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Улога секоиридоидних глукозида и бета-глукозидазе у одбрамбеном одговору кичице 

(Centaurium erythraea Rafn) на стрес повређивањем 

 

Сажетак 

 

Centaurium erythraea Rafn (кичица) је богат извор фармаколошки значајних 

специјализованих метаболита, укључујући фенолне киселине, флавоноиде и, у највећој мери 

секоиридоиде. Секоиридоидни глукозиди су монотерпеноидни молекули чији се скелет 

заснива на циклопентан-C-пирану за који је, на позицији C1 везан молекул β-D глукозе. Ова 

једињења подлежу ензиматској хидролизи у реакцији са ензимом β-глукозидазом, при чему 

се ослобађају одговарајући агликони који се даље укључују у метаболичке процесе биљке. 

Биосинтеза и разградња секоиридоида код кичице су координисани процеси који обезбеђују 

конститутивно присуство ових горких материја у ткивима биљке, а чија је примарна улога 

одбранa од патогена и хербивора. Као одговор на стрес повређивањем у листовима кичице 

долази до интензивније акумулације секоиридоида, што је резултат како појачане експресије 

већине биосинтетских гена, тако и снижене експресије -глукозидазе која катализује први 

корак њихове разградње. Координисана експресија биосинтетских гена укључених у 

метаболизам секоиридоида регулисана је на транскрипционом нивоу и налази се под 

утицајем сигналног пута јасмонске киселине. Идентификоване су две варијанте ензима -

глукозидаза (CeBGLU1 и CeBGLU2) код кичице које показују високу специфичност ка 

секоиридоидним глукозидима као супстрату. Хидролитичка функција ензима потврђена је 

њиховом хетерологом експресијом у организму домаћину (Escherichia coli), пречишћавањем 

рекомбинантних протеина и ензиматским тестовима изведеним у условима in vitro. Резултати 

докторске дисертације пружају основу за примену метаболичког инжењеринга у циљу 

комерцијалне и одрживе производње секоиридоида из обновљивих извора. 

 

Кључне речи: Centaurium erythraea, секоиридоидни глукозиди, β-глукозидаза, механичка 

повреда, експресија гена, функционална карактеризација гена 

Научна област: Биологија 

Ужа научна област: Физиологија биљака 



 

 

 

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 β-D glucose linked at C1 

position. These compounds are subjected to hydrolysis catalyzed by enzymes β-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 β-

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 β-glucosidases (CeBGLU1 and CeBGLU2), 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, β-glucosidase, mechanical wounding, 

gene expression, functional characterization of genes 

Scientific field: Biology 

Scientific subfield: Plant physiology 
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1. УВОД 
 

1.1. Специјализовани метаболити биљака 
 

Метаболизам сваког живог организма укључује реакције у којима се органска једињења 

синтетишу, разграђују и трансформишу у различите облике у циљу одржавања основних 

животних функција. Примарни метаболизам обухвата процесе у којима се синтетишу 

хемијска једињења неопходна за растење и развиће, одржавање ћелијске функције и 

репродукцију биљке, као што су шећери, липиди, амино и нуклеинске киселине. Једињења 

која нису неопходна за основне процесе у биљци, али су од есенцијалног значаја у 

интеракцијама биљних организама са околном средином, настају као продукти специфичних 

метаболичких процеса и заједничким именом се називају специјализовани метаболити 

(познати још и као секундарни метаболити).  

Специјализовани метаболити су, за разлику од примарних метаболита, једињења 

ограничене дистрибуције у биљном царству, карактеристични за одређене породице биљака, 

некада родове, па чак и биљне врсте (Talapatra и Talapatra, 2015). Ова једињења имају 

различите функције у биљкама, као што су заштита од патогена, инсеката и хербивора и 

прилагођавање условима спољашње средине (абиотичким и биотичким агенсима) (Слика 1). 

Способност биљака да синтетишу специјализоване метаболите са својеврсном функцијом је 

еволутивно фаворизован процес (Pichersky и Gang, 2000).  

 

Слика 1. Схематски приказ улоге специјализованих метаболита биљака у привлачењу опрашивача, 

интеракцији између биљака и одговору на абиотичке (недостатак воде, прекомерна инсолација, 

високе температуре) и биотичке (напад патогена и хербивора) факторе на природном станишту.  
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Ова једињења могу обезбедити опстанак врста у променљивим условима спољашње 

средине, повећати њихову компетитивност и успешност током дејства различитих 

механизама природне селекције. Могућност синтезе испарљивих једињења и пигмената код 

биљака је еволуирала у смеру привлачења опрашивача (Dudareva и Pichersky, 2000), а 

токсичних једињења тако да одбијају патогене и хербиворе или спречавају раст других 

биљних врста у окружењу (Bennett и Wallsgrove, 1994). Све ово указује на еколошки значај 

специјализованих метаболита и њихову улогу у преживљавању биљака на њиховим 

природним стаништима. 

Специјализовани метаболити се називају још и природни производи или 

фитохемикалије због својих фармаколошких и нутритивних одлика. Иако је до данас 

описано око 200000 специјализованих метаболита биљног порекла, претпоставља се да је 

овај број у природи знатно већи (Afendi и сар., 2012). Стога је у потрази за новим лековима, 

антибиотицима, инсектицидима и хербицидима велики број биљних врста постао предмет 

детаљних истраживања. 

Примарни и специјализовани метаболити се не могу јасно међусобно раздвојити на 

основу хемијске структуре једињења или биосинтетског порекла (Croteau и сар., 2000) јер 

управо биосинтеза специјализованих метаболита почиње од прекурсора који су продукти 

примарног метаболизма: протеина (амино киселине), угљених хидрата (прости шећери) и 

липида (масне киселине). Ароматичне амино киселине су главни прекурсори синтезе 

ароматичних једињења као што су феноли, флавоноиди и неки алкалоиди. Ацетил коензим А 

(Ac-CoA), који настаје гликолизом или β оксидацијом масних киселина, је прекурсор синтезе 

органских киселина, као и читаве групе специјализованих метаболита - терпена. Биосинтеза 

специјализованих метаболита почиње стимулусом који активира сигналне рецепторе, а затим 

се мрежом сигналних путева стимулус преноси и активира биосинтетске гене и 

транскрипционе факторе укључене у регулацију секундарног метаболизма. Када је основни 

скелет неког специјализованог метаболита доступан активирају се ензими који катализују 

хемијске реакције оксидације, редукције, метилације, изомеризације и др. у којима настају 

специфични продукти специјализованог метаболизма. Иако биосинтетски путеви 

специјализованих метаболита многих биљних врста нису расветљени, јасно је да постоји 

велики број ензима који су укључени у метаболичке процесе ових једињења. Поједини 

ензими могу катализовати реакције у којима из више различитих супстрата може настати 

већи број различитих једињења (Allina и сар., 1998; Maury и сар., 1999). У неким случајевима 

један ензим може катализовати реакције синтезе више различитих продуката из истог 

супстрата (Phillips и сар., 1999). Ипак, у великом броју случајева ензими укључени у 

метаболичке путеве специјализованих метаболита су супстрат-специфични и катализују 

реакције синтезе једног продукта (Pichersky и Gang, 2000).  

Специјализовани метаболити могу бити различите хемијске природе: терпени, феноли 

и секундарни метаболити који садрже азот (алкалоиди, цијаногени глукозиди и 

глукозинолати). Наведени метаболити су у биљкама стално (конститутивно) присутни, али у 

одређеним условима, као одговор на варирање у спољашњој средини (промена абиотичких и 

биотичких фактора) или неких ендогених фактора, може доћи до индукције њихове 

биосинтезе и акумулације. Терпени су најбројнија група секундарних метаболита која у 

биљкама има различите функције. Они могу бити регулатори растења, атрактанти 

опрашивача, компоненте одбрамбених механизама против патогена и хербивора (Cheng и 

сар., 2007), итд. Феноли се акумулирају у различитим стресним условима као што су UV 

радијација, ниска температура или претерана инсолација (Bartwal и сар., 2013). Алкалоиди и 

полиамини су моћни инхибитори реактивних врста кисеоника и анимални токсини који 

одбијају предаторе и патогене (Matsuura и сар., 2014; De Bernonville и сар., 2017). Цијаногени 
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глукозиди такође служе у одбрани од хербивора јер се приликом повреде ткива нападом 

биљоједа ослобађа токсични молекул хидроген цијанид (Poulton, 1990). Специјализовани 

метаболити у истој биљци често могу имати вишеструке улоге. Тако, на пример, антоцијани 

истовремено могу бити атрактанти опрашивача, али и антимикробни агенси. Једињења са 

азотом су резервне компоненте које чувају азот у везаном, нетоксичном облику, а у исто 

време учествују у заштити биљке од UV радијације (Wink, 2015). Специјализовани 

метаболити се у биљци акумулирају у високим концентрацијама у органима који су 

неопходни за преживљавање и репродукцију и процена је да њихова заступљеност у биљци 

износи од 1 до 3 % суве масе (Wink, 1999). Присуство неких класа једињења карактеристично 

је за одређене биљне редове и породице, па тако беталаине синтетишу биљке реда 

Caryophyllales, глукозинолате биљке реда Brassicales, а полиацетилене представници 

фамилија Asteraceae и Apiaceae. 

Велики број специјализованих метаболита има и биоактивна својства, па се користи у 

фармацији за припрему различитих производа на биљној бази. Људи су кроз своју историју 

користили продукте биљака у различите сврхе: као стимулансе (кофеин, никотин), 

инсектициде (пиперин, пиретрин), отрове (стрихнин, конин) и лекове (кодеин, атропин). 

Неке биљне врсте, осим што акумулирају специфичне компоненте у својим ткивима и 

органима, такође продукују и испарљиве специјализоване метаболите који се користе за 

справљање мирисних производа (екстракти руже, етарско уље лаванде и друга етарска уља). 

Међутим, често су због ограниченог ареала распрострањења и специфичних услова у 

којима неке биљне врсте расту сужене могућности искоришћавања природних ресурса, док с 

друге стране није увек могућа култивација биљних врста од интереса. Поред тога, због 

хемијске природе метаболита које биљке производе није увек економски исплативо 

синтетисање ових једињења у лабораторијским условима. Ћелијска култура биљака 

представља једну од техника које се развијају са циљем повећања продукције метаболита 

који се тешко добијају хемијском синтезом или изолацијом из биљака (Zhao и сар., 2005). 

Биљке гајене у култури in vitro имају потенцијал да синтетишу исте природне производе које 

синтетишу биљке на природном станишту. Предности продукције ових метаболита у 

култури ћелија и ткива in vitro су: лакша изолација активних компонената, масовна 

производња без обзира на годишње доба, као и могућност оптимизације и прилагођавања 

услова гајења и примене елицитора синтезе (Karuppusamy, 2009). Развој биотехнологије у 

циљу стимулације синтезе биоактивних једињења у самим биљкама представља 

алтернативни пут за добијање велике количине природних производа од интереса из 

обновљивих извора. 

У периоду од 1999. године до данас Светска Здравствена Организација објавила је 116 

монографија које се баве медицински значајним биљкама, што говори о великом значају 

биљних природних производа (Alamgir, 2017) и потреби за гајењем биљних врста које 

продукују специјализоване метаболите. Како је основна улога специјализованих метаболита 

у биљкама заштита од различитих биотичких и абиотичких стресних фактора може се 

закључити да у условима стреса биљка реагује појачаном синтезом ових одбрамбених 

компоненти. Овакав приступ се може употребити и у циљу повећања синтезе 

специјализованих метаболита. Имајући све ово у виду главни аспекти у истраживањима која 

се баве продукцијом специјализованих метаболита на већој скали се могу груписати у: 

 развијање in vitro културе биљних ћелија и повећање производње компоненти од 

интереса in planta деловањем различитих стимулуса (Darrow и Bowers, 1999; 

Cisneros‐Zevallos, 2003; Jablonická и сар., 2018) 
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 испитивање сигналних путева укључених у одговор биљке на различите стимулусе 

(Cao и сар., 2016) 

 модификације специјализованог метаболизма посредством транскрипционе 

регулације, што подразумева идентификацију транскрипционих фактора укључених у 

пут синтезе биоактивнх компоненти (Memelink и Gantet, 2007; Colinas и Goossens, 

2018)  

 изолација и клонирање гена укључених у биосинтетски пут специјализованих 

метаболита (Verpoorte и сар., 2002; Miettinen и сар., 2014), реконструкција 

биосинтетских путева у хетерологим системима 

 профилисање метаболичких интермедијера у синтези одређеног једињења у циљу 

разумевања комплетног пута синтезе специјализованих метаболита (Ilc и сар., 2016) и 

праћење квалитативних и квантитативних разлика током онтогенетског развића и у 

различитим условима спољашње средине 

 анализа експресије гена укључених у синтезу једињења од интереса током 

онтогенетског развића и у зависности од променљивих услова спољашње средине 

ради разумевања регулације специјализованог метаболизма у ширем смислу (Dutta и 

сар., 2007)  

 примена савремених техника секвенцирања нове генерације (NGS- енг. New 

Generation Sequencing) и модификације генома (енг. Genome Editing) и такозваног 

„omics“ приступа у метаболичком инжењерингу биосинтетских путева биоактивних 

једињења. 
 

1.1.1. Терпени – биосинтеза и класификација 

 

Терпени су најбројнија и структурно најразличитија група биљних природних 

производа (Croteau и сар., 2000) чија је улога у биљкама веома разнолика. Неки од њих су 

фотосинтетички пигменти (каротеноиди), регулатори растења (цитокинини, гиберелини) или 

компоненте мембрана (фитостероли). Сви терпени настају од универзалног прекурсора са 

пет угљеникових атома (C5) изопентенил дифосфата (IPP), и његовог изомера диметилалил 

дифосфата (DMAPP), који настају посредством два независна и просторно одвојена 

метаболичка пута у биљци. 

У цитосолу IPP и DMAPP настају у мевалонатном (MVA) путу, а у пластидима у 

метилеритритол-фосфатном (MEP) путу (Слика 2). 

MVA пут код биљака започиње кондензацијом два молекула ацетил коензима А (Ac-

CoA) до ацетоацетил коензима А (AcAc-CoA) у присуству ензима ацетоацетил коензим А 

тиолазе (AACT). У наредном кораку долази до кондензације Ac-CoA и AcAc-CoA и настаје 

хидрокси-метилглутарил коензим А (HMG-CoA) у реакцију коју катализује ензим HMG-CoA 

синтаза (HMGS). Дејством ензима HMG-CoA редуктазе (HMGR) од HMG-CoA у два корака, у 

присуству NADPH, настаје мевалонат (MVA). Од MVA се синтетише IPP преко низа реакција 

које катализују ензими мевалонат киназа (MK), фосфомевалонат киназа (PMK) и 

дифосфомевалонат декарбоксилаза (MPDC). 

MEP пут синтезе IPP је описан не само код биљака, већ и код неких бактерија и 

протозоа и укључује седам ензиматских реакција. Почетни корак овог биосинтетског пута 

представља синтеза дезоксиксилулозо фосфата (DXP) од тиамин дифосфата (који настаје од 

пирувата) и глицералдехид-3-фосфата (GAP) у реакцији коју катализује ензим DXP синтаза 

(DXS). У оквиру биљних DXS издвајају се две групе. Прву чине ензими укључени у 

фотосинтезу, док друга група обухвата DXS које учествују у синтези специјализованих 
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метаболита (Bouvier и сар., 1998). У следећем кораку се синтетише МЕР у реакцији коју 

катализује дезоксиксилулозо фосфат редуктоизомераза (DXR). MEP се даље конвертује у 4-

(цитидин 5'-дифосфо)-2-C-метил-D-еритритол (CDP-ME), а ову реакцију катализује 2-C-

метил-D-еритритол 4-фосфат цитидилил трансфераза (MCT). Фосфорилација CDP-ME 

ензимом 4-(цитидин 5'-дифосфо)-2-C-метил-D-еритритол киназом (CMK) доводи до 

продукције 2-фосфо-4-(цитидин 5'-дифосфо)-2-C-метил-D-еритритола (CDP-ME2P). Ензим 

2-C-метил-D-еритритол 2,4-циклодифосфат синтаза (MDS) катализује циклизацију CDP-

ME2P, при чему настаје 2-C-метил-D-еритритол 2,4-циклодифосфат (MEcPP). MEcPP се 

затим редукује до 4-хидрокси-3-метилбут-2-енилдифосфата (HMBPP) у реакцији коју 

катализује HMBPP синтаза (HDS). У последњој реакцији MEP пута дејством ензима HMBPP 

редуктазе (HDR) од HMBPP настају IPP и DMAPP.   

 

 

Слика 2. Метаболички путеви синтезе терпена код биљака. Биосинтеза терпена се у биљкама одвија 

преко два метаболичка пута: MVA пут је цитосолни пут синтезе терпена, док се MEP пут одвија у 

хлоропластима. 
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Током биосинтезе терпена са више од пет угљеникових атома IPP се преводи у 

DMAPP под дејством ензима IPP изомеразе (IDI). Прерасподела интермедијера између MVA 

и MEP биосинтетских путева терпена је могућа, али је ограничена. Изопренска јединица од 5 

атома угљеника (C5) је основна градивна јединица терпена и она сама чини молекул 

хемитерпена. Даља класификација терпена се заснива на броју изопренских јединица у 

молекулу, па тако од две изопренске јединице настају монтерпени (C10), од три-

сесквитерпени (C15), и у даљем путу дитерпени (C20), сестерпени (C25), тритерпени (C30), 

тетратерпени (C40) и политерпени (Cn, n>40) (Слика 3). 

 

 

Слика 3. Хемијске структуре представника основних група терпена 
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Најпознатији хемитерпен је изопрен, испарљива супстанца која се ослобађа из 

фотосинтетишућих ткива биљака (Croteau и сар., 2000). Монотерпени су компоненте цветова 

и етарских уља многих биљака; могу се изоловати дестилацијом и екстракцијом у 

различитим растварачима и често су главни састојци парфема и мирисних производа. 

Сесквитерпени се такође налазе у етарским уљима која показују значајан антимикробни 

потенцијал против патогених микроорганизама. Биљни хормон апсцисинска киселина (ABA, 

енг. ABA - abscisic acid) у погледу структуре припада сесквитерпенима, али се њен C15 

прекурсор ксантоксин не синтетише директно спајањем изопренских јединица, већ цепањем 

C40 каротеноида (Finkelstein, 2013). Представници дитерпена могу бити примарни 

метаболити који регулишу растење и развиће биљке, као што су нпр. хормони гиберелини и 

алкохол фитол, док већина дитерпена спада у групу специјализованих метаболита са 

ограниченом дистрибуцијом у биљном царству (Zerbe и Bohlmann, 2015). Тритерпени, који 

најчешће настају повезивањем два C15 ланца, у биљкама су присутни у облику 

брасиностероида, као фитостеролне компоненте мембране и као компоненте биљних воскова 

(Croteau и сар., 2000). Биљни пигменти каротеноиди су најбројнија група биљних 

тетратерпена. Каротеноиди се састоје од 8 изопренских јединица и процењује се да их у 

природи има око 750 (Takaichi, 2013). Терпени од интереса за ову докторску дисертацију су 

монотерпени из групе секоиридоида, те ће у наставку бити више речи о овим једињењима. 
 

1.1.1.1. Секоиридоиди  

 

Велики број биљака из фамилија Lamiaceae, Plantaginaceae, Caprifoliaceae, Gentianaceae, 

Oleaceae и др., у својим ткивима продукује и акумулира биоактивне компоненте 

терпеноидног порекла из група иридоида или секоиридоида. Биљни иридоиди су на основу 

хемијске структуре подељени у три групе: 

 негликозидни иридоиди (агликони, иридоиди који немају шећерну компоненту: 

иридодиал, иридомирмецин, непеталактон и др.), 

 иридоидни гликозиди (поседују молекул шећера, најчешће глукозе, циклопентански 

прстен је затворен: дезоксилоганинска киселина, логанин, аукубин, каталпол и др.) и  

 секоиридоиди (деривати секологанина, глукозиди: сверозид, генциопикрин, 

сверцијамарин, итд.). 

 

Секоиридоиди су монотерпеноидни молекули чији се скелет заснива на циклопентан-C-

пирану. Отварањем циклопентанског прстена између седмог и осмог угљениковог атома од 

иридоида настају секоиридоиди (Слика 4).  

 

 

Слика 4. Хемијске структуре логанина и секологанина 
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Конверзија логанина (ЛОГ) у секологанин (СЛОГ) је реакција кључна за синтезу 

секоиридоида и индолних алкалоида код биљака које продукују ове метаболите. 

Секоиридоиди су у биљци ускладиштени у форми глукозида, при чему је β-D глукоза везана 

на позицији C1 за секоиридоидни скелет. До одвајања глукозе од секоиридоида може доћи 

киселом хидролизом или у ензиматској реакцији коју катализује ензим β-глукозидаза, при 

чему настају нестабилни али високореактивни агликони. 

Основна улога секоиридоида у биљкама је заштита од напада патогена и хербивора, па 

се ови молекули у највећој мери синтетишу и складиште у најизложенијим деловима биљке - 

листовима и цветовима (Koudounas и сар., 2015; Liu и сар., 2017). Због свог горког укуса и 

изражених биоактивних својстава (антимикробно, антиоксидативно, и сл.) секоиридоиди 

представљају детеренте за патогене и хербиворе и чине незаменљиву компоненту 

одбрамбеног одговора биљака. 

 

1.1.1.2. Биосинтеза секоиридоида 

 

Биосинтеза свих секоиридоида почиње синтезом универзалног прекурсора СЛОГ. 

Биосинтетски пут СЛОГ је детаљно описан код врсте Catharanthus roseus и обухвата око 10 

реакција оксидације, редукције, циклизације, гликозилације и метилације (Слика 5).  

Први корак биосинтетског пута секоиридоида је синтеза монотерпеноида геранил дифосфата 

(GPP) који настаје од IPP и DMAPP у реакцији коју катализује ензим GPP синтаза (GPPS). 

Једињење које настаје током следећег корака биосинтезе секоиридоида је алкохол гераниол у 

реакцији коју катализује ензим гераниол синтаза (GES). Овај ензим је функционално 

окарактерисан код врсте C. roseus (Simkin и сар., 2013). Следеће једињење у биосинтетском 

путу је 8-хидроксигераниол који настаје од гераниола активношћу ензима гераниол 8-

оксидазе (G8O). Овај ензим (G8O) је функционално окарактерисан код врсте C. roseus под 

именом гераниол-10-хидроксилаза (G10H) (Collu и сар., 2001). Ензим G8O припада фамилији 

цитохром P450 монооксигеназа и повезан је са цитохром P450 редуктазом која захтева 

присуство NAD(P)H за своју активност. Ензим 8-хидроксигераниол оксидоредуктаза (8HGO) 

оксидује 8-хидроксигераниол до алдехида 8-оксогераниала, при чему настају још два 

продукта - 8-оксогераниол и 8-хидроксигераниал у присуству NADP. Наредни корак у 

биосинтези СЛОГ подразумева циклизацију 8-оксогераниала при чему се формира 

циклопентански прстен и први иридоид у овом биосинтетском путу - иридодиал. Ензим који 

катализује ову реакцију је иридоид синтаза (IS), ензим из фамилије прогестерон-5-β-

редуктаза који је окарактерисан код врсте C. roseus (Geu-Flores и сар., 2012; Kries и сар., 

2016). У присуству NAD(P)H IS конвертује 8-оксогераниал до цис-транс-

непеталактола/иридодиала. Ензим иридоид оксидаза (IO) катализује реакцију синтезе 7-

деоксилоганетинске киселине преко иридотриала, на коју се затим додаје молекул глукозе у 

реакцији коју катализује ензим глукозилтрансфераза 7-деоксилоганетинске киселине 

(7DLGT), при чему настаје 7-деоксилоганинска киселина (Miettinen и сар., 2014). У наредном 

кораку се синтетише логанинска киселина (ЛК) у присуству ензима хидроксилазе 7-

деоксилоганинске киселине (7DLH). ЛК се затим метилује до ЛОГ посредством 

метилтрансферазе ЛК (LAMT) (Murata и сар., 2008). Последњи корак у до сада описаном 

путу синтезе секоиридоида код врсте C. roseus укључује ензим СЛОГ синтазу (SLS) који 

оксидује ЛОГ у реакцији у којој настаје универзални прекурсор секоиридоида код биљака – 

СЛОГ (Irmler и сар., 2000). Ензими 7DLH и SLS такође припадају групи ензима цитохром 

P450 монооксигеназа. Гени који учествују у синтези терпена преко MEP пута експримирани 

су у IPAP ћелијама (енг. IPAP- internal phloem associated parenchyma), док је експресија гена 

који учествују у последњим корацима биосинтезе секоиридоида карактеристична за ћелије 
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епидермиса. Висока експресија гена GES, G8O, 8HGO, IS, IO, 7DLGT и 7DLH у IPAP 

ћелијама активира одговарајуће гене биосинтетског пута и синтетише се ЛК (Asada и сар., 

2013). ЛК се затим транспортује у ћелије епидермиса у којима се експримирају гени LAMT и 

SLS, па се из ЛК преко ЛОГ, синтетише СЛОГ.  

 

 

Слика 5. Пут синтезе секоидридоида секологанина (СЛОГ) код врсте C. roseus. Приказана су 

претпостављена једињења и ензими који посредују у биосинтези. Скраћенице: IPP-изопентенил 

пирофосфат, DMAPP-диметилалил пирофосфат, GPP геранил дифосфат, GPPS геранил дифосфат 

синтаза, GES гераниол синтаза, G8O гераниол 8-оксидаза, 8HGO 8-хидроксигераниол 

оксидоредуктаза, IS иридоид синтаза, IO иридоид оксидаза, 7DLGT глукозил трансфераза 7-

деоксилоганетинске киселине, 7DLH хидроксилаза 7-деоксилоганинске киселине, LAMT О-

метилтрансфераза логанинске киселине, SLS СЛОГ синтаза. 

 

Даљи пут конверзије СЛОГ код биљака из фамилије Gentianaceae није истражен, али се 

сматра да је секоиридоидни глукозид сверозид (СВ) прекурсор синтезе свих осталих 

секоиридоида (Jensen и Schripsema, 2002). 
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1.1.2. Фенолна једињења – класификација и биосинтеза 

 

Фенолна једињења су бројна група специјализованих метаболита који су универзално 

присутни у биљном царству. Функција фенола у биљкама је различита, па нека од ових 

једињења учествују у одбрани од хербивора и патогена, док су друга део антиоксидативне 

или UV заштите. Структура фенолних једињења се заснива на ароматичном прстену за који 

су везане једна или више хидроксилних група, а најједноставнији пример је сам фенол 

(C6H5OH). Полифеноли су једињења која садрже више од једног ароматичног прстена за које 

је везана једна или више хидроксилних група. У биљкама се феноли могу наћи у форми 

агликона, а веома често у форми гликозида као метиловани и хидроксиловани молекули 

(Harborne и Williams, 2000). Постоје различите класификације фенола. На основу броја 

угљеникових атома у молекулу феноли се класификују у тринаест група (Lattanzio, 2013): 

 C6: једноставна фенолна једињења и бензохинони; 

 C6-C1: фенолне киселине и алдехиди; 

 C6-C2 фенилсирћетне киселине и ацетофенони; 

 C6-C3 хидроксициметне киселине, кумарини, фенилпропани и хромони; 

 C6-C4 нафтохинони; 

 C6-C1-C6 ксантони; 

 C6-C2-C6 стилбени и антрахинони; 

 C6-C3-C6 флавоноиди, изофлавоноиди, неофлавоноиди; 

 (C6-C3-C6)2,3 бифлавоноиди, трифлавоноиди, проантоцијанидини и њихови димери и 

тримери; 

 (C6-C3)2 лигнани и неолигнани; 

 (C6e-C3)n лигнини; 

 (C6)n катехол меланини и флоротанини; 

 (C6-C3-C6)n кондензовани танини. 

Шикиматски пут синтезе фенолних једињења је најчешћи пут синтезе фенола код 

биљака. Овај пут је, осим код биљака, описан и код гљива и бактерија и обухвата седам 

метаболичких корака током којих од фосфоенолпирувата (PEP) и еритрозе 4-фосфата настаје 

шикимска киселина. Шикимска киселина се даље конвертује у хоризмат који је прекурсор 

синтезе ароматичних аминокиселина фенилаланина, тирозина и триптофана (Herrmann и 

Weaver, 1999). Ове аминокиселине су основни молекули од којих се наставља синтеза 

великог броја специфичних фенолних једињења. Од фенилаланина се у фенилпропаноидном 

путу синтетишу циметна киселина и p-кумарна киселина, којe се касније преводе до лигнана, 

лигнина и кумарина. p-кумарна киселина је прекурсор синтезе кумароил-CоA од кога се 

синтетишу различити флавоноиди, изофлавоноиди и проантоцијанидини (Слика 6). Тирозин 

је прекурсор синтезе алкалоида морфина, као и беталаина и лигнина (Schenck и Maeda, 2018), 

а од триптофана настају индолни алкалоиди и биљни хормони ауксини (Mano и Nemoto, 

2012). Синтеза флавоноида у биљкама одвија се преко фенилпропаноидног пута који почиње 

кондензацијом три молекула малонил-CoA и једног молекула 4-кумароил-CoA, при чему 

настаје халконски скелет. Дејством ензима халкон изомеразе (CHI) настаје нарингенин од 

кога се у даљем путу биосинтезе формирају флавоноиди (Koes и сар., 1994; Petrussa и сар., 

2013). 
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Слика 6. Схематски приказ синтезе фенилаланина и његових деривата у биљкама. Скраћенице: PAL 

фенилаланин амонијум лиаза, C4H цинамат-4-хидроксилаза, 4CL 4-кумароил CoA-лигаза, HTC 

хидроксицинамоил трансфераза, C3H p-кумарат-3-хидроксилаза, CHS халкон синтаза, CHI халкон 

изомераза, ANS антоцијанидин синтаза, DFR дихидрофлавонол редуктаза, FS флавон синтаза, FLS 

флавонол синтаза, F3H флаванон 3-хидроксилаза, IFS изофлавон синтаза, ANR антоцијанидин 

редуктаза, LAR леукоантоцијанидин редуктаза (према Cheynier и сарадницима (2013), измењено). 

 

1.2. Биолошка активност специјализованих метаболита 
 

Употреба биљака и производа биљног порекла позната је у традиционалној медицини 

многих народа. Развојем техника идентификације и изолације биљних продуката дошло се до 

закључка да су управо специјализовани метаболити једињења која поседују лековита или 

токсична својства која се приписују одређеним биљним врстама. Предност коришћења 

биљних производа у односу на комерцијалне производе и лекове огледа се, између осталог, и 

у мањем штетном ефекту на околину и здравље људи. Третмани различитих здравствених 

поремећаја се и у модерно доба ослањају на биолошки активне специјализоване метаболите 

који су потенцијални извор нових фармацеутских производа. 
 

1.2.1. Антиоксидативна активност 

 

Слободни радикали су атоми или молекули који поседују један или више неспарених 

електрона у својој структури што их чини веома реактивним. У слободне радикале се 
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убрајају реактивне врсте кисеоника, као што су супероксид анјон радикал (О2
-), хидроксил 

радикал (ОH·), перхидрокси радикал (HO2
·), али и нерадикалске врсте кисеоника као што су 

синглет кисеоник (1О2) и водоник пероксид (H2O2). Поред реактивних врста кисеоника 

слободне радикале и нерадикалске врсте формирају и хемијски елементи азот, бром и хлор 

(Nespolo, 2017). Слободни радикали у људском организму настају током нормалних 

физиолошких процеса и са већим интензитетом у условима стреса. Код здравог организма 

продукција слободних радикала је у равнотежи са продукцијом антиоксиданаса који их 

неутралишу. Међутим, уколико се ова хомеостаза наруши, слободни радикали доводе до 

оксидативног оштећења биомолекула као што су ДНК, липиди и протеини. Овако настала 

оштећења могу бити узрочници настанка бројних обољења, као што су обољења 

кардиоваскуларног система, дијабетес, канцер и других (Dhalla и сар., 2000; Ziech и сар., 

2011; Newsholme и сар., 2016). 

Према дефиницији коју је дао Halliwell (2007) антиоксиданси су једињења која одлажу, 

спречавају или уклањају оксидативна оштећења циљаних молекула. Антиоксиданси у ћелији 

могу бити ензиматског (ензими: супероксид дисмутазе, глутатион пероксидазе и каталазе) и 

неензиматског порекла (нпр. аскорбинска киселина, каротеноиди, флавоноиди). 

Антиоксиданси у људском телу смањују количине реактивних врста кисеоника, прекидају 

реакције липидне пероксидације и хелирају јоне метала. Неензиматски антиоксиданси се у 

организам уносе посредством хране или лекова, а многе биљне врсте представљају егзогени 

извор антиоксиданаса. Процењено је да је две трећине биљних врста на свету значајно за 

медицину, а већина ових биљних врста поседује антиоксидативни потенцијал (Krishnaiah и 

сар., 2011). Антиоксидативни потенцијал биљних производа зависи од неензиматских 

антиоксиданаса које биљке синтетишу, а неки од примера су аскорбинска киселина, 

глутатион и велики број специјализованих метаболита. Највећи број секундарних метаболита 

са антиоксидативним дејством по хемијској структури припада фенолима. Антиоксидативни 

капацитет фенолних једињења зависи од броја и положаја хидроксилних група и 

супституената на ароматичном прстену. Фенолне киселине (гална, сирингинска, p-

хидроксибензоева, итд.) и флавоноиди (кверцетин, апигенин, лутеолин, камферол и многи 

други) као најбројније групе биљних фенола испољавају значајан антиоксидативни 

капацитет (Heleno и сар., 2015; Yashin и сар., 2017). Флавоноиди инактивирају реактивне 

врсте кисеоника својом хидроксилном групом и преводе их у стабилан облик кисеоника 

(Panche и сар., 2016). Представници флавоноида епикатехин и лутеолин испољавају 

антикоксидативни ефекат тако што инхибирају ксантин оксидазу, ензим неопходан за 

синтезу реактивних врста кисеоника (Hanasaki и сар., 1994). Терпени као што су моно- и 

сесквитерпени такође показују значајан антиоксидативни потенцијал (Gonzales-Burgos и 

Gomez-Serranillos, 2012). Постоје различите методе за процену антиоксидативног 

потенцијала биљних екстраката, док in vitro тестови представљају један од првих корака у 

истраживањима потенцијалне антиоксидативне активности биљних производа. 
 

1.2.2. Антимикробна активност 

 

Напретком фармацеутске индустрије расте број доступних антиботика значајних у 

борби против патогених микроорганизама. Међутим, у модерно доба услед неконтролисане 

употребе антибиотика и способности микроорганизама да мутирају све више расте и 

отпорност многих сојева микроорганизама на синтетичке антибиотике. Сваке године од 

последица резистенције бактеријских сојева на различите лекове у земљама Европске Уније 

умре око 25000 људи (Freire-Moran и сар., 2011). Бројни клинички изолати сојева 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes и Mycobacterium tuberculosis сматрају се 

отпорним на већину комерцијално доступних антибиотика (Sibanda и Okoh, 2007). Сојеви 
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Bacillus cereus и Listeria monocytogenes изоловани из хране такође показују отпорност према 

бројним синтетичким антибиотицима (Chaves и сар., 2011; Olaimat и сар., 2018). Овај 

глобални проблем усмерио је многа истраживања ка употреби природних производа са 

антибиотским потенцијалом, пре свега ка фармаколошки значајним биљкама.  

Биљке су богат извор великог броја специјализованих метаболита укључујући танине, 

терпене, алкалоиде, флавоне и флавоноиде који испољавају снажан антимикробни 

потенцијал (Lewis и Ausubel, 2006). Једињења из групе терпена су фармаколошки активни 

продукти биљног метаболизма који могу имати примену у борби против бактерија, али и 

гљива, вируса и протозоа (Chandra и сар., 2017). Поред антибиотског дејства биљни 

производи, пре свега етарска уља, показују и антифунгални ефекат. Етарска уља родова 

Thymus и Mentha испољавају снажан антифунгални ефекат према патогеним микрогљивама 

(Soković и сар., 2009). Механизми деловања специјализованих метаболита биљака на 

микроорганизме се повезују са хемијском природом метаболита. Показано је да терпени 

доводе до поремећаја пропустљивости ћелијске мембране и у неким случајевима нарушавају 

функцију митохондрија (Freiesleben и Jager, 2014). Алкалоиди нарушавају интегритет 

ћелијских мембрана и то кроз интеракцију са ергостеролом (Freiesleben и Jager, 2014). 

Такође, поседују способност уметања у молекул ДНК што доводи до поремећаја у ћелијским 

деобама и евентуално до ћелијске смрти. Алкалоиди харман и берберин на овај начин 

испољавају антимикробни ефекат (Phillipson и O’neill, 1989). Антимикробни ефекат 

флавоноида према бројним бактеријама и патогеним гљивама последица је деловања 

флавоноида на ћелијску мембрану патогена (Lambert и сар., 2001). Флавоноиди интерагују са 

мембранским протеинима и тиме повећавају пермеабилност и нарушавају интегритет 

мембране патогена. Специјализовани метаболити биљака поред ефекта на мембране патогена 

утичу на ћелијске процесе као што су синтеза ДНК, РНК и протеина. Изофлавон генистеин 

инхибира синтезу ДНК, РНК и протеина код грам-негативне, биолуминисцентне бактерије 

Vibrio harveyi (Ulanowska и сар., 2006). Вербаскозид изолован из врсте Buddleja cordata 

инхибира синтезу протеина Staphylococcus aureus (Guillermo Avila и сар., 1999). Кумарини 

редукују ниво ћелијске респирације, док танини утичу на мембране микроорганизма и 

инхибирају активност протеина (Chung и сар., 1998; Cowan, 1999). Познати биоактивни 

биљни природни продукт тимол доводи до промена у структури спољашње и унутрашње 

мембране микроорганизама тако што реагује са поларним „главама“ фосфолипидног 

двослоја што мења пермеабилност и утиче на дезинтеграцију мембране (Lambert и сар., 

2001). Поред тога, тимол може да регулише експресију гена укључених у синтезу 

мембранских протеина, да инхибира активност протеина укључених у заштиту од топлотног 

стреса, утиче на синтезу молекула аденозин трифосфата (АТП), итд. (Horváth и сар., 2009; Di 

Pasqua и сар., 2010).  

Антимикробна активност биљних природних производа зависи од њиховог хемијског 

састава, при чему све поједначне компоненте сложених смеша доприносе биоактивности у 

одређеној мери. Често је случај да смеше биоактивних једињења у биљним производима 

поседују јаче антимикробно дејство у поређењу са појединачним компонентама смеше, што 

се објашњава интеракцијом компоненти смеше у виду синергизма (Kan и сар., 2006; Wagner 

и Ulrich-Merzenich, 2009). Код етарских уља, која представљају смеше специјализованих 

метаболита, потврђен је синергистички ефекат појединачних компоненти у бројним 

студијама (Dilika и сар., 2000; Galindo и сар., 2010).  
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1.3. Улога специјализованих метаболита у одбрамбеном одговору биљака 

на абиотички стрес 
 

Због сесилног начина живота биљке су изложене различитим стресогеним факторима у 

својој животној средини. Једна од најширих дефиниција стреса јесте да стрес представља 

стање биолошког система које одступа од оптимума. Стресогени фактори могу бити 

абиотичког и биотичког порекла, при чему биотички стрес подразумева негативан утицај 

који на биљку има деловање неког другог организма, док се абиотички стрес дефинише као 

неповољан утицај физичких и хемијских фактора из спољашње средине. Недовољна 

количина воде и повећана концентрација соли на станишту, прекомерна инсолација и 

екстремне температуре само су неки од абиотичких фактора који нарушавају нормално 

растење и развиће биљке (Wang и сар., 2003). У природним условима честа је појава да на 

биљку истовремено делује два или више стресогених фактора, па је тако, на пример, ефекат 

суше често праћен и ефектом повишеног салинитета. Многи абиотички фактори, укључујући 

сушу и високе температуре, често доводе до нарушавања одбрамбених механизама биљке и 

до лакшег продирања патогена, након чега се испољава ефекат симултаног дејства 

абиотичког и биотичког стреса (Atkinson и сар., 2013). 

Одговор биљке на стрес започиње активацијом различитих сигналних путева и 

одбрамбених механизама који подразумевају промене у транскрипционој контроли и 

активацији гена за успостављање хомеостазе и поправљање оштећења насталих дејством 

стресогених фактора. Абиотички стрес активира мембрански везане рецептор киназе након 

чега секундарни преносиоци сигнала, као што су реактивне врсте кисеоника и инозитол 

фосфати, утичу на промене у концентрацији унутарћелијског калцијума. Ова промена 

иницира каскаду фосфорилације протеина који су директно укључени у заштиту ћелије или 

оних који контролишу специфичне сетове гена и који се активирају под дејством стресогених 

фактора (Shao и сар., 2007). Гени чија се експресија може индуковати стресом подељени су у 

две групе. Прву групу чине гени који кодирају за продукте који директно учествују у 

заштити ћелије, као што су LEA (енг. late embryogenesis abundant) протеини, 

осморегулатори, протеини топлотног шока (енг. heat shock protein) и протеини који 

спречавају смрзавање (енг. anti-freezing protein). Друга група су гени који кодирају за 

продукте укључене у регулацију експресије гена и преноса сигнала, као што су 

транскрипциони елементи MAP и CDP киназа, bZIP и MYB транскрипциони фактори и др. 

(Shao и сар., 2007). 
 

1.3.1. Повреда као врста абиотичког стреса 

 

Повреда биљака изазвана нападом хербивора и инсеката или под утицајем абиотичких 

фактора спољашње средине (ветар, киша и др.) доводи до нарушавања интегритета ткива и 

биљних органа и истовремено отвара пут за губитак нутријената и инвазију патогена. 

Специфичне биљне структуре које имају функцију заштите од оштећења ткива обухватају 

епикутикуларне воскове и анатомске творевине као што су трихоме и модификације 

изданака (трње, бодље и сл.) које инсектима и хербиворима отежавају приступ. Као одговор 

на напад патогена и хербивора биљке често синтетишу специјализоване метаболите међу 

којима и специфична токсична једињења као што су иридоидни глукозиди (Pankoke и сар., 

2013), глукозинолати (Winde и Wittstock, 2011), алкалоиди (War и сар., 2012) и танини 

(Barbehenn и Constabel, 2011). Одговор биљака који подразумева појачану синтезу 

специфичних хемијских компоненти је најчешће енергетски захтеван и неисплатив процес и 

зато се активира само када је то неопходно (León и сар., 2001). Слично као у случају 
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повређивања ткива од стране хербивора, механичка повреда иницира појачану синтезу 

специјализованих метаболита укључених у одбрамбени одговор биљке (Mithöfer и сар., 

2005). Претпоставља се да након напада хербивора долази до интензивније синтезе 

специјализованих метаболита него у случају механичких повреда ткива, што се објашњава 

хемијским интеракцијама између хербивора и биљке (Maffei и сар., 2007). Напад хербивора и 

механичка повреда листа кукуруза доводе до акумулације јасмонске киселине и 

специјализованих метаболита из групе бензоксазиноида који учествују у одбрамбеном 

одговору биљке (Malook и сар., 2019). Појачана синтеза монотерпенских индолних алкалоида 

(енг. MIA - monoterpenoid indole alkaloids) забележена је након повреде листа C. roseus 

ларвама Manduca sexta (De Bernonville и сар., 2017). MIA се акумулирају како у повређеним, 

тако и у дисталним листовима биљака, а гусенице које су се овим листовима храниле умиру, 

што потврђује одбрамбену улогу синтетисаних алкалоида. Повреда листова Plantago 

lanceolata ларвама лептира Junonia coenia изазива акумулацију иридоидних глукозида у 

повређеним и целим листовима боквице (Darrow и Bowers, 1999). До сличних резултата 

дошли су Marak и сарадници (2002a) испитујући ефекат биљног патогена Diaporthe adunca 

на продукцију иридоидних глукозида код P. lanceolata. Након продирања патогена у биљно 

ткиво садржај иридоидних глукозида расте у дисталним органима (листовима и корену), а 

највећи ниво достиже на месту инфекције (репродуктивно ткиво). Механичка повреда ткива 

у одређеној мери иницира одбрамбени одговор сличан оном који изазива повреда настала 

дејством хербивора и патогена (Marak и сар., 2002a). Истраживања Bricchi и сарадника 

(2010) су на примеру Phaseolus lunatus показала да и механичка повреда и напад хербивора 

иницирају одбрамбени одговор биљке, али хемијски сигнали пореклом из оралних секрета 

хербивора индукују рани одговор који при механичком повређивању изостаје. У 

истраживањима Alves и сарадника (2007) на врсти Brugmansia suaveolens показано је да и 

механичка повреда и повреда изазвана хербиворном врстом лептира Spodoptera frugiperda 

индукују акумулацију тропанских алкалоида. Концентрација тропанских алкалоида у 

биљном ткиву се повећава до 24 h након повреде, а затим садржај ових једињења опада до 

нивоа забележеног пре оштећења ткива. Сматра се да механичка повреда биљака доводи до 

индукције синтезе одређених хемијских компоненти баш као и у случају напада хербивора, 

при чему одговор биљке на повреду представља сложен процес који, између осталог, 

подразумева активацију молекуларних механизама специфичних за механичко оштећење 

биљног ткива - DAMP (енг. damage associated molecular patterns) или напад хербивора - 

HAMP (енг. herbivory associated molecular petterns).  

Одбрамбени механизми биљака се прво активирају на месту повреде (локални одговор), 

а након тога и у осталим деловима биљке (системски одговор). Реактивне врсте кисеоника, 

електрични сигнали и промене у концентрацији калцијума у цитосолу представљају главне 

(основне) компоненте информационе мреже која омогућава пренос сигнала у биљци (Jacobo-

Velázquez и сар., 2015; Toyota и сар., 2018). Реактивне врсте кисеоника, супероксид анјон и 

синглет кисеоник, настају на месту повреде (Prasad и сар., 2020) и доводе до 

хиперполаризације плазма мембране која постаје пропустљива за јоне Ca2+. Електрична 

компонента сигнала зависи од протеина сличних глутамату (енг. glutamate receptor like 

proteins, GLR) који припадају фамилији катјон-пермеабилних јонских канала. Код 

Arabidopsis thaliana GLR се активирају након механичке повреде и напада хебивора (Toyota и 

сар., 2018), што доводи до брзе промене у концентрацији цитосолног Ca2+ како на месту 

повреде, тако и у удаљеним листовима, као и до акумулације етилена и јасмонске киселине 

(Delessert и сар., 2004; Wu и Baldwin, 2009). Етилен није примарни елицитор одговора, већ је 

његова основна улога модулација сигнала који се преносе на јасмонску киселину (Von Dahl и 

Baldwin, 2007). Јасмонска киселина (енг. JA - jasmonic acid) и њени деривати се синтетишу из 

α-линоленске киселине у октадеканоидном путу (Wasternack и Hause, 2013) и регулишу 
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различите развојне процесе у биљци као што су фертилитет, издуживање корена и сазревање 

плодова (Maciejewska и Kopcewicz, 2002; Garrido-Bigotes и сар., 2018). Јасмонати су такође и 

сигнални молекули укључени у одговор биљке на абиотичке и биотичке факторе, као што су 

напад патогена и хербивора и механичка повреда биљке (Fernández-Calvo и сар., 2011; 

Wasternack и Hause, 2013; Fragoso и сар., 2014; Goossens и сар., 2016). Показано је да JA и 

њени деривати утичу на транскрипциону контролу гена који учествују у биосинтези 

специјализованих метаболита и на тај начин учествују у одговору биљке на стрес изазван 

механичким повредама или нападом патогена (Chini и сар., 2007). Транскрипционо 

профилисање 8200 гена врсте A. thaliana показало је да повреда утиче на промене у 

експресији око 8% анализираних гена, од којих око 20% кодира за протеине који учествују у 

преносу сигнала (Cheong, 2002). Слично истраживање спровели су Delessert и сарадници 

(2004) на 3500 гена A. thaliana од којих је 359 показало промене у експресији након повреде. 

Гени чија се експресија мења одмах након повреде реагују локално и системски; 35% ових 

гена је под контролом метил јасмоната (енг. MeJA - methyl jasmonate), док су гени који су 

укључени у метаболичке путеве део касног одговора. Акумулација јасмоната и 

бензоксазиноида у повређеним листовима кукуруза праћена је и системским одговором који 

подразумева акумулацију наведених компоненти и у листовима који нису повређени (Malook 

и сар., 2019). 
 

1.3.1.1. Сигнални пут јасмонске киселине 

 

Сигнални пут JA се активира формирањем коњугата JA и изолеуцина (ЈА-Ile), а који 

детектује ко-рецепторни комплекс састављен од протеина COI1 (енг. COI1 -coronatine 

insensitive 1) и JAZ (енг. JAZ - jasmonate zim-domain) (Fonseca и сар., 2009; Chini и сар., 2016). 

COI1 је F-box компонента SCF (енг. SCF - skip-cullin-F-box) комплекса. Овај комплекс је 

мултипротеин E3 убиквитин лигаза за који се везује ЈА-Ile и JAZ протеин. У присуству ЈА-Ile 

долази до убиквитинације JAZ, након чега следи његова протеозомална деградација (Слика 

7).  

Примарна функција JAZ протеина је репресија bHLH (енг. bHLH - basic helix-loop-helix) 

транскрипционог фактора MYC2, који је један од основних регулатора сигналног пута JA 

(Chini и сар., 2007; Fernández-Calvo и сар., 2011). У одсуству ЈА-Ile MYC2 је физички 

блокиран JAZ протеином (Wasternack и Strnad, 2019). Везивање ЈА-Ile за COI1 - JAZ 

комплекс не само да доводи до деградације JAZ, већ и до ослобађања MYC2, што даље води 

ка активацији циљаних гена (Chini и сар., 2016; Wasternack и Strnad, 2019). Експресија 

специфичних биосинтетских гена монотерпеноидних индолних алкалоида у биљкама C. 

roseus контролисана је транскрипционим факторима означеним као BIS1 и BIS2 (енг. BIS – 

basic helix-loop-helix iridoid synthesis) (Van Moerkercke и сар., 2015). Гени укључени у синтезу 

стриктозидина код C. roseus налазе се под контролом ORCA транскрипционих фактора (енг. 

ORCA - octadecanoid derivative responsive catharanthus apetala domain). Транскрипциони 

фактор MYC2 активира ORCA2 и ORCA3 транскрипционе факторе који индукују експресију 

гена укључених у биосинтезу MIA код врсте C. roseus (Schweizer и сар., 2018). Повишена 

експресија гена за транскрипциони фактор ORCA4 води ка повећаној акумулацији индолних 

алкалоида код C. roseus (Paul и сар., 2016). Показано је да јасмонати могу да стимулишу 

експресију гена за BIS и ORCA транскрипционе факторе (Zhang и сар., 2011; Van Moerkercke 

и сар., 2015). ЈАМ транскрипциони фактори (енг. JAM - jasmonate-associated MYC2- like)  

такође припадају групи bHLH транскрипционих фактора који су укључени у сигнални пут 

JA. Транскрипциони фактори ЈАМ1, ЈАМ2 и ЈАМ3 показују велику сличност са MYC2 и 

делују као антагонисти MYC2 у сигналном путу JA (Sasaki-Sekimoto и сар., 2013). 
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Слика 7. Модел сигналног пута јасмонске киселине током синтезе и деградације гликозинолата и 

антоцијана као и других ЈА-Ile зависних процеса. Приказана је модулаторна активност JAZ протеина 

ка различитим транскрипционим факторима као и позитивна и негативна регулација различитих 

процеса (према Wasternack и Strnad (2019), измењено). 

 

1.3.1.2. Улога глукозилованих специјализованих метаболита у одбрамбеном одговору 

биљака на стрес повређивањем 

 

Хемијска одбрана биљака од напада патогена и хербивора често подразумева учешће 

глукозилованих специјализованих метаболита и хидролитичких ензима који ова једињења 

преводе до активних агликона. Двокомпонентни одбрамбени одговор који је присутан код 

неких биљака активира се повредом ткива и подразумева хидролизу глукозилованих 

једињења (алкалоиди, цијаногени и иридоидни глукозиди, глукозинолати) посредством 

биљних β-глукозидаза, при чему се ослобађају токсични, нестабилни и врло реактивни 

агликони. С обзиром да агликони могу бити токсични и за саме биљке, оне су током 

еволуције развиле бројне механизме који спречавају аутотоксичност, а један од њих је 

физичко раздвајање глукозида и ензима који их активирају, односно њихово складиштење у 

различите ћелијске одељке. Многе биљке глукозиде складиште у стабилном и растворљивом 

облику у вакуолама (Jones и Vogt, 2001). Међу монокотиледоним и дикотиледоним биљкама 

постоје значајне разлике везане за субцелуларну локализацију β-глукозидаза. За монокотиле 

су специфичне β-глукозидазе које садрже N-терминални транзитни пептид и налазе се у 

пластидима, док су код дикотила β-глукозидазе смештене на ендоплазматичном ретикулуму 

или у апопласту (Poulton, 1990; Geerlings и сар., 2000; Nikus и сар., 2003; Morant и сар., 2008; 

Roepke и сар., 2017). Акумулација глукозида и одговарајућих хидролитичких ензима у 

великој мери зависи од развојног стадијума биљака, па је тако концентрација наведених 
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компоненти највиша у младим деловима биљке који су и најосетљивији на напад хербивора 

и патогена (Forslund и сар., 2004; Pankoke и сар., 2015). Након оштећења биљног ткива 

долази до мешања глукозилованих једињења и хидролитичких ензима β-глукозидаза, чиме се 

стварају услови за одвијање деглукозилације и ефикасно ослобађање високо реактивних и 

токсичних агликона (Слика 8).  

 

 

Слика 8. Двокомпонентни одбрамбени одговор биљке у коме се глукозилована одбрамбена 

комппонента (ОКglu) активира у контакту са ензимом β-глукозидазом (βglu) при оштећењу ткива 

повређивањем (напад хербивора). Након хидролизе ОКglu ослобађа се одбрамбена компонента - 

реактивни агликон (ОК) (према Pentzold и сарадници (2014), измењено). 

 

Постоје бројни примери који описују двокомпонентни одбрамбени одговор код биљака. 

Главни продукт специјализованог метаболизма у корену врсте A. thaliana јесте скополин, 

дериват скополетина (из групе кумарина). Након хидролизе скополина под дејством β-

глукозидаза AtBGLU21, AtBGLU22 и AtBGLU23 ослобађа се токсично једињење скополетин 

које учествује у одбрамбеном одговору (Ahn и сар., 2010). Код врсте C. roseus након напада 

хербивора долази до хидролизе индолног алкалоида стриктозидина под дејством ензима 

стриктозидин β-глукозидазе, а продукт ове реакције је високо реактиван диалдехид од кога 

се даље може синтетисати катенамин, главни прекурсор синтезе фармацеутски значајних 

метаболита виндолина, винбластина и катарантина (Geerlings и сар., 2000; Guirimand и сар., 

2010). Врсте Plantago lanceolata и P. major продукују иридоидне глукозиде каталпол и 

аукубин који заједно са β-глукозидазама учествују у формирању двокомпонентног 

одбрамбеног одговора биљке на напад хербивора. Ларве хербиворне врсте Amata 

mogadorensis слабије напредују када се хране младим у односу на старије листове боквице 

управо због вишег садржаја иридоида у младим листовима наведене врсте (Pankoke и сар., 

2013). Европска маслина продукује олеуропеин, глукозид из групе секоиридоида који се 

активира под дејством β-глукозидаза. Након хидролизе олеурпеина ослобађа се молекул 

глукозе који се даље укључује у синтезу антоцијана, као и агликон који поседује значајан 

антиоксидативни потенцијал (Koudounas и сар., 2015). Активацију олеуропина под дејством 

β-глукозидазе описали су и Konno и сарадници (1999) код врсте Ligustrum obtusifolium. 

Продукт хидролизе олеуропеина је молекул сличан глутаралдехиду који има способност 

денатурације протеина. Овај резултат Konno и сарадника (1999) такође подржава хипотезу да 

олеуропеин и β-глукозидаза учествују у формирању двокомпонентног одбрамбеног одговора 

код врсте L. obtusifolium у циљу заштите биљке домаћина од напада патогена и хербивора. 
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1.4. β-глукозидазе (EC 3.2.1.21) као битне компоненте одбрамбеног одговора 

биљака на абиотички стрес 

 

Бета-глукозидазе (β-глукозидазe) представљају хетерогену групу ензима широко 

распрострањених у живом свету који катализују хидролизу глукозидних веза β-D-глукозида 

и олигосахарида, при чему настаје терминални нередукујући остатак уз ослобађање глукозе 

(Ketudat Cairns и сар., 2015). Ензими β-глукозидазe припадају великој породици глукозидних 

хидролаза (енг. GH - glycoside hydrolases), које се на основу сличности аминокиселинских 

секвенци сврставају у 6 група: GH1, GH3, GH5, GH9, GH30 и GH116 (Ketudat Cairns и сар., 

2015). Већина биљних β-глукозидаза спада у групу GH1 која је уједно и најбројнија група 

GH код еукариота (http://www.cazy.org/GH1_eukaryota.html). A. thaliana има 48, Oryza sativa 

38, а Zea mays 26 гена који кодирају за β-глукозидазe (Xu и сар., 2004; Opassiri и сар., 2006; 

Gómez-Anduro и сар., 2011). Ензими β-глукозидазе могу да хидролизују већи број супстрата, 

због чега су добили епитет „промискуитетних“ ензима, али се њихова тачна функција 

одређује према специфичном супстрату према коме имају највећи афинитет. Тако 

стриктозидин β-глукозидаза врсте C. roseus најефикасније хидролизује супстрат 

стриктозидин који је главни интермедијер у биосинтетском путу индолних алкалоида 

(Geerlings и сар., 2000). Ензими β-глукозидазe су механизмом повратне спреге често 

инхибирани продуктом сопственог деловања што се огледа кроз слабљење активности β-

глукозидазe услед пораста концентрације глукозе која се ослобађа хидролизом сложених 

глукозида (Shewale, 1982). Riou и сарадници (1998) су описали различите форме β-

глукозидазe код филаментозне гљиве Aspergillus oryzae од којих је једна инхибирана 

глукозом, а друга толерантна на високе концентрације глукозе која се ослобађа у реакцији. 

Ензими β-глукозидазе у биљној ћелији поред улоге у хидролизи специјализованих 

метаболита након повреде ткива имају и друге функције. Једна од функција β-глукозидаза је 

хидролиза глукозида монолигнола који се у процесу лигнификације уграђују у ћелијски зид. 

Лигнин је комплекс ароматичних алкохола који даје чврстину ћелијском зиду, пружа 

механичку потпору биљци и повећава отпорност ка савијању. Изграђен је од 

фенилпропаноидних јединица монолигнола: p-кумарил алкохола, кониферил алкохола и 

синапил алкохола који се у ћелији депонују у глукозилованој форми. Транспорт монолигнола 

кроз ћелију је регулисан активношћу два ензима - глукозил трансферазе и β-глукозидазe. 

Истраживање које су спровели Marcinowski и Grisebach (1978) указало је на улогу β-

глукозидазe која хидролизује монолигнолске глукозиде код врсте Picea abies. Пре уградње у 

структуру лигнина глукозиловане форме монолигниола су депоноване у вакуоли. Дејством 

ензима β-глукозидазe долази до хидролизе молекула глукозе са фенилпропаноидног скелета 

и монолигноли се уграђују у ћелијски зид. Ова функција β-глукозидаза има значаја и при 

санирању оштећења ћелијског зида биљака након дејства патогена или механичког 

повређивања (Dharmawardhana и сар., 1995; Opassiri и сар., 2006). 

Ензими β-глукозидазе у биљним ткивима такође имају значајну улогу у регулацији 

нивоа фитохормона. У биљним ћелијама и ткивима многи хормони се често налазе у свом 

неактивном глукозилованом облику, а специфични ензими попут β-глукозидаза хидролизују 

ове глукозиде доводећи до формирања активних облика хормона. Tако је потврђено да током 

дехидратације A. thaliana, β-глукозидаза (AtBGLU1) хидролизује неактивне глуко-коњугате 

ABA након чега се повећева ниво активне ABA у биљној ћелији (Lee и сар., 2006; Xu и сар., 

2012). Показано је да се глукозиловане форме ABA лакше транспортују кроз биљку, а када 

доспеју на жељену дестинацију β-глукозидаза катализује одвајање глукозе са остатка 

молекула, при чему се ослобађа активни облик ABA (Dietz и сар., 2000). Формирање активних  
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облика хормона ензиматском хидролизом њихових неактивних глукозилованих облика 

потврђено је и за салицилну киселину (Himeno и сар., 2013), цитокинине (Brzobohatý и сар., 

1993) и гиберелине (Hua и сар., 2013). 
 

1.4.1. β-глукозидазе представника реда Gentianales 

 

Гени за β-глукозидазе окарактерисани су код појединих представника реда Gentianales, 

као што су C. roseus и Rauvolfia serpentinа (Geerlings и сар., 2000; Warzecha и сар., 2000; 

Barleben и сар., 2007). Ови гени су успешно експримирани у E. coli, након чега су изоловани 

рекомбинантни протеини. Способност рекомбинантних протеина да хидролизују β-D-

глукозидну везу потврђена је на стандардним супстратима, као што су 4-нитрофенил-β-D-

глукопиранозид, 4-нитрофенил-β-D-глукозид, 6-бромо-2-нафтил-β-D-глукозид и сл. 

Међутим, поред испитивања активности ензима уз помоћ комерцијалних супстрата 

неопходно је прецизно утврдити функцију протеина и њихову специфичност за супстрате 

присутне у самој биљци. Тако је хидролиза стриктозидина код врсте C. roseus пружила 

додатне информације о функцији β-глукозидазе која је укључена у метаболички пут 

индолних алкалоида (Geerlings и сар., 2000). Наиме, овај ензим показује високу 

специфичност за хидролизу монотерпенског индолног алкалоида стриктозидина који се у 

биосинтетском путу синтетише преко СЛОГ. Код врсте R. serpentina функционално су 

окарактерисане стриктозин β-глукозидаза и раукафрицин β-глукозидаза које су специфичне 

за хидролизу индолних алкалоида стриктозидина и раукафрицина (Warzecha и сар., 2000; 

Barleben и сар., 2007). 
 

1.4.2. β-глукозидазе у реакцији са секоиридоидима  

 

Сам процес хидролизе глукозидног остатка са основног скелета молекула посредством 

β-глукозидаза може значајно утицати на њихову биолошку активност. Ензиматском 

хидролизом сверцијамарина (СВМ) и генциопикрина (ГП) настају бројни агликони, као што 

су нпр. генцианин, генцианол, еритроцентаурин (ЕР) и други (Fujii и сар., 2019). Генцианин 

је фармаколошки активан метаболит који показује антиинфламаторни, антидијабетични и 

кардиопротективни ефекат (Mansoor и сар., 1998; Vaidya и сар., 2013; Wenjin и Jianwei, 2017), 

док ЕР испољава значајан антивирусни потенцијал (Geng и сар., 2015). Након хидролизе ГП 

под дејством β-глукозидазе формирани агликони испољавају хепатопротективни ефекат 

(Zeng и сар., 2013). Познато је да агликони, као метаболички продукти секоиридоидних 

глукозида, имају изражен антимикробни ефекат. Присуство β-глукозидаза значајно повећава 

антимикробни потенцијал иридоидних глукозида (Van Der Sluis и сар., 1983; Marak и сар., 

2002b), па тако ГП само у присуству β-глукозидазе показује токсични ефекат на гљиву 

Penicillium expansum (Van Der Sluis и сар., 1983). 

Хидролиза фармаколошки значајних продуката биљног метаболизма може бити 

катализована деловањем различитих микроорганизама (El-Sedawy и сар., 1989, 1990; Setchell, 

2000; Otieno и Shah, 2007). Поједини сојеви бактерија и гљива имају способност хидролизе 

глукозида сопственим β-глукозидазама, па се тако гљиве родова Aspergillus и Penicillium 

интензивно користе у комерцијалној производњи β-глукозидаза за ефикасну хидролизу 

лигноцелулозне биомасе (Dekker, 1986; Krogh и сар., 2004). Већина микрогљива је развила 

ефикасне механизме против токсичног ефекта секоиридоидних глукозида. У ове механизме 

се убраја и процес метаболичке трансформације токсичних компонената који подразумева 

хидролизу супстрата под дејством β-глукозидаза. Биотрансформација ГП микрогљивом 

Penicillium crustosum доводи до продукције пет структурно различитих агликона (Han и сар., 
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2014), док Cordyceps sinensis трансформише ГП до монотерпенских алкалоида (Wang и сар., 

2007). У раду Jun и сарадника (2008) описан је механизам хидролизе СВМ под дејством 

гљиве Aspergillus niger до одговарајућих агликона, укључујући и ЕР. 

 

1.5. Centaurium erythraea Rafn - карактеристике и лековита својства 
 

Centaurium erythraea Rafn је биљна врста из фамилије Gentianaceae (ред Gentianales), 

која поседује бројна лековита својства због којих је популарна у народној медицини многих 

земаља. Ареал распрострањења кичице обухвата северну хемисферу, па се ова врста може 

наћи у Европи, као и у деловима Азије и Северне Африке. Ова једногодишња или 

двогодишња зељаста биљка у народу носи име кичица, а у литератури се може наћи и под 

именима црвени кантарион, златна жуч и грозничавка. Кичица насељава отворена станишта, 

суве пашњаке, ивице шума, путеве и стазе од низијских до планинских предела до 1400 m 

надморске висине (Van Rossum, 2009). Стабло је високо 10-50 cm и при врху се грана. 

Листови су дугуљасти и наспрамни са израженом нерватуром и при дну стабла формирају 

розету. Ружичасти цветови су организовани у штитасте цвасти од око 50 цветова 

постављених у истој равни (Слика 9). Семе је ситно и бројно. Након пуцања чауре семе пада 

на земљу у непосредној близини биљке и нема специфичног начина расејавања (Ubsdell, 

1979). 

 

 

Слика 9. Биљна врста C. erythraea Rafn а) и б) хабитус биљака у цвету на природном станишту; в) 

изглед цвета (аутори фотографија: др Тијана Бањанац и др Бранислав Шилер) 
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Лековита својства кичице се приписују фармаколошки активним специјализованим 

метаболитима међу којима су најзаступљенији монотерпеноиди (секоиридоиди) и фенолна 

једињења (ксантони, фенолне киселине и флавоноиди) (Aberham и сар., 2011; Banjanac и сар., 

2017). Секоиридоидни глукозиди горког укуса који су присутни у врстама из редова 

Cornales, Dipsacales и Gentianales се помињу као природни производи који имају примену у 

третману стомачних тегоба (Ghisalberti, 1998). Истраживања кардиоваскуларних тегоба која 

су спровели Petkov и Manolov (1978) показала су да секоиридоиди имају антиаритмични и 

спазмолитични ефекат. Такође, секоиридоиди различитих биљних врста имају изражену 

антитуморску активност (Ishiguro и сар., 1986; Nozaka и сар., 1989), као и значајан 

антибактеријски и антифунгални потенцијал (Šiler и сар., 2014; Zhou и сар., 2019). Главни 

продукти секундарног метаболизма кичице су секоиридоиди СВ, СВМ и ГП (Šiler и сар., 

2012) (Слика 10). Ови горки глукозиди поседују значајне фармаколошке и биолошке 

активности. За СВ је показано да поседује значајну антидијабетичну, антиинфламаторну и 

аналгетичну активност (Ryu и сар., 2010; Huang и сар., 2016), док сверцијамарин испољава 

значајан антидијабетични, антиконвулзантни, аналгетични и антилипидемијски ефекат 

(Vaijanathappa и Badami, 2009; Vaidya и сар., 2009, 2013; Vaijanathappa и сар., 2020). 

Испитивања биолошке активности генциопикрина су показала да ово једињење поседује 

гастропротективни и антидијабетични потенцијал (Rojas Molina и сар., 2000; Huang и сар., 

2016).  

 

 

Слика 10. Хемијска структура најзаступљенијих секоиридоидних глукозида кичице. 

Истраживања Banjanac и сарадника (2017) показала су присуство фенолних киселина 

хидроксициметне и хидроксибензоеве киселине и њихових деривата у екстрактима C. 

erythraea (Слика 11). Деривати хидроксициметне киселине пронађени у екстрактима кичице 

су кофеинска, хлорогена, p-кумарна, синапинска, ферулинска и циметна киселина (Valentão и 

сар., 2001; Marchyshyn и Stoyko, 2014; Banjanac и сар., 2017). Од хидроксибензоевих 

киселина идентификоване су гална, p-хидроксибензоева, ванилинска и сирингинска киселина 

(Dogan и сар., 2010; Banjanac и сар., 2017). У истраживањима Valentão и сарадника (2001), 

Stefkov и сарадника (2014) и Banjanac и сарадника (2017) забележено је и присуство 

флавоноидних компонената у екстрактима C. erythraea. Кичица продукује лутеолин и 

апигенин из групе флавона, док су од флавонола присутни камферол, кверцетин и деривати 

ових једињења. Поред фенолних киселина и флавоноида C. erythraea синтетише и 

ксантонска једињења. Ова једињења су по структури слична флавоноидима и синтетишу се 

код биљака из шест биљних породица, укључујући Gentianaceae (El-Seedi и сар., 2009). Горки 

ксантони који су изоловани из биљака фамилије Gentianaceae налазе се у саставу различитих 

дијететских суплемената за побољшање апетита (Negi и сар., 2013). Такође, ксантони 
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показују значајан антидијабетични, антиинфламаторни, антивирусни и антифунгални 

потенцијал (Cao и сар., 2013; Mahendran и сар., 2013; Zheng и сар., 2014; Zubrická и сар., 

2015). Врсте рода Centaurium као доминантна једињења из групе ксантона синтетишу 

декузатин, еустомин, метилбелидифолин и диметилеустомин (Jensen и Schripsema, 2002; 

Šiler и сар., 2014; Banjanac и сар., 2017; Filipović и сар., 2019).  

Биљна дрога „Centauri herba“ се због својих лековитих својстава налази у бројним 

фармакопејама, па и у фармакопеји Европе (European Pharmacopoeia 9.0, 2017).  

 

 

Слика 11. Хемијска структура доминантних фенолних једињења која су детектована код врсте C. 

erythraea 
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Екстракти коренова и надземног дела кичице поседују значајну антимикробну и 

антиоксидативну активност, при чему надземни делови кичице показују јачи 

антиоксидативни потенцијал у поређењу са кореновима (Šiler и сар., 2014). Екстракти 

цветова кичице могу да неутралишу реактивне врсте кисеоника, као и да инхибирају 

активност ензима ксантон оксидазе што су у свом раду описали Valentão и сарадници (2001). 

Резултати истраживања Đorđević и сарадника (2017) указују на антидијабетични потенцијал 

кичице, па тако метанолни екстракт ове врсте помаже у заштити црвених крвних зрнаца 

експерименталних животиња тако што спречава оксидативно оштећење изазвано слободним 

радикалима. Резултати Sefi и сарадника (2011) такође указују на могућу терапеутску примену 

кичице у смањењу оксидативног стреса и оштећења β-ћелија панкреаса код 

експерименталних животиња. Ефекат екстраката кичице у снижавању хипергликемије у крви 

показали су Stefkov и сарадници (2014) који овај ефекат приписују секундарним 

метаболитима кичице - флавоноидима, иридоидима и ксантонима. Антихипергликемијски 

ефекат показан је и у раду Mansar-Benhamza и сарадника (2013), уз напомену да је ефекат 

ових екстраката дозно зависан и да може довести до нежељених последица при дуготрајној 

употреби. Алкохолни екстракти кичице показују гастропротективни ефекат на индукованом 

акутном желудачном чиру (Tuluce и сар., 2011). Антипиретичну и антиинфламаторну 

активност водених екстраката кичице потврдили су Berkan и сарадници (1991). Mroueh и 

сарадници (2004) су доказали да орална примена екстраката кичице смањује количину 

ензима глутамат пируват трансаминазе, глутамат оксалоацетат трансаминазе и лактат 

дехидрогеназе у серуму експерименталних животиња и тиме указали на потенцијалну 

примену кичице у третману детоксикације јетре. 

Широки спектар позитивних фармаколошких ефеката кичице приписује се 

синергистичком дејству биоактивних специјализованих метаболита из групе терпена и 

фенолних једињења. Међутим, услед неконтролисаног брања величине природних 

популација кичице се смањују, па се ова биљна врста налази на листама угрожених врста 

многих земаља. Из тог разлога се бројна истраживања фокусирају на алтернативне методе 

узгајања ове биљне врсте и одрживу производњу фармаколошки активних специјализованих 

метаболита из обновљивих извора. 
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2. ЦИЉЕВИ РАДА 
 

Главни научни циљеви докторске дисертације су: 

1. Испитивање промена у метаболичком путу секоиридоидних глукозида током 

одговора кичице (Centaurium erythraea Rafn) на стрес изазван механичким 

повређивањем листова, са посебним освртом на улогу биосинтетских гена и β-

глукозидаза. 

2. Изолација и функционална карактеризација гена кичице за ензим β-глукозидазу који 

показује високу специфичност ка секоиридоидним глукозидима као супстрату. 

3. Испитивање ефекта хидролизе секоиридоидних глукозида и екстраката кичице у in 

vitro ензимским тестовима и у in vivo модел-системима (Penicillium funiculosum) на 

њихов антиоксидативни и антимикробни потенцијал. 

Реализација циљева обухватала је наведене кораке: 

 Развијање аналитичких метода за идентификацију и квантификацију секоиридоидних 

глукозида кичице и њихових агликона. 

 Фитохемијску карактеризацију метанолних екстраката кичице и секоиридоида пре и 

након ензиматске хидролизе комерцијалном β-глукозидазом. 

 Испитивање антиоксидативног и антимикробног дејства метанолних екстраката 

кичице и стандардних једињења секоиридоида пре и након ензиматске хидролизе β-

глукозидазом. 

 Испитивање трансформације екстраката C. erythraea у in vivo условима посредством 

гљиве Penicillium funiculosum. 

 Испитивање утицаја механичке повреде и примене метил јасмоната на продукцију 

секоиридоидних глукозида и експресију гена укључених у метаболички пут 

секоиридоида у листовима кичице. 

 Испитивање промене експресије гена за одабране транскрипционе факторе и њиховог 

значаја у регулацији биосинтетског пута секоиридоида код кичице. 

 Функционална карактеризација β-глукозидаза кичице хетерологом експресијом у 

организму домаћину (Escherichia coli) и испитивањем хидролитичке активности 

рекомбинантних протеина у in vitro ензиматским тестовима. 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
 

3.1. Фитохемијске анализе екстраката листова кичице и секоиридоидних 

глукозида 
 

3.1.1. Успостављање in vitro културе врсте Centaurium erythraea Rafn 
 

Семена C. erythraea (кичица) сакупљена су током 2014. године на локалитету Беочин 

(Србија, географска дужина: 45⁰10′34.20′′N; географска ширина: 19⁰43′16.58′′Е), и 

депонована у колекцији семена Института за биолошка истраживања „Синиша Станковић“- 

Института од националног значаја за Републику Србију, Универзитета у Београду, на - 20 °C 

до употребе. Семена су површински стерилисана 20% раствором варикине током 10 минута, 

испрана пет пута стерилном дејонизованом водом и пребачена у Петри кутије са 

стерилисаном ½ MS хранљивом подлогом (Murashige и Skoog, 1962), са додатком 20 g l-1 

сахарозе и 7 g l-1 агара. Вредност pH хранљиве подлоге подешена је на 5,8 пре стерилизације. 

Стерилисана семена кичице су исклијавана у условима дугог дана (16/8 h режима 

светло/мрак) на температури од 25 ± 2 °C (Слика 13а). Клијанци су у стерилним условима 

пребачени у стаклене тегле запремине 350 ml са провидним поликарбонатним затварачима и 

у истим условима гајене током три месеца. 
 

3.1.2. Припрема узорака 

3.1.2.1. Припрема метанолних екстраката листова кичице 

Свежи листови кичице гајене у култури in vitro су уситњени до праха у течном азоту и 

екстраховани у метанолу (w/v1:10) преко ноћи на 4 °C. Следећег дана смеша је кратко 

промешана, а затим додатно екстрахована помоћу ултразвука током 10 минута. Овако 

припремљени узорци су центрифугирани на 8000 g у трајању од 10 минута на 4 °C, 

филтрирани кроз целулозне филтере (величина пора 0,2 µm) и чувани на – 20 °C до тренутка 

употребе. 

3.1.2.2. Хидролиза екстраката кичице и секоиридоидних глукозида 

Реакција хидролизе екстраката кичице и секоиридоидник глукозида је вршена у 

условима in vitro и in vivo. 

3.1.2.2.1. In vitro ензиматска реакција хидролизе метанолних екстраката кичице 

Oко 100 mg свежих листова биљакa старих три месеца уситњенo je у течном азоту и 

растворенo у 1 ml 99,8% метанола (AppliChem, Cheshire, САД). Након ултразвучне 

екстракције биљног материјала (RK100, Bandelin, Berlin, Немачка) у трајању од 10 минута на 

собној температури, узорци су центрифугирани 10 минута на 10000 g. Добијени 

супернатанти су затим профилтрирани кроз целулозне филтере са величином пора 0,2 μm 

(Agilent Technologies, Santa Clara, САД). Метанол је уклоњен упаравањем под вакуумом на 

30 – 45 °C (Eppendorf Concentrator 5301, Hamburg, Немачка), након чега је 6 mg сувог остатка 

растворено у 8 ml 0,5 М цитрат-фосфатног пуфера (pH 5,5) или у истој запремини пуфера са 
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додатком 0,1 mg ml-1 комерцијалне β-глукозидазе изоловане из бадема (SigmaAldrich, CAS 

9001-22-3, Немачка). Реакциона смеша је затим инкубирана на 35 °C током 16 сати и 

накнадно лиофилизована.  

Лиофилизовани узорци ензиматски хидролизованих метанолних екстраката кичице 

(ХМЕ) и метанолних екстраката кичице који нису хидролизовани (МЕ) су растворени у 2 ml 

99,8% метанола. Након третмана ултразвуком у трајању од 15 минута (RK100, Bandelin, 

Berlin, Немачка) на собној температури, узорци су центрифугирани на 10000 g током 10 

минута. Супернатанти су затим профилтрирани кроз целулозне филтере (величина пора 0,2 

μm) и чувани на +4 °C до употребе.  

3.1.2.2.2. In vitro ензиматска реакција хидролизе секоиридоидних глукозида 

Комерцијални стандарди СВ, СВМ и ГП (1,5 mg) су растворени у 1 ml 0,5 М цитрат-

фосфатног пуфера (pH 5,5) или у истој запремини пуфера са 0,1 mg ml-1 комерцијалне β-

глукозидазе изоловане из бадема. Реакциона смеша је након инкубације на 35 °C током 16 

сати лиофилизована, а затим је суви остатак растворен у 3 ml 99,8% метанола. Након 

ултразвучне екстракције у трајању од 10 минута на собној температури и центрифугирања на 

10000 g током 10 минута, супернатанти су профилтрирани кроз целулозне филтере (величина 

пора 0,2 μm) и чувани до употребе на 4 °C.  

3.1.2.2.3. In vivo биотрансформација метанолног екстракта кичице 

Узорци су припремљени од надземних делова биљака сакупљених током 2011. године 

на планини Златибор (Србија, географска дужина: 43⁰40′06.99′′N; географска ширина: 

19⁰38′46.34′′Е) које су затим осушене на собној температури. Након уситњавања у течном 

азоту узорци су екстраховани преко ноћи у 99,8% метанолу (w:v1:5). Следећег дана, након 

ултразвучне екстракције у трајању од 10 минута, екстракти су профилтрирани, а запремина 

подешена на 100 ml. Пре UHPLC–MS/MS квантификације једињења узорци су филтрирани 

кроз целулозне филтере (величина пора 0,2 μm) и чувани на 4 °C до употребе. За експеримент 

биотрансформације екстракти су упарени под вакуумом до сува (СE) на 30 °C - 45 °C и 

растворени у 5% DMSO до финалне концентрације од 5 mg сувог екстракта по ml DMSO (5 

mg СЕ ml-1 DMSO).  

Сој Penicillium funiculosum ATCC 36839 је гајен током 7 дана на кромпир декстрозно 

агарозном медијуму (енг. PDB - Potato Dextrose Brot -) (Табела 18) на 26 °C (Слика 12). 

Након тога 100 μl културе је пренето на 50 ml свежег PDB медијума и инкубирано 2 дана на 

хоризонталној ротационој мешалици (100 обртаја у минути) на собној температури (фаза 1). 

У наредном кораку је 50 ml течног медијума инокулирано са 1 ml културе и инкубирано 

током наредна два дана на собној температури до почетка експеримента биотрансформације 

(Zeng и сар., 2014). 

Биотрансформација је започета инокулацијом 10 ml претходно описане течне културе 

P. funiculosum (фаза 2) у 90 ml PDB медијума. Након инкубације у трајању од 6 дана на 

ротационој мешалици на температури од 28 °C, у течну културу додат је 1 ml екстракта C. 

erythraea и током наредних 6 дана култура је гајена на 26 °C. Сублетална концентрација 

додатог екстракта C. erythraea је одређена на основу микродилуционог антимикробног теста 

и износила је 5 mg суве масе по ml DMSO (Слика 12).  
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Слика 12. Схематски приказ тока експеримента in vivo биотрансформације метанолног екстракта 

кичице 

Способност P. funiculosum да трансформише секоиродоидне глукозиде је утврђена на 

основу промена у садржају секоиридоида у течној култури. Узорци течног медијума су 

узорковани на свака три дана и растварани у ацетонитрилу (v:v1:1). Након центрифугирања 

на 8000 g у трајању од 15 минута на собној температури супернатанти су профилтрирани 

кроз целулозне филтере (величина пора 0,2 μm) и анализирани према описаној аналитичкој 

методи (Поглавље 3.1.4). 
 

3.1.3. UHPLC/Orbitrap-MS/MS квалитативна анализа 

 

Раздвајање и идентификација компоненти од интереса вршена је на систему за течну 

хроматографију под ултра високим притиском (UHPLC) са кватернарном Accela 600 пумпом 

и Accela аутосемплером који је био повезан са хибридним масеним спектрометром високе 

резолуције (LTQ Orbitrap XL) са јонским извором у облику електроспреј јонизације (енг. ESI 

- ElectroSpray Ionization). Хроматографско раздвајање компоненти метанолног екстракта 

вршено је на Syncronis C18 колони (100 × 2,1 mm) са величином честица 1,7 µm. Проток је 

био подешен на 0,300 ml min-1, док се мобилна фаза састојала од (А) ултрачисте воде са 0,1% 

сирћетне киселине и (Б) ацетонитрила (MS чистоће). Ињекциона запремина је била 5 μl, а 

линеарно градијентни програм мобилне фазе је описан раније у литератури (Banjanac и сар., 

2017). 

Снимање масених спектара је вршено у негативном јонизационом режиму. Параметри 

јонског извора били су исти као у раду Banjanac и сарадника (2017). Јони од интереса су 

изоловани у „јонској замци“ са тачношћу од 3 ppm и активирани са 35% колизионе енергије. 

Full scan анализа коришћена је за откривање моноизотопске масе непознатих једињења, док 

је пут фрагментације добијен MS4 фрагментацијом потврђен и коришћењем Mass Frontier 6.0 

софтвера (ThermoFisher Scientific, Немачка). Програм за цртање хемијских формула 

ChemDraw (верзија 12.0) коришћен је за израчунавање тачних маса једињења. Свако 

једињење је идентификовано помоћу одговарајућих спектралних карактеристика: масени 

спектар, тачна маса, карактеристична фрагментација и ретенционо време. Xcalibur софтвер 

(верзија 2.1) коришћен је за контролу инструмента, прикупљање и анализу података. 

Стандарди фенолних једињења су набављени од фирме Sigma Aldrich (Steinheim, Немачка). 
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3.1.4. UHPLC/DAD/(+/−)HESI–MS/MS квантитативна анализа секоиридоида 

 

Квантификација циљаних секоиридоида у узорцима је извршена коришћењем Dionex 

Ultimate 3000 UHPLC система (Thermo Fisher Scientific, Немачка) опремљеног 

ултраљубичастим детектором са више диода (DAD) који је био конфигурисан са масеним 

спектрометром који поседује детектор са три анализатора - троструки квадрупол (UHPLC-

qqqMS, TSQ Quantum Access Max, ThermoFisher Scientific, Швајцарска). За хроматографско 

раздвајање коришћена је Hypersil gold C18 колона (50 × 2,1 mm) са величином честица од 1,9 

μm (Thermo Fisher Scientific, САД), термостатирана на 30 °C. Брзина протока мобилне фазе, 

која се састојала од 0.1% мравље киселине у води (А) и ацетонитрила MS чистоће (Б) била је 

подешен на 0,4 ml min-1. Елуирање једињења било је у реверзно-фазном режиму са 

градијентним програмом мобилне фазе описаним у литератури (Mišić и сар., 2015). 

Ињекциона запремина била је 10 μl. DAD спектри су снимани на 260 и 320 nm. 

Температура јонске пробе масенег спектрометра, опремљеног јонским извором у 

облику електроспреј јонизације, била је подешена на 450 °C, а температура капиларе на 320 

°C. Волтаже спреја и сочива биле су 4 и 0 kV, а притисци носећег гаса, гаса у јонском извору 

и ауксиларног гаса (N2) 50, 0 и 20 AU, наведеним редом. Масени спектри снимани су у 

позитивном и негативном режиму, док је за фрагментацију коришћен аргон као колизиони 

гас. Колизиона енергија (cE) била је 10 eV и за секоиридоидне глукозиде и за њихове 

агликоне. SRM метода (енг. SRM - the selected reaction monitoring) коришћена је за 

квантификацију циљаних једињења у узорцима.  

Идентификација секоиридоидних глукозида и њихових агликона у биљним 

екстрактима изведена је упоређивањем њихових MS, MS2, UV спектара и ретенционих 

времена са аутентичним стандардима, као и претраживањем литературе. Основни 

стандардни раствори су припремљени растварањем 1 mg ЛК (Extrasynthese, Genay, 

Француска), ЛОГи СЛОГ (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Немачка), СВ и СВМ (оба 98% чистоће, 

Oskar Tropitzsch, Marktredwitz, Немачка) и ГП (>90% чистоће, Carl Roth, Karlsruhe, Немачка) 

у 1 ml метанола. Радне стандардне смеше су припремљене растварањем основног раствора 

чистих једињења да би се добила концентрација од 100 μg ml-1, док су други нивои 

калибрације добијени разблаживањем раствора метанолом. Радни стандардни раствори су 

припремљени на 15 калибрационих нивоа у распону концентрација од 100 μg ml-1 до 0,001 μg 

ml-1. Одређене су граница детекције (ГД), граница квантификације (ГК), линеарност, 

поновљивост и осетљивост развијене UHPLC-qqqMS методе. Вредности ГД и ГК су одређене 

на основу односа сигнала и шума (С/Ш), са С/Ш > 3 за ГД и >10 за ГК. За израчунавање ГД и 

ГК рађено је шест анализа за сваки калибрациони ниво. Регресија је израчуната за сваку од 

калибрационих крива и све су показале одговарајућу линеарност са коефицијентима 

корелације између r=0,990 и 0,999, p < 0,001. Укупна количина сваког циљаног једињења у 

узорцима одређена је израчунавањем интеграла површине пика и изражена је као mg g-1 или 

μg g-1 суве материје (СМ). 
 

3.1.5. Одређивање антиоксидативне активности 

 

Антиоксидативна активност хидролизованих метанолних (ХМЕ) и нехидролизованих 

екстраката (МЕ) надземног дела кичице одређивана је применом три различите in vitro 

методе: 1) неутрализација DPPH радикала, 2) неутрализација ABTS радикала и 3) одређивање 

редукционе способности јона гвожђа. Поред антиоксидативног потенцијала екстраката, 

испитана је и активност хидролизованих и нехидролизованих стандардних једињења: СВ, 

СВМ и ГП. За спектрофотометријска мерења коришћен је Agilent 8453 UV-VIS 

спектрофотометар (Agilent Technologies, Waldbronn, Немачка). 
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3.1.5.1. Способност неутрализације DPPH радикала 

DPPH методa се заснива на способности антиоксиданаса да редукују стабилан радикал 

1,1-дифенил-2-пикрилхидразил (DPPH•) са максималном апсорпцијом на 517 nm и да га том 

приликом обезбоји. Тест је спроведен по методи коју су описали Brand-Williams и сарадници 

(1995) са мањим изменама. Реакциона смеша се састојала од 500 μl 200 μM дифенил-2-

пикрилхидразила (DPPH•) раствореног у метанолу, 50 μl тестираног узорка и 450 μl 

метанола. Након инкубације у трајању од 30 минута на собној температури мерена је 

апсорбанца раствора на 517 nm, а резултати су представљени као еквивалент 

антиоксидативног капацитета галне киселине (Sigma Aldrich, Немачка) (mmol GAE) на 100 mg 

свеже масе биљке. Сва мерења су поновљена три пута.  

3.1.5.2. Способност неутрализације ABTS радикала 

Испитивање антиоксидативних својстава различитих једињења ABTS+ радикал 

катјонском методом се заснива на конверзији ABTS (2,2-азинобис 3-етилбензотиазолин-6-

сулфонске киселине) у радикалски катјон у присуству натријум персулфата (Na2S2O8). 

Настали катјон апсорбује светлост на 734 nm, а након додавања антиоксиданса катјон се 

неутралише и губи боју, што се може спектрофотометријски квантификовати. ABTS тест је 

урађен по методи коју су описали Re и сарадници (1999). Раствор ABTS+ је добијен мешањем 

истих запремина 7 mM ABTS и 2,45 mM калијум персулфата и инкубацијом током 12 сати у 

мраку, на собној температури. ABTS+ је затим растворен у 80% етанолу док није постигнута 

апсорбанца од 0,7 ± 0,02 na λ=734 nm. Реакциона смеша, која се састојала од 30 μl МЕ или 

ХМЕ узорка и 970 μl ABTS радног раствора, инкубирана је на собној температури током 10 

минута, након чега је измерена апсорбанца смеше на 734 nm.  

ABTS+ активност се израчунава према формули: 

 

 

где је А734узорак апсорбанца раствора који садржи узорак или стандардно једињење, а 

А734контрола апсорбанца контролног раствора без узорка или стандардног једињења. 

За конструкцију калибрационе криве коришћен је метанолни екстракт галне киселине, а 

резултати су представљени као еквивалент антиоксидативног капацитета галне киселине 

(Sigma Aldrich, Немачка) (mmol GAE) на 100 mg свеже масе биљке. Резултат представља 

средњу вредност три независна мерења. 

3.1.5.3. Редуктивна активност (FRAP метода) 

FRAP метода се заснива на способности антиоксиданаса да донирањем електрона у 

киселој средини (pH 3,6) редукују жути комплекс гвожђа (Fe3+) са 2,4,6-три (2-пиридил)-

1,3,5-триазином (TPTZ) у плаво обојени комплекс Fe2+-TPTZ, при чему се интензитет настале 

плаве боје мери спектрофотометријски на 593 nm. 

FRAP тест је урађен по методи коју су описали Benzie и Strain (1996) уз мање измене. 

Реакциона смеша се састојала од 300 mМ натријум ацетатног пуфера (pH 3,6), 20 mM 

раствора гвожђе хлорида (FeCl3) и 10 mM гвожђе-2,4,6-три(2-пиридил)-1,3,5-триазина (Fe3+-

TPTZ) раствореног у 40 mM HCl у размери 10:1:1. У 950 μl реакционе смеше додавано је 50 μl 

узорка, а затим је, након 10 минута инкубације на собној температури, измерена апсорбанца 

смеше на 593 nm. Резултати су представљени као редукујућа активност еквивалента галне 

 * 100 
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киселине (Sigma Aldrich, Немачка) (mmol GAE) на 100 mg свеже масе надземног дела биљке. 

Сва мерења су поновљена три пута. 
 

3.1.6. Испитивање антимикробне активности  

3.1.6.1. Врсте микроорганизама  

У раду је коришћено осам бактеријских врста и осам врста гљива депонованих у 

лабораторији за микологију Одељења за биљну физиологију Института за биолошка 

истраживања „Синиша Станковић“-Института од националног значаја за Републику Србију, 

Универзитета у Београду. Тестиране су четири Грам-позитивне бактерије: Staphylococcus 

aureus (ATCC 6538), Bacillus cereus (клинички изолат), Listeria monocytogenes (NCTC 7973) и 

Micrococcus flavus (ATCC 10240) и четири Грам-негативне бактерије: Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 35210), Salmonella typhimurium (ATCC 13311) и 

Enterobacter cloacae (људски изолат). Поред тога, коришћено је и осам врста микрогљива: 

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) и Penicillium verrucosum var. 

cyclopium (изолат из хране). Бактерије су гајене током 24 сата на 37 ⁰C, на Muiller Hinton agar 

(MHA) медијуму, а микрогљиве на хранљивој подлози Malt agar (MA) током 21 дана на 25 

⁰C. Састав коришћених хранљивих подлога за гајење микроорганизама приказан је у Табели 

18. 

3.1.6.2. Микродилуциона метода 

За испитивање антимикробне активности МЕ и ХМЕ, као и секоиродоидних гликозида 

и њихових хидролизованих облика, лиофилизати добијени по процедури описаној у 

поглављу 3 су растворени у 5% диметил сулфоксиду (DMSO). Анализа антимикробне 

активности МЕ и ХМЕ кичице, као и секоиродоидних гликозида и њихових хидролизованих 

облика урађена је коришћењем микродилуционе методе (Clinical and Laboratory Standards 

Institute, 2009; Tsukatani и сар., 2012). Концентрација бактеријских суспензија подешена је 

додавањем физиолошког раствора до финалне концентрације 1,0 × 10-5 CFU (енг. CFU - 

colony – forming unit) ml-1. Инокулум је припреман свакодневно и чуван до употребе на 

температури од 4 °C. Минимална инхибиторна концентрација (енг. MIC - minimal inhibitory 

concentration) и минимална бактерицидна концентрација (енг. MBC - minimal bactericidial 

concentration) одређена је у микротитрационим плочама са равним дном и 96 бунарића, од 

којих је сваки садржао 200 μl финалне запремине инкубационог медијума. Инкубациона 

смеша је садржала TSB медијум (енг. TSB - triptic soy broth –, Табела 18), екстракт кичице или 

стандардног једињења у серији разблажења (од 60 μg ml-1 до 1 μg ml-1), као и 10 μl 

бактеријске суспензије. Након додавања бактеријског инокулума плоче су инкубиране на 

хоризонталној ротационој мешалици (160 обртаја у минути) током 24 h, на 37 °C. МIC је 

одређена употребом p - јодонитротетразолијум боје и поређењем са негативном контролом за 

сваки бактеријски сој. Најнижа концентрација која инхибира раст бактерија у поређењу са 

контролним бунарићем, који није садржао тестирано једињење или екстракт (праћено под 

бинокуларном лупом), дефинисана је као МIC вредност. MBC вредност је одређена након 

реинокулације 2 μl садржаја из бунарића микротитрационе плоче у којем није забележен раст 

бактерије у 100 μl медијума и поновне инкубације током 24 h на 37 °C. Као позитивна 

контрола коришћени су комерцијални антибиотици стрептомицин (Sigma-Aldrich, Немачка) и 

ампицилин (Sigma-Aldrich, Немачка). 



32 

 

Антифунгална активност узорака одређена је методом коју је описао Espinel-Ingroff 

(2001). Концентрација спора у течној подлози је подешена на 105 ml-1, а узорци су тестирани 

у серији различитих разблажења. Течна хранљива подлога инокулисана микрогљивама је 

разливена у микротитрационе плоче које су затим инкубиране током 72 сата на температури 

од 28 °C. Минималне инхибиторне и минималне фунгицидне концентрације (енг. MFC -

minimal fungicidal concentrations) одређиване су реинокулисањем 2 μl инокулума у 100 μl 

течног хранљивог медијума, након чега су културе инкубиране наредна 72 сата на 26 °C. 

Концентрације тестираних узорака на којима није забележен раст гљива означене су као 

MFC. Комерцијални антимикотици кетоконазол (Zorka Pharma, Србија) и бифоназол 

(Срболек, Србија) коришћени су као позитивна контрола. 

 

3.2. Механичко повређивање биљака и третман метил јасмонатом 
 

3.2.1. Селекција и умножавање одабраног генотипа 

 

Семена C. erythraea (кичица) сакупљена су током 2010. године на локалитету Паља 

(Србија, географска ширина: 45⁰43′37.64′′N; географска дужина: 22⁰27′14.07′′Е), исклијавана 

и гаjена у култури in vitro на начин описан у Поглављу 3.3.1. 

 

Слика 13. In vitro култура C. erythraea а) изглед клијанаца, б) течна култура коренова, в) изглед биљке 

након три месеца гајења у култури in vitro. 

 

Након три месеца култивације кичице у култури in vitro анализиран је садржај 

секоиридоидних глукозида у 10 насумично одабраних јединки (генотипова) из популације 

пореклом из Паље (П1-П10). Генотип са највећим садржајем секоиридоидних глукозида 

(П1), означен као високопродуктивни генотип, даље је умножаван методом течне in vitro 

културе коренова. Врхови коренова са апикалним меристемом, дужине 10 mm, су пребачени 

у ерленмајере са 50 ml течне ½ MS хранљиве подлоге и гајени на ротационој мешалици при 

брзини од 95 обртаја у минути. Након месец дана гајења експлантата уочено је спонтано 

формирање пупољака (Слика 13 б), који су затим пребачени у тегле запремине 370 ml са 70 

ml чврстe ½ MS хранљивe подлогe. Након три месеца гајења у условима дугог дана (16/8 h 
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режима светло/мрак), на температури од 25 ± 2 °C, овако добијене биљке (Слика 13 в) су 

коришћене у експериментима. 

 

3.2.3. Механичко повређивање биљака  

 

Механичко повређивање експерименталних биљака вршено је на просечно 5 листова по 

биљци. Коришћењем стерилних маказа прављени су мали резови (око 0,5 cm) дуж листова, 

паралелно са простирањем лисног нерва. Повређени (ПЛ) и интактни, цели листови (ЦЛ) са 

по три биљке су сакупљани након 2, 4, 8, 16, 24, 48 и 96 h за свако од три биолошка 

понављања, замрзнути у течном азоту и чувани до употребе на - 80 °C. Листови 

неповређених биљака су коришћени као контрола. Узорковање листова вршено је увек у 

истој фази развића. 

 

3.2.4. Третман биљака метил јасмонатом 

 

Раствор метил јасмоната (Sigma Aldrich, Немачка), у финалној концентрацији 250 μM, је 

додаван филтер стерилизацијом у претходно стерилисан ½ MS медијум. Биљке кичице које 

су током три месеца гајене на ½ MS хранљивој подлози су, у асептичним условима, 

преношене на ½ MS хранљиву подлогу са додатим метил јасмонатом (MeJA) и гајене у 

условима дугог дана (16/8 h режима светло/мрак). Нетретиране биљке су гајене под истим 

условима, на ½ MS хранљивој подлози без додатка MeJA. Надземни делови третираних и 

нетретираних биљака су сакупљени након 1 h и 48 h, замрзнути у течном азоту и до употребе 

чувани на температури од - 80 °C.   

 

3.2.5. UHPLC/DAD/(+/−)HESI–MS/MS квантитативна анализа секоиридоида 

 

У експериментима повређивања листова кичице, као и за потврду функције β-

глукозидаза, идентификација и квантификација иридоида и секоиридоида у узорцима 

урађена је на већ описаном масеном спектрометру (Одељак 3.1.4) уз следеће модификације 

параметара: темепратура јонске пробе 300 °C, температура капиларе 320 °C, притисак 

носећег гаса 28 AU, притисак ауксиларног гаса (N2) 10 AU. Фрагментација је изазвана помоћу 

аргона као колизионог гаса, а колизиона енергија је подешена на 20 eV за сва анализирана 

једињења. Иридоиди ЛК и ЛОГ, као и секоиридоиди СЛОГ, СВ, СВМ и ГП су 

квантификовани у SRM режиму масеног спектрометра. Хроматографско раздвајање је 

урађено коришћењем 0.01% сирћетне киселине и ацетонитрила као мобилне фазе. 

 

3.2.6. Анализа експресије гена  

3.2.6.1. Изолација РНК из листова кичице 

За изолацију рибонуклеинске кисилине (РНК) из листова кичице коришћен је 

модификовани протокол који су описали Gašić и сарадници (2004). Процес изолације укупне 

РНК из биљног материјала изведен је у стерилним условима. Вода коришћена за припрему 

раствора за изолацију третирана је инхибитором рибонуклеаза - диетилпирокарбонатом 

(DEPC) током 6 сати, након чега је стерилисана 25 минута на 124 °C. Сви раствори (осим 

раствора који садрже алкохол), авани и тучкови су пре коришћења такође стерилисани. 
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Око 150 mg биљног ткива је хомогенизовано у авану уз додатак течног азота. У узорке 

је додато 650 μl екстракционог пуфера (100 mM Tris-HCl, pH 8, 25 mM Na-EDTA, 2 M NaCl, 

0,5 g l-1 спермидин, 2% (w/v) поливинилпиролидон, 2% (w/v) етилтриметиламонијум-бромид) 

и 15 μl β-меркаптоетанола. Након хомогенизације узорци су инкубирани 15 минута у 

воденом купатилу на 60 °C. У сваки узорак је додато по 650 μl смеше хлороформ:изоамил 

алкохол у односу 24:1 (v:v), након чега су узорци центрифугирани 10 минута на 10000 g на 

темеператури од 4 °C. Екстракција смешом хлороформа и изоамил алкохола је поновљена 

још једном. У супернатант (око 600 μl) је додато 166 μl 7,5 M литијум хлорида, а узорци су 

потом инкубирани на 4 °C преко ноћи. Наредног дана, узорци су центрифугирани 45 минута 

на 12000 g на 4 °C. Супернатант је одстрањен, а остатак испран са 1 ml 70% етанола и након 

тога центрифугиран на 12000 g током 10 минута, при температури од 4 °C. Супернатант је 

одстрањен, а остатак осушен током 10 минута у ламинарној комори. Након сушења остатак 

је растворен у 100 μl стерилне воде, а затим је смеши додато 10 µl 3 M натријум ацетата (pH 

5,5) и 275 µl 70% етанола. Узорци су промешани инвертовањем, инкубирани 2 сата на 80 °C, 

а потом центрифугирани на 12000 g током 45 минута на 4 °C. Супернатант је одстрањен, 

остатак испран са 1 ml 70% етанола и поново центрифугиран током 10 минута на 12000 g на 

4 °C. Супернатант је одстрањен, а остатак осушен у ламинарној комори и растворен у 50 μl 

стерилне воде. Концентрација изоловане РНК одређена је спектрофотометријски (N60 Nano-

Photometer®, Implen GmbH, Немачка), а квалитет изолације проверен је на агарозном гелу.  

3.2.6.2. Eлектрофореза на агарозном гелу 

За проверу квалитета РНК коришћена је хоризонтална електрофореза на агарозним 

геловима, концентрације 0,8 - 1,2 %, са додатком етидијум бромида (0,5 μg ml-1) у TBE 

пуферу (89 mM Tris, 89 mM борна киселина, 2 mM EDTA). У узорке је, пре наношења на гел, 

додавана боја (6x DNA Loading Dye, Thermo Scientific, САД). За електрофорезу су коришћена 

два система: BlueMarine™ 200 и BlueMarine™ 100 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Немачка), са извором напајања Standard Power Pack P25, Biometra®, (Goettingen, Немачка). 

Системи су пре електрофорезе третирани раствором водоник пероксида (3%) током 60 

минута. Детекција РНК је извршена на апарату ST4 3026-WL/26M (Vilber Lourmat, Torcy, 

Француска).  

3.2.6.3. Третман дезоксирибонуклеазом 

Изолована РНК је третирана дезоксирибонуклеазом 1 (DNase I, Thermo Scientific, 

Waltham, САД) да би се елиминисали остаци геномске ДНК. Састав реакционе смеше је 

приказан у Табели 1. 

 

Табела 1. Састав реакционе смеше за третман дезоксирибонуклеазом 

Компонента По реакцији (10 μl) 

10 x реакциони пуфер 1 μl 

DNAse I (1 U µl-1)  1 μl 

РНК (1 μg) 

 DEPC H₂O 

  

Третман РНК је трајао 30 минута на 37 °C, а реакција је заустављана додавањем 1 μl 50 

mM EDTA (Thermo Scientific, Waltham, САД) и накнадном инкубацијом на 65 °C током 10 

минута. Овако третирана РНК је даље коришћена у реакцији реверзне транскрипције. 
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3.2.6.4. Реверзна транскрипција  

Синтеза комплементарне једноланчане ДНК (енг. cDNА) изведена је коришћењем 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit комплета (Thermo Scientific, Waltham, САД), по 

упутству произвођача. Састав реакционе смеше дат је у Табели 2. Узорци су инкубирани 60 

минута на 42 °C, а реакција је заустављена инкубацијом на 70 °C у трајању од 5 минута. 

 

Табела 2. Састав реакционе смеше за реверзну транскрипцију 

Компонента По реакцији (30 μl) 

РНК (0,1 μg μl-1) 3 μl 

олиго (dT) прајмер  1 μl 

5x реакциони пуфер 6 μl 

RiboLock™ (20 U μl-1) 1,5 μl 

10 mM dNTP 3 μl 

реверзна транскриптаза (RevertAid™, M-MuLV 

(20 U μl-1)) 1,5 μl 

DEPC H₂O 14 μl 

 

 

3.2.6.5. Квантитативни PCR 

Анализом транскриптома листа кичице (Malkov и Simonović, 2011) помоћу софтвера 

BioEdit (v7.0.5.3) (Hall, 1999) издвојене су нуклеотидне секвенце гена биосинтетског пута 

секоиридоида (CeGPPS, CeGES, CeG8O, Ce8HGO, CeIS1, CeIS2, CeIO, Ce7DLGT, Ce7DLH2, 

CeLAMT, CeSLS), гена одабраних транскрипционих фактора (CeCOI1, CeJAZ, CeBIS1, 

CeMYC2, CeJAM2, CeJAM3), гена за β-глукозидазу (CeBGLU), као и гена за елонгациони 

фактор 1 алфа (EF1α, у даљем тексту CeEF1) који је коришћен као референтни ген (енг. 

house keeping gene). На основу издвојених секвенци коришћењем on line сервиса Primer-

BLAST и сервиса Primer3Plus конструисани су прајмери који су у даљем раду коришћени за 

анализу експресије гена (секвенце прајмера са дужином очекиваног ампликона дате су у 

Табели 3).  

За проверу специфичности прајмера (Табела 3) који су коришћени за квантитативни 

PCR (енг. polymerase chain reaction) употребљена је Q5 Hot Start High-Fidelity ДНК 

полимераза (New Еngland Biolabs, САД). Састав реакционе смеше је приказан у Табели 4, а 

програм PCR амплификације у Tабели 5.  

Инкубације, реверзна транскрипција и PCR реакције су извођене у PCR апаратима 

модела Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf, Wiena, Аустрија) и peqSTAR 96 Universal 

Gradient (Peqlab, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Немачка). 
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Табела 3. Прајмери коришћени у квантитативним PCR реакцијама 

Назив прајмера Секвенца прајмера (5’→3’) 
Дужина 

ампликона (bp) 

CeGPPS 

CTTCGTGCTGTCATTCAGCG 
150 

AAAGAATCGACCGCAGCAGA 

CeGES 

TGACAAAGCCCTTGGAAGCT 
149 

ACGCAACGAAGCAGTAAGGA 

CeG8O 

TCAGTTCCAAACGCACTCCA 
150 

TGTTGATTAGCGTCGAGCCG 

Ce8HGO 

AAGGCGACATAGTGATGCCA 
184 

GACCATGTGGAGCAGCTGAA 

CeIS1 

GAAAAACTCACCGGCGTCAC 
150 

CCGATTATTAGCCCCACGCT 

CeIS2 

CAAGCCATTGGTGTATCCAG 
125 

CACTTGATTCTTCGCCTTGG 

CeIO 

ATCGAATGGGGATTCGCGG 
182 

AGCAAAAGTGGGAGAGCTGG 

Ce7DLGT 

GTCATGAGGCCCGATTCGAT 
204 

AATCATAGGCACGCCACACA 

Ce7DLH2 

ACGCAGGAAACTAATCGCCA 
109 

CACCTTTGCCTCCCATTTGC 

CeLAMT 

TAAGGTAGAGGTCCCTGCCC 
150 

TTTGCAGCAGCAATGACACC 

CeSLS 

CCAAGCGACTCGAGAAGCG 
150 

TGACACGAGGGAAAAGGTCA 

CeBGLU 

TTTCCGCCAGTACGTAGAGC 
142 

TGGGGAAGTAGACCCTCGAC 

CeCOI1 

CATCAGGAAATGCACACGAT 
159 

GTGCCCAGCCAGTGAATAGT 

CeJAZ 

TTGCTGATTCCGGTAGGTTC 
209 

TGAATTTCCTCCACCTGACC 

CeBIS1 

GCTTAATCTTACAGTTACAAGCACAAA 
156 

CTACTTGAGTTGGGCGTTGG 

CeMYC2 

CCGAAAAGCAAGACTTGAGG 
123 

TGGCTGCTGATGACTTGATG 

CeJAM2 

ATGCAGGGACTTGTCAATGG 
161 

AGCCCTCAACATCTGAATGC 

CeJAM3 

TTCTCCGAAGGTGGAAGATG 
165 

GCTCCAAGGTAGAAATCATGG 

CeEF1 

AGATGCACCATGAAGCCCTC 
158 

GATGACCTGGGAGGTGAAGC 
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Табела 4. Састав реакционе смеше за PCR амплификацију помоћу Q5 Hot Start High-Fidelity ДНК 

полимеразе 

Компонента По реакцији (25μl) 

5XQ5 реакциони пуфер 5 μl 

10 mM смеша dNTP 0,5 μl 

10 μM F (енг. forward) прајмер 1,25 μl 

10 μM R (енг. reverse) прајмер 1,25 μl 

cDNA 1,5 μl 

Q5 Hot Start High-Fidelity ДНК 

полимераза 0,25 μl 

стерилна дејонизована вода 14,75 μl 

 

Табела 5. Параметри програма за извођење PCR амплификације са Q5 Hot Start High-Fidelity ДНК 

полимеразом 

Корак Т (°C) време трајања број циклуса 

иницијална денатурација 98 30 секунди 1 

денатурација 98 10 секунди 

35 везивање прајмeра * 30 секунди 

екстензија 72 1 минут 

финална екстензија 72 2 минута 1 

 

Квантитативни PCR (qPCR) коришћен је за одређивање нивоа експресије одабраних 

гена уз употребу комерцијалног комплета Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix 2x 

(Thermo Scientific, САД) и апарата Light cycler QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific, САД), 

према упутству произвођача. Реакционе смеше запремине 10 μl су садржале по 1 μl 

одговарајуће комплементарне ДНК добијене по претходно описаном протоколу од 300 ng 

укупне РНК растворене у води 1:10 (v:v), 5 μl SYBR Green смеше, 0,4 μl смеше парова 

прајмера (10 μM) и 3,6 μl воде. Услови амплификације су наведени у Табели 6. Прајмери 

коришћени у квантитативним PCR реакцијама дати су у Табели 3. 

 

Табела 6. Параметри програма квантитативне PCR (qPCR) реакције 

корак Т (°C) време трајања број циклуса 

иницијална денатурација 95 10 минута 1 

денатурација 95 15 секунди 

40 везивање прајмeра 60 30 секунди 

екстензија 72 30 секунди 

финална екстензија 72 10 минута 1 

 

Ниво експресије испитиваних гена одређиван је према 2–ΔΔCt методи (Livak и Schmittgen, 

2001), где је као референтни ген коришћен CеEF1 за који је потврђена конститутивна 

експресија у листовима независно од примењеног третмана. 
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3.3. Изолација и клонирање гена кандидата за ензим β-глукозидазу кичице 
 

Нуклеотидне секвенце гена кандидата за β-глукозидазу издвојене су на основу 

поређења секвенце за стриктозидин-β-глукозидазу врсте Catharanthus roseus (приступни број 

у on line бази података NCBI (енг. National Center for Biotechnology Information) дат је у 

Табели П2 прилога) са транскриптомом листова кичице (Malkov и Simonović, 2011) 

коришћењем софтвера BioEdit (v7.0.5.3) (Hall. 1999). Прајмери за изолацију пуне дужине 

гена конструисани су коришћењем софтверског пакета Primer3Plus. 

3.3.1. Изолација и амплификација пуне дужине гена кандидата за β-глукозидазу кичице 

 

За изолацију и амплификацију пуне дужине гена кандидата за β-глукозидазу 

коришћени су специфично конструисани прајмери (Табела 7) и Q5 Hot Start High-Fidelity 

ДНК полимераза (New Еngland Biolabs, САД).  

Табела 7. Прајмери коришћени за ТА клонирање и клонирање засновано на рестрикционим ензимима 

Назив прајмера Секвенца прајмера (5’→3’) 

Т 

(°C) 

CeBGLU9712650_F GCTTAATCGGCTGAAATGGCA 
61 

CeBGLU9712650_R TACATTAATTTGAAAATTCTGTTGCAG 

CeBGLU_fl_XhoI_F GCATGACTCGAGATGGCAATTCTGAAAAGAAGTG 
68 

CeBGLU_fl_KpnI_R GCATGAGGTACCTTAATTTGAAAATTCTGTTGCAGA 
 

Услови PCR амплификације наведени су у Табели 5, а састав реакционе смеше је 

приказан у Табели 4.  

3.3.2. Пречишћавање из агарозног гела 
 

Продукти амплификације су детектовани под UV светлом, а затим су траке са агарозног 

гела исечене стерилним скалпелом. За пречишћавање ампликона коришћен је GeneJET Gel 

Extraction комерцијални комплет за изолацију (Thermo Scientific, САД), по протоколу 

произвођача. Узорцима је додата иста запремина раствора Binding Buffer (100 mg гела ~ 100 

μl раствора). Агарозни гел је растворен у пуферу инкубацијом на 55 °C током 10 минута. 

Раствору је затим додат изопропанол у односу 1:1 (v:v), а смеша је пребачена у колону за 

пречишћавање и центрифугирана током једног минута на 12000 g. У колону је затим додато 

700 μl раствора Wash Buffer. Садржај на колони је испран помоћу 700 μl раствора и 

центрифугиран. Након центрифугирања од једног минута течност је одбачена, а празне 

колоне још једном центрифугиране у циљу одстрањивања могућег заосталог раствора на 

колони. Колоне су пребачене у нове тубице и PCR продукт елуиран додавањем 50 μl 

раствора Elution Buffer. Потом је колона центрифугирана током једног минута на 12000 g. 

Добијени продукти су даље коришћени у процесу клонирања. 

3.3.3. Клонирање 

3.3.3.1. Спајање вектора и фрагмената ДНК 

За ТА клонирање PCR продукта коришћен је InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo 

Scientific, САД), док је ДНК фрагмент циљаног гена у pRSETA вектор клониран коришћењем 

рестрикционих ензима. Спајање ДНК и pTZ57R/T или pRSETA вектора извршено је у 
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реакцији са ензимом Т4 ДНК лигазом (енг. T4 DNA Ligase, Thermo Scientific, САД) под 

условима наведеним у Табели 8. 

Реакциона смеша је инкубирана током једног сата на собној температури током 

реакције лигације CeBGLU са pTZ57R/T вектором, док је лигациона реакција са pRSETA 

вектором инкубирана током 16 сати на 17 °C. Однос молекула pRSETA плазмида према 

молекулу ДНК фрагмената подешен је на 1:6. Контролни узорак није садржао ДНК фрагмент 

циљаног гена. 

Табела 8. Састав реакционе смеше за ТА клонирање 

Компонента По реакцији (30 μl) 

вектор pTZ57R/T /pRSETA 3 μl 

5 x лигациони пуфер 6 μl 

PCR продукт/ДНК фрагмент 20 μl 

Т4 ДНК лигаза 1 μl 
 

3.3.3.2. TA клонирање  

Након амплификације пуне дужине гена кандидата за β-глукозидазу помоћу Q5 Hot 

Start High-Fidelity ДНК полимеразе, настали фрагменти ДНК имали су равне крајеве (енг. 

blunt ends). За ТА клонирање неопходно је било додати аденинске наставке на 3' крајеве 

ланаца ДНК коришћењем AmpliTaq Gold ДНК полимеразе. Реакциона смеша је инкубирана 

на 72 °С у трајању од 20 минута. Детаљни услови реакције наведени су у Табели 9. 

Табела 9. Састав реакционе смеше за додавање аденинских наставака на ДНК ланац 

Компонента По реакцији (60 μl) 

10 x реакциони пуфер 6,5 μl 

10 mM dNTP 1,3 μl 

AmpliTaq Gold ДНК полимераза 0,3 μl 

PCR продукт 6,9 μl 

стерилна дејонизована вода 50 μl 
 

3.3.3.3. Клонирање засновано на рестрикционим ензимима 

Рестрикциони ензими су протеини који препознају и секу специфична места на 

дволанчаном ДНК ланцу и за собом остављају кратке „лепљиве“ једноланчане секвенце (енг. 

sticky ends). Вектор од интереса се исеца истим ензимима као и ген од интереса, а до реакције 

спајања комплементарних крајева долази у реакцији са ензимом ДНК лигазом. Након 

проверавања исправности ТА клонирања секвенцирањем, које је обавио комерцијални 

сервис, уследило је исецање гена од интереса из вектора pTZ57R/T и његово клонирање у 

pRSETA вектор за бактеријску eкспресију (Слика 14). У циљу клонирања гена од интереса у 

вектор pRSETA на секвенце прајемера додато је и рестрикционо место које омогућава 

спајање гена са вектором (секвенца прајмера дата у Табели 7). 

Сечење рестрикционим ензимима коришћено је и у циљу потврде успешности 

клонирања жељеног гена у вектор. Вектор pRSETA који је коришћен за експресију гена 

кандидата који кодирају за ензиме β-глукозидазу поседује Т7 промотор за високи ниво 

експресије клонираног гена. На N – терминусу поседује секвенцу од 6 хистидина (6xHis tag) 
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којa омогућава пречишћавање синтетисаног протеина и детекцију након пречишћавања 

(Слика 14). Вектор такође поседује ген за отпорност на антибиотик ампицилин који 

омогућава селекцију успешно трансформисаних бактеријских колонија. 

 

Слика 14. Мапа вектора pRSETA коришћеног за експресију у бактерији E. coli 

Исецање рестрикционим ензимима обављено је помоћу ензима FastDigest KpnI и 

FastDigest XhoI (Thermo Scientific, САД). Састав реакционе смеше дат је у Табели 10.  

Табела 10. Састав рекционе смеше за дигестију рестрикционим ензимима 

Компонента По реакцији (40 μl) 

10X FastDigest Buffer 4 μl 

FastDigest KpnI 2 μl 

FastDigest XhoI  2 μl 

ДНК 30 μl 

стерилна дејонизована вода 2 μl 
 

Инкубација реакционе смеше је након сат времена на температури од 37 °C 

заустављена излагањем узорака температури од 80 °C током 10 минута. Исечени фрагменти 

су раздвојени на агарозном гелу и пречишћени коришћењем комерцијалног комплета 

GeneJET Gel Extraction (поглавље 3.5.2). Концентрација изолованих ДНК фрагмената и 

вектора одређена је спектрофотометријски (N60 Nano-Photometer®, Implen GmbH, Немачка), 

а затим су ДНК фрагменти коришћени у реакцији лигације, тј, спајања вектора и жељеног 

фрагмента ДНК. 
 

3.3.4. Трансформација бактерија Escherichia coli 

3.3.4.1. Бактеријски сојеви 

Мach1 - Mach 1 сој E. coli је брзорастући сој, а визуелизација колонија након 

трансформације је могућa већ после 8 h. Овај сој поседује резистенцију на антибиотик 

ампицилин. 
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BL21 CodonPlus- RIL – сој E. coli дизајниран за хетерологу експресију протеина који 

садржи екстра копије argU, ileY, и leuW тРНК гена. BL21 CodonPlus - RIL тРНК може 

ограничити транслацију хетерологог протеина пореклом од организма који поседује АТ - 

богат геном. Овај бактеријски сој поседује резистенцију на антибитике канамицин и 

хлорамфеникол. 

Глицеролски стокови бактеријских сојева су припремани тако што је 500 μl течне 

бактеријске културе додавано у 500 μl 50% стерилног глицерола. Компетентне ћелије и 

глицеролски стокови су чувани на –80 °C до употребе. 

3.3.4.2. Припрема компетентних ћелија 

Компетентне бактеријске ћелије E. coli (Mach 1 и BL21 CodonPlus- RIL) које су 

коришћене за клонирање добијене су инокулацијом једне бактеријске колоније у 10 ml LB 

хранљиве подлоге и гајене преко ноћи на 37 °C, уз стално мешање на хоризонталној 

ротационој мешалици (220 обртаја у минути). Преконоћном бактеријском културом је затим 

инокулисано 200 ml LB хранљиве подлоге, а инкубација је настављена до достизања OD600 

0,3 - 0,4. Након тога, култура је охлађена на леду, а хранљива подлога одстрањена 

центрифугирањем на 4 °C при брзини од 3000 g у трајању од 10 минута. Ћелије су затим 

растворене у 200 ml хладног 0,1 М MgCl2, а након тога сталожене центрифугирањем на + 4 °C 

на 2000 g у трајању од 15 минута. Супернатант је одливен, а сталожене ћелије растворене у 

100 ml хладног CaCl2 и инкубиране 20 минута на 4 °C. Растворене ћелије су сталожене 

центрифугирањем и након одливања супернатанта остатак је растворен у 2 ml хладног 85 mM 

CaCl2 са 15% глицерола. Компетентне ћелије су затим замрзнуте у течном азоту и чуване на 

–80 °C до употребе. 

3.3.4.3. Трансформација бактерија топлотним шоком 

Бактеријске ћелије E. coli су трансформисане методом топлoтног шока (енг. heat shock 

method). Претходно припремљене и замрзнуте компетентне ћелије су постепено отапане на 

леду. Ћелијама је затим додато 5 μl лигационе смеше, а инкубација је настављена на леду 

током 30 минута. Ћелије су затим изложене топлотном шоку на 42 °C у трајању од 45 

секунди, а затим су инкубиране на леду 5 минута. Након додавања 250 μl течног LB 

хранљивог медијума суспензија је инкубирана током једног сата на 37 °C. По истеку времена 

инкубације 100 μl бактеријске суспензије је засејано у стерилним условима на LB хранљиву 

агарозну подлогу са антибиотиком ампицилином и настављена је инкубација на 37 °C преко 

ноћи.  

3.3.4.4. Kолонијски PCR  

У циљу проверавања успешности трансформације бактерија плазмидом од интереса 

коришћена је PCR техника на колонијама (енг. colony PCR) и комерцијални DreamTaq Green 

PCR Master Mix (2X) комплет (Thermo Scientific, САД). Одабрана бактеријска колонија је 

врхом стерилног наставка, запремине 10 μl инокулирана у 10 μl воде, а затим је 5 μl 

суспензије загрејано на 100 °C током 5 минута да би се омогућило лизирање ћелија. Састав 

реакционе смеше и услови за PCR реакције дати су у Табелама 11 и 12. Прајмери коришћени 

током експеримента представљени су у Табели 7.  

За утврђивање дужине фрагмената коришћени су ДНК маркери GeneRuler 50 bp DNA 

Ladder, GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder и GeneRuler High 

Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, САД). 
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Табела 11. Састав реакционе смеше за PCR амплификацију са DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 

комплетом 

Компонента по реакцији (20 μl) 

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 10 μl 

10 μM F прајмер 1 μl 

10 μM R прајмер 1 μl 

бактеријска суспензија 5 μl 

стерилна дејонизована вода 2 μl 

 

Табела 12. Параметри програма за извођење PCR амплификације са DreamTaq Green PCR Master Mix 

(2X) комплетом 

Корак Т (°C) време трајања број циклуса 

иницијална денатурација 95 3 минута 1 

денатурација 95 30 секунди 

35 везивање прајемeра 58 30 секунди 

Екстензија 72 1 минут 

финална екстензија 72 10 минута 1 

 

Бактеријске колоније код којих је потврђена трансформација су инокулиране у 10 ml 

течне LB подлоге са одговарајућим антибиотиком и инкубиране преко ноћи на 37 °C уз 

стално мешање на хоризонталној ротационој мешалици (220 обртаја у минути). Наведене 

колоније су даље коришћене за изолацију плазмида који носи циљани ген. Појединачне 

колоније трансформисаних бактерија су мешане са стерилним 50% раствором глицерола у 

односу 1:1 (v:v) и чуване на 80 °C до употребе. 

3.3.5. Изолација плазмида из бактеријских колонија 
 

Плазмиди су изоловани из бактерија коришћењем комерцијалног комплета за изолацију 

GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, САД), као и методом алкалне лизе. 

3.3.5.1. Изолација плазмида помоћу комерцијалног комплета GeneJET Plasmid Miniprep 

Kit 

Преконоћне културе бактеријских ћелија су сакупљене и центрифугиране на 10000 g. 

Супернатант је одбачен, а у остатак је додато 250 ml раствора Resuspension Solution. Узорци 

су промешани, а затим је у сваки узорак додато по 250 ml раствора Lysis Solution. Микротубе 

са узорцима су лагано промешане инвертовањем, па је у узорке додато по 350 ml раствора 

Neutralization Solution. Након лаганог мешања узорци су центрифугирани 5 минута на 10000 

g. Супернатант је пребачен у GeneJET Spin Column колоне за изолацију и центрифугиран на 

10000 g током једног минута. Колона је испрана са 500 ml раствора Wash Solution и 

центрифугирана на 10000 g током једног минута. Процес цетрифугирања је затим поновљен 

још једном у циљу уклањања вишка течности. Плазмид је елуиран са колоне 

центрифуграњем на 10000 g током 2 минута помоћу 50 μl раствора Elution Buffer. 

Концентрација изолованог плазмида одређена је спектрофотометријски (N60 Nano-

Photometer®, Implen GmbH, Немачка).  
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3.3.5.2. Изолација плазмида техником алкалне лизе 

Бактеријске ћелије су сталожене центрифугирањем 4 ml суспензије на 10000 g, а 

остатак је растворен у 200 μl раствора Ι (100 μg ml-1 рибонуклеаза А (ribonuclease A, RNase A, 

Thermo Scientific, САД), 50 mM Tris pH 8,0) уз интензивно мешање. У смешу је затим додато 

200 μl раствора ΙΙ (200 mM NaOH, 1% SDS), микротубе су лагано промешане инвертовањем, а 

затим је додато 200 μl раствора ΙΙΙ (3М калијум ацетат pH 5,5). Након формирања белог 

преципитата узорци су центрифугирани током 10 минута на 12000 g. У супернатант је затим 

додато 900 μl 100% етанола. Узорци су промешани инвертовањем и центрифугирани током 

20 минута на 12000 g. Супернатант је одбачен и у остатак је додато 100 μl ледено хладног 

75% етанола, а затим је смеша центрифугирана током 30 секунди на 10000 g. Супернатант је 

одбачен, а остатак осушен у ламинарној комори током 15 минута и након тога растворен у 50 

μl стерилне дејонизоване воде. Концентрације изолованих плазмида су измерене 

спектрофотометријски (N60 Nano-Photometer®, Implen GmbH, Немачка).  

3.3.5.3. Провера успешности изолације плазмида pRSETA који носи ген од интереса 

Метода PCR амплификације коришћена је за проверу успешности клонирања на 

изолованим плазмидима, са прајмерима специфичним за вектор pRSETA. У ову сврху 

коришћена је Phusion Hot Start II ДНК полимераза (Thermo Scientific, САД). Услови реакције 

и услови амплификације дати су у Tабелама 13 и 14. 

Табела 13. Састав реакционе смеше за PCR амплификацију са Phusion Hot Start II ДНК полимеразом 

Компонента По реакцији (20 μl) 

5X Phusion HF реакциони пуфер 4 μl 

10 mM смеша dNTP 0,4 μl 

10 μl F прајмер 1 μl 

10 μl R прајмер 1 μl 

ДНК 1 μl 

Phusion Hot Start II ДНК полимераза 0,2 μl 

стерилна дејонизована вода 12,4 μl 
 

Табела 14. Програм извођења PCR амплификације са Phusion Hot Start II ДНК полимеразом 

Корак Т (°C) време трајања број циклуса 

иницијална денатурација 98 30 секунди 1 

денатурација 98 20 секунди 

35 везивање прајмeра 68 30 секунди 

екстензија 72 1 минут 

финална екстензија 72 5 минута 1 

 

3.3.6. Индукција експресије и изолација рекомбинантног протеина 

3.3.6.1. Индукција експресије рекомбинантног протеина у бактеријама 

Појединачне колоније трансформисаних BL21 CodonPlus E. coli пребачене су у 20 ml LB 

течне подлоге са додатком антибиотика канамицина (50 μg ml-1), ампицилина (50 μg ml-1) и 

хлорамфеникола (17 μg ml-1). Колоније су инкубиране на 37 °C преко ноћи уз стално мешање 
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(220 обртаја у минути). Следећег дана измерена је оптичка густина (OD600) преконоћне 

бактеријске културе, која је затим искоришћена за инокулацију 200 ml 2 X YT течне подлоге 

са додатком одговарајућих концентрација канамицина, ампицилина и хлорамфеникола тако 

да почетна OD600 буде 0,1. У циљу оптимизовања услова за експресију гена у бактеријским 

ћелијама тестирани су различити услови гајења бактерија и индукције експресије. Индукција 

синтезе протеина је тестирана на различитим вредностима OD600 = 0,4, OD600 = 0,6 и OD600 = 

0,8 са четири различите концентрације изо-пропил-β-D-тиогалактозида (IPTG): 0,1 mM, 0,2 

mM, 0,5 mM и 1 mM. Поред тога, тестиран је и утицај температуре након индукције 

додавањем IPTG; бактерије су гајене на 18 °C, 21 °C, и 37 °C током 1 h, 2 h, 3 h и 4 h. 

Оптимална синтеза циљаног протеина је постигнута гајењем бактеријске културе на 37 °C уз 

стално мешање (220 обртаја у минути) до достизања OD600 од 0,4. Индукција синтезе је 

постигнута додавањем IPTG у финалној концентрацији 0,1 mM. Након индукције бактерије 

су гајене на ротационој мешалици током 4 сата на 220 обртаја у минути и при температури 

од 21 °C. По истеку времена бактеријске ћелије су сакупљане центрифугирањем на 4000 g 

током 10 минута и чуване на 80 °C. 

3.3.6.2. Изолација рекомбинантних протеина из Escherichia coli 

Експресиони вектор pRSETA поседује N-терминални хексахистидински реп који 

омогућава пречишћавање обележеног протеина коришћењем Ni2+ - NTA агарозе. Ni2+ - NTA 

агароза се користи за афинитетну хроматографију, при чему се хистидински остаци протеина 

везују преко имидазолног прстена за јоне никла. Имидазол присутан у високим 

концентрацијама у елуционом пуферу тежи везивању са јонима никла, па се на овај начин 

синтетисани протеин може издвојити. 

Ni2+-NTA агароза (Qiagen, САД) је уравнотежена тако што је 400 μl агарозе 

центрифугирано на 12000 g током 2 минута, супернатант одбачен, а у агарозу додато 200 μl 

пуфера за лизу (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM имидазол, pH 8,0). Бактеријске ћелије 

су постепено отапане на леду током 15 минута, а затим растворене у 500 μl лизирајућег 

пуфера уз додатак лизозима (Sigma Aldrich, Немачка) у концентрацији 1 mg ml-1 и 

инкубиране на леду током 30 минута. Лизиране ћелије су центрифугиране на 12000 g током 

10 минута, на 4 °C. Супернатант је пребачен у тубу са уравнотеженом Ni2+-NTA агарозом и 

инкубиран током једног сата на 4 °C уз стално мешање да би се омогућило везивање 

обележених протеина за агарозу. По истеку времена инкубације смеша је центрифугирана на 

12000 g током 5 минута. Супернатант са протеинима који се нису везали за агарозу је 

одбачен, агароза је испрана три пута са по 500 μl пуфера за испирање (50 mM NaH2PO4, 300 

mM NaCl, 50 mM имидазол, pH 8,0) и центрифугирана током 1 минута на 12000 g. Протеини 

који су се везали за агарозу су елуирани три пута са по 80 μl пуфера за елуцију (50 mM 

NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM имдазол, pH 10,2). Успешност изолације рекомбинантног 

протеина проверена је SDS електрофорезом и имуноблот анализом. 

Концентрација изолованог протеина одређена је коришћењем комерцијалног комплета 

Qubit® Protein Assay Kit (Thermo Fisher, САД), по упутству произвођача.  

3.3.6.3. Електрофоретско раздвајање протеина  

За раздвајање и детекцију синтетисаних протеина коришћена је метода електрофорезе 

на денатуришућем полиакриламидном гелу SDS-PAGE (енг. sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) и Mini-Protein II систем за електрофорезу (Bio-Rad, 

Richmond, Канада). Дисконтинуирани SDS полиакриламидни гел састављен од 5% гела за 

концентровање (енг. stacking gel) и 10% гела за раздвајање узорака (енг. running gel), 

направљен је по протоколу из Табеле 15. 
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Табела 15. Састав полиакриламидног гела за SDS електрофорезу 

Компонента 10% (10 ml) 5% (5 ml) 

30% акриламид 0,8% N,N-метиленбисакриламид 3,35 ml 0,83 ml 

1,5 М Tris pH 8,8  2,8 ml 0,97 ml 

Вода 3,8 ml 3,16 ml 

TEMED 15 μl 7,5 μl 

10% APS 30 μl 15 μl 

10% SDS 100 μl 50 μl 

 

Протеински узорци су растворени у пуферу за узорке у односу 1:1 (v:v) и денатурисани 

загревањем на 95 °C током 5 минута. Састав пуфера за узорке је представљен у Табели 16. 

Табела 16. Састав пуфера за узорке за SDS електрофорезу 

Компонента 10 ml финална концентрација 

1М Tris-HCl pH 6,8 1,25 ml 125 mM 

глицерол 2 ml 20% 

1% бромфенол плаво 0,2 ml 0,3 mM  

10% SDS 4 ml 40% 

β-меркаптоетанол 0,2 ml 2% 

дејонизована вода 2,35 ml   

 

Узорци протеина су пре електрофорезе охлађени на собној температури и 

центрифугирани на 10000 g током 5 минута. Електрофореза се одвијала у Tris- глицинском 

пуферу (192 mM глицин, 0,1% SDS, 25 mM Tris – HCl, pH 8,8) на собној температури током 

90 минута, при константном напону од 120 V. Након електрофорезе гел са узорцима је 

инкубиран у раствору за бојење (0,1%, Coomassie brilliant blue R 250, 5% метанол, 10% 

сирћетна киселина) током 45 минута, а затим обезбојаван наредних 16 сати у раствору за 

обезбојавање (15% метанол, 7% сирћетна киселина) уз мешање и повремену замену раствора. 

Идентификација молекулске масе протеина вршена је на основу поређења са комерцијалном 

смешом протеина познате молекулске масе (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, 

Thermo Scientific, САД). 

3.3.6.4. Имунодетекција протеина (енг. Immuno blot analysis) 

Након денатуришуће електрофорезе протеини су са полиакриламидног гела преношени 

на мембрану од поливинилиден флуорида (PVDF, Amersham Biosciences, САД) коришћењем 

система за електротрансфер Mini Trans-Blot Module (Biorad, САД). Пренос протеина са гела 

на мембрану је вршен на 4 °C током 90 минута при сталном напону од 60 V. Након тога је 

мембрана инкубирана преко ноћи на 4 °C у 10% раствору безмасног млека (енг. NFDM – non 

fat dry milk) раствореног у T-PBS пуферу (енг. Phosphate-Buffered Saline + 0,05 Tween-20). 

PBS пуфер (pH 7,4) садржао је 8 g l-1 NaCl, 0,2 g l-1 KCl, 3,72 g l-1 Na2HPO4×12H2O и 0,24 g l-1 

KH2PO4. 

Присуство протеина обележених са 6 хистидина потврђено је коришћењем антитела 

His-probe Antibody (sc-53073 Santa Cruz Biotechnology, САД). Антитела су растворена у 

односу 1:100 (v:v) у 5% NFDM, а инкубација мембране са примарним антителима трајала је 
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120 минута на собној температури уз стално мешање. Мембрана је затим испрана неколико 

пута у T-PBS пуферу на собној температури. Секундарна антитела Goat Anti-Mouse IgG-HPR 

(Agrisera Antibodies, Шведска) растворена су у односу 1:5000 (v:v) у 10% NFDM, а услови 

инкубације су били исти као и за примарна антитела.  

Детекција протеина извршена је техником појачане хемилуминисценције (енг. ECL - 

Enhanced Chemi Luminescence). Мембрана је инкубирана током 5 минута на собној 

температури у раствору за хемилуминисценцију (100 mM Tris-HCl pH 8,5; 0,2 mM p-кумарна 

киселина, 1,25 mM 3-амино фталидразид и 1,7 μl 30% H2O2). Након инкубације детекција 

сигнала је вршена експозицијом на радиографском филму (Medical X-ray Green / MXG Film, 

Carestream Health, САД) у трајању од 10 минута. 
 

3.3.7. Анализа активности рекомбинантног протеина  
 

Активност протеина изолованог из бактерија испитана је коришћењем комерцијалног 

супстрата 4-нитрофенил-β-D-глукопиранозида (pNPG) (Sigma Aldrich, Немачка) у цитрат 

фосфатном пуферу. За одређивање оптималних услова за извођење реакције варирано је 

неколико фактора: реакција је извођена у 50 mM и 100 mminM цитрат фосфатном пуферу 

различитих pH вредности (pH 5,0; 5,5 и 6,0); тестиране су различите количине супстрата и 

протеина, време инкубирања (16 h, 24 h и 48 h), као и температура (30 °C или 40 °C). Након 

инкубације реакција је заустављена додавањем исте запремине (1:1v:v) ледено хладног 

раствора 1M Na2CO3. Апсорбанца ослобођене хромофоре 4-нитрофенола (Sigma Aldrich, 

Немачка) измерена је спектрофотометријски (Agilent Technologies, Waldbronn, Немачка) на 

410 nm. 

Активност пречишћеног протеина тестирана је такође на екстракту кичице који је 

припремљен по упутству из поглавља 3.3.6.2. Метанолни екстракт кичице (2,5 μl, 5 μl, 10 μl и 

20 μl) упарен је до сува под вакуумом (Eppendorf Concentrator 5301, Hamburg, Немачка) и 

растворен у 50 μl 50 mM цитрат фосфатног пуфера (pH 5,5). Овако припремљен супстрат 

додаван је у реакционе смеше са различитим количинама испитиваног ензима (10 μg и 20 μg) 

до коначне запремине од 300 μl. Узорци су промешани и инкубирани у различитим 

временским интервалима (16 h, 24 h и 48 h) на температури од 37 °C. Након периода 

инкубације узорцима је додато 700 μl метанола, поново су промешани и центрифугирани 

током 10 минута на 10000 g. Супернатант је профилтриран кроз целулозне филтере 

(величина пора 0,2 μm) (Agilent Technologies, Santa Clara, САД) и даље анализиран као што је 

описано у поглављу 3.2.5. Контролни узорци су уместо изолованог протеина садржали исту 

запремину пуфера за елуцију који је коришћен приликом изолације ензима из бактерија. 

За проверу активности изолованих протеина коришћени су и комерцијални стандарди 

следећих једињења: епидеоксилоганинска киселина (ДК), ЛОГ, СЛОГ, СВ, СВМ, ГП, 

апигетрин (АП), изокверцитрин (ИК) и витексин (ВТ), по горе наведеном протоколу. 

Финална концентрација растворених стандардних једињења је износила 3 μg ml-1. Процедура 

је описана у претходном пасусу.  
 

3.4. Филогенетске анализе 
 

Поређењем аминокиселинских секвенци гена кандидата за β-глукозидазу и иридоид 

синтазу кичице са NCBI (енг. National Center for Biotechnology Information) базом података за 

секвенце пептида издвојене су секвенце за глукозидне хидролазе и иридоид синтазе или 
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прогестерон-5-β-редуктазе различитих биљних врста. Филогенетско стабло сродности 

аминокиселинских секвенци је конструисано neighbor–joining методом (Saitou и Nei, 1987) 

помоћу софтверског пакета MEGA 6 (Tamura и сар., 2013) или коришћењем neighbor-joining 

методе CLC sequence viewer 8.0 софтверског пакета.  

Секвенце раукафрицин β-глукозидазе добијене су из Uniprot базе протеина 

(www.uniprot.org). Хомологим моделовањем у програму MODELLER (Yang и сар., 2012) 

добијене су почетне 3D структуре оба изолована ензима. 
 

3.5. Хранљиве подлоге  
 

Састав ½ MS хранљиве подлоге за гајење кичице приказан је у Табели 17, док је састав 

хранљивих подлога за гајење микроорганизама представљен у Табели 18. Подлоге су 

стерилисане 25 минута на температури од 121 °C. Одговарајући антибиотици и MeJA су 

додавани у претходно стерилисане подлоге за гајење након хлађења до 50 °C. 

Табела 17. Састав ½ MS хранљиве подлоге за гајење биљака у култури in vitro 

Murashige и Skoog подлога (½ MS) финална концентрација 

смеша макро елемената 5% 

смеша микро елемената 0,10% 

смеша витамина 0,10% 

Гвожђе 0,50% 

Сахароза 2% 

агар* 7% 
* при прављењу течних подлога није додаван агар  

Табела 18. Састав хранљивих подлога за гајење култура микроорганизама 

Luria Bertani (LB) подлога финална концентрација 

екстракт квасца 0,5% 

Триптон 1,0% 

NaCl 1,0% 

агар* 2,0% 

2 X YT подлога финална концентрација 

екстракт квасца 1,0% 

Триптон 1,60% 

NaCl 0,50% 

Muiller Hinton agar (MHA) подлога финална концентрација 

Агар 2% 

киселински хидролизат казеина 1,75% 

инфузум говеђег срца 2% 

Скроб 1,50% 

Malt agar (MA) подлога финална концентрација 

Агар 0,5% 

сладни екстракт 1,5% 

http://www.uniprot.org/
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Кромпир декстрозни агар (PDB) финална концентрација 

Декстроза 2% 

екстракт кромпира 0,40% 

Агар 1,50% 

Triptic Soy Broth (TSB) подлога финална концентрација 

Казеин 1,50% 

Пептон 0,50% 

NaCl 0,50% 

К2HPO4 0.10% 
* при прављењу течних подлога није додаван агар  

 

3.6. Статистичка обрада података 
 

За статистичку обраду података у оквиру ове дисертације коришћен је софтверски 

пакет MiniTab (Државни Универзитет у Пенсилванији - Pennsylvania State University, САД), 

при чему је статистичка значајност тестирана анализом варијансе (ANOVA) уз коришћење 

post-hoc поређења по Фишеру (енг. Fisher LSD post hoc test) (p < 0,05) или Студентовим t-

тестом (p < 0,05). За графичко приказивање резултата коришћен је програм Microsoft Оffice 

Excel. Статистичке анализе резултата добијених испитивањем експресије гена су урађене у R 

програмском језику (Team, 2018) уз помоћ пакета MASS (Venables и Ripley, 2013) и gplots 

(Warnes и сар., 2016). Зависност између релативне експресије сваког од испитиваних гена 

(ΔΔCt вредност) као зависне променљиве и времена након повреде, стања листа (ПЛ или ЦЛ) 

и њихове међусобне интеракције као категорички независних променљивих, испитана је 

факторијалном анализом варијансе. Пре ANOVA урађена је Box-Cox трансформација (Box и 

Cox, 1964) ради стабилизације варијансе зависних променљивих. Након анализе варијансе за 

значајне независне променљиве урађена су post-hoc поређења по Тукију (енг. Tukey post hoc 

test) (p < 0,05). Корегулација експресије испитана је Pearson корелацијом релативних 

експресија (ΔΔCt вредност). Добијена корелациона матрица је визуелизована топлотном 

мапом (енг. heatmap). Распоред гена у топлотној мапи одређен је на основу хијерархијске 

анализе кластера која је урађена на основу дистанционе матрице која је била једнака 1 – 

корелациона матрица експресије гена (минимална дистанца одговара апсолутно позитивној 

Pearson корелацији између експресије гена, док максимална дистанца одговара апсолутно 

негативној Pearson корелацији). Агломерација кластера је урађена методом потпуног 

повезивања (енг. complete linkage). 
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4. РЕЗУЛТАТИ 

4.1. Оптимизација аналитичких метода за идентификацију и 

квантификацију секоиридоидних глукозида и њихових агликона 
 

За потребе профилисања секоиридоида кичице (C. еrythraea) било је неопходно развити 

аналитичке методе за идентификацију и квантификацију иридоида и секоиридоидних 

глукозида, као и њихових агликона. Како агликони настају деглукозилацијом и прилично су 

нестабилни, њихова карактеризација на UHPLC/Orbitrap-MS и UHPLC/DAD/qqqMS 

уређајима вршена је након хидролизе метанолних екстраката и стандарда секoиридоидних 

глукозида. За хидролизу метанолних екстраката три месеца старих биљака C. erythraea 

гајених у култури in vitro и чистих секоиридоида (СВ, СВМ и ГП) у реакцији коју катализује 

ензим β-глукозидаза коришћен је комерцијални ензим изолован из бадема. Поред тога, 

испитано је како измењен однос глукозида и њихових агликона као последица хидролизе 

екстраката кичице утиче на антиоксидативна и антимикробна својства.  
 

4.1.1. UHPLC/Orbitrap-MS хемијска карактеризација метанолних екстраката C. erythraea 
 

UHPLC/Orbitrap-MS анализа хидролизованих (ХМЕ) и нехидролизованих (МЕ) 

метанолних екстраката C. erythraea вршена је у негативном јонизационом режиму. У 

екстрактима је детектовано укупно 78 једињења која припадају фенолним киселинама, 

флавоноидима, ксантонима и секоиридоидима (Табела 19). Од наведених једињења 29 је 

потврђено коришћењем стандарда, док су остала једињења идентификована на основу тачне 

масе [M–H]− депротонованог молекула и његове MS фрагментације, као и поређењем са 

доступним литературним подацима. Фенолне киселине идентификоване у екстрактима 

кичице припадају дериватима хидроксибензоеве киселине: протокатехинска (2), гална (1), 

гентизинска (4), p-хидроксибензоева (5), ванилинска (9), p-хидроксифенилсирћетна (6) и 

сирингинска киселина (10), као и дериватима хидроксициметне киселине хлорогена (3), 

кофеинска (8), p-кумарна (11), синапинска (12) и циметна киселина (14). Поред наведених 

фенолних киселина у екстрактима су детектовани хексозид кофеинске киселине (7) и 

кониферил алдехид (13). Међу флавоноид-гликозидима, који су идентификовани на основу 

MS4 фрагментације агликона, већина припада групи флавонол О-гликозида (камферол, 

кверцетин и изо-рамнетин). У састав идентификованих гликозида улазе 2, 3 или 4 јединице 

шећера (које одговарају масама рамнозе и глукозе, 146 Da и 162 Da) и p-кумаринска 

киселина (масе 146 Da). Коришћењем масене спектрометрије високе резолуције и анализом 

MS фрагментационих профила, може се само претпоставити како изгледа њихова структура, 

али тачан положај гликозилације се не може у овом случају одредити коришћењем само 

наведене технике. Присуство два деривата лутеолина, лутеолин 6-C-глукозида (18) и 

лутеолин 7-О-глукозида (28), установљено је у МЕ, али не и у ХМЕ. Нарингенин (53) и 

нарингенин 7-О-неохесперозид (34) су у МЕ и ХМЕ присутни у приближно једнаким 

количинама (Слика 14). Агликони флавоноида: лутеолин (51), кверцетин (52), апигенин (54) 

и камферол (55) пронађени су у МЕ и ХМЕ при чему су нешто заступљенији у ХМЕ, што је 

последица хидролизе ХМЕ β-глукозидазом (Слика 15). У МЕ и ХМЕ кичице детектовано је 

15 деривата ксантона од којих је присуство само два, декузатина (66) и метилбелидифолина 
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(67), потврђено стандардима, при чему разлике између МЕ и ХМЕ у садржају једињења 56-

70 нису забележене (Слика 15). 

Сви детектовани секоиридоиди (71-78) присутни су у МЕ и ХМЕ (Слика 15). 

Секоиридоиди СВ, СВМ и ГП су идентификовани коришћењем стандарда, али су били 

видљиви у негативном јонизационом режиму као адукти сирћетне киселине 

[M−H+CH3COOH]− што је већ описано у раду Banjanac и сарадника (2017). Једињење 71 

(Табела 19) са молекуларним јоном на 375 m/z и на ретенционом времену tR=4.56 min је 

прелиминарно идентификовано као ЛК на основу фрагментационог пута доступног у 

литератури (Kucharska и Fecka, 2016). Једињење 72 идентификовано је као секологанозид са 

молекуларним јоном на 389 m/z и на ретенционом времену tR= 4,88 min на основу описаног 

MS фрагментационог пута. Фрагмент на 345 m/z настаје губитком CO2, док фрагменти од 209 

и 165 m/z настају губитком хексозе (180 Da) или губитком хексозе и CO2  (224 Da) (Li и 

сар., 2015). Једињења кафеоил 6’-секологанозид (76), ферулоил 6’-секологанозид (77) и p-

кумароил 6’-секологанозид (78) су деривати секологанозида. Једињење 78 на 535 m/z и 

ретенционом времену tR=7.61 min показује MS2 пик на 491 m/z који настаје услед губитка 

CO2, као и пикове на 517 m/z ([M−H−H2O]−), 447 m/z, 389 m/z, 345 m/z и 209 m/z. Јон на 447 

m/z настаје губитком молекула CO2 а фрагмент јон на 389 m/z настаје губитком ацил групе 

(146 Da) на 6-О позицији хексозе. Фрагмент јон на 345 m/z настаје од јона на 389 m/z 

губитком CO2 ([M−H−p-кумароил−CO2]
−), а јон на 209 m/z одговара ([M−H−p-

кумароил−C6H12O6]
−) фрагменту. МS3 спектар једињења 78 показује пик на 145 m/z ([p-

кумарна киселина−H−H2O]−) и друге МS3 пикове. Фрагмент јони на 325 и 307 m/z одговарају 

масама ацил хексозе ([M−H−иридоид]−) и дехидратисане ацил хексозе, наведеним редом. 

Присуство ова два фрагмента а одсуство осталих фрагмената, указује да је интерглукозидна 

везa између њих 1→6 типа (Pavlović и сар., 2016) и да је веза између ацил групе и хексозе са 

иридоидом успостављена преко хексозе. Фрагменти на 265, 235 и 205 m/z настају од јона на 

325 m/z одвајањем молекула шећера (губитак од 60, 90 и 120 Da наведеним редом). MS4 

спектар показује пик на 117 m/z који одговара јону [p-кумарна киселина−-H−H2O−CO]−. 

Сличан облик фрагментације забележен је и за једињења 76 и 77. Оваква врста секоиридоида 

забележена је претходно у узорцима маслине (Innocenti и сар., 2006), а у овој дисертацији су 

први пут описани код врсте C. erythraea. 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669017307999?via%3Dihub#bib0015
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Табела 19. UHPLC–MS4 Orbitrap карактеризација метанолних екстраката C. erythraea у негативном јонизационом режиму. 

Пик 

бр. 

tR, 

min 

Име једињења Молекулска 

формула, 

[M–H]– 

Израчуната 

маса, [M–

H]– 

Нађена 

маса, [M–

H]– 

Δ ppm MS2 Фрагменти, 

(% интензитет) 

MS3 Фрагменти, 

(% интензитет) 

MS4 Фрагменти, 

(% интензитет) 

Фенолне киселине и њихови деривати 

1 2,08 Гална киселина C7H5O5
– 169,01425 169,01390 2,07 125(100) 107(100) – 

2 4,01 Протокатехинска 

киселина 

C7H5O4
– 153,01933 153,01891 2,74 109(100), 95(75), 

79(20), 59(10) 

81(100), 68(25), 

65(15) 

– 

3 4,97 Хлорогена киселина C16H17O9
– 353,08781 353,08694 2,46 191(100), 179(5) 173(75), 127(100), 

111(40), 93(60), 

85(90) 

109(40), 99(50), 

85(100) 

4 5,03 Гентизинска киселина C7H5O4
– 153,01933 153,01889 2,88 136(5), 125(10), 

109(100), 95(20), 

79(10) 

81(85), 67(100), 

63(60) 

– 

5 5,05 p-Хидроксибензоева 

киселина 

C7H5O3
– 137,02442 137,02414 2,04 109(10), 93(100) 93(100) – 

6 5,28 p-

Хидроксифенилсирћетна 

киселина 

C8H7O3
− 151,04007 151,03964 2,85 121(15), 107(100), 

95(70), 79(15), 

59(25) 

123(10), 95(30), 

79(100), 69(10), 

51(20) 

108(100) 

7 5,49 Хексозид кофеинске 

киселине 

C15H17O9
– 341,08781 341,08713 1,99 271(10), 253(70), 

179(80), 135(100), 

109(30) 

109(100) – 

8 5,50 Кофеинска киселина C9H7O4
– 179,03498 179,03471 1,51 135(100) 135(60), 117(15), 

107(100), 91(55), 

79(15) 

– 

9 5,53 Ванилинска киселина C8H7O4
– 167,03498 167,03453 2,69 153(10), 152(80), 

124(10), 123(100), 

108(20) 

108(100) 123(30), 80(35), 

78(100) 

10 5,69 Сирингинска киселина C9H9O5
− 197,04555 197,04498 2,89 183(100), 153(40), 

138(10) 

167(100), 138(10), 

123(5) 

– 

11 6,38 p-Кумарна киселина C9H7O3
– 163,04007 163,03972 2,15 119(100) 119(60), 101(20), 

93(25), 91(100), 

72(10) 

– 

12 6,73 Синапинска киселина C11H11O5
− 223,06120 223,06055 2,91 208(100), 179(30), 

164(20) 

193(10), 164(100), 

149(15), 135(5) 

149(100), 135(35) 

13 7,63 Кониферил алдехид C10H9O3
− 177,05572 177,05527 2,54 163(10), 162(100) 134(100), 133(40), 

120(20), 106(30) 

106(100), 65(80) 
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14 8,93 Циметна киселина C9H7O2
− 147,04515 147,04500 1,02 104(10), 103(100), 

87(10) 

119(100) – 

Гликозиди флавоноида 

15 5,07 Дериват кверцетин 

гликозида 

C39H49O24
– 901,26193 901,26080 1,25 756(30), 755(100) 609(20), 591(20), 

489(30), 301(40), 

300(100) 

271(100), 255(50) 

16 5,62 Дериват кверцетин 

гликозида 

C33H39O20
– 755,20402 755,20282 1,59 610(20), 609(100), 

477(5), 301(5) 

343(20), 301(100), 

300(80), 271(15), 

255(10) 

271(100), 255(60), 

179(80), 151(60) 

17 5,71 Дериват кверцетин 

гликозида 

C48H55O27
– 1063,29362 1063,29199 1,53 917(60), 901(100), 

781(30), 755(80), 

737(10) 

755(100) 609(15), 591(25), 

489(20), 301(35), 

300(100) 

18 5,82 Лутеолин 6-C-глукозид C21H19O11
– 447,09274 447,09225 1,10 429(15), 357(55), 

328(20), 327(100) 

299(100) 255(100), 240(30), 

213(45), 199(40), 

175(40) 

19 5,86 Дериват камферол 

гликозида 

C33H39O19
– 739,20910 739,20807 1,39 594(30), 593(100) 447(5), 357(5), 

237(20), 285(100), 

284(60) 

257(40), 255(100), 

241(20), 229(30), 

151(20) 

20 6,01 Дериват камферол 

гликозида 

C48H55O26
– 1047,29871 1047,29773 0,94 902(30), 901(100), 

739(10) 

765(20), 739(100), 

721(10), 575(5), 

285(5) 

593(20), 575(100), 

393(40), 285(85), 

284(80) 

21 6,20 Дериват кверцетин 

гликозида 

C42H45O23
– 917,23571 917,23547 0,26 755(100) 635(5), 609(100), 

591(5), 301(20), 

300(10) 

343(20), 301(100), 

300(60), 271(15), 

255(10) 

22 6,23 Кверцетин 3-O-рутинозид C27H29O16
– 609,14611 609,14435 2,89 343(10), 301(100), 

300(40), 271(10), 

255(5) 

179(100), 151(78), 

107(4) 

151(100), 107(2) 

23 6,25 Дериват камферол 

гликозида 

C48H55O25
– 1031,30379 1031,30322 0,55 886(40), 885(100) 765(20), 739(100), 

721(20), 575(10), 

285(10) 

593(20), 575(100), 

393(30), 285(60), 

284(60) 

24 6,28 Дериват кверцетин 

гликозида 

C48H55O26
– 1047,29871 1047,29785 0,82 902(40), 901(100), 

781(10), 755(20) 

781(15), 755(100), 

739(10), 489(5), 

300(5) 

609(20), 591(40), 

489(30), 301(50), 

300(100) 

25 6,36 Дериват изорамнетин 

гликозида 

C49H57O26
– 1061,31436 1061,31335 0,95 916(30), 915(100) 795(20), 769(100), 

753(40), 751(20), 

735(10) 

737(20), 623(10), 

605(70), 315(100), 

300(20) 

26 6,42 Дериват камферол 

гликозида 

C48H55O25
– 1031,30379 1031,30261 1,14 886(40), 885(100) 765(20), 739(100), 

721(20), 575(10), 

593(20), 575(100), 

393(30), 285(60), 
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285(10) 284(60) 

27 6,44 Кверцетин 3-O-

галактозид 

C21H19O12
– 463,08820 463,08734 1,86 301(100), 300(30) 273(25), 257(20), 

179(100), 151(75) 

151(100) 

28 6,48 Лутеолин 7-O-глукозид C21H19O11
– 447,09329 447,09222 2,39 285(100) 257(30), 241(100), 

217(75), 199(85), 

175(95) 

241(5), 226(15), 

213(30), 197(100) 

29 6,50 Дериват кверцетин 

гликозида 

C42H45O23
– 917,23571 917,23450 1,32 772(30), 771(100), 

755(10), 609(10) 

635(5), 609(100), 

301(5) 

343(10), 301(100), 

300(70), 271(10), 

255(5) 

30 6,53 Камферол 3-O-рутинозид C27H29O15
– 593,15119 593,14984 2,28 327(20), 285(80), 

284(100), 255(10) 

255(100), 227(10) 227(100), 211(60) 

31 6,60 Дериват камферол 

гликозида 

C48H55O25
– 1031,30379 1031,30225 1,49 886(40), 885(100) 765(20), 739(100), 

721(20), 575(10), 

285(10) 

593(20), 575(100), 

393(30), 285(60), 

284(60) 

32 6,73 Изорамнетин 3-O-

рутинозид 

C28H31O16
– 623,16176 623,16113 1,01 315(100), 300(20), 

271(10), 255(5) 

300(100), 287(5), 

272(5) 

271(100), 255(50), 

151(5) 

33 6,83 Дериват кверцетин 

гликозида 

C42H45O22
– 901,24080 901,23938 1,58 781(20), 755(100), 

739(40), 575(10), 

445(10) 

609(100), 591(20), 

489(10), 301(30), 

300(40) 

591(5), 343(20), 

301(100), 300(60), 

271(10) 

34 6,86 Нарингенин 7-O-

неосферозид 

C27H31O14
– 579,17193 579,17041 2,62 459(100), 357(5), 

313(25), 271(45), 

235(10) 

441(30), 357(100), 

339(30), 271(55), 

235(85) 

339(100), 169(20), 

151(50), 125(20) 

35 6,88 Камферол 3-O-глукозид C21H19O11
– 447,09329 447,09219 2,46 327(20), 285(80), 

284(100), 255(10) 

255(100), 227(10) 227(100), 211(60) 

36 6,98 Дериват изорамнетин 

глукозида 

C43H47O23
– 931,25136 931,25000 1,46 786(30), 785(100), 

755(5), 623(5), 

609(5) 

623(100), 609(95), 

469(10), 315(20), 

300(30) 

357(10), 315(100), 

300(50), 271(10), 

255(5) 

37 7,15 Дериват кверцетин 

гликозида 

C42H45O22
– 901,24080 901,23987 1,03 756(30), 755(100), 

609(5) 

635(5), 609(100), 

591(5), 301(20), 

300(10) 

591(5), 343(20), 

301(100), 271(10) 

38 7,18 Дериват камферол 

гликозида 

C42H45O21
– 885,24588 885,24567 0,24 740(20), 739(100) 619(10), 593(100), 

575(20), 453(15), 

285(90) 

447(5), 327(40), 

285(100), 284(60), 

255(20) 

39 7,34 Дериват изорамнетин 

глукозида 

C43H47O22
− 915,25645 915,25623 0,24 770(20), 769(100) 623(70), 607(90), 

453(20), 315(100), 

300(20) 

300(100), 151(5) 

40 7,51 Дериват кверцетин 

гликозида 

C36H35O18
– 755,18289 755,18201 1,17 635(5), 609(100), 

591(5), 445(5), 

343(20), 301(100), 

300(80), 271(15), 

271(100), 255(60), 

179(80), 151(60) 
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301(20) 255(10) 

41 7,54 Дериват камферол 

гликозида 

C42H45O21
– 885,24588 885,24438 1,69 740(30), 739(100) 619(10), 593(100), 

575(20), 453(15), 

285(90) 

327(30), 285(100), 

284(55), 255(20) 

42 7,55 Дериват кверцетин 

гликозида 

C42H45O22
– 901,24080 901,23938 1,58 756(20), 755(100), 

609(5), 447(5), 

301(5) 

635(5), 609(100), 

591(10), 301(30), 

300(10) 

591(5), 343(20), 

301(100), 271(15) 

43 7,66 Дериват изорамнетин 

глукозида 

C51H59O27
− 915,25645 915,25549 1,05 770(30), 769(100) 623(80), 607(50), 

453(20), 315(100), 

300(20) 

300(100), 151(5) 

44 7,71 Дериват кверцетин 

гликозида 

C42H45O22
– 901,24080 901,23950 1,44 756(20), 755(100), 

609(5), 447(5), 

301(10) 

635(5), 609(100), 

591(5), 301(30), 

300(10) 

591(5), 343(20), 

301(100), 300(60), 

271(15) 

45 7,56 Дериват кверцетин 

гликозида 

C36H35O18
– 755,18289 755,18225 0,85 635(5), 609(100), 

591(5), 445(5), 

301(25) 

343(20), 301(100), 

300(80), 271(15), 

255(10) 

271(100), 255(60), 

179(80), 151(60) 

46 7,77 Дериват камферол 

гликозида 

C42H45O21
– 885,24588 885,24463 1,41 740(35), 739(100) 619(10), 593(70), 

575(20), 453(20), 

285(100) 

257(50), 255(100), 

241(30), 229(20), 

151(70) 

47 7,98 Дериват камферол 

гликозида 

C36H35O17
– 739,18797 739,18652 1,96 619(10), 593(80), 

575(20), 453(15), 

285(100) 

257(50), 255(100), 

241(35), 229(20), 

151(60) 

255(10), 227(40), 

211(100) 

48 7,99 Дериват камферол 

гликозида 

C42H45O21
– 885,24588 885,24469 1,34 740(20), 739(100) 619(10), 593(60), 

575(20), 453(30), 

285(100) 

257(50), 255(100), 

241(35), 229(20), 

151(60) 

49 8,29 Дериват камферол 

гликозида 

C36H35O17
– 739,18797 739,18701 1,30 619(10), 593(90), 

575(20), 453(20), 

285(100) 

257(50), 255(100), 

241(35), 229(20), 

151(60) 

255(20), 227(50), 

211(100) 

50 8,32 Дериват кверцетин 

гликозида 

C36H35O18
– 755,18289 755,18164 1,66 635(10), 609(100), 

591(10), 445(5), 

301(35) 

343(20), 301(100), 

300(80), 271(15), 

255(10) 

271(100), 255(60), 

179(80), 151(60) 

Агликони флавоноида 

51 8,43 Лутеолин C15H9O6
− 285,04046 285,03979 2,35 257(40), 241(100), 

217(50), 199(70), 

175(70) 

255(50), 227(100), 

211(75), 197(35), 

183(85) 

– 

52 8,52 Кверцетин C15H9O7
− 301,03537 301,03461 2,52 283(15), 271(60), 

257(25), 179(100), 

151(80) 

151(100) 107(100), 83(10) 
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53 9,28 Нарингенин C15H11O5
− 271,06120 271,06046 2,73 225(5), 177(10), 

151(100) 

107(100) 65(100) 

54 9,30 Апигенин C15H9O5
− 269,04554 269,04495 2,19 225(5), 177(15), 

151(100) 

65(100) – 

55 9,45 Камферол C15H9O6
− 285,04046 285,03976 2,46 255(100), 227(10) 211(100), 195(5), 

167(15) 

211(40), 137(100) 

Ксантони 

56 6,70 Трихидрокси триметокси 

ксантон O-

пентозилхексозид 

C27H31O17
− 627,15667 627,15533 2,14 333(100), 318(40), 

303(30) 

318(100) 303(100) 

57 7,08 Трихидрокси 

монометокси ксантон O-

пентозилхексозид 

C25H27O15
− 567,13554 567,13458 1,69 552(10), 442(60), 

273(100), 258(60), 

230(10) 

258(100) 230(100) 

58 7,93 Дихидрокси 

тетраметокси ксантон O-

пентозилхексозид 

C28H33O17
− 641,17232 641,17194 0,59 347(100), 332(20), 

317(10), 293(30) 

332(100) 317(100) 

59 9,40 Трихидрокси 

монометокси ксантон 1 

C14H9O6
− 273,04046 273,03979 2,45 258(100) 258(30), 241(10), 

230(100), 229(60), 

202(40) 

230(10), 202(80), 

174(100), 160(20), 

108(50) 

60 9,52 Трихидрокси диметокси 

ксантон 1 

C15H11O7
− 303,05103 303,05020 2,74 288(100) 273(100), 259(5) 245(100) 

61 9,62 Трихидрокси 

монометокси ксантон 2 

C14H9O6
− 273,04046 273,03973 2,67 258(100) 258(5), 241(30), 

230(100), 229(95), 

202(20) 

229(20), 202(100), 

185(20), 174(60), 

157(30) 

62 9,98 Трихидрокси 

монометокси ксантон 3 

C14H9O6
− 273,04046 273,03995 1,87 258(100) 258(30), 230(100), 

229(60), 214(10), 

202(30) 

230(5), 213(20), 

202(80), 174(100), 

108(60) 

63 10,69 Дихидрокси диметокси 

ксантон 1 

C15H11O6
− 287,05611 287,05533 2,72 272(100) 257(100) 229(100) 

64 11,38 Трихидрокси 

монометокси ксантон 4 

C14H9O6
− 273,04046 273,03986 2,20 258(100) 230(100) 213(5), 202(40), 

186(20), 174(20), 

150(100) 

65 11,52 Дихидрокси монометокси 

ксантон 

C14H9O5
− 257,04555 257,04480 2,92 242(100) 242(10), 214(100), 

198(20), 186(80), 

170(20) 

186(100), 172(20), 

170(25), 158(25) 

66 11,62 Дихидрокси 

тетраметокси ксантон 1 

(Декузатин) 

C17H15O8
– 347,07724 347,07639 2,45 332(100), 317(10) 317(100) 302(100), 289(25), 

274(10), 246(5) 
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67 11,70 Дихидрокси диметокси 

ксантон 2 

(Метилбелидифолин) 

C15H11O6
− 287,05611 287,05545 2,30 272(100) 257(100) 229(100) 

68 11,94 Трихидрокси диметокси 

ксантон 2 

C15H11O7
− 303,05103 303,05017 2,84 288(100), 273(5) 273(100), 259(20) 245(100) 

69 12,74 Трихидрокси триметокси 

ксантон 

C16H13O8
− 333,06159 333,06061 2,94 318(100) 303(100) 288(100), 285(50), 

275(10), 257(5) 

70 14,70 Дихидрокси 

тетраметокси ксантон 2 

C17H15O8
– 347,07724 347,07684 1,15 332(100) 317(100) 302(100), 289(5) 

Секоиридоиди 

71 4,56 Логанинска киселина C16H23O10
− 375,12967 375,12888 2,11 213(100), 169(15), 

151(5), 109(5) 

169(100), 151(20), 

125(25), 113(40), 

99(55) 

151(100), 125(10), 

109(10), 99(15), 

95(65) 

72 4,88 Секологанозид C16H21O11
− 389,10894 389,10800 2,42 371(5), 345(100), 

209(40), 165(20), 

121(30) 

183(80), 179(30), 

165(100), 161(20), 

143(40) 

137(20), 123(10), 

121(90), 59(100) 

73 5,18 Сверцијамарин + 

CH3COOH 

C18H25O12
– 433,13515 433,13425 2,08 372(20), 355(10), 

179(100), 161(5), 

143(5) 

161(70), 143(100), 

119(30), 89(90) 

113(5), 101(10), 

71(100) 

74 5,53 Генциопикрин + 

CH3COOH 

C18H23O11
– 415,12459 415,12384 1,81 355(10), 239(10),  

179(100), 161(5), 

143(5) 

161(80), 143(100), 

119(60), 89(80) 

125(60), 101(50), 

87(40), 71(100) 

75 5,59 Сверозид + CH3COOH C18H25O11
– 417,14024 417,13943 1,94 357(100), 195(60), 

179(90), 161(10), 

125(20) 

195(40), 167(20), 

151(30), 125(100) 

81(100) 

76 6,86 Кафеоил 6'-

секологанозид 

C25H27O14
− 551,14063 551,13965 1,78 533(20), 507(100), 

489(10), 389(20), 

341(30) 

489(20), 393(30), 

323(40), 179(15), 

161(100) 

133(100) 

77 7,50 Ферулоил 6'-

секологанозид 

C26H29O14
− 565,15628 565,15552 1,34 547(5), 533(10), 

521(100), 489(10), 

389(15) 

489(100), 393(20), 

323(20), 193(10), 

175(10) 

393(80), 323(100), 

281(20), 179(30), 

161(20) 

78 7,61 p-Кумароил 6'-

секологанозид 

C25H27O13
− 535,14571 535,14526 0,84 517(10), 491(100), 

389(20), 345(10), 

209(5) 

325(10), 265(50), 

235(30), 205(10), 

145(100) 

145(5), 117(100) 
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Резултати UHPLC/Orbitrap-MS хемијске анализе указују да је садржај секоиридоидних 

глукозида (72, 73, 74 и 75) знатно нижи у ХМЕ него у екстракту који није подвргнут дејству 

β-глукозидазе (Слика 15). Садржај неких флавоноидних гликозида који припадају кверцетин 

гликозидима (једињења 17, 21, 27 и 29) и глукозидима лутеолина (18 и 28) је такође смањен у 

ХМЕ (Слика 15). Истовремено садржај агликона кверцетина и лутеолина је повећан у ХМЕ, 

што указује да комерцијална β-глукозидаза бадема има широк спектар супстрата на које 

делује.  

 

Слика 15. Садржај специјализованих метаболита у МЕ и ХМЕ C. erythraea. Мапа расподеле приказује 

релативни однос у садржају метаболита из сваке групе појединачно (фенолне киселине, глукозиди 

флавоноида, флавоноиди, ксантони и секоиридоиди). Вредности су изражене као варирање боја. од 

зелене (минимална концентрација) до црвене (максимална концентрација), као што је представљено 

на скали боје. Бројеви анализираних метаболита одговарају нумерацији представљеној у Табели 19.  

 

4.1.2. UHPLC/DAD/(+/−)HESI–MS/MS профилисање секоиридоидних глукозида и 

њихових агликона 
 

У циљу идентификације и квантификације секоиридоидних глукозида и продуката 

њихове деглукозилације развијена је одговарајућа UHPLC/DAD/(+/−)HESI–MS/MS метода. 

На основу доступних података из литературе о структури СВ, СВМ и ГП добијених на 

основу LC/+ESI–MS, LC/−ESI–MS, UHPLC/Q-TOF-MS и LC/HRMS/MS анализа (Suryawanshi 

и сар., 2006; Zeng и сар., 2013; Han и сар., 2014; Padhan и сар., 2015; Banjanac и сар., 2017; 

Đorđević и сар., 2017), електрон-спреј јонизација у позитивном јонизационом режиму 

показала се као најпогоднија метода за анализу секоиридоидних глукозида, што је такође 
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потврђено у овом истраживању. Услед недостатка одговарајућих стандардних једињења 

идентификација формираних агликона је извршена на основу одговарајућих MS, MS2, и UV 

спектара, ретенционих времена, као и литературних података. Параметри инструменталне 

методе која је развијена на UHPLC/DAD/(+/−)HESI–MS/MS уређају, укључујући масе 

псеудомолекуларних јона [M+H]+, MS2 фрагменте секоиридоидних глукозида и 

идентификованих агликона, као и DAD податке, приказани су у Табели 20. 

Табела 20. Секоиридоидни глукозиди и њихови продукти хидролизе идентификовани у метанолним 

екстрактима C. erythraea UHPLC/DAD/(+)HESI-MS/MS анализом. У табели су приказани ретенционо 

време (tR), масе (m/z) псеудомолекуларних јона [M+H]+, MS2 фрагменати, колизионе енергије (cE) и 

λmax за свако анализирано једињење. 

  UHPLC-MS подаци 
UHPLC-DAD 

подаци 

Пик 

број 
Име једињења tR (min) [M+H]+ [m/z] 

MS2 фрагменти [m/z 

(интензитет)] 

cE 

(eV) 

tR 

(min) 
λmax [nm] 

1 СверцијамаринС,Л 2,71 375 

213 (15), 195 (100), 177 

(70), 167 (10), 149 (5), 147 

(< 5), 143 (< 5) 

10 2,62 240 

2 ГенциопикринС,Л 3,05 357 
195 (100), 177 (85), 149 

(60), 121 (15) 
10 2,95 

250, 280, 

370 

3 СверозидС,Л 3,14 359 
197 (100), 179 (15), 151 (5), 

127 (30), 111 (< 5) 
10 3,05 250 

4 ГенциопикралЛ 3,18 195 

195 (65), 177 (100), 151 (5), 

149 (75), 121 (25), 107 (5), 

93 (10) 

10 3,09 
230, 270, 

350 

5 М5Л 3,3 197 

197 (100), 179 (10), 165 (< 

5), 151 (< 5), 127 (35), 111 

(5) 

10 3,2 250 

6 М6Л 3,4 179 

179 (100), 161 (10), 151 

(10), 147 (5), 133 (30), 111 

(10), 95 (5) 

10 3,54 260 

7 ЕритроцентауринЛ 3,73 177 

177 (100), 159 (20), 149 (< 

5), 131 (10), 103 (< 5), 92 (< 

5) 

10 3,63 
230, 250, 

300 

СПотврђено стандардима, ЛПотврђено на основу литературних података. MS2 фргманти обележени црвеном 

бојом, коришћени су у SRM експерименту за квантификацију једињења. 
 

СВМ је детектован као пик на ретенционом времену tR = 2,71 min са молекуларним 

јоном [M+H]+ на 375 m/z. Јон агликона СВМ [M+H−C6H10O5]
+ забележен је на 213 m/z, 

дехидратисани јон агликона [M+H−C6H10O5−H2O]+ на 195 m/z и ди-дехидратисани јон 

[M−C6H10O5−2H2O+H]+ на 177 m/z (Слика 16). Присуство јона [M−C6H10O5−H2OCO]- на 

167 m/z који настаје губитком CO са јона на 195 m/z и јона [M−C6H10O5−2H2OCO]- на 149 

m/z који настаје губитком CO са јона на 177 m/z додатна су потврда да је описано једињење 

СВМ. Дијагностички МS2 фрагменти СВМ зебележени су на 179 m/z и 147 m/z. Пик СВМ је 

на UHPLC/DAD хроматограму уочљив на ретенционом времену tR = 2,61 min са λmax = 240 nm 

(Слика 16). Пик ГП који се одликује псеудомолекуларним јоном [M+H]+ на 357 m/z појављује 

се као пик на ретенционом времену tR = 3,05 min. MS2 фрагмент [M+H−C6H10O5]
+ на 195 m/z 

одговара агликону, а јон [M+H−C6H10O5−H2O]+ на 177 m/z настаје губитком молекула воде 

са агликона (Слика 16). Јон [M+H−C6H10O5−H2OCO]- на 149 m/z настаје након губитка CO 

са јона на 177 m/z, а јон [M+H−C6H10O5−H2O2CO]- на 121 m/z настаје након губитка 

молекула воде и 2 CO јединице са агликона на 195 m/z. ГП је квантификован у SRM 

експерименту на основу MS2 дијагностичких фрагмената на 177 m/z и 121 m/z. На 

UHPLC/DAD хроматограму ГП показује пик на ретенционом времену tR = 2,95 min са λmax = 

250, 280 и 370 nm (Слика 16). 
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Слика 16. UHPLC/(+)HESI–MS/MS фрагментациони профили секоиридоидних глукозида и 

одговарајућих агликона у МЕ и ХМЕ C. erythraea. MS2 спектри: 1. сверцијамарин, 2. генциопикрин, 3. 

сверозид, 4. генциопикрал, 5. метаболит M5, 6. метаболит M6, 7. еритроцентаурин. Претпостављени 

путеви фрагментације обележени су испрекиданом плавом линијом. 

 

Јон [M+H]+ на 359 m/z одговара СВ, а главни MS2 продукт јон [M+H−C6H12O5]
+ на 197 

m/z настаје губитком глукозе. Јон [M+H−C6H12O5−H2O]+на 179 m/z настаје након губитка 

молекула воде са агликона (Слика 16). Губитком CO са фрагмента 179 m/z настаје јон 

[M+H−C6H12O5−H2OCO]+ на 151 m/z. Вероватно долази до раздвајања прстена преко 

такозване retro-Diels-Alder (RDA) реакције, што је праћено цепањем C1-O и C5-C9 веза, 

након чега настаје јон [M+H−RDA fragment]+ на 127 m/z услед губитка 232 Da. СВ је видљив 

на UHPLC/DAD хроматограму на ретенционом времену tR = 3.05 min са λmax = 250 nm. 

UHPLC/DAD анализом хидролизованог стандарда СВМ потврђено је присуство два 

нова пика на tR = 3,09 min и tR= 3,63 min који одговарају генциопикралу (ГЛ) и 

еритроцентаурину (ЕР) (Слика 16). UHPLC/(+)HESI–MS/MS анализа је показала јон [M+H]+ 

на 195 m/z који одговара ГЛ и јон [M+H]+ на 177 m/z који одговара ЕР. Генциопикрал је 

агликон СВМ са јоном који настаје услед губитка молекула воде [M+H−H2O]+ на 177 m/z и 

јоном [M+H−H2OCO]+ на 149 m/z који настаје након губитка молекула воде и CO јединице 

(Слика 16). Након губитка још једне CO јединице настаје јон [M+H−H2O-2CO]+ на 121 m/z. 

Молекуларни јон ЕР [M+H]+ на 177 m/z показује MS2 јоне [M+H−H2O]+ на 159 m/z, 

[M+HCO]+ на 149 m/z и [M+H−H2OCO]+ на 131 m/z. Исти продукти забележени су након 

ензиматске хидролизе ГП комерцијалном β-глукозидазом, при чему настаје више ГЛ него ЕР 

(Слика 16). Након ензиматске хидролизе СВ појављују се нови пикови видљиви на 

UHPLC/DAD хроматограмима на ретенционим временима tR= 3,20 и tR=3,53 min која 

одговарају једињењима М5 и М6. Једињење М5 [M+H]+ на 197 m/z показује јоне 

[M+H−H2O]+на 179 m/z, и [M+H-CO]+ на 151 m/z. Јон [M+H−RDA fragment]+ на 127 m/z 

највероватније настаје путем фисије прстена посредством RDA реакције, што је праћено 
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раскидањем C1-O и C5-C9 веза. Једињење М6 [M+H]+ на 179 m/z показује јоне 

[M+H−H2O]+на 161 m/z, и [M+H-CO]+ на 151 m/z и [M+H−H2O-CO]+ на 133 m/z (Слика 16). 

Доминантни секоиридоидни глукозиди присутни у екстрактима C. еrythraea, СВ, СВМ 

и ГП, су такође хидролизовани након инкубације са ензимом β-глукозидазом. UHPLC/DAD 

хроматограми ХМЕ слични су хроматограмима хидролизованог СВМ (Слика 17).  

 

 

Слика 17. UHPLC-DAD хроматограми МЕ и ХМЕ C. erythraea и стандардних једињења. Скраћенице: 

СВМ, сверцијамарин; ГП, генциопикрин; СВ, сверозид; ХСВМ, хидролизовани сверцијамрин; ХГП, 

хидролизовани генциопикрин; ХСВ, хидролизовани сверозид. 

 

Квантификација доминантних секоиридоида у ME C. erythraea показала је да су у 

узорку најзаступљенији секоиридоиди СВМ, у концентрацији од 329 μg mg−1, СВ са 15 μg 

mg−1 и ГП у концентрацији од 4 μg mg−1 суве масе екстракта (Слика 18).  

 

 

Слика 18. Садржај секоиридоидних глукозида у МЕ и ХМЕ C. erythraea (СВМ - сверцијамарин, ГП - 

генциопикрин и СВ - сверозид).  

 

У ХМЕ кичице квантификован је само СВМ у концентрацији од 103 μg mg−1. Резултати 

UHPLC/DAD/(+)HESI-MS2 анализе ХМЕ и МЕ екстраката C. erythraea су показали да након 

ензиматске хидролизе екстраката кичице долази до смањења концентрације СВМ у узорку за 
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69%, као и до потпуне деградације СВ и ГП (100%) (Слика 18). Хидролиза стандардних 

једињења под истим условима довела је до смањења количине СВМ за 95%, ГП за 94% и СВ 

за 99% (резултати нису приказани). 
 

4.1.3. Промена биолошке активности екстракта кичице као последица њихове 

хидролизе 
 

Измењен хемијски састав екстракта кичице који је последица хидролизе посредством β-

глукозидаза усмерио је део истраживања ка анализи антиоксидативног и антимикробног 

дејства МЕ и ХМЕ, као и главних секоиридоидних компоненти. 

4.1.3.1. Антиоксидативна активност екстраката C. erythraea и секоиридоидних 

глукозида 

Антиоксидативна активност ХМЕ и МЕ метанолних екстраката C. erythraea, као и 

стандарда СВ, СВМ и ГП, одређена је применом три различите методе: анализа способности 

неутрализације DPPH радикала, неутрализација ABTS радикала и одређивање редукционе 

способности јона гвожђа (FRAP).  

У Табели 21 приказане су вредности антиоксидативног капацитета испитиваних 
узорака. Нису забележене разлике у антиоксидативној активности између МЕ и ХМЕ кичице 

када је активност мерена DPPH и FRAP тестом. Разлике у активности нису забележене ни 

између хидролизованих и нехидролизованих чистих секоиридоида поређењем резултата 

DPPH и FRAP теста. Забележена је већа антиоксидативна активност ХМЕ у односу на МЕ 

када су узорци тестирани ABTS методом. Слично су се понашали и хидролизовани 

секоиридоиди у поређењу са нехидролизованим секоиридоидима приликом коришћења 

истог теста. Резултати су показали да МЕ и ХМЕ имају бољу антиоксидативну активност од 

сва три тестирана секоиридоида. Хидролизовани генциопикрин (ХГП) је имао приближне 

антиоксидативне вредности као МЕ у ABTS тесту. 

Табела 21. Антиоксидативна активност ХМЕ и МЕ C. erythraea и стандардних раствора 

секоиридоидних глукозида. Вредности су изражене као mmol еквивалента антиоксидативног 

капацитета галне киселине на 100 mg сувог екстракта (mmol GAE 100 mg-1 СЕ). Вредности обележене 

истим словима, не показују статистички значајну разлику (p ≤ 0,05) према Fisher LSD тесту. 

 
mmol GAE 100 mg-1 СE 

Антиоксидативни тест ABTS DPPH FRAP 

C. erythraea (ME) 94,783ab 46,812a 127,087a 

C. erythraea (ХME) 115,665a 59,432a 134,688a 

Сверозид (СВ) 8,743d 0,742b 0,426b 

Сверозид (ХСВ) 52,191c 0,818b 0,828b 

Сверцијамарин (СВM) 10,204d 0,757b 0,416b 

Сверцијамарин (ХСВМ) 56,102c 0,811b 0,711b 

Генциопикрин (ГП) 7,539d 0,947b 0,450b 

Генциопикрин (ХГП) 77,530bc 0,739b 1,188b 

Скраћенице: МЕ-метанолни екстракт кичице, ХМЕ-хидролизовани метанолни екстракт кичице, СВ-сверозид, 

ХСВ-хидролизовани сверозид, СВМ-сверцијамарин, ХСВМ-хидролизовани сверцијамарин, ГП-генциопикрин, 

ХГП-хидролизовани генциопикрин. 
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У циљу процене поузданости и степена корелације између вредности антиоксидативног 

потенцијала узорака кичице које су добијене применом различитих тестова спроведена је 

корелациона анализа, а коефицијент корелације (R) и коефицијент детерминације (R2) су дати 

у Табели 22. Све R вредности су имале статистичку значајност (p < 0,05), при чему је највећа 

корелација показана између DPPH и FRAP теста (R = 0,995). 

Табела 22. Корелација (R и R2) између вредности антиоксидативног капацитета узорака кичице 

добијених на основу три различита теста. Ниво значајности p < 0.05. 

 R (R²) 

DPPH/ABTS 0,787* (0,619) 

ABTS/FRAP 0,783* (0,613) 

DPPH/FRAP 0,995* (0,989) 

Скраћенице: *-статистички значајне корелације (p< 0.05). 
 

4.1.3.2. Антимикробна активност екстраката C. erythraea и секоиридоидних глукозида 

Антимикробно дејство ХМЕ и МЕ C. erythraea и стандарда секоиридоидних гликозида 

(СВ, СВМ и ГП) тестирано је на четири Грам-позитивне и четири Грам­негативне врсте 

бактерија, као и на осам врста микромицета. Концентрација екстракта или стандардног 

једињења која инхибира раст микроорганизма означена је као минимална инхибиторна 

концентрација (eng. minimal inhibitory concentration- MIC). Минимална 

бактерицидна/фунгицидна концентрација (eng minimal bactericidial concentrations/minimal 

fungicidal concentration­ MBC/MFC) представља концентрацију биљног екстракта или 

стандардног једињења при којој није забележен раст бактерије/гљиве. 

Екстракти C. erythraea (МЕ и ХМЕ) су показали сличну или јачу антимикробну 

активност на тестиране бактерије и микрогљиве у поређењу са комерцијалним 

антибиотицима и антимикотицима. Антимикробна активност секоиридоидних глукозида СВ 

и СВМ је значајно већа у односу на комерцијалне антибиотике стрептомицин и ампицилин 

(Табела 23).  

Минимална инхибиторна концентрација ME (MIC) је варирала од 0,125 до 0,300 mg 

ml−1, док је минимална бактерицидна концентрација (MBC) била у опсегу од 0,250 до 0,450 

mg ml−1. MIC вредност ХМЕ екстракта се кретала у опсегу од 0,125 до 0,375 mg ml−1, а MBC у 

опсегу од 0,250 до 0,450 mg ml−1. МЕ кичице је показао ефикасније дејство против 

бактеријских сојева S. aureus, L. monocytogenes, M. flavus и E. coli у поређењу са ХМЕ. 

Уочено је и слабије дејство ХМЕ кичице на све тестиране бактеријске сојеве у поређењу са 

комерцијалним антибиотицима стрептомицином и ампицилином, док је МЕ кичице показао 

снажније дејство према S. аureus и L. мonocytogenes у поређењу са антибиотиком 

стрептомицином. 

MIC вредности стандардних раствора секоиридоида су варирале од 0,004 до 0,030 mg 

ml−1, док су вредности MBC биле у опсегу од 0,007 до 0,060 mg ml−1. СВМ и СВ, као и њихове 

хидролизоване форме имале су изражен антибактеријски ефекат против свих тестираних 

бактеријских сојева који је био јачи и у односу на комерцијалне антибиотике.  
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Табела 23. Антимикробна активност МЕ и ХМЕ C. erythraea и чистих секоиридоидних глукозида: А) Антибактеријска активност, Б) Антифунгална 

активност. 

A. MIC/MBC [mg ml-1] 

Бактерија 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 (ХМЕ)  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 

Сверозид (СВ) 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 

Сверозид (ХСВ) 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 

Сверцијамарин (СВМ) 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 

Сверицијамарин 

(ХСВМ) 
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 

Стрептомицин 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 

Ампицилин 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 

Б. MIC/MFC [mg ml¯¹] 

Гљива 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 (ХМЕ) 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 

Сверозид (СВ) 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 

Сверозид (ХСВ) 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 

Сверцијамарин (СВМ) 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 

Сверцијамарин 

(ХСВМ) 
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 

Кетоконазол 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 

Бифоназол 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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Хидролизовани сверозид (ХСВ) је показао нижу MIC вредност у поређењу са 

нехидролизованим обликом у случају бактеријских сојева S. aureus, L. monocytogenes, M. 

flavus, P. aeruginosa и E. coli. СВМ је такође био ефикаснији од своје хидролизоване форме 

против свих тестираних Грам-позитивних бактеријских сојева, са изузетком M. flavus. Са 

друге стране, хидролизовани сверцијамарин (ХСВМ) је био ефикаснији против Грам-

негативне бактерије P. aeruginosa него одговарајући нехидролизовани облик једињења. СВ и 

СВМ су показали сличну антибактеријску активност осим у односу на бактеријске сојеве S. 

aureus и E. coli где је већу ефикасност имао СВМ. ХСВ је показао јачу антибактеријску 

активност него хидролизовани сверцијамарин, и то на бактеријским врстама S. aureus, L. 

monocytogenes, M. flavus, и E. coli. Обе форме сверозида и сверцијамарина имале су јачи 

антибактеријски ефекат него тестирани антибиотици. 

ХМЕ и МЕ C. erythraea су у зависности од врсте гљиве показали антифунгалну 

активност са MIC вредностима између 0,062 и 0,300 mg ml−1 и вредностима минималне 

фунгицидне концентрације (МFC) у опсегу од 0,250 до 0,400 mg ml−1. Значајне разлике 

између екстраката нису уочене осим у случају дејства на A. оchraceus према коме је МЕ 

кичице испољио јачи ефекат. Анализирани МЕ и ХМЕ екстракти C. erythraea су показали 

јачи антифунгални ефекат на сојеве A. fumigatus, A. versicolor, A. ochraceus, T. viride, P. 

funiculosum, P. ochrochloron и P. verrucosum var. cyclopium у поређењу са комерцијалним 

антимикотицима кетоконазолом и бифоназолом.  

Стандарди секоиридоида су показали јачу антифунгалну активност од екстраката C. 

еrythraea са MIC вредностима које су се кретале између 0,007 и 0,030 mg ml−1 и MFC 

вредностима у опсегу од 0,002 до 0,060 mg ml−1. ХСВ био је ефикаснији против сојева A. 

versicolor, P. funiculosum, P. ochrochloron и P. verrucosum var. cyclopium у поређењу са 

нехидролизованом формом СВ. Са друге стране, СВ је показао јаче инхибиторно дејство на 

T. viride и A. fumigatus од своје хидролизоване форме. СВМ је био ефикаснији против врста 

A. fumigatus, A. versicolor, A. niger, P. ochrochloron и P. verrucosum var. cyclopium како од 

своје хидролизоване форме (ХСВМ), тако и у поређењу са СВ. Са друге стране, СВ испољава 

јаче антифунгално дејство од СВМ у сузбијању раста T. viride. ХСВ поседује јаче 

антифунгално дејство од хидролизованог облика сверцијамарина (ХСВМ) према врстама A. 

versicolor, A. niger, P. funiculosum и P. ochrochloron. Насупрот томе, хидролизована форма 

сверцијамарина (ХСВМ) показала је јаче антифунгално дејство на A. fumigatus и T. viride од 

ХСВ. Најјаче антифунгално дејство тестирани стандарди секоиридоида су испољили на 

врстама A. ochraceus, T. viride, P. funiculosum и P. ochrochloron. Сви тестирани узорци, како 

екстракти C. erythraea, тако и одговарајући стандарди секоиридоида, било да су ензиматски 

хидролизовани или не, показали су снажно антифунгално дејство слично или јаче од оба 

тестирана антимикотика кетоконазола и бифоназола. 

4.1.3.3. In vivo биотрансформација метанолних екстраката C. erythraea посредством 

гљиве P. funiculosum 

Експерименти биотрансформације МЕ кичице изведени су да би се испитала могућност 

да сојеви бактерија и микромицета који су коришћени у антимикробним тестовима могу да 

трансформишу сублеталне концентрације секоиридоида (СВМ, ГП и СВ) присутних у 

хранљивој подлози уз помоћ сопствених екстрацелуларних β-глукозидаза. За експерименте је 

одабран фунгални сој P. funiculosum према коме су и МЕ и ХМЕ кичице испољили снажно 

антифунгално дејство (Табела 23), а који је у литератури познат по продукцији 

екстрацелуларних β-глукозидаза (Lachke и сар., 1983; Kantham, 1985; De Castro и сар., 2010). 

Инкубација течне културе гљиве са сублеталним концентрацијама екстраката C. 

erythraea довела је до постепеног смањења концентрације секоиридоидних глукозида СВ, 
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СВМ и ГП у подлози. Мерења садржаја секоиридоидних глукозида вршена су на почетку 

кокултивације (0 дана), као и након 3 и 6 дана култивације (Слика 19). Шест дана након 

инкубације културе P. funiculosum са екстрактом C. erythraea количина мерених 

секоиридоида је значајно опала (Слика 19 Б). 

 

 

Слика 19. Биотрансформација секоиридоидних гликозида из екстраката C. erythraea под дејством 

гљиве P. funiculosum. А. UHPLC-DAD хроматограми културе P. funiculosum са 5 mg екстракта C. 

erythraea. Б. Садржај секоиридоида сверцијамарина (СМ), генциопикрина (ГП) и сверозида (СВ) у 

култури P. funiculosum након 0, 3 и 6 дана кокултивације. 

Продукти хидролизе секоиридоидних глукозида нису детектовани у условима in vivo. 

Имајући у виду да агликони који настају у катаболичком процесу могу да се конвертују у 

одговарајуће алкохоле и диалдехидe, претпоставља се да су њихове концентрације у датим 

условима биле испод нивоа детекције коришћене аналитичке методе (Слика 19 А). Резултати 

су указали да фунгални сој P. funiculosum може да расте у присуству екстракта кичице који је 

богат секоиридоидима, при чему се концентрација ових једињења у подлози постепено 

смањује (Слика 19 Б). На овај начин P. funiculosum ефикасно превазилази токсични ефекат 

секоиридоида и њихових агликона.  

 

4.2. Метаболизам секоиридоидних глукозида у листовима C. erythraea 

током одговора на стрес механичким повређивањем 
 

У циљу анализе утицаја механичког повређивања листова на метаболизам 

секоиридоидних глукозида у листовима кичице (C. еrythraea) извршено је упоредно 

профилисање ове групе једињења и анализа експресије биосинтетских гена у узорцима 

интактних и повређених листова који су сакупљани у различитим временским интервалима 

након повреде. Сви експерименти су урађени коришћењем клонално пропагираних јединки 
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одабраног високопродуктивног генотипа кичице као би се избегао ефекат генотипа на 

фенотипску варијабилност. Анализиран је такође ниво експресије гена који кодирају за 

одабране транскрипционе факторе као би се стекао увид у механизме регулације 

биосинтетског пута секоиридоида и расветлила улога сигналног пута JA током одбрамбеног 

одговора биљке на стрес повређивањем. Од посебне важности било је праћење експресије 

гена који кодирају за ензим β-глукозидазу (CeBGLU), ензима који катализује почетни корак 

катаболизма секоиридоидних глукозида, у експерименталном моделу механичког 

повређивања листова. 
 

4.2.1. Селекција високопродуктивног генотипа C. еrythraea и његова клонална 

пропагација 

 

Садржај секоиридоида у насумично одабраних десет индивидуа, које су одгајене из семена 

сакупљених на локалитету Паља (Србија), приказан је на Слици 20. Јединка са укупним 

садржајем секоиридоида ­ означена као П1 (5420 µg секоиридоида 100 mg-1 свеже масе) 

одабрана је за клонално умножавање посредством in vitro културе коренова. Изданци 

регенерисани на кореновима пребачени су на чврсту ½ MS хранљиву подлогу ради индукције 

ожиљавања, након чега су коришћени у експериментима за испитивање утицаја механичког 

повређивања ткива и третмана MeJA на продукцију секоиридоидних глукозида код кичице 

(Слика 20). 

 

Слика 20. Укупни садржај секоиридоидних глукозида у листовима 10 одабраних јединки (П1-П10) 

пореклом из популације Паља (Србија). Скраћенице: ГП- генциопикрин, СВМ- сверциамарин, СВ- 

сверозид. 

 

4.2.2. Профилисање иридоида и секоиридоида у листовима кичице након механички 

изазваног повређивања  
 

За квантификацију иридоида (ЛК и ЛОГ) и секоиридоида (СЛОГ, СВ, СВМ и ГП) у П1 

јединкама C. еrythraea коришћена је UHPLC/DAD/()HESIMS2 анализа (Табела 24). 

Молекуларни јони свих мерених једињења, анализирани у негативном јонизационом режиму 

видљиви су као адукти са сирћетном киселином [M+CH3COOH−H]−, са изузетком ЛК.  
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Табела 24. Иридоиди и секоирирдоиди идентификовани у метанолним екстрактима П1 генотипа 

врсте C. erythraea применом UHPLC/DAD/()HESI-MS2 анализе. Приказани су следећи параметри: 

ретенционо време (tR), продукт јони [M+CH3COOHH] m/z, MS2 фрагмената коришћених у SRM 

(енг. Single Reaction Monitoring) експерименту, колизионе енергије (cE), и λmax за свако анализирано 

једињење. 

  UHPLC-MS подаци 
UHPLC-DAD 

подаци 

Пик 

број 
Име једињења tR (min) 

[M+CH3COOHH][

m/z] 

SRM MS2 фрагменти 

[m/z (интензитет)] 

cE 

(eV) 

tR 

(min) 
λmax nm 

1 
Логанинска 

киселинаС,Л 
2,01 375 213 (100), 168 (<5) 20 1,95 240 

5 СверцијамаринС,Л 2,61 433 179 (100); 161 (15) 20 2,52 240 

2 ЛоганинС,Л 2,88 449 227 (85); 127 (100) 30 2,85 240 

6 ГенциопикринС,Л 2,9 415 179 (60); 119 (100) 20 2,83 250, 280, 370 

4 СверозидС,Л 3 417 195 (100); 179 (85) 20 2,94 250 

3 СекологанинС,Л 3,66 447 155 (100); 123 (30) 30 3,58 240 

СПотврђени коришћењем стандарда, ЛПотврђени на основу литературних података 

 

ЛК је показала јон [M−H]− на 375 m/z и MS2 фрагменте [M−C6H10O5−CH2O−H] на 168 

m/z и [M−C6H10O5−H]− на 213 m/z што одговара губитку хексозе од 162 Da. 

Псеудомолекуларни јон ЛОГ [M+CH3COOH−H]− детектован је на 449 m/z, а након губитка 

глукозе показује MS2 јон [M−C6H10O5−H]− на 227 m/z. СЛОГ са псеудомолекуларним јоном 
[M+CH3COOH−H]− на 447 m/z показује фрагменте [M−C6H10O5−H2O−CO−24−H]− на 155 m/z 

и [M−C6H10O5−H2O−CO−C2O2−H]− на 123 m/z. Јон СВ [M+CH3COOH−H]− на 417 m/z даје 

MS2 продукт јон [M−C6H10O5−H]− на 195 m/z, који настаје услед губитка глукозе 

[C6H12O6−H2O−H]− од 161 m/z. СВМ показује јон [M+CH3COOH−H]− на 433 m/z са 

дијагностичким MS2 фрагментом [C6H12O6−H]− на 179 m/z који одговара депротонованој 

глукози и фрагментом [M−C7H12O8−H]− на 149 m/z који је настао услед губитка глукозе, H2O 

и CO2. Јон ГП [M+CH3COOH−H]− на 415 m/z показује MS2 фрагменте [C6H12O6−H]− на 179 

m/z који одговара депротонованој глукози, и [M−H−C8H12O8]
− јон на 119 m/z, који је настао 

наком губитка глукозе, H2O и CO2. UHPLC/DAD подаци су представљени у Табели 24, док 

су хроматограми повређених и целих листова дати на Слици 21 Ц. 

Хемијско профилисање иридоида и секоиридоида у листовима кичице, показало је да 

механичко повређивање ткива листова изазива промене у садржају ових једињења, како у 

целим, тако и у повређеним листовима (Слика 21 Е). Акумулација СВМ и ГП у листовима 

детектована је већ 2 h након повређивања, док количина СЕК и СВ значајно расте након 16 h. 

Садржај СВМ у листовима достиже максималне вредности 24 h касније. Садржај СЕК, СВ и 

ГП достиже максималне вредности 96 h након повреде. Укупни садржај анализираних 

специјализованих метаболита расте до 96 h након повређивања и у целим и у повређеним 

листовима. Тада су забележене максималне вредности садржаја укупних иридоида и 

секоиридоида и то у целим листовима (Слика 21 Е, 21 Ц). Најзаступљенији секоиридоид је 

био СВ у концентрацији 2700 μg 100 mg-1 свеже масе листова. ГП је акумулиран у листовима 

до 2000 μg 100 mg-1, а СВМ до 200 μg 100 mg-1 свеже масе листова. Концентарција ЛК је 

достизала вредности до 50 μg на 100 mg, а ЛОГ до 3 μg на 100 mg свеже масе листова (Слика 

21 Д). 
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Слика 21. Ефекат стреса повређивањем на садржај иридоида и секоиридоида у листовима C. 

еrythraea. А. Хипотетичка схема биосинтетског пута секоиридоидних глукозида код врсте C. 

еrythraea (модификовано према Matekalo и сарадницима, (2018). Познати ензими су обележени 

стрелицама, док је испрекиданим стрелицама обележен део пута у ком ензими до данас нису познати. 

Б. Графички приказ поступка повређивања листова: поврђени листови (ПЛ), цели листови (ЦЛ). Ц. 

UHPLC/DAD хроматограм неповређеног листа са почетка експеримента. Увећан је део са пиковима 

који одговарају иридоидима и секоиридоидима. Д. Укупни садржај иридоида у контроли, повређеним 

и целим листовима 96 h након повређивања. Скраћенице: 1-логанинска киселина, 2-логанин, 3-

секологанин, 4-сверозид, 5-сверцијмарин, 6-генциопикрин. Е. Топлотне мапе (енг. heat maps) 

приказују садржај сваког метаболита у различитим временским тачкама након механичког 

повређивања у ПЛ и ЦЛ. Вредности су представљене на скали од зелене (минимална концентрација) 

до црвене (максимална концентрација) за свако једињење посебно, као и за укупни садржај иридоида 

у листовима. Скраћенице: IPP изопентенил пирофосфат, DMAPP диметилалил пирофосфат, GPP 

геранил дифосфат, GPPS геранил дифосфат синтаза, GES гераниол синтаза, G8O гераниол 8-

оксидаза, 8HGO 8-хидроксигераниол оксидоредуктаза, IS иридоид синтаза, IO иридоид оксидаза, 

7DLGT глукозил трансфераза 7-деоксилоганетинске киселине, 7DLH хидроксилаза 7-

деоксилоганинске киселине, LAMT О-метилтрансфераза логанинске киселине, SLS секологанин 

синтаза. 
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4.2.3. Анализа експресије биосинтетских гена и гена за транскрипционе факторе 

укључених у метаболизам секоиридоида код C. erythraea 
 

Применом qPCR методе одређен је ниво експресије биосинтетских гена у повређеним и 

целим листовима кичице који су узорковани у различитим временским интервалима након 

повређивања. Најпре је из биљног материјала изолована укупна РНК и квалитет проверен на 

агарозном гелу (Слика 22). Установљено је да је изолована РНК задовољавајућег квалитета и 

концентрације. Изолована РНК је коришћена за реакцију реверзне транскрипције, а 

синтетисана комплементарна ДНК је представљала матрицу у реакцији квантитативног PCR, 

уз примену ген-специфичних прајмера. 

 

 

Слика 22. РНК изолована из повређених и целих листова C. еrythraea визуелизована етидијум 

бромидом на 1% агарозном гелу. 1) неповређена биљка, 2) цео лист 2 h након повреде, 3) повређен 

лист 2 h након повреде, 4) неповређен лист 4 h након повреде, 5) повређен лист 4 h након повреде, 6) 

цео лист 8 h након повреде, 7) повређен лист 8 h након повреде, 8) цео лист 16 h након повреде, 9) 

повређен лист 16 h након повреде, 10) цео лист 24 h након повреде, 11) повређен лист 24 h након 

повреде, 12) цео лист 48 h након повреде, 13) повређен лист 48 h након повреде, 14) цео лист 96 h 

након повреде, 14) повређен лист 96 h након повреде.  

 

 

Анализиран је ниво експресије десет претпостављених бисинтетских гена: CeGPPS, 

CeGES, CeG8O, Ce8HGO, CeIS1, CeIS2, CeIO, Ce7DLGT, Ce7DLH2 и CeSLS, као и шест гена 

који кодирају за транскрипционе факторе: CeCOI1, CeJAZ, CeMYC2, CeBIS1, CeJAM2, 

CeJAM3. Релативна експресија свих анализираних гена је нормализована у односу на 

експресију референтног гена за елонгациони фактор 1 (CeEF1). Просечан број циклуса у 

којем је достизан праг детекције (Ct) гена CeEF1 је био уједначен у свим узорцима и износио 

је 18,32 ± 0,07. 

Специфичност амплификације анализираних гена коришћењем конструисаних 

прајмера потврђена је анализом крива температура топљења (Тм) продукта након qPCR 

реакције. Добијене су добро обликоване криве топљења са јасним јединственим 

максимумима температуре (Слика 23). Ефикасност свих qPCR реакција израчуната је на 

основу нагиба (енг. slope) стандардних крива и била је у опсегу препоручених вредности од 

90-110%.  
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Слика 23. Примери збирних крива топљења PCR продуката које показују високу специфичност 

амплификације анализираних гена. 

 

Информације о утицају стреса повређивањем на метаболизам секоиридоида код кичице 

добијене су анализом експресије биосинтетских гена. Утицај повреде на експресију ових 

гена у различитим временским интервалима анализиран је у целим и у повређеним 

листовима, а резултати су приказани на Слици 21. Експресија гена CeLAMT није 

презентована, с обзиром да је била испод нивоа детекције. Експресија гена CeIS1 се није 

мењала након повреде, док је ниво експресије осталих девет гена укључених у биосинтетски 

пут секоиридоида повећана након механичке повреде листова како у повређеним, тако и у 

целим листовима кичице (Слика 24). Први ген биосинтетског пута секоиридоида CeGPPS 

кодира за ензим геранил дифосфат синтазу која катализује реакцију у којој од диметилалид 

дифосфата и изопентенил дифосфата настаје геранил дифосфат (Слика 21 А). Експресија 

гена CeGPPS се значано повећава 2 - 4 h након повреде, а затим се након 6 h враћа на 

контролни ниво. Значајно повећање нивоа експресије забележено је за гене CeGES, CeG80, 

Ce8HGO, CeIS2, CeIO, Ce7DLGT и Ce7DLH2 након 24 h и 48 h од повреде. Експресија гена 

CeGES, CeIS2 и Ce7DLGT се повећава 24 h након повреде и остаје значајно повећана и након 

96 h. Са друге стране, експресија гена CeG80, Ce8HGO, CeIO и Ce7DLH2 такође расте након 

24 h, али се враћа на контролни ниво 96 h након повреде. Највећи пораст у експресији од око 

800 пута у поређењу са контролом забележен је за ген који кодира за секологанин синтазу 

(CeSLS) и то 48 h након повреде. Факторијална анализа варијансе (Табела П1 у Прилогу) 

показала је да је време једини фактор који има значајан утицај на експресију анализираних 

биосинтетских гена након механичке повреде (p < 0,05), док разлике у експресији ових гена 

између ЦЛ и ПЛ нису биле статистички значајне (p > 0,05).  

Анализом транскриптома листова кичице идентификовани су гени кандидати који 

кодирају за транскрипионе факторе за које се претпоставља да могу да учествују у 

регулацији биосинтезе секоиридоидних глукозида током одбрамбеног одговора на стрес 

повређивањем. Праћена је промена у експресији транскрипционих фактора CeMYC2, CeBIS1, 

CeJAZ1, CeCOI1, CeJAM2 и CeJAM3. На основу qPCR анализе показано је да повреда утиче 

на промене у експресији гена који кодирају за транскрипционе факторе који су укључени у 

сигнални пут JA (Слика 25). Експресија CeJAZ1 и CeJAM3 индукована је 2 h након повреде 

док је пораст у експресији CeCOI1 забележен 48 h након повређивања. Највећа промена, 

индукована механичким повређивањем ткива, забележена је у случају експресије гена 

CeBIS1. Висок ниво транскрипта овог гена уочава се већ 2 h након повреде, а достиже 

максимум 24 h након повређивања листова. 
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Слика 24. Релативна експресија гена укључених у биосинтетски пут секоиридоидних глукозида у 

повређеним и целим листовима C. еrythraea у различитим временским интервалима након повреде. 

Релативна експресија сваког гена је приказана у односу на ниво експресије у контроли (неповређени 

лист на почетку експеримента - 0 h) којем је додељена вредност 1. Факторијална анализа варијансе је 
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показала да стање листа (ПЛ или ЦЛ) не утиче значајно на експресију гена, па је само значајност 

фактора време тестирана уз коришћење post-hoc поређења по Тукију (енг. Tukey post hoc test). 

Различитим словима су обележене статистички значајне разлике (p < 0,05). Скраћенице: GPPS 

геранил дифосфат синтаза, GES гераниол синтаза, G8O гераниол 8-оксидаза, 8HGO 8-

хидроксигераниол оксидоредуктаза, IS иридоид синтаза, IO иридоид оксидаза, 7DLGT глукозил 

трансфераза 7-деоксилоганетинске киселине, 7DLH2 хидроксилаза 7-деоксилоганинске киселине, 

SLS секологанин синтаза, ЦЛ цео лист, ПЛ повређен лист. 

 

Факторијална анализа варијансе је открила разлике између фактора који утичу на 

експресију анализираних гена. Време након повреде је једини фактор који значајно утиче на 

разлике у експресији гена CeCOI1, CeBIS1, CeJAM2, и CeJAM3 (p < 0,05). На експресију 

CeMYC2 гена утиче стање листа, док је експресија CeJAZ1 гена условљена како временом 

након повреде и стањем листа, тако и интеракцијом ова два фактора (Табела П1 у Прилогу). 

 

 

Слика 25. Релативна експресија гена за одабране транскрипционе факторе у листовима C. erythraea 

након механичког повређивања. Релативна експресија сваког гена је приказана у односу на ниво 

експресије у контроли (неповређени лист на почетку експеримента – 0 h) којем је додељена вредност 

1. Факторијална АNOVA показала је да стање листа (ПЛ или ЦЛ) не утиче значајно на експресију гена 

COI1, BIS1, JAM2 и JAM3. На експресију гена MYC2 утиче само стање листа, док на експресију гена 

JAZ1 утичу време, стање листа (повређен или цео), као и интеракција ова два фактора. За сваки ген је 

значајност независних променљивих тестирана уз коришћење post-hoc поређења по Тукију (енг. 

Tukey post hoc test). Различитим словима су обележене статистички значајне разлике (p < 0,05). 

Скраћенице: ЦЛ - цео лист, ПЛ - повређен лист 

 

Резултати хијерархијске кластер анализе су пружили бољи увид у повезаност између 

биосинтетских гена и транскрипционих фактора након механичке повреде листова кичице. 

На основу резултата јасно су се раздвојиле две групе гена (Слика 26). У прву групу (А) се 

сврстава већина транскрипционих фактора: CeJAM2, CeJAM3, CeJAZ1 и CeMYC2, као и ген 

који је укључен у биосинтетски пут секоиридоида - CeGPPS. Група А се даље може 

поделити на подгрупу а1, којој припада CeMYC2 и подгрупу а2, у којој се налазе груписани 

сви остали гени чланови групе А. Преостали анализирани гени се групишу у кластер Б, који 
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се даље грана на подгрупу б1 која обухвата: CeGES, CeG8O, Ce8HGO, CeIS, CeIO, Ce7DLGT 

и Ce7DLH2 и подгрупу б2, у којој се налазе CeCOI1, CeSLS и CeBIS1.  

 

 

Слика 26. Топлотна мапа расподеле (енг. heat map) Pearson корелација заснована на релативној 

експресији биосинтетских гена и гена за транскрипционе факторе. Коефицијенти Pearson корелације 

су приказани у горњем левом троуглу матрице, док су статистичке значајности корелације приказане 

звездицама (p < 0,01) у доњем десном троуглу матрице. Распоред гена у топлотној мапи одређен је на 

основу хијерархијске анализе кластера која је урађена на основу дистанционе матрице која је била 

једнака 1 – корелациона матрица експресије гена (минимална дистанца одговара апсолутно 

позитивној Pearson корелацији између експресије гена, док максимална дистанца одговара апсолутно 

негативној Pearson корелацији). Дендограми хијерархијске анализе кластера приказани су са леве и 

горње стране топлотне мапе. 

Корелациона анализа је спроведена у циљу даљег раздвајања транскрипционих фактора 

који су ко-експримирани са генима биосинтетског пута секоиридоида (Слика 26). Резултати 

су указали на позитивну корелацију између биосинтетских гена и транскрипционих фактора, 

па је тако висок степен корелације забележен између CeBIS1 и биосинтетских гена, 

првенствено CeSLS, CeIS2 и Ce8HGO, док је нижи степен корелације забележен између 

CeCOI1 и биосинтетских гена. Степен корелације експресије преосталих гена који кодирају 

за транскрипционе факторе са биосинтетским генима је био значајано нижи, при чему 

CeJAZ1 и CeJAM2 нису били у корелацији ни са једним биосинтеским геном осим са 

CeGPPS. Статистички значајна корелација у експресији је утврђена између CeJAM3 и 

CeGPPS, CeGES, CeIS2 и CeSLS, као и између CeMYC2 и CeSLS. 
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4.2.4. Улога сигналног пута јасмонске киселине у регулацији биосинтезе секоиридоида 

кичице 
 

Како би даље потврдили учешће сигналног пута JA у регулацији метаболизма 

секоиридоидних глукозида у листовима кичице, биљке кичице су третиране MeJA, с циљем 

елицитације биосинтезе ових једињења. У експериментима су коришћене клонално 

пропагиране јединке, претходно селектованог генотипа П1 кичице које су гајене током 1 h 

или 48 h на хранљивој подлози са додатком 250 µМ МеЈА. Ови временски интервали су 

одабрани због тога што је у експерименту повређивања листова показано да се експресија 

гена за транскрипционе факторе значајно мења након 2 h (CeJAZ1 и CeJAM3) или 48 h 

(CeCOI1, CeBIS1) од повређивања. Истовремено, значајан пораст иридоида и секоиридоида 

видљив је почев од 24 h након повређивања листова. Праћена је експресија гена CeSLS, 

CeJAZ1 и CeBIS1 који су показали значајну и брзу промену нивоа експресије након 

повређивања листова кичице. Ген CeSLS је раније означен као ген биосинтетског пута 

секоиридоида који има кључну улогу у регулацији метаболичког флукса, а гени CeJAZ1 и 

CeBIS1 кодирају за транскрипционе факторе са познатом улогом у сигналном путу JA. 

 

Слика 27. Садржај иридоида у листовима кичице гајеним 1 h и 48 h на подлози са додатком MeJA, 

изражен релативно, у односу на листове нетретираних јединки које су узорковане симултано са 

третираним јединкама.  

Резултати хемијске анализе су указали да је садржај СЛОГ, СВ, СВМ и ГП повећан у 

листовима кичице гајеним 48 h на подлози са додатком МеЈА, док у биљкама које су 1 h 

гајене на подлози са додатком МеЈA нису уочене промене садржаја секоиридоида у односу 

на одговарајућу контролу (нетретиране јединке) (Слика 27). 

Слично као у експерименту повређивања, статистички значајно повећање нивоа 

експресије CeSLS и CeBIS1 уочено је у листовима кичице гајеним 48 h на подлози са 

додатком MeJA, док је ниво експресије гена CeJAZ1 повећан већ након 1 h гајења на подлози 

са додатком елицитора (Слика 28), што указује да CeJAZ1 међу првим генима у сигналном 

путу JA реагује променом на нивоу експресије.  
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Слика 28. Релативна експресија гена CeSLS, CeJAZ1 и CeBIS1 у листовима кичице гајеним 1 h и 48 h 

на подлози са додатком МeJA. Вредности су представљене релативно, у односу на одговарајуће 

контроле (нетретиране јединке након 1 h или 48 h од почетка експеримента). Статистички значајна 

разлика према t - тесту означена је звездицама: * - p ≤ 0,05; ** - p ≤ 0,01 

 

4.2.5. Улога β-глукозидаза у одбрамбеном одговору кичице на стрес изазван 

повређивањем листова 

 

Резултати анализе експресије гена за β-глукозидазу у повређеним и целим листовима кичице 

у различитим интервалима након механичког повређивања листова указују да долази до 

опадања нивоа експресије овог гена већ након 2 h, те да ниво транскрипата остаје значајно 

нижи у односу на контролу током трајања експеримента. Експресија гена за β-глукозидазу не 

зависи од стања листова и опада како у целим (ЦЛ), тако и у повређеним (ПЛ) листовима 

(Слика 29). 
 

 
Слика 29. Релативна експресија гена за ензим β-глукозидазу у листовима C. erythraea у различитим 

временским интервалима након повређивања листова. Релативна експресија сваког гена је приказана 

у односу на ниво експресије у контроли (неповређени лист на почетку експеримента – 0 h) којем је 

додељена вредност 1. Факторијална ANOVA показала је да стање листа (ПЛ или ЦЛ) не утиче 

значајно на експресију гена CeBGLU, стога је тестирана само значајност фактора време уз коришћење 

post-hoc поређења по Тукију (енг. Tukey post hoc test). Различитим словима су обележене статистички 

значајне разлике (p < 0,05). Скраћенице: ЦЛ - цеo лист, ПЛ - повређен лист 

Уочљив је супротан тренд експресије CeBGLU након повређивања листова кичице у 

односу на већину гена укључених у биосинтезу секоиридоидних глукозида, што је навело на 
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претпоставку да овај хидролитички ензим има значајну улогу током одбрамбеног одговора 

кичице на стрес повређивањем. Уследила је изолација пуне дужине гена CeBGLU и 

функционална карактеризација ензима који показују високу специфичност за секоиридоидне 

глукозиде кичице као супстрате. 
 

4.3. Изолација и карактеризација ензима β-глукозидазе из врсте C. 

еrythraea  
 

4.3.1. Изолација и клонирање гена кандидата за ензим β-глукозидазу из кичице 

 

Ген кандидат за ензим β-глукозидазу из кичице (CeBGLU) издвојен је поређењем 

транскриптома надземног дела кичице са секвенцом функционално окарактерисане 

стриктозидин-β-глукозидазе из врсте Catharanthus roseus. Секвенца из транскриптома кичице 

која је показала највећи степен хомологије нуклеотида са секвенцом гена описаног код врсте 
C. roseus је издвојена, а затим су на основу ове секвенце дизајнирани одговарајући прајмери 

за изолацију пуне дужине (1659 базних парова) гена кандидата за ензим β-глукозидазу 

кичице (CeBGLU). Укупна РНК листова кичице изолована је из свежих листова, а затим је у 

реакцији реверзне транскрипције синтетисана комплементарна ДНК која је послужила као 

матрица за амплификацију потпуне комплементарне ДНК гена кандидата за ензим β-

глукозидазу. На агарозном гелу добијен је продукт очекиване дужине (слика 30 А).  

 

Слика 30. Амплификација и релативна експресија гена за β-глукозидазу C. erythraea. А. 

Амплификација пуне дужине гена за β-глукозидазу, визуелизована етидијум бромидом на 1% 

агарозном гелу: М) ДНК маркер (Thermo Scientific O'GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, ready-to-use), 

1) производ PCR реакције са прајмерима за анализу експресије гена, 2) производ PCR реакције са 

прајмерима за изолацију пуне дужине гена. Б. Релативна експресија гена CeBGLU у листовима и 

кореновима врсте C. erythraea. 

 

На основу секвенце из транскриптома кичице поред прајмера за изолацију пуне дужине 

гена конструисани су и прајмери за анализу експресије гена за ензим β-глукозидазу (дужина 

амплификованог производа износи 142 базна пара). Након пробне PCR амплификације на 

гелу је детектован продукт очекиване дужине (Слика 30 А). Резултати qPCR анализе 
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експресије гена су показали да је ниво експресије CeBGLU девет пута већи у листовима у 

односу на ниво експресије у корену кичице (Слика 30 Б).  

Након што је изолован, ген пуне дужине je клониран у pTZ57R/T вектор, а исправност 

клонирања је проверена секвенцирањем. На основу добијених података установљено је да 

постоје два гена кандидата за β-глукозидазу који су означени као CeBGLU1 и CeBGLU2. 

Секвенце ова два гена међусобно се разликују само у 12 нуклеотида а разлика на нивоу 

протеина износи 4 амино киселине (Слике П1 и П2 у Прилогу). Пуна дужина гена кандидата 

(CeBGLU1 и CeBGLU2) износи 1659 базних парова и они кодирају протеине од 552 амино 

киселине (Слика 31).  

 

                1                                                         60 

RsRBGLU     (1) -----------------------------MATQSSAVIDSNDATRISRSDFPADFIMGTG 

CeBGLU1     (1) ----------------------------MAILKRSGRIVPSGASMISRGDFPADFVFGSA 

CeBGLU2     (1) ----------------------------MAILKRSGRIVPSGASMISRGDFPADFVFGSA 

CrSBGLU     (1) MGSKDDQSLVVAISPAAEPNGNHSVPIPFAYPSIPIQPRKHNKPIVHRRDFPSDFILGAG 

RvSBGLU     (1) MESNQGEPLVVAIVPKPNASTEQ--------KNSHLIPATRSKIVVHRRDFPQDFVFGAG 

RsSBGLU     (1) MDNTQAEPLVVAIVPKPNASTEH--------TNSHLIPVTRSKIVVHRRDFPQDFIFGAG 

                61                                                       120 

RsRBGLU    (32) SSAYQIEGGARDGGRGPSIWDTFTHRRPDMIRGGTNGDVAVDSYHLYKEDVNILKNLGLD 

CeBGLU1    (33) TAAYQVEGGAREGGRGPSIWDTFTHRRPDMIKGGGNGDVAVDSYHLYKEDIQLLKNIGLD 

CeBGLU2    (33) TAAYQVEGGAREGGRGPSIWDTFTHRRPDMIKGGGNGDVAVDSYHLYKEDIQLLKNIGLD 

CrSBGLU    (61) GSAYQCEGAYNEGNRGPSIWDTFTNRYPAKIADGSNGNQAINSYNLYKEDIKIMKQTGLE 

RvSBGLU    (53) GSAYQCEGAYNEGNRGPSIWDTFTQRTPAKISDGSNGNQAINCYHMYKEDIKIMKQAGLE 

RsSBGLU    (53) GSAYQCEGAYNEGNRGPSIWDTFTQRSPAKISDGSNGNQAINCYHMYKEDIKIMKQTGLE 

                121                                                      180 

RsRBGLU    (92) AYRFSISWSRVLPGGRLSGGVNKEGINYYNNLIDGLLANGIKPFVTLFHWDVPQALEDEY 

CeBGLU1    (93) AYRLSISWSRVLPGGNLTGGVNKEGIDYYNSLIDDLLANGIQPFVTLFHWDAPQALEDEY 

CeBGLU2    (93) AYRLSISWSRVLPGGNLTGGVNKEGIDYYNSLIDDLLANGIQPFVTLFHWDAPQALEDEY 

CrSBGLU   (121) SYRFSISWSRVLPGGNLSGGVNKDGVKFYHDFIDELLANGIKPFATLFHWDLPQALEDEY 

RvSBGLU   (113) AYRFSISWSRVLPGGRLAAGVNKDGVKFYHDFIDELLANGIKPFATLFHWDLPQALEDEY 

RsSBGLU   (113) SYRFSISWSRVLPGGRLAAGVNKDGVKFYHDFIDELLANGIKPSVTLFHWDLPQALEDEY 

                181                                                      240 

RsRBGLU   (152) GGFLSPRIVDDFCEYAELCFWEFGDRVKHWMTLNEPWTFSVHGYATGLYAPGRGRTSPEH 

CeBGLU1   (153) GGFLSPRIVDDFRQYVELCFWEFGDRVKHWITLNEPSTFSDAGYASGVYAPGRGSTSPAL 

CeBGLU2   (153) GGFLSPRIVDDFRQYVELCFWEFGDRVKHWITLNEPSTFSDAGYASGVYAPGRGSTSPDL 

CrSBGLU   (181) GGFLSDRIVEDFTEYAEFCFWEFGDKVKFWTTFNEPHTYVASGYATGEFAPGRGG----- 

RvSBGLU   (173) GGFLSHRIVDDFCEYAEFCFWEFGDKIKYWTTFNEPHTFTANGYALGEFAPGRG------ 

RsSBGLU   (173) GGFLSHRIVDDFCEYAEFCFWEFGDKIKYWTTFNEPHTFAVNGYALGEFAPGRGG----- 

                241                                                      300 

RsRBGLU   (212) VNH--PTVQHRCSTVAPQCICSTGNPGTEPYWVTHHLLLAHAAAVELYKNKFQRGQEGQI 

CeBGLU1   (213) LQHRLRSAPSRTSPWGPHCKSSHGNPGTEPYIVTHHLLLAHATAVELYRNKFQKSQGGSI 

CeBGLU2   (213) LQHRLRSAPSRTSPWGPHCKSSHGNPGTEPYIVTHHLLLAHATAVELYRNKFQKSQGGSI 

CrSBGLU   (236) -------------------ADGKGEPGKEPYIATHNLLLSHKAAVEVYRKNFQKCQGGEI 

RvSBGLU   (227) -------------------KNGKGDPATEPYLVTHNILLAHKAAVEAYRNKFQKCQEGEI 

RsSBGLU   (228) -------------------KGDEGDPAIEPYVVTHNILLAHKAAVEEYRNKFQKCQEGEI 

                301                                                      360 

RsRBGLU   (270) GISHATQWMEPWDENSASDVEAAARALDFMLGWFMEPITSGDYPKSMKKFVGSRLPKFSP 

CeBGLU1   (273) GITLISQWREPLND-TEADRKAAKRALDFMFGWYMDPITSGDYPESMKELVGSRLPKFSP 

CeBGLU2   (273) GITLICQWREPLND-TEADRKAAKRALDFMFGWYMEPITSGDYPESMKELVGSRLPKFSP 

CrSBGLU   (277) GIVLNSMWMEPLNE-TKEDIDARERGLDFMLGWFIEPLTTGEYPKSMRALVGSRLPEFST 

RvSBGLU   (268) GIVLNSTWMEPLND-VQADIDAHKRALDFMLGWFIEPLTTGDYPKSMREIVKGRLPRFSP 

RsSBGLU   (269) GIVLNSMWMEPLSD-VQADIDAQKRALDFMLGWFLEPLTTGDYPKSMRELVKGRLPKFSA 

                361                                                      420 

RsRBGLU   (330) EQSKMLKGSYDFVGLNYYTASYVTNASTNSSGSNNFSYNTDIHVTY-ETDRNGV----PI 

CeBGLU1   (332) DESKKLRGSYDFLGLNYYTGTYVTDAPKSTG--EMLSYDTDAHVTY-TYERNGK----LI 

CeBGLU2   (332) EESKKLRGSYDFLGLNYYTGTYVTDAPKSTG--EMLSYDTDAHVTY-TYERNGK----LI 

CrSBGLU   (336) EVSEKLTGCYDFIGMNYYTTTYVSNADKIP---DTPGYETDARINKNIFVKKVDGKEVRI 
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RvSBGLU   (327) EDSEKLKGCYDFVGMNYYTATYVTNAAKSNS--EKLSYETDDHVDK-TFDRVVDGKSVPI 

RsSBGLU   (328) DDSEKLKGCYDFIGMNYYTATYVTNAVKSNS--EKLSYETDDQVTK-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) ARKDSMRLKYLQDHIFNVRQAMNDGVNVKGYFAWSLLDNFEWGEGYGVRFGIIHIDYNDN 

CeBGLU1   (436) ARQDTIRIKFIQDHLYNLLRAMKEGVNVKGYFIWSLLDNFEWNEGYTVRFGIVHVDYNDN 

CeBGLU2   (436) ARQDTIRIKFIQDHLYNLLRAMKEGVNVKGYFIWSLLDNFEWNEGYTVRFGIVHVDYNDN 

CrSBGLU   (453) ARHDKLRVDFLQSHLASVRDAIDDGVNVKGFFVWSFFDNFEWNLGYICRYGIIHVDYKT- 

RvSBGLU   (435) ARRDPERTDYHQKHLASVRDAIDDGVNVKGYFVWSFFDNFEWNLGFIGRYGIIHVDYNS- 

RsSBGLU   (432) ARRDAERTDYHQKHLASVRDAIDDGVNVKGYFVWSFFDNFEWNLGYICRYGIIHVDYKS- 

                541                                                      597 

RsRBGLU   (496) FARYPKDSAVWLMNSFHKNISKLPAVKRS--IR-EDDEEQVSSKRLRK--------- 

CeBGLU1   (496) NARYPKDSAIWLFSSFNKNMSTNVSFIKNGCVFISTIFKYVGTMLLSKCISATEFSN 

CeBGLU2   (496) NARYPKDSAIWLFSSFNKNMSTNVSFIKNGCVFISTIFKYVGTMLLSKCISATEFSN 

CrSBGLU   (512) FQRYPKDSAIWYKNFISEGFVTNTAKKRF-----REEDKLVELVKKQKY-------- 

RvSBGLU   (494) FERCPKESAIWYKNFIAGVSTTSPAK-RR-----REEAEGVELVKRQKT-------- 

RsSBGLU   (491) FERYPKESAIWYKNFIAGKSTTSPAK-RR-----REEAQ-VELVKRQKT-------- 

 

Слика 31. Приказ поређења аминокиселинских секвенци ензима CeBGLU1 и CeBGLU2 са 

најсличнијим секвенцама ензима за β-глукозидазу из врста Rauvolfia serpentina, Rauvolfia verticilata и 

Catharanthus roseus: RsRBGLU, CrSBGLU, RvSBGLU и RsSBGLU. У Табели П2 прилога приказани су 

описи коришћених скраћеница за биљне врсте и приступни бројеви ензима. 

 

На основу познатих аминокиселинских секвенци раније окарактерисаних β-

глукозидаза, конструисано је филогенетско стабло (Слика 32) коришћењем софтвера MEGA 

6 (Tamura и сар., 2013). На основу резултата филогенетске анализе уочава се да је протеин 

раукафрицин-О-β-D-глукозидаза, изолован из врсте Rauvolfia serpentinа (Warzecha и 

сар.,2000), еволутивно најсличнији β-глукозидазама C. еrythraea (CeBGLU1 и CeBGLU2). 

Сличност аминокиселинских секвенци β-глукозидаза врсте C. erythraea и раукафрицин-О-β-

D-глукозидазе из R. serpentinа износи више од 65% (Табела 25). Поред тога, протеинске 

секвенце CeBGLU1 и CeBGLU2 показале су висок степен сличности и са стриктозидин О-β-

D-глукозидазом из врсте R.serpentinа (Xia и сар., 2012), стриктозидин-β-D-глукозидазом из 

врсте C.roseus (Geerlings и сар., 2000), као и са стриктозидин-β глукозидазом из врсте R. 

verticilata (Xu и сар., 2012) (Слика 31). У Табели П2 у Прилогу приказани су описи 

коришћених скраћеница за биљне врсте и приступни бројеви ензима у on line базама 

података. Сличност секвенци за стриктозидин-β-D-глукозидазе из наведених биљних врста 

са аминокиселинским секвенцама за кандидaте β-глукозидазе код C. erythraea варирала је од 

47,1 % до 51% (Табела 25). 
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Слика 32. Филогенетска анализа аминокиселинских секвенци ензима CeBGLU1 и CeBGLU2 која 

показује њихову повезаност са осталим познатим биљним β-глукозидазама. Филогенетско стабло је 

конструисано коришћењем neighbor-joining методе MEGA 6 софтверског пакета. У Табели П2 

прилога приказани су описи коришћених скраћеница за биљне врсте и приступни бројеви ензима у on 

line базама података.  
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Табела 25. Сличност аминокиселинских секвенци CeBGLU1 и CeBGLU2 са најсроднијим биљним β-

глукозидазама из врста R.serpentina, R. verticilata и C. roseus, изражена у процентима (%). 

Идентичност 

(%) 
CeBGLU1 CeBGLU2 RsRBGLU RsSBGLU RvSBGLU CrSBGLU 

CeBGLU1 100 99.3 65.8 51.2 50.9 47.1 

CeBGLU2 99.3 100 66.1 51.0 51.0 47.3 

 

Сви наведени ензими који показују висок степен сличности са CeBGLU1 и CeBGLU2 

припадају великој ензимској фамилији глукозидних хидролаза 1 (GH1), што указује да гени 

изоловани из кичице такође припадају овој групи ензима. Међутим, филогенетско груписање 

аминокиселинских секвенци није сигуран доказ да груписани протеини поседују исте или 

сличне функције. Да би се ензиму доделила одређена функција неопходно је испитати 

његову активност у in vitro тесту на што већем броју супстрата. Изоловани гени су за потребе 

хетерологе експресије уграђени у pRSETA вектор дизајниран за експресију хетерологих 

протеина у E. coli. Исправност клонирања гена од интереса у pRSETA вектор проверена је 

секвенцирањем. У сврху хетерологе експресије гена кандидата трансформисане су 

компетентне ћелије BL21 CodonPlus соја E. coli. Успешност трансформације BL21 CodonPlus 

соја E. coli проверена је техником PCR на бактеријским колонијама. Одабране колоније 

трансформисане плазмидом који у себи носи ген од интереса су након тога гајeне у циљу 

индукције експресије CeBGLU1 и CeBGLU2 и изолације одговарајућих рекомбинантних 

протеина (CeBGLU1 и CeBGLU2).  

 

4.3.2. Индукција хетерологе експресије и пречишћавање рекомбинантних протеина 

CeBGLU1 и CeBGLU2 
 

Експресија рекомбинантних ензима у BL21 CodonPlus соју E. coli тестирана је под 

различитим условима у циљу проналажења оптималних параметара за синтезу ензима. За 

индукцију експресије изо-пропил-β-D-тиогалактозидом (IPTG) коришћене су четири 

различите концентрације једињења (0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM и 1 mM), при различитим 

почетним вредностима OD600 бактеријске суспензије (OD600 = 0,4; OD600 = 0,6 и OD600 = 0,8). 

Испитиван је утицај различитог времена инкубације бактеријске културе након индукције 

експресије (1 h, 2 h, 3 h и 4 h) и различитих температура за гајење бактерија (18 °C, 21 °C и 37 

°C). Највећи принос рекомбинантних протеина постигнут је након 4 h инкубације 

бактеријске течне културе на 21 °C, када је експресија индукована 0,1 mM IPTG при оптичкој 

густини бактеријске културе од OD600 = 0,4. Ови услови коришћени су за производњу 

рекомбинантних протеина (CeBGLU1 и CeBGLU2) у бактеријама на већој скали у циљу 

њихове изолације и провере функције у in vitro ензиматским тестовима. 
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Слика 33. SDS-PAGE анализа резултата пречишћавања CeBGLU1 (А) и CeBGLU2 (Б) протеина: М, 

протеински маркер. 1, нерастворни лизат. 2, растворни лизат. 3, фракција која се није везала за Ni-

NTA агарозу. 4, прво испирање. 5, друго испирање. 6, треће испирање. 7, фракција која је остала 

везана за Ni-NTA агарозу. 8, елуирани протеин. Стрелица показује траке протеина CeBGLU1 (А) и 

CeBGLU2 (Б). (В) Immuno blot анализа пречишћених протеина CeBGLU1 и CeBGLU2 са anti-His 

антителима: М, протеински маркер. 1, CeBGLU1 елуција протеина. 2, негативна контрола. 3, 

CeBGLU2 елуција протеина. 

 

Након раздвајања денатурисаних протеина на полиакриламидном гелу уочено је да 

протеини CeBGLU1 и CeBGLU2 показују већу молекулску масу (~10 kDa) у односу на 

предвиђену која износи 62 kDa (Слика 33 А, 33 Б). Присуство протеина од интереса 

потврђено је Immuno blot анализом (Слика 34 В) коришћењем anti-His антитела, након чега је 

њихова функција испитивана различитим ензиматским тестовима. 

 

4.3.3. Потврда функције рекомбинантних β-глукозидаза у ензиматским in vitro 

тестовима 

 

Различити услови за извођење ензиматских реакција су испитани са комерцијалним 

супстратом 4-нитрофенил-β-D-глукопиранозидом (pNPG), екстрактима C. erythraea и 

стандардима специјализованих метаболита. Успешна реакција хидролизе комерцијалног 

супстрата pNPG постигнута је у 50 mM цитрат фосфатном пуферу pH 5,5 са 10 mM и 5 mM 

pNPG. Укупна количина ензима у реакционој смеши била је 20 μg, а инкубација је трајала 48 

h при температури од 40 °C. Реакција је заустављена додавањем ледено хладног 1 M Na2CO3. 

У реакцији са оба ензима (CeBGLU1 и CeBGLU2) дошло је до ослобађања жуте хромофоре 

4-нитрофенола (pNP), чија је апсорбанца измерена спектрофотометријски на 410 nm. 

Хетерологи протеин CeBGLU2 показао је већу специфичну активност од CeBGLU1 при 

хидролизи комерцијалног супстрата (pNPG). У реакцији хидролизе pNPG протеином 

CeBGLU2 настаје око 77% више продукта него у реакцији са CeBGLU1 (Табела 26). 
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Табела 26. Специфична хидролитичка активност ензима CeBGLU1 и CeBGLU2 у in vitro реакцији са 

комерцијалним супстратом 4-нитрофенил-β-D-глукопиранозидом (pNPG) 

специфична активност [nmol min-1 mg-1 протеина] 

супстрат Ензим 

 

CeBGLU1 CeBGLU2 

pNPG 2267,4 ± 17,2 4028,5 ± 28,7 

 

Ефикасна хидролиза секоиридоидних глукозида постигнута је када је 10 μl метанолног 

екстракта кичице упарено и растворено у реакционом пуферу (50 mM цитрат фосфатни 

пуфер pH 5,5). У свакој реакцији је коришћено 20 μg пречишћеног ензима (CeBGLU1 или 

CeBGLU2), а реакциона смеша је инкубирана током 48 h на 37 °C. Хемијском анализом 

установљено је да оба ензима показују хидролитичку активност на секоиридоидним 

глукозидима СВ, СВМ и ГП присутним у метанолном екстракту кичице (Слика 34). 

 

 

Слика 34. UHPLC-DAD хроматограми екстраката C. erythraea у контролним (нехидролизованим) 

узорцима (црна линија) и узорцима након реакције са протеинима CeBGLU1 (плава линија) и 

CeBGLU2 (црвена линија). Скраћенице: СВМ, сверцијамарин. ГП, генциопикрин. СВ, сверозид. 

 

Разлика између протеина CeBGLU1 и CeBGLU2 се огледа у слабијој хидролитичкој 

способности CeBGLU1 да хидролизује СВМ у екстракту кичице. CeBGLU2 веома ефикасно 

хидролизује сва три секоиридоидна глукозида и смањује концентрације ових глукозида у 

хидролизованим екстрактима и до 90% у поређењу са нехидролизованим екстрактима (Слика 

35). 
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Слика 35. Промена садржаја секоиридоидних глукозида (СВ - сверозид, СВМ - сверцијамарин и ГП - 

генциопикрин) након хидролизе рекомбинантним протеинима CeBGLU1 и CeBGLU2. К) контрола, Р) 

реакциона смеша. Статистички значајна разлика према t - тесту означена је звездицама: ** - p ≤ 0,01. 

 

Хидролитичка способност пречишћених протеина CeBGLU1 и CeBGLU2 испитивана је 

такође на доступним стандардима једињења из групе фенола, иридоида и секоиридоида који 

поседују β-D-глукозидну везу. Као супстрат су коришћени: ДК, ЛОГ, СЛОГ, СВ, СВМ, ГП, 

АП, ИК и ВТ. SRM UHPLC/MS2 хроматограми и одговарајући MS2 спектри стандардних 

једињења у реакцији са протеинима CeBGLU1 и CeBGLU2 приказани су на Слици 36. 
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Слика 36. SRM UHPLC/MS2 хроматограми и одговарајући масени спектри стандардних једињења пре 

и након реакције са рекомбинантним протеинима CeBGLU1 и CeBGLU2. Црном линијом су означени 

пикови једињења у контролним узорцима, док су црвеном линијом обележена одговарајућа једињења 

након дејства рекомбинантних протеина. Скраћенице: ДК, епидеоксилоганинска киселина; ЛОГ, 

логанин; СЛОГ, секологанин; СВ, сверозид; СВМ, сверцијамарин; ГП, генциопикрин; АП, апигетрин; 

ИК, изокверцитрин; ВТ, витексин. 

 

Резултати хемијске анализе су показали да хетерологи ензим CeBGLU2 ефикасније 

хидролизује секоиридоидне глукозиде у односу на CeBGLU1. Са друге стране, CeBGLU1 је 

показао израженију хидролитичку способност у реакцији са иридоидним глукозидом ЛОГ. У 

реакцији оба ензима са фенолом ИК забележен је тренд опадања овог једињења, међутим 

разлика у садржају у контролним узорцима и хидролизованим узорцима није статистички 

значајна (Слика 37).  

За разлику од CeBGLU1 који није хидролизовао СВМ, CeBGLU2 је довео до опадања 

количине овог једињења у реакционој смеши за око 50%. Ензим CeBGLU1 је био 

најефикаснији у хидролизи ГП и АП, па су количине наведених једињења након хидролизе 

смањене на вредност испод 5%. Хетерологи протеин CeBGLU2 је такође показао снажно 

хидролитичко дејство у реакцији са ГП, али и са СВ, па је тако концентрација два поменута 

секоиридоидна глукозида у реакцији са CeBGLU2 након хидролизе била нижа од 2% (Слика 

37). Са друге стране, ни један од тестираних протеина није показао значајну хидролитичку 

активност у реакцији са ДК, СЛОГ и ВТ. 
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Слика 37. Хидролиза референтних једињења из групе β-D-глукозида под дејством хетерологих 

ензима CeBGLU1 и CeBGLU2 (ДК, епидеоксилоганинска киселина; ЛОГ, логанин; СЛОГ, 

секологанин; СВ, сверозид; СВМ, сверцијамарин; ГП, генциопикрин; АП, апигетрин; ИК, 

изокверцитрин; ВТ, витексин). Скраћенице: К контрола; Р, реакциона смеша. Статистички значајна 

разлика према t - тесту означена је звездицама: * - p ≤ 0,05; ** - p ≤ 0,01 

 

4.3.4. Конструкција 3D модела ензима CeBGLU1 и CeBGLU2 

 

Конструисани су 3D модели ензима CeBGLU1 и CeBGLU2 на основу хомологије са 3D 

моделом ензима раукафрицин β-глукозидаза (Слика 38 А) из врсте R. serpentinа (енг. PDB - 

Protein Data Bank: 4A3Y) са којом CeBGLU1 (Слика 38 Б) и CeBGLU2 (Слика 38 В) показују 

највећи степен хомологије аминокиселинских секвенци.  

Обележене глутаминске киселине (Glu) на позицијама 187 и 420 код ензима CeBGLU1 

и CeBGLU2 одговарају глутаминским киселинама стриктозидин-β-D-глукозидазе врсте R. 

serpentinа које учествују у хидролизи молекула стриктозидина. Аминокиселине 

раукафрицин-О-β-D-глукозидазе R. serpentinа серин (Ser) (на позицији 390) и триптофан 

(Trp) (на позицији 392) одговорне су за облик активног места и одређују специфичност за 

супстрате стриктозидин и раукафрицин. Ове аминокиселине на истим позицијама 

аминокиселинског ланца присутне су и у ензимима CeBGLU1 и CeBGLU2. 
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Слика 38. 3D модели ензима β-глукозидаза. А. раукафрицин β-глукозидаза из врсте R. serpentinа. Б. β-

глукозидаза (CeBGLU1) врсте C. erythraea. В. β-глукозидаза (CeBGLU2) врсте C. erythraea. Хомолого 

моделовање извршено је у програму MODELLER. 
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5. ДИСКУСИЈА 
 

Врста Centaurium erythraea Rafn (Gentianaceae) као део одбрамбене стратегије 

продукује изразито горке секоиридоидне глукозиде који биљци обезбеђују континуирану и 

ефикасну заштиту од патогена и хербивора. Детерентно дејство различитих иридоидних 

глукозида биљног порекла је добро документовано, а показано је како на инсектима из групе 

сваштоједа генералиста, тако и на специјалистима (Kubo и сар. 1985; Bowers и Puttick, 1988; 

Puttick и Bowers, 1988; Marak и сар., 2002a, 2002b). Један од ефеката које патогени и 

хербивори изазивају код биљака јесте механичко оштећење листова, након чега бива 

активирана читава серија различитих механизама који за циљ имају залечење листова и 

превенцију даљих оштећења (León и сар., 2001; Savatin и сар., 2014). Исти одбрамбени 

механизми као у случају напада патогена и хербивора могу се активирати и као одговор на 

механичко оштећење ткива до кога у природним условима може доћи под утицајем великог 

броја абиотичких (ветар, олуја, јака киша) и биотичких фактора (нпр. антропогени утицај). 

Кичица расте на отвореним, често веома прометним и привременим стаништима као што су 

пашњаци, падине, обронци шума, путеви и стазе, али су ове биљке веома распрострањене и 

на различитим типовима деградираних станишта као што су канали, ободи новоизграђених 

путева, и сл. (Radušienė, 1995; Van Rossum, 2009). Поред тога, кичица је веома често 

изложена стресогеним факторима који доводе до механичких оштећења листова и стабала 

(нпр. кошење). Уочено је да у тим случајевима долази до стимулације латералног гранања и 

прерастања бочних изданака, као и до бројних промена у физиологији и биохемији биљака. 

Генерално, одговор на повређивање ткива јавља се како у оштећеним ткивима (локални 

одговор), тако и у неоштећеним деловима биљке (системски одговор) (León и сар., 2001; 

Malook и сар., 2019). Одговор отпочиње перцепцијом и трансдукцијом специфичних сигнала 

непосредно након оштећења ткива, што даље изазива промене у експресији великог броја 

гена (Jacobo-Velázquez и сар., 2015; De Bernonville и сар., 2017; Zhang и сар., 2019). До већине 

промена током одбрамбеног одговора биљке долази већ након неколико секунди или минута, 

а у неким случајевима је потребно и неколико сати (Delessert и сар., 2004; Zhang и сар., 

2019). Експресија гена биосинтетског пута јасмонске киселине (ЈА), етилена (ЕТ), као и оних 

гена који су укључени у одбрамбени одговор биљке на стресогене факторе је веома брзо 

иницирана (Reymond и сар., 2000; Delessert и сар., 2004; De Bernonville и сар., 2017). Нешто 

касније може се приметити прилагођавање нивоа експресије гена који кодирају за ензиме 

биосинтетских путева специјализованих метаболита (нпр. глукозинолата, алкалоида, 

фенолних једињења) паралелно са променама у примарном метаболизму биљака (Savatin и 

сар., 2014; Jacobo-Velázquez и сар., 2015; De Bernonville и сар., 2017). 

Иако је кичица веома добро хемијски окарактерисана и нашироко су познати њени 

медицински и фармаколошки ефекти, оно што је велика непознаница јесте метаболизам 

секоиридоидних глукозида, његова екофизиолошка улога, као и регулација под утицајем 

срединских фактора. Ова докторска дисертација даје значајан допринос у разјашњавању 

наведених процеса, и по први пут објашњава улогу секоиридоидних глукозида и -

глукозидаза током одбрамбеног одговора кичице на стрес механичким повређивањем.  
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5.1. Предности извођења експеримената у контролисаним in vitro условима 
 

Технологија културе биљака in vitro се данас користи како за истраживања 

биохемијских и физиолошких процеса у биљкама, тако и за продукцију биолошки активних 

једињења (Georgiev и сар., 2011). Истраживања спроведена на различитим биљним врстама 

су показала да се фармаколошки активне компоненте биљног метаболизма могу произвести у 

контролисаним условима културе in vitro (Predieri и Rapparini, 2007; Matkowski, 2008), а 

предности оваквог алтернативног приступа су бројне. Гајење биљака у контролисаним 

условима превазилази сезонска ограничења присутна код природних популација. Такође, 

изолација специјализованих метаболита је лакша из ткива и ћелија гајених in vitro у 

поређењу са биљкама које су узете из природе (Verpoorte и сар., 2002). Међутим, 

индустријска производња специјализованих метаболита у култури in vitro је, поред свих 

наведених предности и бројних истраживања у области, веома ретко комерцијализована. 

Изузетак су производња таксола у ћелијској кутури врста рода Taxus и шикинона, путем 

ћелијске културе врсте Lithospermum erythrorthizon (Zhao и сар., 2005). 

Врста C. erythraea је, због лековитих својстава које поседује, популарна у народној 

медицини многих земаља. Услед прекомерне експлоатације из природних ресурса налази се 

на листи заштићених биљних врста у многим европским земљама. Технике културе биљних 

ћелија, ткива и органа in vitro су се наметнуле као алтернатива за обезеђивање биљног 

материјала за потребе изолације биоактивних једињења ове врсте. Многобројна истраживања 

су показала да је кичица способна да у условима in vitro продукује специјализоване 

метаболите на нивоу истом или сличном као биљке из природе, а у неким случајевима чак и 

интензивније (Piatczak и сар., 2005; Boroduske и сар., 2016). Осим тога, кичица се одликује 

високим регенеративним потенцијалом у култури in vitro што омогућава брзу и ефикасну 

пропагацију (Subotić и Grubišić, 2007; Trifunović-Momčilov и сар., 2016). У литератури је 

показано да коренови, листови, али и калуси кичице показују способност регенерације 

пупољака (Pia̧tczak и Wysokińska, 2003). Соматска ембриогенеза и органогенеза пупољака се 

може постићи спонтано у култури коренова кичице на MS хранљивој подлози без додатака 

регулатора растења (Subotić и Grubišić, 2007; Filipović и сар., 2019) што је био основни 

приступ и приликом обезбеђивања материјала за извођење експеримената у оквиру ове 

докторске дисертације. Matekalo и сарадници (2018) су показали да постоји велика 

варијабилност у садржају специјализованих метаболита између генотипова кичице гајених у 

контролисаним условима, а да ова варијабилност у великој мери зависи од нивоа експресије 

биосинтетских гена. Како би се искључила могућност утицаја генотипа на фенотипску 

варијабилност у експериметима је коришћен униформни генетички материјал. Након 

иницијалног проверавања садржаја секоиридоида код десет генотипова одабран је један 

високопродуктиван генотип (П1) који је потом клонално умножен посредством течне 

културе коренова. Спонтано формирани пупољци су одвојени са коренова и ожиљени на ½ 

MS чврстој хранљивој подлози без додатка регулатора растења. Након три месеца гајења 

добијен је генетички униформан биљни материјал, уједначен у погледу стадијума развића, 

који је коришћен у експериментима. Извођење експеримената повређивања листова кичице у 

условима in vitro има бројне предности. Између осталог, обезбеђени су контролисани услови 

гајења, као што су температура, светлосни режим, влажност ваздуха, физичко-хемијски 

састав хранљиве подлоге и др. На овај начин било је могуће праћење промена у 

специјализованом метаболизму које су изазване искључиво механичким оштећењем ткива 

листова. Овакав тип експеримената тешко је извести у природним условима услед варирања 

великог броја абиотичких и биотичких фактора спољашње средине. 



89 

 

5.2. Аналитичке методе за идентификацију и квантификацију 

секоиридоидних глукозида и њихових агликона 
 

Лековита својства кичице се приписују фармаколошки активним специјализованим 

метаболитима, као што су фенолне киселине, флавоноиди и, у највећој мери, секоиридоиди. 

Према подацима које су објавили Jensen и Schripsema (2002) код 127 врста из фамилије 

Gentianaceae потврђено је присуство укупно 90 секоиридоидних глукозида, при чему СВ, 

СВМ и ГП представљају најзаступљенија једињења из наведене групе. Из литературе је 

познато да ова једињења, као и β-глуокозиди неких других класа специјализованих 

метаболита, подлежу хидролизи посредством β-глукозидаза при чему настају нестабилни и 

врло реактивни агликони. Они су ретко детектовани у биљкама, како због њиховог веома 

ниског садржаја који је вероватно последица нестабилности и даљег метаболисања од стране 

биљке, тако и због нивоа осетљивости примењених аналитичких метода. За истраживања у 

оквиру ове докторске дисертације било је од значаја развити и верификовати аналитичке 

методе за идентификацију и квантификацију иридоида и секоиридоидних глукозида, као и 

њихових агликона. У складу са тим био је неопходан биљни материјал који садржи 

глукозиде и агликоне секоиридоида, што је обезбеђено ензиматском хидролизом метанолних 

екстраката кичице и стандарда СВ и СВМ коришћењем комерцијалне β-глукозидазе 

пореклом из бадема. 

Резултати добијени на основу квалитативне UHPLC/Orbitrap-MS анализе 

хидролизованих (ХМЕ) и нехидролизованих метанолних екстраката кичице (МЕ) показали 

су да су једињења идентификована у узорцима C. erythraea углавном позната у литератури 

(Valentão и сар., 2001; Kulevanova и сар., 2003; Marchyshyn и Stoyko, 2014; Stefkov и сар., 2014; 

Banjanac и сар., 2017; Đorđević и сар., 2017). Изузетак су једињења секологанозид, кафеоил 

6'-секологанозид, ферулоил 6'-секологанозид и p-кумароил 6'-секологанозид која су у овом 

истраживању први пут забележена у екстрактима C. еrythraea, али су позната у литератури 

као продукти метаболизма других врста које синтетишу иридоиде (Innocenti и сар., 2006; 

Obied и сар., 2007; Li и сар., 2015). Секологанозид је у екстрактима кичице детектован на 

основу MS фрагментације коју су описали Li и сарадници (2015). Присуство p-кумароил 6'-

секологанозида је потврђено на основу MS фрагментације коју су у претходним 

истраживањима описали Obied и сарадници (2007). Присуство СВ, СВМ и ГП у МЕ и ХМЕ 

кичице потврђено је коришћењем стандарда, а јони ових једињења су видљиви као адукти 

сирћетне киселине у негативном јонизационом режиму [M−H+CH3COOH]−, као што су 

претходно описали Banjanac и сарадници (2017). ЛК је идентификована као молекуларни јон 

[M−H]− на 375 m/z поређењем са стандардом и на основу фрагментације коју су описали 

Kucharska и Fecka (2016).  

UHPLC-MS/MS /Orbitrap анализа је указала да ензиматска хидролиза екстракта 

генерално доводи до промена у количини β-D-глукозида флавоноида и секоиридоида, а 

самим тим и до варирања у садржају одговарајућих агликона. Уочене разлике у садржају 

секоиродоидних глукозида између МЕ и ХМЕ су последица активности ензима β-

глукозидазе, тј. њихове хидролизе, па је заступљеност ових једињења у ХМЕ, очекивано, 

била много нижа него у МЕ. Познато је, на основу литературних података, да ензими β-

глукозидазе хидролизују β-D-глукозиде и делимично β-D-глукурониде и β-D-галактозиде, 

али не показују хидролитичку активност према O-диглукозидима, као што су 

рамноглукозиди и (1-2) диглукозиди (Soković и сар., 2000). На основу добијених резултата 

уочено је да поједини глукозиди флавоноида, попут глукозида кверцетина и глукозида 

лутеолина, такође подлежу ензиматској хидролизи, што је потврђено чињеницом да је дошло 

до пораста количине њихових агликона- кверцетина и лутеолина у ХМЕ.  
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UHPLC/DAD/()HESI-MS/MS метода је коришћена за квантификацију секоиридоида и 

њихових агликона у узорцима кичице. Као продукти деглукозилације ГП идентификовани су 

ГЛ и ЕР, што је у складу са подацима из литературе. На основу резултата Zeng и сарадника 

(2013) ГЛ и ЕР се формирају преко два изомеризациона пута хемиацеталног дела агликона. 

Wang и сарадници (2009) су показали да трансформација ГП под дејством β-глукозидазе 

доводи до формирања два продукта: ЕР и 5,6-дихидро-5-формил-6-метил-1H,3H-пирано[3,4-

c]пиран-1-она, док су Ishiguro и сарадници (1983) показали да као производ у реакцији 

ензиматске хидролизе ГП настаје ГЛ. Резултати приказани у овој дисертацији указују да се 

СВМ, након ензиматске хидролизе комерцијалном β-глукозидазом, такође конвертује у ГЛ и 

ЕР, што је у складу са подацима из литературе (El-Sedawy и сар., 1989b; Zeng и сар., 2013). 

Наукледал и епинаукледал могу бити продукти ензиматске хидролизе СВ (El-Sedawy и сар., 

1990). Постоји претпоставка да се наведена два једињења налазе међу продуктима 

ензиматске хидролизе СВ, али то није потврђено аналитичким методама које су коришћене у 

овој докторској дисертацији услед недостатка стандарда, као и масених података у 

литератури. Због тога су ова два једињења означена као М5 и М6. Хипотетички пут 

фрагментације СВ, СВМ и ГП након ензиматске хидролизе β-глукозидазом приказан је на 

Слици 39. 

 

Слика 39. Схематски приказ хипотетичког пута MS2 фрагментације сверцијамарина, генциопикрина и 

сверозида под дејством ензима β-глукозидазе. 

 

UHPLC/DAD/(+)НESI–MS/MS карактеризација и/или квантификација стандарда 

секоиридоидних глукозида и њихових агликона како у МЕ, тако и у ХМЕ, јасно је указала да 

су доминантни агликони ГЛ и ЕР заправо идентични продуктима који су детектовани након 

хидролизе стандарда СВМ. Резултати такође указују да комерцијална -глукозидаза показује 

већу специфичност за СВ као супстрат него за ГП и СВМ. 
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Резултати добијени у оквиру ове дисертације су у складу са претходним 

истраживањима (Ishiguro и сар., 1986; El-Sedawy и сар., 1989a; 1989b, 1990; Zeng и сар., 2013) 

која су указала да ензиматска хидролиза секоиридоидних глукозида доводи до продукције 

интермедијера агликона који се даље конвертују у биоактивне метаболите кроз реакције 

изомеризације, редукције и оксидације. У in vivo модел систему у коме је хранљива подлога 

за гајење микрогљиве P. funiculosum била снабдевена екстрактом кичице забележено је 

значајно опадање садржаја СВМ, ГП и СВ у подлози, што је указало на активно усвајање 

ових једињења и њихово метаболисање од стране гљива. Интресантно, одговарајући 

агликони нису регистровани у хранљивим подлогама и у гљивама што је указало на њихову 

активну разградњу. Наравно, не треба занемарити могућност да су ова једињења присутна, 

али у количинама нижим од граница осетљивости коришћених аналитичких метода. Слично 

објашњење могло би да важи и у случају анализираних јединки кичице у експерименту 

повређивања листова код којих агликони секоиридоидних глукозида нису регистровани. 

 

5.3. Биолошка активност екстраката C. erythraea и секоиридоидних 

глукозида као резултат активности β-глукозидазе 
 

Познато је да ензиматска хидролиза специјализованих метаболита биљака мења 

њихову хемијску структуру, па самим тим значајно утиче и на њихову биолошку активност 

(Fleming и сар., 1973; Schönbeck и Schlösser, 1976; Kubo и сар., 1985; Hammerschmidt и 

Schultz, 1996; Soković и сар., 2000). Секоиридоиди, главни продукти специјализованог 

метаболизма кичице, у литератури су познати као једињења која испољавају различите 

биолошке активности (Petkov и Manolov, 1978; Ishiguro и сар., 1986; Chang, 1997; Ghisalberti, 

1998; Jaishree и сар., 2009; Vaidya и сар., 2009, 2013; Šiler и сар., 2010; Ahamad и сар., 2016; 

Huang и сар., 2016; Zhou и сар., 2019; Vaijanathappa и сар., 2020). Показано је да одређене 

биолошке активности ових једињења потичу од агликона који настају након хидролизе 

ензимом β-глукозидазом (Konno и сар., 1999; Vaidya и сар., 2013; Zeng и сар., 2013; 

Koudounas и сар., 2015; Wenjin и Jianwei, 2017). 

Антиоксидативни потенцијал кичице описали су Valentão и сарадници (2001), Sefi и 

сарадници (2011), као и Šiler и сарадници (2014). У оквиру ове дисертације испитана је 

антиоксидативна активност екстраката кичице и стандарда секоиридоида (као доминантних 

продуката секундарног метаболизма ове врсте) пре и након ензиматске хидролизе 

комерцијалном β-глукозидазом из бадема. Резултати добијени овим анализама указали су на 

делимично повишен антиоксидативни потенцијал секоиридоидних глукозида након њихове 

хидролизе.  

Три in vitro методе (DPPH, ABTS и FRAP) које су у овом раду примењене за процену 

нивоа антиоксидативне активности референтних једињења и биљних екстраката често су у 

употреби због једноставности извођења и високе осетљивости. Наведене методе се заснивају 

на различитим принципима, али се у основи базирају на мерењу капацитета антиоксиданаса 

да редукују једињење које притом мења боју, при чему је степен промене боје у корелацији 

са концентрацијом антиоксиданса у узорку. Свака од наведених метода има своје предности, 

али и недостатке. Метода неутрализације ABTS радикала може се користити за мерење 

антиоксидативне активности хидрофилних и липофилних компоненти док, са друге стране, 

DPPH метода због нерастворљивости главне компоненте у води није адекватна за 

одређивање антиоксидативног потенцијала хидрофилних једињења (Wojdyło и сар., 2007). 

Због наведених недостатака појединачних тестова, као и због комплексне природе биљних 
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екстраката увек је боље користити више од једне методе за мерење антиоксидативног 

капацитета испитиваног узорка (Katalinic и сар., 2006; Salazar и сар., 2008). 

Главне компоненте специјализованог метаболизма кичице, секоиридоиди СВ, СВМ и 

ГП, нису показале значајан антиоксидативни потенцијал приликом коришћења DPPH и 

FRAP тестова (Šiler и сар., 2014). Резултати ABTS теста изведеног у in vitro условима су 

показали да СВМ у извесној мери испољава антиоксидативни потенцијал, што је у складу са 

претходним истраживањима Vaijanathappa и Badami (2009). Поред тога, показано је да у 

ABTS тесту ХМЕ и хидролизовани облици секоиридоидних глукозида имају значајнији 

антиоксидативни потенцијал од одговарајућих нехидролизованих облика. Ефикасније 

уклањање ABTS радикала од стране агликона секоиридоида може бити последица њихове 

хемијске природе, односно веће поларности агликона у односу на одговарајуће глукозиде 

секоиридоида. Са друге стране, нижи антиоксидативни потенцијал тестираних узорака 

показан DPPH методом може бити резултат нижег афинитета секоиридоидних глукозида 

према DPPH радикалу у односу на ABTS радикал (Šiler и сар., 2014). На већи 

антиоксидативни потенцијал ХМЕ у односу на МЕ значајно може утицати присуство 

флавоноида у екстракту, као што су лутеолин, кверцетин и камферол, који, као што је 

показано хемијским анализама, такође подлежу ензиматској хидролизи при чему настају 

реактивни агликони. 

Интересантно је да МЕ и ХМЕ испољавају јачи антиоксидативни капацитет у поређењу 

са стандардима секоиридоида, било да су хидролизовани или не, осим у случају 

хидролизованог ГП. Тако су вредности антиоксидативног потенцијала хидролизованог 

облика ГП добијене помоћу ABTS теста приближно једнаке антиоксидативним вредностима 

МЕ. Већа антиоксидативна активност МЕ и ХМЕ у односу на чисте секоиридоиде је 

највероватније резултат синергистичког дејства секоиридоида и других фенолних једињења 

(укључујући фенолне киселине, флавоноиде и ксантоне) која такође представљају продукте 

специјализованог метаболизма кичице. Због хемијске структуре која се заснива на 

ароматичном прстену за који су везане једна или више хидроксилних група, ова једињења 

имају способност неутрализације слободних радикала. Врста C. erythraea синтетише фенолна 

једињења попут кверцетина, камферола, лутеолина, кумарне и кофеинске киселине, која су у 

литератури позната као добри антиоксиданси (Rice-Evans и сар., 1996; Re и сар., 1999). 

Резултати бројних истраживања су показали да неки иридоидни глукозиди у присуству 

биљних β-глукозидаза ослобађају реактивне агликоне који имају снажан антимикробни 

ефекат (Ishiguro и сар., 1982; Marak и сар., 2002b). СВ и СВМ су секоиридоиди који поседују 

висок антимикробни потенцијал (Kumarasamy и сар., 2003; Šiler и сар., 2010). Према 

резултатима Ishiguro и сарадника (1982) и Van Der Sluis и сарадника (1983, 1983а) агликони 

секоиридоида СВ, СВМ и ГП поседују значајну антимикробну активност. Заправо, бројне 

студије указују на значајан антимикробни ефекат иридоидних глукозида након дејства β-

глукозидаза (Rombouts и Links, 1956; Ishiguro и сар., 1982; Van Der Sluis и сар., 1983; Stermitz, 

1988; Marak и сар., 2002b), што наводи на претпоставку да антимикробни ефекат ових 

једињења у великој мери зависи од присуства одговарајућих агликона. Тако је испитивање 

фунгитоксичног ефекта СВ, СВМ и ГП које су спровели Van Der Sluis и сарадници (1983), 

показало да ови глукозиди нису токсични за сој Penicillium expansum. Ипак, у присуству β-

глукозидазе ГП инхибира раст наведеног соја гљива, па је описани ефекат приписан 

деловању одговарајућег агликона ГП. Поред тога, СВ, СВМ и ГП показују и значајно 

антибактеријско дејство према соју Staphylococcus aureus у присуству β-глукозидазе (Ishiguro 

и сар., 1982). Трансформацијом секоиридоидних глукозида у условима in vivo настају 

метаболити који поседују значајан фармаколошки потенцијал (Luo и сар., 2009; Han и сар., 

2014). 
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У оквиру ове дисертације антимикробна активност је испитивана на различитим 

микроорганизмима од којих неки попут E. coli, S. aureus и L. monocytogenes припадају групи 

патогена који се преносе храном и могу изазвати фаталне инфекције код људи и животиња. 

Са друге стране, бројне врсте које припадају родовима Aspergillus и Penicillium имају кључну 

улогу у биотехнологији због способности биодеградације, биосорпције тешких метала, 

биотрансформације отпадних вода, итд. Резултати испитивања антимикробне активности 

хидролизованих или нехидролизваних екстраката и секоиридоида варирали су у узависности 

од тестираног микроорганизма. Тако су екстракти кичице (МЕ и ХМЕ) показали снажну 

антимикробну активност против свих тестираних микрорганизама, и то сличну онима коју 

имају комерцијални фунгициди (кетоконазол и бифоназол) и антибиотици (стрептомицин и 

ампицилин). Посебно је значајан податак да је активност екстраката према неким од 

тестираних сојева микроорганизама била значајно већа у односу на одговарајућа референтна 

једињења. Екстракти кичице су били посебно ефикасни против сојева P. funiculosum, P. 

ochrochloron и P. verrucosum var. cyclopium. Међутим, и поред тога што су екстракти и 

стандарди секоиридоидних глукозида пре и након ензиматске хидролизе показали извесне 

разлике у антимикробној активности, јасан тренд или правилност није могуће утврдити. 

Антимикробна активност СВМ и СВ је била значајно већа од комерцијално доступних 

антибиотика и фунгицида, што је у складу са резултатима из претходних студија 

(Kumarasamy и сар., 2003; Šiler и сар., 2010). 

На основу добијених резултата може се закључити да екстракти C. еrythraea, као и 

главни продукти специјализованог метаболизма ове врсте, могу бити ефикасни у третману 

поремећаја и/или болести које изазивају поменути патогени, некада и ефикаснији него 

комерцијални лекови. У складу са тим, врсте које продукују секоиридоиде, укључујући и C. 

erythraea, могу се користити за третман интестиналних тегоба чији су узрочници патогени 

као што су E. coli, Salmonella spp., Listeria spp. и Aspergillus spp. Резултати добијени током 

израде ове дисертације, као и резултати претходних истраживања (Luo и сар., 2009; Han и 

сар., 2014; Zeng и сар., 2014), могу представљати основу за спровођење клиничких студија о 

употреби екстраката C. erythraea и секоиридоидних глукозида у лечењу појединих болести 

изазваних патогеним микроорганизмима, а у циљу имплементације ових природних 

производа у хуманој медицини. 

Ефекат хидролизе секоиридоидних глукозида и екстраката кичице на њихов 

антиоксидативни и антимикробни потенцијал поред испитивања у in vitro ензимским 

тестовима упоредо је праћен и у in vivo модел-систему (Penicillium funiculosum). Резултати 

истраживања су јасно показали да P. funiculosum ефикасно метаболише три секоиридоидна 

глукозида из екстраката C. erythraea што је довело до постепеног опадања концентрације 

глукозида у хранљивој подлози након 3 и 6 дана култивације. Ранија истраживања на соју P. 

funiculosum су показала да ова микрогљива продукује екстрацелуларне β-глукозидазе (Lachke 

и сар., 1983; Kantham, 1985; De Castro и сар., 2010). Тако сој P. funiculosum NCL1 производи 

најмање пет различитих изоформи β-глукозидаза од којих су BGL3 и BGL4 пречишћене и 

функционално окарактерисане на великом броју супстрата (Ramani и сар., 2012, 2014). 

Литературни подаци (El-Sedawy и сар., 1989a, 1989b, 1990; Setchell, 2000; Otieno и Shah, 2007) 

потврђују да многи микроорганизми имају способност хидролизе иридоидних глукозида. 

Тако су СВ, СВМ и ГП ефикасно трансформисани различитим сојевима бактерија и 

микрогљива (El-Sedawy и сар., 1989a, 1989b, 1990; Jun и сар., 2008; Wang и сар., 2009; Zeng и 

сар., 2014). Као последица биотрансформације ГП ендофитном гљивом Penicillium crustosum 

настаје пет различитих продуката хидролизе (Zeng и сар., 2014). Према резултатима Wang и 

сарадника (2009) мицелија Cordiceps sinensis трансформише ГП, при чему настаје 

монотерпеноидни алкалоид (Z)-5-етилиден-8-хидрокси-3,4,5,6,7,8-хексахидропирано[3,4-

c]пиридон-1-он, док сој Aspergillus niger трансформише СВМ у реакцији у којој настају ЕР и 
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(Z)-5-етилиден-8-хидрокси-3,4,5,6,7,8-хексахидро-1H-пирано[3,4-c]пиридин-1-он (Jun и сар., 

2008). Хумане интестиналне бактерије ефикасно метаболишу СВ, СВМ и ГП који је изолован 

из биљне врсте Swertia japonica, што су у својим радовима показали El- Sedawy и сарадници 

(1989a, 1989b, 1990). Према наведеним истраживањима метаболичка конверзија 

секоиридоидних глукозида почиње ензиматском хидролизом супстрата под дејством β-

глукозидаза. Након трансформације секоиридоидних глукозида у тестираним узорцима су 

детектовани метаболити ГП, као што су ЕР, ГЛ, 5-хидроксиметилсокромен-1-он и 5-

хидроксиметилсокроман-1-он (El-Sedawy и сар., 1989a). Интестиналне бактерије 

трансформишу СВМ у реакцији у којој настају 5-хидроксиметилсокроман-1-он и азотно 

једињење генцианин (El-Sedawy и сар., 1989b; Tian и сар., 2017). Према резултатима El-

Sedawy и сарадника (1990) бактеријски сој Proteus mirabilis у анаеробним условима ефикасно 

метаболише СВ, при чему настају агликони СВ и 4,4aβ-5α,6α-тетрахидро-5β-хидроксиметил-

6β-метил-1H,3H-пирано(3,4-c)пиран-1-он. На основу резултата истраживања које су 

спровели Marak и сарадници (2002) сматра се да заправо иридоидни глукозиди могу 

послужити као извор угљеника биотрофним патогенима. Наведени подаци су у складу са 

резултатима добијеним у оквиру ове дисертације који указују да P. funiculosum може 

ефикасно да користи секоиридоиде кичице као извор угљеника и енергије када су они у 

подлози присутни у сублеталним концентрацијама. У прилог томе говори и чињеница да у 

хранљивим подлогама за гајење гљива у којима је регистровано опадање количине 

секоиридоидних глукозида кичице није забележено присуство одговарајућих агликона. 

Разлог може бити ефикасна даља конверзија агликона од стране гљива, мада се не сме 

искључити могућност да примењене аналитичке методе нису биле довољно осетљиве. Ови 

резултати су изузетно значајни, имајући у виду чињеницу да Centaurii herba испуњава 

захтеве Директиве 2004/24 ЕC по којој се може класификовати као традиционални биљни 

лек (Европска агенција за лекове, 2015), а да се такође препоручује и као моћан адитив за 

чување хране (Šiler и сар., 2014). Како је сублетална доза секоиридоидних глукозида 

различита код различитих врста и сојева микроорганизама, од суштинске је важности да се 

утврде тачне количине и дозе за клиничку примену ових једињења. Примењени 

секоиридоиди са једне стране не би требало негативно да делују на цревну флору домаћина, 

али ни да подстичу раст патогених микрорганизама ако се примењују у сублеталној 

концентрацији.  

 

5.4. Промене у метаболизму секоидридоидних глукозида у листовима C. 

erythraea изазване механичким повређивањем ткива 
 

Једна од главних улога специјализованих метаболита у самој биљци јесте учешће у 

интеракцијама биљке са околином (Verpoorte и сар., 2002). Када се нађу у стресним условима 

биљке могу да искористе ресурсе примарног метаболизма и усмере их ка синтези 

компоненти неопходних за одбрамбени одговор, односно, ка специјализованом метаболизму 

(Mortensen и сар., 2019). Биосинтеза специјализованих метаболита може бити регулисана 

спољашњим стимулусом или дејством елицитора, као што су салицилна киселина или 

јасмонати (Singh и сар., 2018). Једињења која су део хемијске одбране биљака се појачано 

синтетишу у листовима, нарочито у младим, који су обично и делови биљке најизложенији 

нападу патогена и хербивора. Ранија истраживања су показала да повреда ткива активира 

одбрамбени одговор многих биљних врста који подразумева појачану синтезу 

специјализованих метаболита (Darrow и Bowers, 1999; De Bernonville и сар., 2017; Meelaph и 

сар., 2018; Ibanez и сар., 2019). Претпоставља се да у природним условима, након напада 

патогена и хербивора који оштећују ткиво биљака, долази до хидролизе глукозида 
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посредством ендогених β-глукозидаза саме биљке, али и хидролитичких ензима пореклом од 

патогена и хербивора. Активација секоиридоида под дејством ензима β-глукозидазе у самој 

биљци представља један од начина хемијске заштите биљке од напада патогена и хербивора 

(Ahn и сар., 2010; Pankoke и сар., 2013, 2015). Из литературе је познато да стрес 

повређивањем ткива и примена MeJA може довести до индукције биосинтезе секоиридоида 

код врста фамилије Gentianaceae (Darrow и Bowers, 1999; Reymond и сар., 2000; Jacobo-

Velázquez и сар., 2015; Goossens и сар., 2016; Meelaph и сар., 2018). 

Продукција специјализованих метаболита поред осталих ендогених фактора, зависи и 

од генотипа биљке. Matekalo и сарадници (2018) су показали да продукција секоиридоида 

код кичице зависи од генотипа, па је могуће раздвојити високопродуктивне од 

нископродуктивних генотипова. Капацитет генотипова за продукцију секоиридоида је 

регулисан на нивоу транскрипције биосинтетских гена. Услед тога је у експериментима 

коришћен униформни генетички материјал који је клонално умножен. Како би био избегнут 

евентуални утицај стадијума развића листова на садржај секоиридоида, повреда је 

индукована увек на истом пару листова. Секоиридоиди се, иначе, код врста из фамилије 

Gentianaceae акумулирају у различитим деловима биљке. Код врсте Swertia chirayita, као и 

врста из рода Gentiana, секоиридоиди се акумулирају у кореновима (Cao и сар., 2012; Padhan 

и сар., 2015), док се код неких других врста из истог рода, укључујући и врсту C. erythraea, 

секоиридоиди углавном складиште у надземним деловима биљке (Šiler и сар., 2012; Liu и 

сар., 2017; Matekalo и сар., 2018). Садржај секоиридоидних глукозида у листовима кичице не 

зависи значајно од развојног стадијума листа (Matekalo и сар., 2018), али може варирати у 

зависности од бројних ендогених и срединских фактора (Boroduske, 2016; Matekalo и сар., 

2018). 

У циљу расветљавања путева биосинтезе и разградње секоиридоидних глукозида 

кичице током физиолошког одговора на стрес изазван повређивањем ткива испитане су 

промене на метаболичком нивоу (профилисање секоиридоидних глукозида и осталих 

интермедијера биосинтетског пута), као и промене на молекуларном нивоу, при чему је 

праћена експресија гена укључених у биосинтетски пут секоиридоида, као и гена за β-

глукозидазу. Истраживања на врстама рода Plantago (Pankoke и сар., 2013) су показала да 

иридоидни глукозиди и ензим β-глукозидаза формирају двојни одбрамбени одговор биљке на 

напад неадаптираних хербивора. Такође, неке од одбрамбених компоненти врсте C. roseus, 

као што су индолни алкалоиди, могу бити хемијски неактивне форме једињења које се 

ензиматски активирају након оштећења ткива, при чему се ослобађају реактивни и токсични 

агликони (Guirimand и сар., 2010). Биосинтетски пут секоиридоидних глукозида кичице 

одвија се посредством СЛОГ, који је такође прекурсор синтезе великог броја индолних 

алкалоида (St-Pierre и сар., 2013). Повлачењем паралеле са биосинтетским путем алкалоида 

код врсте C. roseus (Miettinen и сар., 2014) недавно су код кичице идентификовани гени 

кандидати биосинтетског пута секоиридоида до СЛОГ (Matekalo и сар., 2018). Комплетан 

биосинтетски пут који води до СВ, СВМ и ГП до сада није описан код врста рода 

Centaurium, као ни код других сродних врста из фамилије Gentianaceae. Поред тога, у 

литератури нема података о катаболизму СВ, СВМ и ГП код кичице. Једна од полазних 

хипотеза ове докторске дисертације била је да први корак у разградњи секоиридоидних 

глукозида код кичице представља хидролиза секоиридоида посредством ензима β-

глукозидазе који показује високу специфичност за ова једињења.  

Бројна истраживања на биљци C. roseus су показала да повреда ткива до које долази 

након напада хербивора може да индукује појачану експресију гена биосинтетског пута 

монотерпеноидних индолних алкалоида (MIA) у листовима, што доводи до интензивније 

биосинтезе ових једињења (Vázquez-Flota и сар., 2004; De Bernonville и сар., 2017; Nishanth и 
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сар., 2018). Повреда утиче на појачану синтезу стриктозидина у локалним листовима након 

48 h и 72 h, док се виндорозин, ајмалицин и серпентин акумулирају 72 h након повреде у 

локалним (повређеним), али и у дисталним (неповређеним) листовима (De Bernonville и сар., 

2017). Vаzquez-Flota и сарадници (2004) су показали да повреда котиледона C. roseus утиче 

на појачану акумулацију ајмалицина и виндолина након 12 h. Садржај бензил изоквинолних 

алкалоида нуциферина и N-норнуциферина расте 72 h након механичке повреде листова 

лотоса (Meelaph и сар., 2018). Према резултатима Alves и сарадника (2007) повреда утиче на 

појачану синтезу тропанског алкалоида скополамина врсте Brugmansia suaveolens, па су 

максималне концентрације скополамина забележене 24 h након повреде. Појачана 

акумулација секоиридоидних глукозида у листовима кичице након њиховог повређивања у 

складу је са претходно наведним истраживањима. Акумулација ЛОГ, СВМ и ГП започиње 

већ 2 h или 4 h након повреде, док се ЛК, СЛОГ и СВ акумулирају нешто касније (после 16 h 

и 24 h). Максимална акумулација укупних иридоида забележена је 96 h након повреде и то у 

целим листовима. Имајући у виду да је код биљака из фамилије Gentianaceae СВ прекурсор 

синтезе осталих секоиридоида у биосинтетском путу (Inouye, 1970), доминантна синтеза СВ 

у листовима након повреде је очекивана. Акумулација секоиридоида у повређеним и у целим 

(неповређеним) листовима кичице подржава хипотезу да се сигнал о оштећењу ткива шири 

кроз целу биљку, након чега се и у дисталним ткивима активирају одговарајући одбрамбени 

механизми (Leоn и сар., 2001; Toyota и сар., 2018). 

Продукција и акумулација специјализованих метаболита је уско повезана са 

експресијом гена укључених у биосинтезу ових једињења. Тако је експресија биосинтетских 

гена CeGPPS, CeGES, CeG8O, Ce8HGO, CeIS,CeIO, Ce7DLGT, Ce7DLH2, CeLAMT и CeSLS у 

корелацији са садржајем иридоида у различитим органима и зависи од генотипа биљке 

(Matekalo и сар., 2018). Механичко повређивање листова кичице индукује промене у 

експресији биосинтетских гена и на тај начин подстиче синтезу и акумулацију 

секоиридоидних глукозида. Резултати анализе експресије гена који су укључени у 

биосинтетски пут секоиридоида кичице су указали да повреда утиче на повећање експресије 

већине анализираних биосинтетских гена (CeGPPS, CeGES, CeG8O, Ce8HGO, CeIS2, CeIO, 

Ce7DLGT, Ce7DLH2, CeLAMT и CeSLS), са изузетком гена CeIS1. Тренд повећања нивоа 

експресије ових биосинтетских гена се уочава како у повређеним, тако и у неповређеним 

(целим) листовима кичице. Претходна истраживања су показала да код врсте C. roseus ген за 

иридоид синтазу (CrIS) има сличан образац експресије као и други гени биосинтетског пута 

MIA, док гени за прогестерон-5-β-редуктазу (CrP5BR) не прате овај тренд (Munkert и сар., 

2015; Kidd и сар., 2019). Филогенетска упоредна анализа аминокиселинске секвенце CeIS1 и 

CeIS2 са неким окарактерисаним иридоид синтазама и прогестерон-5-β-редуктазама указала 

је на сродност CeIS1 са прогестерон-5-β-редуктазама, док се CeIS2 сврстава у групу са 

иридоид синтазама (Слика П3 и Табела П3 у Прилогу). Сличност CeIS2 са иридоид синтазом 

C. roseus, као и сличан образац промене експресије након повреде, указују на регулаторну 

улогу овог гена у метаболичком путу секоиридоидних глукозида. Међутим, иако експресија 

CeIS1 није индукована повредом или MeJA, значај CeIS1 у биосинтетском путу секоиридоида 

се не сме потпуно искључити. 

Анализа експресије гена кандидата који су укључени у биосинтетски пут секоиридоида 

указала је и да се ниво експресије готово свих анализираних биосинтетских гена повећава 24 

h након повреде, осим у случају гена CeGPPS. Овај ген кодира за ензим који катализује прву 

реакцију у биосинтетском путу секоиридоида у којој се од DMAPP и IPP синтетише геранил 

дифосфат (GPP), а до повећања његове експресије долази 2 h и 4 h након повреде. Са друге 

стране, експресија гена CeLAMT је била испод нивоа детекције. Ниво експресије свих 

осталих испитиваних гена (CeGES, CeG8О, Ce8HGO, CeIS2, CeIO, Ce7DLGT, Ce7DLH2 и 

CeSLS) се након повреде повећава и достиже максималне вредности након 24 h или 48 h, при 
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чему нису уочене статистички значајне разлике између повређених и неповређених листова 

кичице. Ово повећање релативне експресије биосинтетских гена је у складу са уоченим 

повећањем садржаја укупних иридоида (првенствено секоиридоида) у листовима кичице. 

Детаљном анализом профила експресије биосинтетских гена издвојен је ген CeSLS, чија је 

експресија повећана чак 800 пута и то 48 h након повреде листова. De Bernonville и 

сарадници (2016) су показали да повреда настала нападом хербивора или механичким 

оштећењем изазива значајан пораст експресије SLS и LАМТ гена код врсте C. roseus после 6 

h, 8 h и 24 h. Истовремено, експресија гена који су повезани са почетним корацима 

биосинтетског пута није показала тако висок степен индукције након повреде (De Bernonville 

и сар., 2016). Према резултатима Dutta и сарадника (2007) механичко повређивање листова 

C. roseus је такође довело до значајног повећања нивоа експресије гена SLS и то 6 h након 

повређивања приближно 50 % ламине листа. Са друге стране, Nishanth и сарадници (2018) су 

показали да повређивање листова C. roseus хирушким скалпелом индукује повећање 

експресије овог гена након 24 h. Механичка повреда, као и третман МеЈА и салицилном 

киселином повећавају експресију гена SLS и у листовима врсте Nothapodytes nimmoniana 

(Rather и сар., 2019). 

Биљке на оштећење ткива реагују активацијом сигналних путева који регулишу 

експресију гена на транскрипционом нивоу како на месту повреде, тако и у дисталним 

биљним органима. Кључни регулаторни механизам синтезе специјализованих метаболита је 

контрола биосинтетичких гена на нивоу транскрипције (Mortensen и сар., 2019). Јасмонска 

киселина (ЈА) и њени деривати се могу понашати као сигнални молекули који учествују у 

одговору биљке на стрес изазван повредом (Goossens и сар., 2016; Schweizer и сар., 2018; 

Wang и сар., 2019; Wasternack и Strnad, 2019). Након повреде биљног ткива ниво ендогене ЈА 

се значајно и брзо повећава у повређеном ткиву, али и у неповређеним деловима биљке (Koo 

и сар., 2009; Toyota и сар., 2018; Wang и сар., 2019). Повећани ниво јасмоната детектује 

COI1‐JAZ ко-рецепторни комплекс, при чему COI1 врши убиквитинизацију JAZ 

транскрипционих репресора. Деградација ЈАZ репресора ослобађа јасмонат-зависне 

транскрипционе факторе који регулишу експресију гена укључених у одбрамбени одговор 

биљке (Sanchez-Serrano, 2017). Експресија структурних и регулаторних гена укључених у 

биосинтетски пут MIA код врсте C. roseus регулисана је јасмонатима, при чему COI1, MYC2 

и JAZ представљају главне елементе сигналног пута JA (Patra, 2018). Транскрипциони 

фактор CrMYC2 активира ORCA транскрипционе факторе (првенствено CrORCA2 и 

CrORCA3), који затим индукују експресију појединих гена укључених у биосинтезу MIA 

(Schweizer и сар., 2018). Поред MYC2, транскрипциони фактори BIS1 и BIS2 су такође 

укључени у регулацију иридоидног дела биосинтетског пута MIA код врсте C. roseus (Van 

Moerkercke и сар., 2015, 2016). Наиме, показано је да појачана експресија CrBIS1 или CrBIS2 

доводи до повећања нивоа експресије гена укључених у биосинтезу иридоида и раних гена 

MEP пута биосинтезе терпена, као и до акумулације MIA (Van Moerkercke и сар., 2015, 2016; 

Wasternack и Strnad, 2019). Сматра се да су ова два транскрипциона фактора код врсте C. 

roseus укључена у регулацију експресије структурних гена које MYC2/ORCA3 сигнална 

каскада не регулише (Van Moerkercke и сар., 2016; Liu и сар., 2017). Занимљиво је да у 

транскриптому листова кичице нису пронађени гени кандидати за ORCA транскрипционе 

факторе што не изненађује узевши у обзир да кичица не продукује MIA. Репресори MYC2 

транскрипционог фактора, JAM1, JAM2 и JAM3 су такође укључени у сигнални пут JA 

(Sasaki-Sekimoto и сар., 2013). Ови транскрициони фактори блокирају везивање MYC2 за 

промоторе гена укључених у сигнални пут ЈА код врсте А. thaliana (Nakata и сар., 2013).  

На основу описаних литературних података у оквиру ове дисертације издвојени су и 

анализирани транскрипциони фактори за које се може претпоставити да су укључени у 

регулацију експресије гена укључених у биосинтетски пут секоиридоида кичице након 
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повреде. Анализом транскриптома надземног дела кичице идентификоване су нуклеотидне 

секвенце шест транскрипционих фактора (CeMYC2, CeBIS1, CeJAZ1, CeCOI1, CeJAM2 и 

CeJAM3) за које се претпоставља да су укључени у регулацију биосинтезе секоиридоида код 

кичице након повређивања листова. Са друге стране, нуклеотидне секвенце за CeORCA2 и 

CeORCA3, као и за CeBIS2 транскрипционе факторе нису пронађене у доступном 

транскриптому листова кичице. Пораст нивоа транскрипата гена који кодирају за 

транскрипциони фактор CeJAZ1 уочава се већ након 2 h у повређеним листовима. Ови 

резултати су у складу са подацима Van Moerkercke и сарадника (2016) који су показали да у 

листовима C. roseus након повређивања расте експресија JAZ1 гена. У повређеним, али и у 

неповређеним листовима кичице детектована је повећана експресија гена CeBIS1 која прати 

промену експресије CeSLS гена како на временској скали након повређивања листова, тако и 

по интензитету. Резултати Van Moerkercke и сарадника (2016) су показали да појачана 

експресија BIS1 гена индукује синтезу ЛК и СЛОГ у биосинтетском путу MIA код врсте C. 

roseus, при чему је сличан образац промене експресије показан и за ген BIS2. Kidd и 

сарадници (2019) су такође показали да је низак садржај иридоида у корелацији са сниженом 

експресијом гена BIS1 и BIS2, као и гена укључених у биосинтезу СЛОГ код C. roseus. Висок 

степен корелације нивоа експресије биосинтетских гена и неких транскрипционих фактора 

током одговора биљака на стрес повређивањем листова указује на координисану регулацију 

биосинтезе секоиридоида на транскрипционом нивоу. 

Познато је да повређивање ткива доводи до повећања експресије различитих JAZ гена 

код појединих биљних врста што указује да специфични JAZ протеини у различитим 

ткивима или развојним стадијумима биљке могу учествовати у одговору биљака на 

специфичне услове у животној средини (Sanchez-Serrano, 2017). Егзогена примена MeJА 

утиче на промене у биосинтези различитих специјализованих метаболита биљака (Cao и сар., 

2016; Goossens и сар., 2016). Ali и сарадници (2015) су на примеру фармаколошки значајне 

биљке Artemisia absinthium показали да примена јасмоната доводи до елицитације продукције 

артемизина, сесквитерпенског једињења које се користи као лек против маларије. Miettinen и 

сарадници (2014) су показали да примена МеЈА доводи до повећања експресије гена који су 

укључени у биосинтетске путеве специјализованих метаболита врсте C. roseus, што даље 

доводи до пораста концентрације MIA како у целој биљци, тако и у суспензији ћелија након 

излагања МеЈА. Примена MeJA у концентрацији од 250 μM такође индукује експресију гена 

за транскрипционе факторе који имају регулаторну улогу у синтези индолних алкалоида код 

врсте C. roseus (Goklany и сар., 2013). У истраживањима Cao и сарадника (2016) показано је 

да примена 250 μM МеЈА утиче на промену у експресији 5206 гена врсте Gentiana 

macrophylla, при чему долази до стимулације акумулације специјализованих метаболита. До 

сличних резултата дошли су и Hua и сарадници (2014) након фолијарне примене МеЈА на 

биљке врсте G. macrophylla, при чему је експресија биосинтетских гена који кодирају за 

секоиридоиде у кореновима и листовима била значајно повишена у односу на нетретиране 

биљке. Са друге стране, Boroduske и сарадници (2016) су установили да третман МеЈА 

снижава количину секоиридоидних гликозида у листовима C. erythraea. Разлог супротног 

деловања МеЈА на продукцију секоиридоида код кичице може бити дужина трајања 

третмана, с обзиром на чињеницу да су мерења садржаја метаболита вршена 14 дана од 

почетка излагања биљака елицитору. У ранијим истаживањима додавање МеЈА у подлогу за 

in vitro гајење C. erythraea током 5 и 10 дана индуковало је акумулацију ЛОГ, СВМ и ГП у 

листовима кичице, али није забележено статистички значајно повећање садржаја СВ и СЛОГ 

(Matekalo и сар., 2018). Истовремено, повећање експресије појединих гена укључених у 

биосинтезу секоиридоида (Ce8HGO, Ce7DLH2, CeIO, CeSLS, CeG8O, Ce7DLGT) детектовано 

је 5 дана након примене MeJA (Matekalo и сар., 2018). У оквиру ове дисертације праћене су 

промене у садржају иридоида изазване повређивањем ткива листова и примећено је да 
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долази до значајног повећања садржаја свих иридоида са изузетком ЛОГ. Такође, детeктован 

је повишен ниво експресије свих биосинтетских гена (са изузетком CeGPPS) и то 24 h, тј. 48 

h након повреде са тенденцијом опадања нивоа експресије 96 h после повређивања. 

 

 

Слика 40. Схематски приказ ефекта механичког повређивања листова кичице на метаболизам 

секоиридоида. Оштећење листова индукује појачану експресију биосинтетских гена (GPPS, GES, 

G8O, 8HGO, IS, IO, 7DLGT, 7DLH2, SLS) и истовремено доводи до снижене експресије гена за β-

глукозидазу (BGLU), која катализује прву реакцију у катаболизму секоиридоидних глукозида. 

Резултат је интензивнија продукција и акумулација секоиридоида у листовима кичице. Ген за 

секологанин синтазу препознат је као кључни у регулацији флукса кроз метаболички пут. 

Идентификоване су две варијанте ензима β-глукозидаза које показују високу специфичност ка 

секоиридоидним глукозидима као супстратима, CeBGLU1 и CeBGLU2. Скраћенице: GPPS геранил 

дифосфат синтаза, GES гераниол синтаза, G8O гераниол 8-оксидаза, 8HGO 8-хидроксигераниол 

оксидоредуктаза, IS иридоид синтаза, IO иридоид оксидаза, 7DLGT глукозил трансфераза 7-

деоксилоганетинске киселине, 7DLH2 хидроксилаза 7-деоксилоганинске киселине, SLS секологанин 

синтаза, BGLU β-глукозидаза, ЛОГ логанин, СЛОГ секологанин, СВ сверозид, СВМ сверцијамарин, 

ГП генциопикрин, ЕР еритроцентаурин, ГЛ генциопикрал. 

У циљу добијања додатних информација о улози сигналног пута JA у регулацији 

биосинтезе секоиридоида анализиран је ефекат третмана МеЈА у краћим временским 

интервалима у односу на претходно поменута истраживања. Добијени резултати су показали 

да се повећање садржаја секоиридоида може детектовати 48 h након примене МеЈА. 

Међусобно сличан образац промене експресије показали су гени CeSLS и CeBIS1 чија се 
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експресија значајно повећава 48 h након тертмана МеЈА. Са друге стране, повећање 

експресије гена CeJAZ1 забележено је 1 h и 48 h након третмана MeJA. Претходна 

истраживања Katoh и сарадника (2013) и Toda и сарадника (2013) показују да додавање ЈА у 

подлогу индукује повећање експресије JAZ гена, а истовремено утиче и на повећање 

експресије SLS код врсте Oryza sativa. Повредa индукује акумулацију ЈА и њених деривата у 

листовима А. thaliana што је праћено и повећањем експресије JAZ7 гена (Toyota и сар., 2018). 

Код врсте C. roseus повећање нивоа ЈА иницирало је повећање експресије BIS2 гена, што је 

даље довело до појачане акумулације метилеритрол-4-фосфата и индукције експресије гена 

биосинтетског пута иридоида (Van Moerkercke и сар., 2016). 

На основу резултата добијених у оквиру ове дисертације може се закључити да 

експресија већине гена укључених у биосинтезу секоиридоида расте након повређивања 

листова, а да је највећа промена у експресији забележена за ген секологанин синтазу (CeSLS) 

који катализује реакцију превођења ЛОГ у СЛОГ. Највећи пораст у нивоу експресије гена из 

биосинтетског пута секоиридоида и гена који кодирају за транскрипционе факторе забележен 

је 24 h и 48 h након повреде, што је даље довело до значајног повећања у акумулацији 

секоиридоида. Међу анализираним транскрипционим факторима повећана експресија CeBIS1 

гена у складу је са експресијом биосинтетског гена CeSLS, што указује да овај 

транскрипциони фактор има значајну регулаторну улогу у синтези секоиридоида након 

повреде листова кичице. Осим тога, CeSLS је препознат као важан ген (ензим) који регулише 

синтезу секоиридоида и одређује метаболички флукс кроз секоиридоидни биосинтетски пут, 

а претпоставља се да је под контролом CeBIS1 транскрипционог фактора. Представљени 

резултати такође показују да сигнални пут JA има улогу у регулацији биосинтезе 

секоиридоида кичице након механичке повреде. 

Акумулација стриктозидина и истовремено повећање експресије стриктозидин-β-

глукозидазе код врсте C. roseus након повреде један је од примера двокомпонентног 

одбрамбеног одговора биљке на повреду изазвану нападом хербивора (De Bernonville и сар., 

2016). У оквиру ове дисертације издвојени су гени кандидати за β-глукозидазу поређењем 

транскриптома надземног дела кичице са секвенцом окарактерисане стриктозидин-β-

глукозидазе код врсте C. roseus. Прегледом литературе није установљено присуство 

стриктозидина и других алкалоида код кичице. Међутим, стриктозидин у биосинтетском 

путу MIA код C. roseus настаје директно од СЛОГ, па је претпоставка била да су β-

глукозидазе кичице које показују високу специфичност ка секоиридоидима као супстрату 

ензими слични поменутом ензиму врсте C. roseus. Треба нагласити да је услед високе 

хомологије секвенци два гена кандидата било могуће дизајнирати само један пар прајмера за 

квантитативни PCR који амплификује секвенце CeBGLU1 и CeBGLU2. Добијени резултати 

су указали да је ниво експресије гена за β-глукозидазу у листовима кичице значајно виши у 

односу на корен, што не чуди ако се узме у обзир чињеница да су управо листови главно 

место биосинтезе и акумулације секоиридоида код кичице (Šiler и сар., 2014; Matekalo и сар., 

2018), те да и гени укључени у биосинтезу секоиридоида такође показују виши ниво 

експресије у листовима у односу на корен (Matekalo и сар., 2018). За разлику од 

биосинтетских гена секоиридоидног пута, експресија гена за ензим β-глукозидазу у 

повређеним листовима кичице значајно опада након повређивања. Претходна истраживања 

Ogasawara и сарадника (2009) показују да се гени за различите β-глукозидазе код врсте A. 

thaliana експримирају на различит начин након механичке повреде. Експресија гена 

AtBGLU18 расте у повређеним котиледонима 66 h након механичке повреде, док гени 

AtBGLU20, AtBGLU21 и AtBGLU22 показују смањен ниво експресије у локалним и целим 

листовима клијанца у поређењу са интактним котиледонима. Смањење нивоа експресије 

AtBGLU11 и AtBGLU46 гена уочено је 24 h након излагања стресу. Физиолошка суша 

изазвана додавањем полиетиленгликола у подлогу такође доводи до опадања нивоа 
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експресије појединих гена који кодирају за ензим β-глукозидазу код врсте A. thaliana (Cao и 

сар., 2017). Експресија гена за β-глукозидазу Os1BGlu4 опада након повреде листова Oryza 

sativa (Rouyi и сар., 2014), док ген за β-глукозидазу код врсте Lamium galeobdolon, LgGLU2, 

након повреде не показује промене у експресији, иако је показано да ефикасно хидролизује 

супстрат олеуропеин (Hannemann и сар., 2018). 

Сви наведени резултати указују на битну улогу β-глукозидаза у одбрамбеном одговору 

кичице на стрес изазван повређивањем и наводе на претпоставку да су ови хидролитички 

ензими такође укључени у одговор биљке на друге врсте стимулуса из спољашње средине 

(напад патогена, хербивора, и сл.). 

 

5.5. Карактеризација ензима β-глукозидазе код врсте C. еrythraea 
 

Један од битних корака у савременим истраживањима која се баве продукцијом 

специјализованих метаболита из обновљивих извора представља изолација и функционална 

карактеризација гена укључених у њихов метаболизам, као и примена генетичког 

инжењеринга. Познавање одређеног биосинтетског пута, као и механизама његове 

регулације под утицајем различитих ендогених и егзогених фактора, представља битан 

предуслов за подстицање продукције биоактивног једињења од интереса и усмеравање 

метаболичког флукса у жељеном правцу. Подједнако је важно расветлити/дефинисати све 

факторе који учествују у катаболизму ових једињења пошто садржај биоактивних једињења 

у биљци у различитим ткивима и органима током онтогеније и у променљивим условима 

спољашње средине зависи од баланса између њихове производње и разградње. Због тога је 

један од циљева ове докторске дисертације био идентификација гена и ензима који су 

укључени у катаболизам секоиридоидних глукозида код кичице, а први корак у овом процесу 

катализује ензим -глукозидаза. 

Коришћењем података о транскриптому листова кичице конструисани су прајмери који 

су омогућили изолацију пуне дужине гена који кодира за β-глукозидазу, а за који је 

претпостављено да може имати високу специфичност ка секоиридоидним глукозидима као 

супстрату. Ген је клониран у pTZ57R/T вектор након чега је секвенцирањем проверена 

исправност клонирања. На основу добијених података установљено је да постоје два гена 

кандидата за β-глукозидазу која се разликују у 12 нуклеотида, а који су означени као 

CeBGLU1 и CeBGLU2. На аминокиселинском нивоу говоримо о разлици између две форме 

ензима од свега 4 аминокиселине. 

Упоређивањем секвенци већег броја β-глукозидаза окарактерисаних из различитих 

биљних врста и конструисањем филогенетског стабла уочено је да се CeBGLU1 и CeBGLU2 

групишу по сличности са β-глукозидазама укљученим у метаболизам монотерпеноидних 

једињења код појединих припадника породице Apocynaceae, односно код врста R. serpentina 

и C. roseus. Од универзалног прекурсора СЛОГ синтетишу се секоиридоди и MIA код многих 

биљних врста. Код врста C. roseus и R. serpentina се у путу низводно од СЛОГ синтетише 

стриктозидин-прекурсор многих MIA, док се код врсте C. erythraea ова грана наставља ка 

биосинтези секоиридоидних глукозида СВ, СВМ и ГП и других мање заступљених једињења 

ове групе. Глукозиди који настају у метаболичком путу MIA код врста C. roseus и R. 

serpentina а налазе се низводно од СЛОГ, као што су стриктозидин и раукафрицин, подлежу 

деловању ензима β-глукозидазе (Barleben и сар., 2007; Xia и сар., 2012). На основу 

аминокиселинске секвенце протеина CeBGLU1 и CeBGLU2, филогенетске анализе, као и 

поређења секвенци са β-глукозидазама других биљних врста, идентификован је мотив 
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одговоран за каталитичку активност фамилије глукозидних хидролаза 1 (Warzecha и сар., 

2000). Ова аминокиселинска секвенца: изолеуцин/валин (Ile/Val) - треонин (Thr) - 

глутаминска киселина (Glu) - аспарагин (Asn) - глицин (Gly) се налази на позицијама од 418 

до 422 аминокиселинског ланца. Glu на позицији 207 ензима стриктозидин-β-глукозидазе код 

врсте R. serpentinа је донор протона који омогућава нуклеофилни напад Glu (на позицији 

416) на C1 угљеников атом супстрата (Barleben и сар., 2007). Обе аминокиселине су 

одговорне за хидролизу глукозидне везе супстрата, а у случају замене ових аминокиселина 

ензим стриктозидин-β-глукозидаза губи хидролитичку активност. Ензими CeBGLU1 и 

CeBGLU2 поседују Glu на позицијама 186 и 420. Хистидин (His) на позицији 161 

стриктозидин-β-глукозидазе везује глукозидни део молекула супстрата и стабилизује 

прелазно стање током хидролизе (Barrett и сар., 1995). His се код изолованих протеина 

CeBGLU1 и CeBGLU2 налази на позицији 141. Рекомбинантни протеини (CeBGLU1 и 

CeBGLU2) показују највећи степен хомологије са раукафрицин-О-β-D-глукозидазом врсте R. 

serpentinа (сличност аминокиселинске секвенце је већа од 65%). Триптофан (Trp) на 

позицији 392 раукафрицин-О-β-D-глукозидазе одређује облик везивног места за супстрат 

раукафрицин, док серин (Ser) на позицији 390 обезбеђује конформацију Trp која омогућава 

да овај ензим катализује и реакцију хидролизе стриктозидина (Xia и сар., 2012). Са друге 

стране, стриктозидин-β-глукозидаза исте биљне врсте не може да хидролизује глукозидну 

везу молекула раукафрицина уколико је Ser на позицији 386 замењен Gly. У том случају Trp 

интерагује са фенилаланином (Phe) на позицији 485, при чему настаје место за које може да 

се веже стриктозидин, али не и раукафрицин. Пречишћени ензими CeBGLU1 и CeBGLU2, 

као и раукафрицин-О-β-D-глукозидаза, поседују Ser на позицији 390. 

Утврђивање сличности на нивоу аминокиселинских секвенци пречишћених ензима 

CeBGLU1 и CeBGLU2 са осталим биљним β-глукозидазама представља почетни корак у 

додели релевантне функције ензиму. Наредни корак подразумева производњу довољне 

количине ензима да би се његова функција испитала, што је постигнуто методом хетерологе 

експресије гена кандидата за β-глукозидазу кичице у организму домаћину (бактерија E.coli). 

Након изолације ензима синтетисаног у организму домаћину протеин је коришћен у 

реакцијама са потенцијалним супстратима, односно глукозидима који поседују β-D-

глукозидне везе. Традиционални приступ додељивања функције одређеном ензиму се 

заснива на реакцији ензима са специфичним супстратом (Ketudat Cairns и сар., 2015) која се 

изводи у условима in vitro. Ензими β-глукозидазе се сматрају „промискуитетним“ ензимима 

имајући у виду чињеницу да катализују реакцију хидролизе β-D-глукозидне везе једињења из 

различитих класа специјализованих метаболита. Ова чињеница отежава одређивање 

специфичности за супстрат и доделу релевантне биолошке функције овим ензимима. 

Синтетички супстрати који су комерцијално доступни, као што су 4-нитрофенил-β-D-

галактопиранозид, 4-нитрофенил-β-D-тиоглукозид и 4-нитрофенил-β-D-глукопиранозид 

(pNPG), су најчешће коришћени супстрати за потврду фунције β-глукозидазе (Czjzek и сар., 

2000; Geerlings и сар., 2000; Warzecha и сар., 2000; Morant и сар., 2008; Shaik и сар., 2013; 

Tiwari и Verma, 2016). Хетерологи ензими бројних биљних врста су показали хидролитичку 

активност у реакцији са pNPG. Ензими изоловани из врсте Lamium galeobdolon (LgGLU2 и 

LgGLU4) хидролизују pNPG, али се ефикасност два ензима у тој реакцији разликује 

(Hannemann и сар., 2018). Пречишћене β-глукозидазе врсте Lotus japonicus (LjBGD2 и 

LjBGD4) такође хидролизују pNPG, али показују већи афинитет према супстратима које 

синтетише сама биљка, као што су пруназин, лотаустралин и родиоцијанозид (Morant и сар., 

2008). Познато је, такође, да β-глукозидазе неких биљних врста нису увек ефикасне у 

реакцији са комерцијалним супстратом. Тако β-глукозидаза OeGLU врсте Olea europaea не 

показује хидролитичку активност према тестираном супстрату pNPG, па јој је функција 

додељена на основу реакције у којој ефикасно хидролизује специфични супстрат 
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секоиридоид олеуропеин (Koudounas и сар., 2015). Такође, β-глукозидазе врсте A.thaliana 

(AtBGLU21, AtBGLU22 и AtBGLU23) хидролизују тропански алкалоид скополин, али не 

испољавају хидролитичку активност према комерцијалном супстрату (Ahn и сар., 2010). 

Током реакције CeBGLU1 и CeBGLU2 са супстратом pNPG долази до ослобађања 

хромофоре 4-нитрофенола што указује на хидролитичку активност пречишћених протеина у 

реакцији са комерцијалним супстратом. Слично као у случају β-глукозидаза врсте Lamium 

galeobdolon (LgGLU2 и LgGLU4) ефикасност хидролизе pNPG се разликује између два 

ензима, па CeBGLU2 испољава већи афинитет према комерцијалном супстрату pNPG у 

поређењу са CeBGLU1. 

За даље утврђивање функције β-глукозидаза изолованих из кичице (CeBGLU1 и 

CeBGLU2) коришћен је читав низ потенцијалних супстрата из група иридоида и фенола, а 

њихова квантификација је урађена методом течне хроматографије са UV и масеном 

детекцијом (UHPLC/DAD/()HESI–MS/MS). Због нестабилности продуката који настају након 

хидролизе секоиридоидних глукозида када се са молекула одстрани глукоза, хидролитичка 

активност ензима утврђена је на основу опадања количине супстрата у реакционој смеши. 

Испитана је такође хидролитичка способност изолованих ензима CeBGLU1 и CeBGLU2 на 

екстрактима кичице у којима је праћен садржај најзаступљенијих секоиридоидних глукозида 

СВ, СВМ и ГП пре и након ензиматске хидролизе. У реакцији са екстрактима кичице 

CeBGLU1 и CeBGLU2 хидролизују СВ, СВМ и ГП, при чему је CeBGLU2 у овој реакцији 

ефикаснији од CeBGLU1. Интересантно, међу анализираним дериватима СЛОГ најслабији 

афинитет у екстрактима кичице ови ензими (CeBGLU1 и CeBGLU2) испољавају према СВМ, 

који поседује бочну OH групу везану на позицији C5, а коју СВ и ГП не поседују. Исти 

афинитет према ова три супстрата показује и комерцијална -глукозидаза из бадема. 

Сличан резултат је добијен и у реакцији ензима са стандардом СВМ. У реакцији са 

CeBGLU1 не долази до значајне хидролизе овог једињења, док CeBGLU2 врши хидролизу 

више од половине СВМ доступног у рекационој смеши. Синтетисани ензими CeBGLU1 и 

CeBGLU2 са високом ефикасношћу хидролизују стандард ГП. Хидролиза СВ посредством 

CeBGLU1 није значајна у конкретним условима ензимске реакције. Међутим, CeBGLU2 

показује високу ефикасност у хидролизи сверозида. 

Ензим CeBGLU1 испољава хидролитички потенцијал према иридоидним глукозидима 

који се јављају узводно од СЛОГ у биосинтетском путу, посебно према ЛОГ, за разлику од 

CeBGLU2 који не хидролизује стандарде ДК и ЛОГ. Ни један од анализираних ензима није 

показао значајан афинитет ка СЛОГ и ДК као супстратима. Поред стандарда иридоидног 

порекла функција изолованих протеина испитана је и на доступним глукозидима фенолних 

једињења који се одликују присуством -глукозидне везе. Глукозиди фенолних једињења 

такође подлежу ензиматској хидролизи у реакцији у којој се ослобађају реактивни агликони 

(Lin и сар., 2006). У експерименту ензиматске хидролизе метанолних екстраката кичице 

помоћу комерцијалне -глукозидазе из бадема показано је да овај ензим хидролизује и нека 

фенолна једињења која су присутна у екстракту (глукозиди кверцетина и лутеолина). Због 

тога је испитан афинитет CeBGLU1 и CeBGLU2 за доступне стандарде фенолних глукозида 

изокверцетрина (кверцетин 3-О-глукозид), апигетрина (апигенин 7-О-глукозид) и витексина 

(апигенин 8-C-глукозид). Хидролитичка активност у реакцији са ИК, АП и ВТ зависи од 

врсте ензима ензима (CeBGLU1 или CeBGLU2), као и од супстрата. Готово тотална 

хидролиза АП забележена је у реакцији са CeBGLU1, док је у реакцији са CeBGLU2 

хидролиза у извесној мери слабија. Статистички значајно смањење ИК у реакцији са оба 

ензима није забележено, иако се може уочити тренд смањења. Ниједан од изолованих ензима 

није катализовао реакцију хидролизе ВТ. Из свега наведеног може се рећи да CeBGLU2 

показује високу специфичност ка секоиридоидним глукозидима као супстрату, а нарочито ка 
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ГП и СВ. Друга варијанта ензима, CeBGLU1, показује афинитет ка супстратима нешто ширег 

опсега, што укључује иридоид ЛОГ и глукозид апигенина (апигетрин). Овакви резултати 

нису изненађујући ако се узме у обзир чињеница да су β-глукозидазе „промискуитетни“ 

ензими који могу да хидролизују већи број супстрата. Специфична функција CeBGLU1 и 

CeBGLU2 одређена је на основу њиховог високог афинитета ка секоиридоидним 

глукозидима као супстратима. Треба имати у виду да предмет докторске дисертације није 

било испитивање кинетике ових ензима, па тако не треба искључити могућност да би у 

неким другим условима резултати ензимских реакција одступали од приказаних.  

Потврдом функције ензима изолованих из кичице (CeBGLU1 и CeBGLU2) створени су 

услови за детаљна истраживања функције ових ензима током одговора биљака на стрес 

изазван различитим абиотичким и биотичким факторима. Нарочито је занимљиво открити на 

који начин ови ензими учествују у модификацији метаболизма секоиридоидних глукозида 

услед напада патогена и хербивора који, осим што такође изазивају повреде ткива, учествују 

у хидролизи глукозилованих једињења сопственим -глукозидазама. 

Значај резултата ове докторске дисертације огледа се и у томе што су створени услови 

за метаболички инжењеринг и манипулације метаболичког пута секоиридоидних глукозида у 

циљу оптимизације производње ових битних биоактивних једињења. Једна од могућности 

јесте стишавање гена који кодирају за CeBGLU1 и CeBGLU2 у биљкама, чиме би био 

редукован катаболизам секоиридоидних глукозида и омогућена њихова појачана 

акумулација у биљкама. Појачаном експресијом неких од транскрипционих фактора који су у 

оквиру ове дисертације издвојени као битни у регулацији метаболизма секоиридоида може 

се постићи координисана индукција активности биосинтетских гена и самим тим појачати 

метаболички флукс. Комбинацијом различитих техника метаболичког инжењеринга и 

биотехнологије у будућности може бити постигнута одржива продукција секоиридоидних 

глукозида из обновљивих извора. 
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6. ЗАКЉУЧЦИ 
 

 Главни продукти специјализованог метаболизма кичице, секоиридоидни глукозиди, 

подлежу ензиматској хидролизи помоћу β-глукозидазе, при чему се ослобађају 

нестабилни агликони који се даље укључују у метаболичке процесе биљака. 

 Гљива Penicillium funiculosum ефикасно метаболише сублеталне концентрације 

секоиридоидних глукозида кичице (сверозид, сверцијамарин и генциопикрин) помоћу 

сопствених β-глукозидаза. 

 Ензиматска хидролиза екстраката кичице и секоиридоидних глукозида помоћу β-

глукозидазе делимично побољшава њихов антиоксидативни потенцијал, али не утиче 

значајно на антимикробно дејство. 

 Механичко повређивање листова кичице доводи до интензивније акумулације 

секоиридоида након 96 h што је резултат како повећане експресије већине 

биосинтетских гена (CeGPPS, CeGES, CeG8O, Ce8HGO, CeIS2, CeIO, Ce7DLGT, 

Ce7DLH2 и CeSLS) након 24 h, тако и снижене експресије гена за ензим -глукозидазу 

која катализује први корак њихове разградње. 

 Секологанин синтаза кичице (CeSLS) која катализује реакцију превођења логанина до 

секологанина, највероватније представља ензим са кључном улогом у регулацији 

протока метаболита кроз биосинтетски пут секоиридоидних глукозида. 

 Биосинтетски гени укључени у метаболизам секоиридоида су координисано 

експримирани током одговора листова на стрес механичким повређивањем и значајно 

корелисани са експресијом гена за транскрипциони фактор BIS1 (CeBIS1), што указује 

на регулацију биосинтетског пута секоиридоида на нивоу транскрипције под утицајем 

сигналног пута јасмонске киселине. 

 Из кичице су изоловане две изоформе ензима -глукозидазе (CeBGLU1 и CeBGLU2) 

које показују високу специфичност за секоиридоидне глукозиде као супстрат чиме је 

по први пут потврђена функција биљних -глукозидаза карактеристичних за ову 

групу једињења. 

 Хидролитичка функција ензима потврђена је њиховом хетерологом експресијом у 

организму домаћину (Escherichia coli), пречишћавањем рекомбинантних протеина и 

ензиматским тестовима изведеним у условима in vitro. Ова стратегија се показала као 

веома ефикасна приликом доделе функције генима који кодирају за β-глукозидазе 

кичице, а може послужити и у карактеризацији других гена биосинтетског пута 

секоиридоида. 

 Биосинтеза и акумулација секоиридоидних глукозида може бити подстакнута у 

експерименталним условима повређивањем ткива и применом елицитора метил 

јасмоната, што може бити примењено у пракси у циљу веће ефикасности производње 

ових значајних биоактивних једињења. 

 Метаболички инжењеринг који би укључио стишавање гена за -глукозидазе или 

појачану експресију транскрипционих фактора и биосинтетских гена може у 

будућности обезбедити одрживу производњу секоиридоидних глукозида и њихових 

деривата из обновљивих извора. 
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8. ПРИЛОГ 
 

 

1    M__A__I__L__K__R__S__G__R__I__V__P__S__G__A__S__M__I__S__R__G__D__F__P__A__D__F__V__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__W__D__T__F__T__H__R__R__P__ 

91    TCAGCGACTGCAGCTTACCAGGTGGAAGGAGGGGCGCGTGAGGGTGGGCGTGGCCCGAGTATATGGGACACTTTCACCCATAGACGACCT 

61    D__M__I__K__G__G__G__N__G__D__V__A__V__D__S__Y__H__L__Y__K__E__D__I__Q__L__L__K__N__I__G__ 

181    GACATGATAAAAGGAGGAGGCAATGGAGACGTGGCTGTTGATTCATATCATTTGTACAAGGAAGATATACAGTTATTGAAGAACATAGGT 

91    L__D__A__Y__R__L__S__I__S__W__S__R__V__L__P__G__G__N__L__T__G__G__V__N__K__E__G__I__D__Y__ 

271    TTAGATGCCTATCGTTTGTCGATATCATGGTCAAGGGTACTTCCAGGTGGAAACTTAACCGGTGGTGTCAACAAGGAAGGAATTGACTAC 

121    Y__N__S__L__I__D__D__L__L__A__N__G__I__Q__P__F__V__T__L__F__H__W__D__A__P__Q__A__L__E__D__ 

361    TACAACAGCCTAATTGATGACCTACTCGCTAATGGTATTCAACCGTTCGTTACTCTCTTCCATTGGGATGCTCCTCAAGCTTTAGAAGAT 

151    E__Y__G__G__F__L__S__P__R__I__V__D__D__F__R__Q__Y__V__E__L__C__F__W__E__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    A__L__L__Q__H__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    GCTCTTTTACAACACCGTCTTCGCTCAGCACCAAGCCGAACTTCTCCTTGGGGCCCTCATTGTAAAAGTAGCCACGGGAATCCTGGAACT 

241    E__P__Y__I__V__T__H__H__L__L__L__A__H__A__T__A__V__E__L__Y__R__N__K__F__Q__K__S__Q__G__G__ 

721    GAGCCCTATATTGTGACTCACCATCTGCTTTTAGCCCATGCAACCGCGGTCGAATTGTACAGAAACAAGTTCCAGAAATCCCAAGGAGGA 

271    S__I__G__I__T__L__I__S__Q__W__R__E__P__L__N__D__T__E__A__D__R__K__A__A__K__R__A__L__D__F__ 

811    AGTATTGGAATTACACTTATTTCTCAGTGGAGGGAGCCCTTAAATGATACTGAGGCAGATCGCAAGGCTGCGAAAAGAGCCTTAGATTTT 

301    M__F__G__W__Y__M__D__P__I__T__S__G__D__Y__P__E__S__M__K__E__L__V__G__S__R__L__P__K__F__S__ 

901    ATGTTTGGATGGTATATGGATCCCATAACGAGTGGTGATTATCCAGAGAGCATGAAGGAATTAGTTGGATCGCGTCTTCCAAAATTTTCA 

331    P__D__E__S__K__K__L__R__G__S__Y__D__F__L__G__L__N__Y__Y__T__G__T__Y__V__T__D__A__P__K__S__ 

991    CCTGACGAATCAAAGAAACTAAGAGGATCCTACGATTTTCTTGGATTGAATTACTACACTGGTACTTATGTGACTGATGCTCCTAAATCC 

361    T__G__E__M__L__S__Y__D__T__D__A__H__V__T__Y__T__Y__E__R__N__G__K__L__I__G__P__K__A__A__S__ 

1081    ACTGGAGAAATGTTAAGCTATGACACGGATGCTCATGTCACCTATACCTATGAACGTAATGGGAAATTAATTGGTCCGAAGGCTGCTTCG 

391    D__W__L__H__M__Y__P__E__G__M__Y__K__L__L__I__Y__T__K__N__T__Y__N__V__P__L__I__Y__I__T__E__ 

1171    GATTGGCTGCATATGTATCCAGAAGGAATGTACAAACTCCTAATTTACACAAAGAACACCTACAATGTTCCTCTGATTTATATCACAGAA 

421    N__G__V__D__E__V__N__N__T__S__L__T__L__S__E__A__R__Q__D__T__I__R__I__K__F__I__Q__D__H__L__ 

1261    AATGGGGTTGATGAAGTCAACAATACGAGTTTAACACTTTCTGAAGCTCGCCAGGATACCATTAGAATTAAATTTATTCAAGATCATCTT 

451    Y__N__L__L__R__A__M__K__E__G__V__N__V__K__G__Y__F__I__W__S__L__L__D__N__F__E__W__N__E__G__ 

1351    TATAATCTTCTACGAGCAATGAAAGAAGGGGTGAATGTAAAAGGTTATTTTATATGGTCATTGCTGGACAATTTTGAATGGAATGAAGGC 

481    Y__T__V__R__F__G__I__V__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__N__V__S__F__I__K__N__G__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 

 

Слика П1. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца гена CeBGLU1. Обележене аминокиселине се 

разликују између ензима CeBGLU1 и CeBGLU2. 

 

 

1    M__A__I__L__K__R__S__G__R__I__V__P__S__G__A__S__M__I__S__R__G__D__F__P__A__D__F__V__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__W__D__T__F__T__H__R__R__P__ 

91    TCAGCGACTGCAGCTTACCAGGTGGAAGGAGGGGCGCGTGAGGGTGGGCGTGGCCCGAGTATATGGGACACTTTCACCCATAGACGACCT 

61    D__M__I__K__G__G__G__N__G__D__V__A__V__D__S__Y__H__L__Y__K__E__D__I__Q__L__L__K__N__I__G__ 

181    GACATGATAAAAGGAGGAGGCAATGGAGACGTGGCTGTTGATTCATATCATTTGTACAAGGAAGATATACAGTTATTGAAGAACATAGGT 

91    L__D__A__Y__R__L__S__I__S__W__S__R__V__L__P__G__G__N__L__T__G__G__V__N__K__E__G__I__D__Y__ 

271    TTAGATGCCTATCGTTTGTCGATATCATGGTCAAGGGTACTTCCAGGTGGAAACTTAACCGGTGGTGTCAACAAGGAAGGAATTGACTAC 

121    Y__N__S__L__I__D__D__L__L__A__N__G__I__Q__P__F__V__T__L__F__H__W__D__A__P__Q__A__L__E__D__ 

361    TACAACAGCCTAATTGATGACCTACTCGCTAATGGTATTCAACCGTTCGTTACTCTCTTCCATTGGGATGCTCCTCAAGCTTTAGAAGAT 

151    E__Y__G__G__F__L__S__P__R__I__V__D__D__F__R__Q__Y__V__E__L__C__F__W__E__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    CACTGGATTACGCTGAATGAACCGTCTACATTTAGTGATGCTGGATATGCTTCAGGGGTATATGCTCCCGGTCGAGGGTCTACTTCCCCA 

211    D__L__L__Q__H__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__V__T__H__H__L__L__L__A__H__A__T__A__V__E__L__Y__R__N__K__F__Q__K__S__Q__G__G__ 

721    GAGCCCTATATTGTGACTCACCATCTGCTTTTAGCTCATGCAACCGCGGTCGAATTGTACAGAAACAAGTTCCAGAAATCCCAAGGAGGA 

271    S__I__G__I__T__L__I__C__Q__W__R__E__P__L__N__D__T__E__A__D__R__K__A__A__K__R__A__L__D__F__ 

811    AGTATTGGAATTACACTTATTTGTCAGTGGAGGGAGCCCTTAAATGATACTGAGGCAGATCGCAAGGCTGCGAAAAGAGCCTTAGATTTT 

301    M__F__G__W__Y__M__E__P__I__T__S__G__D__Y__P__E__S__M__K__E__L__V__G__S__R__L__P__K__F__S__ 

901    ATGTTTGGATGGTATATGGAGCCCATAACAAGTGGTGATTATCCAGAGAGCATGAAGGAATTAGTTGGATCGCGTCTTCCCAAATTTTCA 

331    P__E__E__S__K__K__L__R__G__S__Y__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__A__H__V__T__Y__T__Y__E__R__N__G__K__L__I__G__P__K__A__A__S__ 

1081    ACTGGAGAAATGTTAAGCTATGACACGGATGCTCATGTCACCTATACCTATGAACGTAATGGGAAATTAATTGGTCCGAAGGCTGCTTCG 

391    D__W__L__H__M__Y__P__E__G__M__Y__K__L__L__I__Y__T__K__N__T__Y__N__V__P__L__I__Y__I__T__E__ 

1171    GATTGGCTGCATATGTATCCAGAAGGAATGTACAAACTCCTAATTTACACAAAGAACACCTACAATGTTCCACTGATTTATATCACAGAA 

421    N__G__V__D__E__V__N__N__T__S__L__T__L__S__E__A__R__Q__D__T__I__R__I__K__F__I__Q__D__H__L__ 

1261    AATGGCGTTGATGAAGTCAACAATACGAGTTTAACACTTTCTGAAGCTCGTCAGGATACCATTAGAATTAAATTTATTCAAGATCATCTT 

451    Y__N__L__L__R__A__M__K__E__G__V__N__V__K__G__Y__F__I__W__S__L__L__D__N__F__E__W__N__E__G__ 

1351    TATAATCTTCTACGAGCAATGAAAGAAGGGGTGAATGTAAAAGGTTATTTTATATGGTCATTGCTGGACAATTTTGAATGGAATGAAGGC 

481    Y__T__V__R__F__G__I__V__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__N__V__S__F__I__K__N__G__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 

 

Слика П2. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца гена CeBGLU2. Обележене аминокиселине се 

разликују између ензима CeBGLU1 и CeBGLU2. 

 

 

 

Слика П3. Филогенетска анализа аминокиселинских секвенци ензима CeIS1 и CeIS2 која показује 

њихову повезаност са осталим познатим иридоид синтазама и прогестерон-5-β-редуктазама. 

Филогенетско стабло је конструисано коришћењем neighbor-joining методе CLC sequence viewer 8.0 

софтверског пакета. У Табели П3 прилога приказани су описи коришћених скраћеница за биљне 

врсте и приступни бројеви ензима у on line базама података. 
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Табела П1. Резултати факторијалне анализе варијансе (ANOVA) испитивања зависности између 

релативне експресије сваког од испитиваних гена (ΔΔCt вредност) у листовима C. erythraea након 

механичке повреде као зависне променљиве и времена након повреде, стања листа (ПЛ или ЦЛ) и 

њихове међусобне интеракције као категоричких независних променљивих. У циљу стабилизације 

варијансе зависних променљивих пре ANOVA извршена је Box-Cox трансформација. Статистички 

значајна разлика: * p < 0,05, ** p < 0,01 и *** p < 0,001 

Ген 
Box-Cox 

трансформација 
време стање 

време x 

стање 

CeGPPS log ***     

CeGES log ***     

CeG8O log ***     

Ce8HGO sqrt ***     

CeIS2 log ***     

CeIO   ***     

Ce7DLGT sqrt ***     

Ce7DLH2   ***     

CeSLS sqrt ***     

CeCOI1 sqrt ***     

CeJAZ1   *** ** * 

CeMYC2     *   

CeBIS1 1/sqrt ***     

CeJAM2   ***     

CeJAM3   **     

CeIS1   **     
 

Табела П2. Протеинске секвенце коришћене за филогенетске анализе ензима CeBGLU1 и CeBGLU2 и 

њихови приступни бројеви 

Скраћени 

назив 
Биљна врста Ензим 

Приступни 

број 

LlBGLU Laucaena leucocephala глукозилхидролаза 1 ABY48758.1 

LjBGLU Lotus japonicus бета-глукозидаза D2 ACD65510.1 

TrBGLU Trifolium repens цијаногена бета-глукозидаза ABV54716.1 

DcBGLU Dalbergia cochinchinensis далкохитин 8-О-бета-глукозидаза AAF04007.1 

GmBGLU Glycine max изофлавон бета-глукозидаза BAF34333.1 

PsBGLU Prunus serotina амигдалин хидролаза AAA93234.2 

PsBGLU2 Prunus serotina пруназин хидролаза AAF34650.1 

TcBGLu Theobroma cacao бета-глукозидаза 17 EOY32501.1 

RhBGLU Rosa hybrid cultivar бета-глукозидаза BAG13451.1 

VvBGLU Vitis vinifera бета-глукозидаза 12 RVW48669.1 

PaBGLU Populus alba бета-глукозидаза TKR79480.1 

CsBGLU Cheilocostus speciosus фуростанол глукозид 26-О-бетаглукозидаза BAA11831.1 

MnBGLU Morus notabilis бета-глукозидаза 12 EXB28969.1 

CsBGLU Camellia sinensis бета-примеверозидаза BAC78656.1 
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VfBGLU Viburnum furcatum фуркатин хидролаза BAD14925.1 

MeBGLU Manihot esculenta линамараза AAB22162.1 

VsnBGLU Vicia sativa subsp. nigra вицианин хидролаза ABD03937.1 

DlBGLU Digitalis lanata карденолид-16-О-глукохидролаза CAB38854.2 

OeBGLU Olea europea subsp. Europea бета глукозидаза AAL93619.1 

RsBGLU1 Rauvolfia serpentina стриктозидин-О-бета-D-глукозидаза CAC83098.1 

RvBGLU Rauvolfia verticilata стриктозидин-бета-D-глукозидаза AFI71457.1 

CrBGLU Catharanthus roseus стриктозидин бета-глукозидаза AAF28800.1 

RsBGLU2 Rauvolfia serpentina рауцафрицин-О-бета-D-глукозидаза AAF03675.1 

RsBGLU Raphanus sativus мирозиназа BAB17226.1 

SaBGLU Sinapis alba тиоглукозид глукохидролаза (мирозиназа) CAA42534.1 

CsBGLU Crocus sativus бета-глукозидаза 12 AQP26338.1 

AsBGLU Avena sativa бета-D-глукозидаза CAA55196.1 

TaBGLU Triticum aestivum бета-глукозидаза BAE92259.1 

ZmBGLU1 Zea mays прекурсор бета-D-глукозидаза AAD03266.1 

ZmBGLU2 Zea mays бета-D-глукозидаза AAB03266.1 

ZmBGLU Zea mays бета-глукозидаза CAA52293.1 

McBGLU Macleaya cordata глукозидна хидролаза OVA10570.1 

PcBGLU Pinus contorta бета-глукозидаза AAC69619.1 

HvBGLU Hordeum vulgare бета-глукозидаза AAA87339.1 

AtBGLU Arabidopsis thaliana бета-глукозидаза AAM61427.1 

VuBGLU Vigna unguiculata бета-глукозидаза QCD92277.1 

CcBGLU Capsicum chinense бета-глукозидаза 43 PHU09711.1 

SlBGLU Solanum lycopersicum бета-манозидаза AAL37714.1 

SsBGLU Salvia splendens бета-глукозидаза TEY39922.1 

LgBGLU Lamium galeobdolon бета-глукозидаза 3 AYK02733.1 

SaBGLU Striga asiatica бета-глукозидаза GER32887.1 
 

Табела П3. Протеинске секвенце коришћене за филогенетске анализе ензима CeIS1 и CeIS2 и њихови 

приступни бројеви 

Скраћени 

назив 
Биљна врста Ензим 

Приступни 

број 

OeIS Olea europea иридоид синтаза ALV83438.1 

DlP5BR1 Digitalis lanata  прогестерон-5-β-редуктаза ADL28122.1 

CrP5BR4 Catharantus roseus  прогестерон-5-β-редуктаза 4 AIW09146.1 

DpP5BR2 Digitalis purpurea  прогестерон-5-β-редуктаза ACZ66261.1 

DlP5BR2 Digitalis lanata  прогестерон-5-β-редуктаза AIF73578.1 

LjIS Lonicera japonica иридоид синтаза AMB61048.1 

CrIS Catharantus roseus  иридоид синтаза AFW98981.1 

GrIS1 Gentiana rigescens  иридоид синтаза 1 AKI87774.1 

GrIS2 Gentiana rigescens  иридоид синтаза 2 AKI87775.1 
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