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Odlukom Nastavno-nau¢nog vijeca Prirodno-matemati¢kog fakulteta Univerziteta u Banjoj
Luci sa 166. sjednice odrZane 30. juna 2015. godine, broj 19/3.1678/15, a na osnovu &lana
149. Zakona o visokom obrazovanju imenovana je Komisija za ocjenu podobnosti teme za
izradu doktorske teze pod naslovom

-Kvalitativno i kvantitativno odredivanje melatonina i moguéih funkeija u prisustvu
teSkih metala u biljnim organima Melissa officinalis L. i Valeriana officinalis L.”.

i uslova kandidata mr Elvise Hodzi¢ za njenu izradu, u sljede¢em sastavu:
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2. Dr Semira Galijadevi¢, vanredni profesor, uza nau¢na oblast Opita hemija,
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nauéna oblast Medicinska hemija i biohemija, Sarajevo School of Science and
technology, Medical School, mentor, ¢lan,
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Cacrar KoMucHje ca Ha3HaKOM HMEHA H NPe3MMeHa CBAKOT YNaHa, 3BAME, HAZHE YAKE HayuHe of1acTH 3a
KOjy je H3abpan Y 3parbe, Ha3uB YHHBEP3UTeTa W QaKy/ITeTa ¥ KojeM je “laH KOMHCH]e CTAnHO 3anocieH.

1. BHOT'PA®CKH NOJALH, HAYUHA U CTPYUHA JJEJATHOCT
KAHIUIATA

Mr Elvisa HodzZi¢, rod. Civi¢, rodena je 31. januara 1984. godine u Bihacu, Bosna i
Hercegovina. Osnovnu i srednju $kolu zavrdila je u Cazinu, gdje je i stalno nastanjena.
Maturirala je 2002. godine odli¢nim uspjehom. Biotehnicki fakultet u Bihacu, smjer
Prehrambena tehnologija, upisala je skolske 2002/2003. godine, a diplomski rad odbranila
09. jula 2007. godine. Iste godine je upisala postdiplomski studij na Prirodno-




matematickom fakultetu u Sarajevu. Magistarski rad pod nazivom , Mehanisticke i
kompjuterske studije reaktivnosti laktoperoksidaznog sistema™ je odbranila 03. jula 2012.
godine. Od 2008. do 2012. godine bila je zaposlena kao asistent na Biotehni¢kom fakultetu
Univerziteta u Bihaéu, a 2012, godine je izabrana u zvanje vileg asistenta za oblast
Analiticka hemija. Govori engleski i njemacki jezik. Udata je i majka jedne kéerke.
Ucestvovala je kao saradnik u izradi ¢etiri nau¢no-istrazivacka projekta:

1. Razvoj QSPR modela za predvidanje rastvorljivosti, pKa i apsorpcije lijekova i
srodnih komponenti, Federalno ministarstvo obrazovanja i nauke BiH, 2009 - 2010,

2. Inhibicija laktoperoksidaznog sistema: reakcioni mehanizam i struktura aktivnog

metalnog centra enzima, Federalno ministarstvo obrazovanja i nauke BiH, 2011 -

2012,

Kompjutersko dizajniranje novih antikancerskih lijekova - inhibitora protein

kinaza, Federalno ministarstvo obrazovanja i nauke BiH, 2012-2013.

4. Uspostavljanje kapaciteta selekcije otpada, Federalno ministarstvo okolisa i
turizma. Podrska dizanja svijesti u okolisu u Federaciji BiH, Program 3. 2013.
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a) Znacaj istraZivanja

Melatonin je neurohormon koji u¢estvuje u nekoliko fizioloskih procesa u biljkama,
gdje djeluje kao cirkadijarni regulator, regulator rasta i zaStitnik ¢elija. ViSestruka uloga
melatonina u Zivom svijetu, kao i njegove moguée i jo§ neotkrivene uloge u biljnom
svijetu, razlog su predloZenog istraZivanja, koje ima za cilj da detektuje odnosno
identifikuje, kvantifikuje i dodatno razjasni ulogu melatonina,

Cilj istrazivanja je identifikovati melatonin u razli¢itim dijelovima predlozenih
biljaka, u zavisnosti od uslova rasta, te utvrditi moguée interakcije melatonina sa
odabranim teskim metalima, sa kojima melatonin gradi odgovarajuée komplekse.

b) Pregled istraZivanja

Melatonin je po hemijskom sastavu N-acetil-5-metoksitriptamin hormon, sa brojnim
fizioloskim ulogama kao 3to su kontrola raspoloZenja, sna i tjelesne temperature, kao i
ulogu u fiziologiji mreznice i sezonskoj reprodukeiji. Melatonin je, takode, ukljuen i u
brojne ¢elijske aktivnosti djelovanja, gdje kao antioksidans djeluje protiv slobodnih
radikala (Tan et al, 2010; Reiter et al, 2001).

U hemijskom smislu, melatonin (V-acetil-5-metoksitriptamin) je indolna komponenta
dobijena iz serotonina (5-hidroksitriptamin). Oba biogena amina se sintetiu polaze¢i od
aminokiseline triptofana u metabolititkim rekacijama zastupljenim kod sisara. Smatra se
da je melatonin pet puta aktivniji od glutationa prema hidroksilnim slobodnim radikalima
(Arnao, 2014). Za antioksidativu aktivnost melatonina najvaznije su dvije metoksi-grupe
na polozaju 5 indolnog prstena i bo¢na acetil-grupa, pri ¢emu melatonin donira elektron
hidroksilnom radikalu uz nastanak indolil-kation-radikala, koji neutralizuje superoksid-
radikal. Zastitno djelovanje melatonina protiv oksidativnog stresa uzrokovanog metalima
prikazano je u istraZivanjima in vivo i in vitro, Osim kod sisara melatonin je prisutan i u
nekim mikroorganizmima i biljkama.

Podaci iz literature pokazuju da se regulacioni mehanizam melatonina kod sisara i

biljaka razlikuje. Kod sisara, izlozenost svjetlu uniformno smanjuje produkciju melatonina,
dok kod nekih biljaka izloZzenost svjetlu naglo poveéava koncentraciju melatonina.
U biljnim vrstama auksin, indolil-3-siréetna kiselina. ima neke sli¢nosti sa melatoninom.
jer oba indolna jedinjenja imaju zajednicki biosintetski put preko triptofana (Arnao, 2014).
Prvi dokaz o prisustvu melatonina u biljkama pojavio se 1995. godine (Dubbels et al..
1995; Hattori et al., 1995), a u narednim godinama melantonin je otkriven u korijenu,
listovima, plodovima, cvijetu i sjemenu velikog broja biljnih vrsta (povrée, Zitarice, voce,
lickovito bilje) (Paredes et al., 2009; Reiter et al., 2007). U novije vrijeme se vréi
ciljana genetska modifikacija nekih vrsta biljaka za proizvodnju veée koli¢ine melatonina
(Park et al, 2013 a, b). Pretpostavlja se da fitomelatonin moZe posluziti kao regulator
fotoperiodi¢nog i cirkadijurnog ritma (Kolar, Machackova, 2005), isto kao i univerzalni
antioksidans upravo zbog svoje Siroke rasprostranjenosti u gljivicama, algama,
bakterijama, Zivotinjama i biljkama (Galano et al., 2011; Tan et al., 2012). Cinjenica da je
melatonin dokazano jak antioksidans u Zivotinjskim ¢elijama navela je istrazivaée na
zakljuéak da ova molekula djeluje sliéno i u biljnom svijetu (Van Tassel, O'Neill. 2001).
Istrazivanja su pokazala da melatonin igra vaznu ulogu u mnogim funkcijama biljaka
ukljuéujuéi regulaciju mitoze, odgadanju indukcije cvijeta, zatim u regeneraciji i rastu
korijena, te u zadtiti od stresa uzrokovanog hladno¢om, salinitetom i toksicnim jonima
bakra.

Prvi pravi izazov u kvantifikaciji fitomelatonina je pravilna ekstrakcija iz biljnog
ekstrakta. Jedan od problema u pouzdanom mierenju fitomelatonina, koji spominju brojni




autori jesu poteSkoce u ekstrakeiji (Cao et al., 2006).

Melatonin se obiéno ekstrahuje iz materijala tretiranog te¢nim azotom razlic¢itim
organskim rastvaracima, najéedée metanolom, hloroformom ili etil-acetatom. Zbog
njegove amfifilnosti preporuduje se metoda direkine ekstrakcije (bez homogenizacije
svjezeg tkiva).

Podaci o sadrzaju melatonina u samoniklim biljakama jo3 uvijek su siromasni zbog
velike raznovrsnosti biljaka. Sadrzaj fitomelatonina se kreée od 6 pg/g u izbojcima
Ipomoea nil L. do 34 pg/g u korijenu Glyeyrrhiza uralensis Fisch (razlika reda veliCine cak
od 10%). Ovakve velike razlike u sadrzaju fitomelatonina takoder su opisane i kod kineskog
ljekovitog bilja, u dijelu velike studije o 108 biljaka, gdje se nivo fitomelatonina krece u
rasponu od 12 ng/g u Gardenia jasminoides Ellis do 2,3 g/g u Viela Filipika Cav. (Chen et
al. 2003).

Istrazivanja melatonina uglavnom se izvode u sklopu istrazivanja antioksidansa
prisutnih u biljkama i biljnoj hrani. Razvoj novih metoda odredivanja antioksidativnog
djelovanja primjenjivih na razli¢ite vrste biljne hrane omoguéava utvrdivanje prisustva
metabolita koji imaju antioksidativna svojstva. kao §to su izmedu ostalih organske kiseline,
fenolne kiseline, flavonoidi (flavanoli, flavanoni i antocijanini), tokoferoli i karotinoidi.
uglavnom iz aminokiseline triptofana. Indolna jedinjenja su veoma raznolika i brojna u
mnogim biljkama, a u nekim sluéajevima se smatraju i ljekovitim. Najrasprostranjenije
indolno jedinjenje od posebnog znacaja je indolil-3-siréetna kiselina (tzv. IAA), koja u
biljkama, pored ostalih fizioloskih funkcija, djeluje kao promotor rasta.

U istrazivanju antioksidativnih svojstava razli¢itih indolnih jedinjenja je otkriveno da

melatonin ima visok antioksidativni kapacitet u poredenju sa uobitajenim antioksidansima,
kao $to su askorbinska kiselina ili troloks (sinteticki analog vitamina E). Nadeno je da
melatonin ima dvostruko vecu antioksidativnu aktivnost od askorbinske kiseline ili
troloksa, te priblizno dvostruko veéu aktivnost od drugih indolnih jedinjenja, kao $to su
indolil-3-sir¢etna kiselina kiselina, indol-3-metanol, indol-3-propionska Kkiselina, indol-3-
buterna kiselina i triptofan (Cano et al. 2003).
Uopéteno, bioloska aktivnost jedinjenja najviSe zavisi od njihove molekulske strukture.
Ako se poredi molekulska struktura melatonina i indolil-3-sir¢etne kiseline, moze se
zaklju¢iti da je u oba molekula prisutan indolni prsten, pri ¢emu se supstituent na prstenu
razlikuje.

U literaturi je navedeno da melatonin—indolamin, koga Iugi epifiza, vri antioksidativnu
aktivnost i pokazuje antiestrogena svojstva. Ove dvije karakteristike djelovanja melatonina
¢ine ovaj molekul potencijalnim zadtitnim sredstvom od oSteéenja nastalih djelovanjem
razli¢itih toksi¢nih sredstava, ukljucujuéi teSke metale kao Sto je kadmijum. IstraZivanja su
nedavno pokazala da melatonin: (a) suzbija estrogeno djelovanje kadmija u mlije¢nim
Zlijezdama i uterusu miseva; (b) inhibira Cd-induciranu proliferaciju MCF-7 ljudskih ¢elija
raka dojke, te (¢) smanjuje Cd-induciranu ekspresiju hTERT u MCF-7 celija (Martinez-
Campa et al. 2008). Takode, u istrazivanja zastitne uloge melatonina protiv kadmijuma je
pokazano da je melatonin malo, ali ne znacajno, smanjio indukovanu lipidnu peroksidaciju.
Na osnovu dobijene peroksidacije lipida je zakljuéeno da poveéanje koli¢ine melatonina
smanjuje toksi¢nost kadmijuma, barem $§to se tite dobivene peroksidacije lipida
(Karbownik et al. 2001).

Osim toga, smatra se da melatonin aktivira viSe razli¢itih antioksidativnih enzima,
ukljuéujuéi  glutation reduktaze, glutation peroksidaze i superoksid dismutaze,
omogucavajuéi brzo uklanjanje vodonik-peroksida iz kortikalnih ¢elija mozga Stakora i
poveéava proizvodnju enzima koji su ukljuéeni u sintezu glutationa, te sprijecava
smanjenje fluidnosti membrane uzrokovane peroksidacijom lipida, i tako, uSestvuje u




aktivnosti protiv slobodnih radikala (Garcia et al. 1997).

Takode, istrazivanja su pokazala da je antioksidativna aktivnost melatonina zatitni faktor
prema karcinogenezi, neurodegeneraciji i starenju (Melchiorri et al. 1995), iako su
sveobuhvatna istrazivanja u ovoj oblasti nova i nepotpuna.
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c¢) Radna hipoteza sa ciljem istrazivanja

Zastitno djelovanje melatonina dokazano je u Zivotinjskom svijetu, $to ukazuje na




njegovo moguce sli¢no djelovanje i u bilinom svijetu. Ovaj neurohormon je identificiran u
brojnim biljkama, ukljucujuéi i jestive sorte, ali njegova uloga jo§ uvijek nije dobro
razjasnjena.

U okviru ovog rada bice provedeno istraZivanje distribuciji melatonina unutar biljke, za
koju se oekuju velike varijacije tokom sezone uzgoja. Cilj istraZivanje je odredivanje
sadrzaju i potencijalne uloge melatonina u biljkama Melissa officinalis L. i Valeriana
officinalis L. S obzirom da je utvrdeno da razvoj korijena, mitoza i formiranje mitotitkog
vretena zavisi od koncentracije melatonina u biljkama, smatra se da melatonin moze
posluziti kao potencijalni regulator biljnog rasta i razvoja (Murch i Saxena 2002).

Takode, poznato je da je melatonin hormon koji pomaze u regulisanju ciklusa spavanja i

budnosti. Klini¢ki je dokazano da nedostatak melatonina dovodi do poremecaja sna.
Uticaj svjetlosti na ciklus melatonina u biljkama nije dovoljno istrazen. Postoje rijetki
podaci o povec¢anoj proizvodnji melatonina u prisustvu svjetlosti, te zakljuéci o melatoninu
kao fotoprotetkivnoj molekuli u biljkama. Na osnovu toga mozZe se pretpostaviti da ce
koncentracija melatonina znadajno varirati tokom 24 sata u zavisnosti od koli¢ine
svjetlosti, ali i od vrste ispitivane biljke.

Jedan od ciljeva ovog istraZivanja je moguéa primjena melatonina kao zastitnog sredstva
protiv abiotskog stresa. Dokazano je da tretiranje hemijskim agensima, kao §to su vodonik-
peroksid, natrijum-hlorid i cink-sulfat, stimulife endogeni nivo melatonina u korijenu
Jema u zavisnosti od vremena izlaganja i koncentracije primjenjenog agensa, §to igra
zna¢ajnu ulogu u antioksidativnoj odbrani protiv hemijski indukovanog stresa. Uzimajuéi u
obzir sve navedeno, bice ispitana interakcija melatonina sa pojedinim teikim metalima, te
¢e se istraziti moguéa odbrambena svojstva melatonina, kao i moguée inhibitorno
djelovanje teskih metala na aktivnost melatonina u regulaciji rasta biljke. Odekuje se da
melatonin mozZe, pored antiksidativne uloge, stvarati komplekse sa metalima i na taj nacin
imati zastitnu ulogu.

d) Materijal i metode rada

Biljke su odabrane na osnovu iskustava o njihovoj djelotvornosti u lije¢enju neuroloskih
poremecaja i dokazanog prisustva indolamin neurohormona. Sjeme odoljena (Valeriana
officinalis L.) i matiénjaka (Melissa officinalis L.) biée nabavljeno od Semenarne
Ljubljana. Sjeme ¢e biti sterilisano rastvorom hlorovodoni¢ne kiseline, isprano tri puta
destilovanom vodom, te osueno na sobnoj temperaturi. Isklijale bilj¢ice, sa potpuno
razvijenim kotiledonima, sadi¢e sena na pripremljeno i u jesen obradeno zemljiste, prema
preporuci Stepanovica i saradnika (2001). Sadnja se se vrsiti ruéno na rastojanju od 30 em i
medurednom rastojanju od 30 cm. Gaji¢e se u prirodnim uslovima fotoperioda. Matiénjak
¢e se gnojiti stajnjakom neposredno prije prvog okopavanja i nakon prve Zetve, a odoljen
azotnim dubrivom odmah poslije nicanja.

Istrazivanje ¢e se provesti na podruéju opstine Cazin, a parcelice ¢e sadrzavati
l. sjeme netretirano melatoninom - kontrola;

sjeme netretirano melatoninom, ali tretirano jonima kadmijuma;

sjeme netretirano melatoninom, ali tretirano jonima cinka;

sjeme tretirano melatoninom;

sjeme tretirano melatoninom i jonima kadmijuma i

sjeme tretirano melatoninom i jonima cinka.

Ok w1

U stadijumu pred cvjetanje biljke uzorci korijena, lista i nadzemnog dijela biljke uzeti 2
sata nakon noc¢nog perioda, analiziraée se na sadrZaj melatonina. Uzorci lista ¢e se uzeti iz
zadnjeg potpuno razvijenog lista stabljike, a uzorci korijena ¢e se najprije dobro oprati




vodom i osusiti papirom kako bi se uklonila povriinska voda, te usitniti za daljnju analizu.
Pratice se uticaj melatonina na neke morfoloske karakteristike biljaka (rast biljke.
razvijenost korijena...). Takode, odrediée se i sadrzaj kadmijuma i cinka u navedenim
biljnim dijelovima kako bi se ustanovila njihova distribucija u biljei, kao i njihov uticaj na
sadrzaj melatonina.

- Hemikalije i reagensi: Melatonin. hloroform, etil-acetat, voda. acetonitril, metanol.
etanol, dimetilformamid (DMF), cink(II)sulfat, kadmijum(II)sulfat, hrom(Ill)hlorid, te
ostale neophodne hemikalije i soli nabavice se od firmi Sigma Aldrich i Sinex Banja Luka.

- Metode rada: Prije samog gajenja biljaka izvrSi¢e se analiza zemljista u cilju
utvrdivanja fizi¢ko-hemijskih osobina zemljista i sadrZaja odgovarajucih teskih metala,
Kvalitativno 1 kvanitativno odredivanje melatonina u pojedinim dijelovima ispitivanih
biljaka izvodiée ¢e se metodom teéno-maseno-masene hromatografije, LC/MS/MS
tehnikom elektron-spej jonizacije (ESI) na uredaju sa Bruker Amazon SL MS/MS
detektorom, koja se na osnovu literaturnih podataka pokazala kao najpouzdanija. Dobiveni
podaci ¢e se analizirati Compass Data Analysis softverom. Ekstrakeija melatonina ¢e se
vriti procesom direktne ekstrakcije uzorka, uz priguseno svjetlo. 1 g uzorka, usitnjenog na
manje dijelove (3-5 mm) staviée se u test-bo€ice u kojima se nalazi etil-acetat (3 mL).
Takvi uzorei bice ostavljeni preko noéi (15 h) na 4 °C u mraku uz mijesanje, nakon Cega se
centrifugiraju na 6000 obrtaja/min tokom 20 minuta. Supernatant ¢e se prenijeti u drugu
boéicu, a preostali biljni materijal isprati sa 0,5 mL etil-acetata, a zatim ¢e rastvara¢ bii
ukonjen do suha u vakuum susnici. Ostatak ¢e se rastvoriti u metanolu (0,5 mL), filtrirati i
analizirati LC/MS/MS tehnikom. Svi ekstrakti ¢e se ¢uvati u tamnim bocama, zasticeni od
svjetlosti. Isti postupak bi¢e primjenjen i na standardnim rastvorima melatonina razlicitih
koncentracija (0,01, 0,1 i 1 umol/dm®) kako bi se procijenio stepen analitickog odgovora
melatonina. U istu svrhu primijenice se i ultrazvuéni tretman, koji omoguéava vecu
efikasnost procesa ekstrakcije, a primijenjiva¢e se nakon ekstrakcije preko noéi, a prije
udaljavanja rastvaraca. L

Sadrzaj kadmijuma i cinka ¢e se odredivati metodom atomske apsorpcione
spetrofotometrije, pri ¢emu ¢e uzorei biti tretirani nitratnom kiselinom. Svi dobiveni
podaci za obe biljne vrste bi¢e statistidki analizirani (ANOVA) matematicko-statistickim
metodama koritenjem statistickih programa XLSTAT 2010 i PAST 2013. Rezultati ¢e biti
prikazani tabelarno i graficki.

¢) Naucni doprinos istraZivanja

U okiru doktorske disertacije pod naslovom ..Kvalitativno i kvantitativno odredivanje
melatonina i mogu¢ih funkcija u prisustvu teskih metala u biljnim organima Melissa
officinalis L. i Valeriana officinalis L.” planirano je izvodenje veoma aktuelnog i
znadajnog istrazivanja neurohormona u biljnom svijetu trenutno najsavremenijim
metodama analiticke hemije. Rezultati istrazivanja ¢e dati prikaz sadrzaja melatonina u
odabranim biljnim vrstama, kao i njegovu interakciju sa pojedinim teSkim metalima.
Moguénost primjene melatonina u fitoremedijacijske svrhe je jo§ jedan od mogucih
rezultata ove doktorske disertacije. Takode, bice ispitano i moguée nastajanje
odgovarajuéih kompleksa melatonina sa jonima kadmijuma i cinka.

a) 3Hauaj HCTpAXKHBAKLA,

6) llpernen HeTpamHBaba;

B] Panna XMnoTesa ca uHbeM HCTPpaXKHBAHA,
r) Marepujan u meton pana;

1) HayuHu 10NpHHOC HCTPAKHBAkbA,




3. OJEHA H IPHIEJLTOT

Kandidatkinja mr Elvisa HodZzi¢ je u toku izrade magistarskog rada savladala
osnovne metode planiranja i izvodenja eksperimenata. analize podataka. kao i izvodenja
zakljucaka na osnovu novih podataka. analize naucne literature i pisanja nautnog rada.
Pored ovoga. tema magistaskog rada je ukljucivala interakeije melatonina sa hemom, pa je
kandidatkinja imala priliku da sc¢ detaljno upozna sa nauénom literaturom iz ove oblasti,
fizickim i hemijskim osobinama, te reaktivnoi¢u melatonina. Specifi¢nost i svojstva
melatonina, dobro poznavanje aktuelne literature u ovoj oblasti i dosadadnja istraZivanja
kandidatkinje daju znaCajnu osnovu neophodnu za izvodenje eksperimentalnog dijela, kao
i dalji rad na disertaciji. Pored ovoga, kandidatkinja je objavila kao autor ili koautor 5
nautnih radova i 14 Konferencijskih saopstenja. od kojih je znatan broj iz oblasti
reaktivnosti melatonina ili srodnih oblasti. Predlozene metode istrazivanja su upravo one
koje mogu dati odgovor na pitanja koja se odnose na fiziologiju melatonina u prisustvu
teskih metala. Instrumentalna LC/MS/MS metoda je zahtjevna s obzirom na detekeiju
prisustva melatonina zbog moguceg nastajanja proizvoda njegovog katabolizma, ali je
trenutmo jedina prihvatljiva metoda koja za kvalitativno i kvantitativno odredivanje kako
samog melatonina, tako i proizvoda njegove degradacije.

Na osnovu svega izlozenog Komisija smatra da predlozeno istrazivanje zadovoljava
sve uslove Koji se o¢ekuju od doktorske teze 1 smatra da kandidatkinja mr Elvisa HodZié,
diplomirani inZinjer prehrambene tehnologije, magistar hemijskih nauka. ispunjava
sve Zakonom predvidenc uslove za prijavu i izradu doktorskog rada pod nazivom:
wKvalitativno i kvantitativno odredivanje melatonina i moguéih funkcija u prisustvu
teskih metala u biljnim organima Melissa officinalis L. i Valeriana officinalis L.”.
Komisija smatra da izradom ove doktorske disertacije postoje realni uslovi da se ocekivani
ciljevi ostvare i da se dode do originalnih nau¢nih rezultata.
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