Q K S O G G

721 GAGCCCTATATTGTGACTCACCATCTGCTTTTAGCTCATGCAACCGCGGTCGAATTGTACAGAAACAAGTTCCAGAAATCCCAAGGAGGA
271 S I G I T L I I Q W R E P L, NDT E A DR KA A K R A L D F

811 AGTATTGGAATTACACTTATTTGTCAGTGGAGGGAGCCCTTAAATGATACTGAGGCAGATCGCAAGGCTGCGAAAAGAGCCTTAGATTTT
301 M F G W Y M p I T S G DY P E S M K E L V G s R L P K F S

901 ATGTTTGGATGGTATATGGAGCCCATAACAAGTGGTGATTATCCAGAGAGCATGAAGGAATTAGTTGGATCGCGTCTTCCCAAATTTTCA
331 P I E S K KL R G S Yy D F L G L N Y Y T G T Y V T D A P K S

991 CCTGAAGAATCAAAGAAACTAAGAGGATCCTACGATTTTCTTGGATTGAATTACTACACTGGTACTTATGTGACTGATGCTCCTAAATCC
361 T G E M L s Y D T D AH VT Y T Y ERNGI KL I G P K A A S

1081 ACTGGAGAAATGTTAAGCTATGACACGGATGCTCATGTCACCTATACCTATGAACGTAATGGGAAATTAATTGGTCCGAAGGCTGCTTCG
391 b w L H M Y P E GM Y KL L I Y T K N T Y N V P L I Y I T E

1171 GATTGGCTGCATATGTATCCAGAAGGAATGTACAAACTCCTAATTTACACAAAGAACACCTACAATGTTCCACTGATTTATATCACAGAA
421 N G vV D EVNNT S L T L S E AR QO D T I R I K F I O D H L

1261 AATGGCGTTGATGAAGTCAACAATACGAGTTTAACACTTTCTGAAGCTCGTCAGGATACCATTAGAATTAAATTTATTCAAGATCATCTT
451 Yy N L L RA M K E G VNV K G Y F I W S L L DN F E W N E G

1351 TATAATCTTCTACGAGCAATGAAAGAAGGGGTGAATGTAAAAGGTTATTTTATATGGTCATTGCTGGACAATTTTGAATGGAATGAAGGC
481 Yy T v R ¥ G I VvV H V DY N DNN AR Y P KD S A I W L F S S

1441 TACACTGTTCGTTTCGGTATCGTCCATGTGGATTACAATGACAATAATGCAAGGTATCCAAAAGATTCAGCAATATGGCTCTTCAGTTCT
511 F NX NM S TNV s F I K N GG C V F I S T I F K Y V G T M L

1531 TTCAACAAGAACATGTCTACCAATGTGTCTTTTATCAAAAACGGATGTGTATTTATCAGTACCATTTTTAAATATGTTGGGACAATGTTG
541 L S K C I S A T E F S N *

1621 CTTAGCAAATGTATATCTGCAACAGAATTTTCAAATTAA

Cmuxka I12. HykneotnnHa u aMuHOKHCEeNHHCKa cekBeHna reHa CeBGLU2. OGenexene aMUHOKHCEIUHE Ce
pasnukyjy usmehy ensuma CeBGLUL u CeBGLU2.

r——g.001S

® DIP5BR1
—{:CrPSBR4
I CelS1
—® DpP5BR2
L—e DIPSBR2

[o Ljls
CriS
—@ CelS2

E GriS1
GriS2

: 0.220 3

Cnuxka I13. ®dusoreHercka aHajin3a aMHHOKHCEIMHCKUX cekBeHin eH3uma CelS1 u CelS2 koja mokasyje
BUXOBY IIOBE3aHOCT Ca OCTAIMM II03HATHM MPUAOHMJ CHHTa3aMa M MPOTrecTepoH-5-f-perykra3zama.
dunoreneTcko crabo je koHcTpyrcaHo kopuithemwem neighbor-joining merone CLC sequence viewer 8.0
codrBepckor nakera. Y TaGemu 113 npumnora npukasanu cy omucu kopumheHux ckpaheHuna 3a OuibHE
BPCTE U MPUCTYNHHU OpojeBu eH3uMa y on line 6a3ama noparaka.
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Tabena II1. Pesynratu ¢akropujanne anamuse papujance (ANOVA) wucnuTHBama 3aBUCHOCTH H3MeDhy

pelaTHBHE €KCIIPECHje CBAKOT O MCIHMTHBaHMX reHa (4ACt Bpemnoct) y mucropuma C. erythraea maxon
MEXaHWYKe MOBPE/IC Kao 3aBUCHE MPOMEHJBUBE M BpEeMEHAa HAKOH moBpene, crama aucta (I wmu 1JI) u

muxoBe Mel)ycoOHe MHTepakifje Kao KaTeropuuKuX HE3aBHCHUX MPOMEHJBHBHX. Y IMJbY CTa0MIIM3aIdje
BapujaHce 3aBucHuUX npomeHsbuBux npe ANOVA m3spmieHa je Box-Cox Tpanchopmanmja. CTaTUCTHUKA
3HayajHa pa3nuka: * p < 0,05, ** p <0,01 u *** p < 0,001

I'en Box-Cox . Bpeme crame Bpeme X
TpaHcpopmanuja cTame

CeGPPS log Fhx

CeGES log Fxk

CeG80 log Fxk

Ce8HGO sqrt Fxk

CelS2 log Fxk

CelO flekal

Ce7DLGT sqrt faleled

Ce7DLH2 Fhx

CeSLS sqrt faleled

CeCOlI1 sqrt Fokx

CeJAZ]_ *kk ** *

CeMYC2 *

CeBIS1 1/sqrt Fhx

CeJAM2 ek

CeJAM3 *x

CelS1 **

Tabena [12. IIporenncke cexBeHIle KopumrheHe 3a gumoreHeTcke ananmse easuma CeBGLU1 u CeBGLU2 u
HBUXOBH MIPUCTYITHUA OpPOjeBU

g:f;feHH buspHa BpcTa Ex3um g;)gCTyHHH

LIBGLU Laucaena leucocephala TITYKO3MIXHApoasa | ABY48758.1
LjBGLU Lotus japonicus Oeta-riyko3umasza D2 ACDG65510.1
TrBGLU Trifolium repens [MjaHoreHa OeTa-TrIIyKo3u1a3a ABV54716.1
DcBGLU Dalbergia cochinchinensis nankoxuTtul 8-O-0era-riryko3ujasa AAF04007.1
GmBGLU  Glycine max n30()1aBOH OeTa-TIIyKO3u1a3a BAF34333.1
PsBGLU Prunus serotina aAMWTIaIMH XHAPOIasa AAA93234.2
PsBGLU2  Prunus serotina MPYHA3WH XHUAPOJIa3a AAF34650.1
TcBGLuU Theobroma cacao Oera-rirykosuaasza 17 EOY32501.1
RhBGLU  Rosa hybrid cultivar Oera-riryKo3ujasa BAG13451.1
VVBGLU  Vitis vinifera Oera-riryko3ugasza 12 RVW48669.1
PaBGLU Populus alba Oera-riryKo3nasa TKR79480.1
CsBGLU Cheilocostus speciosus (dypocranon riaykosun 26-O-6etarnmykosugaza  BAA11831.1
MnBGLU  Morus notabilis Oera-riryko3ugasza 12 EXB28969.1
CsBGLU Camellia sinensis OeTa-puMeBepo3uIasa BAC78656.1
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VIBGLU Viburnum furcatum (dbypKaTHH XUApOIIa3a BAD14925.1
MeBGLU  Manihot esculenta JIHHaMapasa AAB22162.1
VsnBGLU  Vicia sativa subsp. nigra BHIIHAHUH XHIPOJIa3a ABD03937.1
DIBGLU Digitalis lanata KapaeHoaua-16-O-rnykoxuaposnasa CAB38854.2
OeBGLU  Olea europea subsp. Europea  6era riyko3ugasa AAL93619.1
RsBGLU1 Rauvolfia serpentina cTpUKTO3UANH-O-6eTa-D-rayko3unnaza CAC83098.1
RvBGLU  Rauvolfia verticilata CTPHUKTO3MMH-0eTa-D-riyko3umasa AF171457.1
CrBGLU Catharanthus roseus CTPHUKTO3MIMH OeTa-TITyKO3H/1a3a AAF28800.1
RsBGLU?2  Rauvolfia serpentina paynadpurma-O-6era-D-riryko3umasza AAF03675.1
RsBGLU Raphanus sativus MHPO3HHA32 BAB17226.1
SaBGLU Sinapis alba THOTJIYKO3UJI TITYKOXHIPOa3a (MUPO3HMHA3a) CAA42534.1
CsBGLU Crocus sativus Oera-ryko3umasa 12 AQP26338.1
AsBGLU  Avena sativa 6erta-D-riayko3uasa CAA55196.1
TaBGLU Triticum aestivum Oera-riryKo3usasa BAE92259.1
ZmBGLU1 Zea mays npekypcop 6era-D-rmykozunasza AAD03266.1
ZmBGLU?2 Zea mays Oera-D-rmyko3uaaza AAB03266.1
ZmBGLU  Zea mays Oera-TIyKo3H1a3a CAA52293.1
McBGLU  Macleaya cordata [JIYKO3M/IHA XUJIpoJia3a OVA10570.1
PcBGLU Pinus contorta OeTa-TIIyKo3u1a3a AAC69619.1
HvBGLU  Hordeum vulgare OeTa-TIyKo3uiasa AAA87339.1
AtBGLU Arabidopsis thaliana OeTa-TiIyKo3uiasa AAM61427.1
VuBGLU  Vigna unguiculata OeTa-TIyKo3uiasa QCD92277.1
CcBGLU  Capsicum chinense Oera-ryko3uaasa 43 PHU09711.1
SIBGLU Solanum lycopersicum Oera-MaHO3Ma3a AAL37714.1
SsBGLU Salvia splendens Oera-ryKo3usasa TEY39922.1
LgBGLU Lamium galeobdolon Oera-TyKo3uaasa 3 AYKO02733.1
SaBGLU Striga asiatica OeTa-TiIyKo3uiasa GER32887.1

Tabena I13. IIpoTenHcke cekperile kopuiihene 3a puiorenercke ananusze ensuma CelS1 u CelS2 u wuxoBu

MIPUCTYITHA OPOjeBU

g:f;jeHH busbHa BpcTa En3um gg;CTyHHH
OelS Olea europea HPUIOWT CHHTA3a ALV83438.1
DIP5BR1  Digitalis lanata POTeCTePOH-5-B-peryKrasa ADL28122.1
CrP5BR4  Catharantus roseus porecTepoH-5-B-penykrasa 4 AIW09146.1
DpP5BR2  Digitalis purpurea nporecTepoH-5-B-peaykrasa ACZ66261.1
DIP5SBR2  Digitalis lanata IPOTECTEPOH-5-B-petyKTasa AIF73578.1
LjIS Lonicera japonica MPHUJION]] CHHTA3a AMB61048.1
CrlIS Catharantus roseus HUPUJION]T CHHTA3a AFW98981.1
GriIS1 Gentiana rigescens WPHUIION] CUHTa3a | AKI87774.1
GriIS2 Gentiana rigescens WPHUJION]I CHHTa3a 2 AKI87775.1
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buorpadgmuja ayropa

Jenena M. BoxynoBuh (pol). bosweBuh) pohena je 22. nmememOpa 1986. rogmue y beorpany.
OcHOBHY W cpeamy IIKONy 3aBpmia je y beorpany. buonomku dakynarer YHHBep3uTeTa y
beorpany ymnucana je mxoncke 2005/2006. rogune, cmep buonoruja, a mumomupana je 2013.
roguHe. JlokTopcke cryauje Ha buonomkom ¢akynrery YHuBep3utera y beorpamy ymmcana je
mkoscke 2013/2014. roqune, ctynujcku nporpam buonoruja, moayn @u3nonoruja u MoJjieKyIapHa
Oouosoruja Ousbaka.

On jyna 2013. roguHe pagy Kao MCTpaxkuBad mnpurnpaBHUK Onesbema 3a Dusnonorujy Ousbaka
HNucturyTa 3a Omomomka ucTpaxuBama ,,CuHuma CrankoBuh, MHCTHTyTa OJ HAlMOHATHOT
3Hauaja 3a Penybmuky CpOujy, YHuBep3utera y beorpany. Y 3Bame HUCTpaxuBad capagHUK
n3zabpana je cenremOpa 2014. rogune. Y nepuony on jyia 2013. rogune o kpaja 2019. rogune
aHTra)XKOBaHA j€ Ha HAIMOHATHOM NpojeKTy MUHHCTapcTBa MPOCBETE, HAyKe M TEXHOIOIIKOT
pa3Boja pemyosinke CpOuje u3 mporpamMa OCHOBHHX HCTPaKHWBama I0O7 HACIOBOM ,,Ou3uosomnka,
XEMH]CKa W MOJICKYyJIapHa aHaju3a JUBEP3UTETa PETKUX W YIPOKEHUX OMJBHHX BpPCTa y IMHJBY €X
Sity 3amTuTe ¥ IPOAYKIMje OHOJIONIKK aKTUBHUX jenberma’ o1 opojem OM173024.

Jenena boxxyHoBuh je wian [pymrea 3a ¢usunonornjy ompaka Cpouje u EBpornickor npymrsa 3a
ouwbny 6nonorujy (FESPB).
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N3jaBa o0 ayTopcTBY

Nwme u pesume ayropa Jenena boxxyrnoBuh

Bbpoj unnekca 53003/2013

HN3jaBbyjem

J1a je TOKTOPCKa JucepTalija moa HacaI0BOM

,,YJI0Ta CEKOMPHIOUTHUX INIYKO3M/Ia U 0eTa-TJIyKo3uaa3e y 0A0paMGeHOM 0AroBopy KH4mIe
(Centaurium erythraea Rafn) Ha crpec noBpehuBamem™

¢ pE3YyJITAaT CONICTBCHOT UCTPAKUBAYKOT palia,

* 1a IUCepTallja y LIeIUHU HU Y IeJIOBUMa HUje Ouiia MpesioskeHa 3a CTUIamhe IpYyre TUIIOMe
npeMa CTYIUjCKUM MPOrpaMuMa APYTUX BUCOKOLIKOJICKUX YCTAHOBA;

¢ 1a Cy pE3yJITaTu KOPECKTHO HABCACHU U

* 1a HUCAaM KpUINO/JIa ayTOpCKa IpaBa U KOPUCTHUO/JIa NHTENEKTYalHy CBOJUHY APYTHUX JIMLA

IHornuc ayropa

VY beorpany,




N3jaBa 0 HICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOT pajaa

Nwme u ipesume ayropa Jenena boxxyHoBuh

bpoj unnexca 53003/2013

Crynujcku nporpam: Ouosioruja; Gusmnonoruja u MoJjieKyaapHa Ouosoruja Ousbaka

Hacnos paga: ..YJora ceKOUpHMIOMIHUX ITIVKO3H/IA M 0eTa-TJIVKO31U/1a3€e V 010paMOeHOM
oarosopy kuumie (Centaurium erythraea Rafn) na crpec nospehusamem*

MenTtopu: ap Cyzana XKuskoBuh u ap Anera CaboibeBuh

W3jaBspyjeM na je mrammaHa Bep3uja MOT JIOKTOCKOT pajia UCTOBETHA EJICKTPOHCKO] BEP3UjU KOjY
caM IIpelnao/Ja paad MOXpamuBama y JIMTATAJTHOM Peno3uTOPHjyMy YHHUBeEpP3HTETa Yy
beorpany.

Jlo3BoJbaBaM J1a ce 0OjaBe MOjH JIMYHH ITOJIANM BE3aHH 32 JTOOMjamke aKaJeMCKOT Ha3WBa JOKTOpPA
HayKa, Kao IITO Cy UME M MPe3uMe, TOJNHA U MECTO pol)ema U JaTyM oa0paHe paja.

OBM JNHYHM TIOAALM MOTY c€ O0jaBUTH HA MPEKHHUM CTpaHUIAMa IUTHUTAIHE OHONIHOTEKe, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTajory U y myOnukanujama Y HuBep3utera y beorpany.

IHornuc ayropa

VY beorpany,




N3jaBa o kopumthewy

Osnamhyjem YHuBep3uTeTcky OumoOimoreky ,,CBero3ap Mapkosuh na y Jlurutanau
perno3uToprjyM YHuBep3uTera y beorpaay yHece Mojy JTOKTOPCKY AMCEPTAIN]y O] HACTOBOM:

L YJIOTa CEKOUPHIOMIHUX IJIVKO3HIA M 0eTa-IJIYKO3HIa3e V 010paMOEHOM OJTr0OBOPY KHUYMIE
(Centaurium erythraea Rafn) na crpec nospehuBamem:

KOja je MOje ayTOPCKO JEJo.

Jlucepranujy ca CBUM IpHJIO3UMa Tpeao/Ia caMm y eJIeKTPOHCKOM (GopMaTy MOTOJIHOM 3a TPajHO

apXUBHpamE.

Mojy JMOKTOpPCKY IUCepTalujy NOoXpameHy y JWrutamHu peno3uTopujyMm YHHBEpP3UTETA Y
Beorpany m nmocTymHy y OTBOPEHOM MPHCTYIy MOTY Jia KOPUCTE€ CBH KOjU TOWITY]y oapende
caapkane y onabpanom tuy ymnenne Kpearusue 3ajeqauie (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce

OJlTy4HO/Ta.
@AYTOpCTBO (CC BY)
2. AytopctBo — Hekomepimjaiao (CC BY-NC)
3. AyropctBo — HekoMepuujaiaHo — 6e3 mpepaje (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaHo — aenutu moja uctum yeiaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 nipepaje (CC BY-ND)
6. AyropctBo — aenutu noj uctum yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3a0KpyKHUTE camo jeqHy Oj IecT moHyheHux nuieHud. Kpartak omuc JHIeHIH je

caCTaBHHU €O OBC I/I3jaBe).

IIornuc ayropa

VY beorpany,




1. AyropcTtBo - Jlo3BOJbaBaTe€ YMHOXKAaBame, MUCTPUOYIHM]Y W JaBHO CAOIIITaBame Jela, U
npepajie, ako ce HaBeJe UME ayTopa Ha HauMH ojpel)eH o CTpaHe ayTopa WM JIaBaolla JHUIICHIIS,
Yak ¥ y KomepijaiaHe cBpxe. OBoO je HajclIoO0AHMja 01 CBUX JIUIICHITH.

2. AyrtopctBOo — HekoMepuujaaHo. Jlo3BospaBaTe yMHOXKaBamke, AUCTPUOYIM]y ¥ jaBHO
caomIuTaBame JieNla, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HayMH ojapeleH ox crpaHe aytopa
WM AaBaola jauneHne. OBa JIUIEHIIa He J03B0JbaBa KOMEpLUHjaIHy ynoTpely nena.

3. AyTOpPCTBO - HEKOMepUHjaJaHo — 0e3 mpepaje. Jl03BoJbaBaTe YMHOXKABAWKE, TUCTPUOYLIU]Y U
JaBHO caomINTaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBamka WM YIOTpeOe jeNia y CBOM JIeNTy, aKo ce
HaBe/le MMEe ayTopa Ha HauuH ojapeleH o1 cTpaHe ayropa Wi JaBaona juneHne. OBa JUICHIA HE
JI03BOJbaBa KOMEPLHMjaIHy yrnoTpedy fena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaje JHIICHIE, OBOM JIMIICHIIOM Ce
orpannvaBa HajBehn oOuM mpaBa kopuithema jena.

4. AYyTOpPCTBO - HEKOMEPIHjaJIHO — JIeJIUTH N0 HCTUM ycJdoBuMa. J[03B0JbaBaTe yMHOKABAbE,
JAUCTPUOYILIMjy M jaBHO CAOIIITAaBamke Jeia, W Mpepaje, ako Ce HaBele MME ayTropa Ha HaYuH
onpeheH o1 cTpaHe ayTopa WM JIaBaolla JHIICHIE U aKo ce mpepajia TUCTpHOyHnpa 1o UCTOM HITH
cimyHOM JuiieHoM. OBa JIMIICHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIIUjaIHY YIIOTpeOy JieNa U npepaa.

5. AyTopcTBO — 0e3 mpepaje. J[03BoJbaBaTe YMHOXKABAkE, JUCTPUOYIN]Y U JaBHO CAOIIITaBAHE
nena, 6e3 MpoMeHa, MPeoOJIMKOBamka WK yrnorpede Jielia y CBOM JIelly, akO Ce HaBele UMe ayropa
Ha HayuH onapeheH ox cTpane ayropa wiM AaBaona JureHne. OBa JHIIEHIIAa J103BOJbaBa
KOMepLHjanHy ynotpely nena.

6. AyTOpCTBO - JeJMTH MO MCTHM YcJa0BMMA. /[03BoJbaBaTe yMHOXKaBamwe, TUCTPUOYLM]Y U
JaBHO caolllTaBame Jejia, U Ipepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauyuH ojapeheH on crpaHe
ayTopa MJIM J1aBaola JIMLEHIIE U aKo ce Mpepaja JTUCTpUOyHpa Moa UCTOM WIIH CIIMYHOM JIMLEHIIOM.
OBa nHIeHIa J103BOJbaBa KOMEpLMjaaHy ynoTpeOy igena u mpepaga. CinudHa je coTBEpCKUM
JMIIEHI[aMa, OJHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJa.



