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Izolovanje, identifikacija i citotoksi¢na aktivnost sekundarnih metabolita plodonosnih tela
Fomitopsis betulina i primena HR MAS NMR spektroskopske tehnike u odredivanju
metaboli¢kog profila

SAZETAK

Predmet proucavanja ove doktorske disertacije je medicinska gljiva Fomitopsis betulina
poznata kao brezova guba ili brezov trud. Osnovni cilj ove disertacije je bio izolovanje bioaktivnih
jedinjenja triterpenskog tipa 1 ispitivanje citotoksi¢nosti na ¢elijskim linijama akutne promijelocitne
leukemije (HL-60) i adenokarcinoma pluca (A549), kao i DNK protektivne aktivnosti na humanim
limfocitima periferne krvi. Drugi deo disertacije odnosio se na kultivaciju plodonosnih tela u
laboratorijskim uslovima i dobijanje metabolomickih modela primenom rezultata FTIR i HR MAS
NMR spektroskopskih tehnika za pracenje promena u hemijskom sastavu.

U okviru ove disertacije iz plodonosnih tela nekultivisane nativne gljive izolovano je i
okarakterisano 31 jedinjenje triterpenskog tipa, od toga 13 jedinjenja (19-31) je po prvi put opisano
u literaturi.
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Citotoksi¢nost i selektivnost su ispitane za jedinjenja 1-11 1 13-31, a DNK protektivna
aktivnost za jedinjenja 3-6, 9-12, 16, 18, 20 i 21. Jedinjenja 3, 5, 7, 10, 14, 27 i1 29, pokazala su
znacajnu citotoksi¢nu aktivnost prema Celijskim linijama HL-60. Sva testirana jedinjenja (3-6, 9-12,
16, 18, 20 1 21) su pokazala visok stepen zaStite DNK 1 dovela do smanjenja broja mikronukleusa u



binuklernim ¢eijama. Uocena je zavisnost od doze, veza strukture i aktivnosti i predloZen je
mehanizam delovanja.

Plodonosna tela, kultivisana na piljevini stabla breze, ruja i crne jove i unutrasnjoj ljusci
pecenog leSnika, bila su predmet FTIR i HR MAS NMR metabolomickih studija. Pra¢ene su promene
hemijskog sastava u procesu sazrevanja, kao i gajenja na razli¢itim supstratima. OPLS-DA modelima
odredena je faza sazrevanja plodonosnih tela 1 definisane su promenljive karakteristi¢ne za stadijume
razvoja i gajenje na alternativnim supstratima.

Kljuéne reci: medicinska gljiva, Fomitopsis betulina, triterpenske kiseline, HR MAS NMR,
citotoksi¢na aktivnost, DNK protektivna aktivnost, plodonosna tela, kultivacija, metabolomika,
metabolicki profil
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Isolation, identification and cytotoxic activity of secondary metabolites from fruiting bodies of
Fomitopsis betulina and application of HR MAS NMR spectroscopic technique in
determination of metabolic profile

ABSTRACT

The main goal of this dissertation was to isolate and characterize bioactive triterpene
compounds from the medicinal mushroom Fomitopsis betulina and to investigate their cytotoxic
activity against HL-60 leukemia and A549 lung cancer cell lines and DNA protective activity on
peripheral human lymphocytes. Another aim was to employ FTIR and HR MAS NMR spectroscopic
techniques in combination with metabolomics models to monitor changes in chemical composition.

Within this dissertation, 31 triterpene type compounds were isolated and characterized from
native fruiting bodies collected, while 13 (19-31) compounds were described in the literature for the
first time.
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The isolated compounds were tested for cytotoxic activity and DNA protective activity.
Cytotoxicity and selectivity were tested for isolated compounds 1-11 and 13-31, and DNA protective
activity for compounds 3-6, 9-12, 16, 18, 20 and 21. Compounds 3, 5, 7, 10, 14, 27 and 29 showed
significant cytotoxic activity towards HL-60 cell lines. All tested compounds (3-6, 9-12, 16, 18, 20
and 21) showed a high degree of DNA protection and led to a decrease in the number of micronuclei
in binuclear cells. Dose dependence and structure activity relationship revealed and mechanism of
their action was proposed.



Fruiting bodies cultivated on substrates made of sawdust from birch, Cotinus coggygria and
black alder and the inner shell of hazelnuts were subject of FTIR and HR MAS NMR metabolomics
studies. Changes in chemical composition during maturing and effect of cultivation media were
obtained. It has been shown that obtained OPLS-DA models can define maturing stage of fruiting
bodies and determing variables characteristic for alternative cultivation media.

Key words: medicinal mushroom, Fomitopsis betulina, triterpenoid acids, HR MAS NMR,
cytotoxic activity, DNA protective activity, fruiting bodies, cultivation, metabolomics, metabolic
profiling

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Organic Chemistry
UDC number: 547
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Spisak simbola i skracenica

TLC — (Thin Layer Chromatography) tankoslojna hromatografija

UV/VIS— (Ultraviolet and Visible Spectroscopy) ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija
DAD - Diode Array Detection

IR — (Infrared Spectroscopy) infracrvena spektroskopija

"H NMR — ('H Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) 'H nuklearno-magnetna
rezonantna spektroskopija

13C NMR — (*C Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) '*C nuklearno-magnetna
rezonantna spektroskopija

HSQC — Heteronuclear Single Quantum Coherence

HMBC — Heteronuclear Multiple Bond Coherence

NOESY — Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

COSY - Correlated Spectroscopy

TOCSY — Total Correlated Spectroscopy

EI — (Electron Ionization) elektronska jonizacija

HPLC — (High Performance Liquid Chromatography) visokoefikasna te¢na hromatografija
HR-ESI-MS — (High Resolution Electron Spray lonization Mass) elektrosprej masena
spektrometrija visoke rezolucije

du — hemijsko pomeranje u '"H NMR spektru

dc — hemijsko pomeranje u '>*C NMR spektru

[M+H] "~ protonovani molekulski jon

[M-H] — deprotonovani molekulski jon dobijen odlaskom atoma vodonika

Jx,y— konstanta sprezanja protona X sa protonom Y (u Hz)

[a]p — specificna rotacija

A —polozaj dvostruke veze

Ox — oksalatna grupa

MeOx — metiloksalatna grupa

Glc — glukopiranozil grupa

CD30D — deuterisani metanol

CDCI; — deuterisani hloroform

TMS — tetrametilsilan

TSP-ds— natirjumova so 3-trimetilsilil propanske kiseline-2,2,3,3-ds4

BN — binuklearne ¢elije

MN — mikronukleus

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

CC — (column chromatography) gravitaciona hromatografija na koloni

A549 — ¢elijska linija adenokarcinoma pluca

HL-60 — ¢elijska linija promijelocitne leukemije

MRC-5 — (Medical Research Council cell strain 5) ¢elijska linija plu¢nih fibroblasta fetusa
MIK — Minimalna inhibitorna koncentracija

SI — indeks selektivnosti

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

AAPH — 2,2-azo-bis-(2-amidinopropan)-dihidrohlorid

HR MAS NMR - (High-Resolution Magic Angle Spinning Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy) nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija visoke rezolucije sa rotacijom pod
magi¢nim uglom

PCA — analiza glavnih komponenti

OPLS-DA - diskriminatna analiza ortogonalne parcijalne regresije najmanjih kvadrata skrivenih
struktura

CV —krosvalidacija



VIP — (eng. Variable influence on projection) uticaj promenljive na predikciju
SUS — (eng. Shared and Unique Structures) jedinstvene i1 zajednicke strukture



UvVOD

Cilj ovog istrazivanja bio je izolovanje sekundarnih metabolita triterpenskog tipa medicinske
gljive Fomitopsis betulina iz prirode 1 odredivanje njihove citotoksi¢ne i DNK protektivne aktivnosti.
U drugom delu istrazivanja je F. betulina gajena u eksperimentalnim uslovima na podlogama na
kojima se ne moze naci u prirodi (na otpadu prehrambene i drvne industrije), pra¢ene su promene u
hemijskom sastavu plodonosnih tela tokom procesa sazrevanja i gajenja na razli¢itim podlogama
primenom metabolomi¢kih modela dobijenih na osnovu rezultata FTIR i HR MAS NMR
spektroskopskih tehnika i OPLS-DA metodama multivarijantne analize.

U poglavlju Opsti deo dat je kra¢i osvrt na carstvo gljiva, njihove osnovne karakteristike,
zivotni ciklus, klasifikaciju 1 istorijski znaCaj za coveka. Opisani su neki od najznacajnijih
predstavnika polipora i tabelarno su prikazana do sada izolovana jedinjenja triterpenskog tipa iz Cetiri
evropske polipore: F. officinalis, F. pinicola, F. betulina i F. palustris. U nastavku ovog poglavlja
prikazana je primena HR MAS NMR spektroskopije u metabolomici, kao i osvrt na odabrane studije
koje su se bavile ovom tematikom do sada.

U poglavlju NaSi radovi opisan je postupak prikupljanja, pripreme 1 identifikacije
plodonosnih tela kao 1 prikaz izolovanih jedinjenja triterpenskog tipa i njihova karakterizacija. U
ovom poglavlju su prikazani rezultati bioloskih testova izolovanih jedinjenja i veza izmedu njihove
strukture 1 aktivnosti. Na kraju poglavlja dat je osvrt na gajenje plodonosnih tela i njihovu pripremu
za metabolomicke studije kao i rezultati tih studija.

Eksperimentalni deo obuhvata detaljne informacije o koriS¢enim aparatima i rastvaracima,
postupak gajenja, poreklu koris¢enog bioloSkog materijala, postupke ekstrakcije i precis¢avanja,
nafinu pripreme uzoraka za pojedinacne analize, kao i primenjenim statistickim metodama i
bioloSkim testovima. U ovom poglavlju dati su parametri snimanja za svaku od primenjenih
instrumentalnih tehnika.

U Zakljucku su prikazana najvaznija dostignuca iz ovog rada.

U poglavlju Literatura nalazi se ukupno 139 referenci navedenih na osnovu redosleda
pojavljivanja u tekstu.



1. OPSTI DEO

1.1 Carstvo gljiva

Gljive su heterotrofni, jednocelijski ili viSecelijski eukariotski organizmi, svrstani u zasebno
carstvo zivog sveta (Fungi). Do sada je opisano oko 120.000 vrsta a procene su da ih moze biti izmedu
2,2 i 3,8 miliona.! Veliki broj vrsta jo§ uvek nije opisan, a procene o njihovom stvarnom broju,
bazirane su na osnovu odnosa broja vrsta biljaka i gljiva na odredenom stanistu. Imaju veliku
ekolosku raznovrsnost, Siroko su rasprostranjeni organizmi, sposobni da kolonizuju razlicite
pustinja, slatina i u oblastima sa visokom radijacijom, do sedimenata u dubinama mora.?> Osim
osobina koje su zajednicke za sve eukariote, gljive odlikuje i niz posebnosti, zbog ¢ega su svrstane u
zasebno carstvo. Sve gljive imaju celijski zid izgraden od hitina (f-1,4-vezanih jedinica N-
acetilglukozamina), glavnog gradivnog elementa egzoskeleta zglavkara, a- 1 f-glukana, koji su
neizostavni konstituenti éelijskog zida biljaka.> Ovo je jedini primer u Zivom svetu da se ove dve
polimerne komponente srecu zajedno. Razlikuju se dva tipa ¢elijske organizacije kod gljiva: hife (kod
filamentoznih vrsta) i ¢elije (kod kvasaca). Hife ili filamenti su cevaste strukture koje obavija ¢elijski
zid, karakteriSu se apikalnim rastom, granaju se u svim pravcima i formiraju miceliju. Gljive nikada
ne formiraju tkiva, ali kod nekih dolazi do modifikacije micelije u strukture za obavljanje specifi¢nih
funkcija. Pored modifikacija micelije, pojedine vrste gljiva mogu da formiraju strukture u vidu
hifalnih agregata kao S§to su strome, sklerocije 1 plodonosna tela. Plodonosna tela mogu biti
mikroskopska i makroskopska i u njima se formiraju polne i bespolne spore koje sluze za
razmnozavanje. Pored toga, gljive mogu da se razmnozavaju i fragmentacijom micelije, Sto je
analogno vegetativnom razmnoZavanju biljaka.* Gljive ne sadrze hlorofil i nemaju sposobnost
stvaranja organskih materija od neorganskih u procesu fotosinteze, kao Sto je to slucaj sa zelenim
biljkama i nekim vrstama fotosintetskih bakterija. Takode, ne mogu se hraniti ingestijom. Odlikuje
ih apsorpcioni nacin ishrane koji se zasniva na produkciji i ekskreciji ekstracelularnih enzima koji
razlazu slozene organske molekule (proteine, polisaharide i nukleinske kiseline) nakon cega se
monomerne jedinice (aminokiseline, prosti Seceri 1 nukleotidi) apsorbuju kroz ¢elijski zid i1 ¢elijsku
membranu. Po nacinu Zivota gljive mogu biti saprobi, paraziti i simbionti. Saprobne vrste do organske
materije dolaze direktnim razlaganjem. Parazitske vrste gljiva mogu da parizitiraju na biljkama 1
zivotinjama, hraneci se apsorpcijom nutrijenata koje proizvodi domacin ili putem razgradnje tkiva
domacina. Postoje i simbiontske gljive koje zive udruzene sa korenovim sistemom visih biljaka u
posebnoj vrsti partnerstva koje se zove mikoriza. Takode, jedan od tipova simbioze gljive i alge su
lisajevi.?

Pored toga Sto gljive imaju klju¢nu ulogu u biorazgradnji organske materije i njenom kruzenju
u prirodi postoji Citav spektar osobina zbog kojih ih ljudi danas koriste za sopstvene potrebe. Medu
prvim gljivama kojima je ¢ovek nasao primenu je kvasac (Saccharomyces cerevisiae) koji se koristi
u proizvodnji hleba, alkoholnih piéa, pre svega piva i vina, kao i za dobijanje bioetanola.’ Dve vrste
roda Pencillium (P. roquefortii i P. camembertii) koriste se za poboljSanje aromati¢nih svojstava
poznatih sireva, koji su po njima i dobili naziv.’ Iz vrste Penicillium chrysogenum izolovan je
antibiotik penicilin, ¢ije otkrie predstavlja jedan od najve¢ih doprinosa Covecanstvu. Otkrice
antibiotskog dejstva penicilina od strane Aleksandra Fleminga je otvorilo put ka otkrivanju i drugih
antibiotika. Ciklosporin, proizvod gljiva Cylindrocarpon lucidum i Trichoderma polysporum, vazan
je imunosupresant, koji se primenjuje nakon transplatacije organa, kako bi se sprecila pojava jakog
imunskog odgovora i odbacivanja organa. Malobrojne vrste se gaje dok se veliki broj njih sakuplja u
prirodi radi ishrane. Sa druge strane, negativni efekti gljiva su takode raznovrsni i Cesti. Mnoge
patogene gljiva izazivaju humane i animalne mikoze koje se dugotrajno i teSko lece, a pojedine vrste
produkuju sekundarne metabolite koji su toksi¢ni za ljude 1 zivotinje (mikotoksini) i mogu da budu
izazivaci mikotoksikoza. Posebno su vazne gljive koje su fakultativni ili obligatni fitopatogeni, koji
svojim prisustvom ili metabolitima koje sintetiSu deluju destruktivno na biljku domacina i mogu
dovesti do smanjenja ili potpunog odsustva prinosa, a finalno i do uvenuca. Pojedine vrste su

2



uzroCnici truljenja vocéa i povréa i kvarenja hrane. Od posebnog znacaja su gljive koje dovode do
biodeterioracije predmeta od drveta, tkanina, papira, pergamenta kao i objekata kulturne bastine.’

Istorijski gledano, pristup u klasifikaciji gljiva je baziran na prisustvu reproduktivnih struktura
koje se formiraju u toku zZivotnog ciklusa, a ovo stanoviste je prihvaceno i u savremenoj mikologiji.
Ne postoji jedinstven i opste prihvacen sistem u klasifikaciji gljiva, a najveci broj autora se slaze da
se u okviru carstva Fungi gljive mogu svrstati u razdele: Ascomycota, Basidiomycota,
Glomeromycota, Zygomycota i Chytridiomycota.’

Ako se izuzme manji broj vrsta iz razdela Ascomycota koje obrazuju makroskopska, golim
okom vidljiva plodonosna tela, najveci broj gljiva koje karakteriSe formiranje ovih struktura svrstan
je u razdeo Basidiomycota, a plodonosna tela se zovu bazidiokarpi. U okviru ovog podrazdela, koji
broji oko 35.000 vrsta, nalaze se forme poznate kao jestive i otrovne peCurke, puhare, trud-gljive, rde,
garke. Sa aspekta odnosa Coveka prema gljivama, posebno se izdvajaju upravo one vrste koje
formiraju uocljive bazidiokarpe. Po tipu, bazidiokarpi mogu biti: resupinantni, Zelatinozni,
konzolasti, trbusasti, bazidiokarpi tipa pecurke ili se mogu javiti u nekoj izvedenoj formi.

1.2. Zivotni ciklus Basidiomycota

Zivotni ciklus gljiva ovog razdela (Slika 1) zapo¢inje oslobadanjem bazidiospora koje u
kontaktu sa hranljivom podlogom (inokulacija), u odgovaraju¢im sredinskim uslovima, klijaju u
primarnu miceliju koja je haploidna. Spajanjem ¢elija primarnih micelija nastalih od bazidiospra
razli¢itih ukrstajuéih tipova (+ 1 - hife) u procesu koji se zove somatogamija, nastaje sekundarna
micelija koja je dikariotska. Do nastanka dikariotskog stanja dolazi usled toga S$to proces spajanja
¢elijskih sadrzaja (plazmogamija) nije pracen spajanjem sadrzaja jedara (kariogamija). U ciklusu
razvi¢a ovih gljiva dominira sekundarna micelija i od nje su izgradene sve somatske strukture,
ukljuéujuci i plodonosna tela.® Micelija je dobro razvijena, nalazi se u supstratu i najduzi deo Zivotnog
ciklusa nije vidljiva golim okom. Tokom ovog perioda micelija razgraduje 1 apsorbuje hranjive
materije iz okruzenja. Ova faza je pracena i sintezom Sirokog spektra zaStitnih jedinjenja i enzima
koji ¢ine odbrambeni sistem gljive. U odredenom trenutku i pod dejstvom egzogenih faktora dolazi
do eksponencijalnog rasta i razvija micelije, pri ¢emu se formiraju hifalni ¢vorovi iz kojih se potom
razvijaju zaceci plodonosnih tela — primodije. Daljim razvojem 1 diferencijacijom primodija nastaju
plodonosna tela — bazidiokarpi.®
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Slika 1. Zivotni ciklus Basidiomycota, autor slike Paul Stamets, 2017.%
(1-inokulacija; 2-klijanje spora; 3-razvoj micelije; 4-hifalni ¢vor; 5-nastanak primordija;
6-odabir plodonosnih tela; 7-maturacija plodonosnih tela; 8-oslobadanje spora).

1.3. Red Polyporales

U okviru reda Polyporales (razdeo Basidiomycota) do sada je opisano oko 1.800 vrsta.
Formiraju resupinantna, konzolasta i plodonosna tela tipa pecurke. To su gljive koje kao izvor
ugljenika najces¢e koriste celulozu i hemicelulozu iz drvne mase i glavni su razlagaci lignina u
prirodi.’ Njihova sposobnost da razgraduju drvo zasnovana je na sintezi ekstracelularnih
lignoceluloliti¢kih enzima, S§to u najvecoj meri omogucéava kruzenje ugljenika u prirodi i balans u
ekosistemima.'® Po nacinu razlaganja drvne mase dele se na dve velike grupe: gljive bele truleZi i
gljive braon trulezi. Gljive bele trulezi su jedini organizmi koji u potpunosti mogu da depolimerizuju
i razgrade sve komponente lignina kao i1 celulozu i hemicelulozu. Gljive braon trulezi razlazu celulozu
1 hemicelulozu dok je razgradnja lignina ograni¢ena na proces demetilacije metoksil grupa, delimi¢nu
oksidaciju 1 depolimerizaciju u neenzimskom katalitickom ciklusu Fentonovog tipa, gde
slobodnoradikalsku reakciju iniciraju hidroksil (OHe) radikali.'! S obzirom da gljive izaziva¢i braon
trulezi nemaju moguénost razgradnje lignina, koji je inertan za dalju mikrobnu degradaciju, dolazi do
sekvestracije ugljenika. Sekvestracija predstavlja proces zarobljavanja i skladiStenja ugljen-dioksida,
¢ime se sprecava njegovo oslobadanje u atmosferu. Sposobnost gljiva iz reda Polyporales da sintetiSu
lignoceluloliticke enzime nije samo od znacaja za biogeohemijske cikluse u prirodi. Moguénost
upotrebe ovih enzima za konverziju biomase, mikoremedijaciju, razgradnju celuloze i primene za
proizvodnju biogoriva, ¢ini ih glavnim kandidatima za industrijsku primenu.'?

Deo vrsta ovog reda su saprobi i javljaju se na mrtvim stablima ili granama. Neke vrste iz
rodova Ganoderma i Fomes, napadaju ziva stabla, i mogu biti znacajni paraziti na drvenastim
vrstama. Postoji veliki broj podataka o koris¢enju plodonosnih tela ovih gljiva kao prirodnih lekova,
kako u tradicionalnoj tako i u konvencionalnoj medicini Sto ih izdvaja u grupu poznatu kao
medicinske gljive."?



1.4. Uloga gljiva u tradicionalnoj medicini

Na prostoru danaSnje Rusije, Kanade, Meksika, Venecuele, Severne Amerike a posebno u
Kini postoje visevekovni podaci o koris¢enja gljiva u tretmanima mnogih bolesti u tradicionalnoj
medicinskoj praksi. Od posebnog su znacaja gljive reda Polyporales koje formiraju konzolasta
plodonosna tela - trud-gljive, koje su mnogi naroda i plemena Sirom sveta tradicionalno upotrebljavali
za leGenje.!* Ustaljeno je verovanje da njihova tvrda visegodi$nja plodonosna tela predstavljaju izvore
snage 1 mudrosti. Od davnina plemena nisu jasno razlikovala spiritualnu i medicinsku upotrebu, te su
ove gljive imale jako veliki uticaj od anti¢kog vremena do danas.!*!> Odredene vrste koje pripadaju
rodu Ganoderma su jedne od najstarijih poznatih tradicionalnih lekova. G. lucidum je koris¢ena u
kineskoj tradicionalnoj medicini kao tonik za poboljsanje zdravlja, ve¢nu mladost i dugovecnost.
Postoje mnoge studije koje svedoCe o citotoksicnom, imunostimuliSu¢em, antinflamatornom i
antidijabetskom dejstvu ekstrakata i izolovanih jedinjenja iz G. lucidum.'® Za razliku od G. lucidum,
primer gljive koja se koristila u tradicionalnoj medicini evropskih zemalja je Inonots obliquus. U
Rusiji je ova gljiva poznata kao ,,Caga”. Od XVI veka do danas, koristi se kao narodni lek za leCenje
kancera, bolesti digestivnog trakta i tuberkoloze.!” Poslednje studije ukazuju na njeno anti-HIV i
imunostimuli§uée dejstvo, kao i pozitivno dejstvo protiv visokog pritiska i masnoée u krvi.'® Pored
toga, znacajne evropske vrste su Fomitopsis officinalis, F. betulina i Fomes fomentarius. KoriS¢ene
su za tretman gastrointestinalnih oboljenja, razli¢itih tipova kancera, bronhijalne astme 1 mnogih
drugih.!?

Pronalaskom praistorijske evropske mumije ,,Otzi - Ledeni ¢ovek* otkrivene 1991. godine u
gleceru na Alpima, nedvosmisleno je utvrdeno da primena ovih gljiva datira iz perioda od pre vise od
5.000 godina. Zajedno sa mumijom pronadena je i koZna torbica u kojoj se nalazio materijal za
paljenje vatre, napravljen od gljive Fomes fomentarius 1 dva predmeta od gljive Fomitopsis betulina,
za koje se smatra da su koris¢eni u medicinske svrhe.!*?°

Iako mehanizmi delovanja i struktura aktivnih komponenata preparata i/ili napitaka od gljiva
nisu bili poznati praistorijskom ¢oveku, smatra se da je efekat na njegovo zdravlje bio dobro poznat,
a poznat je i danas.?! Razvoj ljudskog drustva i nau¢nih disciplina kao §to su biologija, hemija i
medicina, dovelo je do toga da danas postoji veliki broj izolovanih, bioloski aktivnih jedinjenja iz
gljiva, &ija je aktivnost detaljno ispitana.’? Neka od najznacajnijih su polisahardi, kao §to je lentinan
izolovan iz Lentinula edodes (itaka).”* Ovaj polisaharid se odlikuje znacajnim antikancerogenim
dejstvom i danas se koristi kao pomoéno lekovito sredstvo u terapiji kancera u Japanu.?* Osim toga,
znacajan je Sizofilan, takode polisaharid izolovan iz gljive Schizophyllum commune, koji je pokazao
znadajnu citostati¢ku aktivnost kod sarkoma.?® Polisaharid-protein kompleksi (PSK i PSP), izolovani
iz micelije Trametes versicolor (¢uranov rep), koriste se u Japanu kao pomoc¢ni lekovi u terapiji
razli¢itih kancera.?¢

Triterpeni, zastupljeni u gljivama su bioloski aktivna jedinjenja. Znacajne su triterpenske
kiseline, poznate kao ganodermske i lucidenske kiseline iz roda Ganoderma, zasluzne za razlicita
terapeutska dejstva (antikancerogeno, antiinflamatorno, antialergijsko i sedativno), kojima se vrste
ovog roda odlikuju. 278

1.5. Fomitopsis betulina (Bull.) B.K. Cui, M.L. Han & Y.C. Dai

Fomitopsis betulina (lat. fomitopsis — slican Fomes-u, lat. betulina — brezina, ona koja
nastanjuje brezu) je prvi put opisana 1788. godine kao Boletus betulinus, dok je 1881. godine svrstana
u rod Piptoporus. Novije studije su pokazale da je vrsta filogenetski sli¢nija rodu Fomitopsis nego
Piptoporus, pa je reklasifikovana u rod Fomitopsis 2016. godine (Tabela 1). U narodu je ova vrsta
poznata kao brezina guba, brezin kopitnjak ili brezin trud.?! Plodonosna tela ove gljive su konzolasta,
Siroka od 10 do 25 cm, u pocetku bubrezastog, a kasnije lepezastog oblika. Najces¢e su nepravilno
spljostena, sa vijugavim i zaobljenim ivicama. Gornja povrSina je glatka i suva, svetlo smede boje, a
sa donje strane se nalaze otvori cevastog himenofora (Slika 2). UnutraSnjost je bele boje 1 plutaste



konzistencije. Dok su mlada, plodonosna tela ove vrste su jestiva, $to je retkost za gljive ovog tipa.
Odlikuje se jakim 1 prijatnim mirisom, a oStrim i prodornim ukusom.

F. betulina je po nacinu zivota parazit i razvija se isklju¢ivo na brezama (Betula spp.), gde je
uzro¢nik braon truljenja. Na mrtvoj kori ili nakon uvenu¢a domacina nastavlja da zivi kao saprob 1
predstavlja najéescu gljivu koja se nalazi na kori breze. Rasprostranjena je Sirom Evrope, Azije i
Severne Amerike, u umerenom klimatskom pojasu.?’

Ova gljiva je koriséena u narodnoj medicini mnogo pre nego $to je konvencionalna medicina
ustanovila nacin primene.!> U Rusiji, ¢aj od plodonosnih tela koristi se za umirenje i ima
imunostimuliSu¢e dejstvo. U Baltickoj oblasti, posebno u Finskoj, primenjivana je u tretmanu
razli¢itih vrsta kancera. U Poljskoj, ekstrakt plodonosnih tela koriS¢en je za tretman vaginalnih
tumora kod pasa, pri ¢emu je efekat izleCenja bio vidljiv ve¢ nakon nekoliko nedelja od primene.
Postoje podaci da su se komadici plodonosnih tela koristili kao antiseptik, dok je osuSena i usitnjena
gljiva uSmrkavana kao analgetik u Austriji, Sibiru i Severnoj Americi.'* IstraZivanja su pokazala da
se ova gljiva koristi kao antimikrobni, antikancerogeni i antiinflamatorni agens. Farmakoloske studije
su ovo potvrdile i proSirile na anti-parazitsku, antivirusnu, neuroprotektivnu i imunomodulirajucu
aktivnost.'>¥ Hemijski sastav F. betulina je raznovrsan i zbog toga sve vise postaje predmet
proucavanja.>® Veliki broj istrazivanja je usmeren ka analizi triterpenskih kiselina, iroko zastupljenih
u medicinskim gljivama iz reda Polyporales, koje se odlikuju razli¢itim bioloskim aktivnostima.?’

-
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Slika 2. Fomitopsis betulina (licna arhiva).
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Pored nutritivne i medicinske, odlikuje se 1 drugim primenama. BarSunasta povrSina
plodonosnih tela F. betulina tradicionalno je koriS¢ena umesto kaiSa, za zavr$nu obradu ivice britve.
Osim toga, izrezbarena plodonosna tela su u Austriji koriStena su kao amajlija za Zivotinje. F. betulina
je jedna od dve gljive ¢ija su plodonosna tela pronadena u torbici neolitskog ,,.Ledenog ¢oveka* na
Alpima, nakon otapanja glecera.>

Tabela 1. Taksonomija gljive Fomitopsis betulina’!

Carstvo: Fungi

Razdeo: Basidiomycota
Klasa: Agaricomycetes
Red: Polyporales

Familija: Fomitopsidaceae
Rod: Fomitopsis
Vrsta: Fomitopsis betulina



1.6. Primarni metaboliti gljiva i njihova bioloSka aktivnost

Veliki broj radova je posvecen ispitivanju primarnih metabolita iz plodonosnih tela gljiva i
njihove bioloske aktivnosti.>* Najvazniji primarni metaboliti gljiva odlikuju se velikom molekulskom
masom, dominantni su polisahardi, proteini i kompleksi polisaharida i proteina. Pored toga, vazni su
odredeni pigmenti i nukleinske kiseline.>!3

Polisahardi iz gljiva mogu se podeliti na a-glukane (skrob, celuloza i hitin), koji nemaju
znacajnu biolosku aktivnost 1 f-glukane i1 njihove derivate, koji su odgovorni za Sirok spektar
aktivnosti. f-glukani i njihovi derivati predstavljaju jedan od glavnih sastojaka ¢éelijskog zida gljiva,
izgradenog od glukoze povezane f-(1,3)-glikozidnim vezama, ¢esto sa bo¢nim lancima vezanih f-
(1,6) vezom. Ucestalost granjanja varira i samim tim dolazi do javljanja razli¢itih tipova
polisaharidnih lanaca. BioloSka aktivnost polisaharida iz gljiva je imunostimulativna, antivirusna,
antinflamatorna i antitumorska. Veoma je znacajno pomenuti da polisaharidi nemaju nezeljenih
sporednih efekata, ve¢ naprotiv, pomazu organizmu da se prilagodi na bioloski stres.
Karboksimetilovani a-(1,3)-D-glukani iz plodonosnih tela F. betulina pokazali su znacajnu
citokosi¢nu aktivnost.!33

Proteini su, pored polisaharida, drugi najzastupljeniji makromolekuli u gljivama. Bioloske
aktivnosti, koje se pripisuju proteinima, su antitumorska, antivirusna, antioksidativna i
imunomoduliraju¢a aktivnost.>® Sa stanovnista strukture, proteini gljiva mogu se kategorizovati kao
klasicni proteini/peptidi (ukljucujuéi enzime) ili kao lektini, proteini koji vezuju Secere. Lektini usled
svoje specifi¢ne strukture 1 imunostimulativnog delovanja veoma su zanimljivi u ispitivanju leCenja
kancera. Posebna paznja se obraca na toksikoloSke studije bioaktivnih proteina kako bi se utvrdila
njihova bezbednost.'?

Polisaharidni kompleksi mogu biti veoma slozeni ukoliko dode do kovalentnog vezivanja sa
drugim molekulima, kao §to su polipeptidi i proteini.’’ Ovakvi polisaharid-protein kompleksi ili
polisaharopeptidi pokazuju znacajnu imunostimulativnu aktivnost. Postoji nekoliko studija, na
osnovu kojih je potvrdena aktivnost ovih kompleksa izolovanih iz jestivih gljiva, bez ikakvog
toksi¢nog uticaja na organizam. Najbolji primer iz ove klase primarnih metabolita predstavlja
komercijalno dostupan polisaharid-K (krestin, PSK)*” i njegov analog polisaharid peptid (PSP),
izolovani iz Trametes versicolor.*® Vazno je napomenuti da ovi kompleksi mogu biti izolovani iz
razli¢itih faza rasta gljive (micelija, plodonosno telo ili kultivacioni medijum) 1 samim tim mogu se
razlikovati po strukturi, sastavu i bioloskoj aktivnosti.'?

Aktivnost melanin-glukan kompleksa (MGC, 80% melanina i 20% f-glukana) ispitivana je
na vise patogena, pri ¢emu je pokazano in vitro fungistati¢no dejstvo protiv Candida albicans. Pored
toga, utvrdeno je antimikrobno dejstvo na Helicobacter pylori, identi¢ne jacine kao dejstvo
antibiotika eritromicina, pri svim ispitivanim koncentracijama.’® Znagajan je nerastvorni kompleks
hitin-glukan-melanina (ChGMC, 70% hitina, 20% p-glukana 1 10% melanina) koji se odlikuje
znadajnim antiinfektivnim aktivnostima.*®

Iz plodnonosnih tela F. betulina izolovano je nekoliko nukleinskih kiselina koje redukuju broj
plakova Vaccinia virusa u fibroblastu embriona pili¢a.*

1.7. Sekundarni metaboliti gljiva i njihova bioloSka aktivnost

Izolovani i okarakterisani sekundarni metaboliti odredenih vrsta gljiva mogu se klasifikovati
kao triterpeni, organske kiseline i slicna jedinjenja, benzofurani, flavonoidi, kumarini i jedinjenja
azota. Najvecu zastupljenost kod veéine vrsta imaju triterpeni.*® Oni pripadaju lanostanima, a na
osnovu biosinteze odredenih vrsta mogu se podeliti na kiseline, estre 1 laktone, alkohole, glikozide 1
druge triterpene.'> Lanostani su triterpeni koji imaju 30 ugljenikovih atoma i karakteristian
tetracikli¢ni skelet, a nastaju biosintezom iz lanosterola. Triterpeni izolovani iz najrasprostranjenijih
evropskih gljiva, koje pripadaju rodu Fomitopsis, prikazani su u daljem tekstu. Najpoznatije vrste iz
ovog roda su: F. officinalis poznata kao agarikon, F. pinicola ili borova guba, najcesca gljiva u
Cetinarskim Sumama, F. betulina i F. palustris.



Na osnovu polozaja dvostrukih veza, oksidacije i glikozilacije bo¢nog niza, kao i drugih
strukturnih karakteristika, izvrSena je klasifikacija do sada izolovanih triterpenskih derivata
lanostanskog tipa na:

e R N

24-metilen-21-lanostanske kiseline (Tabela 2),

21-lanost-8,25-dienske kiseline (Tabela 3),

26-lanost-8-enske kiseline (Tabela 4),

24-metilen-21-lanost-7,9(11)-dienske kiseline (Tabela 5),

21-lanost-7,9(11),25-trienske kiseline 1 sli¢ne derivate (Tabela 6),

Triterpenske glikozide (Tabela 7),

Triterpenske laktone (Tabela 8),

Razlic¢ite derivate, ukljucujudi triterpenske alkohole, 3,4-seco-lanostane i druga jedinjenja
koja ne pripadaju nijednoj od sedam prethodno opisanih kategorija (Tabela 9).



Tabela 2. [zolovane 24-metilen-21-lanostanske kiseline iz odabranih vrsta roda Fomitopsis.

0
HO///',,’

R{

0
HO//’//,,'

O Ho

Meo)i!\)\/q\o/719
O Ho
Jk/\)ko/a

HO™
Broj  Naziv jedinjenja R3 Vrsta
1 Eburicinska kiselina S-OH H H F. officinalis™!
2 Sumporenska kiselina p-OH OH H F. officinalis*'
3 Fomeficinska kiselina A O H H F. officinalis*
4  Fomeficinska kiselina D ¢} OH H F. officinalis*
5 Fomeficinska kiselina C a-OH OH H F. officinalis*
6  Versisponska kiselina D p-OH OAc H F. officinalis*'
. . F. pinicola®
7 Pahiminska kiselina S-OAc H OH F. palustris™
. 45
8 16a-Hidroksieburicinska kiselina 0) H OH F bgtqlmaém
F. pinicola
9 Palustriska kiselina H a-G H OH F. palustris*
. . F. pinicola®’
10 Poliporenska kiselina B S-OH H OH F. palustris™
3a-(3'-hidroksi-4'-karboksil-3'-metil-1,5- a-GA H H F. pinicola®

dioksopentiloksi)-24-metilen-2 1-lanost-8-enska kiselina



12

13

14
15
16

17

18
19
20
21
22
23
24
25

26

27

3p-acetoksi-16a-hidroksi-24-metilen-21-lanost-8-enska
kiselina

1 6a-acetoksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-enska
kiselina

Dehidroeburikonska kiselina

Forpinska kiselina A

Forpinska kiselina B
16a-hidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-enska
kiselina

3-epi-pahiminska kiselina

Alustriska kiselina

Piptolinska kiselina H

Fomeficinska kiselina F

Forpinska kiselina C

Piptolinska kiselina F

Piptolinska kiselina G

Piptolinska kiselina I

3a, 16a-dihidroksi-24-metilen-7-okso-21-lanost-8-enska
kiselina
3p-acetoksi-16a-hidroksi-24-okso-21-lanost-8-enska
kiselina

S-OAc

a-G
a-G

a-OAc
a-G
a-OH

~ S~ T~ T~
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OH

OAc

OAc

OH

OH
OH
OH
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F. pinicola*®

F. pinicola*®

F. pinicola*®
F. pinicola®
F. pinicola®

F. pinicola®

F. pinicola43
F. pinicola®
F. betulina®
F. officinalis®
F. pinicola®
F. betulina®
F. betulina®
F. betulina®

F. betulina®

F. betulina’®



Tabela 3. [zolovane 21-lanost-8,25-dienske kiseline iz odabranih vrsta roda Fomitopsis.

0 o
HO//’{,,’ HO//’Z,,'

o o

A= HOMO}Q
o o

8- 4\0)3%0/%

Ri o) v
28- 45 T OOH 4 -
Broj Naziv jedinjenja Ri R> R3 Vrsta
28  Trametenolna kiselina B S-OH H H F. pinicola™
29  16a-Hidroksitrametenolna kiselina B-OH H a-OH F. pinicola®’
30  3p-acetoksi-15a-hidroksi-21-lanost-8,24-dienska kiselina S-OAc OH H F. pinicola®’
31  Tsugarinska kiselina A a-OAc H H F. pinicola®!
32 Pinikolna kiselina A 0] H H F. pinicola™
33 Pinikolna kiselina B 0] H 0 F. pinicola®!
34  Pinikolna kiselina E 0] H a-OH F. pinicola™®
35  Fomitopsinska kiselina G H H F. pinicola™
36  Formipinska kiselina A [-GA H H F. pinicola>
37  Formipinska kiselina B a-G OH H F. pinicola®
38  Formipinska kiselina C a-OAc H a-OH F. pinicola®
39  Formipinska kiselina D a-OAc H 0 F. pinicola™
40  Formipinska kiselina G S-OAc H O F. pinicola>
41  Formipinska kiselina H a-G H 0 F. pinicola™
42 3p-hidroksi-21-lanost-8,24-dienska kiselina S-OH H H F. pinicola®
43 3-okso-21-lanost-8,24-dienska kiselina ¢} H H F. pinicola
44 15a-hidroksi-3-okso-21-lanost-8,24-dienska kiselina 0] OH H F. pinicola®
45 15a-Hidroksitrametenolna kiselina S-OH OH H F. pinicola®
46  Formipinska kiselina E / / / F. pinicola®
47  Formitopsinska kiselina A O OH A F. pinicola®
48  Formitopsinksa kiselina F B-OH H A F. pinicola™
49  Fromipiniat A O H B F. pinicola®
50  Fromipiniat a-G OH B F. pinicola®

11
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Tabela 4.

Izolovane 26-lanost-8-enske kiseline iz odabranih vrsta roda Fomitopsis.

0]

0]

OH

H o 0
A= Ho)al-\z,/q'\o/a
o o
8= 4\o)a]-\z,/q'\o)zs

O HO 37' o]
[ S
G= )J\)\/U\
MeQ™ & I O}I’
4 2
OHo & O
CA= o s R o

Broj Naziv jedinjenja Ri Ro R3 Vrsta
51 Poliporenska kiselina A o-OH o-OH H F. betulina>*
52 Fomeficinska kiselina G S-OH a-OH H F. officinalis®
53 i?cs-;(i:lelz;okm- 12a-hidroksi-24-metilen-26-lanost-8-enska B-OAc @Ol H F betuling®
54 3a-[(karb(.)kS{acetﬂ)oksﬂ-12a-hldrok51-24-met11en-26-1anost- A 0Ol q F betuling™
8-enska kiselina
55 12a-h1drok51-3a-(3-me‘§ok51-1,3-d10ksopropok51)- 24-metilen- o-B @Ol H F betulina®
26-lanost-8-enska kiselina
3a-(3-hidroksi-3-metilglutariloksi)-12a-hidroksi-24-metilen- F. betulina™
>6 26-lanost-8-enska kiselina a-GA a-OH H F. palustris*
57 12a-hidroksi-30-(3-hidroksi-4-metoksikarbonil-3- G OH q F. betulina™
metilbutiriloksi)-24-metilen-26-lanost-8-enska kiselina ¢ ¢ F. palustris*
58 Palustriska kiselina F o-G 0] H F. pinicola*®
59  Poliporenska kiselina D S-OH H H F. pinicola®®
60 Palustriska kiselina B [-GA o-OH H F. palustris*
61  Palustriska kiselina C [-GA S-OH H F. palustris*
62  Palustriska kiselina D [-GA H OH F. palustris*
63  Palustriska kiselina E o-GA H OH F. palustris*
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64
65
66

67

68
69
70
71
72
73

Palustriska kiselina G S-OH
3a-acetilpoliporenska kiselina a-OAc
Palustriska kiselina A /
12a,28-dihidroksi-3a-(3-hidroksi-3-metilglutariloksi)-24- y
metilen-26-lanost-8-enska kiselina

Fomitopsin D /
Oficimalonska kiselina D (0]
Oficimalonska kiselina E H»
Oficimalonska kiselina F (0]
Oficimalonska kiselina G H»
Oficimalonska kiselina H H»
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F. palustris*
F. palustris*
F. palustris*

F. betulina®*

F. officinalis’®
F. officinalis®’
F. officinalis®’
F. officinalis®’
F. officinalis’’
F. officinalis®’



Tabela 5. [zolovane 24-metilen-21-lanost-7,9(11)-dienske kiseline iz odabranih vrsta roda Fomitopsis.

0 o o
HO"‘/Z,, HO"////,_ HO"‘Z,

O Ho :7' O

=8 )]\):\/U\
> . C= Ve 5" @ o}‘
4 7z 4 2
=" GH
74 - 86 87i88 O=< 89

Broj Naziv jedinjenja Ri R R3 Vrsta

F. officinalis’®

74  Dehidroeburicinska kiselina S-OH H H .59
F. betulina
75  Dehidrosumporenska kiselina p-OH OH H F. officinalis’®
76  Fomeficinska kiselina B a-OH OH H F. officinalis*
77  Dehidroeburikonska kiselina 0 H H F. officinalis’®
- 54
78  Poliporenska kiselina C O H a-OH F b?n.llma%
F. pinicola
16a-acetoksi-24-metilen-3-okso-21-lanost- .. 146
79 7.9(11)-dienska kiselina 0 H a-OAc F. pinicola
80  3-ketodehidrosumporenska kiselina O OH H F. officinalis’®
81 Fomeficinska kiselina E 0 OAc H F. officinalis*
82  Dehidrotumulozinska kiselina S-OH H a-OH F. pinicola®’
83  3-epi-dehidrotumulozinska kiselina a-OH H a-OH F. palustris*
84  3-epi-dehidropahiminska kiselina a-OAc H a-OH F. pinicola”
F. betulina®
85 Forpinska kiselina D O H O F. pinicola®®
86  Forpinska kiselina F a-G H 0 F. pinicola®®
. .. - F. pinicola®’
87  6a-hidroksipoliporenska kiselina C a-OH / / F betuling®
88  Forpinska kiselina E O / / F. pinicola®®
89  Forpinska kiselina G / / / F. pinicola®®
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Tabela 6. [zolovane 21-lanost-7,9(11),25-trienske kiseline iz odabranih vrsta roda Fomitopsis.

0O

Ho—/<_/<o

95i96

Broj Naziv jedinjenja R Vrsta

90 3p,16a-dihidroksi-21-lanost-7,9(11),24-trienska kiselina p-OH a-OH F. pinicola®’
91  16a-hidroksi-3-okso-21-lanost-7,9(11),24-trienska kiselina O o-OH F. pinicola®’
92 Piptolinska kiselina D 0 0 F- betulina>

F. pinicola®’
93  3p-hidroksi-16-okso-21-lanost-7,9(11),24-trienska kiselina p-OH 0] F. pinicola®
94  3p-acetoksi-16a-hidroksidehidrotrametenolikacidna kiselina S-OAc a-OH F. pinicola®
95  Formitopsinska kiselina C ¢} OH F. pinicola®®
96  Formitopsinska kiselina D S-OH H F. pinicola*®
97  Formipinska kiselina F / / F. pinicola®®
98 Piptolinska kiselina E / / F. betulina®
99  Fomitopsinska kiselina B / / F. pinicola®®
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Tabela 7. Izolovani triterpenski glikozidi iz odabranih vrsta roda Fomitopsis.

o o
Rzo//l,,’ Rzo//l,,'

7

O HO. s (0]
- &eOWO/ %
Ri Ri : OH
100 - 104 ’ 105-110 ?
Xyl= % “'OH
OH
_OH
o A _OH
Glc = .ZL%\\“QT'/OH
OH
Broj  Naziv jedinjenja R Vrsta
100  Forpiniozid Xyl F. pinicola®
101  Fomitozid K Glc F. pinicola®
102  Fomitozid J S-OH Glc F. pinicola®
103 Fomitozid D O Xyl F. pinicola®
104  Fomitozid G 0-OAc Xyl F. pinicola®®
105  Ganosinozid A ¢} Glc F. pinicola®
106  Fomitozid C O Xyl F. pinicola®
107  Fomitozid I p-OH Glc F. pinicola®
108 2 1 -Q—ﬁ-D-glukopiranozid 3a-acetoksi-21-lanost-8,24-dienska @-OAC Gle F. pinicola®
kiseline

109  Fomitozid F a-OAc Xyl F. pinicola®®
110  Fomitozid H a-G Xyl F. pinicola®
111  Fomitozid A O Xyl F. pinicola®®
112 Fomitpzid E a-OAc Xyl F. pinicola®
113 Fomitozid B / / F. pinicola®
114  Formipiniozid / / F. pinicola®
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Tabela 8. [zolovani triterpenski laktoni iz odabranih vrsta roda Fomitopsis.

M
A= ,
HO 3y o}s

o]
&
B= \O > 5 i 0/1‘5

120-123 ”
HO, =
= n:eoWo/ g
0 Ho ¥
GA= HOWO}%
HO, & « 7
\O N
R as-130 131-135
Broj Naziv jedinjenja Ri R R3 Vrsta

115 Fomeficinol A OH H a-OH F. officinalis®
116 Oficimalonska kiselina C A O S-OH F. officinalis®’
117 Oficimalonska kiselina I A H p-OH F. officinalis®!
118 Oficimalonska kiselina J A H H F. officinalis®!
119  Oficimalonska kiselina K / / / F. officinalis®!
120 Fomlakton A a-OAc / / F. officinalis®
121 Fomlakton B a-OH / / F. officinalis®
122 Fomlakton C O / / F. officinalis®
123  Fomitopsin F a-A / / F. officinalis®
124 Fomeficinol B / / / F. officinalis®
125 Palustrisolid A a-G H H F. palustris*
126 Palustrisolid B a-GA H H F. palustris*
127 Palustrisolid C a-G H OH F. palustris*
128 Palustrisolid D a-A H H F. palustris*
129 Palustrisolid E B-GA H H F. palustris*
130 Palustrisolid F [-GA S-OH H F. palustris*
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131
132
133
134
135
136

Oficimalonska kiselina B

Oficimalonska kiselina L

Oficimalonska kiselina M
Oficimalonska kiselina N
Oficimalonska kiselina O
Palustrisolid G

a-A
a-B

a-OH
S-OH

20
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OH
OH
OH
OH

F. officinalis®’
F. officinalis®!
F. officinalis®!
F. officinalis®!
F. officinalis®!
F. palustris*



Tabela 9. Izolovani triterpenski derivati iz odabranih vrsta roda Fomitopsis.

o)
HO//Z,,‘

142 - 144 1451 146

Broj Naziv jedinjenja Ri Ro Vrsta

137 Piptolinska kiselina A / / F. betulina®
138 Piptolinska kiselina B OH / F. betulina®
139 Piptolinska kiselina C OMe / F. betulina®
140  Piptolinska kiselina J / / F. betulina®
141  Pinikolna kiselina C / / F. pinicola*®
142 Formipinol a-G OH F. pinicola®
143  Fomiroid A O OH F. pinicola®
144  21-hidroksi-lanost-8,24-dien-3-on O H F. pinicola®
145 S5a-lanost-7,9(11),24-trien-34,21-diol H / F. pinicola™
146 Pinakolol B OH / F. pinicola™
147  Obtusifoldienol H / F. officinalis®*
148  Eburicodiol OH / F. officinalis®
149 Fomitopinska kiselina A O / F. pinicola®
150 Fomitopinska kiselina B a-OAc / F. pinicola®
151  24-metil-3-okso-21-lanost-8,25-dienska kiselina / / F. pinicola*®
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Predstavljeni pregled literature ukazuje na veliki medicinski potencijal odabranih vrsta roda
Fomitopsis. Dosadasnje studije pokazale su da podjednak znacaj treba dati i primarnim i sekundarnim
metabolitima. Moc¢na alatka za sveobuhvatnu analizu kompletnog metabolickog profila je
metabolomika.

1.8. Primena HR MAS NMR spektroskopije u metabolomici

Metabolomika je razvijena kako bi se prvenstveno pojednostavilo ispitivanje biljaka, ali je
koncept primenljiv i na druge organizme.®* Ona pruza moguénost za sticanje kvalitativnog i
kvantitativnog uvida u sve metabolite prisutne u organizmima, sa razli¢itim osobinama i funkcijama.
Ukoliko se posmatra carstvo biljaka, postoji viSe od milion metabolita, §to metabolomiku ¢ini veoma
izazovnim poljem.%**° Promene u metaboli¢kom profilu desavaju se veoma brzo usled cirkadijalnog
ritma 1 uticaja spoljasnjeg stresa na organe, tkiva, pa i ¢elije. Metabolom je povezan sa fenotipom
organizma jer metaboliti predstavljaju kraj celijskih procesa.®® Metabolomika se koristi za
proucavanje promena pri normalnim i abiotskim uslovima (temperatura, svetlost) i uslovima
biotickog stresa (prisustvo mirkomiceta, parazita i insekata), ispitivanje bezbednosti genetski
modifikovanih useva, uticaja skladistenja voca i otkrivanja prevara sa laznom hranom.%’-%

Veliki broj analitickih metoda dostupan je za metabolomicko ispitivanje, od kojih se najvise
koristi "H NMR spektroskopija te¢nog stanja i masena spektrometrija. Obe tehnike imaju prednosti i
ograni¢enja. 'H NMR Spektroskopija te¢nog stanja pruza moguénost za kvantitativnu, nedestruktivnu
1 brzu analizu s odlicnom ponovljivoséu, ali slabom osetljivos¢u. Osetljivost NMR spektroskopije
moze se delimi¢no poboljSati na nekoliko nacina: primenom jaceg magnetnog polja, Sigemi kivetama
i krio- i mikroprobama.”®’! Sa druge strane, masena spektrometrija je znatno osetljivija tehnika koja
pruza mogucénost za detektovanje velikog broja metabolita u istom uzorku. Najcesce se koristi u
kombinaciji sa gasom ili tenom hromatografijom za razli¢ite klase metabolita. Masena
spektrometrija je destruktivna metoda, uglavnom se primenjuje za ciljanu (analizu) i problemati¢na
je kvantifikacija, jer su nedostupni standardni za nove metabolite.”> Za obe pomenute tehnike, kljuéni
korak predstavlja ekstrakcija metabolita, koja sama po sebi je vremenski zahtevna dovodi i do velikih
gubitaka ili razgradnje molekula, §to nije pozeljno.** Za metabolomicke studije je idealno da se uzorci
analiziraju u celosti bez ikakve ekstrakcije.

Kod HR NMR analize tecnih uzoraka, koji su homogeni, moguce je dobiti ostre 1 jasne signale
Sirokog spektra metabolita, dok polucvrsti uzorci, kao $to su razlicita tkiva, celije 1 organizmi su
heterogeni i dovode do pojave Sirokih signala, koji onemogucéavaju detaljnu metabolicku analizu.
Primenom nuklearno-magnetno rezonantne spektroskopije visoke rezolucije sa magi¢nim uglom
rotacije (HR MAS NMR — High resolution magic angle spinning NMR) prevazilazi se taj problem i
omogucava analiza heterogenih uzoraka.®

HR MAS NMR je tehnika analize polu¢vrstog stanja pogodna za uzorke koji imaju ograni¢enu
rastvorljivost ili su nerastvorni u dostupnim NMR rastvarac¢ima. Ova tehnika kombinuje dva uspesna
NMR aspekta: visoku rezoluciju za tecne i suzavanje linija za ¢vrste uzorke. Predstavlja prosek
gradijenta magnetne osetljivosti 1 rezidualnog dipolarnog kuplovanja svojstvenog heterogenim
sistemima. Kao rezultat, dobijaju se NMR spektri polucvrstih uzoraka sa podjednako dobrom
rezolucijom kao kod NMR spektroskopije tecnog stanja, bez obzira na njihovu smanjenu
pokretljivost.”?

Postoji veliki broj prednosti polu¢vrstog u odnosu na NMR tecnog stanja, pre svega
zaobilazenje koraka rastvaranja, pa se uzorak analizira u celini. Kod ispitivanja hemijskog sastava
gljiva veoma je vazno analizirati celokupni materijal, §to je u velikom broju slucaja tesko izvodljivo,
jer ne postoji adekvatan rastvaracg, koji bi tokom ekstrakcije, obuhvatio Sirok spektar jedinjenja koja
se nalaze u gljivama.

NMR eksperiment moZe se opisati sa Hamiltonianom nuklearnog spina%*:

H=Hcs + HE + HY
gde Hcs predstavlja anizotropnu interakciju jezgra sa elektronima koji ga okruzuju, HY je
heteronuklerano dipolarno kuplovanje izmedu dva razli¢ita jezgra 1 i S, a HY predstavlja
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homonuklearno kuplovanje. Sve tri interakcije su u direktnoj zavisnosti od vrednosti (3cos*(0) — 1),
gde parametar 6 predstavlja magi¢ni ugao koji opisuje orijentaciju spoljaSnjeg magnetnog polja Bou
okviru glavne ose tenzora hemijskog pomeranja i dipolarne interakcije. Kod ove tehnike, uzorci se
brzo rotiraju pod ,,magi¢nim uglom” od 54,7°, pri ¢emu se ponistava prosirenje linija u spektru.®
Iako anizotropne interakcije dovode do stvaranja bocno deformisanih signala (,,sidebendova’) usled
rotacije, ovo je moguce ponistiti rotacijom na frekvencijama bliskim i/ili vi§im od radne frekvencije
magneta (>3 kHz) pri ¢emu se dobija spektar sa o$trim i uskim signalima.®*7*

Put jednog metabolomickog eksperimenta dobijenog primenom HR MAS NMR tehnike
prikazan je na Slici 3.% 1z prikupljenog bioloskog materijala se uklanja voda, zatim se zamrzava i
usitnjava do finog praha. Osuseni i usitnjeni materijal se nakvasi deuterisanom vodom do forme paste
1 pakuje u cirkonijumski rotor kako bi se zapo¢ela HR MAS NMR analiza. Nakon snimanja spektara,
dobijeni podaci se obraduju. Obrada podataka podrazumeva poravnavanje (eng. alignment),
korekciju bazne linije, pakovanje (eng. bining), normalizaciju i skaliranje.”>’® Nakon toga, podaci su
spremni za multivarijantnu analizu. Analiza se sastoji iz tri osnovna koraka: identifikacija
promenljivih (varijabli), analiza promena u razliitim uzorcima i odabir potencijalnih kandidata za
biomarkere.*

Prikupljanje Priprema i punjenje Snimanje HHR MAS NMR Obrada NMR

> . Bining
materijala uzorka u rotor eksperimenata spektara

L-Asparagine

T

Integracija u Kvantifikacija Odredivanje biomarkera Analiza promenljivih
sistemskoj biologiji biomarkera primenom 8 ili SUS grafika primenom OPLS-DA metode

Slika 3. Sematski prikaz metabolomi¢kog HR MAS NMR eksperimenta.*

PCA analiza

1.8.1. Najznacajnije HR MAS NMR pulsne sekvence u metabolomici

Sve pulsne sekvence koje se primenjuju kod NMR tehnike teCnog stanja, mogu se primeniti i
za HR MAS NMR eksperimente. Od 1D NMR metoda najvise se koriste 'H-NOESY (eng. Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy) sa supersijom vode i 'H-CPMG (Carr—Purcell-Meiboom—Gill)
eksperimenti.®® 'H-NOESY spektar pruza uvid u kompletan kvantitativni profil metabolita sa
ponistenim (suprimovanim) signalom vode, bez uticaj na intenzitete ostalih signala u okolini. CPMG
je pulsna sekvenca kojom se uklanjaju Siroki signali makromolekula, kao $to su signali proteina i
lipida.”” U 1D NMR spektrima javlja se veliki broj signala razli¢itih metabolita, koji su u najveéem
broju slu¢ajeva na bliskim hemijskim pomeranjima i preklopljeni. Da bi se ovaj problem prevazisao
za identifikaciju pojedina¢nih metabolita se primenjuju 2D NMR tehnike. Najcesce se koriste COSY
(eng. Correlation Spectroscopy), TOCSY (eng. Total Correlation Spectroscopy ) i 2DJ razlozna
tehnika. U slucajevima kada je potrebno identifikovati nove metabolite, korisne su 2D
heteronuklearne tehnike od kojih se naj¢esce primenjuju HSQC (eng. Heteronuclear Single-Quantum
Correlation) i HMBC (eng. Heteronuclear Multiple-Bond Correlation).”
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1.8.2. Odabrane HR MAS NMR metabolomicke studije

HR MAS NMR spektroskopija u kombinaciji sa multivarijantnom analizom predstavlja
veoma moc¢nu alatku za metabolomiku. Ove tehnike danas imaju veliki potencijal i Sirok dijapazon
primene, od analize novih materijala do primene u medicini. Primena HR MAS NMR spektroskopije
u klini¢kim ispitivanjima poslednjih godina se intenzivno razvija. Istrazivaci i lekari saraduju na
primeni HR MAS NMR analiticke platforme za analizu metabolita nakon biopsije ljudskog tkiva u
patologkim stanjima, najéesée kod karcinoma.”® Primena HR MAS NMR spektroskopije u analizi
biljnog materijala poslednjih godina je u porastu, pa je u daljem tekstu prikazan pregled literature,
koja se bavi ovom tematikom.

Razli¢ite studije pokazale su uticaj biotickog 1 abiotickog stresa na metabolicki profil
biljaka.”®%? Pored toga, primenom ove tehnike, pracene su promene metabolita tokom sazrevanja
voca i povréa (manga i paradajza)’®’!, zatim uticaj skladistenja na kvalitet jabuke sorte ,,Zlatni
delises”.”? Ova tehnika omoguéila je i proucavanje odredenih ¢elija biljaka.”> Pored toga, ispitivanje
metabolickog profila je znadajno za karakterizaciju novih vrsta ili mutanata kod biljaka.”®’
Primenom HR MAS NMR spektroskopije ispitivano je geografsko poreklo slatke paprike, belog luka
i kakaa.!°"1% Odredene namirnice sa zaSti¢enim geografskim poreklom takode su bile predmet
analiza, kako bi se izbegle prevare sa potencijalnim falsifikatima. Primer za to su ispitivanja Ceri
paradajza iz Pachina (Sicilija), limuna iz Messine (Sicilija) i paradajza iz Almerije (Spanija).'%4-1%
Primenom ove tehnike moguce je odrediti razli¢ite hibride ili sorte biljaka, §to je posebno vazno
ukoliko postoji potreba za njihovim intenzivnim gajenjem u medicinske, prehrambene ili industrijske
svrhe.!®!117 Studije koje se bave metabolomikom biljaka baziranom na primeni HR MAS NMR
spektroskopije predstavljeni su u Tabeli 10,4418
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Tabela 10. HR MAS NMR metabolomicke studije.

Biljna vrsta

Predmet istrazivanja

Pulsne sekvence

Modeli multivarijantne

analize
Ispitivanje uticaja biotickog i abioti¢kog stresa
(Tri ticfnie;;?ivum)m Uticaj razli¢itih tretmana suSe 1D PCA
Barbadoski orascic L S
(Jatropha curcas)™ Uticaj naCina obrezivanja i zalivanja Zg -
(Riﬁaég);jﬁ)go Uticaj sezonskog promenljivog zagrevanja CPMG, HSQC PCA
Soja®! Uticaj nedostatka vode CPMG, NOESY PLS-DA
Barbadoski oras¢i¢ . . eq NOESY, CPMG,
(Jatropha curcas)®? Uticaj Jatropha mosaic virusa na metabolicki profil COSY -
“ N 13C, CPMG, 1D LED,
I;;‘:}?{:?éngzsi;zrg;gzng%; Uticaj huminske kiseline na morfogenezu kruske i dunje COSY, TOCSY, PCA
Zelena salata .. .. i, e NOESY, TOCSY,
(Lactuca sativa)™ Uticaj fungicida mancozeba na lis¢e tokom razlicitih faza rasta HSQC PCA, PLS-DA
Paradaiz CPMG, COSY,
(Sol. ; J rsicum)®S Uticaj 6-pentil-2H-piran-2-ona i harzianske kiseline na lis¢e TOCSY, 2DJ, HSQC, PCA
olanum lycopersicu HMBC
Kukuruz w Odredivanje tokiscnog uticaja organohlornih pesticida na koren CPMG OPLS-DA
(Zea mays) kukuruza
L . L .. . . . CPMG, COSY,
(Zle(;;u;usz) o IJlFliS]?mrglnerala ili dubriva i inokulacije sa arbuskularnim mikorznim TOCSY, 2D.J, HSQC, PCA
4 & HMBC
Soja® Ispitivanje metabolickih promena izazvanih infekcijom CPPR, TOCSY, HSQC PCA
prouzrokovanom S. sclerotiorum
“ llifninclel;clziL ) Utvrdivanje efekta virusa zutih patuljaka luka na metabolite Zgpr
Ispitivanje uticaja sazrevanja i skladiStenja vo¢a
Mango s . 'H, 'H-3C korelisanane
(Mangifera indica)® Metabolicki profil pulpe od manga tokom sazrevanja tehnike, TOCSY, 2D.J -
Paradajz e ey s . . NOESY, TOCSY,
(Solanum lycopersicum)’" Ispitivanje razli¢itih tkiva paradajza tokom sazrevanja HMQC PCA
Jabuke ,,Zlatni delises”? Uticaj vremena skladiStenja 1 sistema proizvodnje NOFfrsg é§$ SY, PCA, PLS-DA
. . . . PCA, PLS-DA
93 s >
Ginseng Odredivanje starosti primenom metabolomike CPMG OPLS-DA
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'H, COSY, TOCSY,

o 404 . - . y o i
Aglianico grozde Uticaj terroir i efekta starenja pulpe grozda sorte Aglianico 2DJ, HSQC, HMBC PCA, PLS-DA
Ispitivanje razlicitih tipova ¢elija biljaka
Limun (Citrus limon) i . . oy . . 'H, CPMG, COSY,
Setrun (Citrus medica)® Odredivanje metabolickog profila razlicitih delova limuna i ¢etruna TOCSY, HSQC -
Karakterizacija biljaka
Safran o . L 'H, COSY, TOCSY,
(Crocus sativus)’ Odredivanje glavnih metabolita latica Safrana HSQC, HMBC -
Berberis laurina L . S L
(Berberidaceac)”’ Odredivanje glavnih metabolita iz listova, stabljike i korena Zg, HSQC, HMBC PCA
Razumevanje transgenetskih biljaka
Topola Ispitivanje metabolickog profila u zavisnosti od vremena i rasta
(Populus tremula)” PMYB76 i divljih vrsta topola CPMG PCA, PLS-DA
Pasulj . . . . .
(Phaseolus vulgaris)®® Razlikovanje konvencionalnog i transegenetskog pasulja CPMG PCA
Citrumelo!® eredlvanje metaboli¢kog profila netransgenetskog i transgenetskog IH, TOCSY, HSQC PCA, PLS-DA
citrumela
Geografsko poreklo biljaka
Slatka paprika . . . . . 3
(Capsicum annum)'"' Razlikovanje slatkih paprika na osnovu njihovog geografskog porekla NOESY, °C, TOCSY PLS-DA
Beli luk N . e . NOESY, *C, TOCSY,
(Allium sativim)' Karakterizacija dve sorte belog luka iz razlicitih delova Italije HMQC PLS-DA
Kakao'® Odredivanje geografskog porekla fermentisanih i osuSenih zrna kakaa H PC(I)AI;E; %EA’
Ceri paradajz iz Pa¢ina'®  Odredivanja glavnih metabolite iz &eri paradajza iz Paéina 'H PCA
PGI Ceri paradajz iz Pacina,
PGI interdonato limun iz Identifikacija i kvantifikacija metabolita tri tipicna predstavnika u I
o e ; . . . H PCA
Mesine i crveni beli luk iz~ mediteranskoj ishrani
Nubia!®
PGI interdonato limun iz Odredivanje metabolita karakteristi¢nih za PGI interdonato limun iz 'H, COSY, TOCSY,
Mesine'% Mesine HSQC )
Paradajz Utvrdivanje razli¢itih metabolite izmedu komercijalno dostupnih
(Lycopersicon e NOESY, HSQC PCA
107 varijanti
esculentum)
Beli (Allium sativum L) i Razlikovanje geografskog porekla crnog i belog luka H PCA

crni luk (Allium cepa 1.)'%
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Razlikovanje kultivara

Trichilia catigua'®

Withania somnifera''’

Jabuke!!!

Dinja'!?
(Cucumis melo)
Riza
(Oryza sativa)''3
Kaki''
(Diospyros kaki)
Azijski ginseng'"®
(Panax ginseng)
Badem'!®
(Prunus dulcis)
Passiflora alata'"’

Klasifikacija komercijalnih uzoroka Cataube

Odredivanje metabolickog profila Cetiri razlic¢ita hemotipa
W.somnifera

Razlikovanje tri razliite sorte jabuka na osnovu metabolickog profila
Kvantifikacija Secera i poredenje dve sorte

Odredivanje metaboli¢kih promena razlicitih kultivara rize
Metabolicke promene tokom razvoja razlicitih kultivara

Ispitivanje primarnih metabolita sedam kultivara ginseng bobica

Utvrdivanje razlika izmedu sedam razli¢itih vrsta badema

Sedam lekovitih preparata sa ekstraktom lis¢a Passiflora vrsta
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CPMG
NOESY, CPMG,
COSY, HSQC
NOESY, COSY,
TOCSY

'H

CPMG, TOCSY,
HSQC, STOCSY

NOESY
CPMG

Zg, COSY
Zg, COSY

PCA, HCA
PCA

PCA, PLS-DA

PCA, OPLS-DA
PCA
PCA, PLS-DA, OPLS-DA

PCA
PCA, KNN



2. NASI RADOVI

Ova doktorska disertacija je imala za ciljeve:

a) Analiziranje sadrzaja sekundarnih metabolita triterpenskog tipa iz plodonosnih tela
medicinske gljive Fomitopsis betulina sakupljenih u prirodi, sa nativnog supstrata i ispitivanje
njihove bioloske aktivnosti.

b) Odredivanje metabolickih profila plodonosnih tela ove gljive kultivisane na razli¢itim
podlogama. Povezivanje promena metabolickih profila usled razliite faze plodonoSenja i1 prirode
supstrata sa promenama u hemijskom sastavu.

Nativni materijal iz prirode je osuSen i1 ekstrahovan po metodama detaljno opisanim u
Eksperimentalnom delu. Pocetnim ekstrakcijama razli¢itim rastvara¢ima izvrSeno je grubo
razdvajanje komponenti po polarnosti. Etil-acetatni esktrakt, koji je bio najbogatiji triterpenskim
kiselinama, je pre€iS¢en hromatografijom na koloni. Finalno preciS§¢avanje, u cilju izolovanja ¢istih
jedinjenja uradeno je reverzno-faznom visokoefikasnom hromatografijom (RP HPLC), primenom
viSe razliCitih programa. Detaljni postupci ekstrakcije 1 hromatografskih razdvajanja opisani su u
Eksperimentalnom delu (poglavlje 3.2.).

Nakon izolovanja ¢istih jedinjenja ispitane su njihove bioloske aktivnosti, citotoksi¢na
aktivnost na Celijama akutne promijelocitne leukemije (HL-60) i ¢elijama adenokarcinoma pluca
(A549), kao 1 DNK protektivna aktivnost na humanim leukocitima.

Strukture izolovanih jedinjenja odredene su primenom 1D (‘H i 1*C) i 2D (COSY, TOCSY,
2DJ, NOESY, HSQC i HMBC) NMR spektroskopskih tehnika, kao i primenom IR spektroskopije,
masene spektrometrije visoke rezolucije (HR-ESI-MS) i polarimetrije.

U ovom delu disertacije prikazano je detaljno odredivanje strukture izolovanih jedinjenja,
njihovi NMR spektri i rezultati masene spektrometrije. Predstavljeni su rezultati bioloskih testova i
tabele sa hemijskim pomeranjima za svako jedinjenje. Ostali spektroskopski podaci dati su u
Eksperimentalnom delu (poglavlje 3.2.7.).

Iz plodonosnih tela medicinske gljive F. betulina izolovano je 31 jedinjenje triterpenskog tipa,
a od toga 13 (19-31) jedinjenja je po prvi put opisano u literaturi. Jedinjenja 19-29 poseduju isti 24-
metilen-lanosta-8-enski skelet karboksilne kiseline, a podeljena su na dve grupe, na osnovu polozaja
karboksilne grupe, 26-lanostanske (19-23) i1 21-lanostanske (24-29) kiseline. Jedinjenje 30 sadrzi
A7UD dienski sistem, a jedinjenje 31 predstavlja derivat 3,4-seco-lanostana. Na Slici 3 prikazane su
strukture svih izolovanih jedinjenja.

Prvi put su izolovani triterpenski glikozidi iz ove gljive (27-29), a jedinjenje 31 predstavlja
prvi izolovan glikozid sa skeletom 24-metilen-3,4-seco-lanostana, koji nije opisan u literaturi.
Jedinjenje 19 poseduje jedinstven tip supstituenta na triterpenskom skeletu, koji do sada nije opisan
u literaturi.

Plodnosna tela F. betulina su kultivisana na cCetiri razlicita supstrata (podloge): (i) piljevina
stabla breze (Betula alba), (ii) ruja (Cotinus coggygria), (iii) crne jove (Alnus glutinosa) 1 (iv) pecena
unutrasnja ljuska lesnika (Corylus avellana). Piljevina breze je izabrana da bude kontrolni supstrat
zato $to F. betulina u prirodi raste na brezi. Piljevina ruja i crne jove su izabrane zbog svoje izrazite
antioksidativne aktivnosti, dok je ljuska leSnika odabrana u cilju razvoja bezotpadne tehnologije
prerade lesnika u prehrambenoj industiji. Kako su do sada plodonosna tela uspesno kultivisana samo
na brezi, ovi rezultati predstavljaju prvu uspesnu kultivaciju F. betulina na alternativnim supstratima.

Na osnovu morfoloskih karakteristika definisane su Cetiri faze rasta plodnosnih tela. Osusen,
samleven materijal je dalje analiziran primenom FTIR i HR MAS NMR spektroskopskih tehnika.
Obradom dobijenih rezultata u kombinaciji sa multivarijatnom analizom pokazalo se da u
eksperimentima gajenja plodonosnih tela dolazi do promene metabolickog profila zavisno od faze
sazrevanja plodonosnih tela (faze plodonosenja) kao i do promene hemijskog sastava.
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1. R=0-G, p-H; R;=C

2. Ry= 0-GA, -H; Ro= a-OH, p-H

3. Ry= ¢-G, B-H; Ry= 0-OH, p-H

4. Ry= 0-CH, p-H; Ry= w-OH, -H
19. Ry= a-0x, B-H; Ry= u-OH, p-H
20. Ry= a-MeOx, p-H; Ry= -OH, p-H
21. Ry= O; Ry= u-OH, p-H

22 Ry= a-OH, B-H; Rz= O

15. R1= OH; R,=H
16. Ry=H; Rx=H
31. Ry=H; Ry=Glc

5. R{= p-OAC, a-H 10. Ry= (-0Ac, u-H; Ry= OH, p-H; Rz=H
6. Ry= a-OAc, i-H 11. R;= «-OAc, B-H; Ry= OH, B-H; Rg=H
7.R=B-OH, o-H 12.R1=O;Rz=H;R3=H

8. R= a-OH, B-H 13. Ry=O; Ry= OH, B-H; Rz=H
9.R=0 14. Ry= B-OH, u-H; R,= H; Ry= Gle

27. R4=O; Ry= H; Rz= Glc
28. Ry= B-OAc, a-H; Ry;= OH; R3= Glc
29. Ry= a-G, B-H; Ry= OH; R3= Glc

,q

24. Ry= 0; Ry= Ry= OH; Ry= H
25. Ry= O; Ro= OMe: Ry= OH; Ry= H 30
26. Rq4= 0; RZ: H: R3= R4= OH

Slika 4. Izolovana jedinjenja iz plodonosnih tela Fomitopsis betulina.
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2.1. Identifikacija materijala

Identifikacija vrste odredena je na osnovu makro- i mikromorfoloskih karakteristika, a
potvrdena je molekularnom analizom. Nakon izolacije DNK izvrSena je amplifikacija /TS (interni
transkribovani region) genskog regiona, preciS¢eni produkti su sekvencirani a dobijene sekvence su
uporedene sa drugim srodnim sekvencama u GenBank NCBI bazi sekvenci radi identifikacije. Na
osnovu pretrage GenBank NCBI baze zakljuceno je da sekvenca izolovane DNK F. betulina
BEOFB1011 ima 99,84% nukleotidnog preklapanja sa gljivom F. betulina a sekvenca je nakon toga
deponovana u bazi pod brojem MW 130134 za Fomitopsis betulina BEOFB1011.

2.2. Izolovana jedinjenja triterpenskog tipa

Frakcionisanjem i preciS¢avanjem etil-acetatnog ekstrakta plodonosnih tela izolovano je 31
jedinjenje triterpenskog tipa. Iz frakcije 18 izolovano je jedinjenje 18. Jedinjenje 12 izolovano je iz
frakcije 20. Iz frakcija 24-29 izolovana su jedinjenja 5, 6 i 11. PreciS¢avanjem frakcija 30 1 31
izolovana su jedinjenja 9 1 10. Iz frakcija 35-37 izolovana su jedinjenja 7, 8, 9, 13 1 30, a jedinjenja
1, 3,16, 20, 21 1 22 su izolovana iz frakcija 41-44. Jedinjenja 3, 4, 24 1 25 su izolovana iz frakcija 47-
49. Iz frakcija 50-52 su izolovana jedinjenja 14, 15, 17, 23, 26, 27, 28 1 29. Jedinjenje 31 je izolovano
iz frakcije 57, dok su jedinjenja 2 i 19 izolovana iz frakcije 65. Detaljni postupak izolovanja i
precis¢avanja je dat u Eksperimentalnom delu, poglavlje 3.3.

2.3. Odredivanje strukture jedinjenja triterpenskog tipa

2.3.1. Odredivanje strukture 3a-(3’-hidroksi-4’-metoksikarbonil-3'-metilbutiriloksi)-
12-0kso-24-metilen-26-lanost-8-enske kiseline — palustriske kiseline F (1)

Jedinjenje 1 izolovano je kao bela cvrsta supstanca. Molekulska formula C3gHssOg je dobijena
iz HR-ESI-MS spektra na osnovu protonovanog molekulskog jona [M+H]" na m/z 643,4231. U 'H
NMR spektru (Slika 5, Tabela 11) jedinjenja 1 uocava se sedam singleta (ou 0,81; 0,91; 0,98; 1,11;
1,15; 1,37 1 3,66) i dva dubleta (du 0,89 1 1,26) koji poticu od metil grupa. Na ou 4,70 prisutan je
signal od metinskog protona pored kiseonika, a na du 4,88 14,93 su signali vinilnih protona. Analiza
13C spektra (Slika 6) pokazala je da se u molekulu nalaze dva oksigenovana ugljenikova atoma na dc
70,9 1 79,8 ppm, a na osnovu korelacija u HSQC NMR spektru potvrdeno je da dc 70,9 potice od
kvaternernog ugljenikovog atoma. Pored toga, uoCavaju se signali Cetiri olefinska ugljenika na dc
111,2, 136,6, 136,7 i 150,8, na osnovu kojih je zaklju¢eno da se u molekulu nalaze dve dvostruke
veze. Analizom signala olefinskih ugljenika (*C spektar) i protona iz (‘H spektar) utvrdeno je
prisustvo egzometilenske (A**®V) i tetrasupstituisane (A%’) dvostruke veze. Na dc 172,4 i 1732
uocavaju se signali estarskih karbonilnih ugljenika, na oc 179,0 kiselinski i na dc 215,4 keto karbonilni
ugljenik. PoloZaj karbonilnih ugljenika utvrden je na osnovu HSQC i HMBC korelacija. Na osnovu
polozaja karbonilnih ugljenikovih atoma utvrdeno je da jedinjenje 1 predstavlja derivat 24-metilen-
26-lanost-8-enske kiseline u kojoj je 3a-hidroksilna grupa esterifikovana sa 5-O-metil-3-hidroksi-3-
metilglutarnom kiselinom. Na osnovu svega navedenog, kao 1 poredenjem sa literaturinim podacima,
zakljuceno je da jedinjenje 1, 3a-(3'-hidroksi-4’-metoksikarbonil-3’-metilbutiriloksi)-12-okso-24-
metilen-26-lanost-8-enska kiselina, palustriska kiselina F, jedinjenje ranije opisano u literaturi,
prethodno izolovano iz gljive F. palustris.**
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Slika 5. "H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 1.
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Slika 6. 1°C NMR spektar (125 MHz, metanol-d.) i struktura jedinjenja 1.

2.3.2. Odredivanje strukture 3a-(4-karboksi-3-hidroksi-3-metil-1-oksobutoksi)-12a-

hidroksi-24-metilen-26-lanost-8-enske Kiseline (2)

Jedinjenje 2 izolovano je kao bela amorfna supstanca. Molekulska formula C37HsgOg odredena
je na osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 629,4060. U '"H NMR spektru (Slika
7) uocava se Sest singleta (du 0,64; 0,90; 0,95; 1,02; 1,12 1 1,33) i dva dubleta na on 1,04 1 1,23, svi
poticu od metil grupa. Signali protona iz oksimetinskih grupa prisutni su na Ju 3,99 (d, /=7,8 Hz) i
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4,67 (brs), dok se na du 4,79 i 4,88 ppm uocavaju signali dva olefinska protona egzometilenske
dvostruke veze A**GD. U 13C NMR spektru (Slika 8, Tabela 11) javljaju se tri signala oksigenovanih
ugljenika na oc 71,1, 73,9 1 79,6, kao i signali na oc 172,7, 180,2 1 183,5 ppm, koji potic¢u od tri
karbonilne grupe. Na osnovu njihovih korelacija u HMBC spektru ustanovljeno je da su u molekulu
prisutne dve karboksilne i jedna estarska grupa i odreden je njihov polozaj. Prikazani spektralni
podaci ukazuju na strukturu 3a-(4-karboksi-3-hidroksi-3-metil-1-oksobutoksi)-12a-hidroksi-24-
metilen-26-lanost-8-enske kiselina, jedinjenja prethodno izolovanog iz iste gljive.>
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Slika 7. '"H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 2.
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Slika 8. 1°C NMR spektar (125 MHz, metanol-d.) i struktura jedinjenja 2.
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2.3.3. Odredivanje strukture 3a-(3’-hidroksi-4’-metoksikarbonil-3'-metilbutiriloksi)-
12a-hidroksi-24-metilen-26-lanost-8-enske Kiseline (3)

Jedinjenje 3 izolovano je kao bela uljasta supstanca. Na osnovu protonovanog molekulskog
jona [M+H]" na m/z 645,4357 iz HR-ESI-MS spektra, dobijena je molekulska formula C3sHgoOs. 'H
NMR i BC NMR podaci (Tabela 11) jedinjenja 3 su veoma sliéni kao za jedinjenje 2.
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Slika 9. 'H NMR spektar (500 MHz, piridin-ds) jedinjenja 3.
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Slika 10. '3C NMR spektar (125 MHz, piridin-ds) i struktura Jedll’lj enja 3.
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Poredenjem 'H i '>*C NMR spektara (Slike 7-10) uoceni su dodatni signali na én 3,64 s i8¢ 51,8, koji
ukazuju na prisustvo metoksi grupe u strukturi, Sto je takode u saglasnosti sa podacima iz masenog
spektra jedinjenja 3. Na osnovu HMBC korelacija pomenutih signala, utvrdeno je prisustvo 4’-metil
estra, umesto karboksilne grupe kod jedinjenja 2. Na osnovu spektralnih podataka, zakljuc¢eno je da
jedinjenje 3 ima strukturu 3a-(3'-hidroksi-4’-metoksikarbonil-3’-metilbutiriloksi)-12a-hidroksi-24-
metilen-26-lanost-8-enske kiseline, prethodno izolovane iz ove gljive.>*

Tabela 11. 3C NMR (125 MHz) i '"H NMR (500 MHz) podaci jedinjenja 1, 2 i 3.

CH 1¢ p X 3b
Jc ou (Ju Hz) oc ou (Ju Hz) oc ou (Ju Hz)

1 32,1 1,48 m (2H) 32,1 1,54m 31,7 1,54 m; 1,74 m

2 24,2 1,69 m; 1,98 m 244  1,60m; 1,94 m 24,2 1,78 m; 1,90 m

3 79,8 4,69 brs 79,6 4,67 brs 78,6 4,96 brs

4 37,9 - 38,1 - 37,5 -

5 46,9 1,60 m 47,0 1,57m 46,5 1,81 m

6 19,0 1,64 m; 1,74 m 19,3 1,54 m; 1,66 m 18,9 1,52 m; 1,67 m

7 27,1 2,10 m; 2,21 m 272 2,07m 26,8 2,12 2H) m

8 136,7 - 136,3 - 1342 -

9 136,7 - 134,5 - 135,6 -

10 38,1 - 31,7 - 37,6 -

11 41,1 2,67m; 3,02d 344  2,10m; 2,60 m 35,1 2,48 m; 2,76 m

(20,1)

12 2154 - 73,9 4,04(7,8) 72,5 4,26 d (7,6)

13 61,0 - 50,8 - 50,5 -

14 55,9 - 509 - 50,6 -

15 31,2 1,38 m; 1,92 m 334 1,16 m; 1,68 m 33,1 1,23 m; 1,75 m

16 28,9 1,44 m; 2,06 m 29,1 1,35m;2,05m 28,8 1,43 m; 2,14 m

17 438 2,19 m 442 222m 43,6 2,67 m

18 13,2 1,11s 17,1 0,645 17,3 0,76 s

19 19,5 1,15s 19,4 1,03s 19,4 1,03 s

20 37,8 1,34 m 379 1,40m 37,4 1,50 m

21 19,8 0,88 d (6,4) 18,2 1,04d(6,4) 18,4 1,30d (6,4)

22 35,5 1,27 m; 1,67 m 35,8 1,23 m; 1,66 m 35,6 1,50 m; 1,89 m

23 33,2 2,05m; 2,23 m 33,6 2,04m;225m 33,0 2,34 m; 2,60 m

24 150,8 - 1529 - 151,2 -

25 47,1 3,12 q(7,0) 50,5 3,03q(7,0) 47,0 3,50 q (7,0)

26 179,0 - 183,5 - 177,5 -

27 17,0 1,26 d (7,0) 17,7  1,24d(7,0) 17,6 1,54 d (7,0)

28 28,5 0,98 s 28,6 090s 28,8 1,03 s

29 22,3 091s 224 095s 27,5 0,91 s

30 24,6 0,81s 254 1,13s 25,7 1,40 s

31 111,2 4,88 brs; 4,92 brs 109,0 4,79 brs; 4,88 brs  110,9 5,12 brs; 5,25 brs

3.

1' 172.,4 - 172,7 - 171,8 -

2' 46,6 2,67 m 47,5 2,60m 46,9 2,984d;3,02d

(14,8)

3 70.9 - 71,1 - 70,4 -

4' 46,1 2,65m 48,1 2,35d;2,52d 46,5 3,03d;3,08d
(15,3) (14,8)

5 173,2 - 180,2 - 172,5 -

6' 52,1 3,65s 27,9 133s 51,8 3,64s

7 28,2 1,36 s 28,9 1,67 s

@ Metanol-dy, ? Piridin-d;s
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2.3.4. Odredivanje strukture 3a,12a-dihidroksi-24-metilen-26-lanost-8-enske Kkiseline
— poliporenske Kkiseline A (4)

Jedinjenje 4 izolovano je kao bela kristala supstanca. Molekulska formula C31Hs004 dobijena
je na osnovu HR-ESI-MS spektra, iz deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 485,3651. U
'H NMR spektru (Slika 11, Tabela 12) uo¢avaju se signali olefinskih protona na du 4,90 i 4,94, koji
poti¢u od egzometilenske dvostruke veze A>3V, a dva signala od oksigenovanih metinskih grupa
nalaze se na dun 3,41 1 3,98 (d, /=8,0 Hz). Na on 0,61; 0,87; 0,97; 0,98 1 1,07 nalazi se pet singleta i
dva dubleta na i 1,01 i 1,29, koji poti¢u od metil grupa. U 13C NMR spektru (Slika 12), signali na
oc 73,2 1 75,8 poticu od oksigenovanih ugljenikovih atoma, $to je u saglasnosti sa podacima iz
protonskog spektra. Na osnovu analize NMR podataka zakljuceno je da jedinjenje 4 pripada grupi
derivata 24-metilen-26-lanost-8-enske kiseline. Korelacije protonskih signala na du 3,41 1 3,98 u
HMBC spektru, ukazuju na to da se u polozajima C-3 i C-12 nalaze hidroksilne grupe. Poredenjem
sa literaturnim podacima utvrdeno je da je jedinjenje 4 3a,12a-dihidroksi-24-metilen-26-lanost-8-
enska kiselina, poliporenska kiselina A, ranije izolovana iz ove gljive.>*

(S MWU LJL_JL

L N UL

T T T T T T T T T l
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 ppm

Slika 11. '"H NMR spektar (500 MHz, sme$a metanol-dy i hloroform-d) jedinjenja 4.
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Slika 12. 3C NMR spektar (125 MHz, sme$a metanol-dy i hloroform-d) i struktura jedinjenja 4.

2.3.5. Odredivanje strukture 3#-(acetiloksi)-16a-hidroksi-24-metilen-24-lanost-7,
9(11)-dienske kiseline — dehidropahiminske Kkiseline (5)

Jedinjenje 5 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula C33Hs0Os dobijena
je na osnovu HR-ESI-MS spektra, iz deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 525,3585. U
'"H NMR spektru (Slika 13, Tabela 12) jasno se uocavaju singleti (du 0,60; 0,88; 0,95; 0,98 i 2,05) i
dva dubleta na on 1,01 1 1,02 (d, J/=6,4 Hz, za oba signala) koji poticu od metil grupa, dva signala od
oksigenovanih metinskih grupa na ou 4,11 ppm (dd, J;=9,0, J>=6,3 Hz) i 4,50 (dd, J,=11,6, J>=4,4
Hz) i Cetiri signala od olefinskih protona na ou 4,72 (brs), 4,76 (brs), 5,31 (d, J/=5,9 Hz) 1 5,45 (d,
J=5,1 Hz). U 1*C NMR spektru (Slika 14) na dc 81,0 prisutan je signal oksigenovanog ugljenikovog
atoma, Sest olefinskih ugljenikovih atoma u oblasti oc 107,0-155,4 ukazuju na prisustvo tri dvostruke
veze u molekulu. Analizom 2D spektara, utvrden je njihov polozaj u molekulu, tako da jedinjenje 5
ima A7) dvostruke veze i predstavlja derivat 24-metilen-21-lanost-7,9(11)-dienske kiseline.
Preostali olefinski signali poti¢u od egzometilenske veze A2*GD karakteristicne za boc¢ni niz
lanostanskog triterpena. Pored prethodno navedenih, u '*C NMR spektru (Slika 14) prisutni su i
signali na dc 171,4, koji potice od estarskog karbonila, kao i signal kiselinskog karbonilnog ugljenika
sa C-21 na oc 178,7. Poredenjem sa literaturim podacim utvrdeno je da jedinjenje S predstavlja 3/-
(acetiloksi)-16a-hidroksi-24-metilen-21-lanost-7,9(11)-diensku kiselinu, dehidropahiminsku
kiselinu, prethodno izolovanu iz gljive Poria cocos.!'®
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Slika 14. '3C NMR spektar (125 MHz, smesa hloroform-d i metanol d4) 1 struktura jedinjenja 5.

2.3.6. Odredivanje strukture 3a-(acetiloksi)-16a-hidroksi-24-metilen-21-lanost-7,
9(11)-dienske Kiseline — 3-epi-dehidropahiminske Kiselinae (6)

Jedinjenje 6 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula C33Hs0Os,
dobijena je iz HR-ESI-MS spektra, na osnovu protonovanog molekulskog jona [M+H]" na m/z
527,3743. Analizom NMR spektara (Slike 16 1 17) ustanovljena je velika sli¢nost sa jedinjenjem 5
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(Tabela 12). Jedinjenje 6 je derivat 24-metilen-21-lanost-7,9(11)-dienske kiseline, sa istim
susptituentima na lanostanskom skeletu kao kod jedinjenja 5. Najveca razlika uocava se u izgledu 1
hemijskom pomeranju signala protona H-3. Kod jedinjenja 6 on se nalazi na viSem hemijskom
pomeranju sa drugacijim multiplicitetom (du 4,68, brs) u odnosu na proton sa istog polozaja u
jedinjenju 5 (du 4,50, dd). Na osnovu analize 2D NOESY spektra, utvrdena je a-orijentacija 3-OAc
supstituenta. Razli¢itom relativnom konfiguracijom na C-3 objaSnjava se razlika u hemijskom
pomeranju i multiplicitetu H-3 protona. Kod triterpena lanostanskog tipa postoji jasno definisan
model kuplovanja H-3 protona (Slika 15) koji je u direktnoj zavisnosti od njegove orientacije (a ili
p). Kada je u pitanju H-3a, kuplovanje sa susednim protonima iz diastereotopne metilenske grupe
(H,-2) ostvaruje se putem ekvatorijalno-ekvatorijalnom (°Jeqeq) i ekvatorijalno-aksijalnom (°Jeqax)
interakcije. Vrednost pomenutih konstanti je sli¢na, 3Jeqeq= 2-5 Hz i *Jeqax= 2-6 Hz, usled sli¢nih
torzionih uglova protona koji se medusobno sprezu. U drugom sluc¢aju, kod H-3/ protona, dolazi do
aksijalno-aksijalno (*Juxax) i ekvatorijalno-aksijalno (°Jeqax) kuplovanja, sa ve¢om vrednosti *Jax ax=
8-13 Hz konstante kuplovanja, $to je posledica veceg torzionog ugla od priblizno 180° (Karplusova
kriva) izmedu ovih protona sa susedne metilenske grupe. Usled vece >Juxax konstante kuplovanje
dolazi do pojave jasnog multipliciteta posmatranog signala kod H-3 protona. Ovaj fenomen prisutan
je kod jedinjenja 5 i 6. Na osnovu svega navedenog, zakljuceno je da jedinjenje 6 predstavlja 3a-
(acetiloksi)-16a-hidroksi-24-metilen-21-lanost-7,9(11)-diensku  kiselinu, poznatu i1 kao 3-epi-
dehidropahiminska kiselina, koja je prethodno izolovana iz F. betulina.>
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Slika 15. Model kuplovanja protona H-3a 1 H-3/ kod lanostanskih triterpena.
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Slika 16. 'H NMR spektar (500 MHz, hloroform-d) jedinjenja 6.
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Slika 17. '3C NMR spektar (125 MHz, hloroform-d) i struktura jedinjenja 6.
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Tabela 12. *C NMR (125 MHz) i 'H NMR (500 MHz) podaci jedinjenja 4, 51 6.

4[7/a Sb 6/7
CH oc ou (Ju Hz) oc ou (Ju Hz) oc ou (Ju Hz)
1 29,9 1,46 m; 1,58 m 35,5 1,51 m; 1,83 m 30,6 1,65m; 1,78 m
2 25,6 1,61 m; 1,94 m 243 1,68 m; 1,72 m 23,1 1,64 m; 1,98 m
3 75,8 341 m 81,0 4,50dd (11,6;4,4) 78,0 4,68 brs
4 37,6 - 37,8 - 36,6 -
5 443 1,53 m 49,4 1,20dd (11,3;4,2) 442 1,55m
6 18,1 1,51 m; 1,62 m 22,9 2,07 2H) m 23,1 2,02 2H) m
7 26,1 2,03 2H) m 120,7 5,45d(5,9) 120,8 5,46 brs
8 133,1 - 141,9 - 145,6 -
9 134,8 - 145,5 - 141,6 -
10 37,6 - 37,4 - 37,3 -
11 32,6 2,09 m; 2,62 dd 116,4 5,31d(5,9) 116.6 5,31d(5,9)
(18,9; 8,2)
12 732 3,98;d (8,0) 35,5 1,98 m; 2,25 m 354 1,86 m; 2,22 m
13 49,6 - 44,8 - 448 -
14 49,6 - 48,8 - 48,8 -
15 32,1 1,15; 1,65 m 434 1,50 m; 2,20 m 43,5 1,45m; 2,16 m
16 278 1,35;2,02 m 76,9 4,11dd (8,8;6,3) 77,0 4,15dd (9,4; 6,2)
17 43,0 2,08 m 57,1 2,17 m 57,0 2,13 m
18 16,3 0,62s 17,3 0,60 s 17,2 0,62 s
19 18,38 0,98 s 22,8 0,98 s 22,5 0,98 s
20 36,2 1,41 m 46,7 2,44 td (10,8; 3,2) 48,6 2,50 td (10,8; 2,0)
21 17,7 1,02 d (6,5) 178,7 - 182,1 -
22 343 1,24 m; 1,64 m 30,6 1,81 m; 1,96 m 30,4 1,84 m; 2,00 m
23 318 2,01 m; 2,20 m 32,4 2,02 m; 2,08 m 323 2,04 m; 2,10 m
24 1492 - 1554 - 155,0 -
25 458 3,12q(7,0) 33,9 2,24 m 33,8 2,24 m
26 177,9 - 21,9 1,02 d (6,4) 21,9 1,02 d (6,0)
27 163 1,28 d (7,0) 22,0 1,01 d (6,4) 21,8 1,03 d (6,0)
28 28,0 0,97 s 28,2 0,89 s 27,8 0,88 s
29 222 0,87 s 17,1 0,95s 22,5 0,98 s
30 244 1,07 s 26,2 1,09 s 26,3 1,15s
31 110,5 490brs; 494 brs  107,0 4,72 brs; 4,76 brs  107,1 4,73 brs; 4,78 brs
3-
1 171,4 - 170,9 -
2' 21,4 2,06 s 22,8 2,05s

4 Metanol-dy, * Hloroform-d

2.3.7. Odredivanje strukture 3f4,16a-dihidroksi-24-metilen-21-lanost-7,9(11)-dienske
kiseline — dehidrotumulozinske kiseline (7)

Jedinjenje 7 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Na osnovu deprotonovanog
molekulskog jona [M-H] na m/z 483,3485 iz HR-ESI-MS spektra, odredena je molekulska formula
C31H4304. Analizom signala iz 'H NMR spektra (Slika 18), koji poticu od olefinskih protona na du
4,73; 4,76; 5,34 1 5,49, zakljuCeno je da se u lanostanskom skeletu nalazi dienska struktura, $to je u
saglasnosti i sa signalima iz *C NMR spektra (Slika 19, Tabela 13). Lanostanski skelet jedinjenja 7
je istog tipa kao 1 kod prethodno opisanih jedinjenja 5 i 6. Medutim, u NMR spektrima jedinjenja 7
izostaju 'H i 1°C signali acetatne grupe u polozaju C-3 koji se javljaju kod jedinjenja 5 i 6. Pored toga,
u '"H NMR spektru na éu 3,16 (dd, J,=10,6; J>=5,4 Hz) nalazi se signal H-3, na znatno nizem
hemijskom pomeranju u odnosu na proton u istom polozaju kod prethodno opisanih jedinjenja (5 i
6). Na osnovu korelacija signala H-3 u 2D NMR spektrima (HMBC 1 NOESY), kao i1 poredenjem sa
literaturnim podacima, zakljuceno je da jedinjenje 7 predstavlja 3f,16a-dihidroksi-24-metilen-21-
lanost-7,9(11)-diensku kiselinu, poznatu kao i dehidrotumulozinska kiselina, prethodno izolovanu iz
ove vrste.®
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Slika 18. '"H NMR spektar (500 MHz, smesa hloroform-d i metanol-dy) jedinjenja 7.
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Slika 19. '3C NMR spektar (125 MHz, smesa hloroform-d i metanol-d.) i struktura jedinjenja 7.
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2.3.8. Odredivanje strukture 3a,16a-dihidroksi-24-metilen-21-lanost-7,9(11)-dienske
kiseline — 3-epi-dehidrotumulozinske kiseline (8)

Jedinjenje 8 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula C31H4gOs4,
dobijena je na osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 483,3488 iz HR-ESI-MS
spektra. Analizom 'H i 3C NMR spektara (Slike 20 i 21) zapaZa se velika sli¢nost sa jedinjenjem 7.
Jedina razlika uocava se kod protona i ugljenika u polozaju C-3, hemijsko pomeranje 1 multiplicitet
(0u 3,37, brs) se razlikuje u odnosu na proton u istom polozaju kod jedinjenja 7 (Tabela 13). Ovo se
objasnjava, po analogiji sa jedinjenjem 7 (Slika 18), 3a-hidroksi supstitucijom. Dodatna potvrda
dobijena je na osnovu korelacija iz 2D NOESY spektra. Na osnovu svih navedenih ¢injenica,
utvrdeno je da jedinjenje 8, predstavlja 3a,16a-dihidroksi-24-metilen-21-lanost-7,9(11)-diensku
kiselinu, stereoizomer jedinjenja 7, poznatu u literaturi kao 3-epi-dehidrotumulozinska kiselina.*’
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Slika 20. 'H spektar (500 MHz, smesa hloroform-d i metanol-dy) jedinjenja 8.
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Slika 21. '3C NMR spektar (125 MHz, smesa hloroform-d i metanol-d.) i struktura Jedll’lj enja 8.

2.3.9. Odredivanje strukture 16a-hidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-7,9(11)-
dienske kiseline — poliporenske kiseline C (9)

Jedinjenje 9 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula C31H46Os4,
dobijena je na osnovu molekulskog jona [M] na m/z 482,3382 iz HR-ESI-MS spektra. Analizom 'H
NMR spektra (Slika 22, Tabela 13) na osnovu signala olefinskih protona na du 5,37 (d, J=5,5 Hz) i
5,60 (d, J=5,5 Hz), utvrdeno je da izolovano jedinjenje u svojoj strukturi sadrzi dienski lanostanski
skelet, $to je bio slu¢aj sa prethodno opisanim jedinjenjima (5-8). Analizom '3C NMR spektra (Slika
23) uocavaju se dva signala karbonilnih ugljenika na 6¢ 179,5 1 215,7, koji poticu od karboksilne
odnosno keto grupe. Polozaji ovih grupa (3-okso-21-karboksi) odredeni su na osnovu korelacija u
HMBC spektru. Poredenjem dobijenih spektralnih podataka sa literaturnim, zakljuceno je da
jedinjenje 9 predstavlja 16a-hidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-7,9(11)-diensku kiselinu, poznatu
kao poliporenska kiselina C, prethodno izolovanu iz iste gljive.>
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Slika 22. 'H NMR spektar (500 MHz, piridin-ds5) jedinjenja 9.
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Slika 23. '3C NMR spektar (125 MHz, piridin-ds) i struktura jedinjenja 9.
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Tabela 13. '°C NMR (125 MHz) i 'H NMR (500 MHz) podaci jedinjenja 7, 81 9.

7c/a 80/{1 9[7
CH oc Ou (J u HZ) Jc OH (J u HZ) Jc OH (J u HZ)
1 372 1,47 m; 2,01 m 30,9 1,65 (2H) m 37,3 1,62 m; 2,08 m
2 285 1,67 m 26,5 1,64 m; 1,96 m 35,4 2,31 m; 2,72 m
3797 3,16 dd (10,6; 5,4) 76,6 3,37.d (6,0) 2157 -
4 399 - 38,3 - 48,0 -
5 508 1,10 m 44,1 1,54 m 51,6 1,58 m
6 242 2,07m; 2,12 m 23,9 2,02 2H) m 24,4 2,03m; 2,11 m
7 122,1  548d(6,0) 121,8 5,46 brs 1212 5,60d(6,4)
& 1472 - 147,0 - 1434 -
9 1434 - 143,0 - 145,2 -
10 38,7 - 38,2 - 38,0 -
11 1173 534d(6,0) 116,6  5,34d(6,0) 1182  532d(6,4)
12 36,8 1,87 m; 2,23 m 36,4 1,85m; 2,22 m 36,8 2,38 m; 2,63 m
13 457 - 45,4 - 45,6 -
14 499 - 49,6 - 49,9 -
15 44,6 1,46 m; 2,17 m 44,2 1,45m; 2,16 m 44,9 1,89 m; 2,41 m
16 77,7 4,05dd (8,7;6,4) 774 4,03 dd (9,0;6,7) 76,9 4,50 dd (8,6; 6,2)
17 57,7 2,13 m 57,3 2,13 m 58,1 2,84 dd (11,0; 6,2)
18 17,7 0,62s 17,7 0,61s 18,1 1,07 s
19 234 0,98 s 234 0,91 22,5 1,15 s
20 49,0 2,40 m 48,6 2,38td (11,1;1,6) 49,2 2,92 td (11,0; 3,0)
21 180,4 - 180,2 - 179,5 -
22 31,8 1,70 m, 2,05 m 31,4 1,76 m; 2,02 m 32,0 2,43 m; 2,61 m
23 33,6 1,99 m, 2,05 m 333 1,98 m; 2,05 m 33,8 2,36 m; 2,50 m
24 156,8 - 156,4 - 156,6 -
25 35,1 2,26 m 34,8 2,24 m 34,6 2,25 sep (6,8)
26 224 1,03 d (5,9) 22,4 1,02 d (5,6) 22,5 1,01 d (6,8)
27 225 1,02d (5,9) 22,3 1,00 d (5,6) 22,5 1,02 d (6,8)
28 16,6 0,87s 23,2 0,98 s 26,1 L,15s
29 289 0,99 s 28,9 0,94 s 22,9 1,08 s
30 26,7 1,08 s 26,6 1,08 s 26,9 1,47 s

31 107,5 4,73 brs; 4,76 brs 107,3 4,71 brs; 4,73 brs 107,5 4,81 brs; 4,95 brs
4 Metanol-dy, ? Piridin-d5, ¢ Hloroform-d

2.3.10. Odredivanje strukture 3#-(acetiloksi)-16a-hidroksi-24-metilen-21-lanost-8-
enske Kiseline — pahiminske kiseline (10)

Jedinjenje 10 je izolovano kao bela kristalna supstanca sa molekulskom formulom C33Hs20s,
dobijenom na osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 527,3755 vrednosti iz HR-
ESI-MS spektra. U 'H i 3C NMR spektrima (Slike 24 i 25, Tabela 14) uo¢avaju se prosireni singleti
na én 4,74 14,76 i signali sp? ugljenikovih atoma (dc 107,4; 135,6; 136,1 i 156,9) koji ukazuju na
dve dvostruke veze u molekulu. Na osnovu analize 2D NMR spektara (COSY, HSQC i HMBC)
odredeni su polozaji dvostrukih veza, A% tetrasupstituisana i A>*!) egzometilenska, karakteristi¢ne
za derivate 24-metilen-2 1-lanosta-8-enske kiseline. Na dn 2,03 s, uo€ava se signal metila iz acetatne
grupe, a na dc 173,0 estarski karbonilni ugljenik. Polozaj acetatne grupe (35-OAc) definisan je na
osnovu HMBC korelacije protona H-3 na ou 4,45 (dd, J;=9,7; J>=6,9 Hz) sa estarskim karbonilnim
ugljenikom. Poredenjem sa literaturim podacima, utvrdeno je da izolovano jedinjenje 10 predstavlja
poznat lanostanski triterpen, 3/-(acetiloksi)-16a-hidroksi-24-metilen-21-lanost-8-ensku kiselinu,
prethodno izolovanu iz gljive Poria cocos i sada po prvi put izolovanu iz F. betulina.'"

45



mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

——4.45

—4.76
—4.73
T~4.44

1]

o LA e ]

T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.

Slika 24. '"H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 10.
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Slika 25. 1*C NMR spektar (125 MHz, metanol-d4) i struktura jedinjenja 10.
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2.3.11. Odredivanje strukture 3a-(acetiloksi)-16a-hidroksi-24-metilen-21-lanost-8-
enske Kiseline — 3-epi-pahiminske Kiseline (11)

Jedinjenje 11 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula, C33Hs20s,
dobijena je iz HR-ESI-MS spektra na osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z
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527,3742. NMR spektri ovog jedinjenja (Slike 26 i1 27, Tabela 14) veoma su sli¢ni sa spektrima
jedinjenja 10, Sto ukazuje na isti tip supstituenata, broj i polozaj dvostrukih veza, kao 1 karboksilne
grupe na lanostanskom skeletu. Na du 4,66 nalazi se proSireni singlet protona H-3. Razlika izmedu
jedinjenja 10 1 11 koja se odnosi na multiplicitete 1 hemijska pomeranja ovog signala posledica je
razliCite stereohemije na C-3, §to je prethodno objasnjeno za jedinjenje 6 (2.3.6.) (Slika 15). Na
osnovu spektralnih 1 literaturnih podataka, utvrdeno je da jedinjenje 11 predstavlja 3a-(acetiloksi)-
16a-hidroksi-24-metilen-21-lanost-8-ensku kiselinu, u literaturi poznatu kao 3-epi-pahiminska
kiselina, po prvi put izolovanu iz F. betulina, a prvenstveno izolovana iz gljive F. pinicola.®’
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Sllka 26.'H NMR spektar (500 MHz, hloroform-d) jedinjenja 11.
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Slika 27. '3C NMR spektar (125 MHz, hloroform-d) i struktura jedinjenja 11.
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2.3.12. Odredivanje strukture 12a-hidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-enske
kiseline — fomeficinske kiseline A (12)

Jedinjenje 12 izolovano je kao bela kristalna supstanca. U '"H NMR spektru (Slika 28)
uocavaju se signali na ou 4,68 1 4,76 (brs oba), koji poti¢u od olefinskih protona iz egzometilenske
dvostruke veze A?*GD_ U *C NMR spektru (Slika 29, Tabela 14) na 5c 217,7 nalazi se signal keto
grupe, a na oc 182,1 karboksilne grupe. Pored toga, u oblasti oc 106,9-155,2 nalaze se Cetiri signala
od sp*-ugljenikovih atoma, na osnovu kojih je utvrdeno da je jedinjenje 12 derivat 24-metilen-21-
lanost-8-enske kiseline. Na osnovu svih eksperimentalnih i literaturnih podataka zakljuceno je da
jedinjenje 12 je 12a-hidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-enska kiselina, poznata kao
fomeficinska kiselina A, prethodno izolovana iz ove gljive.*
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Slika 28. '"H NMR spektar (500 MHz, hloroform-d) jedinjenja 12.
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Slika 29. 3C NMR spektar (125 MHz, hloroform-d) i struktura jedinjenja 12.
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Tabela 14. *C NMR (125 MHz) i '"H NMR (500 MHz) podaci za jedinjenja 10, 11 12,

CH 10 11° 12°
Jc OH (J u HZ) Jc Ou (J u HZ) oc OH (J u HZ)
1 36,6 1,28 m; 1,78 m 31,0 1,41 m; 1,47 m 36,2 1,61 m; 1,95 m
2 253 1,67 2H) m 23,5 1,62 m; 1,84 m 34,6 2,39 m; 2,56 m
3 82,6 4,45dd (9,3;7,1) 78,1 4,67 brs 217,7 -
4 39,0 - 37,0 - 479 _
5 52,1 1,16 m 45,5 1,53 m 51,2 1,60 m
6 19,3 1,57m; 1,73 m 18,1 1,48 m; 1,61 m 19,4 1,61 2H) m
7 27,7 2,08 m 26,3 1,98 m; 2,08 m 26,3 2,09 2H) m
8 136,2 - 134,1 - 135,2 -
9 135,7 - 1349 - 1334 -
10 383 - 37,1 - 37,0 -
11 21,7 1,98 m; 2,05 m 20,7 1,97 m; 2,04 m 21,0 2,02 2H) m
12 303 1,47 m; 1,81 m 29,2 1,37 m; 1,82 m 30,4 1,26 m; 1,64 m
13 47,1 - 46,3 - 44,3 -
14 494 - 48,5 - 49,6 -
15 438 1,28 m; 2,20 m 42,9 1,31 m; 2,20 m 28,8 1,43 m; 1,72 m
16 77,9 4,04 dd (7,9;6,6) 77,2 4,15dd (8,7;6,2) 27,1 1,38 m; 2,02 m
17 57,5 2,08 m 57,0 2,15 m 47,2 2,10 m
18 17,9 0,78 s 17,6 0,76 s 16,1 0,79 s
19 19,7 1,03 s 19,1 0,98 s 18,7 1,11s
20 49,1 2,38td (11,5;2,3) 46,5 2,49td (11,0;2,3) 474 2,32 m
21  180,7 - 179.8 - 182,1 -
22 32,0 1,75 m; 2,04 m 30,8 1,84 m; 1,98 m 30,9 1,70 2H) m
23 33,6 1,99 m; 2,07 m 32,4 2,02m; 2,10 m 32,0 2,02 2H) m
24 157,0 - 155,2 - 155,2 -
25 352 2,27 sep (6,7) 34,0 2,24 sep (6,4) 33,8 2,22 sep (6,9)
26 224 1,04 d (6,7) 22,0 1,03 d (6,4) 21,9 1,01 d (6,9)
27 22,5 1,02 d (6,7) 22,1 1,02 d (6.4) 21,8 1,02 d (6,9)
28 28,6 0,90 s 27,8 0,88 s 26,4 1,09 s
29 17,1 091s 22,0 0,92s 21,3 1,06 s
30 25,6 1,13s 25,7 1,19s 24 .4 091s
31 107,5 4,73 brs; 4,76 brs 107,2 4,73 brs; 4,79 brs  106,9 4,69 brs; 4,77 brs
3.
1' 173,0 - 171,1 -
2" 213 2,03 s 21,6 2,05s

@ Metanol-dy, ® Hloroform-d

2.3.13. Odredivanje strukture 16a-hidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-enske
kiseline — 16a-hidroksieburikonske Kiseline (13)

Jedinjenje 13 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula Cs;1H4g04
utvrdena je na osnovu spektralnih podataka (Tabela 15). U *C NMR spektru (Slika 31) uocava se
signal keto grupe na dc 220,6, a na osnovu korelacija u HMBC spektru, odreden je C-3 polozaj. Pored
toga, javljaju se signali u oblasti 5c 107,4-157,1, koji odgovaraju sp>-ugljenikovim atomima, kao i
signal na Jc 181,0, koji poti¢e od karboksilne grupe. Na osnovu pomenutih signala i njihovih
korelacija u 2D NMR spektrima, zaklju€eno je da jedinjenje 13 predstavlja derivat 24-metilen-21-
lanost-8-enske kiseline, kao i prethodno opisana jedinjenja (10-12). Na osnovu eksperimentalnih i
literaturnih podataka, zakljuc¢eno je da je jedinjenje 13 16a-hidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-
enska kiselina, poznata pod nazivom 16a-hidroksi-eburikonska kiselina, ranije izolovana iz iste

gljive.®
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Slika 31. '3C NMR spektar (125 MHz, metanol-dy) i struktura jedinjenja 13.
51



2.3.14. Odredivanje strukture f-D-glukopiranozil estra 3#-hidroksi-24-metilen-21-
lanost-8-enske kiseline — fomitozida J (14)

Jedinjenje 14 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula C37HeoOs
dobijena je iz HR-ESI-MS spektra, na osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z
631,4218 vrednosti. U 'H NMR spektru (Slika 32) na du 5,48 (d, J=8,0 Hz) nalazi se signal
anomernog protona glukopiranoze, a u oblasti dn 3,30-3,80 uocava se vise signala, koji takode poticu
od $eéerne komponente ovog molekula. 3*C NMR spektar (Slika 33) potvrdio je prisustvo Seéerne
jedinice na osnovu signala u oblasti dc 62,8-95,9 ppm. Pored toga, na oc 177,5 ppm uocava se signal
estarskog karbonila, dok su u oblasti c 107,5-156,9 (Tabela 15) prisutna &etiri signala sp’-
ugljenikovih atoma, lanostanskog skeleta sa A%’ i A>3 dvostrukim vezama. Na osnovu HMBC
korelacije anomernog protona H-1" sa karbonilnim ugljenikom C-21, potvrdeno je da se radi o
glukopiranozil estru 24-metilen-21-lanost-8-enske kiseline. Na osnovu svega navedenog, utvrdeno je
da jedinjenje 14 predstavlja p-D-glukopiranozil estar 3p-hidroksi-24-metilen-21-lanost-8-enske
kiseline, poznat kao fomitozid J, po prvi put izolovan iz F. betulina i ranije opisan kao sekundarni
metabolit gljive F. pinicola.%
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Slika 32 'H NMR spektar (500 MHZ metanol -d4) Jedmj enja 14.
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Slika 33. 1°C NMR spektar (125 MHz, metanol-d,) i struktura jedinjenja 14.

2.3.15. Odredivanje strukture 3,4-seco-16a-hidroksi-24-metilen-3,21-lanost-8-enske
dikiseline — porikoinske kiseline H (15)

Jedinjenje 15 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula C31HagOs
dobijena je na osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 499,3427 vrednosti, iz HR-
ESI-MS spektra. U 'H NMR spektru (Slika 34) uo¢avaju se signali na du4,72; 4,74; 4,76 14,91 (brs),
koji poti¢u od olefinskih protona (Tabela 15). Na osnovu njihovog oblika i korelacija u HSQC
spektru, utvrdeno je da se u molekulu nalaze dve egzometilenske A*?® i A2#CD dvostruke veze. Pored
toga, uocava se signal protona iz oksigenovane metinske grupe na ou 4,06 (dd, J;=8,9; J>=6,3 Hz),
koji se nalazi u susedstvu hidroksilne grupe u C-16 polozaju. Karakteristican je i signal alilnog metila
na du 1,78 s (H-29), koji se nalazi na dvoguboj vezi A*®®. 13C NMR (Slika 35) signali na dc 178,5 i
180,3 odgovaraju dvema karboksilnim grupama, a njihov polozaj (C-3 i C-21) odreden je na osnovu
2D NMR spektara (COSY, TOCSY, HSQC i HMBC). Usled prisustva karboksilne grupe u polozaju
C-3, kao 1 na osnovu polozaja egozometilenskih dvostrukih veza, zakljucuje se da jedinjenje 15
predstavlja derivat 3,4-seco-lanostana. Na osnovu svega navedenog utvrdeno je da se ovde radi o 3,4-
seco-16a-hidroksi-24-metilen-3,2 1-lanost-8-enskoj dikiselini, poznatoj kao porikoinska kiselina H,
prethodno izolovanoj iz gljive P. cocos.'*
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Slika 34. '"H NMR spektar (500 MHz, smesa hloroform-d i metanol-dy) jedinjenja 15.
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Slika 35. 1*C NMR spektar (125 MHz, smesa hloroform-d i metanol-dy) i struktura jedinjenja 15.
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Tabela 15. *C NMR (125 MHz) i '"H NMR (500 MHz) podaci za jedinjenja 13, 14 i 15.

C/H 13 144 154
Jc Ou (J u HZ) Jc Ou (J u HZ) Jc Ou (J u HZ)
1 37,3 1,63 m; 2,02 m 31,5 1,42 m; 1,60 m 34,1 1,73 m (2H)
2 35,6 2,42 m;2,60ddd 26,9 1,56 m; 1,94 m 30,8 1,99 m; 2,34 m
(15,8;10,7; 7,3)

3 220,6 - 76,8 3,34 m 178,5 -

4 48,8 - 38,7 - 148,8 -

5 52,8 1,64 m 45,5 1,57 m 48,3 221 m

6 20,7 1,66 m 19,4 1,57 m; 1,63 m 253 1,57 m; 1,77 m
7 27,7 2,07m; 2,12 m 22,0 2,03 m 27,2 2,00m; 2,11 m
8 134,6 - 135,1 - 140,5 -

9 136,9 - 136,7 - 130,9 -

10 38,3 - 38,3 - 41,6 -

11 21,8 2,05m 27,4 2,06 m 22,4 1,99 m; 2,10 m
12 30,3 1,52 m; 1,83 m 28,1 1,38 m; 2,00 m 30,5 1,50 m; 1,87 m
13 48,8 - 45,8 - 46,8 -

14 494 - 50,8 - 50,4 -

15 43,9 1,30 m; 2,20 m 32,7 1,68 m 440 1,31 m; 2,20 m
16 77,9 4,05dd (8,6;6,2) 30,1 1,50 m; 1,60 m 77,7 4,06 dd (8,9; 6,3)
17 57,2 2,09 m 48,4 2,12 m 57,4 2,12 m

18 18,0 0,80 s 16,8 0,81s 18,1 0,83 s

19 19,1 1,10 s 19,7 1,01s 22,9 0,96 s

20 494 2,38 m 49,7 2,40td (11,0; 3,0) 48,9 241 m

21 181,0 - 177,5 - 180,3 -

22 32,1 1,74 m; 2,03 m 28,1 1,25 m; 1,63 m 31,9 1,77 m; 2,06 m
23 33,7 2,00 m; 2,09 m 32,9 1,97 m; 2,11 m 33,5 2,00 m; 2,07 m
24 157,1 - 156,9 - 156,8 -

25 35,2 2,26 m 35,2 2,23 sep (6,8) 35,1 2,28 sep (6,4)
26 22,4 1,03 d (6,0) 22,4 1,03 d (6,8) 22,5 1,03 d (6,4)

27 22,5 1,02 d (6,0) 22,5 1,02 d (6,8) 22,5 1,04 d (6.,4)

28 21,9 1,07 s 23,0 0,88 s 114,5 4,72 brs; 4,91 brs
29 26,9 1,08 s 28,9 0,95 s 23,6 1,78 s

30 25,7 1,13 s 24,8 0,93 s 26,6 1,19s

31 107,4 4,72 brs; 4,74 brs  107,5 4,70 brs; 4,76 brs  107,5 4,74 brs; 4,76 brs
21-

1' 95,9 5,49d (8,1)

2' 74,1 3,34m

3 78,6 3,41 m

4' 71,4 3,40 m

5 78,8 3,37 m

6' 62,8 3,71 m; 3,81 m

4 Metanol-d,

2.3.16.

Jedinjenje 16 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula C31H4gO4
dobijena je na osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H]- na m/z 483,3491 vrednosti, iz HR-
ESI-MS spektra. Na osnovu analize 'H i '>*C NMR spektralnih podataka (Tabela 16, Slike 36 i 37),
uocava se velika slicnost sa jedinjenjem 15. Jedina razlika je u odsustvu signala koji potice od
oksigenovane metinske grupe u polozaju C-16 (du 4,06 1 6c 77,7, kod jedinjenja 15), na osnovu cega
je utvrdeno da u 3,4-seco-lanostanskom skeletu izostaje hidroksilna grupa, Sto je u saglasnosti sa
dobijenom molekulskom formulom jedinjenja. Poredenjem eksperimentalnih i literaturnih podataka
zakljuceno je da jedinjenje 16 predstavlja 3,4-seco-24-metilen-3,21-lanost-8-ensku dikiselinu,

Odredivanje strukture 3,4-seco-24-metilen-3,21-lanost-8-enske dikiseline —
piptolinske Kiseline B (16)

poznatu kao piptolinska kiselina B, prethodno izolovanu iz ove gljive.”’
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Sllka 36. '"H NMR spektar (500 MHz, metanol-d,) Jedlnjenja 16.
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Slika 37. '3C NMR spektar (125 MHz, metanol-d,) i struktura Jedll’lj enja 16.

2.3.17. Odredivanje strukture ergosta-7,22-dien-34,5a,6f-triola — cerevisterola (17)

Jedinjenje 17 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula CisH4603
dobijena je na osnovu tumacenja NMR spektara. U 'H NMR spektru (Slika 38) na du 5,23; 5,22 i
5,27 uocavaju se signali olefinskih protona, nedefinisanog multipliciteta usled medusobnog
preklapanja, kao i signali oksigenovanih metinskih grupa na du 3,55 (brs) i 3,98 (m). U *C NMR
spektru (Slika 39) vidi se 28 signala (Tabela 16), Sto je dovelo do zakljucka da jedinjenje 17 nema
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lanostanski skelet. U 3C NMR spektru izostaju signali karbonilnih ugljenikovih atoma, tipi¢nih za
karboksilne grupe, ali se u oblasti dc 119,2-149,9 uocavaju Getiri signala sp>-ugljenikovih atoma. Na
0c 68,6; 74,41 77,1 javljaju se signali oksigenovanih ugljenikovih atoma. Daljom analizom 2D NMR
spektara (COSY, HSQC, HMBC i NOESY) zakljuc¢eno je da jedinjenje pripada klasi steroidinih
alkohola. Na osnovu poredenja eksperimentalnih i literaturnih podataka (prvi put izolovan iz kvasca
Saccharomyces cerevisiae'?") potvrdeno je da jedinjenje 17 predstavlja ergosta-7,22-dien-38,5a,64-
triol, poznat kao cerevisterol, prvi put izolovan iz F. betulina.
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Sllka 38. 1H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) Jedmj enja 17.
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Slika 39. 1°C NMR spektar (125 MHz, metanol-d,) i struktura jedinjenja 17.
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2.3.18. Odredivanje strukture lup-20(29)-en-34,28-diola — betulina (18)

Jedinjenje 18 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula C3oHsoO2
dobijena je na osnovu analize NMR podataka (Tabela 16). U '"H NMR spektru (Slika 40) uoc¢avaju
se signali na on 4,68 i 4,58 (oba d, J=1,8 Hz), koji poti¢u od egzometilenske A2°? dvostruke veze,
zatim signal oksigenovane metinske grupe na ou 3,19 (dd, J,=115, J>=4,8 Hz) i signali oksigenovane
metilenske grupe (H2-28) na on 3,34 1 3,80 (oba d, J=10,8 Hz). U 1*C NMR spektru (Slika 41) javlja
se ukupno 30 signala. Na dc 109,9 i 150,7 nalaze se signali sp>-ugljenikovih atoma, na osnovu kojih
je potvrdena jedna dvostruka veza u molekulu. Pored toga, na dc 60,8 1 79,2 su signali oksigenovanih
ugljenikovih atoma, §to je u saglasnosti sa prethodno opisanim signalima iz '"H NMR spektra. Na
osnovu poredenja prilozenih spektralnih i literaturnih podataka, utvrdeno je da jedinjenje 18
predstavlja lup-20(29)-en-34,28-diol, poznato kao betulin, pentacikli¢ni triterpen, ranije izolovan iz
ove gljive.’° Pretpostavka je da je betulin usvojen iz samog domadina ove gljive, breze (Betula alba),
posto je on dominantno jedinjenje u kori breze.
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Slika 40. '"H NMR spektar (500 MHz, hloroform-d) jedinjenja 18.
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Slika 41. '3C NMR spektar (125 MHz, hloroform-d) i struktura jedinjenja 18.
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Tabela 16. *C NMR (125 MHz) i '"H NMR (500 MHz) podaci za jedinjenja 16, 17 i 18.

C/H 16 17¢ 18°
oc Ou (J u HZ) Jc OH (J u HZ) Jc OH (J u HZ)
1 34,1 1,74 2H) m 232 1,58 2H) m 39,1 0,91 m; 1,66 m
2 30,7 1,97 m; 2,33 m 40,7 1,70 m; 2,09 m 27,6 1,58 2H) m
3 178,4 - 68,6 3,98 m 79,2 3,19dd (11,5;4,7)
4 147,6 - 31,9 1,45m; 1,79 m 38,9 -
5 48,4 2,20 m 77,1 - 55,5 0,69 d (9,6)
6 254 1,57 m; 1,77 m 74,4 3,55 brs 18,5 1,40 m; 1,53 m
7 28,1 1,40 m; 2,00 m 119,2 5,27 m 34,4 1,40 m
8 140,4 - 143.9 - 41,1 -
9 131,1 - 44,5 2,03 m 50,6 1,23 m; 1,27 m
10 41,7 - 38,3 - 37,5 -
11 22,9 1,98 m; 2,11 m 34,1 1,51 m; 1,62 m 21,0 1,21 m; 1,41 m
12 304 1,52 m; 1,75 m 40,9 1,35 m; 2,07 m 25,4 1,04 m; 1,64 m
13 454 - 44,9 - 37,4 1,65 m
14 51,8 - 56,0 1,96 m 429 -
15 31,8 1,29 m; 1,67 m 24,2 1,52 m; 1,59 m 27,3 -
16 272 2,05 m; 2,10 m 29,3 1,33 m; 1,76 m 29,4 1,21 m; 1,93 m
17 48,5 2,10 m 57,6 1,32 m 48,0 -
18 16,8 0,84s 12,9 0,64 s 48,0 2,39 m
19 23,0 0,97 s 19,0 1,06 s 49,0 1,58 m; 1,64 m
20 49,6 2,26 m 42,0 2,06 m 150,7 -
21  180,6 - 21,8 1,05 d (6,7) 30,0 -
22 325 1,62 m; 1,68 m 137,2 5,23 m 34,2 1,04 m; 1,86 m
23 333 2,00 (2H) m 1334 5,22 m 28,2 0,97 s
24 156,8 - 44,9 1,86 m 15,6 0,76 s
25 352 2,24 m 34,5 1,49 m 16,3 0,83 s
26 225 1,02 d (6,6) 20,6 0,86 d (6,8) 16,2 0,98 s
27 224 1,03 d (6,6) 20,2 0,85 d (6,8) 15,0 1,05 s
28 114,6 4,69 brs; 4,92 brs 18,4 0,94 d (6,8) 60,8 3,33.d (10,8); 3,80
d (10,8)
29 23,6 1,78 s 109.,9 4,58 d (2,0);4,68d
(2,0)
30 258 0,99 s 19,3 1,68 s

31 107,6 4,72 brs; 4,77, brs
4 Metanol-dy, * Hloroform-d

2.3.19. Odredivanje strukture 12a-hidroksi-3a-oksaliloksi-24-metilen-26-lanost-8-
enske Kiseline — poliporenske kiseline E (19)

Jedinjenje 19 izolovano je kao bela ¢vrsta supstanca. Molekulska formula, C33Hs007,
odredena je iz HR-ESI-MS spektra na osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z
557,3471 vrednosti. Na osnovu 'H i 1*C NMR podataka (Tabela 17) uo¢ava se velika sli¢nost sa
derivatima 24-metilen-26-lanost-8-enskih kiselina izolovanih iz ove i drugih gljiva opisanih u
literaturi. U "H NMR spektru (Slika 42) uocava se pet singleta na dn 0,65, 0,93, 0,96, 1,03, 1,12 i dva
dubleta na du 1,05 (J=6,6 Hz) i 1,24 (J=7,1 Hz) metil grupa, dublet na du 4,00 (J=8,0 Hz) i prosireni
singlet na ou 4,67 koji poticu od oksigenovanih metinskih grupa. Hemijsko pomeranje 1 multiplicitet
H-3 (6u 4,67, brs) odredeni su na osnovu korelacije H-3/H»-2 iz COSY spektra (Slika 44) i NOESY
korelacija H-3/H»-2, H3-28, H3-29 (Slika 47). Signal protona na Ju 4,00 (d, J/=8,0 Hz) definisan je
kao H-12f na osnovu korelacija H-12/H3-18, H3-19 korelacija u NOESY spektru, a uz pomo¢ COSY
korelacije H-12/H-11. U '*C i HSQC NMR spektrima (Slike 43 i 45) uocavaju se 33 signala, od kojih
31 odgovaraju ugljenicima iz lanostanskog skeleta. Preostala dva signala na dc 171,0 (C-1") i 174,0
(C-2") pripadaju 3a-O-acil supstituentu. Na osnovu ovoga, kao i masenog spektra, zakljueno je da
supstituent oksaliloksi grupa. Na osnovu korelacije H-3/C-1'u HMBC spektru (Slika 46) potvrden je
polozaj ove estarske grupe na C-3 atomu. Analizom NOESY spektra, na osnovu korelacija H-20/H3-
18, H-12p, H-125/H3-21 i H-17/H3-30 potvrdene su a-orijentacija H-17 1 p-orijentacija H-20.
Konfiguracija na C-25 nije odredena. Oksaliloksi grupa je jedinstven tip supstituenta na triterpenskom
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skeletu, po prvi put opisan u literaturi. Na osnovu svega navedenog zakljuceno je da jedinjenje 19
predstavlja 12a-hidroksi-3a-oksaliloksi-24-metilen-26-lanost-8-ensku  kiselinu, novi prirodni
proizvod nazvan poliporenska kiselina E.
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Slika 42. '"H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 19.
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Slika 43. 3C NMR spektar (125 MHz, metanol-d,) i struktura jedinjenja 19.
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Slika 44. COSY (metanol-d,) spektar jedinjenja 19.
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Slika 45. HSQC (metanol-dy) spektar jedinjenja 19.
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Slika 46. HMBC korelacije 1 spektar (metanol-d4) jedinjenja 19.
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Slika 47. NOESY korelacije 1 spektar (metanol-d,) jedinjenja 19.

2.3.20. Odredivanje strukture 12a-hidroksi-3a-(2'-O-metil-oksaliloksi)-24-metilen-26-
lanost-8-enske Kiseline — poliporenske Kiseline F (20)

Jedinjenje 20 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Na osnovu molekulskog jona
[M+HCOO] na m/z 617,3689 vrednosti odredena je molekulska formula C3sHs207. Molekulska
formula je potvrdena i na osnovu deprotonovanog molekulskog jona dobijenog primenom APCI
tehnike jonizacije, [M-H] na m/z 571,3640. Analizom 'H i '*C NMR podataka (Tabela 17) uocava
se velika sli¢nost sa jedinjenjem 19. Za razliku od jedinjenja 19, u NMR spektrima jedinjenja 20
(Slike 48-53) nalazi se dodatni signal na du 3,71 i dc 53,0, koji poticu od metoksi grupe Hz-3'. U
HMBC spektru (Slika 52) uocava se korelacija H3-3'/C-2', na osnovu ¢ega je utvrdeno da je suptituent
2'-O-metil-oksaliloksi grupa, koji se nalazi u C-3 polozaju. Nakon dekonvolucije IR spektra (Slika
54) jedinjenja 20 uocdavaju se tri trake koje poti¢u od C=0 valencionih vibracija na 1751, 1732 cm’!
(oksalatni estar) i 1708 cm™ (karboksilna kiselna), $to je u saglasnosti sa prethodnom pretpostavkom.
Korelacije navedene za jedinjenje 19, prisutne su i u spektrima jedinjenja 20, na osnovu ¢ega je
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odredana struktura i stereohemija molekula. Korelacija H3-3'/H-30 iz NOESY spektra (Slika 53) i
oblik signala H-3 (proSireni singlet) jasno ukazuju na a-orijentacija supstituenta. Na osnovu svega
navedenog, zakljucuje se da jedinjenja 20 predstavlja 12a-hidroksi-3a-(2'-O-metil-oksaliloksi)-24-
metilen-26-lanost-8-ensku kiselinu, novi prirodni proizvod nazvan poliporenska kiselina F. Vazno je
istaci, da je ovo drugi primer prirodnog triterpena sa 2'-O-metil-oksaliloksi supstituentom. Prvi primer
je jedinjenje izolovano iz gljive Perenniporia maackiae.'*
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Slika 48. 'H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 20.
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Slika 50. COSY spektar (metanol-dy) jedinjenja 20.
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Slika 54. Proizvod dekonvolucije FTIR spektra jedinjenja 20 (plavom bojom prikazan je originalni
spektar, crvenom rezultujuci spektar proizvoda dekonvolucije i zelenom pojedinacni signali nakon
dekonvolucije).

2.3.21. Odredivanje strukture 12a-hidroksi-24-metilen-3-0kso-26-lanost-8-enske
kiseline — poliporenske kiseline G (21)

Jedinjenje 21, bela kristalna supstanca, ima molekulsku formulu C;3iHs04, dobijenu na
osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 485,3479 vrednosti, iz HR-ESI-MS spektra.
Na osnovu analize 'H i '>*C NMR spektara (Tabela 16, Slike 55 i 56) uoc¢ava se sli¢an oblik i raspored
signala kao kod jedinjenja 19 i 20, pa je zakljuCeno da i jedinjenje 21 pripada grupi 24-metilen-26-
lanost-8-enskih kiselina, $to je u saglasnosti sa korelacijama iz 2D NMR spektara (Slike 57-60). Za
razliku od jedinjenja 19 i 20, u '*C spektru prisutan je signal na dc 220,6 tipican za keto grupu, a
izostaju signali estarskih karbonilnih ugljenika iz 3a-O-acil grupe, kao i signal H-3 koji se javlja kod
ovih derivata. Korelacije H>-2, Ho-1, H3-28, H3-29/C-3 u HMBC spektru (Slika 59) ukazuju na 3-
keto grupu. Hemijsko pomeranje oksimetinskog protona na oc 4,01 (d, J/=7,8 Hz), korelacije H-12/C-
9, C-13, C-14, C-18 u HMBC spektru, kao 1 korelacije H-124/H-11, H3-18 1 H3-21 u NOESY spektru
(Slika 60) dovode do zakljucka o 12a-hidroksi supstituciji. Na osnovu svega navedenog zakljuceno
je da jedinjenje 21 predstavlja 12a-hidroksi-24-metilen-3-okso-26-lanost-8-ensku kiselinu, novi
prirodni proizvod nazvan poliporenska kiselina G.
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Slika 56. '3C NMR spektar (125 MHz, metanol-dy) i struktura jedinjenja 21.
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Slika 58. HSQC spektar (metanol-dy) jedinjenja 21.
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Tabela 17. *C NMR (125 MHz) i '"H NMR (500 MHz) podaci za jedinjenja 19, 20 i 21.

19¢ 20¢ 21¢

C/H oc ou (Ju Hz) oc ou (Ju Hz) Jc ou (Ju Hz)

1 31,9 1,52-1,56 2H) m 31,9 1,52-1,56 H)m 37,1 1,67 m; 2,03 m
2 24,3 1,73 m; 1,92 m 242 1,70 m; 1,97 m 35,6 2,44 m; 2,61 m
3 79,9 4,67 brs 79,9 4,69dd (3,6;2,0)0 220,6 -
4 38,1 - 38,1 - 48,9*% -
5 46,8 1,59 m 46,9 1,55m 52,8 1,67 m
6 19,3 1,55 m; 1,66 m 19,3 1,55m; 1,67 m 20,7 1,65-1,69 2H) m
7 27,2 2,06-2,10 2H) m 27,3 2,08-2,11QH)m 27,5 2,07m; 2,12 m
8 136,2 - 136,4 - 1374 -
9 134,7 - 134,6 - 1332 -

10 38,0 - 38,1 - 38,1 -

11 344 2,10 m; 2,61 m 345 2,10 m; 2,64 m 34,6 2,09 m; 2,68 m
12 73,9 4,00d (8,0) 73,8 4,00d (8,0) 73,7 4,01d (8,0)

13 50,8 - 50,7 - 50,8 -

14 50,9 - 509 - 51,0 -

15 334 1,16 m; 1,67 m 334  1,17m; 1,70 m 33,5 1,20m; 1,71 m
16 29,2 1,34 m; 2,03 m 29,1 1,36 m; 2,03 m 29,1 1,37 m; 2,04 m
17 442 2,23 m 440 224m 440 2,24 m

18 16,8 0,65s 17,1 0,665 17,2 0,67 s

19 19.4 1,03 s 192  1,04s 19,0 1,11s
20 37,9 1,40 m 37,8 1,42m 37,8 1,43 m
21 18,2 1,05 d (6,6) 18,0  1,06d (6,6) 18,1 1,05 d (6,6)
22 35,8 1,23 m; 1,66 m 35,8 1,27 m; 1,65 m 35,8 1,26 m; 1,65 m
23 33,5 2,05m;2.24m 33,1 2,04m;224m 33,1 2,04 m; 2,24 m
24 152,3 - 150,9 - 151,0 -
25 49.4*%  3,06q(7,1) 46,9 3,14q(7,1) 47,1 3,12q(7,1)
26 182,1 - 178,8 - 179,0 -
27 17,5 1,24d (7,1) 17,0  1,27d(7,1) 17,1 1,26 d (7,1)
28 28,4 0,93 s 28,3 090s 27,0 1,09 s
29 22,5 0,96 s 222  097s 21,8 1,08 s
30 25,4 1,12s 254  1,12s 25,4 1,11s
31 109,6 4,81d(2,0);4,89d 111,2  4,90d (2,0); 4,93 111,1 4,89 brs; 4,93 brs

(2,0) d(2,0)

3-

1 171,0 - 167,9 -
2! 174,0 - 169,1 -
3 53,1 3,72s

“Metanol-dy, *ocitan iz HSQC spektra

2.3.22. Odredivanje strukture 3a-hidroksi-24-metilen-12-o0kso-26-lanost-8-enske
kiseline — poliporenske kiseline H (22)

Jedinjenje 22 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Na osnovu protonovanog
molekulskog jona [M+H]" na m/z 485,3643 vrednosti, odredena je molekulska formula C3;HasOs4.
Analizom 'H i 3C NMR podataka (Tabela 18, Slike 61 i 62) i velike sli¢nosti sa spektrima prethodno
opisanih jedinjenja (19-21) zakljuceno je da jedinjenje 22 pripada grupi derivata 24-metilen-26-
lanost-8-enske kiseline. U "H NMR spektru (Slika 61) uocava se signal oksimetinskog protona na du
3,37 brs, potvrden na osnovu analize HSQC spektra (Slika 64). Njegov polozaj, H-3, je definisan
COSY korelacijama H-3/H>-2 (Slika 63), kao i HMBC korelacijama H-3/C-1, C-5 (Slika 65). Na
osnovu multipliciteta signala H-3 1 NOESY korelacija H-3/H»-2, H3-28, H3z-29 (Slika 66)
identifikovana je 3a-hidroksi supstitucija. U '3C NMR spektru postoji signal keto grupe na dc 215,6.
HMBC korelacije H-11, H3-18/C-12 (Slika 65) ukazuju da je keto grupa u C-12 polozaju, kao kod
prethodno opisanog poznatog jedinjenja 1 (palustrinske kiseline F). Utvrdujeno je da jedinjenje 22
predstavlja 3a-hidroksi-24-metilen-12-okso-26-lanost-8-ensku kiselinu, jedinjenje koje do sada nije
opisano u literaturi, nazvano poliporenska kiselina H.

75



—4.88

27

T T T T T
2.0 15 1.0 ppm

5.10 4l5 4l0 3]5 3.0 25
Slika 61. "H NMR spektar (500 MHz, metanol-d.) jedinjenja 22.
| Y NGy

20 1628 7
5 10 30
25 1 17 11 4 22 23 1 15 29 21 18
.J.LLLIJ.{ . l ¥ a....l;..m.; ™ u..Jlu.na .hnﬂ-,u uﬂl Li. u.uu.mjmu

WYY I‘.A.A
455 4‘0 r IIS ppm
31 3
12 2% 24 98 ,J 43
" —eieid b e L
T T T T T T T T T
80 70 60 50 40 30 20 10

I T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

Slika 62. '>*C NMR spektar (125 MHz, metanol-dy) i struktura jedinjenja 22
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Slika 63. COSY spektar (metanol-dy) jedinjenja 22.
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Slika 64. HSQC spektar (metanol-dy) jedinjenja 22.
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Slika 65. HMBC korelacije i spektar (metanol-d,) jedinjenja 22.
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Slika 66. NOESY korelacije i spektar (metanol-ds) jedinjenja 22.

2.3.23. Odredivanje strukture 21-hidroksi-3a-(5'-O-metil-3'-hidroksi-3'-
metilglutariloksi)-24-metilen-26-lanost-8-enske kiseline — poliporenske kiseline I (23)

Jedinjenje 23 izolovano je kao bela kristalna supstanca. U HR-ESI-MS spektru, na osnovu
protonovanog molekulskog jona [M+H]" na m/z 645,4374 vrednosti dobijena je molekulska formula
C3sHe0Os. NMR podaci jedinjenja 23 (Tabela 18, Slike 67-72) su vrlo slicni NMR podacima
poznatog jedinjenja 1 (palustrinska kiselina F). Na osnovu svih podataka zakljuc¢eno je da se radi o
derivatu 24-metilen-26-lanost-8-enske kiseline. Dublet sekundarnog metila (H3-21), koji se javlja u
'"H NMR spektru jedinjenja 1, u spektru jedinjenja 23 zamenjen je signalima diasterotopne
oksimetilenske grupe (H>-21) na du 3,54 (dd, J,=11,0; J>= 5,0 Hz) i 3,73 (dd, J;=11,0; J>= 2,3 Hz)
(Slika 67). Pored toga, u 'H NMR spektru jedinjenja 23 uocavaju se i signali oksimetinske grupe na
On 4,68 (prosireni singlet) i signal metoksi grupe na du 3,67. U '3C NMR spektru (Slika 68) javljaju
se dva signala estarskih (dc 172,5 1 173,2) i kiselinskih karbonilnih ugljenika (oc 180,6). HMBC
korelacije H3-6'/C-5' (6c 173,2) ukazuju na 5-O-metil-3-hidroksi-3-metilglutariloksi jedinicu. Da se
ovaj suspstituent nalazi u polozaju C-3, utvrdeno je na osnovu HMBC korelacije H-3 sa karbonilnim
ugljenikom iz estarskog bo¢nog niza (dc 172,5, C-1') (Slika 71). Na osnovu korelacija H»-21/H-20 iz
COSY spektra (Slika 69), kao 1 H»-21/C-17, C-20, C-22 korelacija iz HMBC spektra dokazan je
polozaj oksigenovane metilenske grupe (C-21). Znacajne korelacije iz NOESY spektra: H-20/H3-18,

79



mnogo jace od Hz-21/H3-18 korelacija, zajedno sa H»-21/H>-12, H-17/H2-21 1 H3-30 korelacijama
(Slika 72) potvrdile su a-orijentaciju H-17 1 p-orijentaciju H-20. Oblik H-3 signala je tipican za 3/-
H relativnu konfiguraciju, $to je dodatno potvrdeno H-3/H»-2, H3-28, H3-29 NOESY korelacijama.
Na osnovu svega navedenog zakljuceno je da jedinjenje 23 predstavlja 21-hidroksi-3a-(5'-O-metil-
3'-hidroksi-3'-metilglutariloksi)-24-metilen-26-lanost-8-ensku  kiselinu, jedinjenje po prvi put
opisano u literaturi, nazvano poliporenska kiselina I.
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Slika 67. '"H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 23.
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Slika 68. 3°C NMR spektar (125 MHz, metanol-d,) i struktura jedinjenja 23.
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Slika 70. HSQC spektar (metanol-dy) jedinjenja 23.
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Slika 71. HMBC korelacije i spektar (metanol-d,) jedinjenja 23.
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Slika 72. NOESY korelacije i spektar (metanol-ds) jedinjenja 23.

2.3.24. Odredivanje strukture 7a,16a-dihidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-enske
kiseline — poliporenske Kkiseline J (24)

Jedinjenje 24 izolovano je kao bela amorfna supstanca. Deprotonovani molekulski jon [M-H]
na m/z 499,3441 vrednosti iz HR-ESI-MS spektra, odgovara molekulskoj formuli C31H4s05. NMR
spektri jedinjenja 24 ('H, '3C, 2D NMR, Slike 73-78) su tipi¢ni za lanostanski skelet, sa velikom
sli¢no§éu sa spektrima derivata 24-metilen-21-lanost-8-enske kiseline (jedinjenja 10-14). U 'H NMR
spektru (Slika 73) uocava se pet singleta (oun 0,72; 1,04; 1,05; 1,111 1,27) i dva dubleta (o 1,021 1,03
(oba d, J=6,4 Hz)), koji poticu od metil grupa. Na osnovu hemijskih pomeranja i HSQC korelacija
identifikovane su dve oksigenovane metinske grupe, H-16 na ou 4,08 (dd, J;=8,7; J>= 6,3 Hz) i H-7
ou 4,14 (prosireni singlet), a COSY korelacije H-7/H»-6 1 H-16/H»-15, H-17 (Slika 75) i HMBC
korelacije H-7/C-5, C-8, C-9 i H-16/C-17, C-14 (Slika 77) ukazuju na njihov polozaj. U *C NMR
spektru identifikovani su signali 21-kiselinskog (dc 180,4) i 3-keto ugljenika (dc 220,4) (Slika 74).
Njihov polozaj je odreden na osnovu korelacija H-17, H-20, H-22/C-21 1 H»-2, H»>-1, H3-28 1 H3-
29/C-3 iz HMBC spektra (Slika 77). Relativne konfiguracije 7a-OH, 16a-OH, 17a-H i 21a-COOH
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baziraju su na NOESY korelacijama: H-7/H3-18, H-150, H-16/H3-18, H-15a, H>-22, H-17/H3-30 i
H-20/H-16, H3-18, redom (Slika 78). Poredenja radi, hemijsko pomeranje ugljenika C-20 (dc 49,4)
se slaze sa hemijskim pomeranjem istog atoma ugljenika u drugim prirodnim lanostanima sa a-
orijentisanom karboksilnom grupom u istom polozaju (dc > 48,3).** Na osnovi svega navedenog,
zakljucuje se da je jedinjenje 24 7a,160a-dihidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-enska kiselina,
jedinjenje koje do sada nije opisano u literaturi, nazvano poliporenska kiselina J.
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Slika 74. 3C NMR spektar (125 MHz, sme$a metanol-dy i hloroform-d) jedinjenja 24.
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Slika 75. COSY spektar (smeSa metanol-dy 1 hloroform-d) jedinjenja 24.
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Slika 76. HSQC spektar (smeSa metanol-d« 1 hloroform-d) jedinjenja 24.
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Slika 78. NOESY korelacije i spektar (smeSa metanol-ds i hloroform-d) jedinjenja 24.
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Tabela 18. *C NMR (125 MHz) i '"H NMR (500 MHz) podaci za jedinjenja 22, 23 i 24.

224 234 240
C/H oc ou (Ju Hz) Jc Jou (Ju Hz) Jc ou (Ju Hz)
1 31,4  1,58-1,63 2H) m 32,2 1,52-1,56 2H) m 36,6 1,67 m; 1,99 m
2 26,8 1,61 m; 1,98 m 24,4 1,67 m; 1,96 m 35,5 2,46 ddd (16,1; 7,6; 3,7)
2,60 ddd (16,1;9,0; 7,5)
3 76,6 3,37 brs 80,1 4,68 brs 2204 -
4 38,7 - 37,9 - 39,1 -
5 45,5 1,60 m 47,0 1,60, m 46,2 2,07 m
6 192 1,61m; 1,71 m 19,3 1,56 m; 1,65 m 31,2 1,65 m; 1,80 m
7 272 2,09m;2,18m 27,3 2,08-2,12 (2H) m 67,5 4,14 brs
8 136,4 135,8 - 138,1 -
9 137,0 - 136,2 - 140,1 -
10 382 - 38,2 - 48,0 -
11 41,1  2,67m; 3,02 m 22,2 2,08-2,12 (2H) m 21,6 2,07-2,11 2H) m
12 215,6 - 31,8 1,66 m; 1,86 m 30,4 1,47 m; 1,85 m
13 56,0 - 45,8 - 47,5 -
14 61,0 - 51,3 - 49,6* -
15 31,2 1,37m; 1,90 m 32,0 1,25 m; 1,66 m 429 1,61 m; 2,30 m
16 28,9 144m;2,05m 28,7 1,43 m; 1,98 m 77,9 4,08 dd (8,7; 6,3)
17 43,8 2,18 m 45,7 1,90 m 57,7 2,13 m
18 13,2 1,11s 16,8 0,78 s 18,1 0,72 s
19 19,5 1,12s 19,6 1,06 s 17,6 1,04 s
20 379 1,33m 443 1,52 m 494* 241m
21 19,8 0,88d(6,4) 62,8 3,54 dd (11,0; 5,0) 180,4 -
3,73dd (11,0; 2,3)
22 35,5 1,26 m; 1,66 m 29,2 1,53 m; 1,66 m 32,0 1,77 m; 2,05 m
23 33,2 2,04m;223m 32,8 2,09m; 2,22 m 33,6 1,99 m; 2,06 m
24 150,8 - 151,6 - 156,8 -
25 47,1  3,12m 48,1 3,11 q(7,1) 35,1 2,27 sep (6,4)
26 1790 - 180,6 - 22,4 1,03 d (6,4)
27 17,0 1,274 (7,1) 17,3 1,27d (7,1) 22,5 1,02 d (6,4)
28 28,9 098s 28,5 0,90 s 26,9 1,11s
29 22,8 0,90s 22,4 0,97 s 21,9 1,05s
30 245 0,79 s 25,0 0,96 s 27,2 1,27 s
31 111,2 4,88 brs; 4,92 brs 110,5 4,88 brs; 4,92 brs 107,5 4,74 brs; 4,76 brs
3-
1’ 172,5 -
2/ 46,1 2,67-2,72 (2H) m
3’ 71,0 -
4’ 46,6 2,67-2,72 2H) m
5 173,2 -
6’ 52,1 3,67 s
7' 28,2 1,37 s

“Metanol-ds, “Metanol-d, i hloroform-d, *o¢itan iz HSQC spektra

2.3.25. Odredivanje strukture 16a-hidroksi-7a-metoksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-
enske Kiseline — poliporenske Kiseline K (25)

Jedinjenje 25 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Na osnovu deprotonovanog
molekulskog jona [M-H] na m/z 513,3597 vrednosti iz HR-ESI-MS spektra odredena je molekulska
formula C32Hs0Os. Poredenjem NMR podataka (Tabela 19, Slike 79-84) utvrden je isti tip
lanostanskog skeleta, broj i raspored kiseoni¢nih funkcionalnih grupa kao kod jedinjenja 24, prisustvo
keto grupe (dc 220,9) i dve oksimetinske grupe (du 3,68 1 4,07). Razliku ¢ini pojava signala
oksigenovane metil grupe (du 3,33 s, dc 56,3), koja je asignirana kao metoksi grupa u polozaju C-7,
na osnovu korelacija 7-OCH3/C-7 (oc 78,0) 1 H-7 (ou 3,68)/7-OCH3, C-5, C-8 1 C-9 u HMBC spektru
(Slika 83). Dodatna potvrda dobijena je i na osnovu COSY korelacija H-7/H»-6, H-11 (Slika 81).
Relativna konfiguracija 75-H odredena je na osnovu korelacija H-7/H»-6, H>-15 1 H3-18 1 7-OCH3/H3-
30 iz NOESY spektra (Slika 84), dok je relativna konfiguracija atoma C-17 i C-20 odredena na isti
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nacin kao kod jedinjenja 24. Veoma slican multiplicitet i hemijsko pomeranje preostale oksimetinske
grupe (ou 4,07 dd, oc 78,1) ukazuju na isti 16a-OH polozaj, $to je utvrdeno na osnovu COSY
korelacija H-16/H»-15, H-17 i NOESY korelacija H-16/H-20, H3-18. Polozaj keto grupe je definisan
na osnovu korelacija Hz-1, H>-2, H3-28, H3-29/C-3 u HMBC spektru (Slika 83). Slicno kao kod
jedinjenja 24, hemijsko pomeranje C-20 (éc 50,4) je u saglasnosti sa a-orijentacijom COOH grupe.**
Na osnovu spektralnih podataka, zakljucuje se da jedinjenje 25 predstavlja 16a-hidroksi-7a-metoksi-
24-metilen-3-okso-21-lanost-8-ensku kiselinu, jedinjenje koje do sada nije opisano u literaturi,
nazvano pohporenska k1sehna K.
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Sllka 79. 'H NMR spektar (500 MHZ metanol- d4) Jedll’lj enja 25.
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Slika 80. 1°C NMR spektar (125 MHz, metanol-d,) i struktura jedinjenja 25.
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Slika 84. NOESY korelacije 1 spektar (metanol-d,) jedinjenja 25.

2.3.26. Odredivanje strukture 16a-26-dihidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-enske
kiseline — poliporenske Kkiseline L (26)

Molekulska formula C31Hs30s jedinjenja 26, bele kristalne supstance, odredena je na osnovu
deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 501,3592 vrednosti iz HR-ESI-MS spektra.
Sli¢nost NMR podataka (Tabela 19, Slike 85-90) sa jedinjenjima 24 i 25 (Tabele 18 i 19) ukazuje
na isti tip 24-metilen-3-okso-21-lanost-8-enske kiseline sa dve hidroksilne grupe. Proton
oksigenovane metinske grupe na ou 4,06 (dd, J;=9,0; J>=6,7 Hz), ima gotovo identi¢an multiplicitet
1 hemijsko pomeranje kao i H-16f u jedinjenjima 24 i 25 S§to je ukazalo na 16a-hidroksilaciju kod
jedinjenja 26. Ovo je utvrdeno i COSY korelacijama H-16/H-15 (ou 2,20) 1 H-17 (on 2,10) (Slika 87)
1 HMBC korelacijama H-16/C-14 (dc 49,4) i C-17 (dc 57,2) (Slika 89). NOESY korelacije H-16/H3-
18, H>-15 1 H-20 potvrduju 16a-OH relativnu konfiguraciju (Slika 90). Dublet metila (H3-26), koji
se javlja u 'H NMR spektrima jedinjenja 24 i 25 na du 1,03 (kod oba jedinjenja), u spektru jedinjenja
26 zamenjen je signalima diasterotopne oksimetilenske grupe (H»-26) (ou 3,50, dd, J;=10,8; J>=7,1
Hz i 6n 3,40, dd, J,=10,8; J>=5,9 Hz). COSY korelacije ove metilenske grupe sa H-25 protonom (du
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2,25 m) i H-25/H-27 korelacije, kao i HMBC korelacije H2-26/C-24 (dc 152,4), C-27 (oc 17,2) 1 C-
25 (oc 43,2) potvrdile su prisustvo C(26)H>-OH grupe. Relativne konfiguracije C-17 1 C-20 su
identi¢ne kao i kod jedinjenja 24 i 25, Sto je utvrdeno na osnovu istih korelacija iz NOESY spektra
(Slika 90), dok C-25 relativna konfiguracija nije definisana. Na osnovu svih navedenih Cinjenica,
zakljuCuje se da jedinjenje 26 predstavlja 16a-26-dihidroksi-24-metilen-3-okso-21-lanost-8-ensku
kiselinu, jedinjenje kOJe do sada n1Je oplsano u literaturi, nazvano pohporenska kiselina L.

o cens oo NhcomoarvdoaredonTno nH@enndo
oo neTTm IO e 3 o

T/ S

. W \\\\\\\\\\\W//////W ]

26

31 o N\

., o}

4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Slika 85. '"H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 26.
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Slika 86. '3C NMR spektar (125 MHz, metanol-dy) i struktura jedinjenja 26.
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Slika 89. HMBC korelacije 1 spektar (metanol-ds) jedinjenja 26.
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Slika 90. NOESY korelacije i spektar (metanol-ds) jedinjenja 26.

2.3.27. Odredivanje strukture 21-O-#-D-glukopiranozida 24-metilen-3-okso-21-lanost-
8-enske Kkiseline — fomitozida L (27)

Molekulska formula jedinjenja 27, C37HssOs, dobijena je iz HR-ESI-MS spektra na osnovu
deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 629,4011 vrednosti. U '*C NMR spektru (Slika 92)
prisutno je 37 signala razli¢itih ugljenika, tipi¢nih za triterpenske glikozide (Tabela 19). Signali keto
(dc 220,6) i estarskog (dc 177,4) karbonilnog ugljenika, kao i ugljenici tetrasupstituisane (dc 135,0 1
136,4) i terminalne (dc 156,91 107,5) dvostruke veze ukazali su na osnovni skelet 24-metilen-3-okso-
21-lanost-8-enske kiseline, kao kod jedinjenja 24-26, $to je potvrdeno analizom 1D i 2D NMR
spektara (Slike 91-96). Sest signala u oblasti dc 60-100 ppm i signali anomernog protona na oy 5,49
(d, J=8,1 Hz), oksimetilenske grupe na dn 3,70 (dd, J;=11,8; J>=2,5 Hz) 1 3,81 (brd, J=11,8 Hz) i
Cetiri oksimetinskih grupa na Ju 3,3-3,5 ppm ukazuju na f-D-glukopiranozil jedinicu (Slika 91).
Kiselom hidrolizom jedinjenja 27 dobijena je p-D-glukoza, koja je identifikovana HPLC
hromatografijom, na osnovu poredenja retencionih vremena sa analitickim standardom S-D-glukoze.
Na osnovu HMBC korelacije anomernog protona (H-1', du 5,49) sa estarskim karbonilom (C-21, dc
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177,4) odredeno je C-21 mesto O-glikozilacije. Relativne konfiguracije C-17 1 C-20 su iste kao kod
prethodno opisanih jedinjenja 24-26, Sto je utvrdeno na osnovu NOESY korelacija H-17/H3-30 1 H-
20/H3-18 (Slika 96). Hemijsko pomeranje C-20 (dc 49,1) veoma je sli¢no kao kod fomitozida K (dc
48,8), sli¢nog lanostanskog glikozida sa a-orijentacijom karboksilne grupe.'?® Na osnovu svega
navedenog utvrdeno je da je jedinjenje 27 21-O-f-D-glukopiranozid 24-metilen-3-okso-21-lanost-8-
enske kiseline, jedinjenje koje do sada nije opisano u literaturi i nazvano je fomitozid L. Jedinjenje
27 predstavlja prvi primer izolovanog triterpenskog glikozida iz gljive F. betulina.
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Slika 91. 1H NMR spektar (500 MHz, metanol- d4) ]edlnj enja 27.
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Slika 92. 3C NMR spektar (125 MHz, metanol-d,) i struktura jedinjenja 27.
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Slika 96. NOESY korelacije 1 spektar (metanol-d,) jedinjenja 27.
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Tabela 19. *C NMR (125 MHz) i '"H NMR (500 MHz) podaci za jedinjenja 25, 26 i 27.

255 26° 27¢

C/H dc Ju (Ju Hz) Jc ou (Ju Hz) oc ou (Ju Hz)

1 36,8 1,61 m; 2,00 m 37,1 1,64 m; 2,01 m 37,5 1,61 m; 2,01 m
2 35,5 2,42 ddd (16,1;7,1;3,7) 35,5 240m 356 2,40m

2,60 ddd (16,1; 9,2; 7,3) 2,60 ddd (16,1; 9,8; 7,3) 2,60 ddd (15,9;9,7; 7,3)

3 2209 - 220,5 - 220,6 -
4 39,2 - 380 - 48,5 -

5 47,0 1,90 m 52,5 1,65m 52,8  1,60m

6 24,5 1,56 m; 1,90 m 20,4  1,63-1,68 2H) m 20,7  1,64-1,67 2H) m
7 78,0 3,68 brd 27,4 2,10-2,13 2H) m 27,6  2,10-2,14 2H) m
8 137,0 - 136,6 - 136,4 -

9 141,0 - 134,3 - 135,0 -

10 48,1 - 48,5 - 383 -

11 21,7 2,07-2,11 2H) m 21,6 2,04-2,06 2H) m 22,1  2,02-2,06 2H) m
12 30,4 1,54 m;1,85 m 30,1 1,48 m; 1,82 m 30,1 1,54 m; 1,62 m
13 47,6 - 46,8 - 458 -

14 49.4*% - 49,4% - 509 -

15 432 1,45 m; 2,30 m 436 1,31m;220m 31,8 1,28 m; 1,68 m
16 78,1 4,07 dd (8,7; 6,7) 77,6 4,06 m 28,1 1,42m; 2,01l m
17 57,8 2,12 m 572  2,10m 48,5 2,14m

18 18,1 0,73 s 180 0,79s 16,9 0,83s

19 17,5 1,07 s 19,1 1,11s 192  1,12s
20 50,4 2,34 m 48,7 241 m 49,1* 241m
21 180,0 - 180,3 - 1774 -
22 32,2 1,75 m; 2,00 m 31,5 1,78 m; 2,04 m 32,7 1,67m; 1,72 m
23 33,8 2,00 m; 2,10 m 33,9  2,02-2,06 2H) m 329  1,98m;2,10m
24 1573 - 1524 - 156,9 -
25 352 227m 432 228 m 351 2,23 sep (6,4)
26 22,4 1,03 d (4,9) 67,2 3,35m 224 1,03d(6,4)

3,56 dd (10,8; 5,9)

27 22,5 1,03 d (4,9) 17,2 1,06 d (6,4) 22,5 1,01 d (6,4)
28 26,8 1,09 s 26,8 1,11s 26,9 1,08s
29 22,0 1,09 s 21,8 1,08s 21,9  1,07s

30 27,2 1,23 s 25,6 1,13s 249  0,94s

31 107,2 4,74 brs; 4,74 brs 110,1 4,80 brs; 4,87 brs 107,5 4,70 brs; 4,76 brs
7- 56,3 3,33 s
OMe
21-
OGlc

1 95,9 5,49d(8,1)
2! 74,1  3,35m

3 78,6 3,41m
4 71,3 3,39m

5 78,8  3,37m

6' 62,9 3,70dd (11,8;2,5)

3,81d(11,8)

“Metanol-d,, “Metanol-d, i hloroform-d, *o¢itan iz HSQC spektra

metilen-21-lanost-8-enske kiseline — fomitozida M (28)

Jedinjenje 28, bela kristalna supstanca, ima molekulsku formulu C39Hs2010 dobijenu na osnovu
protonovanog molekulskog jona [M+H]" na m/z 691,4287 vrednosti iz HR-ESI-MS spektra. Na
osnovu analize 'H i 3C NMR podataka (Slike 97 i 98, Tabela 20) ustanovljena je velika sli¢nost sa
prethodno opisanim jedinjenjem 27. Pored 37 signala iz '*C NMR spektra, koji poti¢u od
triterpenskog glikozida, uocavaju se dva dodatna signala na oc 21,3 1 173,0 ppm, tipi¢na za acetat.
Osim toga, izostaje signal keto grupe (dc 220,6 ppm kod jedinjenja 27), a uocavaju se dva signala
oksigenovanih ugljenikovih atoma na dc 77,7 i 82,6 (Slika 100). U 'H NMR spektru, prisutan je i
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2.3.28. Odredivanje strukture 21-0-#-D-glukopiranozida 3f-acetoksi-16a-hidroksi-24-



singlet metil grupe na ou 2,03 (H-2"), ¢ija HMBC korelacija sa estarskim karbonilom na dc 173,0
(Slika 101), potvrduje prisustvo acetatne grupe. Na osnovu HMBC korelacija H-3/C-1" (Slika 101),
kao 1 COSY korelacije H-3/H-2 (Slika 99), odreden je 3-OAc polozaj supstituenta. Hemijsko
pomeranje 1 multiplicitet H-3 protona (ou 4,45, dd, J;=8,6; J>=7,5 Hz) je tipiCan za 35-OAc
konfiguraciju. Signal iz oksimetinske grupe (du 4,06, dd, J;=9,0; J>=6,4 Hz; oc 77,7 ppm) odgovara
160a-hidroksilaciji kao kod jedinjenja 21 i1 25-27. Polozaj 16a-OH je potvrden na osnovu HMBC
korelacija H-16/C-15 1 C-20, H-17/C-16 (Slika 101) i NOESY korelacija H-16/H3-18, H-20 (Slika
102). Estarska veza glukoze (kao kod jedinjenja 27) sa C-21 atomom utvrdena je na osnovu korelacije
H-1'(0u 5,48, d, J=8,1 Hz) sa C-21 (dc 177,2) iz HMBC spektra. Kao secerna jedinica identifikovana
je p-D-glukoza, poredenjem retencionih vremena u HPLC hromatogramu, proizvoda dobijenog
nakon hidrolize jedinjenja 28 sa analitickim standardom f-D-glukoze. Na osnovu svega navedenog
zakljucuje se da jedinjenje 28 predstavlja 21-O-f-D-glukopiranozid 3f-acetoksi-16a-hidroksi-24-
metilen-21-lanost-8-enske kiseline, triterpenski glikozid, koji do sada nije opisan u literaturi, nazvan
fomitozid M.
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Slika 97. 'H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 28.
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Slika 98. '3C NMR spektar (125 MHz, metanol-dy) i struktura jedinjenja 28.
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Slika 99. COSY spektar (metanol-dy) jedinjenja 28.
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Slika 101. HMBC korelacije i spektar (metanol-dy) jedinjenja 28.
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Slika 102. NOESY korelacije i spektar(metanol-d,) jedinjenja 28.

2.3.29. Odredivanje strukture 21-0-f-D-glukopiranozida 16a-hidroksi-3a-(5'-O-metil-
3'-hidroksi-3'-metilglutariloksi)-24-metilen-21-lanost-8-enske Kkiseline — fomitozida N (29)

Jedinjenje 29, bela kristalna supstanca, u HR-ESI-MS spektru pokazuje adukt [M+Na]" na m/z
829,4746 vrednosti, na osnovu koga je dobijena molekulska formula C44H70013. 'H i '>*C NMR spektri
jedinjenja 29 (Slike 103 i 104, Tabela 20) ukazuju na prisustvo S-D-glukoze kao Secerne
komponente, kao i kod jedinjenja 27 i 28 i 5-O-metil-3-hidroksi-3-metilglutariloksi grupe (umesto
acetoksi grupe kod jedinjenja 28). Preostali signali iz NMR spektara poticu od osnovnog skeleta 24-
metilen-160-hidroksi-21-lanost-8-enske kiseline. HMBC korelacija H-3 (du 4,67, brs) sa C-1' (dc
172,5) iz 5-O-metil-3-hidroksi-3-metilglutariloksi grupe ukazuje na njenu povezanost sa C-3 (Slika
107). Oblik H-3 signala (brs) ukazuje na 3f-H konfiguraciju $to je u saglasnosti sa modelom
kuplovanja, prethodno opisanom u delu 2.2.6. (Slika 15), kao i kod jedinjenja 19, 20 i 23. Signal
protona oksigenovane metinske grupe (ou 4,07, dd, J;=8,8; J>=6,4 Hz) okarakterisan je kao 164-H na
osnovu analogije sa spektralnim podacima jedinjenja 28. Navedeni polozaji i konfiguracije su
potvrdeni na osnovu podatka iz COSY, HSQC, HMBC i NOESY spektara (Slike 105-108). Prisustvo
S-D-glukoze potvrdeno je primenom HPLC hromatografske tehnike, na osnovu poredenja retencionih
vremena proizvoda hidrolize jedinjenja 29 i analitickog standarda S-D-glukoze. Polozaj glukozil
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grupe odreden je na osnovu HMBC korelacija anomernog protona H-1' (dn 5,48, d, /=8,1 Hz) sa C-
21 (oc 177,3). Hemijsko pomeranje C-20 (dc 48,3) je identicno kao kod jedinjenja 28 i samim tim u
saglasnosti sa istom relativnom konfiguracijom C-20 (a-COOGIc). Na osnovu svih spektralnih
podataka utvrdeno je da jedinjenje 29 predstavlja 21-O-f-D-glukopiranozid 16a-hidroksi-3a-(5'-O-
metil-3'-hidroksi-3'-metilglutariloksi)-24-metilen-21-lanost-8-enske kiseline, jedinjenje koje do sada
nije opisano u literaturi, nazvano fomitozid N.
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Slika 103. 'H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 29.
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Slika 104. '3C NMR spektar (125 MHz, metanol-d.) i struktura Jedmj enja 29.
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Slika 107. HMBC korelacije i spektar (metanol-dy) jedinjenja 29.
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Slika 108. NOESY korelacije i spektar (metanol-d) jedinjenja 29.

2.3.30. Odredivanje strukture 3#-hidroksi-24-metilen-16-okso-21-lanost-7,9(11)-
dienske Kkiseline — poliporenske kiseline M (30)

Jedinjenje 30 izolovano je kao bela kristalna supstanca. Molekulska formula C31Hs604,
dobijena na osnovu molekulskog jona [M] na m/z 482,3378 vrednosti iz HR-ESI-MS spektra,
identi¢na je kao kod poliporenske kiseline C (jedinjenje 9), koja predstavlja jednu od najzastupljenijih
kiselina u gljivi F. betulina. 'H i 3C NMR podaci (Tabela 20) su dobijeni na osnovu analogije sa
NMR podacima sli¢nih jedinjenja, kao i primenom 2D NMR tehnika (Slike 109-114). Konjugovani
7,9(11)-dienski sistem potvrden je na osnovu signala dva olefinska protona (Ju 5,47 1 5,56, oba d,
J=8,1 Hz, H-11 i H-6, redom) u '"H NMR spektru (Slika 109), kao i na osnovu korelacija H-6/C-5,
C-7, C-8, C-10, H-11/C-8, C-10, C-12, C-13, C-19 i H-12/C-9, C-10, C-11, C-18 u HMBC spektru
(Slike 113). Jedinjenje 30 ima A**GYD egzometilensku dvostruku vezu (Ju 4,74 i 4,76, brs, éc 1074,
H»-31) i 21-karboksilnu kiselinu (dc 179,1), koje su identifikovane pomo¢u HSQC spektra (Slika
112), a polozaj im je odreden na osnovu HMBC korelacija H>-31/C-23, C-24, C-25, C-17 i H-22/C-
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21 (Slika 113). U *C NMR spektru (Slika 110) uocava se signal keto grupe (éc 219,6) i oksigenovane
metinske grupe (dc 79,6). Osnovna razlika izmedu jedinjenja 30 i poliporenske kiseline C (9) je u
polozaju funkcionalnih grupa na lanostanskom skeletu. HMBC korelacija keto karbonila sa H-15, H-
17 1 H-20 ukazuje na 16-keto polozaj, dok je polozaj oksimetinske grupe C(3)H-OH odreden na
osnovu COSY korelacija H-3/H>-2 i HMBC korelacija H-3/C-28 i C-29 (Slike 111 i 113). Polozaj
funkcionalnih grupa je obrnut u odnosu na poliporensku kiselinu C (9). Obrazac kuplovanja protona
H-3 (ou 3,18, dd, J;=10,8; J>=5,6 Hz) je tipican za 3a-H relativnu konfiguraciju, Sto je potvrdeno i na
osnovu NOESY korelacija H-3 sa a-orijentisanim H-5 1 H-29 (Slika 114). Hemijsko pomeranje C-
20 (oc 45,4) je u saglasnosti sa pomeranjem istog atoma kod derivata 16-okso-lanosta-21-ske kiseline
sa a-orijentisanom karboksilnom grupom.*’ Prema tome, jedinjenje 30 je 38-hidroksi-24-metilen-16-
okso-21-lanost-7,9(11)-dienska kiselina, jedinjenje koje do sada nije opisano u literaturi, nazvano
poliporenska kiselina M.

TUTNOON O @V W MO T oo
o raw Mmoo HAdHAHO OO0 o R =
R, o

J SR 5
1 idHO O
' 1o r R ™ [ e e e e e

NNV (2o N N [ 2

30 18
2V

31

Y Y W

_M__MLA o It UL

T T T T T T T T T T 1
5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Slika 109. '"H NMR spektar (500 MHz, smesa metanol-dy i hloroform-d) jedinjenja 30.
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Slika 110. '3C NMR spektar (125 MHz, smes$a metanol-dy i hloroform-d) jedinjenja 30.
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Slika 111. COSY spektar (smeSa metanol-dy 1 hloroform-d) jedinjenja 30.
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Slika 112. HSQC spektar (smeSa metanol-d, i hloroform-d) jedinjenja 30.
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Slika 113. HMBC korelacije i spektar (smeSa metanol-ds 1 hloroform-d) jedinjenja 30.
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Slika 114. NOESY korelacije i spektar (smesa metanol-d, i hloroform-d) jedinjenja 30.

2.3.31. Odredivanje strukture 21-O-f#-D-glukopiranozida 3,4-seco-24-metilen-3,21-
lanost-4(28),8-dienske dikiseline — fomitozida O (31)

Jedinjenje 31 izolovano je kao bela amorfna supstanca. Molekulska formula C37HsgO9 dobijena
je na osnovu deprotonovanog molekulskog jona [M-H] na m/z 645,4006 vrednosti iz HR-ESI-MS
spektra. U 3C NMR spektru (Slika 116) nalazi se 37 signala, od kojih 31, uklju¢ujuéi jedan estarski
(6c 177,5, C-21), jedan karboksilni (dc 179,5, C-3), tetrasupstituisane olefinske ugljenike (oc 131,51
139,9) i ugljenike iz dve egzometilenske dvostruke veze (dc 156,9; 107,5 1 149,0; 114,5), pripada
osnovnom lanostanskom skeletu. Preostali signali poticu od heksozne jedinice, identifikovane kao /-
D-glukoza. Uogava se velika sliénost 'H i *C NMR podataka (Tabela 20) aglikonskog dela jedinjenja
31 sa NMR podacima prethodno opisanih poznatih jedinjenja 15 i 16, na osnovu ¢ega je zakljueno
da se radi o 3,4-seco-24-metilen-lanostanskom triterpenu. Ovo je potvrdeno detaljnom analizom 1D
1 2D NMR spektara (Slike 115-120). HMBC korelacije H-1, H-2/C-3 (Slika 119) ukazuju na C-3
polozaj karboksilne grupe, na osnovu ¢ega je potvrdeno da se radi o 3,4-seco-lanostanskoj strukturi.
Polozaj drugog (estarskog) karbonilnog ugljenika C-21 odreden je na osnovu HMBC korelacija H-
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20/C-21. Vedina signala iz glukoze u '"H NMR spektru (Slika 115) nalazi se u oblasti od dn 3,0-5,5
ppm, dok se signal anomernog protona (H-1"), tipian za f-D-glukozu, nalazi na ou 5,50 (J=8,1 Hz).
Glukozna jedinica je estarskom vezom povezana za C-21 atom, identi¢no kao kod jedinjenja 27 — 29,
Sto je utvrdeno na osnovu korealacije H-1' sa C-21 u HMBC spektru (Slika 119). p-D-glukoza je
potvrdena HPLC analizom, nakon hidrolize jedinjenja 31 i poredenjem retencionih vremena
dobijenog proizvoda sa standardom. Relativne konfiguracije C-17 1 C-20 su iste kao kod jedinjenja
27-29, sto je zakljueno na osnovu korelacija H-17/H3-30 1 H-20/H3-18 iz NOESY spektra (Slika
120). Na osnovu svega navedenog zakljuCuje se da jedinjenje 31 predstavlja 21-O-5-D-
glukopiranozid 3,4-seco-24-metilen-3,21-lanost-4(28),8-dienske dikiseline, novi prirodni proizvod,
nazvan fomitozid O. Jedinjenje 31 je prvi primer 21-O-f-D-glukopiranozida 3,4-seco-24-metilen-
lanostanskog triterpena opisanog u literaturi.
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Slika 115. 'H NMR spektar (500 MHz, metanol-dy) jedinjenja 31.
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Slika 116. '3C NMR spektar (125 MHz, metanol-d,) i struktura jedinjenja 31.
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Slika 117. COSY spektar (metanol-d) jedinjenja 31.
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Slika 118. HSQC spektar (metanol-d) jedinjenja 31.
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Slika 119. HMBC korelacije i spektar (metanol-dy) jedinjenja 31.
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Slika 120. NOESY korelacije i spektar (metanol-d4) jedinjenja 31.
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Tabela 20. *C NMR (125 MHz) i '"H NMR (500 MHz) podaci za jedinjenja 28, 29, 30 i 31.
28 294 30¢ 31¢
C/H oc ou (J in Hz) oc ou (Jin Hz) oc ou (J in Hz) oc ou (Jin Hz)
1 36,6 1,26m; 1,76 m 322 1,48-1,52QH)m 37,0 1,45m;2,06m 34,5 1,70-1,74 2H) m
2 25,3 1,64-1,68 QH)m 24,3 1,65m; 1,93 m 28,6  1,68-1,72 2H) m 319 1,97m;231m
3 82,6 4,45dd (8,6;7,5) 80,0 4,67 brs 79,6  3,18dd (10,8;5,6) 179,5 -
4 38,3 - 379 - 399 - 149,0 -
5 52,1 1,16 m 47,0 1,54 m 50,8  1,13dd(11,5;4,0)0 484 2,18 m
6 193 1,55m;1,72m 19,2 1,55m; 1,66 m 242 214216 2H)m 254 1,56m;1,75m
7 27,7 2,05-2,10 27,3 2,05m;2,09m 123,5 5,56d (6,1) 27,1 2,04 m; 2,09 m
(2H) m
8 135,9 - 135,7 - 1412 - 139,9 -
9 135,9 - 136,3 - 147,7 - 131,5 -
10 39,0 - 382 - 389 - 41,7 -
11 21,7 1,98-2,01 2H)m 21,7 2,00-2,04 QH)m 117,5 5,47d(6,1) 229  1,97m;2,10 m
12 30,2 144m;1,71m 30,2 1,49 m; 1,71, m 36,2 2,06m; 2,42 m 30,2 1,55 m; 1,66 m
13 472 - 472 - 43,7 - 45,6 -
14* 492 - 49,3*% - 458 - 51,8 -
15 439 129m;2,19m 439 1,28m;2,19m 47,5  2,09m;2,34m 319 1,29 m; 1,66 m
16 77,7 4,06dd (9,0;6,4) 77,7 4,07dd (8,8;6,4) 219,6 - 27,9 1,42m; 2,00 m
17 574 2,13 m 573 2,14m 586 2,63m 48,5 2,16 m
18 18,1 0,79s 18,1 0,80s 17,2 0,74s 17,1  0,85s
19 17,1 1,03s 19,5 1,02s 234 1,03s 23,0  0,96s
20 48,3 2,541td (11,4, 48,3 2,55td(11,4;3,0) 454 242m 49,8* 2,41td(11,0;3,2)
3,0)
21 177,2 - 177,3 - 180,0 - 177,5 -
22 322 1,81m;2,08m 32,2 1,81 m; 2,08 m 31,1 1,63 m; 2,63 m 32,7 1,67m; 1,72 m
23 332 198m;2,14m 332 1,99m;2,15m 33,4  2,01-2,05(2H) m 329  1,98m;2,12m
24 157,0 - 157,0 - 156,7 - 156,9 -
25 35,1 2,26m 35,1 2,02m 35,1 2,28m 35,1  2,23m
26 22,4 1,03d(6,4) 224  1,04d(6,4) 224 1,04d(6,4) 224 1,03d(6,4)
27 22,6 1,02d(6,4) 22,6 1,03d(6,4) 22,5 1,03 d (6,4) 22,6 1,01d(6,4)
28 28,6 0,89s 28,5 090s 28,9 1,00s 114,5 4,72 brs;
4,91 brd
29 19,7 091s 224  095s 16,6 0,88s 23,7 1,78s
30 25,6 1,125 25,7 1,14s 26,2 1,08s 25,8  0,99s
31 107,5 4,74 brs; 107,5 4,74 brs; 107,4 4,74 brs; 107,5 4,70 brs;
4,75 brs 4,76 brs 4,76 brs 4,76 brs
21-
OGlc
1’ 96,0 5,48d(8,1) 96,0 5,48d(8,1) 95,9 5,50d(8,1)
2! 74,1 335m 74,0  3,56m 74,1 3,35m
3’ 78,6 3,43 m 78,6 3,41m 78,6 3,42m
4’ 71,4 339m 71,4  3,38m 71,4 3,39m
5 78,8 3,38 m 78,8  3,89m 78,8  3,39m
6 62,8 3,70dd 62,8 3,771 m 62,8 3,71dd
(11,8;2,5) 3,81d(11,8) (11,8;2,8)
3,81d(11,8) 3,82d(11,8)
3-
1" 173,0 - 172,5 -
2" 21,3 2,03s 46,6  2,66-2,70 2H) m
3" 71,0 -
4" 46,1  2,68-2,72 2H) m
5" 1732 -
6" 52,1 3,665
7" 28,2  1,37s

“Metanol-d,, “Metanol-d, i hloroform-d, *o¢itan iz HSQC spektra
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2.4. BioloSke aktivnosti izolovanih jedinjenja

Triterpenske kiseline medicinskih gljiva imaju veliki potencijal kao mogu¢i terapeutici, o
¢emu svedoci veliki broj nau¢nih radova povezanih sa bioloskim aktivnostima ovih jedinjenja, kao 1
podaci o njihovoj upotrebi u tradicionalnoj medicini mnogih zemalja.!* Detaljnim pregledom
literature utvrdeno je da bi prvo izolovano jedinjenje (3) trebalo ispitati kao potencijalni
antikancerogeni agens na velikom broju éelijskih linija. Cilj eksperimenta je bio odredivanje
najosetljivije ¢elijske linije na ovaj tip izolovanih triterpena sa lanostanskim skeletom (Slika 121).
Na osnovu dobijenih rezultata, kao i prethodnog uvida u literaturne podatake, zakljuceno je da neki
od poznatih izolovanih derivata triterpena lanostanskog tipa pokazuju najbolju citotoksi¢nu aktivnost
na ¢elijama leukemije (HL-60) i adenokarcinoma pluca (A549) te su one posluzile kao model sistemi
za dalje istrazivanje.

Panel/Cell Line Growth Percent Mean Growth Percent - Growth Percent
Leukemia
CCRF-CEM 71.45 [—
HL-60(TB) 109.80 L
MOLT-4 72.08 [—
RPMI-8226 84.92 f—
SR 85.74 f—
Non-Small Cell Lung Cancer
A549/ATCC 78.57 —
EKVX 104.10 -
HOP-62 114.71 —
HOP-92 96.21 .
NCI-H226 101.55 o
NCI-H23 108.23 -
NCI-H322M 104.19 =
NCI-H460 100.11
NCI-H522 93.80 -
Colon Cancer
COLO 205 107.38 -
HCC-2998 116.43 —
HCT-116 92.76 =
HCT-15 87.37 fr—
HT29 100.30
KM12 89.52 f—
SW-620 104.27 =
CNS Cancer
- 86.07 f—
SF-295 102.99 L
SF-539 96.24 r
SNB-19 93.65
SNB-75 99.50
U251 96.83 r
Melanoma
LOX IMVI 106.86
MALME-3M 106.15
M14 101.06
MDA-MB-435 98.35
SK-MEL-2 102.78
SK-MEL-28 107.22
SK-MEL-5 98.72
UACC-257 101.13
UACC-62 94.35
Ovarian Cancer
IGROV1 109.10 -
OVCAR-3 109.34 -
OVCAR-4 101.50 o
OVCAR-5 104.72 -
OVCAR-8 96.66 m
NCI/ADR-RES 108.71 -
-OV- 115.79 =
Renal Cancer
786-0 105.99
A498 105.66
ACHN 109.11
CAKI-1 88.56
RXF 393 106.20
SN12C 102.46
TK-10 99.58
UO-31 105.86
Prostate Cancer
PC-3 64.32
DU-145 101.96
Breast Cancer
MCF7 81.59
MDA-MB-231/ATCC 113.50
HS 578T 104.72
BT-549 95.07
T-47D 92.33
MDA-MB-468 96.97
Mean 98.90
Delta 34.58 [—
Range 52.11 —
150 100 50 0 -50 -100 -150

Slika 121. Rezultati odredivanja citotoksi¢ne aktivnost jedinjenja 3 na razli¢itim ¢elijskim linijama.
2.4.1. Citotoksi¢na aktivnost na ¢elijama akutne promijelocitne leukemije

Citotoksicna aktivnost izolovanih jedinjenja (1-11 i1 13-31) ispitivana je na celijama
promijelocitne leukemije HL-60. Jedinjenje 12 je naknadno izolovano i nije bilo deo ovog testa. Pored
podatka o ICso vrednosti za ispitivanje na odredenom tipu Celija, veoma je znacajan i indeks
selektivnosti, kojim se definiSe razlika u delovanju nekog jedinjenja na bolesne i zdrave celije.
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Ispitano je dejstvo izolovanih triterpena i na ¢elijskim linijama MRC-5, kako bi se odredila njihova
selektivnost prema zdravim celijama, preko indeksa selektivnost (SI) testiranih jedinjenja. Cilj
ovakvih istrazivanja nije u pronalazenju jedinjenja koje je samo sposobno da ubije bolesne ¢elije, ve¢
pronalazak jedinjenja koja ¢e pokazati dobru aktivnost prema bolesnim celijama, a $to manju na
zdravim. Ovo je osnovni preduslov da bi se neko jedinjenje moglo razmatrati kao potencijalni lek.

Tabela 21. Citotoksi¢na aktivnost izolovanih jedinjenja 1-31* (ICso, uM).

HL-60 A549 MRC-5 SI*

1 31,53+£224  61,83+2,13 41,91 +2,36 1,33
2 7522+031 13495+ 1,64  9533+8,13 1,27
3 1923+1,13 65,99 + 3,60 41,70 £ 0,25 2,17
4 3424+152 69,08+ 637 65.87 £ 3,93 1,92
5 10,90+ 0,68 114,68 +11,69 93,71 49,20 8,60
6 4154218  142,59+497  106,19+4,19 2,56
7 19,93+ 1,74  84,92+5,54 11543 +£10,92 5,79
8 4250328  119,03+7,09 90,57 +2,53 2,13
9 40,90 +3,35 88,62 +3,33 124,72 +15,58 3,05
10 11,01 £0,52 84,66 + 3,42 107,57 9,36 9,77
11 2751+341  10692+954 127,61 +1345 4,64
13 4781+2,60  8127+122 94,78 + 5,40 1,98
14 19,56+ 2,80 43,54+ 127 35,45+ 0,09 1,81
15 47,97+£2,19  107,80+345 79,72 +4,74 1,66
16 31,68+£2,42 78,97 +8,15 74,41 +7,23 2,35
17 49864237  13897+501  63,85+2,83 1,28
19 7228+385  11568+14,56 109,18+3,65 1,51
20 56,45+3,71 72,86+ 2,85 65,46 £ 2,63 1,16
21 93,79 £ 10,76 15139 +4,16  101,04+10,16 1,08
22 72,19+379  126,80+0,75 83,18+ 4,67 1,15
23 26,00+ 1,42  6122+5,71 51,37+ 3,54 1,98
24 3696+1,80 102,75+ 1090 8621+ 7,23 2,35
25 33,04+£2,03  112,55+£0,04 86,72 + 5,69 2,62
26 76,02+3,14 146,71 +11,54 122,11 £1122 1,61
27 1580+ 0,83 ND ND -

28 37,01 £2,15  78,07+0,91 59,03 £ 6,12 1,59
29 23,72+2,57  ND ND ;

30 37,14+ 0,85  77,56+8,74 73,55 + 4,62 1,98
31 3237+225  107,50+9,66 68,01 +5,83 2,10
Betulin ~ 61,90+£2,68 93,92+ 144 57.94 £ 1,79 0,94
cisplatin 2,07 + 0,08 16,20 + 0,24 5,74+ 0,48 2,77

2SI — indeks selektivnosti, ICso(MRC-5) / ICso(HL-60);
ND — nije detektovana usled male koli¢ine jedinjenja

Uzimajuéi u obzir jedinjenja koja do sada nisu opisana u litearturi, jedinjenja 27 i 29 su
pokazala znacajnu aktivnost (Tabela 21). Zbog male koli¢ine pomenutih jedinjenja nije bilo moguce
odrediti njihov indeks selektivnosti (aktivnost jedinjenja na zdravim ¢elijama). Jedinjenja 3, 5, 7, 10
i 14, ranije opisana u literaturi, pokazala su znaCajnu aktivnost na HL-60 celijskim linijama
promijelocitne leukemije sa ICso vrednostima manjim od 20 uM. Pored toga, jedinjenja 5,7, 101 11
pokazala su se selektivnim u odnosu na zdrave ¢elije MRC-5, sa vrednostima SI indeksa 8,6; 5,8; 9,8
1 4,6, redom. Pored pomenutih lanostanskih triterpena testiran je i njihov prekursor pentacikli¢ni
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triterpen betulin. Sva pomenuta jedinjenja pokazuju 2,2 do 5 puta bolju aktivnost i 5 do 10 puta bolju
selektivnost od betulina. Kao pozitivna kontrola koriS¢en je sinteticki antikancerogeni agens cisplatin.
Od ispitivanih lanostanskih triterpena, jedinjenja 5, 7, 10 i 11 pokazuju slabiju aktivnost, ali znatno
bolju selektivnost u odnosu na cisplatin (Tabela 21). Poznata jedinjenja 5 i 10, koja su po prvi put
izolovana iz F. betulina, pokazuju citotoksi¢nu aktivnost sa ICso vrednos¢u 10,9 1 11,0 uM i znacajan
indeks selektivnosti 8,6 1 9,8, redom. lako je citotoksi¢na aktivnost cisplatin standarda pet puta veca
od aktivnosti jedinjenja 5 1 10, njihova selektivnost je pet puta veca od standarda, $to ukazuje na
njihov potencijal za dalja istrazivanja.

2.4.2. Citotoksi¢na aktivnost na ¢elijama adenokarcinoma pluéa A549

Celijske linije A549 odabrane su kao drugi potencijalni kandidat za ispitivanje citotoksi¢ne
aktivnosti. Na osnovu literaturnih podatka, utvrdeno je da pojedini lanostanski triterpeni pokazuju
znacajnu aktivnost na ovim éelijskim linijama.'?* Rezultati nasih testova prikazani su u Tabeli 21. Na
osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da izolovana jedinjenja 1-12 i 13-31 ne ispoljavaju znacajnu
citotoksi¢nu aktivnost na ovim ¢elijskim linijama.

2.4.3. Odredivanje DNK protektivne aktivnosti na humanim limfocitima

Jedanaest lanostanskih triterpena, od kojih sedam derivata 21-lanostanske (5, 6, 9, 10, 11, 12
1 16), Cetiri derivata 26-lanostanske kiseline (3, 4, 20 i 21) i1 pentacikli¢ni triterpen betulin (18)
odabrani su za in vitro testiranje zaStitnog efekta na aberacije hromozoma u perifernim humanim
limfocitima. Pomenuta jedinjenja su izabrana na osnovu raznovrsnosti njihovih struktura, sa najveéim
varijacijama u pogledu supstituenata i konfiguracija u odredenim polozajima. Za utvrdivanje DNK-a
protektivne aktivnosti koris¢en je test odredivanja ucestalosti mikronukleusa (MN) u binuklearnim
¢elijama (BN).
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Slika 122. Uticaj lanostanskih triterpena 3-6; 9-12; 16; 18; 20 i 21 na smanjenje frekvencije MN u
odnosu na kontrolu.

Sva ispitivana jedinjenja dovela su do smanjenja broja ¢elija sa formiranim mikronukleusima
u odnosu na kontrolne celije limfocita (Slika 122). Na osnovu indeksa proliferacije (CBPI,
cytokinesis-block proliferation index), koji se koristi u in vitro testovima za odredivanje
citotoksi¢nosti ispitivanih jedinjenja, utvrdeno je da nijedno od testiranih jedinjenja ne pokazuje
znacajno smanjenje broja tretiranih ¢elija (Tabela 22). Poredenjem rezultata CBPI testa ispitivanih
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jedinjenja sa rezultatima pozitivne i negativne kontrole utvrden je inhibitorni efekat testiranih
jedinjenja na limfocitnu proliferaciju. Kontrolne ¢elije limfocita tretirane su mitomicinom C (MMC),
mutagenim agensom koji uzrokuje pucanje hromozoma (klastogeni agens) i koji se koristi za
proucavanje osteljivosti éelija na hromozomska osteéenja i citotoksicne efekte.!”> Tokom
eksperimenta je analizirano 126000 binuklearnih ¢elija. Rezultati testa ukazuju na zastitni efekat
testiranih jedinjenja, njihov citogenetski potencijal i smanjenje oSte¢enja na humanim limfocitima
tokom in vitro testa. Pored toga zakljuceno je da ispitivana jedinjenja uti¢u na smanjenje ucestalosti
mikronukleusa na dozno zavistan nacin, tako da su najefikasnija pri koncentraciji od 2,0 pg/ml (Slika
122 i Tabela 22).

Tabela 22. Ucestalost mikronuleusa i njihova raspodela, CBPI i u¢estalost MN merenih u ¢elijskim kulturama
humanih limfocita tretiranih razli¢itim koncentracijama odabranih triterpenskih kiselina.

Jedinjenje Konﬁggf‘cua gﬁgﬁgg % o ol MNBN éelije  CBPI* U&ﬁtz}/ﬁ)’;t

Kontrola 2633+ 0,28 215+007 119005  1.670.03 100
Amifostin 1,0 2125045 1742009 122006  1,66£001 807
MMC 0.2 34.06 £ 0,78 2.05%0.13 165003  1,69£006 1294
1.0 17,132 0,37 1.40£0.05 121£005 1612001 651

3 2.0 16,42 = 0,64 1.30 £ 0,05 1264006 1684003 624
4.0 16.81 = 0.46 1.42 £ 0,03 LI8£006 1614002 638

1.0 18,01 £ 0,52 1.57%0.03 LI3£001 1652001 684

4 2.0 17.33 £ 0.45 159011 110£0.06 1694009 658
4.0 17.70 = 0.80 1534004 1162002  170£004 672

1.0 20.88 £ 0,61 1712012 1222010  1.65£001 793

5 2.0 20,44 + 0,39 174£006  117£004  1.68£003  77.6
4.0 2074+ 0.73 173£002 119005 1674001 788

1.0 20,02 % 0,39 1662009 1202004  197£033 760

6 2.0 18.75 + 0.83 1572004 1202004 164002 712
40 19.30 % 0.72 1712009 1224004  1.63£001 733

1.0 21734038 1902004  LI14£001  1.65£002 825

9 2.0 19.48 + 0,42 1684006  117£006  1.66£003 740
40 2079 + 027 1594006 1312005  1.64£002  79.0

1.0 17.66 % 0,63 1,50 £ 0.03 172003 1712009 671

10 2.0 16,14 £ 0.56 1,40 + 0,03 1154005  1.65£006 613
40 16.91 = 0.60 1,50 + 0.05 1124003 1644006 642

1.0 19.78 £ 0.30 1.65£0.01 L13£004 1752007 75.1

1 20 1923017 167£006  116£004  173£008  73.0
4.0 19.54 = 0.70 164007  120£009 1624003 742

1.0 18,63 0,49 1545008 1202003  1,90£009 708

12 2.0 17.90 % 0,51 158009  1.14+£005 1624001 680
4.0 18.33 = 0.57 151£007 1224003 1724008  69.6

1.0 19.28 % 0,50 161£006 120008  L71£009 732

16 2.0 17.83 0,92 150£006 1192002  1.66£002 677
40 18.76 + 0.53 1684009  112£004 1634002 712

1.0 22.00 % 0,63 1782007 1222001 1672002 835

18 2.0 2137 + 0,40 177 + 0,05 1194002 1.66+003 812
40 2158+ 0.45 1779 + 0,05 1204002 1624002 820

1.0 18.43 £ 045 1552004  L19£004  1.66£003 70,0

20 2.0 17.22 + 0,48 1432002 1202003 1704005 654
40 17.89 % 0.52 1572007 1142005 1614002 679

1.0 16.71=0.76 1425015 1192009 1602002 635

21 2.0 1482+ 133 1274008  117£006  1.65£003 563
4.0 15.83 = 0.79 1324007 1204003 1664004  60.1

*MN — mikronukleus, BN — binuklearne ¢elije, CBPI — proliferacioni indeks blokirane citokineze

Jedinjenja 5, 6 1 9 pripadaju derivatima sa 24-metilen-lanosta-7,9(11)-dienskim sistemom i
pokazuju manju aktivnost u odnosu na derivate 24-metilen-lanosta-8-enskih jedinjenja, 3, 4, 10, 11,
12, 20 i 21. Sa druge strane, ukoliko uporedimo rezultate citotoksi¢ne aktivnosti, jedinjenja sa
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konjugovanim 7,9(11)-dienskim sistemom pokazuju znacajno citotoksicnu aktivnost na HL-60
¢elijskim linijama. Pored toga, utvrdeno je da je DNK protektivna aktivnost derivata 24-metilen-26-
lanost-8-enske kiseline, jedinjenja 3, 4, 20 i 21 (Slika 122), u direktnoj vezi sa supstitucionim
modelom na lanostanskom skeletu. Jedinjenje 21, koje ima 3-keto grupu, pokazuje nesto vecu
aktivnost u odnosu na jedinjenja sa 3-hidroksi (4) i 3-O-acil supstituentima (3 i 20). Kod derivata 24-
metilen-21-lanost-8-enske kiseline (10 1 11), aktivnost je u direktnoj zavisnosti od relativne
konfiguracije C-3. Jedinjenje 10 sa 3f5-acetatnom grupom pokazuje znacajno vecu aktivnost u odnosu
na jedinjenje 11, epimer 3a-acetat. Vazno je napomenuti da jedinjenje 10 pokazuje i vecu citotoksi¢nu
aktivnost u poredenju sa jedinjenjem 11.

Kod serije lanostana sa A%’ vezom, zaklju¢eno je da oksigenacija polozaja C-12 ili C-16, kao
1 prisustvo karboksilne grupe u polozaju C-21 i C-26 ima povoljan uticaj na protektivni efekat kod
hromozomskih aberacija. Betulin (18), pentacikli¢ni triterpen, je pokazao najmanju aktivnost,
najverovatnije usled nedostatka pomenutih funkcionalnih grupa. Jedinjenje 16 priprada derivatima
3,4-seco-lanostana, sa otvorenim A prstenom, dok je ostatak skeleta identican kao kod jedinjenja 12.
Slicna aktivnost jedinjenja 12 i 16 upucuje na zaklju¢ak da otvaranje prstena A nema uticaj na
aktivnost.

U literaturi se DNK protektivni efekat prirodnih proizvoda najcesée povezuje sa njihovim
antioksidativnim kapacitetom. Citotoksi¢ni i1 antioksidativni potencijal devet lanostanskih triterpena
izolovanih iz Poria cocos, po prvi put su ispitali Zhou i saradnici.'** Oni su kao izvor stabilinih
radikala koristili 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). U poredenju sa vitaminom E, kori§¢enim kao
pozitivna kontrola, ispitivana jedinjenja, nisu pokazala antioksidativnu aktivnost (p<0.05), koja se
moze smatrati statisticki znacajnom. Sekiya i saradnici su za ispitivanje antioksidativne aktivnosti
triterpena izolovanih iz sklerocija gljive P. cocos, koristili 2,2-azo-bis-(2-amidinopropan)-
dihidrohlorid (AAPH), kao izvor indukovanih slobodnih radikala u antihemolitickom testu na
humanim eritrocitima. Ustanovili su da pojedine triterpenske kiseline lanostanskog tipa pokazuju
inhibitornu aktivnost na idukovanu liazu crvenih krvnih zrnaca pomo¢u AAPH.!'?

Svi dobijeni rezultati upucuju na to da mehanizam delovanja ispitivanih jedinjenja, kao
potencijalnih DNK protektivnih agenasa, nije baziran na njihovom antioksidativnom potencijalu.
Pretpostavljeno je da se njihov uticaj ostvaruje putem drugog biohemijskog puta, regulisanog
enzimima. Zhan i saradnici su ispitivali inhibitorno dejstvo triterpena inotodiola, izolovanog iz gljive
I obliguus, na HeLa ¢éelijsku migraciju, invaziju i idukciju apoptoze.'?’ Rezultati ,,western blot*
analize pokazali su da inotodiol aktivira p53 i p21 ekpresiju proteina. Protein p53 je znacajan za
regulaciju ¢elijskog ciklusa i u zavisnosti od ostecenja DNK, zaustavlja G1 fazu i aktivira regluatorne
mehanizme povecavajuéi ekspresiju p21 ili uvodi ¢éeliju u proces apoptoze. Protein p21, koji je
inhibitor enzima kinaza, povezan je sa tumorskom inhibicijom.'?® Smatra se da ispitivana jedinjenja
imaju sli¢an regulatorni mehanizam delovanja na ¢elijski ciklus, putem regulacije p53 proteina, Sto
¢e svakako biti jedan od narednih predmeta istrazivanja.

2.5. Kultivacija (gajenje) plodonosnih tela na razli¢itim podlogama

Kultivacija gljiva radi dobijanja plodonosnih tela predstavlja pogodan nacin za prevazilazenje
mnogih ograniCenja koja se javljaju kada je objekat istrazivanja fungalni materijal. Osim toga,
utvrden je uticaj supstrata na hemijski sastav plodonosnih tela tokom gajenja.'?® Usled svih navedenih
¢injenica, osmisljen je eksperiment za dobijanje plodnosnih tela na alternativnim supstratima na
kojima do sada ova vrsta nije kultivisana. Kao supstrat koriS¢ena je piljevina ruja (Cotinus
coggygria), cme jove (Alnus glutinosa) 1 peCena unutrasnja ljuska leSnika (Corylus avellana).
Piljevina breze (Betula alba) je koriS¢ena kao supstrat na kome F. betulina raste u prirodi (Slika 123).
Pecena ljuska lesnika je otpad prehrambene industrije za koji ne postoji ekoloski prihvatljivo resenje.
Piljevina crne jove i ruja predstavaljaju otpad iz drvne i tekstilne industrije. Visok antioksidativni
potencijal je razlog njihovog odabira.
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C D

Slika 123. Fotografije plodonosnih tela F. betulina gajene na pil]éini reze (A), ljusci lesnika (B),
piljevini ruja (C) i crne jove (D) (fotografisao dr A. Knezevic).

Plodonosna tela su uzorkovana u triplikatu, cetiri puta u podjednakim vremenskim
intervalima, sa svake od navedenih podloga, Sto je detaljno opisano u Eksperimentalnom delu
(poglavlje 3.1.2.). Svako od uzorkovanja je pripisano odgovarajuéoj fazi rasta, na osnovu morfoloskih
karakteristika. Prva 1 poslednja faza su okarakterisane kao grani¢ne, primordije odnosno zrela
plodonosna tela, dok se preostale dve smatrane medufazama. Dobijena plodonosna tela su osusena,
samlevena i dalje analizirana primenom FTIR i HR MAS NMR spektroskopskih tehnika. Primenom
multivarijantne analize, dobijeni rezultati su analizirani kako bi se potvrdila starost svake od faza i
ustanovile potencijalne promene u hemijskom sastavu plodonosnih tela F. betulina.

Prethodno predstavljeni rezultati odnose se na nativna plodnosna tela F. betulina. Uloga i
potencijal ove gljive je evidentan i1 na njemu se bazira primena u medicini 1 biotehnologiji. Osnovi
preduslov za izolovanje bioaktivnih komponenata je velika koli¢ina poc¢etnog materijala. Dostupnost
F. betulina u prirodi je ogranicena, posto se gljiva plodonosi sezonski, na severnoj hemisferi i samo
na brezinom drveéu. Usled toga, kultivacija F. betulina u kontrolisanim uslovima, moze biti veoma
znacajan put za dobijanje potrebne koli¢ine ispitivanog materijala, bez bioticke 1 abiotiCke
kontaminacije, bez obzira na period godine i geografsku lokaciju.** Kultivacija plodonosnih tela
gliiva u vestatkim uslovima predstavlja veliki izazov. Cilerdzié¢ i saradnici ispitivali su uticaj
supstrata za gajanje na hemijski sastav i1 biolosku aktivnost ekstrakata plodonosnih tela Ganoderma
lucidum. Studija je pokazala da supstrat na kome je gljiva gajena ima jako veliki uticaj na njen
hemijski sastav, a samim tim i na biolo$ku aktivnost. Ustanovili su da je pSeni¢na slama najoptimalniji
supstrat za gajenje i dobijanje plodonosnih tela. Etanolni ekstarkt plodonosnih tela dobijenih gajenjem
na slami pokazao je najveci neuroprotektivni potencijal, u poredenjem sa rezultatima dobijenim kada
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se primenjuju mesani i komercijalni supstrati. Posebno je vazno istac¢i znacaj kultivacije na pSeni¢noj
slami, koja je Siroko rasprostranjena, dostupna i predstavlja otpad. Znacaj ove studije ogleda se u
poboljSanju neuroprotektivnog potencijala plodonosnih tela G. lucidum, koji se odlikuje gotovo
identicnim vrednostima kao 1 standardnih jedinjenja, sintetickih lekova galantamina i a-kojicne
kiseline.!?’

Do danas, micelija F. betulina je uspeSno dobijana na hranljivim podlogama, dok je kultivacija
gljive radi dobijanja plodonosnih tela znatno komplikovanija.'*® Prvi literaturni podatak poti¢e od Ke
1 saradnika, koji su nakon 18 meseci gajenja na Crnoj brezi (Betula davarica) uspeli da dobiju samo
par plodonosna tela.'*! Prvo uspesno gajenje plodnosnih tela F. betulina, publikovano je od strane
Pleszczynska i saradnika, koji su, u kontrolisanim uslovima, u gajilistu, uspeli da dobiju plodonosna
tela koriste¢i kao supstrat piljevinu breze. Poredenja radi, testirani su etanolni ekstrakti nativnih i
kultivisanih plodonosnih tela F. betulina na Celijskim linijama karcinoma pluca (A549), karcinoma
debelog creva (HT-29) i karcinoma dojke (T47D). Rezultati su pokazali da najveéu aktivnost na ¢elije
karcinoma plu¢a pokazuje etanolni ekstrakt gajenih plodonosnih tela, dok je ekstrakt nativnih
plodnosnih tela sakupljenih u brezovoj $umi, pokazao znatno nizu aktivnost.*?

2.6. Metabolicki profil kultivisanih plodonosnih tela F. betulina

Metabolic¢ki profili kultivisanih plodonosnih tela na razli¢itim supstratima praceni su
primenom FTIR i HR MAS NMR spektroskopskih tehnika kao komplementarnih metoda. Sa ciljem
da se prouci ukupan metabolicki profil izbegnut je korak ekstrakcije materijala, tokom koje bi doslo
do gubitaka odredenog dela uzorka. Odabrane metode su nedestruktivne i pogodne za analizu velikog
broja uzoraka za relativno kratko vreme.

U gljivama dominiraju makromolekuli, mahom polisaharidi, dok su mali molekuli manje
zastupljeni. Upravo zbog toga su odabrane prethodno navedene tehnike. '"H NMR spektri snimljeni
su sa modifikovanom cpmg pulsnom sekvencom (Eksperimentalni deo, poglavlje 3.1.), kako bi se
video profil manjih molekula i FTIR spektri, u kojima su trake svih jedinjenja koja se nalaze u
plodonosnim telima.

FTIR spektri snimani su u oblasti od 1800 do 500 cm™. U spektrima ispitivanih uzoraka
dominantne su deformacione trake amida, valencione trake karbonilne grupe, u oblasti od 1700 do
1400 cm-', kao i razli¢iti tipovi C-O valencionih vibracija, u oblasti od 1200 do 800 cm™.
Dekonvolucijom regije od 1800 do 500 cm! reprezentativnih uzoraka razli¢ite starosti (mlada i stara)
utvrdeni su polozaju pojedinacnih traka, ¢ija je asignacija predstavljena u Tabeli 23 i na Slikama 124
i125.
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Slika 124. Proizvod dekonvolucije FTIR spektara plodnosnih tela razli¢ite starosti na razli¢itim
supstratima a) mlada plodonosna tela sa breze, b) stara plodonosna tela sa breze, ¢) mlada plodonosna
tela sa crne jove i d) stara plodonosna tela sa crne jove. Plavom bojom prikazan je originalni spektar,
crvenom rezultuju¢i spektar proizvoda dekonvolucije 1 zelenom pojedinacni signali nakon
dekonvolucije.
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Slika 125. Proizvod dekonvolucije FTIR spektara plodnosnih tela razli¢ite starosti na razli¢itim
supstratima a) mlada plodonosna tela sa ljuske leSnika, b) stara plodonosna tela sa ljuske lesnika, c)
mlada plodonosna tela sa ruja i d) stara plodonosna tela sa ruja. Plavom bojom prikazan je originalni
spektar, crvenom rezultujuci spektar proizvoda dekonvolucije i zelenom pojedinacni signali nakon
dekonvolucije.
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Tabela 23. Asignacija traka iz FTIR spektara plodonosnih tela sa razli¢itih supstrata i starosti.
PoloZaj trake u FTIR spekru (cm™)

Breza Crna jova Ruj Ljuska leSnika Funkcionalna grupa
mlada  stara  mlada stara mlada stara mlada stara
1698 1697 1695 1695 1708 1714 1707 1704 C=0st
1651 1651 1649 1659 1652 1659 1666 1655 Amidna traka I
1628 1628 1631 1645 1623
1616 1618 1619 1616 1617 0sy NH)
1599 ArC=C st
1582 1587 1579 1581 1585 COO st as
1559 1554 .
1558 1551 1547 1549 1562 1546 1546 Amidna traka II
1530 1519 1517 1526 Jsy NH3*
1448 1439 1440 1453 1444 1452 1332 1448 6 CH, i 6 CHs
1413 1412 1413 1410 1415 1408 1407 1414 COO st sy
1377 1374 1375 1376 1373 1370 1374 1373 Jsy CH3
1339 1340 1339 1339 1343 1339 1342 0 C-H; 0 C-OH
1307 1300 1301 1304 1312 1306 1307 1310 Amidna traka III
1241 1251 1246 1240 1249 1248 1244 1250 C-O-C stas
C-O st
1159 1155 1153 1145 1154
1136 1133 1141 1141
1100 1115 1099 1119 1113 1104 1112 1100 C-O-C st sy
1075 1079 1068 1077 1077 1075 1075 1076 C-O st
1049 1047 1045 1047 1039 1040 1035 0 C—0O—C (od polisaharida)
1025 1024 1019 1020 1024 1021 1020
997 994 999 994 1004
935 924 929 928
914 898 897 895 882 894 899 0 C-O uravni
861 857
737 746 742 Scos
700 705 708 700 708 706 701 701
669 654 671 652 659 653 641 00-H
639 622 620 632 615 618
591 608 593 593 0 N-H van ravni i
584 563 585 579 570 561 0 OCN van ravni
546 549 (amidne trake IV, V i VI)
521 521 522 528 535 511 514

U "H NMR spektrima najintenzivniji su signali oksigenovanih protona $eéernih komponenti
u oblasti on 3,5-4,0, anomerni protoni a- i f-glukopiranozil jedinica na ou 4,65 1 5,22, redom. Na
hemijskom pomeranju du 6,5 uocava se signal fumarne kiseline, dok su u oblasti oko Ju 6,0 prisutni
signali olefinskih protona, u oblasti du 6,8-8,2 nalaze se signali aromata. Na oy 0,8-2,5, dominantni
su signali metil 1 metilenskih grupa iz masnih kiselina i aminokiselina (Slika 126). Identifikacija
pojedina¢nih komponenti je uradena na osnovu 1D i 2D NMR spektara i njihovim poredenjem sa
literaturnim podacima.
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Slika 126. Reprezentativni cpmg 'H NMR spektar plodonosnog tela kultivisanog na supstratu crne
jove.

2.6.1. Promena metaboli¢kih profila usled sazrevanja i gajenja plodonosnih tela na
razli¢itim podlogama

Za pracenje promena u kvalitativnom 1 kvantitativnom sastavu metabolita gajenih
plodonosnih tela F. betulina, neophodno je wuociti sve potencijalne promene, kako na
makromolekulima, tako i1 kod ostalih metabolita, koje gljiva sintetiSe. Jedan od glavnih nedostataka
FTIR spektroskopije je prisustvo velikog broja Sirokih traka koje se medusobno preklapaju. Da bi se
taj problem prevaziSao uraden je drugi izvod za svaki od snimljenih uzoraka i dobijeni rezultati su
iskoriS¢eni za multivarijantnu analizu i formiranje statistickih modela.

Kod snimanja '"H NMR spektara celih plodonosnih tela primenom standarne zg30 pulsne
sekvence, javljali su se signali vode i makromolekula, koji uti¢u na izgled bazne linije i prekrivaju
signale malih molekula, te nije bilo moguce koristiti pomenutu pulsnu sekvencu. Supresija signala
vode postignuta je primenom zgpr puslne sekvence, ali su u spektru i dalje uocljivi signali koji poticu
od makromolekula, pa nije postignut zadovoljavaju¢i rezultat. Pomenuti problemi uspesno su
prevazideni primenom cpmg pulsne sekvence sa modifikacijom spin eho dela, ¢ime je uklonjen signal
vode bez deformacije okolnih signala i filtrirani signali malih molekula oprimizacijom vremena
relaksacije 72 (Slika 127).

Dobijeni spektralni podaci iskoris¢eni su za multivarijantnu analizu kako bi se formirali
modeli za utvrdivanje metabolickih promena u ispitivanim uzorcima. Dobijeni su modeli analize
glavnih komponenti (PCA) 1 diskriminatne analize ortogonalne parcijalne regresije najmanjih
kvadrata skrivenih struktura (OPLS-DA).
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Slika 127. '"H NMR spektri uzorka plodonosnog tela F. betulina kultivisanog na brezi, snimljen
modifikovanom cpmg pulsnom sekvencom (gore) i zg30 pulsnom sekvencom (dole).
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Tokom faze razvoja plodonosnih tela bilo je Cetiri uzorkovanja. Gajenje F. betulina na
razli¢itim podlogama uticalo je na dinamiku rasta i plodonoSenja. Na osnovu morfoloskih
karakteristika, svi prikupljeni uzorci su podeljeni na tri starosne kategorije: mlada (prvo i drugo
uzorkovanje), stara (Cetvrto uzorkovanje) i nepoznata starost (tre¢e uzorkovanje).

Za pracenje promena metabolita usled razliCite starosti formiran je PCA model na osnovu
podataka dobijenih iz FTIR spektara (Slici 128). U grafiku rezultata oznaceni su uzorci razliite
starosti, kako bi se uocila njihova distribucija i potencijalno grupisanje. Formirani PCA model na
osnovu podataka dobijenih iz FTIR spektara, ima ukupno 17 predikcionih osa. Na osnovu distribucije
uzoraka duz Cetvrte 1 pete predikcione ose, formiran je grafik rezultata, prikazan na Slici 128.
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Slika 128. PCA model uzoraka plodonosnih tela F. betulina sminljenih na FTIR spektrofotometru u
triplikatu. Koeficijent odredivosti za prikazani PCA model je R? = 0,989 dok je valjanost predikcione
sposobnosti Q?=0,969.

U grafiku rezultata PCA modela je prisutan trend grupisanja uzoraka definisanih kao stara i
mlada, ali 1 gotovo ravnomerna raspodela uzoraka nepoznate starosti. Kako bi se utvrdila pripadnost
odredenoj starosnoj kategoriji, FTIR i '"H NMR spektralni podaci (X promenljiva) i kategorija starih
i mladih (Y promenljiva), bez podataka uzoraka nepoznate starosti, iskori§¢eni su za dobijanje OPLS-
DA modela. U prikazanom grafiku rezultata OPLS-DA modela (Slika 129) jasno su razdvojeni uzorci
na osnovu njihove razlicite starosti. Ilako su parametri dobijenog modela zadovoljavajuci (Tabela 24)
potrebno je utvrditi da dobijeni model nije posledica varijabilnosti izmedu razli¢itih grupa, ve¢
unapred definisanog statusa pojedinacnih uzoraka svakoj od grupa. Za potvrdu ispravnosti dobijenih
modela koris¢eni su premutacioni test i krosvalidacioni ANOVA test (CV-ANOVA) (Slika 130 i
Tabela 24).
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Slika 129. Uporedni prikaz grafika rezultata OPLS-DA modela dobijenih na osnovu rezultata FTIR
(levo) 1 HR MAS NMR analize (desno) u zavisnosti od stadijuma razvoja plodonosnog tela.
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Slika 130. Permutacioni test za OPLS-DA modele dobijene na osnovu rezultata FTIR (levo) i HR
MAS NMR analize (desno) u zavisnosti od stadijuma razvoja plodonosnog tela.

Tabela 24. Parametri validacije OPLS-DA modela dobijenih na osnovu razlicite starosti plodonosnih tela F.
betulina.

Metoda Komponente R2X R2Y %% p
(predvidene + ortogonalne)  ortogonalna ukupna (CV-ANOVA)
FTIR 1+1 0,306 0,731 0,689 7,98%10%
HR MAS *1()6
NMR 1+3 0,799 0,927 0,787 20,8*10

Rezultati oba testa ukazuju na to da su modeli zasnovani na prirodnoj razli¢itosti izmedu
analiziranih uzoraka, §to je omogucilo da se analizom VIP (eng. Variable Influence on Projection)
skorova predikcionih komponenti (VIP-pred) odrede signali koji su jedinstveni za svaku od grupa
(Slika 131). Za objasnjavanje modela dodatno je koriS¢en S-grafik, a za vizuelni prikaz S-linije. U
S-grafiku je predstavljena korelaciona zavisnost kovarijanse promenljive X (signala u spektru) i
predikcionog skora t[1] (Slika 132).

ViPpred

mmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmm

Slika 131. Prikaz vrednosti VIP-pred promenljivih za rezultate FTIR (levo) i NMR (desno) OPLS-
DA modela. Crvenom i plavom bojom su oznacene promenljive iz VIP-pred koje su markeri
sazrevanja.
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Slika 132. S-grafik promenljivih za rezultate FTIR (levo) i NMR (desno) OPLS-DA modele.

Crvenom 1 plavom bojom su oznaCene promenljive, koje predstavljaju potencijalne markere
sazrevanja.
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Slika 133. S-linija OPLS-DA modela dobijenog na osnovui '"H NMR spektralnih podataka. Plavom

bojom su zaokruzene promenljive koje su karakteristicne za stara, a crvenom za mlada plodonosna
tela.
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Slika 134. S-linijja OPLS-DA modela dobijenog na osnovu FTIR spektralnih podataka. Plavom

bojom su zaokruzene promenljive koje su karakteristicne za stara, a crvenom za mlada plodonosna
tela.

136



Kombinacijom VIP-pred skorova i promenljivih iz S-plota, iz modela dobijenog na osnovu
rezultata NMR spektroskopije, utvrdeno je da su signali u oblasti o 0,5-5,0 zasluzni za razlikovanje
uzoraka na osnovu starosti. U uzorcima mladih plodonosnih tela dominiraju signali Secernih
komponenti, prikazani kao negativni signali na S-liniji (Slika 133), dok su kod uzoraka starih
plodonosnih tela F. betulina u nesto vecoj koncentraciji zastupljene aminokiseline i lipidi. Analizom
S-linije modela dobijenog na osnovu rezultata FTIR spektroskopije (Slika 134) u saglasnosti su sa
rezultatima OPLS-DA modela dobijenog na osnovui 'H NMR spektralnih podataka. Analizom VIP-
pred skorova i1 S-linije OPLS-DA modela dobijenog na osnovu FTIR spektralnih podataka, kao
markeri sazrevanja prepoznate su trake na slede¢im vrednostima talasnih brojeva: 1710, 1558, 1388,
1184 i 596 kod starih i trake 1750, 1492, 1322, 1126, 832 i 662 cm™' kod mladih. Detaljna asignacija
traka iz FTIR spektara predstavljena je u Tabeli 23.

Kako bi se odredila starost nedefinisanih uzoraka, generisan je SIMCA predikcioni model na
osnovu podataka iz prethodno prikazanog modela baziranog na rezultatima FTIR spektroskopije. Na
osnovu rezultata SIMCA predikcionog modela generisana je kvalifikaciona tabela (Tabela 25).
Utvrdeno je da su svi uzorci prikupljeni kao mlada plodonosna tela ispravno klasifikovani, i da 35 od
ukupno 36 uzoraka starih plodonosnih tela sa visokim stepenom poverenja pripada klasi stara, osim
jednog uzorka za koji je upitan starosni stadijum. Uzorci nedefinisane starosti predstavljaju prelazne
forme kod kojih nije moguca jasna klasifikacija usled niskog stepena poverenja (zuto obojena polja
u Tabeli 25).

Tabela 25. Klasifikacija uzoraka plodonosnih tela na osnovu razlicite starosti.
Members Correct Mlada Stara No class (YPred <= 0)

Milada 72 100% 72 0 0
Stara 36 97.22% 1 35 0
Nedefinisana starost 36 22 14 0

Total 144 99.07% 95 49 0

Fisher's prob.  1.3e-27

Ukoliko bismo primenili formirani SIMCA model na uzorke nepoznate starosti, bili bi
podjednako rasporedeni izmedu dve klase, kao $to je to prikazano na Slici 135. Na osnovu prikazanog
predikcionog modela se zakljucuje da uzorci nepoznate starosti predstavljaju uzorke medu kojim ima
onih koji bi se potencijalno mogli svrstati kao mlada, onih koji po modelu pripadaju starim, ali i onih
koji su u prelaznom stadijumu.

[l Predictionset

| LAk

1.21266 * toPS[1]

1.01065 * tPS[1]

Slika 13S5. Prikaz grafika rezultata SIMCA predikcionog modela za neklasifikovane uzorake (plavo
bojeni) u modelu klasifikacije na osnovu razlicite starosti prikazanom na Slici 129.
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Analiziran je uticaj razli¢itih podloga (supstrata) na kojima su plodonosna tela kultivisana.
Formirani su PCA 1 OPLS-DA modeli na osnovu FTIR i NMR spektralnih podataka, prikazani na
Slici 136. U PCA modelima uocava se odredeni stepen grupisanja uzoraka pojedinacnih podloga u
podskupove. Formirani su grupni OPLS-DA modeli u kojima su jasnije definisani pojedinacni
podskupovi zasnovani na razli¢itosti podloga, na kojima su analizirani uzorci gajeni.

MRy 4 W Breza
Ljuska le3nika 1
W cmajova

W Breza

Ljuska lesnika

1.008 * t[2]
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Slika 136. PCA (levo) i OPLS-DA (desno) modeli na osnovu rezultata FTIR (gore) i HR MAS
NMR-a (dole).

Pored postojanja velikog broja klasa, uocava se jasno grupisanje analiziranih uzoraka u
zavisnosti od podloge na kojoj su gajeni. Radi lakSe analize, formirani su pojedinacni modeli
metabolickih profila plodonosnih tela uzoraka gajenih na brezi, supstratu na kome se javlja F.
betulina u prirodi, sa plodonosnim telima gajenim na ruju, ljusci leSnika i crnoj jovi.
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Slika 137. Uporedni prikaz grafika rezultata OPLS-DA modela dobijenih na osnovu FTIR (levo) i
HR MAS NMR analize (desno) u zavisnosti od podloge za gajenje i dobijanje plodonosnih tela a)

breza iruj, b) breza i ljuska lesnika i ¢) breza i crna jova.

Za validaciju OPLS-DA modela (Slika 137) primenjeni su permutacioni i CV-ANOVA
testovi (Slika 138 i Tabela 26).
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Slika 138. Permutacioni test za OPLS-DA modele dobijene na osnovu FTIR (levo) i HR MAS NMR
analize (desno) u zavisnosti od podloge za gajenje i dobijanje plodonosnih tela a) breza i ruj, b) breza
i ljuska lesnika i ¢) breza i crna jova.
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Tabela 26. StatistiCki parametri prikazanih modela.

Komponente
. R*X R?Y 2 p
Metoda (predvidene + ortogonalna  ukupna Q (CV-ANOVA)
ortogonalne)
breza i ruj 1+5 0,820 0,817 0,628  6,97*10°
r  brezailjuska 1+8 0,878 0,894 0,782 9,46*10"
= leSnika
m .
breﬁgvlacma 147 0,936 0,908 0815  1,07*10"
o breza i ruj 143 0,797 0,985 0931  7,24*107
<§g - brezavlljuska 145 0,831 0,982 0,867 0,00156
> = lesnika
T bfe?'zvlacma 142 0,748 0,788 0,623  0,00813

Gotovo u svim sluéajevima dobijeni su OPLS-DA modeli sa pogodnim R? i Q* vrednostima.
Kod modela dobijenog na osnovu HR MAS NMR spektroskopskih podataka uzorka gajenih na brezi
i crnoj jovi, dobijen je model sa parametrima i rezultatom validacionih testova bliskim granicama
prihvatljivosti, te je izuzet iz dalje analize. Za odredivanje karakteristi¢nih promenljivih, za svaku od
podloga, primenjeni su isti kriterijumi kao i za odredivanje markera sazrevanja plodonosnih tela.
Dobijeni rezultati predstavljeni su S-linijjama za svaki od analiziranih modela (Slike 139 — 141). Na
ovaj nacin su odredene karakteristicne promenljive za odredeni tip podloge.
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Slika 139. Graficki prikaz, u formi S-linije, karakteristi¢nih promenljivih za uzorke gajene na brezi

(negativno orijentisane) i na ruju (pozitivno orijentisane). Crveno i plavo su obeleZene promenljive
karakteristi¢ne za uzorke gajene na odredenoj podlozi.
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Slika 140. Graficki prikaz, u formi S-linije, karakteristicnih promenljivih za uzorke gajene na brezi

(negativno orijentisane) i na ljusci leSnika (pozitivno orijentisane). Crveno i plavo su obeleZene
promenljive karakteristicne za uzorke gajene na odredenoj podlozi.
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Slika 141. Graficki prikaz, u formi S-linije, karakteristi¢nih promenljivih za uzorke gajene na brezi

(negativno orijentisane) i na crnoj jovi (pozitivno orijentisane). Crveno i plavo su obelezene
promenljive karakteristicne za uzorke gajene na odredenoj podlozi.

Dodatna potvrda dobijena je iz SUS grafika (eng. Shared and Unique Structures) koji
predstavlja graficku distribuciju promenljivih baziranu na rezultatima poredenja dva nezavisna

modela sa jednim zajedni¢kim setom podataka (Slike 142 — 146). U ovom slucaju to su spektralni
podaci za plodonosna tela dobijena gajenjem na brezi.
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Slika 142. SUS grafik OPLS-DA modela breze i ruja i modela breze i ljuske leSnika dobijenih na
osnovu FTIR rezultata. Plavom bojom su oznacene promenljive karakteristicne za plodonosna tela
dobijena gajenjem na brezi, a crvenom, gajenjem na ruju.
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Slika 143. SUS grafik OPLS-DA modela breze i ruja i modela breze i ljuske lesnika dobijenih na
osnovu HR MAS NMR rezultata. Plavom bojom su oznacene promenljive karakteristicne za
plodonosna tela dobijena gajenjem na brezi, a crvenom, gajenjem na ruju.
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Slika 144. SUS grafik OPLS-DA modela breze i ruja i modela breze i ljuske lesnika dobijenih na
osnovu FTIR rezultata. Plavom bojom su oznacene promenljive karakteristi¢ne za plodonosna tela
dobijena gajenjem na brezi, a crvenom, gajenjem na ljusci od leSnika.
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Slika 145. SUS grafik OPLS-DA modela breze i ruja i modela breze i ljuske leSnika dobijenih na
osnovu HR MAS NMR rezultata. Plavom bojom su oznafene promenljive karakteristicne za
plodonosna tela dobijena gajenjem na brezi, a crvenom, gajenjem na ljusci od lesnika.
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Slika 146. SUS grafik OPLS-DA modela breze i ruja i modela breze i crne jove dobijenih na osnovu
FTIR rezultata. Plavom bojom su oznacene promenljive karakteristi¢ne za plodonosna tela dobijena
gajenjem na brezi, a crvenom, gajenjem na crnoj jovi.

Na osnovu analize dobijenih rezultata, utvrdeno je da su FTIR i HR MAS NMR
spektroskopske tehnike pogodne za pracenje promena u hemijskom sastavu gljiva, nastalih
promenom supstrata za kultivaciju. Za odredene supstrate moguce je identifikovati promenljive, koje
karakteriSu plodonosna tela kultivisana na istim. U slu¢aju modela dobijenih za uzorke gajene na
brezi, ruju i ljusci lesnika iz SUS grafika se izdvajaju promenljive du 6,79 1 3,06, karakteristi¢ne za
plodonosna tela dobijena gajenjem na brezi. Promenljive koje odgovaraju signalima na u oblastima
ou 3,25-3,55, 4,10-4,30 1 4,40-4,70, najverovatnije poticu od Secernih komponenti kao S§to su p-
glukopiranoza i f-fruktofuranoza. Kod plodonosnih tela dobijenih gajenjem na ruju, kao znacajne
promenljive za klasifikaciju izdvojeni su signali fumarne kiseline na du 6,55, aromaticni signali na
ou 6,0, 6,9 1 7,4, signali olefinskih protona u oblasti ou 5,20-5,50, kao i signali na du 2,65 1 4,35 iz
jabuéne kiseline.!3? Nesto bolji rezultati validacionih testova dobijeni su za modele na osnovu FTIR
spektralnih podataka. Potencijalni uzrok za to lezi u ¢injenici da vecina promenljivih, koje su
identifikovane kao markeri za pojedinac¢ne podloge, potice od makromolekula. Pulsna sekvenca
primenjena u NMR eksperimentu eliminise signale makromolekula.

U prikazanim SUS graficima kao i1 S-linijjama promenljive na talasnim brojevima 903 i 910
cm’! su oznadene kao markeri za uzorke gajane na brezi. Navedene trake poti¢u od a- i f-glukana.
Kada se uporede markeri karakteristi¢ni za uzorke gajene na ljusci leSnika u odnosu na uzorke sa
breze, izdvajaju se promenljive na 1751 i 725-764 cm™!, koje odgovaraju estrima masnih kiselina.
Promenljive karakteristi¢ne za uzorke gajene na crnoj jovi su 987-1011, 1342-1350 1 1466-1481 cm’
!'i pripadaju trakama karakteristi¢nim za polisaharide. Kod uzoraka gajenih na ruju, izdvajaju se dve
promenljive na 972 i 980 cm!, koje odgovaraju C—O valnecionim trakama ugljenih hidrata (Tabela
23).133
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Instrumenti i rastvaraci

IR spektri izolovanih jedinjenja snimani su na uredaju Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR
ATR tehnikom sa dijamantom. Snimanje i obrada spektara uradena je u OMNIC 7.0 programu.
Spektri su snimljeni u srednjoj infracrvenoj oblasti od 400 do 4000 cm™'.

Za potrebe metabolomicke studije osuSeni i spraSeni uzorci plodonosnih tela, nakon Cetiri
uzorkovanja sa svake od podloga, snimani su u triplikatu u oblasti od 500 do 1800 cm™ na uredaju
Thermo Scientific Nicolet SUMIT FT-IR ATR tehnikom sa dijamantom. Za snimanje je koriS¢en
program Paradigma 1.0, a obrada je vrSena u OMNIC programu.

U okviru ove doktorske disertacije koris¢ene su dve razli¢ite NMR tehnike, NMR te¢nog i
polucvrstog stanja (HR MAS - High resolution-magic angle spinning nuclear magnetic resonance).
Za snimanje NMR spektara rastvora koris¢en je Bruker 500 Avance III (500 MHz za 'H i 125 MHz
za 13C) NMR spektrometar i deuterisani rastvaraéi: hloroform-d, metanol-d, i piridin-ds. Za snimanje
su koris¢ene BBI 1 BBO Bruker probe Sirokih opsega za kivete precnika 5 mm. Kao interni standard
koris¢en je tetrametilsilan (TMS). Spektri su snimani na temperaturi od 298 K.

Za potrebe metabolomicke studije snimljeni su NMR spektri poluc¢vrstog stanja na Bruker
600MHz Avance II+ NMR spektrometru (600 MHz za 'H i 150 MHz za *C) na Institutu za organsku
hemiju sa centrom za fitohemiju, Bugarske akedmije nauka u Sofiji. Kao medijum je koris¢ena
deuterisana voda (D20). Natirjumova so 3-trimetilsilil propanske kiseline-2,2,3,3-ds (TSP-dy),
koris¢ena je kao interni standard. Uzorci su snimani na Bruker probi za polucvrsto stanje sa rotacijom
pod magi¢nim uglom. Koris¢ena je ¢etvoromilimetarska proba i cirkonijumski rotori zapremine 50
ul sa silikonskim turbinama. Odmereno je po 100 mg od svakog uzorka koji je prethodno osusen pod
strujom vazduha na temperaturi od 55 °C i usitnjen do finog praha. U svaki uzorak dodato je 300 pl
D>0O sa dodatim standardom TSP-ds, koncentracije 9,94 mg/ml. Natopljeni uzorci su mehanicki
izmeSani do forme paste i kao takvi kori§¢eni za punjenje rotora. Spektri su snimani na temperaturi
od 298 K pri rotaciji uzorka od 5 kHz. Za podesavanje magi¢nog ugla koriéen je KBr ("Br). Snimani
su 'H NMR eksperimenti, primenom standardne pulsne sekvence zg30 za odredivanje tacne
frekvencije signala vode 1 modifikovana cpmg pulsna sekvenca za metabolomicku studiju. U cpmg
sekvenci je izvrSena modifikacija spin echo dela kako bi se izbegla distorzija signala usled J
modulacije.

Za odredivanje specifi¢ne rotacije, [a]**p koridéen je polarimetar AUTOPOL®IV, Rudolph
Research Analytical, a kao rastvara¢ kori§¢en je metanol.

Kolonska hromatografija (koriS¢ena za frakcionisanje etilacetatnog ekstrakta) je radena na
silika gelu 60, CC (Silica gel 60, 0,063—0,200 mm, 70-230 mesh, ASTM, Merck), koriS¢ena za
frakcionisanje etilacetatnog ekstrakta.

Precis¢avanje frakcija sa kolonske hromatografije i izolovanje Cistih jedinjenja izvrSeno je
primenom reverzno fazne visokoefikasne te¢ne hromatografije, RP-HPLC na te¢nom hromatografu
Agilent Technologies 1100 Series opremljenom DAD detektorom i autosemplerom. Kori$¢ena je
Zorbax Eclipse XDB-C18 (i.d. 9,4 mm x 250 mm, 5 um, veli¢ina pora 80 A) kolona.

Za pracenje toka hromatografije na koloni i izbor najpogodnijeg eluenta koriS¢ena je
analiticka tankoslojna hromatografija (aluminijumske ploce Al TLC silica gel 60, UV aktivne Fasa,
Merck). PlocCice su analizirane pod UV lampom, a zatim izazivane koncentrovanom sumpornom
kiselinom i cerijum-molibdatom (CAM reagensom) uz zagrevanje.
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Tecno-masene hromatografske analize (LC/MS) uradene su na Agilent Technologies 1200
Series teCnom hromatografu opremljenom DAD detektorom i autosemplerom povezanim sa Agilent
Technologies 6210 Time-of-Flight LC/MS sistemom. Za hromatografisanje je koris¢ena mobilna
faza: 0,2 % HCOOH/CH3CN 1:1, pri protoku od 0,2 ml/min. Maseni spektri visoke rezolucije su
dobijeni snimanjem pozitivno i/ili negativno naelektrisanih jona elektrosprej jonizacionom tehnikom
(ESI). Maseni spektri su snimani pri slede¢im uslovima: napon na kapilari 4000 V, temperatura i
protok gasa za suSenje 350 °C, 12 I/min, pritisak na rasprSivacu 45 psi, napon fragmentora 140 V.
Maseni spektri su snimljeni u opsegu masa od 100 do 3200 m/z. Za snimanje i obradu podataka
koriséen je program MassHunter Workstation.

Za dobijanje frakcija bogatih triterpenima kori$¢eni su rastvaraci analiti¢ke ¢istoce, dodatno
precis¢eni destilacijom i osuseni sa anhidrovanim kalcijum-hloridom ili natrijum-sulfatom.

Za HPLC i LC/MS koriSc¢eni su rastvara¢i HPLC odnosno HPLC-MS ¢istoce.

Kao standard D-glukoze koris¢en je komercijalni proizvod (Tokyo Chemical Industry, TCI,
Belgium).

Pri odredivanju citiotoksi¢ne aktivnosti koris¢ene su celijske linije humane akutne
promijelocitne leukemije (HL-60), adenokarcinoma pluca (A549) i fibroblasti plu¢a humanih fetusa
(MRC-5), komercijalni proizvodi American Type Culture Collection (ATCC), Manasas, VA, SAD;
MTT (3-(4,5-dimethilthiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolium bromid) komercijalni proizvod Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD i Multiskan EX Thermo Labsystems plate reader, Waltham, MA, SAD.

Za odredivanje protektivnog efekta na DNK humanih limfocita kori§¢eni su: amifostin WR-
2721 (S-2[3-aminopropilamino]-etilfosfotionska kiselina (98 %)), komercijalni proizvod kompanije
Marligen-Biosciences, USA. Mitomicin C, RPMI 1640 medium, Fitohemaglutinin i Citohalasin B su
komercijalni proizvodi kompanije Invitrogen-Gibco-BRL, Be¢, Austrija. Sredstvo za bojenje
slajdova alkalni Giemsa (2 %) je komercijalni proizvod kompanije Sigma-Aldrich, Be¢, Austrija i
natrijum-hlorid je komercijalni proizvod kompanije Merck Sharp & Dohme GmbH, Wien, Austrija.

3.2. Fungalni materijal

3.2.1. Plodonosna tela F. betulina iz prirode

Plodonosna tela su sakupljena u okolini Valjeva u ataru sela Ogladenovac u novembru 2016.
godine. Geografske koordinate lokacije su 4424104 N, 194616.3 E. Plodonosna tela su
identifikovana od strane dr Aleksandra Knezevica i vaucer br. BEOFB1011 je deponovan u
Botanickoj basti ,,Jevremovac®, Univerziteta u Beogradu — BiolosSkog fakulteta. Prikupljeni materijal
(2 kg) je koriséen za izolovanje sekundarnih metabolita triterpenskog tipa.

Izolovanje genetickog materijala i analiza genske sekvence uradeno je u Ebersbergu
(Nemacka) primenom ITS metode (interni transkribovani region, eng. Internal Transcribed
Spacer).!** Za ITS sekvencionisanje koris¢eni su ITS1/ITS4 prajmeri. Pomoc¢u mini kita (DNeasy
Plant Mini Kit Qiagen, Valencia, CA, SAD) izolovan je DNK materijal iz 50 mg suvog micelijuma,
sedam dana stare kulture. Umnozavanje PCR-om izvrSeno je u 35 amplifikacionih ciklusa: pocetna
denaturacija na 95 °C tokom cetiri minuta, zatim u svakom od ciklusa umnozavanja denaturacija
umnozenih segmenata na 95 °C tokom 30 sekundi, vezivanje prajmera na 52 °C tokom jednog minuta
1 umnozavanje DNK segmenata na 72 °C tokom jednog minuta sa finalnim produzetkom na 72 °C
tokom sedam minuta.'* Nakon toga, PCR proizvodi su elektroforetski razdvojeni i pre¢iséeni za
sekvenciranje. Dobijena sekvenca je uporedena sa sekvencama koje se nalaze u GenBank NCBI bazi
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sekvenci (eng. National Center for Biotechnology Information GenBank — Banka gena nacionalnog
centar za biotehnoloske informacije, SAD) radi identifikacije. Dobijena sekvenca je deponovana u
GenBank NCBI bazi sekvenci.

3.2.2. Gajenje (kultivacija) plodonosnih tela F. betulina na razli¢itim podlogama

Kultivacija F. betulina u cilju dobijanja plodonosnih tela vrsena je u laboratorijskim uslovima
po metodi Pleszczynska i saradnika, uz male modifikacije.*

Supstrat od cerealija za kultivaciju micelije i inokulaciju (eng. spawn) je pripreman
koris¢enjem pSeni¢nih zrna kao podloge. Priprema je obuhvatila: imbibiciju u destilovanoj vodi
tokom 24 h, kuvanje na 100 °C tokom 20 min i sterilizaciju ocedenog materijala u staklenim teglama
za kultivaciju na 114 °C tokom 60 min. Nakon toga usledila je inokulacija sa 25 micelijskih diskova
(9 0,5 cm, sa sedam dana stare culture F. betulina na MEA) 1 inkubacija u mraku na 25 °C tokom 14
dana.

Supstrat za kultivaciju plodonosnih tela je pripreman meSanjem osnovne supstratne
komponente (80 %) 1 organske smeSe (20 %). Za osnovnu supstratnu komponentu zasebno su
koris¢éene mlevene unutrasnje ljuske leSnika (Corylus avellana) i piljevina stabla ruja (Cotinus
coggygria), crne jove (Alnus glutinosa) 1 breze (Betula alba), potapani u kljucalu vodu tokom 12 h,
a zatim cedeni pre pravljenja supstrata. Organska smesa je napravljena od pSenicnih mekinja, razanih
mekinja, ovsenih mekinja, kukuruznog griza, prosa i saharoze, u odnosu 30:30:15:15:5:5. Radi
postizanja optimalne pH vrednosti supstratu je dodavan kalcijum-karbonat (10 g/kg). Nakon pripreme
supstrata, usledilo je punjenje polipropilenskih kesa za gajenje plodonosnih tela sa mikroporoznim
filterom (SaCOx) supstratom (1000 g) relativne vlaznosti oko 60 %. Zatim, usledila je sterilizacija na
114 °C tokom 120 min, hladenje supstrata na sobnoj temperature u sterilnoj komori preko no¢i i
inokulacija sa 10 g micelijom obraslih zrna pSenice.

Kese su inkubirane na 22 + 2 °C u mraku 14 dana, nakon ¢ega su izlagane temperaturnom
Soku (2-4 °C, 48 h). Po zavrsSetku temperaturnog Soka kese su perforirane laboratorijskim buSacem,
a kultivacija je nastavljena na 16-18 °C uz relativnu vlaznost vazduha od 80-85 % 1 odgovarajucu
ventilaciju, radi odrzavanja koncentracije CO> (<1000 ppm). U toku fruktifikacije obezbeden je
dnevno-no¢ni rezim svetlosti (1000 lux, 10 h dnevno). Plodonosna tela su sakupljana periodi¢no (10,
20, 30 1 60 dana nakon izlaganja temperaturnom Soku), od faze primordije do faze zrelih bazidiokarpa.

Kultivisana plodonosna tela F. betulina su bila predmet metabolomicke studije odredivanja
metabolickih profila usled razli¢ite starosti i supstrata na kojima su gajena, primenom FTIR i HR
MAS NMR spektroskopskih tehnika.
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3.3. Priprema ekstrakata i izolovanje Cistih jedinjenja

3.3.1. Ekstrakcija plodonosnih tela F. betulina

Plodonosna tela F. betulina su osusena na vazduhu. Usitnjeno je 200 g suvog materijala, a
zatim ekstrahovano smeSom rastvaraca hloroform/metanol (v/v 2:1), postupkom maceracije na
sobnoj temperaturi tokom tri dana. Ekstrakcija je ponovljena jo§ dva puta, nakon spajanja i uparavanja
ekstrakata, dobijeno je 22,4 g Gvrstog ostatka. Cvrsti ekstrakt je suspendovan u vodi
(200 ml) i postupkom te¢no-tecne ekstrakcije, ekstrahovan sa etil-acetatom (5 x 200 ml). Etil-acetatni
ekstrakt je spojen, osuSen sa anhidrovanim natrijum-sulfatom i uparen na rotacionom vakuum
uparivacu. Dobijeno je 11,4 g etil-acetatnog ekstrakta.

3.3.2. Frakcionisanje ekstrakta hromatografijom na koloni

Etil-acetatni ekstrakt (7,6 g) je frankcionisan hromatografijom na koloni silika gela dimenzija
53 x 4,7 cm, kombinacijom gradijentnog i izokratnog eluiranja. PocCetni sistem za eluiranje je bio
100 % n-heksan, a nakon toga je povecavana polarnost do 100 % etil-acetata, pa nastavljeno sa
sistemom metanol/etil-acetat. Tok hromatografije dat je u Tabeli 27. Dobijene su ukupno 1092
frakcije od po 20 ml. Tok hromatografije je pracen analitickom tankoslojnom hromatografijom
(TLC), na osnovu koje su, na kraju, spojene frakcije sa slicnim Rf vrednostima. Na ovaj nacin,
dobijeno je 68 finalnih frakcija (Tabela 28).
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Tabela 27. Tok gravitacione hromatografije na koloni prilikom razdvajanja etil-acetatnog ekstrakta F.
betulina.

Broj frakcije n-Heksan - Etil-acetat Broj frakcije Etil-acetat y Metanol
0 (1]
0-30 100 - 713-731 97 3
31-55 85 15 732-763 95 5
56-73 82 18 764-825 93 7
74-96 80 20 826-832 90 10
97-128 77 23 833-844 88 12
129-154 75 25 845-886 85 15
155-218 73 27 887-895 83 17
219-247 70 30 896-907 80 20
248-273 67 33 908-929 77 23
274-285 65 35 930-941 75 25
286-304 62 38 942-951 70 30
305-335 60 40 952-966 65 35
336-369 57 43 967-972 60 40
370-382 55 45 973-989 55 45
383-405 53 47 990-1004 50 50
406-468 50 50 1005-1016 45 55
469-480 47 53 1017-1043 40 60
481-503 45 55 1044-1080 30 70
504-517 40 60 1081-1086 20 80
518-533 37 63 1087-1090 10 90
534-550 35 65 1091-1092 - 100
551-563 32 68
564-575 30 70
576-587 25 75
588-617 22 78
618-631 20 80
632-640 17 83
641-650 15 85
651-661 13 87
662-669 10 90
670-680 7 93
681-691 5 95
692-697 3 97
698-712 100
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Tabela 28. Spojene frakcije nakon preciS¢avanja gravitacionom hromatografijom na koloni.
Oznaka spojenih Oznaka spojenih

Spojene frakcije Spojene frakcije

frakcija frakcija

1-29 F. 431-442 F.ss
30-48 F., 443-467 F.36
49-58 Fs 468-480 F.37
59-63 F4 481-516 F.sg
64-79 F.s 517-536 F.30
80-100 F. 537-544 F.40
101-106 F.; 545-566 F.q
107-123 F.s 567-594 F.
124-130 F. 595-598 F.u3
131-139 F.10 599-630 F.u
140-147 F.u 631-652 F.ss
148-170 F.» 653-654 F.46
171-193 F.i3 655-695 F.47
194-202 F.a 696-716 F.ss
203-214 F.is 717-740 F.40
215-220 F.i6 741-758 F.s0
221-225 F.i7 759-777 F.5
226-228 F.is 778-795 F.s2
229-233 F.i9 796-811 F.s53
234-259 F.o 812-849 F.s4
260-272 F. 850-863 F.ss
273-289 F.» 864-874 F.s6
290-311 F.3 875-890 F.57
312-318 F.4 891-930 F.ss
319-328 F.os 931-947 F.5o
329-332 F.o6 948-975 F.c0
333-336 F.oy 976-983 F.61
337-340 F.os 984-992 F.s2
341-354 F.2 993-1005 F.63
355-369 F.30 1006-1017 F.64
370-375 F.5 1018-1042 F.ss
376-400 F.5 1043-1090 F.66
401-420 F.3; 1091 F.¢7
421-430 F.a4 1092 F.ss8

3.3.3. Preparativna tankoslojna hromatografija (TLC)

Preparativna tankoslojna hromatografija je koriS¢ena za izolovanje jedinjenja iz
jednostavnijih smeSa. Koris¢ene su aluminijumske TLC ploce sa slojem silika gela 60 Fasa.
Razdvajana je frakcija 65 sa sistemom za razdvajanje hloroform/metanol/voda u odnosu 20:10:0,5.
Nakon razdvajanja, krajnji deo ploce je izazvan sumpornom kiselinom i zagrejan, kako bi se uocile i
obelezile trake na razli¢itim R¢ vrednostima (0,56, jedinjenje 2 1 0,48, jedinjenje 19), posto jedinjenja
koja su izolovana nisu UV aktivna i ne bi se videla na UV detektoru. Nakon toga na osnovu dela traka
koji su se pojavili izazivanjem sumpornom kiselinom ekstrapolirane su linije duz celih plo¢a. Tako
su obelezene dve trake, koje su zatim odvojene od nosaca i ekstrahovane metanolom tokom 15 minuta
na ultrazvucnom kupatilu. Dobijeni ekstrakti su procedeni 1 upareni na rotacionom vakuum
uparivacu. U cilju izolovana jedinjenja visoke cCisto¢e za finalno preciscavanje koriSéena je
semipreparativna visokoefikasna tecna hromatografija (HPLC). Iz frakcije 65 izolovana su jedinjenja
2i19.
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3.3.4. Semipreparativna visokoefikasna teéna hromatografija

PreciS¢avanje  frakcija radeno je semipreparativnom visokoefikasnom tecnom
hromatografijom na HPLC sistemu Agilent Technologies 1100 na koloni Zorbax XDB-C18 (250 x
9,4 mm; 5 um), pri konstantnom protoku od 4 ml/min i temperaturi 25 °C. Detekcija je vrSena na dve
talasne duzine 210 i 254 nm. Kori§¢eno je osam razliCitih programa sa mobilnom fazom koja se
sastojala od sistema voda (A) i acetonitril (B). Hromatografski uslovi, broj frakcija koje su precis¢ene

1i1zolovana jedinjenja dati su u Tabeli 29.

Tabela 29. Hromatografski uslovi za semipreparativno pre€is¢avanje i mase izolovanih jedinjenja.

Frakcija Mobilna faza Izolovana jedinjenja (mg) R;
70-100 % B (0-20 min), 100 % B (20-25 min), 100-
F.is 70 % B (25.26 min) 18 (88,1) 17,8
70-100 % B (0-15 min), 100 % B (15-20 min), 100-
F.2 0% B (30_2(2 min) ) o B ( ) 12 (10,8) 21,0
- 0 - 1 0 - 1 -
Foou 2 ;g (}A)o% éiz(gni?nl;l‘“)’ 100% B (20-25 min), 100- 5 7 1y 141, 6.(5,1) 12,5; 11 (6,4) 13,4
58-68 % B (0-20 min), 68-100 % B (20-22 min), 100 ,
Fao-s /B (22-23 min), 100-68 % B (23-24 min) 9(22,2) 21,0; 10 (7,4) 26,4
. 60-100 % B (0-25 min), 100 % B (25-30 min), 100- 7 (4,3) 10,8; 8 (3,7) 14,5, 9 (21,8) 13,5;
3503 60 % B (30-31 min) 13 (2,2) 14,0; 30 (1,8) 15,8
60-100 % B (0-20 min), 100 % B (20-25 min), 100- L (3-3) 18.9; 3 (147.0) 20.8; 16 (27.7)
Fai s 0oy B (25.26 min) 23,9; 20 (8,3) 20,8; 21 (4,4) 18,3; 22
’ (2,6) 17,2;
. 60-100 % B (0-25 min), 100 % B (25-30 min), 100- 3 (24,5) 24,1; 4 (29,1) 22,1; 24 (2,5)
AT 60 % B (30-31 min) 6,3;25(2,5) 10,8
40-80 % B (0-25 min), 80-100 % B (25-35 min), 100 14 (24 30,5, 15 (2.6) 24,5 17 (1,0)
5% 405 (35.37 mimy 35,3; 23 (2,1) 32.9; 26 (3,5) 14,4; 27
(1,1)31,7; 28 (2,3) 21,4; 29 (1,4) 18,9
80-100 % B (0-15 min), 100 % B (15-17 min), 100-
F.57 80 % B (17-19 min) 31(2.8)9,3
- 0 - 1 - 0 - 1 -
Fe 60-68 % B (0-5 min), 68-100 % B (5-7 min), 10060 5 1 g\ 35101 734

% B (7-9 min)

Injekciona zapremina, 200 ul (konc. 10 mg/ml, MeOH); (DAD; A = 210 nm i 254 nm), Temperatura kolone,
25 °C; protok (4 ml/min), H,O (A) + CH3CN (B).

Rt — retenciono vreme (min)

3.3.5. Kisela hidroliza triterpenskih glikozida

Jedinjenja 27, 28, 29 i 31 (Slika 3), 0,5 mg od svakog su posebno hidrolizovana sa 2M HCI
(1,0 ml), tokom 30 min, uz zagrevanje na 100 °C. Nakon hladenja, svaka reakciona smesa je
neutralisana sa zasi¢enim rastvorom natrijum-hidrogenkarbonata (NaHCO3) do pH 7, procedena kroz
HPLC 0,45 pm filter i analizirana na Dionex ICS 3000 DP LC uredaju sa elektrohemijskim
detektorom, radnom elektrodom od zlata i referentnom Ag/AgCl. Standardni rastvori D-glukoze je
pripremljen rastvaranjem u ultracistoj vodi u koncentraciji od 20 pg/ml sa dodatkom 70 mg natrijum-
hlorida, posto je ta koli¢ina natrijum-hlorida prisutna u uzorcima, nakon neutralizacije. Program za
analizu monosaharida: 15 % A i 85 % C (0-5,0 min); 15 % A, 2 % B 1 83 % C (5,0-5,1 min); 15 %
A,2%Bi183 % C(5,1-12,0 min); 15 % A, 4% B 181 % C (12,0-12,1 min); 15% A, 4 % Bi81 %
C (12,1-20,0 min); 20 % A, 20 % B 1 60 % C (20,0-20,1 min); 20 % A, 20 % B 1 60 % C (20,1-30,0
min). Kao mobilna faza koriS¢ena je smesa rastvaraca - 600 mM rastvor natrijum-hidorksida (A), 600
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mM rastvor natrijum-acetata (B) i ultracista voda (C), brzina protoka je 0,7 ml/min. Pre analize,
sistem je kondicioniran mobilnom fazom 15 % A 1 85 % C, tokom 30 min. Retenciono vreme D-
glukoze bilo je 5,78 min.

Kisela hidroliza frakcija 50-52 1 57 (100 mg) u kojima dominiraju jedinjenja 27, 28, 29 i 31
je uradena sa IM HCI (10 ml) tokom 3 h na temperaturi od 100 °C. Nakon hladenja, reakciona smesa
je ekstrahovana etil-acetatom (3 x 10 ml) 1 vodeni sloj je neutralizovan zasi¢enim rastvorom natrijum-
hidrogenkarbonata. Identifikacija monosaharida je potvrdena poredenjem retencionog vremena na
tankoslojnoj hromatografiji sa standardom D-glukoze, koriste¢i kao mobilnu fazu smesu EtOAc-i-
PrOH-Me>CO-H20 u odnosu 20:10:7:6. Koriste¢i istu mobilnu fazu, uradena je preparativna
tankoslojna hromatografija, nakon koje je dobijeno 2,4 mg monosaharida. Opticka rotacija
izolovanog monosaharida je izmerena i uporedena sa optickom rotacijom komercijalnog standarda:
D-glukoza [a]*'p+57 (¢ 0,2, H,0); standard +61 (c 0,2, H20).

3.3.6. Spektroskopski podaci za nova jedinjenja

U ovom delu nalaze se spektroskopski podaci za jedinjenja 19-31.

Poliporenska kiselina E (19): bela &vrsta supstanca, [a]**p+16 (¢ 1,0 CH30H); IR (ATR) vimax 3397,
3087, 2927, 2872, 1718, 1597, 1458, 1390, 1311, 1240, 1162, 1076, 990, 893, 684, 603 cm™'; 'H
NMR i 3C NMR podaci dati u Tabeli 16.; HR-ESI-MS m/z 557,3484 [M-H]" (izra¢unato C33Hs0O7—
H, 557,3471).

Poliporenska kiselina F (20): bela ¢vrsta supstanca, [a]**p+25 (¢ 1,0 CH30H); IR (ATR) vimax 3503,
3083, 2946, 2875, 1745sh, 1733, 1645, 1560, 1457, 1373, 1317, 1263, 1206, 1154, 1072, 1032, 989,
894 cm '; 'H NMR i '3C NMR podaci dati u Tabeli 16.; HR-ESI-MS m/z 571,3640 [M-H]
(izracunato C4sHe0O10+HCOO , 617,3689).

Poliporenska kiselina G (21): bela &vrtsa supstanca, [a]*’p+30 (c 1,0 CH30H); IR (ATR) vimax 3364,
sh 3085, 2952, 2926, 2871, 1731, 1704, 1643, 1459, 1377, 1258, 1182, 1084, 1034, 603 cm '; 'H
NMR i 3C NMR podaci dati u Tabeli 16.; HR-ESI-MS m/z 483,3480 [M-H]" (izraunato C31HasOu-
H, 483,3479).

Poliporenska kiselina H (22): bela ¢vrsta supstanca, [a]*?p+35 (¢ 1,0 CH30H); IR (ATR) vinax 3389,
sh 3082, 2925, 2869, 1707, 1644, 1563, 1457, 1453, 1379, 1256, 1204, 1071, 1035, 893, 799, 663,
599,512,451 cm '; 'THNMR i *C NMR podaci dati u Tabeli 17.; HR-ESI-MS m/z 485,3625 [M+H]"
(izracunato C31Hag04stH, 485,3643).

Poliporenska kiselina I (23): bela ¢vrsta supstanca, [a]**p+10 (¢ 1,0 CH30H); IR (ATR) vmax 3397,
3084, 2950,2931,2874, 1729, 1646, 1573, 1457, 1375, 1205, 1178, 1118, 1087, 1032, 978, 893 cm !;
'"H NMR i *C NMR podaci dati u Tabeli 17.; HR-ESI-MS m/z 645,4374 [M+H]" (izradunato
C3sHeoOs+H, 644,4301).

Poliporenska kiselina J (24): beli amorfni prah, [a]*p +51 (c 1,0 CH30H); IR (ATR) vimax 3405,
3087, 2959, 2878, 2821, 2741, 1702, 1638, 1594, 1457, 1381, 1355, 1248, 1207, 1110, 1078, 1024,
889, 771 cm !; '"H NMR i '3C NMR podaci dati u Tabeli 17.; HR-ESI-MS m/z 499,3441 [M-H]
(izracunato C31Ha30s5-H, 499,3441).

Poliporenska kiselina K (25): beli amorfni prah, [a]**p+18 (¢ 1,0 CH;0H); IR (ATR) vimax 3439,
3090, 2960, 2878, 1704, 1643, 1594, 1457, 1380, 1249, 1206, 1078, 1018, 893 cm '; 'HNMR i 13C
NMR podaci dati u Tabeli 18.; HR-ESI-MS m/z 513,3597 [M-H] (izracunato Cs32Hs0Os—H,
513,3597).
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Poliporenska kiselina L (26): bela ¢vrsta supstanca, [a]**p+44 (¢ 1,0 CH30H); IR (ATR) vimax 3362,
3080, 2945, 2921, 2876, 1706, 1645, 1562, 1456, 1412, 1379, 1251, 1203, 1110, 1028, 896, 671 cm ';
'"H NMR i *C NMR podaci dati u Tabeli 18.; HR-ESI-MS m/z 501,3592 [M+H]" (izradunato
C31H4g0s5+H, 501,3575).

Fomitozid L (27): bela &vrsta supstanca, [a]*’p+18 (¢ 1,0 CH30H); IR (ATR) vimax 3388, 3081, 2954,
2926, 2872, 1744, 1704, 1644, 1576, 1458, 1378, 1259, 1154, 1075, 1028, 890, 801 cm '; '"H NMR i
13C NMR podaci dati u Tabeli 18.; HR-ESI-MS m/z 633,37989 [M-H] (izraCunato C39Hs407-H,
633,3797).

Fomitozid M (28): bela ¢vrsta supstanca, [a]**p-10 (c 1,0 CH30H); IR (ATR) vmax 3379, 3081, 2959,
2926, 2874, 1734, 1645, 1573, 1458, 1374, 1254, 1075, 1028, 891, 802 cm '; 'H NMR i *C NMR
podaci dati u Tabeli 19.; HR-ESI-MS m/z 691,4416 [M+H]" (izracunato C39Hs2010-H, 691,4287).

Fomitozid N (29): bela ¢vrsta supstanca, [a]*’p-11 (¢ 1,0 CH;0H); IR (ATR) vinax 3379, 3081, 2959,
2926, 2874, 1734, 1645, 1573, 1458, 1374, 1254, 1075, 1028, 891, 802 cm '; 'H NMR i *C NMR
podaci dati u Tabeli 19.; HR-ESI-MS m/z 829,4746 [M+Na]" (izra¢unato C44H70013+Na, 829,4889).

Poliporenska kiselina M (30): bela &vrsta supstanca, [a]**p+12 (c 1,0 CH;0H); IR (ATR) vimax 3397,
3081, 3031, 2959, 2929, 2874, 1737, 1698, 1580, 1457, 1382, 1247, 1211, 1091, 1069, 1030, 884
cm !; 'TH NMR i *C NMR podaci dati u Tabeli 19.; HR-ESI-MS m/z 482,3378 [M-H] (izra¢unato
Cs1H4604—H, 482,3396).

Fomitozid O (31): bela &vrsta supstanca, [a]**p-19 (¢ 1,0 CH;0H); IR (ATR) vmax 3361, 3078, 2958,

2927, 2872, 1742, 1642, 1558, 1457, 1375, 1258, 1076, 1028, 891, 802 cm '; 'TH NMR i *C NMR
podaci dati u Tabeli 19.; HR-ESI-MS m/z 645,4008 [M-H] (izracunato C37HssOo—H, 645,40006).
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3.4. Bioloski testovi

3.4.1. Citotksi¢na aktivnost

Celijske linije
Celije HL-60, A549 i MRC-5 gajene su u RPMI-1640 medijumu na 37 °C. U medijum je
dodato 10% fetalnog govedeg seruma, L-glutamina i penicilin/streptomicin (Sigma).

Analiza citotoksicnosti

DMSO Sstok rastvor (2 ili 5 mM) ispitivanih jedinjenja (1-11 i 13-31) rastvoren je u
odgovaraju¢em hranljivom medijumu do finalnih koncentracija od 3,125 do 50 uM za ¢elije kancera
i od 12,5 do 200 uM za normalne ¢elije MRC-5. Finalna koncentracija rastvaraca (DMSO) nije
prelazila 2,5 %, §to je netoksicna doza za delije. Ispitivane éelijske linije HL-60 (7 x 10°
éelija/bunari¢), A549 i MRC-5 (5 x 10° éelija/bunari¢) su tretirane tokom 72 h. Nakon toga 10 pl
MMT rastvorenog u puferisanom fizioloskom rastvoru, koncentracije 5 mg/ml je dodato u svaki
bunari¢, koji su potom inkubirani tokom 4 h. Za rastvaranje formazana, nastalog konverzijom MMTa
od strane zivih ¢elija, dodato je 100 pl natrijumdodecilsulfata, koncentracije 100 g/I. Nakon 24 h
izmerena je apsorbanca na 570 nm uz pomo¢ Multiskan EX Thermo Labsystems plate readera kako
bi se odredio broj zivih ¢elija u svakom od bunari¢a. Svi eksperimenti su radeni u triplikatu.

3.4.2. DNK protektivna aktivnost

Uzorci venske krvi su prikupljeni u sterilnim vakutajnerima sa heparizidom od 6 zdravih
muskaraca koji nisu bili izloZeni hemikalijama, lekovima, ili nekim drugim supstancama. Svi
dobrovoljci su dali pismenu saglasnost za korisS¢enje njihovih uzoraka za potrebe istrazivanja. Od
svakog je prikupljeno dva puta po 5 ml krvi.

Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa etickim kodom Svetske zdravstvene organizacije
(Deklaracija iz Helsinkija iz 1964. godine, revidirana 2002. godine). Uzorci su prikupljani u
medicinskoj jedinici Instituta Vinca, a u skladu sa aktuelnim zdravstvenim i etickim propisima
Republike Srbije (2005. godine).

Analiza mikronukleusa

Prikupljeni uzorci krvi su centrifugirani kako bi se izdvojile limfocitne celije od ostalih
elemenata krvi. Priblizno 2 x 10 krvnih limfocita je zasejano u 5 ml RPMI-1640 medijuma sa
dodatkom 15 % tele¢eg seruma i 2,4 ng/ml fitohemaglutinina. Jedan sat nakon ¢elijske stimulacije,
dodata je vodena suspenzija ispitivanih jedinjenja. Celijske kulture izolovanih limfocita su tretirane
lanostanskim triterpenima (3-6, 9-12, 16, 20 i 21) u koncentracijama 1, 2 or 4 pg/ml.

Tri kontrolna seta uzoraka su koris¢ena u ovom eksperimentu:

1. Netretirana ¢elijska kultura (nulta kontrolna grupa),

2. Celijska kultura tretirana amifostinom (koncentracije 1 pg/ml), jedinjenjem koje ima DNK
protektivnu ulogu (pozitivna kontrola),

3. Celijska kultura tretirana mitomicinom C u fosfatnom puferu (0,2 pg/ml), jedinjenjem koje
izaziva pojavu mikronukleusa (negativna kontrola).

Celijske kulture su tokom ¢itavog eksperimenta inkubirane u termostatu na 37 °C. Vreme
inkubacije je odredeno na osnovu procene vremena potrebnog za unos, metalisanje i ekskreciju
ispitivanih jedinjenja iz organizma i procenjeno je na 19 h. Nakon tretmana testiranim jedinjenjima,
sve celijske kulture su isprane hranljivim medijumom, premestene u 5 ml svezeg RPMI 1640
medijuma i inkubirane dodatnih 72 h .

Odredena je ucestalost spontanog formianja mikronukleusa. Za produkciju mikronukleusa
kori§éena je modifikovana metoda.'*® Citohalasin B koncentracije 6 pg/mL je dodavan u éeijske
kulture, nakon 44 h od pocetka gajenja i tako tretirani limfociti su inkubirani tokom 24 h. Nakon
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inicijalne inkubacije ¢elije su isprane sa 0,9 % rastvorom natrijum-hlorida, centrifugirane i tretirane
hipotoni¢nim rastvorom na 37 °C. Hipotoni¢ni rastvor je napravljen od 0,56 % rastvora kalijum-
hlorida 1 0,9 % rastvora natrijum-hlorida pomesanih u zapreminskom odnosu 1:1. Prethodno je
¢elijska suspenzija potopljena u smesSu metanola i siréetne kiseline (v/v 3:1), isprana tri puta i
premestena u bunari¢e koji su osusSeni na vazduhu i obojeni 2 % alkalinim rastvorom Gimsa.

Najmanje 1000 binuklearnih ¢elija po bunari¢u je detektovano, dok su MN odredivani po
kriterijumima datim od strane.!*”-13

Efekat testiranih jedinjenja na ¢elijsku deobu je odreden preko indeksa proliferacije blokirane
citokineze (CBPI) izraZenog po Surralles i saradnicima.'®

Statistika obrada i preracunavanje indeksa

Statisticka analiza je uradena u Origin 7.0 programu. Statisticka znacajnost izmedu
analiziranih setova podataka odredena je analizom varijanse (ANOVA) primenom T testa. Razlike
izmedu ispitivanih setova podataka za p<0,01 1 p<0,05 su smatrane statisticki znacajnim.
Izracunavanje indeksa je predstavljeno kao promena izmedu razli¢itih grupa izraZzena u procentima.

3.5. Metabolomicka analiza plodonosnih tela F. betulina

Statisticka obrada podataka za potrebe metabolomicke studije izvrSena je u SIMCA 14.0
programu. Spektralni podaci su normalizovani na ukupnu povrSinu, centrirani (mean centered) i
skalirani (unit variance). Kod analize IR podataka dodatno je primenjen drugi izvod. Za 'H NMR
spektre uradeno je centriranje signala (eng. alignment) kako bi se korigovale promene nastale usled
promene pH vrednosti i bining (0,04) u MestReNova 12.0 programu. Iz analize je iskljucena oblast
ou 4,70 — 4,90 zbog prisustva rezidualnih signala vode.

Kriterijumi validacije CV-ANOVA testa su p < 0,05, dok kod permutacionog testa regresione
linije (Q?) treba da seku vertikalnu osu ispod vrednosti nula, kao i da su sve Q? i R? vrednosti
permutovanih Y vektora nize nego u ispitivanom modelu.

Za analizu promenljivih zasluznih za razdvajanje u VIP-pred, znaCajnim su smatrane
promenljive sa VIP-pred > 1,5, dok su kao kriterijum za analizu u S-grafiku koriS¢ene apsolutne
vrednosti vece od [p[cor]| > 0,4.
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4. ZAKLJUCAK

U okviru ove disertacije ispitivani su sekundarni metaboliti triterpenskog tipa nativnih
plodonosnih tela Fomitopsis betulina. 1zolovano je 1 okarakterisano 31 jedinjenje (Slika 4) od kojih
je 13 jedinjenja (19-31) po prvi put opisano u literaturi. Jedinjenja 19-29 poseduju 24-metilen-lanost-
8-enski skelet karboksilne kiseline i podeljena su na dve grupe: 26-lanostanske (19 — 23) i 21-
lanostanske (24 — 29) kiseline. Jedinjenje 30 sadrzi A7*!V dienski sistem, a jedinjenje 31 predstavlja
derivat 3,4-seco-lanostana.

Posmatrano iz ugla hemijskih struktura, najzanimljivija su jedinjenja 31119, kao i triterpenski
glikozidi (27-29 i 31) koji su prvi put izolovani iz F. betulina. Jedinjenje 31 je prvi primer glikozida
sa 24-metilen-3,4-seco-lanostanskim skeletom, a jedinjenje 19 poseduje jedinstven tip supstituenta
na triterpenskom skeletu, koji ranije nije opisan u literaturi.

Zaizolovana jedinjenja ispitana je citotoksi¢na aktivnost na ¢elijskim linijama promijelocitne
leukemije (HL-60) i adenokarcinoma pluca (A549), za jedinjenja 1-11 1 13-31. Od jedinjenja koja do
sada nisu bila opisana u literaturi, jedinjenja 27 (ICso = 15,80 + 0,83) 1 29 (ICso = 23,72 + 2,57) su
pokazala znacajnu aktivnost, ali zbog male koli¢ine nije bilo moguce odrediti indeks njihove
selektivnosti. Za jedinjenja 3, S, 7, 10 i 14 odredene 1Cso vrednosti su manje od 20 uM na HL-60
¢elijskim linijama pri ¢emu jedinjenja S, 7, 10 1 11 imaju visok indeks selektivnosti u odnosu na
zdrave Celije (MRC-5), sa vrednostima indeksa od 8,6; 5,8; 9,8 i 4,6, redom. Komercijalni standard
cisplatin je imao pet puta vecu aktivnost u odnosu na jedinjenja 5 1 10, ali je selektivnost izolovanih
jedinjenja bila pet puta veca. Jedinjenja 1-11 1 13-31 nisu pokazala znacajnu citotoksi¢nu aktivnost
na A549 Celijskim linijama.

DNK protektivna aktivnost je testirana za jedinjenja 3-6, 9-12, 16, 18, 20 i 21 na humanim
limfocitima periferne krvi 1 uporedena sa komercijalnim standardom amifostinom (pozitivnom
probom), mitomicinom C (negativnhom probom) i netretiranim ¢elijama (nultom probom). Na osnovu
indeksa proliferacije utvrdeno je da nijedno od testiranih jedinjenja ne pokazuje znacajno smanjenje
broja tretiranih celija. Rezultati testa ukazuju na zastitni efekat testiranih jedinjenja, njihov
citogenetski potencijal i smanjenje oSte¢enja smanjenjem ucestalosti mikronukleusa na dozno
zavistan nacin, te da su najefikasnija pri koncentraciji od 2,0 pg/ml. Jedinjenje 21 pokazalo je
najsnazniji efekat na smanjenje nastanka mikronukleusa (P < 0.01), 44 % pri koncentraciji od 2,0
pg/ml u poredenju sa nultom kontrolom. Nesto manji efekat uocava se kod jedinjenja 3, 10 i 20, pri
istoj koncentraciji.

Proucavanjem veze strukture i aktivnosti testiranih jedinjenja utvrdeno je da jedinjenja 5, 6 i
9, derivati sa 24-metilen-lanost-7,9(11)-dienskim sistemom, pokazuju slabiju aktivnost u odnosu na
derivate 24-metilen-lanost-8-enskih jedinjenja, 3, 4, 10, 11, 12, 20 i 21. U slucaju jedinjenja 21, koje
ima 3-keto grupu, uocena je veca aktivnost u odnosu na jedinjenja sa 3-hidroksi (4) 1 3-O-acil
supstituentima (3 1 20). Aktivnost epimernih jedinjenja 10 i 11 direktno zavisi od relativne
konfiguracije u polozaju
C-3, tako da jedinjenje 10 sa 3f-acetatnom grupom pokazuje znacajno vecu aktivnost.

Kod serije lanostana sa A%’ vezom, oksigenacija polozaja C-12 ili C-16, kao i prisustvo
karboksilne grupe u polozaju C-21 i C-26 ima povoljan uticaj na zastitni efekat kod hromozomskih
aberacija. Jedinjenje 16, derivat 3,4-seco-lanostana, sa otvorenim A prstenom ima ostatak skeleta
identi¢an kao kod jedinjenja 12 i oba jedinjenja pokazuju slicnu aktivnost, §to upucéuje da otvaranje
prstena A nema uticaj na aktivnost.

Poredenjem dobijenih podataka sa literaturnim predlozen je potencijalni regulatorni
mehanizam delovanja na celijski ciklus, putem regulacije p53 proteina, §to je potrebno dodatno
istraziti.

Uspesno su po prvi put dobijena plodonosna tela kultivacijom na podlogama od piljevine
stabla breze, ruja, crne jove i na unutrasnjoj ljusci pecenog lesnika.

Prikazani rezultati dokazuju da je moguca kultivacija i plodonoSenje F. betulina na
alternativnim supstratima. Primenom FTIR i HR MAS NMR spektroskopskih tehnika u kombinaciji

157



sa multivarijantnom analizom moguce je pratiti promene metabolickog profila plodonosnih tela, kao
posledice sazrevanja i gajenja na razliitim supstratima. Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdeno je
da sazrevanjem i promenom podloge za gajenje, dolazi do promene hemijskog sastava (metabolickog
profila) plodonosnih tela F. betulina. Na osnovu VIP-pred skorova i S-grafika za dobijene OPLS-DA
modele definisani su karakteristicni markeri sazrevanja. Za odredivanje markera plodonosnih tela
gajenih na razli¢itim supstratima koriS¢eni su SUS grafici dobijenih OPLS-DA modela. Identifikacija
jedinjenja zahteva opsezne dodatne analize i potvrde, Sto ¢e biti predmet buduceg istrazivanja.

Rezultati dobijeni na osnovu FTIR i HR MAS NMR spektroskopskih podataka i SIMCA
predikcionog modela pokazuju da se 1 FTIR spektroskopska tehnika moze uspeSno koristiti za
odredivanje faze sazrevanja plodonosnih tela F. betulina.
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o6pasay usjase o aymopcmeay

H3jaBa 0 ayTOpCTBY

WmMme u npe3sume ayTopa _BaHa B. CodpeHuh

Bpoj ungexca __4X29/2015

H3jaB/byjem

Jla je JOKTOpCKa JucepTanuja noJ HacI0BOM

N3onoBame, VlﬂeHTI/ICbI/IKaU,I/Ija N UMTOTOKCUYHA aKTUBHOCT CEKYHOAPHUX meTabonuta

nnogoHocHux Tena Fomitopsis betulina n nppumeHa HR MAS NMR cnekTpoCKONCKe TEXHUKE

y oapehuBanwy metabonuykor npocuna

® pPE3yJITaT COIICTBEHOT UCTPAXXKUBAYKOT paja,

e Jla AucepTalyja y LleJJMHU HU y JleJIOBMMa HUje OuJia pejjioXKeHa 3a CTUllakbe Apyre
JIUIIJIOMe TIpeMa CTY/AUjCKUM MPOTrpaMUMa JPYTrUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAHOBA;

® Jla Cy pe3yJITaTh KOPEKTHO HaBeJeHU U

e Jla HMCaAM KpUIMO/Jla ayTOpCKa NpaBa U KOPUCTHUO//1a UHTEeJIeKTyalHy CBOjUHY JPYTHUX
JINLA.
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o6pasay usjase 0 ucmosemHocmu WMamMnaHe U eJleKMpoHcKe gep3uje dokmopckoz pada

H3jaBa 0 MICTOBETHOCTH IITaAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
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WmMe u npe3umMe ayTopa _HBaHa B. CodpeHnuh

Bpoj unaekca __[1X29/2015

Ctypujcku nporpam __XeMuja

Hacnos paga: U3os0Bame, uaeHTUGUKaALIMja U UUTOTOKCHYHA aKTHBHOCT CEKYH/IAPHUX MeTA00/IMTa

IJI0I0HOCHUX Tesia Fomitopsis betulina u npumMena HR MAS NMR crieKTpocKoIcKe TeXHUKE Y
oapehuBamy MeTaboJMYKOT TpoduIa

MenTopu: npod. ap Jbyboapar Byjucuh u aip MupociaaB HoBakoBuh, BUIIM HAYYHU capaJHUK

H3jaB/pbyjeM [fa je LITaMnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr paZia UCTOBETHA €eJIeKTPOHCKOj
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OBM JIMYHHU NOZALU MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHHULIAMa JUTUTA/IHe OUOJINOTEKe, Y
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obpasay usjase o kopuwherby

U3jaBa o0 kopuinhewy

OBnamhyjeM YHUBep3UTETCKy 6ubauoTeKy ,CBeTo3ap MapkoBuh“ ga y /JlurutaiHu

penosuTopujyMm YHuUBep3uTeTa y beorpaay yHece MOjy JOKTOPCKY JAucCepTanujy IO
HaC/J0BOM:

N3onoBame, naeHTMdmKaumja u ULMTOTOKCMYHA akTUBHOCT CEKyHAapHUX MeTabonuTa

NnogoHOCHUX Tena Fomitopsis betulina n npumena HR MAS NMR CcNeKTpOCKoNncke TeXHUKE
y ogpehuBanwy metabonuykor npocuna

KOja je Moje ayTOpPCKO JeJ10.

JlvcepTanujy ca CBUM NpPUJI03UMa Ipejao/na caM y eJleKTpOHCKOM popMaTy MOroJHOM 3a
TPajHO apXUBHUPaHE.

Mojy BOKTOpCKY AucepTaLujy noxpamweHy y JUruTajHoM peno3uTOpUjyMy YHUBep3UTeTa y
Beorpasy u AOCTynHY Yy OTBOPEHOM NPUCTYIY MOTY Jla KOPUCTE CBU KOjU MOLITYjy ofipefioe

caZp>kaHe y ofabpaHoM Tuny JuueHue KpeatuBHe 3ajesnune (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJIy4Ho/a.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopctBo - HekoMep1jaiaHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo - HeKoMepIHjaaHo - 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIUjaJHO — AeJUTH oA uctuM ycaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaja (CC BY-ND)
6. AyTOpPCTBO — AeJUTHU oA uctuM ycaosuma (CC BY-SA)

(MosivMo fia 3a0KpYKHUTe CaMo jeIHY 0J, leCT NOHYheHUX JINIeHIIU.
KpaTak onuc JiMlLleHIIU je cacTaBHU [l€e0 OBe M3jaBe).
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1. AytopcTBo. /l03BO/baBaTe YMHOXKaBake, JUCTPUOYIUjy W jaBHO caollllTaBame Jesa, U
npepazie, aKo Cce HaBeJle UMe ayTopa Ha HAyuH ojpeheH oJ] CTpaHe ayTopa WM JaBaola
JIULEHIE, 4YaK U y KoMepLuujaiHe cBpxe. OBO je Hajc1060HUja 01 CBUX JIMLEHIH.

2. AyTopcTBO - HekKoMepuMja/aHO. /[03Bo/baBaTe YMHOKaBawe, JAUCTPUOYLUJY U jaBHO
caoNlITaBame Jiesla, U Ipepajie, ako ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HA4YuH oJipeheH o[ cTpaHe
ayTopa WJM AaBaola juleHLe. OBa JiMIieHIa He 03B0/baBa KOMepLHjaJHy YIOTpeOy Jea.

3. AyTOpCcTBO - HeKOMepUHUjaJHO - ©6e3 mnpepaja. /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBakbe,
JUCTPpUOYLHjy Y jaBHO caoNlITaBake Jiesia, 6e3 NpoMeHa, NpeobJMKOBamba UK yIoTpebe
Jlesia y CBOM /Jiesly, aKO ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauMWH ojpebheH oJ CTpaHe ayTopa WJH
JlaBaoua JjuneHne. OBa JMIeHI|a He J03B0/baBa KOMepLUjaJHy yIoTpeoy Aesa. Y oAHOCY Ha
CBe OCTaJie JIMLEeHIle, 0BOM JIMLEHIIOM Ce OrpaHUYaBa Hajsehu 06UM npaBa Kopulthemwa Jiena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepIMja/IHO - JAeJIMTH NoJ UCTUM ycjaoBuMa. /lo3BosbaBaTe
YMHOXaBame, JUCTPUOYLHjy U jaBHO CAolIUTaBake Jesa, U Ipepaje, ako ce HaBeJe UMe
ayTopa Ha HauyMH oJfpeheH o cTpaHe ayTopa WJM JlaBaolla JIMLEHIle U aKo ce Ipepaja
JUCTpUOyHMpa MOJA HCTOM WJIM CAAYHOM JMLeHUoM. OBa JiMIleHLIlA He [03BOJbaBa
KOMepLHjaJHy ynoTpeoy AeJa ¥ npepaja.

5. AytopcTtBOo - 6e3 mpepaga. /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBake, JUCTPUOYLU]Y U jaBHO
caollITaBame JeJa, 6e3 MIpoMeHa, IpeobIMKOBaba UM YyoTpebe Jesia y CBOM Jiesly, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4yWH ojpeheH of CTpaHe ayTopa WJM JaBaoua JuleHue. OBa
JIMLIeHLa Z103B0J/baBa KOMEPLHUjaIHy YIIOTpeby Aea.

6. AyTOPCTBO - JeJIUTU NOJA UCTUM ycJa0BMMa. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBabe, JUCTPUOYIU]jY
M jaBHO caollITaBake Jiesia, U Ipepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH oApeheH of
CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolid JIMIeHILle M aKo ce Ipepaja AUCTpUOyupa MoJ UCTOM HJIH
CJIMYHOM JinneHLoM. OBa JIMIEHIIA 03BO/baBa KOMepLHUjaIHy YNoTpedy Aesa U mpepaja.
CnuyHa je copTBEPCKUM JIMIeHIlaMa, OJJHOCHO JIMIeHllaMa OTBOPEHOT KO/a.
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