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Halofitne biljne vrste — izolovanje i karakterizacija

sekundarnih metabolita

lzvod

Predmet proucavanja ove doktorske disertacije su sekundarni metaboliti halofita
(biljaka koje naseljavaju staniSta sa visokim sadrzajem soli). U Srbiji se zaslanjena
stani$ta uglavnom javljaju na teritoriji Vojvodine. U ovom radu izolovani su i hemijski
okarakterisani flavonoidni glikozidi i saponini iz halofitnih vrsta roda Atriplex (A.
littoralis, A. tatarica i A. prostrata) i odredena je njihova razlicita bioloska aktivnost.
Pored biljaka iz roda Atriplex ispitivana je halofitna biljna vrsta Artemisia santonicum iz
koje je izolovano etarsko ulje, odreden hemijski sastav 1 ispitana bioloska aktivnost.

Halofitne biljne vrste se u tradicionalnoj medicini koriste u brojne svrhe kao
antiseptici, diuretici, antiparazitici, antipiretici, purgativi, laksativi, za leCenje
dijabetesa, visokog krvnog pritiska, astme, gihta i reumatizma. Ekstrakti i jedinjenja
izolovana iz vrsta roda Atriplex pokazuju antioksidativnu, antimikrobnu, citotoksi¢nu,
antiparazitsku, i insekticidnu aktivnost. Etarska ulja vrsta roda Artemisia su pokazala
antioksidativnu, antibakterijsku, antifungalnu, antiparazitsku, hepatoprotektivnu,
neuroprotektivnu i antimalarijsku aktivnost.

Vrste roda Atriplex su bogat izvor sekundarnih metabolita prvenstveno
flavonoida, saponina i alkaloida. U okviru ove disertacije izolovano je i okarakterisano
ukupno 13 jedinjenja, od kojih je 7 novih prirodnih proizvoda (43-45, 51-54). 1z vrste A.
littoralis izolovano je 6 jedinjenja, Cetiri flavonoidna glikozida (43-46) i dva fenolna
jedinjenja (47, 48). 1z A. tatarica izolovano je 6 jedinjenja, tri flavonoidna glikozida
(49-51) i tri triterpenska saponina oleanolnog tipa (52-54). 1z etarskog ulja Artemisia

santonicum izolovan je oksigenovani monoterpen (55).



43: R1 = H; R2 = Glcp(2-1)-Rhap
44: R1 = Me; R2 = Glcp(2-1)-Rhap
45: R1 = Me; R2 = Glep(6-1)-Rhap

49: R=Glep(2-1)-Apif 52: R,=Arap(2-1)Galp(OSO;H), R,=Glepl, Ry=CHO
50: R=Glep(2-1)-Apif(5-O)-feruloyl 53: R,=Arap(2-1)Galp(OSO;H), R,=Glcpl, Ry=CH,OH
51: R=Glep(2-1)-GleAp(2-O)-feruloyl 54: R,=Arap(2-1)Galp(2-1)Glep2, R,=Glepl, Ry=CHO

Za jedinjenja koja su izolovana iz A. littoralis (43-48) ispitivan je protektivni
efekat na DNK humanih limfocita. Najjaci efekat smanjenja pojave mikronukleusa
pokazalo je jedinjenje 45. Antibakterijska aktivnost kao i odredivanje uticaja izolovanih
jedinjenja (49-54) na proces formiranja biofilma PAOI1 ispitivana su za jedinjenja koja
su izolovana iz A. tatarica. Najbolju aktivnost prema Micrococcus flavus i
Pseudomonas aeruginosa pokazalo je jedinjenje 51, dok je prema Listeria
monocytogenes i Escherichia coli najjacu aktivnost pokazalo jedinjenje 49. Izolovani
saponini (52-54) imaju viSe izrazenu aktivnost inhibicije formiranja biofilma od
izolovanih flavonoidnih glikozida (49-51). Najbolju anti-biofilm aktivnost pokazalo je
jedinjenje 52. Metoda bioautografije je koriS¢ena za odredivanje antibakterijske

aktivnosti frakcija koje su izolovane iz 4. prostrata. Aktivnost je ispitivana na cetiri



bakterijske vrste: E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes i M. flavus. Saponinske
frakcije su pokazale aktivnost prema svim bakterijskim sojevima, dok je flavonoidna
frakcija inhibirala dejstvo M. flavus. Za etarsko ulje i jedinjenje 55 ispitivana je
antibakterijska (mikrodiluciona i metoda bioautografije), antifungalna aktivnost i anti-
quorum sensing aktivnost (AQS). Od mehanizama koji su ukljuceni u anti-quorum
sensing ispitivani su uticaji ulja i jedinjenja 55 na proces formiranja biofilma, testovi
pokretljivosti (twitching i flagella test) i uticaj na inhibiciju sinteze piocijanina kod P.
aeruginosa PAOL. | izolovano etarsko ulje i jedinjenje 55 su pokazali efekte na sve
testirane mehanizme uklju¢ene u AQS aktivnost, a jedinjenje 55 je pokazalo jacu
antibakterijsku i antifungalnu aktivnost od etarskog ulja i komercijalnih antibiotika

(streptomicin i ampicilin) i antimikotika (bifonazol i ketokonazol).

Kljuéne re¢i: Halofite, Atriplex, Artemisia, flavonoidni glikozidi, saponini,
DNK protektivna aktivnost, antibakterijska, antifungalna, anti-quorum sensing

aktivnost.
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Halophytic plant species — isolation and characterization of

secondary metabolites

ABSTRACT

The subject of this doctoral dissertation are the secondary metabolites of
halophytes (plants wild growing at saline habitats). In Serbia such habitats are mainly
found in Vojvodina. Flavonoid glycosides and saponins from halophytic species
Atriplex (A. littoralis, A. tatarica and A. prostrata) were isolated, chemically
characterized and their various biological activities were determined. In addition, a
halophyte species from the genus Artemisia (A. santonicum) was examined. Its essential
oil was isolated, the chemical composition determined and various biological activities
of this were tested.

Several halophytic plant species are used in many traditional formulations as
antiseptics, diuretics, antiparasitics, antipyretics, purgatives, laxatives, for the treatment
of diabetes, high blood pressure, asthma, gout and rheumatism. Extracts and compounds
isolated from the genus Atriplex show antiparasitic, insecticidal, antimicrobial,
cytotoxic and antioxidant activity. Essential oils of the genus Artemisia have shown
antioxidant, antibacterial, antifungal, antiparasitic, hepatoprotective, neuroprotective
and antimalarial activity.

Atriplex species are a rich source of secondary metabolites, primarily flavonoids,
saponins and alkaloids. In this study, a total of 13 compounds were isolated and
characterized by means of spectroscopic techniques (1D and 2D NMR, IR and MS).
Among them seven (43-45, 51-54) were the new compounds. At the same time, in the
extract of A. littoralis, six compounds, four flavonoid glycosides (43-46) and two
phenolic compounds (47, 48) were identified. From A. tatarica six compounds, three
flavonoid glycosides (49-51) and three triterpene saponins of an oleanane type (52-54)
were isolated. An oxygenated monoterpene (55) was isolated from Artemisia

santonicum essential oil.
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A protective effect on human lymphocytes DNA was investigated for
compounds isolated from A. littoralis (43-48). The strongest effect of reducing the
occurrence of micronuclei was shown by flavonoid 45. Antibacterial activity as well as
the determination of the influence of compounds isolated from A. tatarica (49-54) on
the PAO1 biofilm formation process were examined. The best activity against
Micrococcus flavus and Pseudomonas aeruginosa showed compound 51, while against
Listeria monocytogenes and Escherichia coli the strongest activity was shown by
compound 49. Isolated saponins (52-54) exhibited a more pronounced biofilm inhibition
activity than flavonoid glycosides (49-51). The best anti-biofilm activity showed

compound 52. The bioautography method was used to determine the antibacterial



activity of the fractions isolated from A. prostrata. The activity was studied on four
bacterial strains: E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes and M. flavus. Saponin
fractions showed activity against all bacterial strains, while flavonoid fraction exhibited
antibacterial activity only against M. flavus. The essential oil of Artemisia santonicum
and its constituent 55 were tested for antibacterial (microdilution and bioautography),
antifungal and anti-quorum sensing (AQS) activity. Among the mechanisms involved in
AQS the effects of oil and compound 55 on the biofilm formation process, the mobility
tests (twitching and flagella test), and the effect on the inhibition of the pyocyanin
synthesis in P. aeruginosa PAO1 were examined. Both essential oil and the isolated
compound 55 showed effects on all tested mechanisms involved in AQS activity.
Compound 55 exhibited stronger antibacterial and antifungal activity than the essential
oil, commercial antibiotics (streptomycin and ampicillin) and antimycotics (bifonazole
and ketoconazole).

Key words: halophytes, Atriplex, Artemisia, flavonoid glycosides, saponins,

DNA protective activity, antibacterial, antifungal, anti-quorum sensing activity.
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Spisak simbola i skraéenica
TLC — (Thin Layer Chromatography) tankoslojna hromatografija
HPTLC — (High-performance Thin Layer Chromatography) visokoefikasna tankoslojna
hromatografija
UV/VIS — (Ultraviolet and Visible Spectroscopy) ultraljubicasta i vidljiva
spektroskopija
DAD - Diode Array Detection detekcija hizom dioda
IR — (Infrared Spectroscopy) infracrvena spektroskopija
'H NMR — (*H Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) *H nuklearno-magnetna
rezonantna spektroskopija
13C NMR — (*3C Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) **C nuklearno-magnetna
rezonantna spektroskopija
HSQC — Heteronuclear Single Quantum Coherence
HMBC — Heteronuclear Multiple Bond Coherence
NOESY - Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
ROESY — Rotating-frame Nuclear Overhauser Effect Correlation Spectroscopy
COSY - Correlated Spectroscopy
TOCSY - Total Correlated Spectroscopy
GC/FID — (Gas Chromatography/Flame lonization Detector) gasna hromatografija sa
plameno-jonizacionim detektorom
GC/MS — (Gas Chromatography/Mass Spectrometry) gasna hromatografija povezana sa
masenim spektrometrom
El — (Electron lonization) elektronska jonizacija
HPLC — (High Performance Liquid Chromatography) visokoefikasna te¢na
hromatografija
HRESIMS — (High Resolution ElectroSpray lonization Mass) elektrosprej masena
spektrometrija visoke rezolucije
Sn — hemijsko pomeranje u *H NMR spektru
dc — hemijsko pomeranje u **C NMR spektru
[M-H] - deprotonovani molekul dobijen odlaskom atoma vodonika
Jxy — konstanta sprezanja protona X sa protonom Y (u Hz)

[a]p — specifi¢na rotacija



A — polozaj dvostruke veze

Glcp — glukopiranozil grupa

Apif — apiofuranozil grupa

Fucp — fukopiranozil grupa

Xylp — ksilopiranozil grupa

Galp — galaktopiranozil grupa

GlcAp — glukuronopiranozil grupa

Rhap — ramnopiranozil grupa

Arap — arabinopiranozil grupa

Feruloyl — feruloil grupa

CDs30D - deuterisani metanol

CDCls — deuterisani hloroform

TMS — tetrametilsilan

BN — binuklearne ¢elije

MN — mikronukleus

CBMN - (Cytokinesis Block Micronucleus Assay) mikronukleusni test blokirane
citokineze

CBPI — (Cytokinesis Block Proliferation Index) proliferacioni indeks blokirane
citokineze

MMC — mitomicin C

PAO1 — Pseudomonas aeruginosa

CC — (column chromatography) gravitaciona hromatografija na koloni
A-549 — ¢elijska linija karcinoma pluca

DLD-1 — ¢elijska linija adenokarcinoma debelog creva
Caco-2 — ¢elijska linija adenokarcinoma debelog creva
HT-29 — ¢elijska linija adenokarcinoma debelog creva
HepG2 — ¢elijska linija humanog karcinoma jetre

HCT 116 — ¢elijska linija karcinoma debelog creva
AGS — ¢elijska linija karcinoma Zeluca

MCF-7 — ¢elijska linija karcinoma dojke

HT-1080 — ¢elijska linija fibrosarkoma

HK/68 — virus gripa tip HK/68



H1IN1 — virus gripa tip HIN1

AHL — N-acil-homoserinski laktoni

QS — Quorum Sensing

AQS — Anti-Quorum Sensing

MIK — Minimalna inhibitorna koncentracija
MBK — Minimalna baktericidna koncentracija

MFK — Minimalna fungicidna koncentracija



UvOD

Ova teza je uradena na Odeljenju za instrumentalnu analizu Centra za hemiju
IHTM i Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Predmet ove disertacije je
izolovanje i karakterizacija sekundarnih metabolita halofitnih biljnih vrsta roda Atriplex
(familija Amaranthaceae) i vrste roda Artemisia (familija Asteraceae), kao i ispitivanje
njihovih bioloskih aktivnosti. Iz roda Atriplex ispitivane su tri vrste: A. littoralis, A.
tatarica i A. prostrata, dok je iz roda Artemisia ispitivana jedna vrsta A. santonicum.
Cilj rada je bilo pronalazenje novih, bioloSki aktivnih, sekundarnih metabolita iz
halofita sa teritorije Srbije.

U OPSTEM DELU ovog rada opisane su glavne Karakteristike halofita,
klasifikacija, zastupljenost, specificni mehanizmi adaptacije ovih biljnih vrsta na stres
izazvan povecanom koli¢inom soli (stres soli). Takode je opisana tradicionalna upotreba
halofita, kao i najznac¢ajnija bioaktivna jedinjenja koja su prisutna u halofitama. Dalje su
dati su podaci o Amaranthaceae i Asteraceae familiji, o rodovima Atriplex i Artemisia i
botanicke karakteristike ispitivanih biljnih vrsta. Navedena su do sada izolovana
jedinjenja iz roda Atriplex, hemijski sastav i bioloske aktivnosti etarskih ulja iz
Artemisia vrsta, bioloSke aktivnosti: halofita, vrsta roda Atriplex, saponina oleanolnog
tipa i flavonoida patuletinskog i kvercetagetinskog tipa. Ukratko je opisan quorum
sensing mehanizam meducelijske komunikacije i neki od virulentnih faktora
Pseudomonas aeruginosa kao $to su formiranje biofilma, testovi pokretljivosti i
produkcija pigmenta piocijanina.

U delu NASI RADOVI opisan je postupak odredivanja strukture flavonoidnih
glikozida 1 saponina primenom spektroskopskih (UV, IR, 1D i 2D NMR) i
spektrometrijskih (HRESIMS) tehnika. Takode, opisano je i odredivanje hemijskog
sastava izolovanog ulja primenom GC/MS tehnike. Prikazani su rezultati bioloskih
testova izolovaih jedinjenja i etarskog ulja.

U EKSPERIMENTALNOM DELU date su informacije o instrumentima,
hemikalijama 1 tehnikama koje su koriS¢ene prilikom izolovanja, preciSCavanja
jedinjenja 1 ispitivanja bioloskih aktivnosti. Takode, dati su podaci o prikupljanju

biljnog materijala, kao i spektroskopski podaci za nova jedinjenja.



1. OPSTI DEO

1.1. Definicija i karakteristike halofita

Biljke koje naseljavaju staniSta sa visokim sadrzajem soli se nazivaju halofite.
Ovaj termin se odnosi, kako na biljke koje se javljaju na maritimnim zaslanjenim
staniStima, kao Sto su slane mocvare i1 delte i priobalje, tako 1 unutar kontinentalnih
zaslanjenih stani$ta (slane stepe, obale slanih jezera i drugo). Zaslanjena stanista, dakle,
nisu ograni¢ena samo na obale mora, ve¢ se mogu naci i na mnogim drugim suvim
mestima unutar kontinenta, kao $to su pustinje, polupustinje, stenovita podrucja i drugo.
Ovakav tip zemljiSta je zabeleZen u svim klimatskim podruc¢jima i na razli¢itim
nadmorskim visinama.! Prema podacima FAO (Land and Plant Nutrition Management
Service)? ukupna povriina U svetu koje zauzimaju slatine iznosi 397 x 10° ha.r U Srbiji
se ovakva staniSta javljaju na teritoriji Vojvodine, gde zauzimaju oko 150000 ha i u
malom procentu na jugu Srbije.® Prirodna (primarna) zaslanjenost poti¢e od akumulacije
rastvornih soli u zemljistu ili u podzemnim vodama usled spiranja sa roditeljskih
minerala, ¢ime se oslobadaju hloridi, sulfati, karbonati i bikarbonati natrijuma,
magnezijuma ili Kkalcijuma.* Pored primarne salinizacije, koris¢enjem razli¢itih
agrotehni¢kih mera, najée$¢e nepravilne irigacije! kao i usled prekomerne ispase,
kréenja Suma u umerenim 1 polusu$nim predelima i kontaminacije hemikalijama javlja
se i sekundarna salinizacija.® Usled Kklimatskih promena povriine sekundarno
zaslanjenih zemljista se godisnje poveéavaju za oko milion hektara.! Problem solima
naruSenih zemljiSta, odnosno zaslanjenih staniSta, postaje sve viSe izraZzen imaju¢i u
vidu klimatske promene, pre svega globalno zagrevanje, kao i primenu neadekvatnog
navodnjavanja useva. Sve ovo imace uticaja na smanjenje prinosa u poljoprivredi, ali 1
na povecanu distribuciju biljnih vrsta tolerantnih na soli, ¢ime ¢e njihova upotreba i
odrzivo koris¢enje biti sve vise aktuelno.

Postoje razli¢iti nacini prilagodavanja biljaka na zaslanjena stanista, odnosno
fenomen osmotskih 1 toksi¢nih efekata soli (najcesce soli natrijuma). Tako na primer,
biljke koje se javljaju na ovakvim staniStima tokom odredenog krac¢eg perioda, na
primer kiSne sezone, nazivaju se pseudohalofitama, jer one de facto izbegavaju stres
soli, tj. zavrSavaju svoj ciklus razvi¢a pre nego $to se soli koncentriSu u koli¢ini koja

narusava metabolicke 1 fizioloSke procese biljke. Za razliku od njih, euhalofite, ili prave



halofite, opstaju u uslovima visokih koncentracija soli u podlozi, a salinitet im je kao
ekoloski faktor i neophodan za njihovo potpuno razvi¢e. U mnogim slu¢ajevima, mogu
se naci predstavnici istih rodova, pa ¢ak i vrsta halofita u slanim predelima umerenog,
subtropskog i tropskog pojasa. Ovakva raspodela se objasnjava salinitetom kao glavnim
faktorom koji odreduje karakter stanista halofita.®

Halofite u veéini slucajeva, razvijaju plitki koren, ali se on moze viSe razviti i
razgranati u cilju boljeg ukorenjavanja u peskovitom tlu. Listovi, su uglavnom mesnati,
socni, smanjene veliCine 1 Cesto, po pomalo staklastog izgleda. Plodovi i semena su
uglavnom lagani, jer se raznose vetrom. Halofite odlikuje i visoka elasti¢nost ¢elijskih
zidova, razvijenost tkiva za skladistenje vode (hidrenhima), zbog razblazavanja
koncetrovanih soli u vakuolama, zatim mali odnos povrSina/zapremina listova, kao 1
relativno nizak sadrzaj hlorofila, §to je u vezi sa ¢injenicom da su mnoge halofite tzv.
C4 biljke — biljke kod kojih je prvi proizvod fiksacije ugljenika molekul sa Cetiri
ugljenikova atoma.®’

Povecana akumulacija natrijjuma ne narusava metabolizam 1 odvijanje
biohemijskih puteva u ¢elijama i tkivima ovih biljaka. Naprotiv, halofite rastu u
sredinama sa povecanom koncentracijom soli zato §to dobro podnose visoke
koncentarcije soli, za razliku od nehalofita, odnosno glikofita. Akumulacija soli kod
pravih halofita dalje dovodi do povecanja osmotskog pritiska u ¢elijama biljke, a samim
tim i do povecane apsorpcije vode a usled toga i karakteristi¢nog, ,,so¢nog™ izgleda
listova.5’

lako ove biljke Cesto rastu u predelima sa puno vode, one vodu ne mogu da
iskoriste usled previsoke koncentracije soli u zemljistu (,,fizioloska susa‘). Generalno,
biljke se ponasaju na razli¢ite nacine kada je visoka koncentracija soli u pitanju. Neke u
potpunosti izbegavaju, dok druge toleriSu zaslanjene podloge. Pored razlicitih
mehanizama otpornosti na soli kod halofita, kao §to su izbegavanje soli, akumulacija i
razblazivanje putem sukulentnosti, zatim retranslokacija i isklju¢ivanje soli nazad u
podlogu preko korena postoji i otpornost zahvaljujuéi razvijenim specijalnim
strukturama za izlucivanje soli, kao Sto su slane zlezde i slane dlake. Slana zemljiSta su
najcesce siromasna u nutritijentima kao §to su fosfor i azot, a bogata nekim jonima, kao
Sto su najpre natrujimovi, ¢esto i magnezijumovi joni, do granica toksi¢nosti. Zbog ovih

uslova je bitno da biljka ima razvijene razli¢ite mehanizme adaptacije. Novija



istrazivanja pokazuju da su kod halofita razvijeni vrlo slozeni i kompleksni mehanizmi
otpornosti (Slika 1), po¢ev od molekularnog nivoa, gde su odredeni geni evoluirali u
smeru kodiranja specificnih jonskih transportera na c¢elijskim membranama, Kao i
mehanizmi hvatanja slobodnih radikala i antioksidativnog stresa, produkcija specifi¢nih

sekundarnih metabolita i drugi.®*°

1.1.1. Klasifikacija halofita

S obzirom na opStu toleranciju na stres soli, sve biljke se mogu grubo podeliti u
dve glavne grupe:

a) halofite, koje mogu da izdrze ¢ak 20% soli u zemljistu i, u veéini slucajeva,
uspesno rastu u uslovima sa 2-6% solitti

b) nehalofite ili glikofite, biljke koje pokazuju razliit stepen ostecenja i
ograniden rast u prisustvu natrijumovih soli, obi¢no vige od 0,01%.*

Halofite se mogu klasifikovati na viSe nacina, ali je najznacajnija podela na
osnovu sadrzaja soli 1 na osnovu tipa staniSta. Na osnovu sadrzaja soli halofite se dele
na.

Mezohalofite - biljke na stanistima sa salinitetom od 0,5 do 1%
Mezoeuhalofite - biljke na stanistima sa salinitetom od 5% i vise
Euhalofite - biljke na stanistima sa salinitetom od 1 do 5%.%"

Na osnovu staniSta halofite se dele na:

Hidrohalofite - rastu na vlaznom, slanom zemljiStu kao §to su mocvare.

Kserohalofite - rastu na slanom zemlji$tu, ali uz ograni¢ene koli¢ine vode.'?

1.1.2. Zastupljenost halofita

Halofite predstavljaju oko 2% svih vaskularnih biljnih vrsta. Oko polovine
biljnih familija ima predstavnike halofita, a ove familije su polifileti¢kog porekla.
Najve¢i broj halofita je zastupljen u familiji Amranthaceae, podfamilija

Chenopodiaceae (Atriplex, Suaeda, Salsola, Camphorosma, Salicornia) koja sadrzi oko



550 halofitnih vrsta. Manje od 5% svih biljnih vrsta ¢ine halofite u familijama Poaceae,
Fabeaceae i Asteraceae. Pored navedenih, toleratne vrste se mogu naéi i u biljnim
familijama: Potamogetonaceae, Plumbaginaceae, Zygophyllaceae, Frankeniaceae,

Tamaricaceae i Rhizophoraceae.>*3

1.1.3. Podela zaslanjenih staniSta

U sus$nim i polususnim predelima godisnja koli¢ina padavina nije dovoljna za
ispiranje soli iz gornjih slojeva zemljista, pre svega zbog visokih stopa isparavanja i
gubitaka vode putem biljnog pokrivaca. Prema tome, svaka podzemna voda koja se
podiZe na povrsinu kapilarnim silama ili navodnjavanjem ¢e dovesti do akumulacije soli
u zemljiStu, jer prirodne vode sadrze razli¢ite koli¢ine rastvorljivih soli, najées¢e hloride
i sulfate.’* TaloZenje soli u zemljistu postepeno se poveéava usled procesa hidratacije,
hidrolize, oksidacije, redukcije, rastvaranja i karbonizacije.**

Prema Szabolcs (1989), glavni faktori koji utiCu na slano zemljiSte u susnim i
polusus$nim podrucjima su klima, efekti podzemnih voda, direktni efekti tla i procesi
njihovog formiranja.*®

Prema Pessarakli 1 Szabolcs (1994), slana tla mogu se podeliti u sledece
kategorije:

1. Slana tla u su$nim i polusu$nim oblastima sa visokim sadrzajem natrijumovih
soli (uglavnom natrijum-sulfat i natrijum-hlorid, pH neutralan);

2. Alkalna tla koja se javljaju u gotovo svim klimatskim podrué¢jima i formiraju
se zbog prisutnih elektrolita sposobnih za alkalnu hidrolizu (uglavnom natrijum-
karbonat i bikarbonat). Odlikuju ih visoka vrednost pH i visoki sadrzaj natrijuma;

3. Gipsana tla, koja sadrze kalcijum-sulfat kao dominantnu so;

4. Tla pod uticajem prisustva soli magnezijuma, tipicna za tla sa teSkom
teksturom susnih, polususnih i ¢ak poluvlaznih regiona, 1

5. Kiselinsko-sulfatna tla u plimnim povrsinama ¢ije se soli sastoje uglavnom od

aluminijum-sulfata i gvozde-sulfata.*®



1.1.4. Specifi¢ni mehanizmi adaptacije biljnih vrsta na stres uzrokovan pove¢anom
koncentracijom soli

Mehanizmi odgovora na stres uzrokovan pove¢anom koncentracijom soli su
veoma slozeni. Obligatne halofite (rastu isklju¢ivo na zaslanjenim staniStima) razvile su
mehanizme tolerancije uglavnom kroz sposobnost da akumuliraju soli u svojim
nadzemnim, fotosintetickim delovima. Mnoge fakultativne halofite (javljaju se kako na
slatinama tako i na nezaslanjenim stanistima) ve¢inom su razvile sistem za isklju¢ivanje
soli preko korena, kako bi se sprecio transport i akumulacija soli u izdancima.
Adaptacije biljaka izlozenih salinitetu zasnivaju se na postojanju jednog ili vise od
slede¢ih glavnih mehanizama:

1. Fenolosko izbegavanje koje se odnosi na biljke koje zavrSavaju ciklus rasta i
razvi¢a u najpovoljnijem periodu vegetacione sezone;

2. Izbegavanje soli putem isklju¢ivanja S$to se postize niskom propusnoscu
korena za odredene jone, posebno natrijuma;

3. Izbegavanje soli kroz izlu¢ivanje, koje zavisi od prisutnih specijalnih Zlezda i
mehurastih dlaka;

4. Razblazivanje visoke koncentracije soli u biljnim tkivima sopstvenom so¢nog
,,S0¢nos¢u‘ i rastom, koje je, izmedu ostalih stvari, povezano sa elasti¢noSc¢u celijskih
zidova, prisustvom krupnih vakuola i specifi¢nih transportera za jone na membranama
tonoplasta;

5. Biohemijska tolerancija kroz adaptaciju celijskin  organela i
makromolekularnih sistema na viSak soli;

6. Nutritivna tolerancija - sposobnost metabolicke upotrebe jona kalijuma i

kalcijuma u cilju ublazavanja neZeljenih efekata natrijumovih jona.*
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Slika 1. Mehanizmi tolerancije na poveé¢anu koncentraciju soli u odnosu na glavne
adaptivne strategije biljaka izlozenih salinitetu (Slika preuzeta iz reference 1 i

modifikovana)

1.1.4.1. Mehanizam izlu¢ivanja soli

Ovaj mehanizam je tipiCan za vrste koje su razvile posebne karakteristike koje
su uglavnom lokalizovane na epidermisu lista (,,slane Zlezde* i ,slane dlacice
(mehuraste dlake)*). Jedan od najociglednijih pokazatelja izlu¢ivanja soli je slana kora
koja se javlja na listovima i izdancima vrsta sa ,,slanim Zlezdama® i ,,slanim dla¢icama®.
Ovaj tip strukture je uobiCajen za mnoge halofitne rodove kao S$to su Cressa
(Convolvulaceae), Frankenia (Frankeniaceae), Spartina, Chloris, Aeluropus (Poaceae),
Atriplex (Chenopodiaceae), Limonium, Plumbago, Armeria (Plumbaginaceae), Glaux
(Primulaceae), Tamarix, Reamuria (Tamaricaceae), kao i neke vrste mangrova, kao $to

su Avicennia, Aegialitis, Aegiceras i Acanthus.!



Slane trihome za izlucivanje soli (Slike 2 i 3) verovatno su najbolje proucene u
nekoliko vrsta roda Atriplex (Chenopodiaceae), koje su od posebnog znacaja u regulaciji
tolerancije na soli. One se sastoje od dve vrste celija, malih bazalnih, 1 gornjih
mehurastih.’® Ove druge odumiru posto su akumulirale dovoljnu koli¢inu soli u

vakuolama, ostavljajuéi koricu soli na povrsini lista.

Bladder cell
Bladder cell

A

Slika 2. Sematski prikaz mehurastih dlaka vrsta Atriplex farinosa (A) i Atriplex halimus
(B) (Cu - kutikula, Ep - epidermis, St -Celija stalka, Bladder cell - mehuraste éelije)
(Slika preuzeta iz reference 17)

’I -

2y

R

Slika 3. (,,Slane dlake* (bladder salt cells) na povrsini lista Halimione portulacoides
(syn. Atriplex portulacoides) (Autorska mikrografija Katedre za agrobotaniku

Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu)



Mnoge vrste roda Atriplex su karakteristicne po prisustvu slanih mehurastih
dlaka na povrsini mladih listova,'® koje mogu sadrzati celu koli¢inu natrijuma lista.'®
Smatra se da one (u rodu Atriplex) predstavljaju kljuénu adaptaciju na toleranciju soli za
njihova prirodna stani§ta.»?® Osim toga, listovi vrsta roda Atriplex &esto imaju
srebrnkastu refleksiju zahvaljujuéi tankom sloju trihoma, za koje je takode pokazano da
stite tkiva lista od UV zracenja minimizujuéi tako nastanak reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(RKS).2

Za razliku od adaptacija na stres soli postojanjem slanih dlaka i slanih zlezda za
izlu¢ivanje soli (mnoge Atriplex vrste), kod mnogih terestri¢nih halofita, kao $to je slani
pelin (Artemisia santonicum), prisutna je tipi¢na kseromorfna grada, kao adaptacija na
fiziolosku susu (sitni, skoro igliCasti listovi, nizak sadrzaj vode u tkivima, ekstenzivan
korenov sistem, itd), kao i niz adaptacija za isklju€ivanje (translokaciju) soli na nivou

korena.

1.1.5. Tradicionalna upotreba halofita

Halofitne biljne vrste su u nekim zemljama dobro poznate po svojoj
etnofarmakoloskoj upotrebi, verovatno zbog prisustva 1 akumulacije razliitih
bioaktivnih molekula — sekundarnih metabolita. Tako na primer, Artemisia scoparia
(Asteraceae) je dobro poznata diuretiCka biljka, koja se koristi 1 za sniZavanje krvnog
pritiska, zaStitu jetre, normalizaciju funkcije Zucne kese 1 eliminisanje groznice.
Poseduje antibakterijsku, antiinflamatornu i antitumorsku aktivnost.® Atriplex halimus
(Chenopodiaceae) se koristi kao pomoéno sredstvo u leCenju glikemije kod
dijabeti¢ara.?? Pored toga, moze se koristiti u leCenju unutrasnjih parazita u
veterinarskoj medicini.?®> Cakile maritima (Brassicaceae) poseduje purgativna,
digestivna 1 diureticka dejstva. Ova biljna vrsta se koristi u leCenju edema, Zutice i1 za
detoksikaciju pluca. Chenopodium album (Chenopodiaceae) je poznata biljka u
narodnoj medicini zbog antiparazitskih, sedativnih, diuretickih, hepatoprotektivnih i
laksativnih svojstava.?* Crithmum maritimum (Apiaceae) koristi se u narodnoj medicini,
zbog digestivnih, diureti¢kih i purgativnih svojstava kao i u le¢enju skorbuta.® Eringium

maritimum (Apiaceae) predstavlja izuzetnu biljku koja ima diureticka, diaporeti¢na i



antiparazitska svojstva. Takode, koristiti se kao stimulans, inhibitor nastanka bubreznog
kamena i afrodizijak.?® Inula viscosa (Asteraceae) je vrsta koja se upotrebljava u
mediteranskoj narodnoj medicini zbog antiseptickih, antipiretickih, antiflogistickih
aktivnosti, anti-dijabetickih i antiinflamatornih efekata.®?®® U Jordanskoj narodnoj
medicini, I. viscosa se koristi u leCenju anemije, bronhitisa, reumatskog bola i
tuberkuloze. Takode, ova vrsta pokazuje diureticka, ekspektorantna i antiparazitska
svojstva. Pored toga, propisana je kao pomoc¢no lekovito sredstvo protiv steriliteta kod
7ena i za indukciju pobacaja.® Infuz lista Limoniastrum monopetalum (Plumbaginaceae)
je poznat u narodnoj medicini po antidizenteriénim svojstvima.® Nitraria tangutorum
(Zigophillaceae) se koristi u tradicionalnoj medicini za leCenje neurastenije, probavnih
smetnji.?” Salicornia herbacea (Chenopodiaceae) se koristi u ishrani u priobalnim
podru¢jima Koreje i kao sastojak sirceta u Evropi. Njene primene u tradicionalnoj
medicini su uglavnom ograni¢ene na le¢enje dijabetesa, gojaznosti, konstipacije i raka.?
Suaeda fruticosa (Amaranthaceae, ukljucujuci, tj. ranije opisane kao Chenopodiaceae)
poseduje antibakterijske, hipolipidemiéne i hipoglikemijske aktivnosti.®?° Salsola kali
(Chenopodiaceae) je poznata po svojim efektima na hipotenziju.® Ekstrakti Tribulus
terrestris (Zigophillaceae) se tradicionalno koriste u leCenju astme, dijabetesa,
hiperlipidemije, bubreznih kamenaca, hipertenzije, nefrotoksi¢nosti, spermatoreje,
gljiviénih infekcija, poremecaja koze i jetre i kao afrodizijak.>?® Tetraena alba (sin.
Zigophillum album) (Zigophillaceae) se Cesto primenjuje u leCenju astme, gihta i
reumatizma.® Fakultativni halofit, Verbena officinalis (Verbenaceae), se u srpskoj
narodnoj medicini koristi kao analgetik, protiv zapaljenja i u leenju reumatizma.>*3!
Umereno tolerantni halofiti slanih stepskih evroazijskih stanista, kao $to su Achillea
collina, Mentha pulegium, a posebno Chamomila recutita, dobro su poznate i priznate

biljne vrste, ¢esto koris¢ene u tradicionalnoj balkanskoj medicini.3#34

1.1.6. Bioaktivna jedinjenja u halofitama

Halofitne biljne vrste sadrze razlicite klase bioaktivnih jedinjenja kao S§to su:
fenoli, fenolne kiseline, flavonoidi (flavanoli, halkoni, flavonoidni glikozidi,

izoflavonoidni glikozidi, flavonoidni sulfati), tanini, stilbeni, kumarini, karotenoidi,
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alkaloidi, laktoni, alkoholi, steroli, diterpeni, triterpeni, lipopolisaharidi, voskovi.
Navedene klase prirodnih proizvoda pokazuju razlicite bioloske i terapeutske efekte.
Specifi¢nost slanih staniSta uzrokuje visoku specifi¢nost kvalitativnog i kvantitativnog
sastava sekundarnih metabolita, Sto halofite Cini predmetom modernih istrazivanja i
bogatim izvorom razliitih bioloski aktivnih jedinjenja.3*%

Kako su predmet proucavanja u ovoj doktorskoj disertaciji tri vrste roda Atriplex
iz familije Amaranthaceae (ranije Chenopodiacae) i jedna vrsta roda Artemisia iz
familije Asteraceae — Artemisia santonicum, u narednom poglavlju prikazane su njihove

glavne botanicke karakteristike.

1.2. Familija Amaranthaceae

Ova familija obuhvata oko 2500 vrsta rasprostranjenih §irom sveta, mahom u
severnoj hemisferi. Biljne vrste familije Amaranthaceae, na podrucju nase zemlje se
javljaju kao iskljuéivo zeljaste, jednogodisSnje, dvogodisnje ili viSegodi$nje biljke,
naizmeni¢nih ili naspramnih listova, bez zalistaka. Cvetovi su jednopolni ili dvopolni,
jednodomi ili dvodomi, trodelni ili petodelni, sitni, neugledni i Cesto ¢aSicoliki, sloZeni
u grozdaste cvasti; listi¢i grade jednostavni cvetni omotaé, Cesto su okriljeni i kasnije
otvrdnu ili su viSe ili manje mesnati. PraSnika 1-5, tucak od 2-5 oplodnih listi¢a.
OpraSivanje entomofilno. Plod je oraSica, po pravilu suva, rede pomalo so¢na, kod
nekih rodova se otvara, kod drugih ne. Seme sitno, raznosi se vetrom.*® Mnoge vrste iz
familije Amaranthaceae, su obligatne halofite (Salicornia, Suaeda, Salsola, Atriplex,
Camphorosma, Halimione, Arthrocnemum, Halocnemum, itd) — zato se ova familija, tj.

njena podfamilija Chenopodiaceae, naziva halofitnom ,,per excellence*.

1.3. Rod Atriplex

Biljke roda Atriplex su jednogodisnje, dvogodiSnje ili viSegodiSnje zeljaste
biljke celih ili use€enih, pri osnovi stabla naspramnih, na stablu naizmenic¢nih listova.
Cvast je slozen klas ili metlica sastavljena od glavicastih prostih cvasti. Cvetovi su
jednopolni, jednodomi (ponekad dvodomi), sa trodelnim ili petodelnim cvetnim

omotacem. Pricvetni listovi su Siroki, rombi¢ni ili jajasti. Prasnika ima 3-5, ziga 2. Plod
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je obavijen pricvetnim listovima i sadrzi horizontalno ili vertikalno postavljenu
semenku. %

Biljne vrste koje pripadaju rodu Atriplex, rasprostranjene su u Evropi,
jugozapadnoj i srednjoj Aziji. U Srbiji ove halofitne biljke raSirene su pretezno u
Vojvodini; na svim backim i banatskim slatinama. Neke vrste mogu se naci na
malobrojnim i1 ograni¢enim slatinama na jugu Srbije. Naj¢eS¢e rastu na vlaznoj
peskovitoj, glinenoj ili kamenitoj podlozi.*

To su jednogodis$nje zeljaste vrste ili visegodi$nji manji zbunovi, goli ili slabo
dlakavi. Listovi su ravni, cvetovi najée$ce jednopolni. Muski cvetovi se sastoje od 5
listi¢a cvetnog omotaca i 5 prasnika. Zenski cvetovi bez perijanta ali sa dve velike trajne

brakteole (priperka), sa 2 ziga.®’

1.3.1. Atriplex littoralis

A. littoralis L., (syn. A. laciniata auct., non L.) je uspravna, obi¢no vrlo granata
jednogodisnja biljka, do 150 cm visine. Njeni listovi su linearni do ovalno linearni, celi
ili slabo nazubljeni, donji sa jasnim drSkama, gornji sedec¢i. Cvasti dugacke, klasolike,
sa listi¢ima samo pri osnovi. Brakteole su 3-6 mm duge, trouglaste do ovalne,
nazubljene ili cele, a vrh im je zasiljen ili jezicast. Naseljava morske obale i slana mesta
u kontinentu.®” A. littoralis na podruéju nase zemlje dostize visinu do 80 cm. To je
uspravna, Siroko razgranata, bogato lisnata ili uska, retkih grana i skoro bezlisna
dvogodisnja biljka (Slika 4). Stabljika je zelena ili crvenkasta, prugasta, gola ili
braSnava sa vitkim granama. Listovi naizmeni¢ni, mesnati, slabo braSnasti, s donje
strane zeleni, loptaste osnove postupno suZene u kratku peteljku, tupi, usko linearni,
celog ili oStro nazubljenog ruba, bez vidljivih bo¢nih nerava. Cvetne glomerule sloZene

u bezlisnu rastresitu cvast.3®
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Slika 4. Atriplex littoralis (banja Rusanda, Melenci, avgust 2016.)

1.3.2. Atriplex tatarica

A. tatarica L. (syn. A. laciniata i A. tornabenii Tineo) je neSto polegla ili
uspravna jednogodisnja biljka, veoma granata, beli¢asta, do 150 cm visine. Njeno stablo
je glatko ili uglasto (Slika 5). Listovi dimenzija 10 x 7 cm su srebrnkasti, trouglasti do
rombi¢ni, nepravilno urezani, donji rezanj lista je najve¢i. Cvast je terminalna,
metlicasta ili klasolika, manje ili viSe bezlisna. Brakteole do 7 mm, zaobljene do
rombi¢ne, mrezaste nervature, postaju tvrde u donjoj polovini. Vrsta se karakteriSe
izrazitom heterokarpijom, u smislu razli¢itih boja i oblika ploda — oraSica. StaniSte joj je

od juzne do jugoistoéne Evrope, do isto¢ne Rusije. Tipi¢na je vrsta soloncaka i

13



solonjeca, Cesta na peskovitom i aluvijalnom tlu, uz puteve, na obalama zaslanjenih bara
i jezera, nekad i na nitrofilnim stani§tima.3’

A. tatarica na podrucju Srbije je polegla ili izdignuta, rede uspravna do 1m
visoka, jako granata jednogodiSnja biljka, bele, tupo bradavicave stabljike. Listovi su na
dugim peteljkama, s donje (rede s obe) strane srebrnasto ljuspasti; donji su trouglasto-
kopljastog oblika, naglo suzeni u peteljku, tupo ili ostro nazubljeni ili reznjeviti, a gornji
su uski, izduZeno kopljasti, nazubljeni. Cvetne glomerule su u bezlisnim ili samo pri
osnovi lisnatim rastresitim, u gornjem delu zbijenim cvastima, obi¢no nagnutog vrha.
Brakteje su 3-7 mm duge, Siroko romboidalne, 3- ili 4-uglaste, zaSiljenog vrha, na
stranama reznjevite, nazubljene ili nenazubljene i glatke, ili fino, meko bradavicave
povrsine. Semenka je mrko crvena, kljunasta.®

Ova halofitna vrsta je Cesta na razli¢itim tipovima kontinentalnih slatina, pored
plitkih staja¢ih voda, rede uz puteve i naselja. U Srbiji je rasprostranjena u celoj

Vojvodini, Beogradu, Ni$u, Vranju i Bujanovcu.*®

Slika 5. Atriplex tatarica (Slano Kopovo, jul 2016.)
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1.3.3. Atriplex prostrata

A. prostrata Boucher ex DC. (syn. A. hastata, A. triangularis Willd., A.
deltoidea Bab., A. latifolia Wahlenb.) je uspravna do polegla biljka, stabljike do 100 cm
visine. Donji listovi su joj rombi¢ni, jasno se suzavaju, a brakteole veli¢ine 2-6 mm,
nazubljene. Semena sitna. Ruderalna biljka, ¢esta na obalama, oko moc¢vara i slanih
jezera, na peScanom tlu. Rasprostranjena svuda u Evropi, do 71° N geografske Sirine,
pretezno u Norveskoj.%’

Na podruéju Srbije A. prostrata je polegla, rede uzdignuta ili uspravna, od 20-
100 cm visoka, zelena ili sivobrasnasta jednogodiSnja biljka (Slika 6). Stabljika joj je
tupo bridasta, granata od osnove, a donje grane su medusobno udaljene. Listovi na
gornjoj strani zeleni, na donjoj sivkasti, ¢esto crveno oivi¢eni. U donjem delu stabljike
oni su ¢esto naspramni, a gore naizmenicni; gornji i srednji su strelicasto trouglasti, pri
osnovi sa jednim nagore ili nadole okrenutim zubcastim zavrSetkom, po obodu celi ili
nazubljeni, a donji su streliasto kopljasti. Brakteole su duge od 5-10 mm, obi¢no duze
od ploda, rombi¢no-jajaste, strelicaste ili trouglaste. Semenke su sitne i mrke boje.®

Ova halofita se javlja na vlaznoj, slabije zaslanjenoj podlozi, javlja se i uz

puteve. U Srbiji je rasprostranjena u celoj Vojvodini, Beogradu, Nisu, Vranju, Sapcu.®

S 2 ek

Slika 6. Atriplex prostrata (banja Rusanda, Melenci, avgust 2016.)

&
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1.4. Familija Asteraceae

To je najveca familija dikotila, sa preko 20000 vrsta koje se javljaju u svim
klimatskim podruc¢jima Zemlje. To su jednogodisnje ili viSegodisnje zeljaste biljke, rede
drvenaste. Koren je Cesto krtolasto zadebljao. Stabljika je jednostavna ili granata,
ponekad u obliku skapusa ili okriljena. Listovi su naizmeni¢ni, rede naspramni, bez
zalistaka, celi, razliito deljeni ili sloZeni. Familiju Asteraceae karakteriSu sitni i
mnogobrojni jeziCasti 1 cevasti cvetovi sakupljeni u glavicaste cvasti koji stoje na
zajednickoj ravnoj osovini cvasti, tako da najceS¢e nalikuju na pojedinacne i obi¢no
ili poligami, istog oblika ili se obodni razlikuju od onih u sredini cvasti. Plod je ahenija.

Ova familija se sastoji od oko 2000 rodova.®

1.4.1. Rod Artemisia

Rod Artemisia (pelini) pripada familiji Asteraceae (Compositae) i ovom rodu
pripada preko 200 vrsta. Biljke ovog roda su zeljaste ili poluzbunaste, viSegodiSnje, rede
jednogodisnje. Mogu da dostignu visinu do 200 cm. Koren im je jak, vretenast i
drvenast. Stabljike su prave i male debljine, srebrnaste do belicaste boje. Listovi su
naizmenic¢no rasporedeni, jednostavno ili viSe puta perasto deljeni, retko celi. Glavice su
male, cilindri¢ne ili loptaste, formiraju grozdaste ili metli¢aste cvasti, ¢esto su visece.
Listovi involukruma poredani su poput crepova na krovu, prilegli, sa suvokozi¢astim
obodom. Na jednoj biljci se mogu naci 1 muski 1 zenski cvetovi. Sredi$nji su dvopolni,
dok su obodni Zenski. Ahenija je cilindri¢na ili spljoStena, bez jakih rebara. Vrste roda
Artemisia imaju karakteristiCan miris i ukus. Vrste iz ovog roda rastu u stepskim
oblastima Evrope, Azije, severne i srednje Amerike, a neke od vrsta se javljaju i na

podruéju nase zemlje.®®
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1.4.2. Artemisia santonicum

A. santonicum L. (syn. A. monogyna Waldst. & Kit.). Stabla su odrvenjena pri
osnovi, glatka. Donji listovi se suSe i/ili opadaju pri ili pre polinacije, listovi su
dvostruko ili trostruko perasto deljeni, nekad sa malim jezickom, reznjevi do 8 mm,
linearni do zarubljeni, zaSiljeni na vrhu. Gornji listovi suceli ili sa 2 bazalna reZnja.
Glavice su na malim dr$kama, savijene ili uspravne u gustim metli¢astim cvastima, sa
jasnim braktejama, involukruma, gde su spoljasnji listi¢i omotaca cvasti dlakavi do
glatki, a unutra$nji mnogo duzi, glatki ovalni do elipti¢ni. Vrsta naseljava periodicno
vlaZzna do umereno suva slana ili alkalna zemljista, u Evropi od Austrije do Kazahstana i
juzno do severoisto¢ne Greke.

Ova biljka poznata i kao slatinski pelin je viSegodisnja poluzbunasta biljka
(Slika 7). Halofita je i pogoduju joj zaslanjena zemljista, suva i vlazna alkalna mesta,
pustinje i stepe, pored morskih obala. Pored zapadne, srednje i juzne Evrope, ova vrsta
se javlja i u kaspijskoj oblasti, srednjoj Aziji do Transbajkala i Mongolije. U Srbiji se
moze nac¢i samo na podruc¢ju Vojvodine. Njene podvrste su A. santonicum subsp.

maritima i A. santonicum subsp. monogyna.*®
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Slika 7. Artemisia santonicum (Slano Kopovo, jul 2016.)

U Srbiji, ova vrsta raste od 20 do 60 cm u visinu. Nadzemni rizom je sa
busenastom lisnom rozetom bez izdanaka. Stabljika je uspravna, metli¢asto se grana,
pustenasto je dlakava, srebrnkaste boje. Listovi su belo pustenasto dlakavi, u donjem
delu stabljike imaju kratke drSke, a listovi koji podupiru glavice su linearni. Cvasti su
mnogobrojne, u vidu sitnih glavica, pre¢nika 2-3 mm, sa kratkim dr§kama. U glavici se
nalazi 2-5 cvetova, najéesée su svi dvopolni. Obodni cvetovi su fertilni, dok su
unutrasnji sterilni. Cveta od septembra do oktobra i javlja se obi¢no na solonjecima, na

stanitima poznatim kao slane stepe.®

1.5. Izolovana jedinjenja iz roda Atriplex

Glavni sekundarni metaboliti u biljnim vrstama roda Atriplex su flavonoidi,
saponini i alkaloidi.®® Iz vrste A. farinosa ranije su izolovani flavanonski glikozidi:
naringin (1) i naringenin-7-O-glukozid (2) i flavonolni glikozidi: izoramnetin-3-O-

ramnozil (1—6) glukopiranozid (3), izoramnetin-7-O-glukopiranozid (4).*
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1 R=OH, R;=Glc(2-1)Rha 3 R=Glc(6-1)Rha, R{=Me, R,=H
2 R=OH, R,=Glc 4 R=H, R;=Me, R,=Glc

Slika 8. Flavanon (levo) i flavonol glikozidi (desno) iz vrste Atriplex farinosa

Iz vrste A. littorallis izolovani su patuletin-3-O-f-D-glukopiranozid (5) i
acilovani flavonolni glikozid: patuletin-3-O-(5"-O-feruloil)-f-D-apiofuranozil(1"—2")-

S-D-glukopiranozid (6).4

5 R=Glep
6 R=Glcp(2-1)-Apif(5-0)-feruloil

Slika 9. Flavonol glikozidi izolovani iz vrste Atriplex littoralis

Jedinjenja:  kvercetin  (12), kempferol (13), kvercetin-6,4'-dimetoksi-3-
ramnofruktozil (7), kvercetin-3,4'-dimetoksi-7-ramnofruktozil (8), kempferol-4'-
metoksi-3-rutinozid (9), kempferol-7-O-ramnozid (10) i kempferol-3-O-7-O-diramnozid

(11) su izolovana iz vrste A. lentiformis (Slika 10).4?
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7 kvercetin-6,4'-dimetoksi-3-
ramnofruktozil

8 kvercetin-3,4'-dimetoksi-7-
ramnofruktozil

9 kempferol-4'-metoksi-3-rutinozid
10 kempferol-7-O-ramnozid

11 kempferol-3-O-7-O-diramnozid
12 kvercetin

13 kempferol
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Slika 10. Jedinjenja izolovana iz vrste Atriplex lentiformis

Re
OH

TOTITTITT

Iz vrste A. centralasiatica su izolovani izoramnetin (14), tricin (15), kvercetin-7-
O-a-L-ramnozid (16), izoorientin (17), p-sitosterol (18), f-daukosterol (19).43

17 izoorijentin
(R=Glc)

18 p-sitosterol

16 kvercetin-7-O-a-L-ramnozid

(R=Rha)

19 p-daukosterol
(R=Glc)

Slika 11. Flavonoidi i steroli iz vrste Atriplex centralasiatica
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1z vrste A. hortensis izolovani su flavonoidni sulfati: kvercetin 3-O-sulfo-7-O-
arabinopiranozid (20) i kempferol 3-O-sulfo-7-O-arabinopiranozid (21).4*

20 kvercetin-3-0-sulfo-7-O-arabinopiranozid
R;=Ara; R,=OH
21 kempferol-3-O-sulfo-7-O-arabinopiranozid

R;=Ara; R,=H

Slika 12. Sulfatni flavonoidni glikozidi

Iz wvrste A. halimus izolovani

slede¢i flavonolni glikozidi: 3',5'-

dimetoksimiricetin-3-O-$-D-ksilopiranozil-7-O-fukopiranozil-(1—3)-4-D-glukopirano-

zid (22), 3'-metoksikvercetin-7-O-4-D-fukopiranozil-(1—3)-f-D-glukopiranozil-3-O-4-

ksilopiranozil- (1—4)-4-ksilopiranozid (23), 3'-metoksikvercetin-7-O-a-L-ramnopirano-

zil-3-O-a-arabinofuranozil-(1—6)-4-D-glukopiranozid (24), 3',5'-dimetoksimiricetin-7-
O-fukopiranozil-(1—3)-p-D-glukopiranozid (25).4

22 R;=0CHj; R,=Xylp, R3=Glep, R4=H, Rs=Fucp, Rg=H
23 R;=H R,=Xylp, R3=Glcp, R4=Xylp, Rs=Fucp, R¢=H
24 R;=H R,=Glcp, R3=Rhap, R,=Xylp, Rs=H, Rg=Araf
25 R=0CH; R,=H, R3=Glcp, R4=Xylp, Rs=Fucp, Rg&=H

Glcep PRe
O
HO
Rs0O
OH

Fucp o Araf
OH
O
OO HO ”
Xylp 0
R4O OH
HO OH OH
Rhap
HO
OH
OH

Slika 13. Flavonolni glikozidi iz vrste Atriplex halimus
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Od saponina iz vrste A. semibaccata izolovani su 3-O-$-D-glukopiranozil-
(1—2)-p-D-galaktopiranozil-11a-metoksi-23-hidroksilongispinogenin  (26), 3-O-p-D-
glukopiranozil-(1—2)-4-D-galaktopiranozil-11a-metoksi-23,29-dihidroksilongispinoge-
nin (27), 3-O-p-D-glukopiranozil-(1—2)-4-D-galaktopiranozil-29-hidroksisaikogenin F
(28) i 3-O--D-glukopiranozil-(1—2)-4-D-galaktopiranozil-saikogenin F (29).4°

28 R=Galp(2-1)Glcp 29 R=Galp(2-1)Glcp

Slika 14. Saponini iz Atriplex semibaccata

Iz vrste A. glauca izolovani slede¢i saponini: 134,28-epoksi-164,215-
dihidroksiolean-11-en-34-il O-f-D-(2-O-sulfat)-glukopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopira-
nozid (30), 134,28-epoksi-164,215-dihidroksiolean-11-en-34-il-O-$-D-(2-O-sulfat)-glu-
kopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozil 21-O-(4-(sekbutilamido)-butanoil estar) (31),
3-0-p-D-glukopiranozil-(1—2)-p-D-galaktopiranozil saikogenin G (32).%
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Slika 15. Saponini iz Atriplex glauca

Iz vrste A. stocksii po prvi put izolovan je pentacikli¢ni triterpenoid atripleksinol
3,25-epoksi-134,16p,27,28-tetrahidroksi-6-oleanen (33), tri poznata terpenoida, ursolna
(34), oleanolna kiselina (35), p-amirin (36) i dva sterola, S-sitosterol (37) i stigmasterol
(38).48

35 oleanolna kiselina 36 p-amirin

Slika 16. Pentacikli¢ni triterpeni iz Atriplex stocksii
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37 pB-sitosterol 38 p.stigmasterol

Slika 17. Steroli iz Atriplex stocksii

Iz vrste A. stylosa izolovana su tri saponina hederageniskog tipa i jedan saponin
oleanolnog tipa. lzolovani saponini su: 3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-f-D-glukurono-
piranozil hederagenin (39), 3-O-$-D-glukopiranozil(1—3)-5-D-glukuronopiranozil
hederagenin (40), 3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-4-D-glukuronopiranozil hederagenin
28-0-p-D-glukopiranozid (41), 3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-(5-D-glukopiranozil-

(1—2))-p-D-glukuronopiranozil oleanolna kiselina (42).4°
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39 R=CH,0H R;=GlcAp(3-1)Rhap, R,=H

40 R=CH,0OH R;=GlcAp(3-1)Glcp, R,=H

41 R=CH,OH R,;=GlcAp(3-1)Rhap, R,=Glcp

42 R=CHj; R;=GlcAp(3-1)Rhap/GlcAp(2-1)Glcp R,=H

Slika 18. Saponini izolovani iz vrste Atriplex stylosa

1.6. Hemijski sastav etarskih ulja Artemisia vrsta

Etarska ulja su mirisne, isparljive, prirodne, kompleksne smeSe aromati¢nih
biljaka. To su uglavnom proizvodi visih biljaka iz porodica Asteraceae, Lamiaceae,
Rutaceae, Myrtaceae, Lauraceae, Apiaceae koji su lokalizovani u razli¢itim delovima

biljaka (koren, stablo, list, cvet, plod). SintetiSu se i lokalizuju pomocu endogenih i
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egzogenih sekretornih biljnih tkiva, naj¢es¢e peltatnih i kapitatnih sekretornih trihoma.
Izoluju se postupkom hidrodestilacije, destilacijom pomocu vodene pare,
superkriti¢énom ekstrakcijom i cedenjem.>

U prirodi etarska ulja igraju vaznu ulogu u zastiti biljaka ispoljavajuci
antibakterijsko, antifungalno, antivirusno i insekticidno dejstvo. Osim toga privlace
neke insekte radi opraSivanja ili odbijaju druge koji ih ugrozavaju. Medutim, njihov
glavni adaptivni znac¢aj je u prilagodavanju biljaka na kserotermna staniSta — visoke
temperature, nedostatak vode i jaku sunéevu insolaciju.

U hemijskom smislu, etarska ulja su veoma slozene smeSe sekundarnih
metabolita medu kojima su najvise zastupljeni terpeni i u manjoj meri aromati¢ni (C6-
Cl i C6-C3) i alifati¢ni ugljovodonici male molekulske mase. Od terpena u etarskim
uljima su prisutni normonoterpeni, monoterepeni, oksigenovani monoterpeni,
seskviterpeni, oksigenovani seskviterpeni i diterpeni. Jak aromati¢ni miris nekih vrsta
roda Artemisia uglavhom je posledica visoke koncentracije isparljivih terpena,
komponenata njihovih etarskih ulja, posebno u listovima i cvetovima.>!

Hemijski sastav etarskih ulja vrsta roda Artemisia je detaljno proucavan za
nekoliko vrsta iz celog sveta. Mnoge studije su pokazale da vrste roda Artemisia
pokazuju znacajne razlike u sastavu terpena u etarskim uljima. U nekim slu¢ajevima
varijacije u isparljivim komponentama ovih biljaka mogu se javiti tokom ontogeneze
(vreme prikupljanja materijala). Na kvalitet i prinos etarskih ulja vrste Artemisia utice
sezona branja, primenjeno dubrivo, pH zemljiSta, izbor i1 stadijum uslova suSenja,
geografska lokacija, hemotip ili podvrsta, deo biljke, zatim genotip, kao i metoda
ekstrakcije. U Tabeli 1 su prikazane glavne komponente etarskih ulja iz razli¢itih vrsta

roda Artemisia.>!

Tabela 1. Glavne komponente etarskih ulja (>10%) biljnih vrsta roda Artemisia® delovi biljke: AP:

nadzemni deo; F: cvet; FH: glave cvetova; L: listovi; R: koren.

Jedinjenje Vrsta Artemisia? Poreklo Relativni udeo %
trans-anetol A. dracunculus (AP) Iran 21,1
A. dracunculus (AP) Turska 81,0
A. annua (AP) Egipat 14,0
artemisia keton A. douglasiana (L) USA 26,0
A. pontica (AP) Turska 35,6
[-bisabolol A. ordosica (AP) Kina 27,0
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Jedinjenje

borneol

bornil acetat

y-kadinen
a-kadinol

kamfen

kamfor

kamfor

kariofilen

kariofilen oksid

hamazulen

hrizantenon

hrizantenil propionat

1,8-cineol

Vrsta Artemisia?
A. abrotanum (L)
A. argyi (F)

A. frigida (L)

A. incana (AP)
A. iwayomogi (AP)
A. nilagirica (AP)

A. argyi (F)
A. frigida (L)

A. kulbadica (AP)
A. ordosica (AP)
A. fragans (R)

A. absinthium (AP)
A. abyssinica (AP)
A. afra (L)

A. annua (AP)
A. annua (L)

A. cana (AP)

A. douglasiana (L)
A. fragans (R)
A. frigida (L)

A. frigida (AP)
A. gorgonum (AP)
A. haussknechtii (AP)
A. incana (AP)
A. iwayomogi (AP)
A. judaica (AP)
A. longifolia (AP)
A. ludoviciana (AP)
A. rubripes (L)
A. santonicum (AP)
A. scoparia (AP)
A. sieberi (AP)
A. spicigera (AP)
A. spicigera (AP)

A. lavandulaefolia (AP)
A. rubripes (L)

A. campestris (AP)
A. nilagirica (AP)

A. absinthium (AP)
A. arborescens (AP)

A. fragans (L)
A. gorgonum (AP)

A. herba-alba (AP)

A. abrotanum (AP)
A. cana (AP)
A. distans (FH)
A. fragans (L)
A. frigida (L)
A. frigida (AP)

A. haussknechtii (AP)

A. incana (AP)

A. iwayomogi (AP)

Poreklo
Turska
Kina
Turska
Turska
Juzna Koreja
Indija

Kina
Turska

Iran
Kina
Iran

Etiopija
Etiopija
Etiopija
Litvanija
Etiopija
Kanada
USA
Iran
Turska
Kanada
Afrika
Iran
Turska
Juzna Koreja
Egipat
Kanada
Kanada
Kina
Turska
Juzna Koreja
Iran
Iran
Turska

Juzna Koreja
Kina

Litvanija
Indija

Turska
Italija

Iran
Afrika

Pakistan

Turska
Kanada
Bugarska
Iran
Turska
Kanada
Iran
Turska
Juzna Koreja

Relativni udeo %
13,5
30,1
12,3
18,9
18,9
35,8

29,8
22,0

16,0
26,4
16,9

3,7
31,2
29,1
42,6

9,6
15,9
29,0
67,0
40,0
17,0
28,7
41,0
19,0
19,3
34,5
21,0
37,3
26,9
18,2
11,0
19,5
24,6
34,9

16,1
13,3

38,8
28,6

17,8
22,7

23,8
10,8

40,0

32,6
215
16,8
23,7
33,8
23,0
32,3
14,5
19,2
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Jedinjenje

p-cimen
davanon

epiglobulol

eukaliptol

farnezen

geranil acetat

germakren D

cis-lanceol

limonen

linalool

metil kavikol

S-mircen

trans-ocimen

9,12,15-oktadekatrienal
fitol
a-pinen
f-pinen
piperiton
sabinen
trans-sabinilacetat

spatulenol

y-terpinen

a-tujon

Vrsta Artemisia®
A. longifolia (AP)
A. ludoviciana (AP)
A. pontica (AP)
A. scoparia (AP)
A. spicigera (AP)
A. spicigera (AP)
A. scoparia (L)
A. ludoviciana(AP)
A. ordosica (AP)
A. lavandulaefolia (AP)
A. rubripes (L)
A. sieversiana (AP)

A. biennis (AP)
A. lavandulaefolia (AP)

A. aucheri (AP)

A. campestris (AP)
A. frigida (L)

A. ordosica (AP)

A. dracunculus (AP)
A. scoparia (L)

A. annua (AP)
A. aucheri (AP)

A. dracunculus (AP)

A. absinthium (AP)
A. scoparia (L)

A. biennis (AP)
A. dracunculus (AP)

A. capillaris (AP)
A. capillaris (AP)
A. mongolica (AP)

A. absinthium (AP)
A. scoparia (AP)

A. judaica (AP)

A. kulbadica (AP)
A. absinthium (AP)
A. argyi (FH)

A. scoparia (L and R)
A. frigida (L)

A. fukudo (L)
A. pontica (AP)

Poreklo
Kanada
Kanada
Turska
Juzna Koreja
Iran
Turska
Indija
Kanada
Kina
Juzna Koreja
Kina
Kina

Kanada
Juzna Koreja

Iran

Litvanija
Turska

Kina

Iran
Indija

Indija
Iran

Kanada

Kanada
Indija

Kanada
Iran

Kina
Kina
Kina

Iran
Tadzikistan

Egipat
Iran
Kanada
Kina
Indija
Turska

Koreja
Turska

Relativni udeo %

21,5
27,6
22,3
215
23,3
9,5
27,0
115
25,6
131
15,6
9,2

40,0
12,3

10,7

15,0
14,6

25,0

12,4
12,4

11,9
44,1

16,2

10,8
241

34,7
20,6

34,5
33,6
12,6

23,8
21,3

491
25,1
26,4
10,0
111
19,1

48,3
30,1
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Jedinjenje Vrsta Artemisia?
A. scoparia (AP)
A. sieberi (AP)

A. absinthium (AP)
A. absinthium (AP)
A. arborescens (AP)
A. distans (FH)
A. frigida (L)
fS-tujon A. fukudo (L)
A. kulbadica (AP)
A. lavandulaefolia (AP)
A. scoparia (AP)
A. sieberi (AP)
A. spicigera (AP)

Poreklo
Iran
Iran

Iran
Kanada
Italija
Bugarska
Turska
Koreja
Iran
Juzna Koreja
Iran
Iran
Iran

? 24

J-terpinen p-cimen limonen

& &

f-pinen

)\/\)L/@\

S-mircen a-pinen

Slika 19. Monoterpeni vrsta roda Artemisia

trans-ocimen

Relativni udeo %
81,7
10,5

18,6
10,1
45,0
9,8
19,1
12,7
18,7
13,8
145
19,8
20,7

sabinen
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piperiton
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Slika 20. Oksigenovani monoterpeni vrsta roda Artemisia

)\/\)\/\)\/

farnezen

a2

[S-kariofilen v hamazulen

germakren D
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Slika 21. Seskviterpeni vrsta roda Artemisia
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Slika 22. Oksigenovani seskviterpeni vrsta roda Artemisia

o
H5CO

trans-anetol

_0

metilkavikol

Slika 23. Fenilpropanoidi vrsta roda Artemisia

1.6.1. Hemijski sastav etarskog ulja Artemisia santonicum

Prema istrazivanjima koje su sproveli Kordali 1 saradnici zaklju€eno je da su u
etarskom ulju A. santonicum oksigenovani monoterpeni najzastupljenija klasa jedinjenja
(50,9%). Iz te grupe izdvajaju se kamfor (18,2%), 1,8 cineol (7,5%), a-terpineol (4,1%)
I borneol (4,0%), kao glavne isparljive komponente. Dalje slede oksigenovani
seskviterpeni (23,9%) medu kojima su najviSe zastupljeni f-eudezmol (7,2%) i kubenol
(4,2%). Pored navedenih terpena identifikovani su i seskviterpenski ugljovodonici
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(7,1%), aromati¢na jedinjenja (6,3%) i monoterpeni (3,6%).°> U drugom ispitivanju
sastava etarskog ulja razli¢itih Artemisia vrsta, najvise zastupljena komponenta u ulju A.
santonicum bila je a-tujon (44,8%). Istrazivanje koje su sproveli Burzo i saradnici
pokazalo je prisustvo kamfora (20,11%), cis-verbenola (19,85%) i eukaliptola (18,26%)
u ulju A. santonicum.> Analiza hemijskog sastava etarskih ulja A. santonicum sa dva
razlicita lokaliteta (Slano Kopovo i TreSnjevac) kao najzastupljenije komponente u ulju
sa lokaliteta Slano Kopovo identifikovani su 1,8 cineol (17,64%) i linalool (12,80%),
dok je u ulju sa lokaliteta TreSnjevac najzastupljenija komponenta bio davanon
(47,84%). Iz prikazanih rezultata moze da se zaklju¢i da su u ulju A. santonicum

najcesce oksigenovani monoterpenski ugljovodonici glavne komponente.

1.7. Bioloske aktivnosti

1.7.1. Bioloska aktivnost ekstrakata i etarskih ulja halofitnih biljnih vrsta

Halofitne biljne vrste su prepoznatljive kao izvori bogati fenolnim jedinjenjima,
terpenima, alkaloidima i drugim sekundarnim metabolitima, pa samim tim predstavljaju
potencijalne bioaktivne vrste sa razli¢itim bioloSkim efektima. Biosinteza 1 akumulacija
polifenola i drugih sekundarnih metabolita u biljkama smatra se evolucionim
odgovorom biohemijskih puteva kada se biljke nadu u nepovoljnim uslovima Zivotne
sredine kao §to su poveéani salinitet i susa.?>35%

Najveéi broj ovih biljaka, pokazuje antioksidativnu aktivnost: Limoniastrum
guyonianum,®”*8 L. monopetalum,®® Cressa cretica,®® Suaeda fruticosa,®*®? Eryngium
maritimum, Crithmum maritimum, Cakile maritima,?°%%365 [imonium tetragonum,®®
Limonium gmelinii,” Mesembryanthemum crystallinum, Memecylon edule, Salsola kali,
Tamarix gallica,>®*%"1 Atriplex halimus,”> Reaumuria vermiculata,” Zygophyllum
album,” Arthrocnemum macrostachyum, Halimione portulacoides, Juncus acutus,
Plantago coronopus,”’’ Spergularia marina,’® Statice gmelinii, Mentha pulegium,
Camphorosma monspeliaca, Salicornia europaea, Suaeda maritima, Artemisia
santonicum, Achillea collina i Aster tripolium.*® Njihova antioksidativna aktivnost

potice od sposobnosti vezivanja radikalskog kiseonika kao adaptivhog mehanizma koji
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je povezan sa stresom soli, a koji ukljucuje enzimske (superoksid-dizmutaza, glutation
peroksidaza i katalaza) i neenzimske puteve. Neenzimski putevi se odnose na biosintezu
sekundarnih metabolita koji mogu da neutrali$u tetne efekte slobodnih radikala.®®

Pored antioksidativnog potencijala, mnogi sekundarni metaboliti utiCu na
funkcionalnu sposobnost bakterijskih c¢elija i drugih mikroorganizama. Mehanizam
antimikrobnog delovanja fenolnih kiselina temelji se na pojacanoj propustljivosti
membrane, $to dovodi do gubitka selektivne propustljivosti i nekontrolisanog gubitka
vaznih biomolekula. Antimikrobno delovanje flavonoida je povezano sa delimi¢nim ili
potpunim blokiranjem nekih funkcija ¢éelijske membrane i citoplazme, kao i nekih
enzima vaznih za proces replikacije DNK bakterija.®* Terpenoidi uti¢u na dezintegraciju
¢elijske  membrane, kumarini inhibiraju celijsko disanje, dok tanini remete
funkcionisanje membrana i enzimske aktivnosti.’”®8! Testiranje antimikrobne aktivnosti
etarskih ulja razli¢itih vrsta Artemisia (A. judaica, A. herba-alba i A. arborescens), na
nekoliko patogenih bakterija i gljiva pokazalo je da najbolju antimikrobnu aktivnost ima
ulje A. judaica.®? Prilikom ispitivanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava fenolnih
jedinjenja i antimikrobne aktivnosti metanolnog ekstrakta Tamarix gallica, ekstrakt je
pokazao najjacu aktivnost prema vrsti Micrococcus luteus.®® Metanolni ekstrakt vrste
Limoniastrum guyonianum pokazao je antimikrobni potencijal prema Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida glabrata, Candida krusei i Candida
parapsilesis, zbog efekata glavnih prisutnih jedinjenja kao S$to su galna,
protokatehuinska, trans-cimetna Kiselina, metil-4-hidroksibenzoat, n-propil-3,4,5-
trihidroksibenzoat, epikatehin, naringin i miricetin.®® Ispitivanje vrste Frankenia laevis
pokazao je da su biljni ekstrakti koji su bogati hlorogenskom kiselinom i katehinom
imali Sirok spektar antibakterijskog delovanja naro€ito prema Micrococcus luteus i
Salmonella enterica.®® Komparativna studija antimikrobne aktivnosti u odnosu na
polarnost ekstrakata Eryngium maritimum, Crithmum maritimum i Cakile maritima
pokazala je da su svi testirani bakterijski sojevi osim Listeria monocytogenes bili
inhibirani kao i da je hloroformski ekstrakt pokazao vec¢u aktivnost u odnosu na
metanolni.?®

Etarska ulja halofita pokazuju razli¢itu aktivnost u odnosu na biljni ekstrakt.
Uporedna analiza antimikrobne i antioksidativne aktivnosti etarskih ulja i acetonskih

ekstrakata Crithmum maritimum i Inula crithmoides pokazala je da etarska ulja imaju
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bolju antimikrobnu aktivnost u odnosu na acetonske ekstrakte koji su pokazali bolju
antioksidativnu aktivnost, §to se moze povezati sa razli¢itim sekundarnim metabolitima
prisutnim u ulju (terpeni), odnosno acetonskom ekstraktu (fenolna jedinjenja).3* Etarska
ulja nekoliko Achillea vrsta sa visokim sadrZzajem hamazulena, trans-kariofilena i -
pinena (na primer A. collina), pokazala su znatnu antifungalnu aktivnost.®*® Najveéa
antibakterijska aktivnost ulja razli¢itih populacija halofite Artemisia santonicum uocena
je prema vrstama Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes i Salmonella
typhimurium, a najveca antifungalna aktivnost prema Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger i Penicillium funiculosum uocena je kod ulja sa visokim sadrzajem oksigenovanih
monoterpena (uglavnom 1,8 cineola).® Ispitivanjem sadrZaja i vrste fenolnih jedinjenja
kao 1 antioksidativne i antimikrobne aktivnosti ekstrakata razliCitih polarnosti
fakultativne halofite Artemisia campestris uoceno je prisustvo 39 razli¢itih sekundarnih
metabolita (kumarini, flavoni, flavonoli, fenolne kiseline, seskviterpeni, flavonoidni
glikozidi 1 dr.) koji doprinose antioksidativnoj i1 antimikrobnoj aktivnosti ovih
ekstrakata.®” Metanolni ekstrakti halofita Limonium vulgare, Limonium angustifolium i
Artemisia maritima poseduju metabolite sa znacajnom antimikrobnom aktivno$c¢u
naro¢ito prema vrstama Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Sarcina lutea,
Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis i Aspergillus
brasiliensis.®*

Pored antioksidativne i antimikrobne aktivnosti neke halofite pokazuju i
antikancerogenu aktivnost. n-Heksanski i metilen-hloridni ekstrakti vrste Reaumuria
vermiculata su pokazali znacajnu antikancerogenu aktivnost protiv ¢elija karcinoma
pluéa A-549." Ispitivanjem bioloskog potencijala halofite Zygophyllum album,
pokazano je da ekstrakti sadrze triterpene, flavonoide 1 sterole koji deluju kao
antikancerogena jedinjenja na karcinom pluca (A-549) i adenokarcinom debelog creva
(DLD-1). Pored antikancerogene, ekstrakti su pokazali antioksidativnu i
antiinflamatornu aktivnost.”* Etarski ekstrakt Juncus acutus pokazao je visoku
selektivnost i citotoksi¢nu aktivnost.”® Kao aktivno jedinjenje identifikovan je junkunol
sa selektivnim in vitro citotoksi¢cnim delovanjem. Pored antioksidativne i
antiinflamatorne aktivnosti, metilen-hloridni ekstrakt vrste Suaeda fruticosa pokazao je
najvecu antikancerogenu aktivnost na humani karcinom pluc¢a (A-549) i adenokarcinom

debelog creva (DLD-1, Caco-2 i HT-29).%! Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti etil-
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acetatnih ekstrakata Salicornia herbacea pokazalo je da fitol selektivno inhibira HepG2
¢elije, dok y-linoleinska kiselina i pentadecil-ferulat imaju snaznu antiproliferativnu
aktivnost protiv HepG2 i A549 ¢elija.38 Antikancerogeni potencijal prema humanim
HCT 116 i HT-29 ¢elijama raka debelog creva uocen je i za ekstrakte semena Salicornia
herbacea.?® Ekstrakt vrste Limonium densiflorum sadrzi trans-3-hidroksi cimetnu
kiselinu, miricetin i izoramnetin kao glavna jedinjenja, koja mogu biti odgovorna za
anti-kanceraktivnost prema karcinomu pluca (A-549) i adenokarcinomu debelog creva
(DLD-1).*° Rezultati ispitivanja ekstrakata Tamarix gallica i Arthrocnemum indicum
pokazali su da njihovi ekstrakti smanjuju sintezu DNK i tako uti¢u na proliferaciju
éelija Caco-2.9192 Heterokarpin izolovan iz vrste Corydalis heterocarpa pokazao je
citotoksi¢ne efekte prema karcinomu zeluca (AGS), debelog creva (HT-29), dojke
(MCF-7) i fibrosarkoma (HT-1080).%3

1.7.2. Bioloska aktivnost vrsta iz roda Atriplex

Ekstrakti razli¢ite polarnosti iz vrste Atriplex laciniata pokazali su antiparazitsku
i insekticidnu aktivnost. Testirani su metanolni, etil-acetatni, hloroformski, heksanski,
vodeni ekstrakti kao i saponinske frakcije. Antiparazitska aktivnost ekstrakata je
analizirana prema crvima Pheretima posthuma i Ascaridia galli, a insekticidna aktivnost
prema Heterotermes indicola (termiti), Monomorium pharaonis, Tribolium castaneum i
Rhyzopertha dominica. Najvecu antiparazitsku aktivnost pokazale su saponinska
frakcija 1 hloroformski ekstrakt, a najvecu insekticidnu aktivnost prema svim vrstama
pokazala je saponinska frakcija.%

Citotoksi¢na aktivnost saponina iz Atriplex glauca testirana je na dve humane
tumorske celijske linije HT-29 i HCT-116 (karcinom debelog creva). Najjacu aktivnost
na obe celijske linije pokazao je 3-O-f-D-glukopiranozil-(1—2)-4-D-galaktopiranozil
saikogenin F.*’

Ispitivanjem antioksidativne aktivnosti ekstrakata razli¢ite polarnosti iz vrste
Atriplex halimus najveca aktivnost uocena je za metanolni ekstrakt sto se moze objasniti
prisustvom flavonola, glavnih sekundarnih metabolita, prisutnih u vrstama roda

Atriplex.”
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1.7.3. Bioloska aktivnost oleanolnih saponina i patuletinskih i kvercetagetinskih
flavonoida

Pentacikli¢ni triterpenski saponini izolovani iz Cephalaria scoparia pokazali su
antimikrobnu aktivnost. U ovom testiranju najjacu aktivnost je imao saponin 3-O-f$-D-
ksilopiranozil-(1—3)-a-L-ramnopiranozil-(1—3)-a-L-arabinopiranozil-olean-12-en-28-
oinska kiselina prema vrsti Enterococcus faecalis.®® Ispitivanje antibakterijske i
antifungalne aktivnosti steroidnih i triterpenskih saponina oleanolnog tipa iz Paullinia
pinnata pokazalo je da veéu antimikrobnu aktivnost u ovom testu imaju saponini
oleanolnog tipa.*® Triterpenski saponini iz kore Burkea africana pokazali su antiviralnu
aktivnost ka HK/68 i HIN1.%” Pentacikli¢ni triterpenski glikozidi razli¢itih vrsta roda
Medicago pokazuju antimikrobnu, insekticidnu, alelopatsku i citotoksi¢nu aktivnost.

Kvercetagetin i patuletin izolovani iz vrste Tagetes erecta i Tagetes patula
pokazali su antiproliferativnu aktivnost.®® Patuletinski glikozidi iz vrste Corispermum
marschallii pokazali su antiinflamatornu aktivnost,’® a iz vrste Chenopodium bonus-

henricus hepatoprotektivnu i antioksidativnu aktivnost.'%t

1.7.4. Bioloska aktivnost etarskog ulja Artemisia santonicum

U dosada$njim ispitivanjima bioloSkih aktivnosti etarskih ulja Artemisia vrsta
uofene su: antioksidativna, antifungalna, antibakterijska 1 antihelmintska
aktivnost.152192 |spitivanjem hemijskog sastava, antifungalne i antioksidativne
aktivnosti etarskih ulja Artemisia absinthium, Artemisia santonicum i Artemisia
spicigera uocena je korelacija izmedu antifungalne aktivnosti i sadrzaja glavnih
isparljivih komponenata u uljima. Kamfor, 1,8-cineol, borneol, a-terpineol, terpinen-4-
ol, bornil acetat i hrizantenol su bili glavni sastojci ulja A. santonicum i A. spicigera.
Obe vrste sadrze visoki procenat oksigenovanih monoterpena i njihova ulja pokazala su
sli¢ne antifungalne aktivnosti. Za razliku od ulja A. santonicum i A. spicigera, ulje A.
absinthium je imalo slabiju antifungalnu aktivnost i manji procenat oksigenovanih
monoterpena. Najveéu antioksidativnu aktivnost pokazalo je etarsko ulje A.

santonicum.®?
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Ispitivanje antibakterijske aktivnosti etarskog ulja tri Artemisia vrste, uoceno je
da je ulje A. santonicum inhibiralo rast 24 od ukupno 25 bakterijskih vrsta, ulje A.

absinthium 15, dok je ulje A. spicigera inhibiralo rast samo 3 bakterijske vrste. %

1.7.5. Antibakterijska aktivnost-metoda bioautografije

Jedna od metoda za odredivanje antibakterijske aktivnosti komponenata
etarskog ulja je bioautografija. To je jednostavna, brza i jeftina skrining metoda za
odredivanje aktivnosti velikog broja jedinjenja u smeSama (etarskim uljima ili
ekstraktima) u cilju izolovanja onih kod kojih je uogena bioloska aktivnost.'®® Ona se
naj¢eSée koristi u kombinaciji sa HPTLC tehnikom za razdvajanje komponenata
etarskog ulja ili ekstrakta, ¢ijom primenom se postize precizno nanos$enje uzoraka,
maksimalna efikasnost razdvajanja, razvijanje hromatograma uz softversku kontrolu,

kao i bolja osetljivost detekcije.1%

N White zones of inhibition
— against purple background
~———— indicate antimicrobial leads

e ® T e e
T -
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Slika 24. Sematski prikaz HPTLC analize kombinovane sa direktnom bioautografijom

(Slika preuzeta iz reference 103)
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1.7.6. ,,Quorum sensing*

»Quorum sensing” (QS) predstavlja brojno zavisnu komunikaciju izmedu
mikroorganizama putem malih molekula, autoinduktora, koji uti¢u na promenu genske
ekspresije i ponasanje mikroorganizama.'® Autoinduktori se proizvode kao odgovor na
promenu gustine bakterijske celije. Porastom gustine ¢elija povecava se i koncentracija
autoinduktora koji se vezuju za receptore na povrSini Celije, ¢ime se pokrece serija
reakcija i aktivacija transkripcionih faktora $to dovodi do ekspresije odredenih gena.®®
Tako, P. aeruginosa, za meducelijsku komunikaciju unutar kolonije koristi N-acil-
homoserinske laktone (AHL) kao autoinduktorne molekule.’®” Pored Pseudomonas
aeruginosa (PAO1l), kao test organizmi za ispitivanje QS-a koriste se i
Chromobacterium violaceum (CV026), Aliivibrio fischeri, Escherichia coli, Salmonella
enterica, Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Yersinia enterocollitica etc.!® QS i
formiranje biofilma su mehanizmi koji su ukljuceni u mikrobnu patogenezu. Sve je vece
interesovanje za testiranje novih prirodnih proizvoda koji inhibicijom quorum sensing-a
spre¢avaju bakterijske infekcije.!®® Formiranje biofilma, pokretljivost, pigmentacija,
bioluminiscencija, produkcija toksina, degradativnih enzima i drugih metabolita neki su

od brojnih virulentnih faktora P. aeruginosa koji su kontrolisani QS mehanizmom.!10-11?

1.7.6.1. Pseudomonas aeruginosa

Za ispitivanje antiquorum sensing dejstva koriS¢ena je Pseudomonas
aeruginosa. Ona pripada Gram negativnim bakterijama i §tetna je za domacina nakon
postizanja odredene koncentracije Celija u organizmu koja prevazilazi jacinu imunog
sistema domaéina. Cesto se javlja u bolnicama, rizi¢na je za pacijente sa oslabljenim
imunitetom 1 uzro¢nik je brojnih upala 1 oboljenja kao S$to su bronhopneumonija,
urinarne, pluéne 1 kozne infekcije, septi¢ki Sok, nozokomijalna infekcija, ulcerativni
keratitis, infekcije rana i mekih tkiva.1t3-115

Kada bakterija formira biofilm tesko je otkloniti infekciju 1 unistiti bakterije zato
Sto postaju otpornije na antibiotike. Neki prirodni proizvodi mogu da poremete
116-119

bakterijski biofilm i uc¢ine da bakterije postanu osetljivije na razli¢ite antibiotike.

Istrazivanjem je zakljuCeno da je lakSe ostvariti inhibiciju formiranja biofilma, nego
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oste¢enje ve¢ formiranog biofilma. Sprecavanjem formiranja biofilma smanjuje se

moguénost nastajanja bakterijske infekcije.?°

1.7.6.2. Formiranje biofilma

Neke vrste bakterija mogu da rastu i da se razvijaju u zajednicama na biotickim i
abiotickim povrSinama formiraju¢i biofilmove koji predstavljaju finalni mehanizam
zastite bakterija od imunog sistema domacina i dejstva antibiotika.'?122 To su zapravo
populacije bakterija koje su uronjene u samogeneriSuci egzopolisaharidni matriks 1 koje
su vezane za odredeni supstrat. Formiranje biofilma mikroorganizama inicirano je
stvaranjem mikrokolonija na supstratu, sazrevanjem i daljim Sirenjem kolonija §to ih
dodatno ¢ini otpornijim izazivadima infekcija.'?® Biofilm se sastoji od vode (95%),
ekstracelularnog polisaharidnog matriksa u vidu gela (1-2%) i mikroorganizama koji su
uronjeni u biofilm (2-5%).

Formiranje biofilma se odvija u tri faze: vezivanje, sazrevanje i disperzija. U
prvoj fazi dolazi do reverzibilnog pripajanja bakterija za podlogu, nakon cega sledi
ireverzibilna adhezija bakterije za supstrat pomocu specifi¢nih adhezina kao $to su pili,
flagele 1 povrSinski proteini. Slede¢a je faza sazrevanja gde se vrSi intenzivno
umnozavanje 1 stvaranje ekstracelularnog, polisaharidnog matriksa koji ¢ini najvecu
masu biofilma, dok je za poslednju fazu disperzije karakteristicno izdvajanje
planktonskih ¢elija koje napustaju klastere i formiraju nova Zarista kolonije $to dovodi
do 3irenja infekcije.!?* Takve infekcije koje nastaju usled formiranja biofilma su
asimptomske 1ili sa blagim simptomima. Dodatni problem u lecenju bakterijskih
infekcija je nastanak rezistentnosti bakterija na uobicajeno koriS¢ene antibiotike. Kako
bi se smanjio rast infekcija izazvanih P. aeruginosa koristi se terapija profilakti¢nim
antibioticima.'®® Obzirom da uobicajene doze antibiotika nisu efikasne jer se otpornost
viSeslojnog biofilma prvenstveno bazira na postojanju ekstracelularnog matriksa kao
fizicke barijere koji redukuje koli¢inu antibiotika koja moZe da prodre u bakterijsku
koloniju, doze antibiotika se moraju uvecati od 100 do 1000 puta.'?>!22 Pored matriksa,
klasteri koje formiraju sami mikroorganizmi unutar biofilma predstavljaju dodatnu
prepreku. Takode, aktivacija i ekspresija odredenih gena, moze dovesti do sinteze

brojnih virulentnih faktora koji su pod QS kontrolom.*?612° Vaznu ulogu imaju fenazini
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kao virulentni faktori, ¢ija je sinteza kod P. aeruginosa pod kontrolom QS sistema, 30131
kao i sposobnost pokretljivosti kolonije P. aeruginosa koji doprinosi formiranju

biofilma i kolonizaciji podloge od strane ove bakterije.**?

1.7.6.3. Testovi pokretljivosti (Twitching i flagella motility)

U zavisnosti od uslova u kojima se nalaze, bakterijske vrste poseduju razlicite
tipove kretanja: ,,swarming“, ,swimming®, ,twitching“, ,gliding* i ,sliding«.%
»owimming*“ je tip kretanja koje je omoguceno rotiraju¢om snagom flagele u te¢noj
sredini, a ,,twitching* je kretanje bakterija koje je omoguceno ekstenzijom i retrakcijom
pila tipa IV kojima se ostvaruje sporo kretanje ¢elija koje izgleda kao trzanje. Flagele i
pili omoguéuju Sirenje kolonija sa nutritivno siromasnih na nutritivno bogata mesta i
znadajne su prilikom adhezije bakterije za domacina, za formiranje biofilma i dr.t3

Smanjenje broja ovih struktura spre¢ava disperziju kolonija nakon iscrpljivanja

nutrijenata, §to moze dovesti i do uniStenja bakterija.

1.7.6.4. Produkcija piocijanina

P. aeruginosa procesom biosinteze proizvodi plavicasto-zeleni pigment
piocijanin. Ovaj pigment ima ulogu virulentnog faktora P. aeruginosa i odgovoran je za
pocetak kolonizacije bakterije in vivo, kao i za nastanak i dalje Sirenje infekcija
uzrokovanih ovom bakterijom.®1%¢ Dosadagnja istrazivanja su pokazala da je redukcija
i potpuna inhibicija biosinteze piocijanina jako bitna za smanjenje patogenosti bakterije

i poboljsanje efektivnosti odbrambenog sistema domaéina.***
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2. NASI RADOVI

Cilj ove doktorske teze bio je da se ispita sastav glavnih sekundarnih metabolita
halofitnih biljnih vrsta roda Atriplex (A. littoralis, A. tatarica i A. prostrata) i Artemisia
(A. santonicum) kao i da se ispita njihova bioloSka aktivnost. Navedene halofite su vrlo
malo hemijski ispitivane i u literaturi je do sada objavljeno nekoliko radova u kojima su
ispitani njihovi sekundarni metaboliti.*%-4°

U prvom koraku, ispitivani biljni material je osusen i samleven do finog praha.
Iz vrste A. santonicum izolovano je etarsko ulje i odreden njegov hemijski sastav, dok
su vrste roda Atriplex ekstrahovane postupkom Kkoji je detaljno opisan u
Eksperimentalnom delu.

n-Butanolni ekstrakt A. littoralis je precis¢avan semipreparativnom reverzno-
faznom te¢nom hromatografijom uz UV detekciju.

n-Butanolni ekstrakt A. tatarica je frakcionisan hromatografijom na koloni silika
gela, dobijene frakcije su grupisane na osnovu TLC analiza (sli¢nih Rf vrednosti).
Precis¢avanje je nastavljeno na reverzno-faznom HPLC-u.

Zbog slicne polarnosti jedinjenja prisutnih u n-butanolnom ekstraktu
A. prostrata frakcionisanje je zapoceto hromatografijom na koloni (Sephadex LH-20).
Razdvajanje flavonoidnih glikozida od triterpenskih saponina postignuto je na osnovu
razli¢itih molekulskih masa ovih jedinjenja (veli¢ina molekula). Frakcije su zatim,
nakon odabira pogodnog eluenta, analizirane visoko efikasnom tankoslojnom
hromatografijom.

Nakon frakcionisanja i preciScavanja ekstrakata biljaka iz roda Atriplex i
etarskog ulja Artemisia santonicum ispitivane su njihove bioloske aktivnosti, kao i
aktivnosti izolovanih fenolnih jedinjenja, flavonoidnih glikozida i saponina.

Strukture izolovanih jedinjenja su odredene tehnikama 1D (*H i °C) i 2D
(COSY, NOESY, ROESY, TOCSY, HSQC i HMBC) NMR, UV i IR spektroskopije,
masenom spektrometrijom visoke rezolucije (HRESIMS) i polarimetrijom.

U ovom odeljku prikazano je detaljno odredivanje strukture izolovanih
jedinjenja, njihovi NMR spektri i maseni spektralni podaci. Dodatno, hemijska
pomeranja i rezultati bioloskih aktivnosti su prikazani tabelarno. Ostali spektroskopski

podaci su dati u Eksperimentalnom delu (poglavlje 3.3.6.).
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2.1. Jedinjenja izolovana iz biljne vrste Atriplex littoralis

Iz n-butanolnog ekstrakta dobijenog nakon te¢no-te¢ne ekstrakcije koji je dalje
precis¢avan semipreparativnom reverzno-faznom hromatografijom izolovano je ukupno
6 jedinjenja medu kojima su bila tri nova flavonoidna glikozida. Strukture ovih
jedinjenja date su na Slici 25 (nova jedinjenja su 43-45), a detaljan postupak njihovog
izolovanja opisan je u poglavlju 3.3.1. U ovom delu prikazani su spektri svih izolovanih

jedinjenja iz A. littoralis na osnovu kojih je odredena njihova struktura.

OH O

43: R1 = H; R2 = Glcp(2-1)-Rhap
44: R1 = Me; R2 = Glcp(2-1)-Rhap
45: R1 = Me; R2 = Glcp(6-1)-Rhap

OH H
4 4
5 3 5 3
6 2 8
1 1
OGlc 0Glc
47 48

Slika 25. Strukturne formule jedinjenja izolovanih iz A. littoralis

2.1.1. Odredivanje strukture kvercetagetin 3-O-a-L-ramnopiranozil-(1—2)-f-D-
glukopiranozida- atripleksina I (43)

Jedinjenje 43 je izolovano kao Zuti prah u koli¢ini od 31,1 mg. U UV spektru
ovog jedinjenja uocen je Amax na 348 nm §to je ukazalo na konjugovani sistem, odnosno
prisustvo aromatic¢nih prstenova. U IR spektru zapazene su apsorpcione trake na 1565,
1478 i 828 cm™ koje poti¢u od valencionih i deformacionih C=C aromati¢nih vibracija,
a intenzivne trake na 1680 i 3367 cm™ ukazuju na prisustvo karbonilne i hidroksilne
grupe, redom. HRESIMS spektar pokazuje deprotonovan molekulski jon na vrednosti
m/z 637,1445 [M — H]", $to je uz C NMR spektar ukazalo da jedinjenje 43 ima
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molekulsku formulu CzsH30017. U *H NMR spektru u aromati¢nom regionu uocena Su
Cetiri signala protona (Tabela 2, Slika 26). Singlet na on 6,64 ppm (H-8) pripada
aromati¢nom prstenu A, a signali na on 6,86 i 7,60-7,62 ppm pripadaju protonima H-2',
H-5', H-6' B prstena flavonoida (ABX spinski sistem). Na osnovu hemijskih pomeranja
signala u *H NMR spektru i broja signala u aromati¢nom delu **C NMR spektra (Slika
29), a poredenjem sa literaturnim podacima, zakljueno je da aglikon odgovara
kvercetagetinu.’®” To je potvrdeno i dodavanjem razli¢itih reagenasa za pomeranje
talasnih duzina u UV spektru. Nakon tretiranja metanolnog rastvora jedinjenja 43
rastvorom NaOACc/H3BOs3 doslo je do batohromnog pomeranja trake | (22 nm) ¢ime je
potvrdeno prisustvo katehola u aglikonu. Slobodna hidroksilna grupu u polozaju C-5 je
dokazana batohromnim pomeranjem trake I (40 nm) i trake 11 (18 nm) nakon dodavanja
AICI3/HCI. Preostala UV pomeranja data su u Eksperimetalnom delu (3.3.6.). Pored
pomenutih aromati¢nih protona uocen je singlet na hemijskom pomeranju Jn 6,08 ppm
(H-11) koji potice od metilendioksi grupe. Polozaj ove grupe nedvosmisleno je odreden
na osnovu HMBC Kkorelacija H-11/C-6, C-7 (Slika 32). Identifikacija monosaharida
usledila je nakon kisele hidrolize pomoé¢u 2M HCI, poredenjem retencionih vremena
standarda sa vremenima monosaharida iz hidrolizata na HPLC-u sa elektrohemijskim
detektorom. Analizom 'H i 3C NMR signala u saharidnoj oblasti uocena su dva
anomerna signala ow/dc 5,77/100,4 i onloc 5,23/102,8 sto je uputilo na dve
monosaharidne jedinice: D-glukopiranozu i L-ramnopiranozu. (Slike 26-29). Ostali
signali iz SeCera su asignirani koriste¢i COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, i HMBC
spektre, polaze¢i od signala anomernih protona. Relativne konfiguracije D-
glukopiranoze i L-ramnopiranoze su odredene pomocu NOESY korelacija (Slika 34)
(H-1"/H-3", H-1"/H-5", H-3"/H-5", i H-2"/H-4") za glukozu, (H-3"/H-2") za ramnozu i
vicinalnih konstanti kuplovanja. Vrednost vicinalne konstante za protone iz glukoze
iznosi Jior = 7,6 Hz, §to odgovara p-konfiguraciji D-glukopiranoze, dok je L-
ramnopiranoza prisutna u a-konfiguraciji Ji2~ = 1,2 Hz. Korelacije H-1"/C-3, H-2"/C-
1" 1 H-1"/C-2" u HMBC spektru (Slika 31) odreduju polozaj vezivanja disaridne
jedinice za aglikon kao i tip glikozidne veze koja se ostvaruje izmedu glukoze i
ramnoze. Glikozidna veza a-L-ramnopiranozil(1—2)-4-D-glukopiranozid je potvrdena i
korelacijom H-1"/H-2" u NOESY spektru (Slika 34). Ovom analizom zakljuceno je da

jedinjenje 43 novi prirodni proizvod nazvan atripleksin I.
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Slika 26. *H NMR spektar atripleksina | (43) — oblast 5,2-7,7 ppm
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Slika 28. *C NMR spektar atripleksina | (43) — oblast 63-91 ppm
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45



ol

H8/C10 [ue
He'/C2' Fus
f—"4
H5'/C6' [
— - = L
H2'/C6' 125
H8/C6 Hiyce [
b [ — 3 <D
— bs &
3 &
140 =
—K
E H2/C3 H5/C3" [ 145
— ® =
—3% o= He/ce ) 150
E I H5/CA'  HB8/CY
—
— = i 155
— —— H8/C7 H11/C7 160
3 H2//C2
E 165

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0
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Slika 33. Kljuéne HMBC korelacije atripleksina | (43)
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Slika 35. Klju¢ne NOESY korelacije atripleksina 1 (43)
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2.1.2. Odredivanje strukture 3'-O-metilkvercetagetin 3-O-a-L-ramnopiranozil-
(1—-2)-p-D-glukopiranozida — atripleksina 1 (44)

Jedinjenje 44 (Slika 25) je izolovano u koli¢ini od 32,9 mg u vidu Zutog praha.
Molekulska formula C2oH32017 je dobijena iz HRESIMS spektra na osnovu
deprotonovanog molekulskog jona [M — H]™ na m/z 651,1615. *H i *C NMR podaci
jedinjenja 44 (Tabela 2) su bili vrlo sli¢ni kao za jedinjenje 43. U poredenju sa *H i 13C
NMR spektrima jedinjenja 43, uoceni su i dodatni signali: singlet na o4 3,97 ppm |
ugljenik na oc 57,1 ppm (Slike 37 i 38) koji su ukazali na dodatnu metoksi grupu u B
prstenuu odnosu na jedinjenje 43. Polozaj metoksi grupe odreden je na osnovu HMBC
korelacije ugljenika C-3' i protona iz metoksi grupe (3'-OCHs/C-3) kao i iz
NOESYkorelacije 3'-OCHas/H-2' (Slike 41 i 44). Analizom C spektra (Slika 39) u
aromati¢nom regionu zapazeno je prisutvo 15 signala sa slicnim hemijskim
pomeranjima kao u jedinjenju 43, $to odgovara aglikonu kvercetagetina.'®’ Slobodna 4'-
OH je potvrdena batohromnim pomeranjem sa smanjenjem intenziteta trake [ u UV
spektru nakon dodavanja NaOCHz u metanolni rastvor jedinjenja 44. Dodavanje AIClI3
dovodi do batohromnog pomeranja trake | (38 nm) i trake 11 (18 nm), dok dodatak HCI
ne dovodi do promena u pomeranju talasnih duzina. Ovim je potvrdena slobodna 5-OH
grupa kao i da u jedinjenju 44 u prstenu B nije prisutna kateholska grupa. Nakon
hidrolize jedinjenja 44 na HPLC-u su identifikovane D-glukoza i L-ramnoza kao u
sluc¢aju jedinjenja 43. Asignacija protona koji poti¢u od monosaharida izvrSena je na
osnovu korelacija u COSY, TOCSY,NOESY, HSQC, i HMBC spektrima. Kao i u
jedinjenju 43 prisustvo S-D-glukopiranozilne i a-L-ramnopiranozilne jedinice utvrdeno
je na osnovu NOESY Kkorelacija i vrednosti vicinalnih konstanti kuplovanja. HMBC
korelacija H-1"/C-3 ukazuje da je D-glukopiranoza vezana za C-3 aglikona preko
kiseonika OH grupe sa C-1". Korelacije H-1"/C-2" iz HMBC spektra (Slika 41) ukazale
su na to da je ramnoza vezana svojim C-1" za C-2" iz glukozne jedinice. Sve ovo

ukazalo je na to da je jedinjenje 44 novi prirodni proizvod i nazvano je atripleksin I1.
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Slika 42. Klju¢ne HMBC korelacije atripleksina Il (44)
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Slika 43. Deo HMBC spektra atripleksina Il (44) koji se odnosi na disaharidnu jedinicu
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Slika 44. Deo NOESY spektra atripleksina 11 (44) koji se odnosi na disaharidnu

jedinicu

Slika 45. Klju¢ne NOESY korelacije atripleksina 11 (44)

2.1.3. Odredivanje strukture 3'-O-metilkvercetagetin 3-O-a-L-ramnopiranozil-

(1—6)-p-D-glukopiranozida — atripleksina 111 (45)
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Jedinjenje 45 (Slika 25) je izolovano u koli¢ini od 18,3 mg kao zuti prah.

Molekulska formula CaoH32017 je dobijena iz HRESIMS spektra na osnovu

deprotonovanog molekulskog jona [M — H]™ na m/z 651,1606. Na osnovu sli¢nih UV i
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NMR spektara jedinjenja 45 i jedinjenja 44 izveden je zakljucak da je izolovano
jedinjenje 45 strukturni izomer jedinjenja 44, tj. da je u jedinjenju 45 glikozidna veza
(1—6) izmedu ramnoze i glukoze, a ne (1—2) kao u jedinjenju 44. Pomoc¢u HPLC-a su
identifikovane iste monosaharidne jedinice kao u jedinjenjima 43 i 44. HMBC
korelacije H-1"/C-3, H-6"a/C-1" i H-6"b/C-1" (Slika 52) kao i NOESY korelacija H-
6"b/H-1" (Slika 50) ukazale su da je L-ramnopiranoza vezana svojim C-1" za C-6" D-
glukopiranoze O-glikozidnom vezom, kao i da je D-glukopiranoza vezana za C-3
aglikona preko kiseonika OH grupe sa C-1". Na kraju je izveden zakljucak da je

jedinjenje 45 novi derivat 3'-O-metilkvercetagetina i nazvano je atripleksin I1I.
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Slika 47. *H NMR spektar atripleksina 111 (45) — oblast 3,20-4,00 ppm
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Slika 49. *C NMR spektar atripleksina 111 (45) — oblast 90-180 ppm
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Slika 50. Deo NOESY spektra atripleksina 111 (45) koji se odnosi na disaharidnu

jedinicu

Slika 51. Klju¢ne NOESY korelacije atripleksina 111 (45)
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Tabela 2. $3C i *H NMR podaci jedinjenja 43—45 (125,80 MHz za'*C i 500,26 MHz za H, CD30D)

43 44 45

CH  dc on (J H2) dc on(d Hz) dc on (J Hz)

2 159,1 1588 159,3

3 1348 1345 1356

4 179,9 179,9 179,9

5 142,8 1427 142,4

6 131,2 131,2 131,4

7 155,9 155,9 156,2

8 90,3 6,645 90,4 6,67 90,7 6,68

9 153,9 153,9 154,1

10 109,0 109,0 108,8

11 1043 6,085 1044  6,01s 1045 6,085

12 / / 57,1 3,97 s 56,9 3,94

1 1234 1234 1229

2 1174 7,63d (2,0) 114,6 7,97 d(2,0) 1146 7945

3 146,2 148,6 1485

g 149,9 150,9 151,1

5 1162  6,87d (8,3) 1162  6,91d (8,4) 1163  6,91d(8,1)
6 1234 7,61dd(8,3,20) 1238 757dd(84,21) 1242  7,64dd (7.8)
1" 1004 577d(7,6) 1003  5,89d(7,3) 1043  528d(7,3)
2" 80,3 3,67dd(9,2,7.6) 80,4 364dd(7,7,92) 761 3,47m

3" 791  3,58t(9,2) 79,0 3,61m 78,3 3,45m

4" 71,9  3,35t(9,3) 72,0 331m 71,9 3,23 m

5" 785 3,26 m 78,5 3,30 m 775 3,38 m

6"a 62,7  3,74dd (12,0,23) 62,6 377m(4,0,117) 688 3,82 brd (11,1)
6"b 3,55 m 3,57 dd 3,42m

1 1028 523d(1,2) 1029  5,19d (16) 1027  452d(L5)
2" 726 4,02dd(34,12) 72,6 4,00 m 72,2 3,58 dd (3,0, 1,5)
3" 725  3,79dd (9,6,3.4) 72,4 3,76 m 72,4 3,45 dd (3,0, 9,5)
4" 742 3,35t(9,6) 7404  331m 73,9 3,23 m

5" 70,1 4,05dd (6,2,9.6) 70,1 4,00 m 69,9 3,39 m

6" 176 0,97d(6,2) 17,6 0,88 d (6,2) 18,0 1,08d (6,2)

2.1.4. Poznata jedinjenja izolovana iz Atriplex littoralis

Pored novih jedinjenja (43-45) iz n-butanolnog ekstrakta semipreparativnom
reverzno-faznom hromatografijom izolovana su i poznata jedinjenja, jedan flavonoidni
glikozid (46) i dva fenolna jedinjenja (47 i 48).

Jedinjenje 46 izolovano je u koli¢ini od 20,9 mg (Slika 25). Molekulska formula
C23H24013 je dobijena iz HRESIMS spektra na osnovu deprotonovanog molekulskog
jona [M — H]™ na m/z 507,1200. U *H NMR spektru u aromati¢nom regionu uoéeno je
Cetiri signala (Slika 54). Singlet na Jn 6,39 ppm (H-8), dva dubleta na o+ 7,89 i 6,88
ppm (H-2', H-5') i dvostruki dublet na dn 7,56 ppm (H-6"). U alifati¢noj oblasti *H NMR

spektra (Slika 54) uocena su dva singleta koja odgovaraju protonima iz metoksi grupa u
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polozajima C-3' i C-6 (on 3,93 i 3.85 ppm). Na njihov polozaj uputile su HMBC
korelacije date na slikama 57 i 58. Pored ovih signala na Jn 5,31 ppm nalazi se dublet
koji poti¢e od anomernog protona S-D-glukopiranoze, a ostali signali protona glukoze se
nalaze u intervalu od Ju 3,25-3,75 ppm. Analizom *C NMR spektra (Slika 55)
zakljuceno je da se u aromati¢noj oblasti nalazi 15 ugljenikovih atoma (dc 95-180 ppm),
dok se u alifaticnom delu spektra nalazi preostalih osam signala C atoma koji pripadaju
metoksi grupama i molekulu glukoze. Na osnovu poredenja sa literaturnim podacima,

zakljuceno je da je jedinjenje 46 spinacetin 3-O-4-D-glukopiranozid.t%
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Slika 54. 'H NMR spektar spinacetin 3-O-f-D-glukopiranozida (46) oblast 3,2-
7,9 ppm
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Slika 55. 1*C NMR spektar spinacetin 3-O-4-D-glukopiranozida (46) oblast 55-180 ppm
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Slika 57. Deo HMBC spektra spinacetin 3-O-4-D-glukopiranozida (46) (*H NMR 5,1-
8,2 ppm i 3C 90-180 ppm)
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Slika 58. Deo HMBC spektra spinacetin 3-O-4-D-glukopiranozida (46) (*H NMR 3,15-
4,05 ppm i BC 70-150 ppm)
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Slika 59. Klju¢ne HMBC korelacije spinacetin 3-O-f-D-glukopiranozida (46)

Jedinjenje 47 (Slika 25) izolovano je u koli¢ini od 12,0 mg. Molekulska formula
C12H1607 je dobijena iz HRESIMS spektra na osnovu deprotonovanog molekulskog
jona [M — H]™ na m/z 271,0817. Analiza *H NMR i 3C NMR spektara (Slike 60 i 61)
ukazala je da jedinjenje 5 pripada grupi fenolnih jedinjenja. U aromati¢nom delu 'H
NMR spektra uocena su dva dubleta AA'BB' spinskog sistema (Slika 60). Analizom
saharidne oblasti 'H i C NMR spektara i poredenjem sa literaturnim podacima
zakljuceno je da je u jedinjenju prisutna S-D-glukopiranoza. Spektroskopski podaci za

jedinjenje 47 slazu se sa literaturnim i odgovaraju strukturi arbutina, 3
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Slika 60. *H NMR spektar arbutina (47)
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Slika 61. 13C NMR spektar arbutina (47)
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Slika 62. Strukturna formula arbutina (47)
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Slika 63. HSQC spektar arbutina (47)

Jedinjenje 48 (Slika 25) izolovano je u koli¢ini od 15,1 mg. Molekulska formula
C13H1807 je dobijena iz HRESIMS spektra na osnovu deprotonovanog molekulskog
jona [M — H] na m/z 285,0983. NMR spektri jedinjenja 6 su bili veoma sli¢ni NMR
spektrima arbutina (5). Uocene su male razlike: pojava singleta integrala 2 na on 4,81
ppm u *H NMR spektru (Slika 64), dodatni signal ugljenika na éc 71,8 ppm (Slika 65),
kao i razlika u masi od 14 Da u odnosu na arbutin. Na osnovu ovih podataka zakljuceno
je da jedinjenje 48 ima dodatnu metilensku grupu izmedu p-D-glukopiranoze i
benzenovog prstena, i da njegova struktura odgovara 4-hidroksibenzil-S-D-

glukopiranozidu, jedinjenju koje je ranije opisano u literaturi.'4°
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Slika 65. *C NMR spektar 4-hidroksibenzil-s-D-glukopiranozida (48)
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Slika 66. HSQC spektar 4-hidroksibenzil-f-D-glukopiranozida (48)
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Slika 67. HMBC spektar 4-hidroksibenzil-$-D-glukopiranozida (48)
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Slika 68. Klju¢ne HMBC korelacije 4-hidroksibenzil-f-D-glukopiranozida (48)
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Slika 69. Deo HMBC spektra 4-hidroksibenzil-5-D-glukopiranozida (48) koji se odnosi

na signale iz glukoze

2.2. Jedinjenja izolovana iz biljne vrste Atriplex tatarica

Iz n-butanolnog ekstrakta A. tatarica razdvajanjem hromatografijom na
gravitacionoj koloni silika gela i semipreparativnom reverzno-faznom hromatografijom
izolovano je ukupno 6 jedinjenja medu kojima je jedan nov flavonoidni glikozid i tri

nova triterpenska saponina. Strukture ovih jedinjenja date su na Slici 70, a detaljan
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postupak njihovog izolovanja opisan je u poglavljima 3.2.3. i 3.3.2. U ovom delu
prikazani su spektri svih izolovanih jedinjenja iz A. tatarica na osnovu kojih je

odredena njihova struktura.

OH O
49: R=Glcp(2-1)-Apif 52: R;=Arap(2-1)Galp(OSO3H), R,=Glcpl, R;=CHO
50: R=Glep(2-1)-Apif(5-0)-feruloil 53: R,=Arap(2-1)Galp(OSO;H), R,=Glcpl, R;=CH,OH
S1: R=Glep(2-1)-GleAp(2-O)-feruloil 54: R,=Arap(2-1)Galp(2-1)Glep2, R,=Glepl, Ry=CHO

Slika 70. Strukturne formule jedinjenja izolovanih iz A. tatarica

Zajednicka strukturna karakteristika flavonoidnih glikozida (49-51) izolovanih
iz A. tatarica je prisustvo patuletina kao aglikona za koji su $ecerne jedinice povezane
O-glikozidnom vezom za C-3.

Jedinjenja (52-54) pripadaju grupi triterpenskih saponina oleanolnog tipa (Slika
70). Na osnovu karakteristi¢cne promene hemijskog pomeranja signala C-3 i C-28 u
odnosu na slobodan aglikon odredeno je mesto vezivanja Secernih jedinica za

sapogenin, kao i da izolovani saponini pripadaju grupi bidesmozidi¢nih saponina.

2.2.1. Odredivanje strukture patuletin 3-O-f#-D-apiofuranozil(1—2)-4-D-
glukopiranozida (49)

Jedinjenje 49 (Slika 70) je izolovano u koli¢ini od 6,6 mg u obliku Zutog praha.
Molekulska formula Ci7H30017 je dobijena iz HRESIMS spektra na osnhovu
deprotonovanog molekulskog jona [M — H]  na m/z 625,1406. UV spektar ovog
jedinjenja je pokazao karakteristike 3-OH supstituisanih flavonola. Polozaji slobodnih
hidroksilnih grupa u polozajima C-3', C-4', C-5 i C-7 su pretpostavljeni nakon

dodavanja reagenasa UV pomeranja. Prisustvo katehola (prsten B) je potvrdeno
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batohromnim pomeranjem trake | (24 nm) nakon dodavanja NaOAc/H3BOs
metanolnom rastvoru jedinjenja 49. Dodavanjem AICIs/HCI metanolnom rastvoru
jedinjenja 49 primeceno je batohromno pomeranje trake I (52 nm) i trake Il (13 nm), §to
je dokaz za prisustvo hidroksilne grupe u polozaju C-5. Hidroksilna grupa u polozaju C-
7 potvrdena je nakon dodavanja NaOAc batohromnim pomeranjem trake 11 (15 nm). U
'H NMR spektru (Slika 72) uoeni signali na dn 7,69 ppm (H-2', d, J=2,0 Hz), 7,64 ppm
(H-6', dd, J=2,1; 8,5 Hz), 6,87 ppm (H-5', d, J=8,5 Hz), on 3,87 ppm (OMe-6, S) i dH
6,48 ppm (H-8, s) ukazali su da je kao aglikon u jedinjenju 49 prisutan patuletin.'#
Anomerni proton na Jn 5,49 ppm (d, J=7,7 Hz) pripisan je S-D-glukopiranozi (koja je
zajedno sa S-D-apiofuranozom potvrdena nakon kisele hidrolize jedinjenja i poredenjem
sa standardima pomo¢u HPLC metode za monosaharide). Polozaj glukoze je odreden na
osnovu HMBC korelacije anomernog protona glukoze i C-3 aglikona (H-1"/C-3, Slika
76). Da je ona f-glikozidnom vezom vezana za aglikon, potvrdile su NOESY korelacije
H-1", H-3"/H-5" (Slika 79). Dublet na on 5,46 ppm (J=1,3Hz) poti¢e od apioze koja je
takode u £ konformaciji (Slika 72). Glikozidna veza u disaharidnoj jedinici odredena je
iz HMBC korelacije protona H-2" glukoze i anomernog ugljenika C-1"apioze (Slika
77). Analizom *C NMR i HSQC spektara (Slike 73 i 75) uocen je signal (Jc 81 ppm)
koji nije korelisan ni sa jednim protonom, na osnovu ¢ega je zakljuceno da je u pitanju
tercijarni ugljenik koji pripada S-D-apiofuranozi (C-3™). Osim toga u HSQC spektru su
uoceni signali dve metilenske grupe (CH2-4™ i CH2-5") $to je dodatna potvrda da je u
jedinjenju 49 prisutna apioza. HMBC korelacije protona H-1", H-5"" sa ugljenikom C-
3" potvrdile su da je hidroksimetil grupa C-5" vezana za C-3" (Slike 76 i 77).
Poredenjem sa literaturnim podacima utvrdeno je da je jedinjenje 49 patuletin 3-O-$-D-
apiofuranozil(1—2)-4-D-glukopiranozid poznato jedinjenje prethodno izolovano iz

biljne vrste Spinacia oleracea.'
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Slika 71. *H NMR spektar patuletin 3-O-$-D-apiofuranozil(1—2)-4-D-glukopiranozida
(49) — oblast 3,40-4,10 ppm
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Slika 72. *H NMR spektar patuletin 3-O-4-D-apiofuranozil(1—2)-4-D-glukopiranozida
(49) — oblast 5,40-7,75 ppm
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Slika 73. *3C NMR spektar patuletin 3-O--D-apiofuranozil(1—2)-$-D-glukopiranozida
(49) — oblast 61-81 ppm
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Slika 74. **C NMR spektar patuletin 3-O-4-D-apiofuranozil(1—2)-$-D-glukopiranozida
(49) — oblast 90-180 ppm

71



— OCH3-64 6"a 6"b [
P— E=3
— '3 5"
— 4'
] an -
— - °
o 2 5

—t 08
— &

-
— ®qm
— 2 °5

— .
=

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34

r70

80

90

100

110

120

130

Slika 75. HSQC spektar patuletin 3-O-f-D-apiofuranozil(1—2)-4-D-glukopiranozida

(49)
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Slika 76. Deo HMBC spektra patuletin 3-O-$-D-apiofuranozil(1—2)-4-D-

glukopiranozida (49) (*H NMR 5,30-7,75 ppm i *C 70-180 ppm)
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Slika 77. Deo HMBC spektra patuletin 3-O-$-D-apiofuranozil(1—2)-5-D-
glukopiranozida (49) (*H NMR 3,40-4,10 ppm i *C 60-135 ppm)

Slika 78. Klju¢ne HMBC korelacije patuletin 3-O-f-D-apiofuranozil(1—2)-f-D-
glukopiranozida (49)
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Slika 79. Deo NOESY spektra patuletin 3-O-f-D-apiofuranozil(1—2)-5-D-

glukopiranozida (49) koji se odnosi na disaharidnu jedinicu

Slika 80. Klju¢ne NOESY korelacije patuletin 3-O-f-D-apiofuranozil(1—2)-4-D-
glukopiranozida (49)
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Slika 81. Deo COSY spektra patuletin 3-O-4-D-apiofuranozil(1—2)-4-D-

glukopiranozida (49) koji se odnosi na disaharidnu jedinicu

2.2.2. Odredivanje strukture patuletin 3-O-(5"""-O-feruloil)-g#-D-apiofuranozil-
(1—2)-p-D-glukopiranozida (50)

Jedinjenje 50 (Slika 70) je izolovano u koli¢ini od 5,0 mg u vidu Zutog praha.
Molekulska formula Cas7H3s020 je dobijena iz HRESIMS spektra na osnovu
deprotonovanog molekulskog jona [M — H]™ na m/z 801,1893. U UV spektru jedinjenja
50 uoceni su sli¢ni absorpcioni maksimumi kao za jedinjenje 49, koji su karakteristi¢ni
za 3-OH supstituisane flavonole. Kao i kod prethodno izolovanog jedinjenja slobodne
hidroksilne grupe u polozajima C-3', C-4', C-5 i C-7 su odredene nakon dodavanja
reagenasa UV pomeranja. Na osnovu hemijskih pomeranja signala u *H i **C NMR
spektrima (Tabela 3, Slike 83-85) zakljuceno je da je u jedinjenju 50 kao aglikon
prisutan patuletin.*® Konstanta sprezanja od 1,3 Hz dubleta anomernog vodonika na ox
5,47 ppm karakteristi¢na je za f-konfiguraciju pentoze, a konstanta sprezanja od 7,8 Hz
dubleta drugog anomernog vodonika na o 5,72 ppm za p-konfiguraciju heksozne
jedinice. Poredenjem NMR podataka jedinjenja 49 i 50 (Slike 82-85, Tabela 3)
utvrdeno je da je i u jedinjenju 50 prisutna disaharidna jedinica f-D-apiofuranozil-f-D-
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glukopiranoza. HMBC korelacije H-1"/C-3 i H-1"/C-2" (Slika 88) ukazale su na to da
je apiozna jedinica vezana svojim C-1" za C-2" glukozne jedinice, a da je glukoza
vezana svojim C-1" za C-3 patuletina. Pored signala koji poti¢u od patuletina i
monosaharidnih jedinica, u *H NMR spektru uoéeni su dubleti na dn 6,06 ppm (H-8""),
odnosno o 7,22 ppm (H-7""), sa konstantom sprezanja od 15,8 Hz sto je ukazalo na E
konfiguraciju dvostruke veze (Slika 83). Daljom analizom u aromati¢noj oblasti H
NMR spektra uoc¢eni su protoni na o+ 6,92 ppm (d, J = 2,0 Hz, H-2""), Jn 6,83 ppm (dd,
J=8,0; 1,5 Hz, H-6") i 61 6,76 ppm (d, J = 8,1 Hz, H-5"") kao i singlet na hemijskom
pomeranju 3,86 ppm Koji se odnosi protone iz metoksi grupe u polozaju C-3". U
poredenju sa literaturom navedeni signali su karakteristi¢ni za feruloil grupu (Tabela 3,
Slike 83 i 85). U odnosu na jedinjenje 49 u *H i C NMR spektrima jedinjenja 50
uocene su razlike u hemijskim pomeranjima protona CH2-5" i ugljenika C-5" (Tabela
3), sto je ukazalo da je feruloil ostatak estarskom vezom povezan za apiozu u polozaju
C-5". Ovo je potvrdeno na osnovu HMBC korelacije karbonilnog ugljenikovog atoma
C-9"™ iz feruloil grupe sa protonima H-5" iz apioze (Slika 88). Svi navedeni
spektroskopski podaci su se slozili sa literaturnim. Zakljuéeno je da je 50, patuletin 3-O-
(5™-O-feruloil)-p-D-apiofuranozil-(1—2)-f-D-glukopiranozid,  poznato  jedinjenje
prethodno izolovano iz A. littoralis.*
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Slika 82. 'H NMR spektar patuletin 3-O-(5"-O-feruloil)-$-D-apiofuranozil-(1—2)-p-D-
glukopiranozida (50) — oblast 3,40-4,50 ppm
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Slika 83. 'H NMR spektar patuletin 3-O-(5"-O-feruloil)-4-D-apiofuranozil-(1—2)-4-D-
glukopiranozida (50) — oblast 5,4-7,8 ppm
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Slika 84. 13C NMR spektar patuletin 3-O-(5""-O-feruloil)-$-D-apiofuranozil-(1—2)-p-D-
glukopiranozida (50) — oblast 56-80 ppm

77



© 2 TQ Q© nNewNQ © © NoNnN wmNe NN 9 ~

o a 0 0O TM O YO < o NS o NOoWVw — o 3 — *

5 g E T A A A ] N oSN oo B B A1 S S
\Ya NN TN [ [ SN2 |

Slika 85. 13C NMR spektar patuletin 3-O-(5"-O-feruloil)-3-D-apiofuranozil-(1—2)-p-D-
glukopiranozida (50) — oblast 90-180 ppm
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Slika 86. Deo HSQC spektra patuletin 3-O-(5"-O-feruloil)-f-D-apiofuranozil-(1—2)-4-
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Slika 87. Deo HSQC spektra patuletin 3-O-(5"-O-feruloil)-f-D-apiofuranozil-(1—2)-4-
D-glukopiranozida (50) (*H NMR 5,60-7,75 ppm i *C NMR 93-150 ppm)
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Slika 88. Deo HMBC spektra patuletin 3-O-(5"-O-feruloil)-f-D-apiofuranozil-(1—2)-
S-D-glukopiranozida (50) (*H NMR 2,6-5,8 ppm i *C NMR 50-175 ppm)
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Slika 89. Deo HMBC spektra patuletin 3-O-(5"-O-feruloil)-f-D-apiofuranozil-(1—2)-
S-D-glukopiranozida (50)

Slika 90. Klju¢ne HMBC korelacije patuletin 3-O-(5"-O-feruloil)-4-D-apiofuranozil-

(1—2)-p-D-glukopiranozida (50)

80



2.2.3. Odredivanje strukture patuletin 3-O-(2"**-O-feruloil)-g-D-
glukuronopiranozil(1—2)-#-D-glukopiranozida — atripleksina 1V (51)

Jedinjenje 51 (Slika 70) je izolovano kao zuti prahu koli¢ini od 1,9 mg. U UV
spektru jedinjenja 51 uoceni su sli¢ni absorpcioni maksimumi kao kod jedinjenja 49 i
50. Trake na 1651 i 3417 cm™ uodene u IR spektru odgovarale su valencionim
vibracijama karbonilne i hidroksilne grupe. U HRESIMS spektru deprotonovani jon [M
— H] na m/z 845,1795 je ukazao na molekulsku formulu CsgHsgO2. Slobodne
hidroksilne grupe u polozajima C-3', C-4', C-5 i C-7 su potvrdene nakon dodatka
reagena sa UV pomeranja i dobijeni podaci se nalaze u Eksperimentanom delu. *H i 3C
NMR podaci jedinjenja 51 (Tabela 3, Slike 91-94) su sli¢ni kao kod jedinjenja 50.
Patuletin, glukozil i feruloil grupe su prepoznati poredenjem NMR podataka jedinjenja
51 sa istim za jedinjenja 49 i 50 koji su prethodno detaljno opisani. Razlika koja je
uocena se odnosi na signale druge monosaharidne jedinice. Umesto f-D-apiofuranoze
koja je prisutna u jedinjenjima 49 i 50, nalazi se p-D-glukuronska kiselina, §to je
dokazano na osnovu razlike u MS i NMR spektrima. HMBC korelacija (H-1"/C-3) je
ukazala da je glukoza povezana za C-3 patuletina. Veza izmedu S-D-glukopiranozil i -
D-glukuronopiranozil ostatka je odredena na osnovu HMBC korelacije anomernog
protona glukuronil ostatka i drugog ugljenikovog atoma glukoze (H-1"/C-2").
Korelacija H-2"/C-9"" u HMBC spektru ukazala je na nacin vezivanja feruloil i S-D-
glukuronopiranozil grupe (Slika 99). Hemijska pomeranja signala koji pripadaju
glukozi su ista kao kod jedinjenja 49 i 50 (Tabela 3). Karboksilna grupa (C-6™) iz S-D-
glukuronopiranozil ostatka je dokazana na osnovu HMBC korelacija sa protonima H-4"
i H-5". NOE korelacije izmedu protona H-1" i H-5" sa protonom H-3" su potvrdile
polozaje aksijanih protona, odnosno relativnu konfiguraciju glukuronil ostatka (Slike 96
i 99). Dubleti na on 6,15 ppm (H-8""), odnosno Jn 7,39 ppm (H-7""), sa konstantom
sprezanja od 15,9 Hz, uputili su na E dvostruku vezu (Slika 92). Pored ovih signala u
'H NMR spektru uoceni su protoni na on 6,74 ppm (d, J = 1,5 Hz, H-2), dn 6,62 ppm
(dd, J = 8,3; 2,2 Hz, H-6), on 6,54 ppm (d, J = 8,1 Hz, H-5) i o1 3,71 ppm (s, OMe),
koji su karakteristicni za feruloil ostatak (Tabela 3, Slika 92). Na osnovu svih
spektroskopskih  podataka jedinjenje 51, patuletin  3-O-(2"-O-feruloil)-5-D-
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glukuronopiranozil(1—2)-p-D-glukopiranozid, je okarakterisano kao novi prirodni

proizvod i nazvano je atripleksin V.

OCH3-Ct| OCH3-C3™
4y
FUPYIN 1
A { "
g FENEET
- oS S o - -
5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 39 3.7 3.6 3.5 34 33

Slika 91. 'H NMR spektar patuletin 3-O-(2"-O-feruloil)-4-D-glukuronopiranozil(1—2)-
S-D-glukopiranozida (51) — oblast 3,3-5,0 ppm
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Slika 92. 'H NMR spektar patuletin 3-O-(2"-O-feruloil)-4-D-glukuronopiranozil(1—2)-
[-D-glukopiranozida (51) — oblast 5,2-7,6 ppm
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Slika 93. Deo HSQC spektra patuletin 3-O-(2"-O-feruloil)-$-D-

glukuronopiranozil(1—2)-B-D-glukopiranozida (51) (*H NMR 3,40-4,05 ppm i *C 55-

85 ppm)
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Slika 94. Deo HSQC spektra patuletin 3-O-(2"-O-feruloil)-4-D-

glukuronopiranozil(1—2)-B-D-glukopiranozida (51) (*H NMR 4,7-7,6 ppm i *C 70-150

ppm)
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Slika 95. COSY spektar patuletin 3-O-(2"'-O-feruloil)-$-D-glukuronopiranozil(1—2)-f-
D-glukopiranozida (51)
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Slika 96. Deo NOESY spektra patuletin 3-O-(2"-O-feruloil)-f-D-
glukuronopiranozil(1—2)-4-D-glukopiranozida (51) koji se odnosi na disaharidnu

jedinicu
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Slika 97. Klju¢ne NOESY korelacije patuletin 3-O-(2"-O-feruloil)-f-D-

glukuronopiranozil(1—2)-4-D-glukopiranozida (51)
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Slika 98. Deo HMBC spektra patuletin 3-O-(2"-O-feruloil)-4-D-
glukuronopiranozil(1—2)-B-D-glukopiranozida (51) (*H NMR 6,0-7,6 ppm i *C 90-175

ppm)
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Slika 99. HMBC spektar patuletin 3-O-(2"'-O-feruloil)-f-D-glukuronopiranozil(1—2)-

S-D-glukopiranozida (51) (*H NMR 3,3-5,4 ppm i *3C 60-180 ppm)

Slika 100. Kljuéne HMBC korelacije patuletin 3-O-(2"-O-feruloil)-4-D-

glukuronopiranozil(1—2)-$-D-glukopiranozida (51)
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Tabela 3. 3C i *H NMR podaci za jedinjenja 49-51 (125,80 MHz za *3C i 500,26 MHz za ‘H,

Metanol-d4)

49 50 51
C/H oc Jn (J uHz) Jc Oon (JuHz) dc on (J uHz)
2 1585 / 158,3 / 1584 /
3 1348 / 1344 | 1346 |/
4 180,0 / 1795 / 179,7 |/
5 1538 / 1540 / 1538 /
6 132,7 / 1325 / 1325 /
7 1540 / 1535 / 1535 /
8 949 6,48s 94,8 6,15s 948 6,25s
9 158,6 / 1579 / 157.9 /
10 1065 / 106,8 / 106.4 /
1 1235 / 1234 |/ 1234 |/
2 1174 7,69d (2,0) 1175 7,69d (2,0) 1174 7,53d (2,0)
3 146,1 / 146,0 / 146,0 /
4 1499 / 1493 / 1498 /
5 116,3 6,87d (8,5) 116,0 6,84d 116,2 6,85d(8,5)
6' 123,4 7,64dd (2,1, 8,5) 123,0 7,51dd (2,0, 8,5) 1234 7,41dd (2,2, 8,3)
6-OMe 61,1 3,87s 610 3,845 61,1 3,88s
Glcp?
1" 101,5 5,49d (7,7) 101,0 5,72d(7,8) 98,8 5,904 (7,9)
2" 76,9 3,95dd (8,0, 9,5) 751  4,04dd (8,0, 9,5) 79,9  3,97.dd (1,0, 10,0)
3" 755 3,69m 75,6 3,72m 730 3,85m
4" 70,8  3,82d(3,0) 70,8 3,85 m 70,6  3,89m
5" 773 3,44t(6,0) 773 3,45t(6,0) 773 3,49t(6,0)
6"a 3,60 m, 3,63 m, 3,60 m,
6" 622 357 m 621 357 m 621 3sam
Apif°
1" 110,8 5,46d (1,3) 109.5 5,47d (1,3)
2" 782  4,06d (1,3) 783 3,87m
3™ 81,0 / 79,5 /
4" 4,03d (9,5), 4,29 m,
a8 3704 (95) 3 3%66d(95)
5"a 3,73d (11,5) 4,49 m,
5" 664 35634 (11,5) 01 434 (11,2)
GlcAp®
1 99,6 5,30d (8,0)
2" 74,8  4,99dd (9,1, 8,2)
3" 759  3,75t(9,1)
4" 734 3,69m
5" 76,4  4,01d(9,5)
6" 173,3 /
feruloil
i 127,5 / 1275 /
2m 1116 6,92d (2,0) 111,1 6,74d (1,5)
3™ 149,4 / 149,1 /
4™ 149,8 / 150,4 /
5" 1164 6,76 d (8,1) 116,3 6,54d (8,1)
6" 124,2 6,83dd (1,5, 8,0) 123,6 6,62dd (2,2, 8,3)
7 146,6  7,22d (15,8) 146,7 7,39d (15,9)
g™ 1150 6,06 d (15,8) 115,6 6,15d (15,9)
g™ 169,0 / 168,7 /
3-OMe 56,4  3,86s 56,2 3,71s

Glep — glukopiranozil "Apif — apiofuranozil ¢ GlcAp — glukuronopiranozil
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2.2.4. Odredivanje strukture #-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-g-D-galaktopiranozil)
(1—-2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52)

Jedinjenje 52 (Slika 70) je izolovano u koli¢ini od 6,6 mg u obliku belog
amorfnog praha. Molekulska formula C47H74021S je dobijena iz HRESIMS spektra na
osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M — H] na m/z 1005,4381. U '*H NMR
spektru jedinjenja 10 uoceno je 6 singleta metil grupa na ox 0,78, 0,85, 0,95, 0,96, 1,06 i
1,19, kiseoni¢ni metinski proton na on 3,16 ppm (dd, J = 4,3, 11,9 Hz), vinilni proton na
Sn 5,33 ppm, i aldehidni proton na du 9,45 ppm (Slike 101-103). Analiza *C NMR
spektra potvrdila je prisustvo dvostruke veze (oc 124,7 ppm, 144,5 ppm), estarskog (dc
169,0 ppm) i aldehidnog (dc 208,0 ppm) karbonilnog ugljenika (Slika 106) u jedinjenju
52. U poredenju sa literaturom, izolovano jedinjenje 52 pripada grupi saponina sa
skeletom oleanolne kiseline.}> Na osnovu broja signala anomernih ugljenika u **C
NMR spektru odreden je broj monosaharidnih jedinica. Preko HSQC korelacija utvrden
je polozaj anomernih protona u H NMR spektru: Jw/dc 4,55/105,4; 4,79/102,5 i
5,35/95,9, sto je ukazalo na tri monosaharidne jedinice (Tabela 4, Slika 110). Analizom
hidrolizata na HPLC-u i poredenjem sa standardima, kao i koris¢enjem COSY i HSQC
spektara dokazane su fS-D-glukopiranoza (Glcpl), p-D-galaktopiranoza (Galp), | a-L-
arabinopiranoza (Arap) (Tabela 4, Slika 110). Na osnovu vrednosti vicinalnih konstanti
kuplovanja za galaktozu i glukozu (Jnumz 7-8 Hz) i arabinozu (Juume 6,5 Hz)
odredena je f-konfiguracija D-galaktopiranoze i D-glukopiranoze, kao i a-konfiguracija
L-arabinopiranoze. HMBC korelacije izmedu anomernog signala na on 4,55 ppm (a-L-
Arap) i C-3 na dc 91,2 ppm kao i korelacija izmedu anomernog protona na on 4,79 ppm
(H-1Galp) i C-2arap Na oc 79,4 ppm su nedvosmisleni dokazi da je disaharidna jedinica /-
D-galaktopiranozil-(1—2)-L-arabinopiranoza povezana za C-3 aglikona preko C-larap
(Slika 114). Signal anomernog protona i ugljenika na Jw/dc 5,35/95,9 odgovara f-D-
glukopiranozi (Glcpl) koja je vezana za aglikon estarskom vezom za karboksilnu grupu
C-28. Ovo je potvdeno korelacijom u HMBC spektru izmedu anomernog protona H-
1cicpr (0H 5,35 ppm) i ugljenika C-28 (oc 177,5 ppm) iz aglikona (Slika 114). NOESY
korelacije H-3/H-1arap, H-2arap/H-1cap 1 H-26/H-lgicpr su potvrdile veze izmedu
aglikona i Secernih jedinica, kao i glikozidnu vezu u disaharidnoj jedinici (Slika 107).

Polozaji aksijalnih protona u SeCerima su dokazani na osnovu sledecih korelacija: H-
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1arap/Me-23, H-1arap/H-3arap, H-1arap/H-5arp, H-1leicpr/H-3cicpr, H-1lcicpr/H-56Icp1, H-
1Gaip/H-3cap, H-1leap/H-5cap U NOESY spektru (Slika 107). Takode, stereohemija u
jedinjenju 52 je odredena pomocu NOESY korelacija. Konstante sprezanja J = 11,9 i
4,3 Hz ukazuju da je proton H-3 aksijalno orijentisan. Na osnovu korelacija protona H-5
I H-9 sa protonom H-3 u NOESY spektru zaklju¢eno je da su ovi protoni a orijentisani
(Slika 107). NOESY korelacije Me-24/Me-25, Me-25/Me-26 odreduju f-orijentaciju
ovih metil grupa, odnosno korelacija Me-27/Me-29 a-orijentaciju metil grupa, kao i na
trans vezivanje D prstena i C prstena aglikona (Slika 108). Prisustvo sulfatne grupe u
jedinjenju 52 odredeno je iz HRESIMS spektra. Na osnovu vece mase za 80 jedinica od
oc¢ekivane za nesulfonovani se¢er [M(OSO3H)-M(OH)=80] kao i dobro poklapanje jona
[M-H+2] sa teorijskom vrednos¢u ukazuje da je umesto hidroksilne vezana sulfatna
grupa (28,0% eksp, 22,7% izracunato). Polozaj sulfatne grupe je odreden na osnovu
promene hemijskih pomeranja protona H-2gap (~0,5-0,7 ppm) i ugljenika C-2 cap (8-10
ppm) u odnosu na hemijsko pomeranje kada je vezana hidroksilna grupa. U poredenju
sa literaturnim vrednostima za sli¢ne saponine izolovane iz biljne vrste Fagonia indica
zakljuéeno je da se sulfatna grupa nalazi u polozaju C-2cap.'*? Pregledom literature nisu
pronadeni podaci o ovom jedinjenju, pa je zaklju¢eno da je S-D-glukopiranozil-3-O-(2-
sulfo-f$-D-galaktopiranozil) (1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oat (52)

novi bidesmozidi¢ni saponin.
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Slika 101. *H NMR spektar p-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-j-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52) — oblast 0,75-1,25 ppm
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Slika 102. *H NMR spektar s-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-f-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52) — oblast 1,30-2,65 ppm
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Slika 103. *H NMR spektar p-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-p-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52) — oblast 3,1-5,4 ppm
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Slika 104. 1*C NMR spektar f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-s-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52) — oblast 16-48 ppm
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Slika 105. *C NMR spektar f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-s-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52) — oblast 57-83 ppm
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Slika 106. 1*C NMR spektar -D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-s-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52) — oblast 90-210 ppm
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Slika 107. Deo NOESY spektra f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-f-D-galaktopiranozil)

(1—>2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52)
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Slika 108. Deo NOESY spektra f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-f-D-galaktopiranozil)

(1>2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52)
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Slika 109. Deo HSQC spektra f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-/-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52)
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Slika 110. Deo HSQC spektra f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-/-D-galaktopiranozil)

(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52)

Glepl

52 R,;=CHO, R,=0SO;H; 53 R;=CH,OH, R,=0S0;H; 54 R,;=CHO, R,=Glcp2

Slika 111. Klju¢ne HMBC korelacije za jedinjenja 52-54
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Slika 112. Deo HMBC spektra f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-4-D-galaktopiranozil)

(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52)
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Slika 113. Deo HMBC spektra s-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-$-D-galaktopiranozil)

(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52)
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Slika 114. Deo HMBC spektra f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-$-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (52)

2.2.5. Odredivanje strukture #-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-g-D-galaktopiranozil)
(1—-2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)

Jedinjenje 53 (Slika 70) je izolovano u koli¢ini od 1,6 mg u obliku belog
amorfnog praha. Molekulska formula C47H76021S je dobijena iz HRESIMS spektra na
osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M — H]™ na m/z 1007,4552. U poredenju sa
literaturom i spektroskopskim podacima za jedinjenje 52 zaklju¢eno je da i jedinjenje
53 pripada tipu saponina sa oleanolnim skeletom.*? *H i 3C NMR (HSQC) spektri
ovog jedinjenja su bili veoma sli¢ni spektrima jedinjenja 52 (Slike 115-118). Jedina
razlika u strukturi ovih jedinjenja je supstituent u polozaju C-20, gde se umesto
aldehidne grupe koja je prisutna u jedinjenju 52 nalazi hidroksimetil grupa. Signali
protona i ugljenika iz hidroksimetil grupe su uoceni u *H odnosno 3C NMR spektrima
na onloc 3,44; 3,50/66,4 (Tabela 4, Slike 116 i 118). Polozaj CH2OH je odreden na
osnovu HMBC (H-30/C-29, C-20, Me-29/C-20) i ROESY (H-18, H-19, H-21, H-22, H-
29/H-30) korelacija (Slike 119, 120 i 123). Na osnovu analize *H i *C NMR (HSQC)
spektara ovog jedinjenja (Slike 115-118) i poredenjem sa NMR spektrima jedinjenja 52
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zakljuCeno je da se u ovom saponinu nalaze iste Secerne jedinice (Tabela 4). Iste
HMBC i ROESY korelacije kao u jedinjenju 52 su potvrdile veze izmedu aglikona i
monosaharidnih jedinica, glikozidnu vezu u disaridnoj jedinici i poloZzaje metil grupa.
Prisustvo sulfatne grupe u jedinjenju 53 odredeno je iz HRESIMS spektra i na osnovu
slaganja hemijskih pomeranja signala protona H-2cap 1 ugljenika C-2cap Sa
pomeranjima u jedinjenju 52. Pregledom literature nisu pronadeni podaci o ovom
jedinjenju, pa je zaklju¢eno da je f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-4-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oat (53) novi bidesmozidi¢ni

saponin.

2.837
2.829
2.811
2.802
2.086

—1.889
2
4
3
9
3
1
9
7
3
9
9
6
2
0
7
7
5
0
5
9
5
9
7

A
N2

26
25 29

27
23

Slika 115. *H NMR spektar p-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-j-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53) — oblast 0,75-2,90
ppm
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Slika 116. *H NMR spektar s-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-s-D-galaktopiranozil)
(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53) — oblast 3,1-5,4 ppm
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Slika 117. Deo HSQC spektra -D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-$-D-galaktopiranozil)
(1—>2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)
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Slika 118. Deo HSQC spektra f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-/-D-galaktopiranozil)
(1—-2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)
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Slika 119. Deo HMBC spektra f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-4-D-galaktopiranozil)
(1—>2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)
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Slika 120. Deo HMBC spektra -D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-$-D-galaktopiranozil)

(1>2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)

Glepl
HO

52 RIZCHO, RZZOSO3H, 53 RIZCHon, R2:OSO3H, 54 RIZCHO, R2:G1Cp2

Slika 121. Klju¢ne NOESY korelacije za jedinjenja 52-54
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Slika 122. Deo ROESY spektra s-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-f-D-galaktopiranozil)

(1—-2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)
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Slika 123. Deo ROESY spektra -D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-f-D-galaktopiranozil)

(1—>2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)
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Slika 124. Deo COSY spektra -D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-$-D-galaktopiranozil)
(1—>2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)
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Slika 125. Deo COSY spektra f-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-/-D-galaktopiranozil)
(1—>2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)
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Slika 126. Deo TOCSY spektra -D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-4-D-galaktopiranozil)
(1—>2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)
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Slika 127. Deo TOCSY spektra -D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-s-D-galaktopiranozil)
(1—>2)-a-L-arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oata (53)
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2.2.6. Odredivanje strukture #-D-glukopiranozil-3-O-f-D-glukopiranozil (1—2)-f-
D-galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54)

Jedinjenje 54 (Slika 70) je izolovano u koli¢ini od 2,9 mg u obliku belog
amorfnog praha. Molekulska formula Cs3Hg4O23 je dobijena iz HRESIMS spektra na
osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M — H]™ na m/z 1087,5321. Poredenjem H i
13C NMR spektara ovog jedinjenja sa jedinjenjem 52 utvrdeno je da je skelet aglikona
isti kao u jedinjenju 52. Uoceni su singleti (on 0,8-1,20 ppm) koji poti¢u od 6 metil
grupa, dvostruki dublet (o1 3,17 ppm) koji se odnosi na kiseoni¢ni metinski proton,
olefinski proton na Jn 5,33 ppm kao i singlet aldehidnog protona na Jn 9,45 ppm
(Tabela 4, Slike 128 i 129). U 13C spektru signal oksigenovanog ugljenika javlja se na
oc 91,4 ppm, signali na oc 124,7 ppm, 144,4 ppm ukazuju na dvostruku vezu, dok se
signali na oc 177,5 ppm i 208,0 ppm odnose na estarski odnosno aldehidni karbonilni
ugljenik redom (Tabela 4, Slika 132). Analizom saharidne oblasti u *H i 3C NMR
spektrima uocena su 4 anomerna signala na on/dc 4,54/105,3, 4,74/103,3, 5,34/95,9 i
4,59/106,0 sto ukazuje na Cetiri monosaharidne jedinice (Tabela 4, Slike 129, 131 i
132). U poredenju sa jedinjenjem 52 umesto sulfatne grupe u polozaju C-2cap Vezana je
dodatna D-glukopiranoza (Glcp2) sto je odredeno na osnovu HRESIMS spektra i
molekulske formule. HMBC korelacije H-1gicp2/C-2caip i hemijsko pomeranje H-2caip Na
on 3,41 ppm u poredenju sa jedinjenjem 52 potvrdile su polozaj Glcp2 i glikozidnu vezu
D-glukopiranozil(1—2)-D-galaktopiranoze. Veza izmedu anomernog protona galaktoze
i C-2 arabinoze je potvrdena HMBC korelacijom (H-1gap/C-2arap) (Slika 136). Kao i u
jedinjenjima 52 i 53 gde je disaharidna jedinica vezana za C-3 aglikona, korelacijama u
HMBC spektru H-3/C-1arp | H-1ap/C-3 je dokazano da je i trisaharidna jedinica
vezana za C-3 aglikona. Izuzev razli¢itog hemijskog pomeranja H-2gap i C-2Gap SVi
ostali signali Secera u *H i 3C NMR spektrima se poklapaju sa onim u jedinjenju 52.
Kako u literaturi nema podataka o ovom jedinjenju zakljuceno je da je p-D-
glukopiranozil-3-O-4-D-glukopiranozil(1—2)-4-D-galaktopiranozil-(1—2)-a-L-

arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oat (54) novi bidesmozidi¢ni saponin.
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Slika 128. 'H NMR spektar s-D-glukopiranozil-3-O--D-glukopiranozil (1—2)-4-D-
galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54) — oblast
0,7-2,7 ppm
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Slika 129. 'H NMR spektar $-D-glukopiranozil-3-O-p-D-glukopiranozil (1—2)-f-D-
galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54) — oblast
3,1-5,35 ppm
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Slika 130. *C NMR spektar f-D-glukopiranozil-3-O-$-D-glukopiranozil (1—2)-5-D-
galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54) — oblast
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Slika 131. *C NMR spektar f-D-glukopiranozil-3-O-$-D-glukopiranozil (1—2)-5-D-
galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54) — oblast
57-85 ppm
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Slika 132. *C NMR spektar f-D-glukopiranozil-3-O-$-D-glukopiranozil (1—2)-5-D-
galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54) — oblast
90-210 ppm
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Slika 133. Deo HSQC spektra f-D-glukopiranozil-3-O-$-D-glukopiranozil (1—2)-4-D-
galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54) koji se

odnosi na aglikon

107



pl-6 __Glcpl-6 L
= .
Glcp2-6 Glcp2-6 G Lea
alp6
Arap Arap5 66
68
Arap4 @ Glcp2-44
Icpl- F70
4 ) Galp4
_ ‘.Eiiigi:b =" )
ArapIS Glep1-2 [e
Galp3 Glcp2-3 @Glcpz-z e
< ( ::: ) Z> Galp5 L
o S N
Arap2 Glep1-5 Glep2-5 Lso
r82
F
Galp2 86
88
90
> |y,

Slika 134. Deo HSQC spektra f-D-glukopiranozil-3-O-$-D-glukopiranozil (1—2)-f-D-
galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54) koji se

odnosi na Secerne jedinice
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Slika 135. Deo HSQC spektra f-D-glukopiranozil-3-O-f-D-glukopiranozil (1—2)-4-D-

galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54)
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Slika 136. Klju¢ne korelacije u HMBC spektru S-D-glukopiranozil-3-O-4-D-
glukopiranozil (1—2)-4-D-galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-
12-en-28-o0ata (54)
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Slika 137. Deo ROESY spektra s-D-glukopiranozil-3-O-4-D-glukopiranozil (1—2)-4-D-
galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-oata (54)

109



30/19

30/18

r0.9
r1.o
ril
ri2
ri3
ri4
ris
ri6
ri7
ris
ri9
r2.0
r2.1
r2.2
r2.3
r2.4
r2.5
r2.6
r2.7

Slika 138. Kljuéne korelacije u ROESY spektru s-D-glukopiranozil-3-O-4-D-
glukopiranozil (1—2)-4-D-galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-
12-en-28-o0ata (54)

Tabela 4. 3C i *H NMR podaci za jedinjenja 52-54 (125,80 MHz za *3C i 500,26 MHz za ‘H,

Metanol-d4)
52 53 54
C/H dc on (J uHz)? oc on(JuHz)? dc on(JuHz)?
1 40,0 1,00m,1,63m 39,8 1,00m, 1,63 m 40,0 1,00m,1,63m
2 27,1 1,73m,1,83m 28,4 1,73m, 1,84 m 27,1 1,74m,1,85m
3 91,2 3,16dd (4,3,11,9) 91,5 3,17 dd (4,5, 11,5) 914 317 dd (4,5
11,5)
4 405 - 40,2 - 405 -
5 57,1 0,78 m 57,0 0,77 m 57,1  0,80m
6 195 1,39m,154m 18,5 1,40 m, 1,53 m 195 1,40m,152m
7 340 132m,1,49m 33,9 1,33m, 1,49 m 340 1,32m,1,49m
8 409 - 40,8 - 409 -
9 492 159m 49,0 1,57m 49,1 158m
10 380 - 38,1 - 381 -
11 247 191m 24,5 1,88 m 247  191m
12 124,7 5,33 m 124,3 5,30t (3,0) 124,7 533 m
13 1445 - 1446 - 1444 -
14 430 - 42,9 - 430 -
15 29,0 1,10m,1,75m 28,7 1,08 m, 1,74 m 29,1  1,09m,1,79m
16 24,0 1,79m, 2,06 m 24,1 2,08 m 240 2,06m
17 477 - 47,8 - 478 -
18 43,7 2,64dd (13,3, 4,9) 42,2 2,82dd (13,5, 4,5) 43,7 2,64 dd (13,5,
4,5)
19 40,9 1,80m,1,85m 42,8 1,38 m, 1,62 m 40,9 1,79m,185m
20 478 - 36,1 - 477 -
21 286 1,49m,1,90m 29,9 1,31m,1,49m 28,7 1,47m,191m
22 338 166m,1,73m 32,7 1,59 m, 1,69 m 33,8 1,30m,169m
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52 53 54
CH  dc Sn (J u Hz)? Sc Su (JuHz)? Sc Sn (J u Hz) 2
23 28,7 1,06s 28,4 1,05s 28,7 1,05s
24 171 0,85s 16,7 0,85s 17,1 0,85s
25 16.2 0,95s 15,8 0,95s 16,1 0,95s
26 17,8 0,78s 17,7 0,80s 17,8 0,80s
27 266 1,19s 26,3 1,17 s 26,6 1,20 s
28 1775 - 178,1 - 1775 -
29 244  0,96s 28,0 0,89 s 24,4 0,96 s
30 208,0 9,45s 66,4 3,44 m, 3,50 m 2079 9/45s
ArapP
1 1054 4,55d (6,2) 1050 4,55d (6,2) 1053 4,54 d (6,2)
2 794 3,85m 78,6 3,85m 79,2 3,89 m
3 735 3,83m 73,3 3,83 m 734  3,88m
4 69,3 3,87m 68,8 3,87m 68,8 390m
5 653 3,51dd (2,0, 12,2), 651  3,51dd (2,0, 1272), 651 351 dd (2,0,
3,83 m 3,82m 12,2)
3,83 m
Galp®
1 1025 4,79d (7,6) 102,3  4,79d (7,6) 103,3  4,74d (7,6)
2 82,9 4,04dd(7,9,8,8) 82,4 4,04 dd (7,9, 8,8) 84,8 341m
3 77,3 3,631(8,8) 772 3,631(8,8) 77,7 3,561(8,8)
4 71,7 3,26m 71,7 3,26 m 71,8 3,25m
5 780 3,28m 77,8 3,29 m 78,2 3,26 m
6 62,9 3,61dd (6,2, 11,8) 63,0  3,60dd (6,2, 11,8) 63,1 362 dd (62
3,82 dd (6,2, 11,8) 3,83 (6,2, 11,8) 11,8)
382 dd (62,
11,8)
Glcp1d
1 959 5,35d (8,0 956  5,38d(8,0) 95,9 5,344 (8,0)
2 74,0 3,30t 73,8 3,32 m 74,1 3,30 m
3 78,4  3,39t(9,0) 78,2  3,40t(9,0) 784  3,39t(9,0)
4 71,2  3,33m 71,0 3,34 m 71,2 3,33m
5 78,8 3,33m 78,5 3,34 m 78,9 3,33m
6 62,5 3,67dd (2,0, 12,2) 62,3 3,67 dd (2,0, 12,2) 62,5 3,67 dd (2,0,
3,79 m 3,81m 12,2)
3,80m
Glcp2©
1 106,0 4,59d (7,6)
2 76,5 3,26 m
3 778 3,37t(9,0)
4 71,4 3,31 m
5 78,9 3,31 m
6 62,8 3,69 m
3,90 dd (20,
12,2)

3] konstanta sprezanja u Hz ®Arap — arabinopiranozil ‘Galp — galaktopiranozil “Glcpl — glukopiranozil 1 ®Glcp2 — glukopiranozil 2
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2.3. Etarsko ulje biljke Artemisia santonicum

Etarsko ulje A. santonicum je dobijeno hidrodestilacijom na aparaturi po
KlevendZeru. 1z 620 g osusSenog biljnog materijala, dobijeno je ukupno 1331 mg ulja
Zute boje, $to iznosi 0,21% (w/w) u odnosu na suvi biljni materijal. Kvalitativna i
kvantitativna analiza sastava etarskog ulja uradena je pomocu gasne hromatografije sa
plamenojonizuju¢im detektorom (GC/FID) i kombinacije gasna hromatografija/masena
spektrometrija (GC/MS). Postupak izolovanja i hromatografisanja etarskog ulja opisan
je u Eksperimentanom delu.

Identifikacija svih jedinjenja je odredena poredenjem masenih spektara
jedinjenja sa spektrima iz NIST (verzija 11) i Adams (verzija 4) biblioteka masenih
spektara 1 poredenjem retencionih indeksa sa retencionim indeksima iz Adams
biblioteke. Retencioni indeksi analiziranih jedinjenja dobijeni su na osnovu retencionih
indeksa n-alkana serije (C8—C36) pod istim hromatografskim uslovima.*

Zastupljenost komponenti je izraZzena kao relativni procenti povrsina pika u FID

hromatogramu (Slika 139). Dobijeni rezultati su dati u Tabeli 5.

Response _
2000000
1800000 |
1800000
1400000 |
1200000
1000000,

800000
500000, ‘

400000

200000,

D?M&RM‘ MWMHL’,"J »J‘Jw@ww‘ww‘mwu :

s + (R v
Time 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22,00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00

Slika 139. GC/FID hromatogram etarskog ulja Artemisia santonicum
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Tabela 5. Sastav? etarskog ulja Artemisia santonicum

Jedinjenje RI°  Rt(min) Sadrzaj %?
1 1,2,5,5-tetrametil-1,3-ciklopentadien 817 3,741 0,4
2 ni 868 4,599 0,1
3 triciklen 906 5,489 0,2
4 a-tujen 914 5,579 0,2
5 a-pinen 921 5,771 1,1
6 kamfen 936 6,171 0,8
7 tuja-2,4(10)-dien 942 6,315 0,4
8 sabinen 966 6,852 0,8
9 S-pinen 971 6,972 0,3
10  1,8-dehidro cineol 985 7,379 0,3
11 mezitilen 991 7,457 1,3
12 jomogi alkohol 996 7,580 0,4
13 oa-felandren 999 7,808 0,2
14 ni 1006 8,081 0,1
15  o-terpinen 1010 8,206 0,5
16 1,2,4-trimethilbenzen 1015 8,425 0,6
17 p-cimen 1016 8,473 2,8
18 1,8-cineol 1022 8,739 18,8
19  santolina alkohol 1026 8,848 0,3
20 ni 1036 9,300 0,1
21 y-terpinen 1046 9,698 0,9
22  cis-sabinen hidrat 1056 10,006 0,3
23 artemisia alkohol 1070 10,623 0,4
24 ni 1074 10,821 0,9
25 ni 1082 11,137 0,1
26 linalool 1091 11,298 1,6
27  filifolon 1094 11,455 2,6
28  cis-tujon 1097 11,559 8,4
29  trans-tujon 1110 11,969 1,6
30 isoforon 1111 12,123 2,0
31 hrizantenon 1117 12,367 13,3
32 trans-sabinol 1131 12,938 2,9
33 kamfor 1136 13,124 3,0
34 p-menta-1,7-dien-8-ol 1140 13,290 0,4
35 ni 1147 13,583 0,1
36  sabina keton 1150 13,669 0,2
37  pinokarvon 1155 13,881 0,6
38  borneol 1160 14,014 0,2
39  p-menta-1,5-dien-8-ol 1155 14,063 0,5
40  santolinil acetat 1159 14,253 0,2
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Jedinjenje RI°  Rt(min) Sadrzaj %?

41  terpinen-4-ol 1171 14,522 1,5
42 tuj-3-en-10-al 1178 14,848 0,4
43  o-terpineol 1185 15,098 0,7
44 mirtenal 1191 15,338 0,4
45 verbenon 2004 15,898 0,8
46 kumin aldehid 1237 17,278 0,4
47 karvon 1240 17,441 0,2
48  piperiton 1250 17,891 0,3
49  cis-hrizantenil acetat 1258 18,215 0,7
50  p-menta-1,8-dien-3-on 1268 18,673 0,5
51 ni 1276 19,013 0,1
52 bornil acetat 1277 19,303 0,3
53  trans-sabinil acetat 1285 19,636 3,3
54 terpinen-4-ol acetat 1296 19,940 0,2
55  karvakrol 1300 20,076 0,2
56 ni 1305 20,307 0,1
57 ni 1310 20,505 0,4
58  filifolid A 1316 20,783 1,4
59 ni 1319 20,935 0,1
60 ni 1334 21,607 0,1
61  piperitenon 1338 21,759 0,1
62  izogeranilna kiselina 1343 21,993 0,2
63  a-terpinil acetat 1345 22,127 0,1
64 ni 1348 22,205 0,1
65 ni 1352 22,371 0,2
66  eugenol 1359 22,504 t

67  oa-kopaen 1368 23,296 0,3
68 ni 1373 23,510 0,1
69  p-burbonen 1381 23,689 0,1
70 ni 1391 24,172 3,3
71 (Z)-Jasmon 1394 24,293 1,0
72 ni 1401 24,587 0,1
73  ni 1411 25,028 0,2
74 (E)-kariofilen 1415 25,184 1,2
75  a-humulen 1449 26,641 0,1
76  (E)-p-farnezen 1453 26,803 t

77  dehidro sesvicineol 1464 27,303 0,3
78 ni 1471 27,586 0,6
79  germakren D 1479 27,837 1,8
80  p-selinen 1482 28,033 1,6
81  hrizantenil pentanoat 1486 28,174 0,8
82  biciklogermakren 1494 28,480 0,4
83 ni 1501 28,742 0,3
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Jedinjenje RI°  Rt(min) Sadrzaj %?

84 ni 1512 29,247 0,3
85  d-kadinen 1516 29,597 0,1
86  ni 1534 30,304 0,1
87 ni 1550 30,818 0,1
88 ni 1562 31,359 0,1
89 ni 1571 31,691 0,2
90  spatulenol 1574 31,810 1,1
91  Kkariofilen oksid 1580 32,023 0,5
92  ni 1587 32,382 0,6
93  ledol 1599 32,842 0,1
94 ni 1604 33,073 0,1
95 ni 1607 33,172 0,1
96 ni 1609 33,282 0,1
97 ni 1619 33,636 0,1
98 ni 1624 33,855 0,2
99  y-eudesmol 1627 33,952 0,1
100 ni 1634 34,183 0,1
101  epi-a-murolol 1638 34,359 0,1
102 a-kadinol i ni 1651 34,824 0,1
103 ni 1655 34,962 0,1
104 ni 1662 35,251 0,1
105 2,4-dimetiletar-floroacetofenon 1671 35,552 0,1
106 ni 1672 35,633 0,1
107 mustakon 1675 35,748 0,1
108 ni 1677 35,883 0,1
109 ni 1764 39,008 0,1
110 ni 1782 39,684 0,1
111 ni 1798 40,263 0,1

aRelativni procenat povriine pika u FID hromatogramu; °RI: Kovacevi retencioni indeksi na nepolarnoj HP-5 MSI koloni;

°Rt: Retenciono vreme; t (jedinjenja prisutna u koli¢ini manjoj od 0,1 %); ni: neidentifikovana jedinjenja

Identifikovano je ukupno 75 komponenti, Sto predstavlja 90,1% etarskog ulja
biljke. Najzastupljenija klasa jedinjenja su oksigenovani monoterpeni (67,5%). Iz ove
klase najzastupljeniji su 1,8-cineol (18,8%), hrizantenon (13,3%), cis-tujon (8,4%),
trans-sabinil acetat (3,3%) 1 kamfor (3,3%). Od ostalih ugljovodonika prisutni su:
monoterpeni (8,2%), seskviterpeni (5,6%), oksigenovani seskviterpeni (3,3%) 1
normonoterpeni (2,6%). Za etarsko ulje A. santonicum karakteristiCan je visok sadrzaj
oksigenovanih monoterpena, ali su kao glavne komponente ulja identifikovani kamfor i

cis-tujon.>3102
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2.3.1. Odredivanje strukture izogeranilne kiseline (55)

Etarsko ulje je frakcionisano ,,dry flash* hromatografijom na koloni silika gela
(postupak frakcionisanja dat je u Eksperimentalnom delu) nakon cCega je izolovano
jedinjenje 55 u koli¢ini od 1,15 mg. Struktura jedinjenja (Slika 140) odredena je
pomoéu 1D (*H, DEPT) i 2D NMR spektroskopije (COSY, NOESY, HMBC, HSQC).
U H NMR spektru uoceni su sledeci signali: tri singleta na hemijskim pomeranjima 6w
1,63, 1,69, 1,80 ppm Kkoji ukazuju na prisustvo tri metil grupe (H-10, H-1, H-9), dva
tripleta na on 5,08 ppm (H-3) i 5,37 ppm (H-5) sa konstantom sprezanja J = 7,2 Hz koji
pripadaju olefinskim protonima, triplet na on 2,72 ppm (H-4) i singlet na Jn 3,11 ppm
(H-7) koji poticu od dva metilenska protona (Tabela 6, Slika 141). Korelacije u HSQC
spektru su omogucile odredivanje hemijskih pomeranja protonizovanih ugljenikovih
atoma (Tabela 6 i Slika 143). Polozaj kvaternernih ugljenikovih atoma (C-2, C-6 i C-8)
je utvrden na osnovu HMBC korelacija protona H-10, H-1 i H-4 sa ugljenikom C-2,
protona H-4 i H-9 sa ugljenikom C-6 i protona H-7 sa ugljenikom C-8 (Slike 146 i 147).
NOESY korelacije H-4/H-7 i H-5/H-9 su ukazale na Z konfiguraciju A>® dvostruke
veze, a korelacija H-4/H-10 ukazuje na Z konfiguraciju A%>* dvostruke veze (Slika 144).
Ostale HMBC 1 NOESY korelacije prikazane su u Tabeli 6. Poredenjem sa literaturnim
podacima utvrdeno je da je jedinjenje 55 retko ispitivano jedinjenje prisutno samo u

nekim etarskim uljima i poznato je u literaturi kao izogeranilna kiselina.'444°

Slika 140. Strukturna formula izogeranilne kiseline (55)
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Slika 141. * H NMR spektar izogeranilne kiseline (55)
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Slika 142. DEPT spektar izogeranilne kiseline (55)
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Slika 143. HSQC spektar izogeranilne kiseline (55)

o ,

-]
o 3/1 ]
5/9 719

r2.0

5/4
o s

34

r3.0

/ . F4.0

. r4.5

'a

4 e

o 9/5'

r55

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14

Slika 144. NOESY spektar izogeranilne kiseline (55)

Slika 145. Klju¢ne NOESY korelacije izogeranilne kiseline (55)
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Slika 146. Deo HMBC spektra izogeranilne kiseline (55)
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H10/C3|

20

r30

r35

40

140

145

150

155

160

165

170

175

180

119



Slika 148. Klju¢éne HMBC korelacije izogeranilne kiseline (55)
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Slika 149. COSY spektar izogeranilne kiseline (55)

Slika 150. Klju¢ne COSY korelacije izogeranilne kiseline (55)
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Tabela 6. 3C i *H NMR podaci za jedinjenje 55 (125,80 MHz za *3C i 500,26 MHz za *H, CDCls)

IH, 5 (mul, JuHz)  BC,5  NOESY HMBC
1 1695 256  H3 C-10
> 1337 H-10, H-1, H-4
3 508t (7.0) 1221 H-LH-4  C-10, C-4 C-1
4 2724(70) 072 HIOH7 o 3cs c6,C
26, ' H-5,H-3 €5, C-6,
5 537t (7.2) 1283  HOH4  C-9,C-4C7
6 |/ 1208 | H-0, H-4
7 31ls 369  HOH4  C5C6
8 1776 | H-7
9 1805 239  HT,H5  C7
10 163s 177 H-4 C-4

U EI masenom spektru detektovan je molekulski jon na m/z 168 (CioH1602",
Slika 151). Osnovni jon je uocen na m/z 109 (CgHi3*) koji nastaje gubitkom radikala
CH2COOH. Ostali fragmentacioni joni su uo¢eni na m/z 93 (C7Hg"), 81 (CeHgo"), 67
(CsH7") i 55 (C4H7™). Pik (Rt 21,993 min) sa navedenim fragmentacionim jonima se

takode uocava u masenom hromatogramu etarskog ulja (Slike 139 i 152) na osnovu

Cega je potvrdeno da je izogeranilna kiselina komponenta etarskog ulja biljke A.

santonicum.
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Slika 151. GC/MS hromatogram izogeranilne kiseline (gore) i EI maseni spektar
izogeranilne kiseline (dole)
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2.4. BioloSke aktivnosti

Protektivni efekat na DNK humanih limfocita ispitivan je za jedinjenja (43-48)
koja su izolovana iz A. littoralis (43-48). Antibakterijska aktivnost kao i odredivanje
uticaja izolovanih jedinjenja (49-54) na proces formiranja biofilma PAO1 ispitivana su
za jedinjenja koja su izolovana iz A. tatarica (49-54). Metoda bioautografije je
koriS¢ena za odredivanje antibakterijske aktivnosti frakcija koje su izolovane iz A.
prostrata. Za etarsko ulje 1 jedinjenje 55 ispitivana je antibakterijska (mikrodiluciona i
metoda bioautografije) 1 antifungalna aktivnost, uticaj ulja 1 jedinjenja 55 na proces
formiranja biofilma, testovi pokretljivosti (twitching i flagella test) i uticaj na inhibiciju

sinteze piocijanina kod P. aeruginosa PAO1.

2.4.1. Protektivni efekat na DNK humanih limfocita

Za odredivanje protektivnog efekta jedinjenja (43-48) na DNK humanih
limfocita koriS¢ena je metoda ekspresije mikronukleusa blokirane citokineze
(cytokinesis block micronucleus — CBMN).*¢ Mikronukleusi su mala odvojena jedra
koja sadrze hromozome ili njihove fragmente, a nastaju kao posledica oStec¢enja
hromozoma nakon tretiranja fizickim (zracenje) ili hemijskim agensima (npr. mitomicin
C).}" Metoda za detekciju mikronukleusa u perifernim limfocitima koju su razvili
Kantriman i Hedl,*® a koja je kasnije unapredena razvojem CBMN metode je pouzdana
za pracenje Stetnih uticaja agenasa na hromozome ¢oveka. Po ovoj metodi, u Celijsku
kulturu kao agens (inhibitor polimerizacije aktina) koji sprecava deobu celije dodaje se
citohalazin B. Ostecenje hromozoma je indukovano y zraenjem (2 Gy) binuklearnih
humanih limfocita. Posle zracenja (2-19h) testirani su protektivni efekti jedinjenja (43-
48).1%° Ugestalost mikronukleusa (MNi) beleZena je u binuklearnim éelijama i izradunat
je proliferacioni indeks blokiranja citokineze (CBPI, Tabela 7).1%0151

Kao pozitivna kontrola koris¢en je amifostin WR-2721, radioprotektant, derivat
fosforilovanog cisteamina koji se metabolise alkalnom fosfatazom do aktivnog
sulfhidrilnog jedinjenja sposobnog za ,,hvatanje* slobodnih radikala (nastalih Stetnim

zradenjem) i na taj na¢in sprecava ¢elijska osteéenja.®* Mitomicin C (MMC), alkilujuéi
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agens koji izaziva oStecenja na molekulu DNK i stvaranje mikronukleusa, koriséen je
kao negativna kontrola.t®31%4

Ozraceni limfociti su tretirani amifostinom WR-2721 (pozitivna kontrola) u
koncentraciji od 4,7 uM s$to je izazvalo smanjenje broja mikronukleusa za 9% u
poredenju sa kontrolnom ozra¢enom kulturom limfocita (100%) u koju nije dodat
amifostin. OzraCene kulture limfocita su tretirane jedinjenjima (43-45) u
koncentracijama 0,8, 1,5, 3,1 uM. Najjacu aktivnost je pokazalo jedinjenje 45 koje je
izazvalo smanjenje broja mikronukleusa za 31% (c = 0,8 uM), 28% (c = 1,5 uM), 23%
(c = 3,1 uM) u poredenju sa kontrolnom kulturom ozracenih limfocita bez dodatih
izolovanih jedinjenja. Utvrdeno je da jedinjenja 44 i 45 pokazuju efekte koji su sli¢ni ili
slabiji od efekata ozracenih kontrolnih Celijskih kultura. Tretman limfocita jedinjenjem
46 u koncentracijama 1,0, 2,0, 4,0 uM dovodi do smanjenja ucéestalosti mikronukleusa
za 22,5%, 24%, 19% redom. Jedinjenje 48 u koncentracijama 1,8, 3,5, 7,0 uM pokazuje
smanjenje ucestalosti mikronukleusa za 14,5%, 15%, 13%, redom. Tretman jedinjenjem
47 pokazuje slabiji efekat u odnosu na kontrolne netretirane c¢elije. Mitomicin C
(negativna kontrola) u koncentraciji od 3uM, pokazao je porast broja mikronukleusa za
23,5% u odnosu na kontrolne ¢éelije. Svi navedeni rezultati su prikazani u Tabeli 7.

Efekat jedinjenja (43-48) na celijsku proliferaciju proveren je pomocu
proliferacionog indeksa blokirane citokineze (CBPI) (Tabela 7).

Analizom odnosa struktura/aktivnost uoceno je da jedinjenje 45, koje pripada
grupi flavonoidnih glikozida, pokazalo najja¢i efekat smanjenja frekvencije

mikronukleusa, dok je fenolno jedinjenje 47 pokazalo najslabiju aktivnost.
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Tabela 7. U¢estalost mikronukleusa po binuklearnoj ¢eliji i na 1000 pregledanih BN ¢elija, procenat
binuklearnih éelija, proliferacioni indeks, distribucija MN po ¢eliji i frekvencija MN u odnosu na
kontrolnu grupu odredivani u ¢elijskoj kulturi humanih limfocita tretiranih razli¢itim koncentracijama

jedinjenja iz A. littoralis

0,
Jedinjenje “12‘1{]81!\1 CBPI® é%%l:sla MN&%?;, BN FR;"N‘Qeg)Zi)ja Distribucija MN
(uM)

(sv.£SE)*  (s.v.xSE)®  (s.v.£SE)  (s.v. = SE)¢ (sv.£SEf 0 1 2 3 4 5
Kontrola ~ 1,2%003  1,6+0,1 155+0,6  1830+96  100% 10505 1605 288 30 03 0
a"‘;i)f"s“” 12+002 16401 139+0,7  1660+07  90,7% 10133 1355 235 40 03 0
MMC (30) 13002 1601 17,9402 226139  1235% 10293 1778 358 75 23 05
Bon 125008 17501 15108 181289  989% 10113 1465 31 18 05 O
i%‘zilrjge)”je 13+002 1,7%01 141+06" 1788+109"  97,7% 9863 126 253 35 05 03
j%d(gjjle)”je 124002 17%01 153408  187,0+83"  102,2% 993 146 283 45 1 0
j‘zd(z)rjge)”je 124003 17401  144+04" 1720+69"  940% 10138 108 20 28 05 0
ﬁ‘zilrjge)”je 124002 1,7+01 141+05" 1709+68"  934% 9993 1273 28 38 03 O
j‘zd(gjjle)”je 12003 18201 143+04" 1753+78  958% 993 1335 283 38 05 0
j%d(z)rjge)”je 124001 16401  112+04™ 1266+489" 692% 791 825 15 18 0 0
i%‘zilrjge)”je 12+003 1,6+01 108+0,7%  131,3+92™  71,7% 983 99,8 193 28 05 0
jesd(gjjle)”je 124002 16401  117+06" 1414+65  773% 1015 1085 225 3 03 0
i%‘zil%e)”je 124003  1,6%01 121+05"  1418+53"  775% 10173 1205 198 20 O 0
i%‘ziﬂ)e)”je 12+001  1,6+01 11,7£0,7%  1393+79"  761% 10183 1125 208 23 0 0
j%d(zj{)e)”je 124002 16401  123+06" 1480+9,1"  809% 1004 1153 225 25 05 0
ﬁiﬂgme 134002 17201 151+0,1" 1912+34"  104,5% 9913 137 3 53 08 0
i?‘gjj?e)”je 13+002 18201 150+01" 1893+44"  1034% 970 1305 363 35 08 0
j‘é‘i;ﬂe)”je 124002 16+01  158+07  1972+66"  107,8% 10263 1513 368 45 05 0
i%‘iilrjge)”je 124004 17201 131+0,7"  1564+41"  855% 1013 1288 213 23 05 05
ies‘gj{_f)”je 12+002 18201 131+04" 1557+46"  851% 10125 128 20 35 03 0
jesd(i?rj{)e)”je 124002 17401  136+04" 1592+53"  87,0% 10153 1373 19 3 08 0

AMN/BN¢eliji: ugestalost mikronukleusa po binuklearnoj éeliji. °CBPI: proliferacioni indeks blokirane citokineze % BN (elija sa
mikronukleusima. “MN/1000BN éelija: uéestalost mikronukleusa u 1000 binuklearnih éelija (ispitivana za svaku konc.).
*Frekvencija MN %: ucestalost MN u odnosu na kontrolu. Razlika je smatrana statisticki zna¢ajnom izmedu podataka parova i
izvedena je analizom varijanse (One-way ANOVA) kojoj je sledio Tukey test. Statisticka razlika je smatrana zna¢ajnom za p < 0,01.
fU poredenju sa kontrolnom grupom, statististicki znac¢ajna razlika p < 0,01. 9U poredenju sa amifostinom — WR 2721, statististicki

znadajna razlika p < 0,01;"U poredenju sa mitomicinom C, statististicki zna¢ajna razlika p < 0,01.
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2.4.2. Antibakterijska aktivnost jedinjenja izolovanih iz Atriplex tatarica

Za odredivanje minimalne inhibitorne (MIK) i minimalne baktericidne
koncentracije (MBK) korigéena je modifikovana mikrodiluciona metoda.®>>%" Postupak
je opisan u Eksperimentalnom delu (3.4.2.). I1zolovana jedinjenja (49-54) i komercijalni
antibiotici (streptomicin i ampicilin) testirani su na odabrane Gram pozitivne (Listeria
monocytogenes NCTC 7973 i Micrococcus flavus ATCC 10240) i Gram negativne
(Escherichia coli ATCC 35210 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) bakterije.

Ispitivana jedinjenja su pokazala minimalnu inhibitornu aktivnost u opsegu
295,5 — 1988,1 uM, dok je opseg minimalnih baktericidnih koncentracija za jedinjenja
iznosio 472,8 — 2485,1 uM. Sto se ti¢e testiranih bakterija pojedina¢no, vrednosti
antibakterijskog potencijala jedinjenja iznose redom; na soj M. flavus
51>50>49>52>54; prema soju L. monocytogenes 49>51>50>54>52; prema soju P.
aeruginosa 51>50>49>53>54>52; prema soju E. coli 49>52>50>51>54. Najjacu
antibakterijsku aktivnost pokazalo je jedinjenje 51 sa inhibitornom vrednos$¢u od 295,5
UM na testirane sojeve M. flavus i P. aeruginosa, a jedinjenje 49 sa MIK vrednostima
od 639,0 uM i 399,4 uM redom na L. monocytogenes i E. coli. Jedinjenje 54 je pokazalo
najslabiji antibakterijski potencijal na M. flavus (MIK 919,1 uM) i E. coli (MIK 919,1
uM), a jedinjenje 52 na L. monocytogenes (MIK 1988,1 uM) i P. aeruginosa (MIK
994,0 uM) (Tabela 8). Poredenjem sa inhibitornim koncentracijama streptomicina
(344,2 uM) i ampicilina (344,2 uM) sa jedinjenjem 51 uocena je bolja aktivnost na M.
flavus i P. aeruginosa od oba standarda. Jedinjenje 49 je pokazalo sli¢nu inhibitornu
aktivnost kao i streptomicin (344,2 uM) na E. coli, a slabiju na L. monocytogenes. Na
oba soja jedinjenje 49 ima ja¢i antibakterijski potencijal u odnosu na ampicilin. Na
osnovu rezultata koji su prikazani u Tabeli 8 moze da se uo€i da su najosetljivi sojevi

bakterija M. flavus i P. aeruginosa, dok je L. monocytogenes bila najotpornija bakterija.
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Tabela 8. Minimalna inhibitorna (MIK) i baktericidna koncentracija (MBK) testiranih jedinjenja (uM)

Bakterija 49 50 51 52 53 54 Streptomicin  Ampicilin
Micrococcus MIK 3994 3117 2955 5964 919,1 3442 716,3
flavus MBK 6390 6234 4728 11928 1378,7 516,3 1146,1
Listeria MIK 6390 9352 8865 19831 1148,9 3442 1146,1
monocytogenes MBK 1198,1 1246,9 1182,0 24851 1838,2 516,3 14327
Pseudomonas MIK 3994 3117 2955 9940 4960 6893 3442 2149,0
aeruginosa MBK 6390 6234 4728 11928 7440 1378,7 516,3 3581,7
Escherichia MIK 3994 4987 5910 4970 919,1 3442 716,3
coli MBK 6390 6234 11820 5964 1378,7 516,3 1432,7

2 nije testirano na navedene bakterije zbog nedovoljne koli¢ine izolovanog jedinjenja 53

Ako se uporede strukture izolovanih jedinjenja (49-54) sa antibakterijskom
aktivno$c¢u uocava se da bolje aktivnosti pokazuju jedinjenja 49-51 (Slika 70), odnosno
da je kod izolovanih saponina (52-54) slabije izrazena antibakterijska aktivnost u
odnosu na flavonoidne glikozide. Takode, moze da se primeti da je jedinjenje 51
pokazalo prema sojevima M. flavus i P. aeruginosa bolju odnosno sli¢nu aktivnost u
poredenju sa jedinjenjima 49 i 50, na osnovu ¢ega se zakljucuje da prisustvo feruloil
grupa u jedinjenjima 50 i 51 ima pozitivan uticaj na antibakterijsku aktivnost prema
navedenim sojevima. Medutim, na L. monocytogenes i E. coli jedinjenja 50 i 51
pokazuju slabiju antibakterijsku aktivnost u poredenju sa jedinjenjem 49, koje nema u
strukturi feruloil grupu, pa je zakljuc¢ak da na ove bakterije negativno deluje prisustvo
feruloil grupe. Ako se uporede rezultati aktivnosti za saponine uocava se da je prema
sojevima M. flavus i E. coli bolju aktivnost pokazao sulfonovani saponin (52), dok je na
sojeve P. aeruginosa i L. monocytogenes jacu aktivnost pokazalo jedinjenje 54

(nesulfonovani saponin).

2.4.3. Odredivanje uticaja izolovanih jedinjenja iz Atriplex tatarica na proces
formiranja biofilma PAO1

Testirana jedinjenja (49-54) su pokazala aktivnost spreCavanja formiranja
biofilma P. aeruginosa (,,anti-biofilm activity*) u sub-letalnim koncentracijama 0,5,
0,25 i 0,125 od MIK vrednosti (Tabela 9). Sva ispitivana jedinjenja su smanjila

formiranje biofilma u koncentraciji 0,5 od MIK vrednosti u opsegu 20,07-58,06%.
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Jedinjenja 51, 52 i 53 pokazala su aktivnost i u najnizoj koncentaciji (0,125 od MIK
vrednosti). Iz dobijenih rezultata uoc¢eno je da je od testiranih jedinjenja najbolju anti-
biofilm aktivnost pokazalo jedinjenje 52 ¢iji procenat inhibicije iznosi 56,63% za
koncetraciju (0,5 od MIK-a), 45,88% (0,25 od MIK-a) i 7,17% (0,125 od MIK-a). Dalje
slede jedinjenja 49 (58,06% i 12,19%) i 54 (53,14% i 39,43%) koja inhibiraju
formiranje biofilma u koncentaciji 0,5 odnosno 0,25 MIK vrednosti redom. Poredenjem
sa streptomicinom i ampicilinom koji sprecavaju formiranje biofilma u svim testiranim
subMIK koncentacijama u opsegu 52,46-89,31% i 58,94-85,24% zakljuceno je da
jedinjenja 49, 52 i 54 u koncentraciji 0,5 MIK vrednosti imaju sli¢énu aktivnost kao
streptomicin i nesto slabiju nego ampicilin.

Na osnovu ovih rezultata (Tabela 9) uoceno je da izolovani saponini (52-54)
imaju vise izraZzenu aktivnost inhibicije formiranja biofilma od izolovanih flavonoidnih
glikozida (49-51).

Table 9. Efekti izolovanih jedinjenja na inhibiciju formiranja biofilma P. aeruginosa (PAO1)

Inhibicija formiranja biofilma®

Jedinjenje 0,5MIK 0,25MIK 0,125MIK
(%=SE) (%=SE) (%=SE)

49 58,06+0,37 12,19+0,65 NE @

50 20,07+0,26 4,30+0,12 NE @

51 43,01+0,65 26,16+0,36 1,79+0,03
52 56,63+1,67 45,88+0,67 7,17+0,05
53 26,52+0,43 21,86+0,37 12,54+0,13
54 53,41+0,56 39,43+0,65 NE?
Ampicilin 65,28+0,65 58,94+0,46 85,24+0,37
Streptomicin 52,46+0,46 74,57+0,36 89,31+0,43

2NE — nema aktivnost
®Vrednosti za formiranje biofilma su izradunate: (Aszo Kontrola - Agzo uzorak)/(Asz kontrola)x100. Vrednosti su predstavljene kao

srednja vrednost + SE.

2.4.4. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti frakcija iz Atriplex prostrata metodom
bioautografije na HPTLC plo¢ama

n-Butanolne frakcije izolovane iz biljne vrste A. prostrata najpre su precis¢ene
na koloni Sephadexa LH-20 (postupak opisan u Ekperimentalnom delu), a zatim je

metodom bioautografije na HPTLC plocama odredivana njihova antibakterijska
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aktivnost. Za HPTLC analizu odabrano je Sest frakcija (1, 3, 5, 8, 9 i 12) ¢ija je
aktivnost ispitivana na Cetiri vrste bakterija: E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes i
M. flavus. Frakcije su rastvorene u metanolu u koncentraciji 100 mg/mL i nanete na
plo¢u u zapremini od 3 pL. Prve tri trake su saponinske frakcije (1, 3 i 5), a preostale tri
flavonoidne (8, 9 i 12). HPTLC ploce su razvijene u sistemu CHCIl3:MeOH:H.0O

(20:11:2 v/v) i izazvane anizaldehidnim reagensom.

Slika 153. HPTLC ploca sa nanetim frakcijama A. prostrata izazvana anizaldehidnim

reagensom

Slika 154. HPTLC plo¢a sa nanetim frakcijama A. prostrata izazvana bakterijskom

suspenzijom E. coli (bele mrlje)
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Na ploc¢i koja je izazvana suspenzijom E. coli (Slika 154) uocene su dve zone: zona 2
koja potice od aktivnog jedinjenja iz frakcije 3 (traka 2 na ploc€i) i zona 3 koja potice od
aktivnog jedinjenja iz frakcije 5 (traka 3 na ploci). Na plo¢i koja je izazvana
suspenzijom L. monocytogenes (Slika 155) uocena je zona 3 koja potice od jedinjenja iz
frakcije 5 (traka 3).

Slika 155. HPTLC ploc¢a sa nanetim frakcijama A. prostrata izazvana bakterijskom

suspenzijom L. monocytogenes

Slika 156. HPTLC ploca sa nanetim frakcijama A. prostrata izazvana bakterijskom

suspenzijom M. flavus
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Na ploci koja je izazvana suspenzijom M. flavus (Slika 156) uocene su Cetiri
zone: zona 1 koja poti¢e od aktivnog jedinjenja iz frakcije 1 (traka 1 na ploci), zona 2
koja potice od aktivnog jedinjenja iz frakcije 3 (traka 2 na ploci), zona 3 koja potice od

jedinjenja iz frakcije 5 (traka 3), zona 4 koja potice od jedinjenja iz frakcije 8 (traka 4).

Slika 157. HPTLC ploc¢a sa nanetim frakcijama A. prostrata izazvana bakterijskom

suspenzijom P. aeruginosa

Na plo¢i koja je izazvana suspenzijom P. aeruginosa (Slika 157) uocene su dve
zone: zona 1 koja potice od aktivnog jedinjenja iz frakcije 1 (traka 1 na ploci) i zona 2
koja poti¢e od aktivnog jedinjenja iz frakcije 3 (druga traka na ploci).

Na osnovu rezultata koji su dobijeni metodom bioautografije ukupno je uoceno
Cetiri zone. Zona 4 koja potice od bakterijske aktivnosti jedinjenja iz frakcije 8 javlja se
samo na plo¢i koja je izazvana M. flavus, na osnovu ¢ega moze da se zakljuci da
flavonoidna frakcija inhibira dejstvo ove bakterije, dok na ostale bakterije ne deluje.

Saponinske frakcije 1, 3, 5 su pokazale aktivnost na sve Cetiri bakterije.
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2.4.5. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti etarskog ulja Artemisia santonicum i
izogeranilne kiseline - mikrodiluciona metoda

Za odredivanje antibakterijske aktivnosti ulja 1 izogeranilne kiseline koris¢ena je
mikrodiluciona metoda (postupak opisan u Eksperimentalnom delu).r®>*%¢ Ulje je
ispitivano na 8 razliitih bakterijskih vrsta, a izogeranilna na 4 vrste (Tabela 10).
Komercijalni antibiotici, ampicilin i streptomicin su kori$¢eni kao kontrole.

Na osnovu dobijenih rezultata (Tabela 10) uoceno je da etarsko ulje pokazuje
antibakterijsku aktivnost u opsegu koncentracija 2-25 mg/mL, sa najvisom aktivno$éu
na B. cereus i P. aeruginosa sa MIK vrednos¢u od 2 mg/mL i 4 mg/mL redom. U
odnosu na ulje izogeranilna kiselina pokazuje jacu antibakterijsku aktivnost na sve
testirane bakterije u opsegu koncentracija 0,05-0,075 mg/mL. Poredenjem sa
streptomicinom i ampicilinom ulje ima slabiju aktivnost, dok izogeranilna kiselina

pokazuje jacu aktivnost od antibiotika prema ispitivanim bakterijama (Tabela 10).

Tabela 10. Minimalna inhibitorna (MIK) i baktericidna koncentracija (MBK) etarskog ulja Artemisia

santonicum i izogeranilne kiseline

Etarsko ulje lzogeranilna kiselina ~ Streptomicin  Ampicilin

Bakterija MIK MIK MIK MIK
MBK MBK MBK MBK
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Staphylococcus 1542 /2 0,04+0,003 0,25+0,008

aureus 50+3 0,10+0,006 0,40+0,009

Bacillus 2+0,1 /2 0,10+0,005 0,25+0,006

cereus 4+0,2 0,20+0,006 0,40+0,008

Micrococcus 2514 0,05 0,20+0,006 0,25+0,005

flavus 50+5 0,10 0,30+0,008 0,40+0,005

Listeria 15+6 0,05 0,20+0,006 0,40+0,005

monocytogenes 503 0,10 0,300,005 0,50+0,006

Pseudomonas 4+0,3 0,075 0,200,003 0,750,008

aeruginosa 6+0,3 0,10 0,30+0,002 1,25+0,040

Salmonella 2514 /2 0,15+0,004 0,40+0,003

typhimurium 50+6 0,30+0,006 0,75+0,003

Escherichia 6+0,5 0,05 0,20+0,004 0,25+0,002

coli 12+0,4 0,10 0,30+0,006 0,50+0,030

Enterobacter 6+0,4 2 0,250,006 0,40+0,003

cloacae 12+0,6 0,50+0,008 0,750,020

# [ aktivnost izogeranilne kiseline nije ispitana na date sojeve zbog nedovoljne koli¢ine
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2.4.6. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti etarskog ulja Artemisia santonicum-
metodom bioautografije

U ovom radu je koriS¢ena metoda direktne bioautografije u kojoj se HPTLC
ploce nakon razvijanja i uklanjanja mobilne faze susSenjem, prskaju suspenzijom
bakterija i inkubiraju u parnoj komori na 37 °C tokom 24 h. Za lokalizovanje i
vizualizaciju antibiotika obi¢no se koriste tetrazolijumove soli koje dehidrogenaze Zivih
mikroorganizama pretvaraju u intenzivno obojene formazane. Antimikrobna sredstva
ubijaju bakterije na HPTLC plo¢i tako da se boja ne proizvodi na mestima
antibakterijskih tacaka ve¢ se formiraju zone inhibicije koje su bele boje u odnosu na
ruzi¢astu pozadinu.®® Nakon izazivanja 3% vodenim rastvorom p-jodonitrotetrazolijum
ljubicastog, ploce se ostave da stoje jo$ 3h i na kraju izazovu prskanjem 70% etanolom
kako bi se zaustavio rast bakterija. Analiza etarskog ulja visoko efikasnom

tankoslojnom hromatografijom (HPTLC) detaljno je opisana u Eksperimentalnom delu.

U ovom eksperimentu HPTLC ploce su prskane suspenzijama Gram negativnih
(E. coli i P. aeruginosa) i Gram pozitivnih (L. monocytogenes i M. flavus) bakterija. Na
Slici 158 uocena je bela zona na roze pozadini, koja se odnosi na antibakterijsku

aktivnost izogeranilne kiseline. Izmerena Ry vrednost je iznosila 0,08.
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Slika 158. HPTLC bioautografija: TLC etarskog ulja, a-izazvana anizaldehidom, b-
suspenzijom E. coli, c- suspenzijom P. aeruginosa, d- suspenzijom L. monocytogenes,

e- suspenzijom M. flavus

HPTLC - bioautografija je ukazala na aktivnost izogeranilne Kkiseline kao
glavnog antibakterijskog agensa sa izuzetnim antimikrobnim, antibiofilm, anti-quorum
aktivnostima, iako je zastupljena kao minorna komponenta u etarskom ulju (0,2%) A.

santonicum.

2.4.7. Ispitivanje antifungalne aktivnosti etarskog ulja Artemisia santonicum-
metodom bioautografije

Za odredivanje antifungalne aktivnosti ulja i izogeralnilne kiseline koriscen je
mikrodilucioni metod (postupak opisan u Eksperimentalnom delu).?*>% Prilikom
ispitivanja ulja koris¢eno je osam fungalnih vrsta, dok je zbog nedovoljne koli¢ine
izogeranilna kiselina testirana na Cetiri. Rezultati su prikazani u Tabeli 11. Etarsko ulje
pokazuje antifungalnu aktivnost u opsegu koncentracija 3-12 mg/mL, sa najviSom
aktivnoS¢u na Aspergillus ochraceus, Trichoderma viride, Penicillium funiculosum i

Penicillium verrucosum. Poredenjem sa antimikoticima, bifonazolom i ketokonazolom
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etarsko ulje ima slabiju aktivnost. lzogeranilna kiselina sa MIK vrednostima od 0,05
mg/mL na Aspergillus fumigatus i Penicillium ochrochloron i 0,075 mg/mL na
Aspergillus niger i Penicillium verrucosum pokazala je jacu aktivnost u odnosu na ulje,

bifonazol i ketokonazol.

Tabela 11. Minimalna inhibitorna (MIK) i fungicidna koncentracija (MFK) etarskog ulja i izogeranilne

kiseline iz Artemisia santonicum

Etarsko ulje Izogeranilna kiselina Bifonazol = Ketokonazol
Gljiva MIK MIK MIK MIK

MFK MFK MFK MFK

mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Aspergillus 6+0,3 0,050 0,150,004 0,20+0,006
fumigatus 12+0,2 0,10 0,20+0,005 0,50+0,005
Aspergillus 6+0,3 e 0,10+0,006 0,20+0,003
versicolor 12+0,4 0,20+0,005 0,50+0,005
Aspergillus 30,6 /2 0,15+0,008 1,50+0,050
ochraceus 60,5 0,20+0,009 2,00+0,060
Aspergillus 12+3 0,075 0,15+0,006 0,20+0,004
niger 25+4 0,10 0,20+0,007 0,50+0,006
Trichoderma 3+0,4 /2 0,15+0,009 1,00+0,050
viride 6+0,6 0,20+0,003 1,00+0,060
Penicillium 30,3 /2 0,20£0,004 0,20+0,004
funiculosum 9+0,4 0,250,005 0,50+0,003
Penicillium 5+0,8 0,050 0,20£0,006 2,50+0,200
ochrochloron 6+0,6 0,10 0,25+0,006 3,50+0,300
Penicillium 3+0,2 0,075 0,10+0,006 0,20+0,005
verrucosum 9+0,3 0,10 0,20+0,008 0,30+0,003

2 [ aktivnost izogeranilne kiseline nije ispitana na date sojeve zbog nedovoljne koli¢ine

2.4.8. Ispitivanje anti-QS aktivnosti etarskog ulja iz Artemisia santonicum i
izogeranilne kiseline

2.4.8.1. Anti-QS aktivnost

Anti-QS aktivnost etarskog ulja iz A. santonicum i izogeranilne kiseline na
virulentnost soja P. aeruginosa PAO1 procenjena je ,,twitching“ i ,,flagella® testom koji
odreduje promenu struktura za kretanje, ¢ime je onemogucena disperzija kolonija,
testom kojim se meri smanjenje produkcije pigmenta piocijanina (koji je faktor
virulentnosti) i odredivanjem inhibicije formiranja biofilma pod uticajem ulja i

izogeranilne kiseline. Rezultati testova prikazani su u Tabelama 12, 13 i 14.
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2.4.8.2. Ispitivanje uticaja etarskog ulja iz Artemisia santonicum i izogeranilne
kiseline na proces formiranja biofilma PAO1

Minimalne inhibitorne koncentracije na P. aeruginosa odredene su
mikrodilucionom metodom i za etarsko ulje MIK je bio 4,00 mg/mL, a za izogeranilnu
kiselinu 0,075 mg/mL. Efekat inhibicije formiranja biofilma P. aeruginosa testiran je na
nizim vrednostima od MIK-a (0,5 MIK, 0,25 MIK; i 0,125 MIK). U koncentraciji 0,125
MIK-a etarsko ulje inhibira formiranje biofilma 42,54%, dok koncetracija 0,25 MIK
vrednosti pokazuje aktivnost inhibicije 1,52 %. Ulje u koncetraciji 0,5 MIK-a nije
uticalo na formiranje biofilma, u odnosu na izogeranilnu kiselinu koja je u toj
koncentraciji pokazala najbolju aktivost (46,77%). Streptomicin i ampicilin su pokazali
najvecu aktivnost u koncentraciji 0,125 MIK-a (Tabela 12). Na osnovu dobijenih
rezultata moze da se zakljuci da izogeranilna kiselina ima veci potencijal za inhibiciju

formiranja biofilma nego etarsko ulje, ali slabiji u odnosu na streptomicin i ampicilin.

Tabelal2. Efekti etarskog ulja i izogeranilne kiseline na inhibiciju formiranja biofilma P. aeruginosa

(PAO1)

Uzorak Inhibicija formiranja biofilma*

0,5MIK 0,25MIK 0,125MIK

(%+SE) (%+SE) (%+£SE)
Etarsko ulje - 1,52+0,62 42,5442 77
I1zogeranilna kiselina 46,77+0,82 34,82+0,32 18,41+0,19
Ampicilin 65,28+0,65 58,94+0,46 85,24+0,37
Streptomicin 52,46+0,46 74,57+0,36 89,31+0,43

*Vrednosti za inhibiciju formiranja biofilma su izracunate: (Agpo kontrola - Asy uzorak)/(Asxo kontrola)x100. Vrednosti su

predstavljene kao srednja vrednost + SE. - nije aktivan

2.4.8.3. Testovi pokretljivosti (Twitching i flagella motility)

Testovi pokretljivosti izvedeni su kako bi se utvrdio potencijal ulja i
izogeranilne kiseline na na kretanje PAOL. Nakon 24 h inkubacije sa subinhibitornom
koncentracijom ulja i izogeranilne kiseline (subMIK), opisan je: dijametar kolonije koji
ukazuje na stepen Sirenja kolonije, a posredno 1 na pokretljivost, boja kolonije koja je
pod normalnim okolnostima zelena usled produkcije piocijanina. Pod dejstvom

inhibitornih supstanci kolonija bledi usled smanjene produkcije ovog pigmenta. Isto
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tako, posle 24 h inkubacije posmatrane su ivice kolonije pod svetlosnim mikroskopom i
utvrdena je promena u broju flagela pod dejstvom ulja i izogeranilne kiseline (Tabela
13).

Kontrolna PAOL1 kolonija koja je rasla neometano na hranljivoj podlozi dostigla
je dijametar 29,34 mm, a ivice kolonije su bile neravne usled postojanja niza pila §to se
moze uociti na Slici 159e. Zelena boja kolonije ukazuje na znacajnu produkciju
pigmenta piocijanina. Ulje i izogeranilna kiselina su efikasno inhibirali Sirenje kolonije
na $ta ukazuje dijametar kolonija PAOI1 koji je iznosio 11,00 mm u prisustvu ulja (Slika
159a) i 10,67 mm u prisustvu izogeranilne kiseline (Slika 159b). Antibiotici
streptomicin i ampicilin takode su efikasno inhibirali disperziju kolonije PAO1: uz
streptomicin, PAOL kolonija je dostigla dijametar 6,00 mm (Slika 159d), dok je uz
ampicilin ova vrednost iznosila 8,33 mm (Slika 159c). Boja kolonije je promenjena
potpuno: od zelene kod kontrole PAO1 do potpuno bele kod ulja, izogeranilne kiseline i
antibiotika, $to indirektno ukazuje na smanjenje produkcije piocijanina. Posmatranjem
ivica kolonija PAO1 koje su inkubirane uljem i izogeranilnom kiselinom pod
mikroskopom, uoéene su skoro okrugle, glatke i pravilne ivice kolonija, a flagele su
potpuno smanjene i po veli¢ini i po broju (Slike 159a i 159b). Smanjenje dijametra
kolonije, uz parametre kao $to su broj pila i boja kolonije koja indikuje prisustvo
pigmenta piocijanina mogu preliminarno ukazati da ulje i izogeranilna kiselina efikasno

uticu na neke QS faktore koji omogucuju PAO1 disperziju i virulentnost.

‘
@

Slika 159. Izgled povrsine kolonija P. aeruginosa pod svetlosnim mikroskopom

uvecano x 100. Bakterijske kolonije u prisustvu 0,5 MIK ulja i izogeranilne kiseline (a i
b); Kolonija P. aeruginosa u prisustvu ampicilina (0,5 MIK) ukazuje na redukciju pila
(c); Kolonija P. aeruginosa u prisustvu streptomicina ukazuje na redukciju pila (d); P.
aeruginosa u odsustvu ulja i izogeranilne kiseline sa neravnim ivicama kolonija usled

postojanja pila (e).
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Tabela 13. Efekti etarskog ulja i izogeranilne kiseline na rast i strukturu kolonije PAO1

Adensi Precnik kolonije Precnik pila Boja Ivice kolonije na
g (mm £ SD) (um) kolonije mikroskopu
Etarsko ulje 11,00+2,65 - bela redukovane pile
Ampicilin 8,33£1,53 - bela redukovane pile
Streptomicin 6,00+£1,73 - bela redukovane pile
Ian)(gera\_nllna 10,67+1,15 - bela redukovane pile
iselina
Kontrola ine pi
(PAO1) 29,34+3,05 96-160 zelena brojne pile

2.4.8.4. Produkcija piocijanina

Smanjena produkcija piocijanina uocena je kod testiranog ulja (60,6%) i
izogeranilne kiseline (62,8%) u odnosu na kontrolu gde je produkcija iznosila 79,3%.
Streptomicin i ampicilin su smanjili produkciju piocijanina u vecoj koli¢ini 23,8% i
32,5%, na osnovu Cega moze da se zakljuci da etarsko ulje i izogeranilna kiselina
pokazuju slabiju inhibitornu aktivnost u poredenju sa komercijalnim antibioticima

(Slika 160, Tabela 14).
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Slikal60. Produkcija piocijanina u prisustvu izogeranilne kiseline, ulja, streptomicina,
ampicilina i kontrole P. aeruginosa (PAO1) testiranih u subMIK (mg/mL).

Tabela 14. Produkcija piocijanina

Izogeranilna kiselina 62,8 % 0,5

Etarsko ulje 60,6 % 1,9
Streptomicin 23,8 % 3,3
Ampicilin 32,5% 1,5

Kontrola (PAQO1) 79,3 % 2,3
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Etarsko ulje A. santonicum i izogeranilna kiselina su pokazali antibakterijsku,
antifungalnu, antibiofilm i anti-quorum aktivnost. Ulje i izogeranilna kiselina su
pokazali efekte na sve testirane mechanizme uklju¢ene u AQ sensing. Inhibicija
formiranja biofilma, uticaj na pokretljivost flagela, smanjenje pre¢nika kolonije,
promena boje kolonije i smanjenje produkcije piocijanina P. aeruginosa ukazuju da se
ulje 1 izogeranilna kiselina mogu Koristiti za prevenciju rasta bakterija, narocito P.

aeruginosa.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Aparati i rastvaraci

Za snimanje UV/VIS spektara koris¢eni su: GBC Cintra 40 spektrofotometar i
tecni hromatograf LC/DAD Agilent Technologies 1100.

IR spektri snimani su na uredaju Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR ATR
tehnikom.

Za snimanje NMR spektara kori$éen je Bruker 500 Avance 11 (500 MHz za 'H i
125 MHz za 3C) NMR spektrometar i deuterisani rastvaraci: hloroform (CDCls), i
metanol (CD30D). Kao interni standard koris¢en je tetrametil-silan (TMS).

Za odredivanje specifiéne rotacije, [a]o?’, koriséen je polarimetar
AUTOPOL®IV, Rudolph Research Analytical, a kao rastvara¢ metanol.

Za GC 1 GC/MS analize kori$c¢en je gasni hromatograf Agilent 7890A opremljen
split/spitless injektorom, koji je pomocu tehnologije kapilarnog protoka povezan na dva
detektora: plameno-jonizacioni (FID) i kvadrupolni maseni detektor 5975 inert XL
EI/CI MSD. Tokom analize kori$¢ena je nepolarna HP-5 MSI kapilarna kolona (30 m x
0,25 mm x 0,25 um). Temperatura pecnice je linearno povecavana od 60 do 315 °C
brzinom od 3 °C/min i zadrzana na 315 °C poslednjih 5 min analize. Temperatura
injektora bila je 250 °C, FID detektora 300 °C, noseci gas je bio He (1,0 mL/min na 210
°C). Injekciona zapremina je bila 1 pL, a split odnos 3:1. Maseni spektri su snimani
tehnikom elektronske jonizacije (70 eV) u opsegu m/z 40-550.

Reverzno fazna visokoefikasna teéna hromatografija, RP-HPLC kori$¢ena za
izolovanje 1 preciS¢avanje jedinjenja je radena na tecnom hromatografu Agilent
Technologies 1100 Series opremljenom DAD detektorom i autosemplerom, a kolona
koja je korisc¢ena bila je Zorbax Eclipse XDB-C18 (i.d. 9,4 mm x 250 mm, 5 um).

Tec¢no hromatografsko—maseno spektrometrijske analize (LC/MS) uradene su na
te¢nom hromatografu Agilent Technologies 1200 Series opremljenom DAD detektorom
I autosemplerom povezanim sa Agilent Technologies 6210 Time-of-Flight LC/MS
sistemom, za razdvajanje i identifikaciju u metanolu rastvorljivin komponenti, kao i za
snimanje ESI masenih spektara visoke rezolucije. Koris¢ena mobilna faza bila je: 0,2%
HCOOH/CHs:CN 1:1, 0,2 mL/min. Maseni spektri su snimani u pozitivhom i
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negativnom modu u slede¢im uslovima: napon kapilare 4000 V, temperatura gasa 350
°C, protok gasa za susenje 12 L/min, pritisak nebulajzera 45 psi, napon fragmentora 140
V, opseg masa 100-3200 m/z. Za sakupljanje i obradu podataka koris¢en je MassHunter
Workstation software.

Visokoefikasna tankoslojna hromatografija, HPTLC radena je na CAMAG
HPTLC sistemu, koji se sastoji od Linomata 5, ADC 2 automatske komore za razvijanje
I TLC vizualizatora. Kori$¢ene su HPTLC (gotove aluminijumske HPTLC silica gel 60
F2s4, Merck) ploce.

Kolonska hromatografija na suvom stubu silika gela (dry—flash) radena je na
sloju silika gela ¢estica <0,08 mm (Merck), a koriS¢ena je za razdvajanje i preciS¢avanje
etarskog ulja.

Hromatografija na koloni silika gela 60, CC (Silica gel 60, 0,063-0,200 mm,
70-230 mesh, ASTM, Merck) i hromatografija na koloni sefadeksa (Sephadex LH-20,
Sigma Aldrich) kori$¢ene su za pocetno razdvajanje i frakcionisanje.

Analiticka tankoslojna hromatografija, TLC (aluminijumske ploce AL TLC
silica gel 60 F2s4, Merck), kori$¢ena je za izbor najpogodnijeg eluenta i pracenje toka
dry-flash hromatografije i hromatografije na koloni. Plo¢ice su analizirane pod UV
lampom, a zatim razvijane koncentrovanom sumpornom kiselinom i zagrevane.

Za pripremu sirovih ekstrakata i izolovanje jedinjenja koriS¢eni su rastvaraci
analiticke Cistoce, dodatno preciséeni destilacijom i pre upotrebe suSeni anhidrovanim
kalcijum-hloridom ili natrijum-sulfatom. Za GC, GC/MS, HPLC i LC/MS kori$c¢eni su
rastvarac¢i HPLC cistoce.

Standardi D-glukoze, D-galaktoze, D-glukuronske Kiseline, L-arabinoze, L-
ramnoze su komercijalni proizvodi (Tokyo Chemical Industry, TCI, Belgium).

Anizaldehid-sumporni sprej reagens napravljen je neposredno pre koriséenja po
proceduri (Wagner et al., 1984).1%8 Kao sprej reagens za bioautografiju koriséen je 3%
vodeni rastvor p-jodonitrotetrazolijum ljubicastog (2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
feniltetrazolijumhlorid, Sigma Aldrich).

Za odredivanje protektivnog efekta na DNK humanih limfocita kori§¢eni su:

— Amifostin (S-2[3-aminopropilamino]-etilfosfotionska kiselina (98%)) je

komercijalni proizvod kompanije Marligen-Biosciences, USA
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— Mitomicin C je komercijalni proizvod kompanije Invitrogen-Gibco-BRL,
Bec¢, Austrija

— RPMI 1640 Medium je komercijalni proizvod kompanije Invitrogen-Gibco-
BRL, Bec¢, Austrija

— Fitohemaglutinin je komercijalni proizvod kompanije Invitrogen-Gibco-
BRL, Austrija

— Citohalasin B je komercijalni proizvod kompanije Invitrogen-Gibco-BRL,
Bec, Austrija

— Sredstvo za bojenje slajdova alkalni Giemsa (2%) je komercijalni proizvod

kompanije Sigma-Aldrich, Be¢, Austrija

Za odredivanje antibakterijske aktivnosti koris¢ene su Gram-negativne bakterije:
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Enterobacter cloacae (klini¢ki izolat), Salmonella typhimurium (ATCC 13311) i Gram-
pozitivne bakterije: Micrococcus flavus (ATCC 10240), Bacillus cereus (klinicki izolat)
Listeria monocytogenes (NCTC 7973) Staphylococcus aureus (ATCC 11632)
deponovane u MikoloSkoj laboratoriji Odeljenja za biljnu fiziologiju Instituta za
bioloska istrazivanja “’SiniSa Stankovic¢”.

Za testiranje antifungalne aktivnosti uzete su sledece gljive: Aspergillus niger
(ATCC 6275), Aspergillus ochraceus (ATCC 12066), Aspergillus fumigates (ATCC
1022), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Penicillium funiculosum (ATCC 36839),
Penicillium ochrochloron (ATCC 9112), Trichoderma viride (IAM 5061), i Penicillium
verrucosum var. cyclopium (izolat iz hrane).

Pseudomonas aeruginosa (PAOT1) koris¢en u ovoj studiji, kao test organizam za
ispitivanje AQS aktivnosti, nalazi se deponovan u laboratorijskoj kolekciji Mikoloske
laboratorije, Odeljenja za biljnu fiziologiju, Instituta za bioloska istrazivanja ,,SiniSa
Stankovi¢®, Univerziteta u Beogradu. Bakterija je gajena na 37 °C na LB podlozi.

Hranljiva podloga za bakterije (mikrodiluciona metoda) bila je Tryptic Soy
Broth; Biolife Italiana S.r.1., Milano, Italija.

Hranljiva podloga za gljive (mikrodiluciona metoda) bila je Malt agar.

Za formiranje biofilma koris¢en je Luria-Bertani (LB) medijum (1% wi/v NacCl,

1% wiv tryptone, 0.5% w/v ekstrakt kvasca).
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Tabela 15. Sastav koris¢enih hranljivih podloga

Triptic Soya Agar/Broth Luria Bertani Broth/Agar

(TSA; TSB) (LBILA) Malt agar (MA)
Kazein 15 g Tripton 10 g Sladni ekstrakt 50 g
Pepton5g Ekstrakt kvasca 5g Agar 15 g

Natrijum hlorid 5 g Natrijum hlorid 10 g Destilovana voda 1L
Agar 15 g Destilovana voda 1L

K2HPO4 1L

Destilovana voda 1L

KoriS¢eni komercijalni fungicidi bili su Bifonazol (Srbolek, Beograd, Srbija) i
Ketokonazol (Zorka farma, Sabac, Srbija).
Koris¢eni komercijalni antibiotici bili su Streptomicin (Sigma P 7794) i

Ampicilin (Panfarma, Beograd, Srbija).

3.2. Biljni materijal i postupak frakcionisanja ekstrakta

3.2.1. Biljni materijal

Biljne vrste su sakupljene na slatinama na dve lokacije u Vojvodini. Sve
navedene vrste je identifikovala prof. dr Zora Daji¢ Stevanovic¢ i herbarijumski primerci

su deponovani u herbarijumu Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu.

Tabela 16. Biljne vrste

Biljna vrsta Lokacija Godina

Atriplex littoralis banja Rusanda, Melenci Avgust 2012
Atriplex prostrata banja Rusanda, Melenci Avgust 2016
Atriplex tatarica Slano Kopovo Jul 2016

Artemisia santonicum Slano Kopovo Avgust 2016 1 2017
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3.2.2. Ekstrakcija biljnog materijala i frakcionisanje ekstrakta Atriplex littoralis

Biljni materijal mase 125 g je osusen na vazduhu, samleven i ekstrahovan sa 375
mL metanola 24 h, uz prvih sat vremena u ultrazvu¢nom kupatilu na sobnoj temperaturi.
Ekstrakcija je ponovljena jo$ dva puta na isti nacin, ekstrakti su spojeni, upareni i
dobijeno je 12 g ekstrakta. Ekstrakt je rastvoren u vodi (75 mL) i odmas¢en dodavanjem
dihlormetana (75 mL). Vodeni sloj je ekstrahovan n-butanolom (3 x 75 mL). n-
Butanolni ekstrakt je osuSen anhidrovanim natrijum-sulfatom i uparen na rotacionom
vakuum uparivacu. Dobijeno je 2,0 g n-butanolnog ekstrakta, koji je dalje frakcionisan

semi-preparativnom HPLC hromatografijom.

3.2.3. Ekstrakcija biljnog materijala i frakcionisanje ekstrakta Atriplex tatarica

Biljni materijal mase 105 g je osuSen na vazduhu, samleven i ekstrahovan sa 500
mL metanola 24 h, uz prvih sat vremena u ultrazvuénom kupatilu na sobnoj temperaturi.
Ekstrakcija je ponovljena jo$ dva puta na isti na¢in, ekstrakti su spojeni, upareni i
dobijeno je 18,9 g ekstrakta. Ekstrakt (17,9 g) rastvoren je u dejonizovanoj vodi (100
mL) i odmaséen dodavanjem dihlormetana (3 x 100 mL). Vodeni sloj je potom
ekstrahovan n-butanolom (3 x 100 mL). n-Butanolni ekstrakt je osuSen anhidrovanim
natrijum-sulfatom, uparen na rotacionom vakuum-uparivaéu i dobijeno je 3,2 g
ekstrakta. Potom je n-butanolni ekstrakt (1,94 g) rastvoren u metanolu i frakcionisan
kombinacijom izokratnog i gradijentnog eluiranja na stubu silika gela dimenzija 35 x
4,5 cm. Pocetni elucioni sistem bio je CHClz:MeOH:H.O = 20:10:1, a nakon toga je
postepeno povecavana polarnost pove¢anjem udela metanola i vode. Tok hromatografije
dat je u Tabeli 17. Dobijeno je 352 frakcije od po priblizno 15 mL. Istovremeno sa
razdvajanjem, analiticka tankoslojna hromatografija (TLC) je koriS¢ena kako bi se
frakcije spojile na osnovu istih ili sli¢nih Rf vrednosti. Kao eluent pri TLC analizama
koriS¢en je sistem CHCIl3:MeOH:H20 u razli¢itim odnosima. Na taj nacin je broj od 352
pocetne frakcije sveden na 37 spojenih frakcija i rastvara¢ uparen na rotacionom

vakuum-uparivacu.
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Tabela 17. Tok kolonske hromatografije prilikom razdvajanja n-butanolnog ekstrakta Atriplex tatarica

Broj frakcije CHCl;3:MeOH:H,0

1-107 20:10:1
108-207 20:11:1,5
208-249 20:11:2
250-263 20:12:2,5
264-286 20:12:3
287-349 20:16:4
350-352 100% metanol

3.2.4. Ekstrakcija biljnog materijala i frakcionisanje ekstrakta Atriplex prostrata

Biljni materijal mase 243 g je osuSen na vazduhu, samleven i ekstrahovan sa 750
mL metanola 24 h, uz prvih sat vremena u ultrazvu¢nom kupatilu na sobnoj temperaturi.
Ekstrakcija je povovljena jo$ dva puta na isti nac¢in. Metanolni ekstrakti su spojeni,
procedeni i upareni na rotacionom vakuum uparivac¢u. Dobijeno je 20,8 g ekstrakta.
Ekstrakt je rastvoren u dejonizovanoj vodi (100 mL) i odmaséen dodavanjem
dihlormetana (3 x 100 mL). Vodeni sloj je potom ekstrahovan n-butanolom (3 x 250
mL). n-Butanolni ekstrakt je osuSen anhidrovanim natrijum-sulfatom, uparen na
rotacionom vakuum-isparivac¢u i dobijeno je 2,61 g ekstrakta. Potom je celokupna
koli¢ina dobijenog ekstrakta rastvorena u metanolu i frakcionisana na koloni Sephadex-
a LH-20 dimenzija 18 x 5,5 cm. Eluiranje je vrSeno ¢istim metanolom i dobijeno je 112
frakcija. Sli¢ne frakcije su spojene na osnovu TLC hromatografije i sliénih R vrednosti
i dobijeno je 14 frakcija. Sistem CHCIl3:MeOH:H20 = 20:10:2 je koris¢en kao eluent za
TLC.

3.2.5. Izolovanje etarskog ulja iz biljne vrste Artemisia santonicum

Etarsko ulje biljne vrste A. santonicum izolovano je hidrodestilacijom (3 h)
pomocu aparature po Clevenger-u. Postupak hidrodestilacije je izveden Sest puta (620 g
biljnog materijala), dobijeno je ukupno 1331 mg ulja, $to je 0,21% (w/w) u odnosu na

suvi biljni materijal.
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3.2.6. Analiza etarskog ulja visoko efikasnom tankoslojnom hromatografijom
(HPTLC)

Etarsko ulje (50 pL) rastvoreno je u metanolu (1 mL) i naneSeno na HPTLC
silika gel 60 F2s4 plocu, dimenzija 10 x 10 cm. Ulje je naneto u obliku trake, u
alikvotima 2 pL, 4 pL, 8 pL. Pozicija prve trake je bila udaljena sa leve strane 1,50 cm i
odozdo 0,80 cm. Rastojanje izmedu traka bilo je 1,54 cm. Nakon nanoSenja uzorka,
plo¢e su potopljene u kadu (ADC2 CAMAG) zasi¢enu sistemom za razdvajanje:
toluen/etil acetat (92:8 v/v). Vreme razvijanja ploce bilo je 20 min, a put razdvajanja je
8cm. Nakon odvajanja mobilna faza je uklonjena sa ploce suSenjem u struji hladnog
vazduha 4 min. Cetiri plo¢e su korii¢ene za bioautografiju, a jedna plo¢a je izazvana
anizaldehidnim reagensom kako bi se odredio polozaj traka. Razvijena ploca je uronjena
u etanolno-anizaldehidni reagens pomo¢u CAMAG chromatogram immersion device II1

uredaja i zatim zagrevana 5 min. do 100 °C, dok trake nisu postale vidljive.

3.3. Izolovanje Cistih jedinjenja

3.3.1. Razdvajanje butanolnog ekstrakta Atriplex littoralis

Razdvajanje n-butanolnog ekstrakta radeno je semiprepativnom reverzno-
faznom teénom hromatografijom na HPLC sistemu Agilent Technologies 1100.
Koris¢ena je kolona Zorbax XDB-C18 (250 %X 9,4 mm; 5 pm), na 25 °C, pri
konstantnom protoku od 4 mL/min. Detekcija je vrSena na tri talasne duzine 270, 350,
215 nm. Kao mobilna faza koriscen je sistem koji se sastojao od 0,2% rastvora mravlje
kiseline u vodi (A) i acetonitrila (B). Na slici 161 je prikazan HPLC hromatogram
butanolnog ekstrakta A. littoralis. Ovim razdvajanjem dobijeno je 10 frakcija (ALB_-1
— 8). 1z frakcija (ALB_4 — 31,103 mg), (ALB_5 — 32,913 mg) i (ALB_6 — 18,293 mg)
izolovana su nova jedinjenja (43-45). Pored gore navedenih flavonoidnih glikozida,
izolovani su spinacetin-3-O-4-D-glukopiranozid (46) (frakcija ALB_3 — 20,920 mg),
arbutin (frakcija ALB_-1/1-12,0 mg) i 4-hidroksibenzil--D-glukopiranozid (frakcija
ALB_00/1 - 15,121 mgq) jedinjenja koja su ranije u literaturi ve¢ opisana.
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Tabela 18. HPLC program za frakcionisanje butanolnog ekstrakta Atriplex littoralis (ALB_PREP_M)

Vreme (min) 0 15 18 20
% B 20 36 70 100

Jedinjenja 47(arbutin) i 48 (4-hidroksibenzil-f-D-glukopiranozid) su dodatno precis¢ena
po HPLC programu koji je naveden u Tabeli 19.

Tabela 19. HPLC program za preci$¢avanje jedinjenja 47 i 48 (ALBO0_PREP_M)

Vreme
(min) 0 5 14 20 25 30 31
% B 2 2 9 9 20 30 2
EAJ.B_E
ALB_4
g
ALB 1
ALB
4 :
!
ALB_T
ALB_O ALB_1 -
ALB_2 g
% % E;l:‘-\j ALEB_6
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Slika 161. Te¢ni hromatogram butanolnog ekstrakta Atriplex littoralis
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3.3.2. Razdvajanje frakcija ekstrakta Atriplex tatarica

Razdvajanje n-butanolnih frakcija sa gravitacione kolone radeno je
semiprepativhom reverzno-faznom te¢nom hromatografijom na HPLC sistemu Agilent
Technologies 1100. Kori$¢ena je kolona Zorbax XDB-C18 (250 x 9,4 mm; 5 um), na 25
°C, pri konstantnom protoku od 4 mL/min. Detekcija je vrSena na slede¢im talasnim
duzinama: 210, 260, 280, 320 i 340 nm. Kao mobilna faza kori$¢en je sistem koji se
sastojao od 0,2% rastvora mravlje kiseline u vodi (A) i acetonitrila (B). Za izolovanje
¢istih flavonodnih glikozida preciS¢ene su sledece frakcije AT TA BU28, 29, 30, 33,
35 sa gravitacione kolone. U Tabeli 20 prikazan je HPLC program za preci§¢avanje

flavonoidnih glikozida.

Tabela 20. HPLC program za preci$cavanje flavonoidnih glikozida (PROANTO_PREP_M)

mfg)‘e 20 28 30 35 36 M

% B 5 16 40 99 99 5 5

Ovim razdvajanjem iz frakcija 33 (29,8 mg) i 35 (89,7 mg) izolovano je
jedinjenje 49 (35-3, 33-2 —6,65 mg). Iz frakcija 28-30 (66,3 mg) i 33 izolovano je
jedinjenje 50 (28-8, 33-4 -5 m@). Pored jedinjenja 35-3 izolovanog iz frakcije 35, iz iste
frakcije nakon dodatnog precis¢avanja 35-4 izolovano je jedinjenje 51. U Tabeli 21

prikazan je HPLC program za izolovanje jedinjenja 51 (35-4-1 — 1,9 mg).

Tabela 21. HPLC program za izolovanje jedinjenja 51

Vreme 0 25 26 31
(min)

% B 10 20 10 10

Za 1izolovanje Ccistth saponina preciS¢ene su frakcije AT TA BU20 1
AT _TA BU23 sa gravitacione kolone. U Tabeli 22 prikazan je HPLC program za
izolovanje saponina. Kao mobilna faza kori$c¢en je sistem koji se sastojao od vode (A) i
acetonitrila (B). Detekcija je vrSena na slede¢im talasnim duzinama: 210, 254, 205, 280
nm. Iz frakcije AT_TA_BU20 (93,5 mg) izolovano je jedinjenje 12 (20-5 — 2,9 mg),
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dok su jedinjenja 52 (23-13 — 6,6 mg) i 53 (23-11 — 1,6 mg) izolovana iz frakcije
AT_TA_BU23 (51,6 mg).

Tabela 22. HPLC program za izolovanje saponina (SAPONINI_PREP_M)

Vreme

: 0 15 18 20
(min)

% B 5 50 100 5

3.3.3. Visoko efikasna tankoslojna hromatografija (HPTLC) Atriplex prostrata

Frakcije 1, 3, 5, 8, 9, 12 sa Sephadex kolone su rastvorene u metanolu, kona¢na
koncentracija je iznosila 100 mg/mL. Na HPTLC silika gel 60 F2ss ploce, dimenzija
10 x 10 cm naneseno je u obliku trake po 3 pL svake frakcije.

Pozicija prve trake je bila udaljena sa leve strane 1,50 cm i odozdo 0,80 cm.
Rastojanje izmedu traka bilo je 1,54 cm. Nakon nanoSenja uzoraka, ploce su potopljene
u kadu (ADC2 CAMAG) zasiCenu sistemom za razdvajanje: koriSéen je sistem
CHCI3:MeOH:H20 (20:11:2 v/v). Vreme razvijanja ploc¢e je 20 min, a put razdvajanja je
8cm. Nakon odvajanja mobilna faza je uklonjena sa plo¢e suSenjem u struji hladnog
vazduha 5 min. Cetiri ploe su kori§¢ene za bioautografiju, a jedna plo¢a je izazvana
anizaldehidnim reagensom kako bi se odredio poloZaj traka. Razvijena ploca je uronjena
u etanolno-anizaldehidni reagens pomo¢u CAMAG chromatogram immersion device II1

uredaja 1 zatim zagrevana 5 min do 100 °C,dok trake nisu postale vidljive.

3.3.4. Hidroliza saponina i flavonoidnih glikozida

Jedinjenja 43 — 54 (1,0 mg) su hidrolizovana pomo¢u 2 M HCI (1,0 mL) na 100
°C 30 min. Nakon hladenja svaka smesa je neutralisana do pH 7 sa zasi¢enim rastvorom
NaHCQOg, filtrirana kroz HPLC 0.45 um filter, i analizirana teénom hromatografijom na
Dionex ICS 3000 DP LC uredaju sa elektrohemijskim detektorom (radna elektroda je
od zlata, referentna je Ag/AgCl) pri protoku 0,7 mL/min. Standardni rastvori D-glukoze,

D-galaktoze, D-glukuronske kiseline, L-arabinoze 1 L-ramnoze su pripremljeni
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rastvaranjem u dejonizovanoj vodi u koncenracijama 20 pg/mL i dodavanjem 70 mg
NaCl (ista koli¢ina NaCl koja nastaje u uzorcima posle neutralizacije). Monosaharidi u
jedinjenjima su dokazani poredenjem sa retencionim vremenima standarda. U Tabeli 23
je dat program kori$¢en za analizu monosaharida. Kao mobilna faza kori$¢en je sistem
koji se sastojao od 600 mM rastvora NaOH (A), 600 mM rastvora NaOAc (B) i
dejonizovane vode (C).

Tabela 23. HPLC program za analizu monosaharida

Vreme 0 5 51 12 12,1 20 20,1 30
(min)
% A 15 15 15 15 15 15 20 20
% B / / 2 2 4 4 20 20
% C 85 85 83 83 81 81 60 60

3.3.5. Dry flash hromatografija izolovanog ulja Artemisia santonicum

Etarsko ulje je frakcionisano dry flash hromatografijom na koloni silika gela
(100 g Merck, < 0.08 mm) dimenzija 300 x 32 mm. Kolona je ekvilibrisana mobilnom
fazom (750 mL) toluen:etil acetat (70:30 v/v). Etarsko ulje (m = 812 mg) je razblazeno
mobilnom fazom (1:1) pre nanoSenja na kolonu silika gela. Eluirano je izokratno,
dobijeno je 25 frakcija, zapremine oko 10 mL. Frakcije 7 i 8 su spojene i rastvara¢
uparen na rotacionom vakuum uparivacu bez zagrevanja i dalje pre€iS¢ene na drugoj dry
flash koloni silika gela dimenzija 300 x 32 mm. Eluirano je smeSom toluen:etil acetat
(98:2 v/v) od 1-32 frakcije, a zatim je povecana polarnost na (95:5 v/v) od 33-40
frakcije. Dobijeno je 40 frakcija zapremine oko 10 mL. Poslednje dve frakcije su
spojene, uparene na rotacionom vakuum uparivacu bez zagrevanja i dalje pre€iS¢ene na
trecoj dry flash silika gel koloni dimenzija (85 % 20 mm). Eluirano je izokratno smeSom
rastvaraca heksan:etil acetat (85:15 v/v) i dobijeno je 19 frakcija zapremine oko 3 mL.
Izogeranilna kiselina (1,15 mg) izolovana je nakon spajanja i uparavanja frakcija (13-

19) na rotacionom vakuum uparivacu bez zagrevanja.
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3.3.6. Spektroskopski podaci za nova jedinjenja

U ovom poglavlju dati su spektroskopski podaci za nova jedinjenja 43, 44, 45, 51, 52,
53, 54.

Atriplexin | (43): Zuti prah; [0]p?—87 (¢ 1,0 MeOH); UV max, (MeOH) 260, 274, 350;
(NaOMe), 276, 388, (AICIz), 280, 300sh, 428, (AICIz + HCI), 278, 390, (NaOACc), 266,
274, 350; (NaOAc + H3BO3), 264, 290sh, 372; IR vmax 3367, 2936, 1680, 1622, 1565,
1511, 1478, 1395, 1346, 1257, 1217, 1128, 1101, 1072, 1019, 828 cm*; 'H NMR i 3C
NMR podaci, dati u Tabeli 2; HRESIMS m/z 637,1445 [M —H] (izraCunato
C28H30017—H 637,1410).

Atriplexin 11 (44): zuti prah; [a]p?>—82 (¢ 1,0 MeOH); UV Jmax, (MeOH) 240, 270, 346
nm, 270, 392 (NaOMe), 244, 268, 286, 382(AICls), 244, 268, 286, 378 (AICIl3 + HCI),
260, 278, 346 (NaOAcC),260, 278, 348 (NaOAc + H3BO3); IR vmax 3428, 2936, 1681,
1621, 1566, 1514, 1478, 1392, 1346, 1257, 1217, 1128, 1101, 1072, 1019, 828, 799
cm L *H NMR i *C NMR podaci, dati u Tabeli 2; HRESIMS m/z: 651,1615 [M — H]
(izraunato C29H32017—H 651,1567).

Atriplexin 111 (45): zuti prah; [a]p??—22 (¢ 1,0 MeOH); UV Amax, (MeOH) 240, 270, 346
nm, 270, 394 (NaOMe), 246, 270, 286, 384 (AICl3); 246, 270, 286, 384 (AICI3; + HCI),
260, 280, 348 (NaOAcC), 260, 280, 348 (NaOAc + H3BOs); IR vmax 3428, 2936, 1680,
1621,1565, 1514, 1478, 1392, 1346, 1256, 1216, 1130, 1101, 1072, 1020, 828 cm™*; H
NMR i 3C NMR podaci, dati u Tabeli 2; HRESIMS m/z 651,1606 [M — H]
(izraunato C29H32017—H 651,1567).

Atriplexin 1V (51):zuti prah; [0]p?>~75 (¢ 2,0, MeOH); UV, (MeOH) /max (log €) 254sh
(4,23), 272 (4,16), 354 (4,28); (NaOMe), 272 (4,27), 388 (4,43); (AICl3z), 277 (4,44),
328 (4,37), 400 (4,13); (AICIz + HCI), 275 (4,45), 301sh (4,46), 331 (4,40), 372sh
(4,32), 395sh (4,28); 411sh (4,13), (NaOAc), 274 (4,27), 329 (4,29), 382sh (4,04);
(NaOAc +H3BO3), 267 (4,43), 333 (4,32), 380 (4,22) nm; IR vmax 3417, 2958, 1700,
1651, 1601, 1516, 1471, 1372, 1297, 1271, 1200, 1182, 1068, 816, cm™*; *H NMR i 3C
NMR podaci, dati u Tabeli 3; HRESIMS m/z 845,1795 [M — H] (izracunato
CagH3s022—H 845,1782).
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Atriplexogenin | (52): amorfni prah; [o]p?? 12 (¢ 1,2, MeOH): IR vmax 3414, 2930, 1731,
1648, 1456, 1387, 1371, 1258, 1226, 1074, 1031, 996, 817 cm™*; 'H NMR i 3C NMR
podaci, dati u Tabeli 4; HRESIMS m/z 1005,4381 [M — H] (izraunato Cs7H74021S—H
1005,4371).

Atriplexogenin Il (53): amorfni prah; [a]p?? 6 (¢ 1,0, MeOH): IR vmax 3360, 2926, 1723,
1629, 1598, 1515, 1454, 1373, 1256, 1172, 1071, 1030, 996, 817 cm™*; *H NMR i 3C
NMR podaci, dati u Tabeli 4; HRESIMS m/z 1007,4552 [M — H] (izraCunato
C47H76021S—H 1007,4527).

Atriplexogenin 111 (54): amorfni prah; [a]o? 19 (c 1,8, MeOH): IR vmax 3337, 2924,
1732, 1588, 1455, 1360, 1258, 1172, 1075, 1028, 613 cm™*; *H NMR i *C NMR
podaci, dati u Tabeli 4; HRESIMS m/z 1087,5321 [M — H] (izra¢unato Cs3HgsO23—H
1087,5331).

3.4. BioloSke aktivnosti

3.4.1. Protektivni efekat jedinjenja izolovanih iz Atriplex littoralis na DNK
humanih limfocita

Uzorci venske krvi su sakupljeni pomocu heparizovanih sterilnih vakutejnera od
5 zdravih muskih osoba. Od svake osobe su uzeta dva alikvota po 5 mL krvi, u skladu
sa srpskim zdravstvenim i etickim propisima 1 etickom kodeksu Svetskog medicinskog
udruzenja (Helsinska deklaracija 1964 revidirana 2002).

Prikupljeni uzorci krvi su postavljeni u kontejnere od pleksiglasa u polje unutar
zradenja i ozraeni koriséenjem %°Co, izvora y zraka. Uzorci krvi su ozraéeni na sobnoj
temperaturi i postavljeni u ¢elijske kulture 2 h nakon zracenja. Istovremeno su dodavana
i izolovana jedinjenja 43-48. Doza zraCenja je bila 2 Gy (terapeutska doza), a brzina
doze je bila 0,45 Gy/min.

Za pripremu mikronukleusa (MN) kori$éena je metoda blokirane citokineze.4®
Kulture limfocita su tretirane rastvorima izolovanih jedinjenja (43-48) u opsegu
koncetracija 0,8—7,4 uM. U jednu od ¢elijskih kultura dodat je amifostin WR-2721 (S-

2[3-aminopropilamino]-etilfosfotionska kiselina (98%); MarligenBiosciences, USA), u
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koncentraciji od 4,7 pg/mL koji je sluzio kao pozitivna kontrola, dok je ¢elijska kultura
u koju je dodat mitomicin C (3 uM u fosfatnom puferu) sluzila kao negativna kontrola.
Izdvojeno je priblizno 2 x 10° limfocita iz krvi i prebadeno u 5 mL RPMI-1640
medijuma sa 15% teleCeg seruma i 2,4 pg/mL fitohemaglutinina (Invitrogen-Gibco-
BRL, USA). Nakon 1h inicijacije ¢elijske stimulacije, dodati su rastvori ispitivanih
jedinjenja (43-48).

Sve kulture uklju¢uju¢i Amifostin 1 Mitomicin C su inkubirane u termostatu na
37 °C. Tretman kultura sa jedinjenjima je trajao 19 h, a zatim su sve kulture isprane
¢istim medijumom, prebacene u 5 mL svezeg RPMI 1640 medijuma (RPMI-1640
Medium + GlutaMAX + 25 mM HEPES; Invitrogen-Gibco-BRL, Vienna, Austria) i
inkubirane dodatnih 48 h. Citohalasin B (Invitrogen-Gibco-BRL, Vienna, Austria) u
koncentraciji 6 pg/mL je dodat uzorcima i inkubacija je nastavljena jo§ 24 h. Nakon 72
sata inkubacije, ¢elije su prikupljene centrifugiranjem i isprane fizioloskim rastvorom
(0,9% NacCl), a zatim hipotoni¢nim rastvorom (0,56% KCI + 0,9% NaCl, 1:1) na 37 °C.
Celijske suspenzije su fiksirane sme§om metanol/siréetna kiselina 3:1, ispirane tri puta
fiksatorom 1 nanoSene na Cist slajd. Na vazduhu osusSeni slajdovi boje se alkalnim 2 %-
tnim rastvorom Giemsa (Sigma-Aldrich, Vienna, Austria) boje. Za analizu
mikronukleusa je prebrojano najmanje 1000 binuklearnih ¢elija (BN) po uzorku i pojava
mikronukleusa je belezena po kriterijumima Kantrimena i Hedla.'*® Efekti jedinjenja (1-
6) na proliferaciju ¢elija su odredeni preko proliferacionog indeksa blokirane citokineze
(CBPI).1!

CBPI = [(MI + 2MII + 3(MIII + MIV)]/N

gde MI-IV predstavlja broj ¢elija sa jednim do cetiri nukleusa, a N broj pregledanih
¢elija. Kriterijumi za selekciju binuklearnih ¢elija i identifikaciju mikronukleusa uzeti
su sa vebsajta ,,HUMN project website* (http://www.humn.org). Rezultati za svaki
uzorak su izraZeni kao ucestalost mikronukleusa na 1000 celija.

Statisticka analiza je uradena pomocu softverskog paketa Origin verzije 7,0.
Statisticki znacaj razlike izmedu parova podataka je odreden analizom varijanse (One-
way ANOVA) za kojom je sledio Tukey test. StatistiCke razlike su smatrane znacajnim

pri p<0.01 i p<0.05.
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3.4.2. Antibakterijska aktivnost jedinjenja izolovanih iz Atriplex tatarica

Za odredivanje antibakterijskog dejstva ispitivanih jedinjenja na Gram-pozitivne
i Gram-negativne bakterije koriiéena je modifikovana mikrodiluciona metoda.t>>1%®
Koris¢ene su dve Gram-negativne bakterije: Escherichia coli (ATCC 35210),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) i dve Gram-pozitivne bakterije: Listeria
monocytogenes (NCTC 7973), Micrococcus flavus (ATCC 10240). U ovom testu su
ispitivana jedinjenja (49-54).

Prekonoéne kulture (1,0 x 10° ¢elija/mL) dobijene su gajenjem testiranog
bakterijskog soja tokom 24 h na 37 °C u 2 mL tecne hranljive podloge (Tryptic Soy
Broth — TSB, Torlak). Suspenzije bakterija (inokulumi) podeSene su sterilnim
fizioloskim rastvorom do koncentracije 1,0 x 10° ¢elija/mL i ¢uvane na 4 °C do
upotrebe.

Minimalne inhibitorne i baktericidne koncentracije (MIK i MBK) su odredene
serijskim razblazenjima koriSéenjem mikrotitar ploca sa ravnim dnom sistem sa 96-
bunarci¢a. U bunarciée sterilnih ploc¢a sipa se te¢ni medijum, zatim se dodaju jedinjenja
koja se testiraju i na kraju suspenzije bakterija. Nakon dodavanja suspenzije bakterija
mikrotitracione ploc¢e se inkubiraju na 37 °C u toku 24 h. Blank kolona sadrzi samo
medijum, dok druga kolona sadrzi medijum i inokulume kako bi se ispratio rast
bakterija bez uticaja testiranih jedinjenja. Posle inkubacije definiSu se MIK vrednosti,
kao najnize koncentracije koje su rezultovale inhibicijom rasta bakterija. Da bi se
odredilo odsustvo rasta bakterija (MBK vrednost) iz bunar¢i¢a gde nije zabelezen rast
bakterija uzeto je 10 uL inokulisane podloge u 100 pL sterilne hranljive podloge i
inkubirano tokom 24 h na 37 °C. Koncentracija koja dovodi do smrtnosti 99,5%
bakterija u odnosu na kontrolnu probu uzeta je za MBK. Radi lakSe vizualizacije
rezultata u bunarcice je dodato po 40 pl indikatorske ljubiCaste p-jodonitrotetrazolijum
(INT, I 8377-Sigma, SAD) boje. Nakon dva sata inkubacije na 37 °C rast bakterija je
potvrden u bunarci¢ima ¢iji je sadrzaj postao obojen intenzivnom crveno-ljubi¢astom
bojom, u bunar¢i¢ima gde nije doSlo do promene boje nije utvrden rast bakterija
(Tsukatani, 2012)*. Komercijalni antibiotici, Ampicilin i Streptomicin su koriséeni
kao pozitivne kontrole. Za poredenje intenziteta boje korisceni su kontrolni bunarcici u

kojima je omogucen neometani rast bakterija.
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3.4.3. Odredivanje uticaja izolovanih jedinjenja iz Atriplex tatarica na proces
formiranja biofilma PAO1

Pseudomonas aeruginosa (PAO1) kori$¢en u ovoj studiji se nalazi deponovan u
laboratorijskoj kolekciji Mikoloske laboratorije, Odeljenja za biljnu fiziologiju, Instituta
za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢®“, Univerziteta u Beogradu. Bakterija je
gajena na 37 °C na LB podlozi.

Efekat ispitivanih jedinjenja u razliitim koncentracijama (u rasponu od 0,5,
0,25 i 0,125 MIK) na sposobnost formiranja biofilma testiran je na polistirenskim
mikrotitarskim plo¢ama sa ravnim dnom sa 96 bunarci¢a, po metodi Spoering i
Lewis,*® sa nekim modifikacijama. U svaki bunar¢i¢ plo¢e stavljeno je po 100 pL
hranljive podloge, zatim je dodato po 100 upL subMIK koncentracije ispitivanih
jedinjenja (49-54) i na kraju po 100 pL prekonoé¢ne kulture PAO1 (1,0 x 108 éelija po
mL). Posle 24 h inkubacije na 37 °C ploca je isprana dva puta sterilnim PBS-om (pH
7,4) 1 osuSena na vazduhu i fiksirana metanolom (10 min). Da bi se odredila masa
biofilma ploca je tretirana 0,1% rastvorom boje kristal violet (iz seta za bojenje po
Gramu, Bio-Merieux, Francuska). Nakon 10 min boja je odstranjena iz bunarcica i
ploce su osusene tokom 10 minuta. U svaki bunarc¢i¢ je dodato po 100 uL 96% etanola
da bi se resuspendovala boja. Sadrzaj bunar¢i¢a je homogenizovan, a apsorbanca
o¢itana na 625 nm na Elisa ¢itatu (Sunrise'™-Tecan ELISA, Mannedorf, Svajcarska).
Rezultati su prikazani kao procenat inhibicije formiranja biofilma u odnosu na kontrolu:
Eksperiment je izveden u triplikatu i ponovljen dva puta, a vrednosti su predstavljene

kao srednje vrednosti i standardna greska.

3.4.4. Antibakterijska aktivnost — metoda bioautografije

Metodom bioautografije na HPTLC plocama testiran je antibakterijski potencijal
frakcija izolovanih iz biljne vrste A. prostrata (Horvath i sar., 2010).1%° Koriséene su
komercijalne HPTLC silika gel 60 Fzss4 aluminijumske ploce (Merck, Nemacka).
Izolovane frakcije su rastvorene u metanolu (100 mg/mL) nanete na plo¢u dimenzija 10

x 10 cm, a zatim su ploce potopljene u zasi¢enu kadu (ADC2 CAMAG), koriscen je
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sistem CHCI3:MeOH:H20 (20:11:2 v/v). Posle 20 min razvijanja ploce je, mobilna faza
je uklonjena sa ploc¢e susenjem u struji hladnog vazduha 5 min. Ploc¢e su prskane
suspenzijama 4 razli¢ite bakterije (Escherichia coli ATCC 35210, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Listeria monocytogenes NCTC 7973, Micrococcus flavus
ATCC 10240. odgovarajuée koncentracije (1,0 x 10® ¢éelija/mL), inkubirane na 37 °C
tokom 24 h. Nakon inkubacije plo¢e su prskane 3% rastvorom boje ljubicasta p-
jodonitrotetrazolijum-hlorid i ponovo inkubirane tokom 3 h. Da bi se zaustavio rast
mikroorganizama nakon druge inkubacije plo¢e su prskane 70% rastvorom etanola.
Zone inhibicije rasta testiranih bakterija javljaju se kao jasne neobojene zone u odnosu
na roze obojenu podlogu koja potice od formazana (oznacava oblasti rasta

mikroorganizama).1®°

3.4.5. Antibakterijska aktivnost etarskog ulja Artemisia santonicum i izogeranilne
kiseline mikrodiluciona metoda

Za odredivanje antibakterijske aktivnosti etarskog ulja koriS¢ene su sledece
bakterije: Gram-negativne bakterije: Escherichia coli (ATCC 25922), Enterobacter
cloacae (klinicki izolat), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella
typhimurium (ATCC 13311), i Gram-pozitivne bakterije: Listeria monocytogenes
(NCTC 7973), Bacillus cereus (klini¢ki izolat), Micrococcus flavus (ATCC 10240), i
Staphylococcus aureus (ATCC 11632). E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC
27853), L. monocytogenes (NCTC 7973) i M. flavus (ATCC 10240) su koriS¢ene za
odredivanje antibakterijske aktivnosti izogeranilne kiseline. Za utvrdivanje minimalnih
inhibitornih (MIK) i minimalnih baktericidnih koncentracija (MBK) ulja i izogeranilne
kiseline kori¢ena je modifikovana mikrodiluciona metoda®® u mikrodilucionim
plocama sa ravnim dnom, 96 sistem. Postupak opisan u poglavlju 3.4.2. Streptomicin
(Sigma-Aldrich S6501) i Ampicillin (Sigma-Aldrich A9393) su koris¢eni kao pozitivne
kontrole (1 mg/mL).
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3.4.6. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti metodom bioautografije

U poglavlju 3.2.6. opisan je postupak nanosenja ulja i razvijanja HPTLC ploca.
Nakon ukljanjanja mobilne faze plo¢e su osuSene i izazvane sveze napravljenim
bakterijama (1,0 x 106 CFU/mL) na hranljivoj podlozi (Tryptic Soy Broth; Biolife
Italiana S.r.l., Milano-Italia). Plo¢e su inkubirane u parnoj komori na 37 °C 24 sata i
izazvane 3% vodenim rastvorom p-jodonitrotetrazolijum ljubicastog, ostavljene da stoje
jos 3h i poprskane 70% etanolom kako bi se zaustavio rast bakterija. Inhibicije rasta
mikroba uoc€avaju se kao jasne zone u odnosu na roze pozadinu, pa su odredene njihove
Rr vrednosti.’®® U eksperimentu su upotrebljene Gram-negativne bakterije: Escherichia
coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), i Gram-positivne
bakterije: Micrococcus flavus (ATCC 10240) i Listeria monocytogenes (NCTC 7973).

3.4.7. Antifungalna aktivnost etarskog ulja i izogeranilne kiseline Artemisia
santonicum

Za ispitivanje antifungalne aktivnosti ulja koris¢eno je osam gljiva: Aspergillus
niger (ATCC 6275), Aspergillus ochraceus (ATCC 12066), Aspergillus fumigates
(ATCC 9197), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Penicillium funiculosum (ATCC
36839), Penicillium ochrochloron (ATCC 9112), Trichoderma viride (IAM 5061), i
Penicillium verrucosum var. cyclopium (izolat iz hrane), dok je za odredivanje
aktivnosti izogeranilne kiseline koris¢eno Ccetiri gljive: A. niger, A. fumigatus, P.
ochrochloron, P. verrucosum. Mikromicete su deponovane u laboratorijskoj kolekciji
Mikoloske laboratorije, Odeljenja za biljnu fiziologiju, Instituta za bioloSka istrazivanja
»diniSa Stankovi¢“. Sojevi su presejavani jednom mesecno na cvrstoj malt-agar
hranljivoj podlozi (MA, Torlak, Srbija) i skladisteni na 4 °C.1! Koris¢ena je
modifikovana mikrodiluciona metoda.'® Spore gljiva su isprane sa povrsine agar plo¢a
sterilnim 0,85% slanim rastvorom koji sadrzi 0,1% Tveen 80 (v/v). Suspenzija spora
podesena je sterilnim fizioloskim rastvorom do koncentracije 1,0 x 10° éelija/mL.
Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) radeno je tehnikom serijskog

razblaZivanja koriste¢i mikrotitarske ploc¢e sa 96 bunarci¢a. Etarsko ulje 1 izogeranilna
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kiselina su rastvorene u 5% DMSO (1 mg/ml) i dodavani malt medijumu sa
inokulumom. Ploce su inkubirane 72 h na 25 °C. Najnize koncentracije gde nije bilo
vidljivog rasta gljiva (na binokularnom mikroskopu) definisane su kao MIK. Fungicidne
koncentracije (MFK) su odredene serijskom reinokulacijom: u 100 uL sterilne podloge
(MA) dodato je 10 uL inokulisane podloge iz bunarci¢a gde nije zabelezen rast gljiva i
inkubirano 72 h na 25 °C. Najniza koncentracija bez vidljivog rasta je definisana kao
MFK, Sto ukazuje da te koncentracije uzoraka dovode do 99,5% smrtnosti gljiva u
odnosu na pocetni inokulum. 5% DMSO je kori$¢en kao negativna kontrola (medijum,
DMSO i inokulum), a kao pozitivne kontrole su upotrebljivani komercijalni fungicidi,
bifonazol i ketokonazol. Svi eksperimenti su izvedeni u duplikatu i ponovljeni tri puta.

3.4.8. Odredivanje uticaja ulja i izogeranilne Kiseline na proces formiranja
biofilma PAO1

Pseudomonas aeruginosa (PAO1) koris¢en u ovoj studiji se nalazi deponovan u
laboratorijskoj kolekeiji Mikoloske laboratorije, Odeljenja za biljnu fiziologiju, Instituta
za bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢“, Univerziteta u Beogradu. Bakterija je
gajena na 37 °C na LB podlozi. Efekat razli¢itih subinhibitornih koncentracija etarskog
ulja (0,125 — 0,5 MIK; MIK = 4,0 mg/mL) i izogeranilne kiseline (0,125 — 0,5 MIK;
MIK = 0,075 mg/mL) na formiranje biofilma testiran je na polistirenskim
mikrotitarskim plo¢ama sa ravnim dnom sa 96 bunarci¢a kao §to je opisano u poglavlju
3.4.3. Apsorbanca je oCitana na 625 nm na Elisa ¢itacu (Sunrise™-Tecan ELISA,
Mannedorf, Svajcarska). Rezultati su prikazani kao procenat inhibicije formiranja
biofilma u odnosu na kontrolu: Eksperiment je izveden u triplikatu i ponovljen dva puta,

a vrednosti su predstavljene kao srednje vrednosti i standardna greska.

[(OG kontrola — OG uzorak) / OG kontrola] x 100

OG-opticka gustina ili apsorbanca

158



3.4.9. Testovi pokretljivosti (twitching i flagella test)

Testovi pokretljivosti ,,twitching i flagella® su izvedeni prema metodi koju su
opisali O’Toole i Kolter (1998 a i b) i Sandy i Foong-Yee (2012).134162.163 Etarsko ulje i
izogeranilna kiselina zapremine po 50 pL (0,5 subMIK 2,00 mg/mL i 0,0375 mg/mL)
pomesani su sa 10 mL rastopljenog MH agar medijuma i naneti na povrsinu preko vec
ohladene LB podloge u Petri kutiji. Prekono¢na kultura PAOI1 je inkubirana na 37 °C u
toku 24 h i naneta (1 pL) na podlogu, a zatim inkubirana jo$ tri dana na sobnoj
temperaturi. Posle druge inkubacije, merene su zone pokretljivosti i opisivane
morfoloske karakteristike — ivice kolonija, pomocu binokularnog mikroskopa (Leika, tip

020-518.500 DM LS, Nemacka).

3.4.10. Ispitivanje uticaja etarskog ulja i izogeranilne kiseline na inhibiciju sinteze
piocijanina kod P. aeruginosa PAO1

Inhibicija sinteze pigmenta piocijanina ispitivana je metodom koju su razvili
Sandy i Foong-Yee (2012).1%2 Opticka gustina (OGgoonm) prekonoéne kulture PAOI1
podeSena je na vrednost 0,2. Ulje 1 izogeranilna kiselina u subinhibitornim
koncentracijama (0,5 MIK: 2,00 mg/mL i 0,0375 mg/mL) dodati su inokulumu (4,75
mL) i suspenzija je inkubirana 24 h na 37 °C. Suspenzija je ekstrahovana sa 3 mL
hloroforma 1 hloroformskoj fazi dodata je hlorovodoni¢na kiselina (1 mL, 0,2 M HCI).
Ekstrahovanom sloju roze boje gde se nalazi pigment piocijanin izmerena je apsorbanca
na 520 nm (Shimadzu UV1601, Japan). Streptomicin (Sigma P 7794) je koris¢en kao
pozitivna kontrola. Eksperiment je izveden u triplikatu i ponovljen dva puta, a vrednosti
su predstavljene kao srednje vrednosti i standardna greska. Inhibicija sinteze piocijanina
pod uticajem ulja i izogeranilne kiseline u odnosu na kontrolni inokulum odredena je
primenom sledeceg obrasca:

% | = (OGs20/0Ge00 x 100)
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4. ZAKLJUCAK

U okviru ove disertacije hemijski su ispitane tri halofitne vrste roda Atriplex i
jedna vrsta roda Artemisia. Prikazani su postupci izolovanja, pre¢i§¢avanja sekundarnih
metabolita i detaljno je opisana njihova hemijska karakterizacija 1D (*H i 3C) i 2D
(COSY, NOESY, ROESY, TOCSY, HSQC i HMBC) NMR tehnikama, UV i IR
spektroskopijom, masenom spektrometrijom visoke rezolucije (HRESIMS) i
polarimetrijom.

Iz biljne vrste A. littoralis izolovana su tri nova flavonoidna derivata
kvercetagetinskog tipa (atripleksin I, Il, 111, 43-45), jedan poznati flavonoidni glikozid,
spinacetin 3-O-4-D-glukopiranozid (46) i dva poznata fenolna jedinjenja, arbutin (47) i
4-hidroksibenzil-g-D-glukopiranozid (48). Za ova jedinjenja po prvi put je ispitan i
opisan protektivni efekat na DNK humanih limfocita. Najbolju aktivnost, smanjenje
pojave mikronukleusa, pokazao je atripleksin 111 (45).

Iz vrste A. tatarica izolovan je jedan nov flavonoid patuletinskog tipa,
atripleksin 1V, dva poznata flavonoida patuletinskog tipa, patuletin 3-O-$-D-
apiofuranozil(1—2)-#-D-glukopiranozid (49) i patuletin 3-O-(5"-O-feruloil)-S-D-
apiofuranozil-(1—2)-p-D-glukopiranozid (50), ali po prvi put izolovana iz ove biljne
vrste, 1 tri nova pentacikli¢na triterpenska saponina oleanolnog tipa, f-D-glukopiranozil-
3-0O-(2-sulfo-p-D-galaktopiranozil) (1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-12-en-28-
oata  (52), p-D-glukopiranozil-3-O-(2-sulfo-f-D-galaktopiranozil)  (1—2)-a-L-
arabinopiranozid-30-hidroksi-olean-12-en-28-oat  (53), f-D-glukopiranozil-3-O-4-D-
glukopiranozil(1—2)-$-D-galaktopiranozil-(1—2)-a-L-arabinopiranozid-30-al-olean-
12-en-28-o0at (54). Za ovih Sest jedinjenja ispitana je antibakterijska aktivnost na Cetiri
razliCite bakterijske vrste (Micrococcus flavus, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes i Escherichia coli) mikrodilucionom metodom i njihov uticaj na proces
formiranja biofilma bakterije P. aeruginosa. Atripleksin IV je pokazao najbolju
aktivnost prema M. flavus i P. aeruginosa, a jedinjenje 49 je pokazalo najjacu aktivnost
prema L. monocytogenes i E. coli. Pentacikli¢ni triterpenski saponini (52-54) su imali
bolju aktivnost inhibicije formiranja biofilma od izolovanih patuletinskih derivata.

Najbolju anti-biofilm aktivnost je pokazao sulfatni saponin (52).
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Kombinacija visokoefikasne tankoslojne hromatografije i bioautografije je
koris¢ena za odredivanje bioloskih aktivnosti frakcija koje su izolovane iz Atriplex
prostrata. Saponinske frakcije su pokazale antibakterijski potencijal prema svim
ispitivanim bakterijskim sojevima (E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes i M. flavus,
dok je flavonoidna frakcija inhibirala samo dejstvo M. flavus.

Iz Artemisia santonicum izolovano je etarsko ulje, odreden njegov hemijski
sastav 1 relativni udeo komponenata koriS¢enjem GC/FID 1 GC/MS tehnika.
Najzastupljenija jedinjenja bili su oksigenovani monoterpenski ugljovodonici, od kojih
se izdvajaju 1,8-cineol (18,8%), hrizantenon (13,3%), cis-tujon (8,4%), trans-
sabinilacetat (3,3%) 1 kamfor (3,3%). Izolovano etarsko ulje je pokazalo antibakterijsku,
antifungalnu, antibiofilm 1 ,,antiquorum sensing* aktivnost. Primenom visokoefikasne
tankoslojne hromatografije sa bioautografijom detektovana je aktivnost ulja, ali i
bioaktivnog jedinjenja iz ulja. Kao ubedljivo najaktivnija komponenta iz ulja je
izolovana izogeranilna kiselina i potvrdena je njena antimikrobna aktivnost koja je
izrazenija od aktivnosti samog etarskog ulja i komercijalnih antibiotika (streptomicin i
ampicilin) i antimikotika (bifonazol i ketokonazol).

U okviru ove doktorske teze je po prvi put ispitan sastav sekundarnih metabolita
halofitnih biljaka sa naSih prostora. Kako izolovana jedinjenja pripadaju fenolnim i
triterpenskim grupama sekundarnih metabolita rezultati ispitivanja predstavljaju
doprinos u boljem razumevanju taksonomskog statusa ovih biljnih vrsta. S obzirom na
pokazanu biolosku aktivnost, ispitane biljne vrste predstavljaju potencijalno nov izvor

aktivnih sekundarnih metabolita.
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U okviru svog naucno istrazivackog rada bavi se hemijom sekundarnih
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O6pasay 5.

UsjaBa o ayTopcTBy

Mme un npeaume aytopa JoBaHa CtaHkosuh

Bbpoj nHpekca 0X22/2013

UzjaBrbyjem
Aa je OoKTopcKa AucepTauunja Nnog HacrnoBom

XanohutHe BurbHe BPCTE - U30M0BaH-€ U KapakTepulaumja cekyHaapHux metadonuTa

e De3ynTaTt ConcTBeHOr UCTpaXKMBa4kor paga,

e [a aucepTauuja y UEnuHU HU y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa 3a ctuuame
Apyre [OunnomMe npema CTyAWCKAM nporpamuma ApYrux BUCOKOLLKOMCKUX
YCTaHOBa;

e [1a Cy pe3ynTtaTtu KOPeKTHO HaBeaeHU U

* [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka mpaBa M KOPWUCTUO/Ma UHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

Mornuc ayTopa

Y Beorpagy,
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O6paszay 6.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa JoBaHa CtaHkosuh

Bpoj nHpekca 0X22/2013

Cryaujcku nporpam SOKTOP XeMU|CKUX Hayka

Hacnoe paga XanohutHe 6urbHe BpCcTe — U30M0Bake U kKapakTepuaauuia
cekyHOoapHux metabonura

MeHTOpK Npod. Ap Bene Tewesuh 1 ap Mupocnae Hosakosuh

MsjaBreyjeMm ga je wrtamnaHa Bepa3vja MOr QOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy caMm npegao/na pagu noxpaweHa y [AUrutanHoMm peno3uTopujymy
YHuBep3uTteTa y Beorpapgy.

Ho3sorbagam fa ce objaBe Moju NUYHM nojaum BesaHu 3a gobujare akagemckor
Has3nBa LOKTOpa Hayka, kao LUTO Cy UMe U npe3ume, roguHa u MecTto poherwa 1 gatym
oabpaHe paga.

OBu nu4yHM nogaum Mory ce o006jaBuTM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe
BubnuoTeke, y eneKTpoHCKOM KaTasnory v y nybnukauvjama YHusepauterta y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y beorpagy,
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Obpasay 7.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh' aa y [durutanHu
penosuTopujym YHusepauteta y bBeorpagy yHece Mojy AOKTOpCKy AucepTauujy nog
HacnoBom:

XAAOPUTHE BUHE BPCTE — U3OAOBAME U KAPAKTEPU3ALMA CEKYHAQDHMUX

MEeTaboAUTa

KOja je Moje ayTopcko Aeno.

Auceprauujy ca csum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCcKoM hopmary norogHomM
3a TpajHO apxuBUpame.

Mojy [oKTOpcKy [AucepTtauujy noxpaweHy y [QuUrutanHoMm  penosavtopujymy
YHusepauteta y Beorpagy n goctynHy y oTBOPEHOM NpUCTYMNy MOry Aa KOpUcTe CBu
Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuuie
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo(CC BY-NC)
@ AyTOpCTBO — HeKoMepuujanHo — 6e3 npepaga(CC BY-NC-ND)

4. AYyTOpCTBO — HeKkoMepLumjanHo — aenutu nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga(CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AenuTu nog uctum ycnosuma(CC BY-SA)

(Monumo aa 3aokpyxuTe camo jedHy of LUECT MoHyReHUX NULeHUU.
KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHu 4e0 OBe U3jase).

MoTnuc ayTopa

Y beorpagy,
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1. AyTtopcTBo. [lJo3BorbaBarte yMHOXaBare, AUCTPUBYLIMjY 1 jaBHO caoniTaBake
Aena, u npepage, ako ce HaBefe nme aytopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Wnu gaeaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o cBux
nuueHyun.

2. AytopcTtBO -~ HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTPMOYUMj)y
jaBHO caonwTasare Aena, 1 npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
04 CTpaHe ayTopa unv fasaoua nuueHue. Osa nuueHua He 403BOrbaga kKoMepuujanyy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKkoMepuujanHo - 6e3 npepaga. [o3sorbaBarte yMHOXaBaHe,
OUCTPUBYLUM)y W jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosaka wnu
ynoTpebe fena y CBOM Jeny, ako Ce Hasege MMe ayTopa Ha HaduH oapefReH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He 003BOSbaea KoMepuujanHy
ynoTpeby Aena. Y ogHOCY Ha CBe ocTane nuueHue, OBOM NMULEHLIOM Ce orpaHudyasa
HajBehn obum npaea kopulhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLKjanHo — OenuTn nog UcTum ycrnoeuma. [JoagorbasaTe
yMHOXaBaw€e, gUcTpubyuujy 1 jaBHO caonwTaBake Aena, W npepage, ako ce Haseae
UMe ayTopa Ha HauduH ogpefeH of CTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHUe U ako ce
npepaga Auctpubyupa nop WCTOM MMM CnvyHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
A03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBaTe ymMHOXKaBake, AUCTPUBYUMjY U jaBHO
caonwitaBawe gena, 6e3 npoMmeHa, npeobnukoBamwa unun ynotpebe genay ceom geny,
ako ce HaBede MMme ayTopa Ha HauvuMH ogpefeH og cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. Oa nuueHuUa A4o3BorbaBa kKomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOopcTBO — AenuTu noa WMCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBae,
AUCTPUOYUMjy U1 jaBHO caonwiTaBarwe Aena, U npepage, ako ce HaeBeade nve ayTopa Ha
HauMH ogpeheH opn cTpaHe ayTopa wWnM gaBaoua nuueHue W ako ce npepaga
auctpubympa nog MCTOM MM cnuyHOM  nuueHuoMm. OBa nuueHua [os3sorbasa
KoMepuuvjanHy ynotpedy gena u npepaga. CnuyHa je cohTBEPCKUM nuueHuama,
OQHOCHO NuLeHLuama OTBOpPeHor Koaa.



